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OZET

ROSMARINIK ASITIiN NADH SENSORLERINDE VE ALKOL
DEHIDROJENAZ TEMELLI BiYOSENSORLERDE MEDYATOR OLARAK
ETKILERININ INCELENMESI

Elif Merve SAHIN

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Erol AYRANCI
Temmuz 2017, 69 sayfa

Caligma temel olarak, dogal bir antioksidant olan rosmarinik asit (RA)’in NADH
sensorlerinde ve etanol tayini igin gelistirilen dehidrojenaz (ADH) temelli amperometrik
biyosensorlerde medyator olarak etkisinin incelenmesini amaglamaktadir.

Calismanin ilk kisminda yiizey baskili karbon elektrotlar (YBCE) RA ile
modifiye edilmistir. Boylece elde edilen elektrotlar dongiisel voltametri ile
elektrokimyasal olarak karakterize edildikten sonra, NADH’ye duyarlig: test edilerek,
bir NADH sensorii olarak kullanimi incelenmistir. Bu incelemede, NADH tayini i¢in
optimum calisma sartlar1 (pH, calisma potansiyeli) belirlenmistir.

Calismanin ikinci kisminda, 6nceden gelistirilmis olan RA modifiyeli YBCE nin
yapisina ADH enzimi de ilave edilerek etanole duyarli olabilecek bir biyosensor
gelistirilmistir. Bu biyosensoriin elektrokimyasal karakterizasyonu ve optimizasyon
calismalari (koenzim NAD"nin miktari, pH, ¢alisma potansiyeli) yapilmistir.
Gelistirilen bu alkol dehidrojenaz temelli biyosensoriin analitiksel karakterizasyonu da
yapilmistir. Bu kapsamda, depolama ve uygulama kararlilig1 ile tekrarlanabilirlik gibi
performans kriterleri belirlenmistir. NADH sensorii ve ADH temelli biyosensdriin
yapisinda antioksidant bir madde olan RA’nin medyator olarak yer almasiin en 6nemli
etkilerinden birinin, NADH ve alkol tayinlerindeki ¢alisma potansiyelini diisiirmesi
oldugu saptanmistir.
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dehidrojenaz, alkol biyosensorii
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ROSMARINIC ACID AS A MEDIATOR IN NADH
SENSORS AND ALCOHOL DEHYDROGENASE-BASED BIOSENSORS

Elif Merve SAHIN

MSc in Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Erol AYRANCI
July 2017, 69 Pages

The main aim of this study is to investigate the effect of rosmarinic acid (RA), a
natural antioxidant, as a mediator on NADH sensors and dehydrogenase based
amperometric biosensors developed for ethanol determination.

In the first part of the work, screen-printed carbon electrodes (SPCE) were
modified with RA. Then these electrodes were characterized electrochemically using
cyclic voltammetry. Their use as an NADH sensor was examined. The parameters such
as pH and working potential were optimized for NADH determination.

In the second part of the work, a biosensor was developed, to be sensitive to
ethanol, by adding alcohol dehydrogenase (ADH) enzyme to the structure of the RA
modified SPCE. The electrochemical characterization and optimization studies for
amount of coenzyme NAD®, pH and working potential were performed for the
developed biosensor. Its analytical characterization was also performed. Within this
scope, performance criteria such as storage and application stability as well as
reproducibility of the biosensor were determined.

One of the most important effects of the antioxidant substance RA as a mediator
in the structure of the NADH sensor and ADH-based biosensor is found to be the
lowering of the working potential in NADH and alcohol determinations. This effect
helps eliminating interferences in NADH and alcohol analyses.

KEYWORDS: antioxidant, rosmarinik acid, screen-printed carbon electrode,
nicotinamide adenine dinucleotide, alcohol dehidrogenaz, alcohol
biosensor
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ONSOZ

NADH koenziminin yiikseltgenmis formu (NAD®), organizmalarin
metabolizmasina katilan bir koenzim olarak kullanildigi igin, enzim deneylerinde
NADH’nin analizi olduk¢ca Onemlidir. NADH’nin yiiksek potansiyeldeki
elektroyiikseltgenmesi, NAD*‘nin enzimatik olarak inaktif tersinmez formlarinin
olusmasina ve bu drlinlerin adsorpsiyonu nedeniyle elektrot yiizeyinin
kontaminasyonuna (fouling) ve ger¢ek orneklerde girisim yapan zemin akimina neden
olmaktadir. Bu ise diisiik duyarhiga, diisiiksegicilige ve kararsiz analitiksel sinyale neden
olmaktadir. Bu nedenle karbon bazli elektrotlarda NADH nin amperometrik tayini i¢in
gerekli olan yiikseltgenme potansiyelinin diistiriilmesi gerekmektedir. Caligmamizda
YBCE/RA elektroduyla NADH’nin yiikseltgenme potansiyelinin 0,15 V<‘a kadar
diismesi saglanmaistir.

Sensoér ve biyosensér konusunda calisma firsatt yaratan, tez konumun
belirlenmesinden yazimina kadar destek olan, bilgisi ve tecriibesi ile bana yol gosteren
degerli danisman hocam Sayin Prof. Dr. Erol AYRANCI’ya ¢ok tesekkiir eder sonsuz
saygilarimi sunarim. Laboratuvar ¢aligmalarinda bilgisi ve tecriibesi ile bana her zaman
destek olan, goriis ve Onerileri ile yol gdsteren hocam Saym Yrd. Doc. Dr. Melike
SAHIN’e cok tesekkiir ederim. Son olarak varliklari ve destekleri ile her zaman
yanimda olan aileme sonsuz tesekkiir ederim.
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GIRIS Elif Merve SAHIN

1. GIRIiS
1.1. BIYOSENSORLER
1.1.1. Sensor ve biyosensor tanimlari

Sensorler fiziksel olgular1 elektrik sinyallerine doniistiirebilen cihazlardir.
Biyolojik analizler i¢in kullanilan bir ¢esit sensdr olan biyosensorler, “International
Union of Pure and Applied Chemistry” (IUPAC) tarafindan, kimyasal bir bilesige karsi
analit miktariyla orantili olarak verilen yaniti, 6lgiilebilir ve islenebilir bir sinyale
dontistiiren biyolojik bir tanimlama elemani ve fiziksel bir donistiiriicii igeren cihaz
veya aygit olarak tanimlanmaktadir (Arshak vd 2008, Rasooly vd 2005, Bhunia vd
2008).

1.1.2. Biyosensorlerin yapisi ve simiflandirilmasi

Biyosensorler yapisal olarak biyoalgilayic1 materyal ve fiziksel dontistiiriiciden
olusan entegre bir cihazdir. Analit ile se¢imli bir sekilde etkilesime giren biyoalgilayici
materyal olarak enzim, mikroorganizma, doku, organel, hiicre gibi biyolojik aktif
maddeler ya da antikor, antijen veya niikleik asitler kullanilir. Biyoanalitiksel etkilesim
sonucu aciga cikan biyolojik sinyali tanimlanabilir bir sinyale ¢eviren fiziksel
doniistiirticii olarak ise, elektrokimyasal, magnetik, piezoelektrik, termometrik ya da
optik esaslt doniistiiriiciiler kullanilmaktadir. Biyosensorlerin  yapisinda fiziksel
dontstiiriiciilerin  ilettigi tanimlanabilir sinyali kayit eden bir kaydedici de yer
almaktadir (Sekil 1.1).

u
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— — —_|
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Analit ,_ Kayvdedici
Bivoalgilayiei

Sekil 1.1. Biyosensorlerin genel yapist

Biyoalgilayict ve doniistiiriicliniin tiiri biyosensoriin sinifin1 belirlemektedir.
Cizelge 1.1°de Dbiyoalgilayict ve doniistiiriicii tiirine gore biyosensorlerin
siiflandirilmasi yer almaktadir (Kress-Roger 1998, Turner vd 1987).
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Cizelge 1.1. Biyosensorlerin siniflandirilmasi (Cogal vd 2016)

Biyoalgilayici Tiirline Gore Doniistiiriicti Tiirtine Gore Biyosensorlerin
Biyosensorlerin Siniflandirilmasi Siniflandirilmasi
e Enzim Temelli Biyosensorler e Elektrokimyasal Biyosensdrler

s Amperometrik
v" Birinci Nesil
v’ Ikinci Nesil
v" Ugiincii Nesil

¢+ Potansiyometrik

«»» Kondiiktometrik

e Antijen Temelli Biyosensorler e Optik Biyosensorler
¢ Fiber optik

X uze azmon rezonans
o Y y 1

(SPR)
¢ Fiber optik SPR
e Niikleik Asit Temelli e Kalorimetrik
Biyosensorler s Istiletimi

% Izotermal

< Izoperibol

e Hiicre Temelli Biyosensorler e Akustik
% Yiizey akustik dalga (SAW)

+ Piezokristal mikrobalans

1.1.3. Biyosensorlerin tarihi

Biyosensorlerin tarihi, 1962 yilinda Clark ve Lyons’un Cincinnati Hastanesinde
bir oksijen elektrodunu glukoz oksidaz enzimi ile kaplayarak, ameliyat sirasinda kanin
glukoz diizeyini 6lgmeleriyle baslar (Clark ve Lyons 1962). Bu calisma ile kan ve
idrardaki glukoz tayinini gerceklestiren glukoz oksidaz elektrodu, ticari olarak ilk kez
1974 yilinda Yellow Springs Instruments firmasi tarafindan tiretilmistir. Biyosensorlerin
siniflandirilmasindaki bir sonraki 6nemli bulus Guilbault ve Montalvo tarafindan
gelistirilen potansiyometrik iire elektrodudur (Guilbault ve Montalvo 1969, Scheller vd
1991). Daha sonra biyosensor teknolojisi kan Orneklerinin analizlerinde, bulasict
hastaliklarin tayininde, ila¢ taramalarinda uygulama alan1 bulmasinin yani sira
biyoteknoloji ve gida endiistrisinde de kullanilmaya baslanmistir. Son 10 yilda yapilan
caligmalarla gidalarda yabanci maddelerin tespitinde (pestisitler, toksinler ve yabanci
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hormonlar gibi), tire ve alkol tayinlerinde ve biyospesifik etkilesimleri izlemede,
biyosensorler daha giiglii cihazlar ve enstriimanlar haline gelmistir. (Telefoncu 2012).

1.1.4. Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, biyosensorler sinifi igerisinde en ¢ok kullanilan
biyosensorlerdir. [UPAC tanimina gore bir elektrokimyasal biyosensor, biyolojik bir
tanimlama eleman1 (biyokimyasal algilayici) kullanarak secici, kantitatif veya yari-
kantitatif analitiksel bilgi saglayabilen, algilayici-doniistiiriiciiyle entegre edilmis bir
cihazdir (Mello ve Kubota 2002). Bu biyosensorlerin, ¢ok sayida numunenin analizine
olanak saglamasi, hizli cevap sunmasi ve ekonomik olmas1 gibi birgok avantajlart vardir
(Luonget vd 1988). Elektrokimyasal biyosensorler; potansiyometrik, kondiiktometrik ve
amperometrik olmak tizere siiflandirilabilirler (Mello ve Kubota 2002).

1.1.4.1.Potansiyometrik biyosensorler

Potansiyometrik Ol¢timler, ya bir indikator ve bir referans elektrot veya
permselektif bir membran tarafindan ayrilmis iki referans elektrot arasindaki potansiyel
farkinin ¢ok diisilk bir akim altinda belirlenmesini igerir. Bu indikatér ve referans
elektrot arasindaki potansiyel farki, iyon aktivitesi ya da konsantrasyonun
logaritmasiyla orantili olarak degisir (Thevenot vd 2001). Potansiyometrik
biyosensorlerde en yaygin kullanilan elektrotlar pH elektrotlaridir. Potansiyometrik
sensorler pH ve iyon konsantrasyonundaki degisimi 6lgebilir. Bu biyosensorlerde iyon
secici elektrota (ISE’ye) baglanmis bir elektrik sinyali yiikselticiden olugan iyon segici
alan etkili elektrotlar (ISFET) dondistiirticii olarak kullanilabilmektedir. Genel olarak bu
biyosensorler enzim, antijen ya da antikor gibi biyolojik aktif bir materyalin,
dontistiiriiciiniin yiizeyindeki bir membran iizerinde tutuklanmasini temel alir (Mello ve
Kubota 2002).

1.1.4.2.Amperometrik biyosensorler

Amperometrik biyosensoérler, bir biyokimyasal reaksiyonun iiriinlerinin galisma
elektrodunda dogrudan yiikseltgenmesinden dolayr meydana gelen akimdaki degisikligi
olger. Olgiilen bu akimlar dogrudan analit konsantrasyonuna baglidir. Amperometrik
biyosensorler, klinik, ¢evre ve endiistriyel amaglar i¢in giivenilir, ucuz ve oldukca
hassas ol¢iim sistemleri olarak bilinir (Chaubey ve Malhotro 2002). Ancak
amperometrik aygitlarin segiciligi, sadece mevcut elektroaktif tiirlerin redoks
potansiyeli tarafindan kontrol edilir (Mello ve Kubota 2002).

Bir amperometrik biyosensor igin en basit yaklasim, ya enzimatik olarak tiretilen
bir iriiniin miktarindaki artisin ya da enzimin substratindaki azalmanin direk olarak
algilanmasini igerir. Her iki durumda da izlenen bilesigin elektrokimyasal olarak aktif
olmasi1 gereklidir. Bir biyolojik tanima elemani olarak glukoz oksidaz (GOx) birinci
nesil biyosensorler tasarirminda bir¢ok kez kullanilmistir. Burada, enzimatik tepkime
sonucu H20O: iiriiniiniin  konsantrasyonundaki artis veya dogal O kosubstratinin
konsantrasyonundaki azalis elektrokimyasal olarak takip edilir. Bu da glukoz
konsantrasyonunun izlenmesini saglar (Borgmann vd 2012).
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Medyatorlerle modifiye edilmis amperometrik biyosensorler ise ikinci nesil
biyosensorler olarak smiflandirilir. Medyatdrler, enzim ve elektrot arasindaki elektron
transferini kolaylastiran redoks maddeleridir. Ideal bir medyatoriin 6zellikleri sdyledir

(Chaubey ve Malhatra 2002):

1) Indirgenmis enzim ile hizl1 bir sekilde reaksiyona girebilmelidir

2) Tersinir heterojen kinetikleri sergilemelidir

3) Yiikseltgenmis medyatoriin yeniden olugmasi ile ilgili asir1 potansiyel disiik ve
pH’dan bagimsiz olmalidir

4) Yiikseltgenmis ve indirgenmis sekilleri kararli olmalidir

Bir medyatoriin, uygun ¢alisma kosullari altinda kararli olmasi ve elektron transferi
ile reaksiyonlara katilmamasi beklenir. Medyatérler, numunede elektrokimyasal olarak
aktif olan diger girisimcilerden daha diisiik bir redoks potansiyeline sahiptirler. Metilen
mavisi, fenazinler, alizarin sarisi, tiyonin, azure A ve C, tolliidin mavisi ve Prusya
mavisi gibi organik boyalar ve ferrisiyaniir gibi anorganik iyonlar biyosensorlerde en
yaygin olarak kullanilan medyatorlerdir. Biyosensorlerde medyatoér kullaniminin
avantajlari soyle siralanabilir (Chaubey ve Malhatra 2002):

a. Medyator varliginda biyosensorlerle 6lgiimler oksijen konsantrasyonuna daha az
baghidir

b. Enzim elektrodunun ¢alisma potansiyeli medyatoriin yiikseltgenme potansiyeli
ile belirlenir

C. Medyator kullanimiyla diistiriilen yiikseltgenme potansiyelinde istenmeyen
tiirlerin girisimi 6nlenebilir

Enzim ve elektrodun dogrudan birlesmesi ile olusan veya dogrudan elektron
transfer mekanizma temelli medyatorsiiz biyosensorler iigiincii nesil biyosensérler
olarak tanimlanir. Bu durumda elektron, dogrudan elektrottan enzime veya substrat
molekiiliine transfer edilir. Bu mekanizmada elektron, enzimatik reaksiyon i¢in ikinci
bir substrat gibi davranir ve bu durum katalitik bir akim {iretimi ile sonuclanir (Mello ve
Kubota 2012).

1.1.5. Biyosensorlerin avantajlar1 ve uygulama alanlari

Biyosensorlerin kullanildigr metotlarin diger 6l¢iim metotlarina gore uygulama
kolayligi, ekonomik ve hizli olmasi gibi bir¢cok avantaji vardir. Ayrica, biyosensdrlerin
basit yapili olmasi, biyokimyasal segiciliginin olmasi, kisa cevap zamanina ve yiiksek
duyarliliga sahip olmasi da diger avantajlaridir (Telefoncu 1999).

Biyosensorler, tibbi teshis, cevresel izleme, genetik, biyomedikal sektor,
savunma sanayi, gida endiistrisi, madencilik ve tarim gibi alanlarda kullanilabilmektedir
(Telefoncu 2012). Pekmez, bira ve sarap gibi gidalarda glukoz, laktoz, etanol, nisasta ve
askorbik asit gibi bilesenlerin tespiti amaciyla biyosensorlerin kullanimi oldukga
yaygindir (Bahadir ve Sezgintiirk 2015).
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1.1.6. Biyosensorlerin performans kriterleri

Buck ve Lindner 1994 yilinda, molekiiler tanimlama esasl biitiin biyosensorler
icin, biyosensor cevabinin karakterizasyonunun onemini vurgulamislardir. Ayrica, bu
uygulama parametreleri, hiz siirlayicit adimlarin dogasi ve bir matris iginde biyosensor
optimizasyonuna olanak saglamasi bakimindan da 6énemlidir. [UPAC tanimlamalarinda
oOnerilen ve kimyasal sensorler veya analitiksel metotlarin gogu igin ortak olan duyarlik,
dogruluk, laboratuarlar ve farkli kullanicilar arasindaki tekrarlanabilirlik gibi
performans kriterleri, biyosensorler igin de gegerlidir (Thevenot vd 2001).

1.1.6.1. Kalibrasyon karakteristikleri: duyarhk, calisma ve lineer konsantrasyon
arahgi, gozlenebilme ve kantitatif tayin sinirlar

Sensor kalibrasyonu genel olarak, analitin farkli konsantrasyonlardaki standart
cozeltilerinin durgun hal cevaplarinin (Rss), analit konsantrasyonuna (c) veya onun
logaritmasina (logc) karsi grafiginin ¢izilmesiyle elde edilmektedir. Rss, bir taniga
(blank) kars1 alinmis cevap (Rp) ile diizeltilmis sinyaldir (Thevenot vd 2001).

Duyarlik ve durgun hal kalibrasyon egrilerinin lineer konsantrasyon aralig1, (Rss-
Roi) / ¢ oraninin logce’ye kars1 grafiginin ¢izilmesiyle tespit edilebilir. Bu metot, (Rss-Rubi)
farkinin ¢ veya logc’ye karsi ¢izilerek elde edilen geleneksel kalibrasyon egrilerine gore
daha kullanighdir (Thevenot vd 2001).

Elektrokimyasal biyosensorler daima genis bir lineer konsantrasyon araligina
sahiptirler. Bu durum, biyokimyasal veya biyolojik alicinin biyokatalitik yada
biyokomplekslesme o6zellikleriyle dogrudan iliskilidir. Enzim temelli biyosensorlerde
bu aralik substrat icin bir dis tabaka diflizyon bariyeri kullanimiyla 6nemli oranda
genisletilebilmektedir. Enzim temelli biyosensorler Michaelis-Menten kinetigi (bir
baska deyisle Km Ve Vmaks) ile iliskilendirilirken genellikle gortiniir Km ve (Rss-Roi)maks
parametreleriyle degerlendirilir. Burada Km, maksimum degerin yarisindaki analit
konsantrasyonunu, (Rss-Roi)maks degeri ise, sonsuz substrat konsantrasyonunu ifade
etmektedir. Goriiniir Km degeri, ¢oziiniir enziminkinden daha biiylik oldugunda, 6rnek
ve raksiyon tabakasi arasinda onemli bir substrat difiizyon bariyerinin oldugu veya
enzimle ko-substrat (S’)’in reaksiyon hizinin arttigi soylenilebilir. Enzim ¢ozeltisinin
kinetigine gelince, goriiniir Km degeri genellikle Lineweaver-Burk egrileri yani 1/(Rss-
Roi)’ye karst 1/c oraniin grafikleri kullanilarak belirlenmektedir (Thevenot vd 2001).

Duyarlik, (Rss-Roi) farkinin ¢ veya logc’ye karst ¢izilen kalibrasyon grafiginin
egimidir. Tayin limiti (LOD) ve gozlemlenebilme sinir1 (LOQ) i¢in blank ve sinyal
dalgalanmalar1 (giiriiltii) dikkate alinmalidir. Calisma konsantrasyon araligi, lineer
konsantrasyon aralifinin genisletilmis hali olarak diisiliniilebilir. Bu c¢alisma
konsantrasyon araligi da gézlemlenebilme sinir1 (LOQ)’nun diisiik ve yiiksek degerleri
kullanilarak belirlenebilir (Thevenot vd 2001).

1.1.6.2. Secicilik ve giivenilirlik

Biyosensor segiciligi, hem biyolojik algilayicinin hem de doniistiiriiciiniin
se¢imine baghdir. Cogu enzimler 6zgiindiir. Ancak, alkol, seker grubu yada aminoasit
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oksidazlar, peroksidazlar, laktaz, tirozinaz, alkol veya glukoz NAD-dehidrojenazlar gibi
secici olmayan enzim grubu da, biyosensorlerin gelistirilmesi i¢in kullanilmaktadir.
Bakteri, maya veya doku kiiltiirleri de 6zgiin olmayan biyoalgilayicilardir. OKksijen
elektrotlari, pH elektrotlart ve ISFET ler yeterli seviyede secicilik gosterirken, metal
elektrotlar pek ¢ok girisim yapan maddeye kars1 duyarlilik géstermektedir. Bu dogrudan
secicilik, algilayicilar doniistiiriiciilere eslik ettigi zaman modifiye edilebilir. Ornegin,
pH duyarli elektron alan etkili elektrotlar (ENFET’ler) donistiiricti olarak
kullanildiklar1 zaman, cevaplar numunenin tampon kapasitesinden etkilenmektedir
(Thevenot vd 2001).

Biyosensorlerin segiciliginin belirlenmesi igin var olan gesitli metotlar icerisinde
iki tanesi 6lglimiin amacina bagh olarak one ¢ikmaktadir. Bunlardan ilki, biyosensoriin
eklenen girisimei maddeye karst olan cevabinin Olgiimiinii icerir. Her bir girisimci
madde icin kalibrasyon egrileri ¢izilir ve bu kalibrasyon egrileri ayni calisma
kosullarindaki analitin kalibrasyon egrileriyle karsilastirilir. Buradaki segicilik, ayni
konsantrasyonda analit i¢in elde edilen sinyalin, girisimci madde i¢in elde edilen sinyale
orani olarak ifade edilebilir. ikinci metotta ise dl¢iimiin yapildig: hiicreye analit eklenir
ve tahmin edilen siirenin yarisina gelindigi zaman girisimci maddeler eklenir. Daha
sonra segicilik, biyosensdr cevabmin % degisimi olarak ifade edilir. Ikinci metottaki
kalibrasyon egrisi, birinci metotta elde edilen kalibrasyon egrisiyle karsilastirildiginda
daha kolay olmasina ragmen, ikinci metot her bir uygulama i¢in karakteristiktir. Bu tiir
bir secicilik, analitin konsantrasyon araligina baglidir (Thevenot vd 2001).

Verilen numuneler i¢in biyosensor giivenilirligi, onlarin hem segiciligine hem de
tekrarlanabilirligine baglidir. Giivenilirlik, gergek calisma kosullari altinda yani olasi
girisim yapan maddeler varliginda belirlenmelidir. Bir analizci agisindan bir
biyosensoriin  giivenilir  olabilmesi igin, biyosensor cevabi dogrudan analit
konsantrasyonuyla iligkili olmali ve numune matrisi i¢inde girisim yapan maddelerin
konsantrasyonundaki dalgalanmalardan etkilenmemelidir. Dolayisiyla, numune matrisi
ve her bir biyosensor igin Oncelikle girisim yapabilecek maddeler incelenmeli ve bu
maddelerin nasil girisim yapabilecegi belirlenmelidir. Bu giivenilirlik tayini, her bir
uygulama agisindan dogrulugun degerlendirilmesi ig¢in de gereklidir (Thevenot vd
2001).

1.1.6.3. Durgun hal ve gecis cevap zamanlari

Durgun hal cevap zamani, 6l¢iim hiicresine her bir analit ilavesi i¢in kolayca
belirlenir. Durgun hal cevabinin %90’ 1na ulasilmasi i¢in gerekli siiredir (Buck vd 1986).

Gegis cevap zamani, analit eklenmesinden sonra ¢ikis sinyalinin zamana goére
birinci tiirevinin maksimum degerine, (dR/dt)maks, ulasilmasi i¢in gerekli siireye denk
gelmektedir. Her iki cevap zamani da analit, ko-substrat ve iiriiniin farkli tabaka veya
membran boyunca taginma hizlarina baghdir. Bu nedenle, bu tabakalarin kalinliklar ve
gecirgenlikleri esas parametrelerdir. Bu iki cevap zamani ayrica, molekiiler tanima
sisteminin aktivitesine de baghdir. Bu aktivitenin yliksekligi bu cevap siirelerini
kisaltmaktadir. Son olarak, bu cevap zamani 6l¢iim hiicresi igcinde numunenin karistirma
kosullarina da baglidir (Thevenot vd 2001).
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1.1.6.4. Tekrarlanabilirlik, kararhhk ve kullanim 6mrii

Tekrarlanabilirlik, bir zaman periyodu boyunca elde edilen bir dizi gézlem ya da
sonuclardaki farkliliklarin veya dagilimlarin bir 6l¢iisiidiir. Genel olarak, kullanisl bir
dogrusal araliktaki analit konsantrasyonu igin belirlenir (Thevenot vd 2001).

Bir biyosensor cevabinin uygulama kararliligi, algilayict ve doniistiiriiciiniin yani
sira biiyiik 6lciide sensoriin geometrisine Ve hazirlanma metoduna da baglidir. Dahast,
bu uygulama kararliligini, cevap hizini sinirlayici faktorler yani substratin i¢ veya dis
diftizyonu veya biyolojik tanima reaksiyonu da oldukca etkilemektedir. Uygulama
kararliligmmi belirlemek i¢in, analit konsantrasyonu, analit ¢ozeltisiyle biyosensoriin
sirekli veya ardisik temasi, sicaklik, pH, tampon c¢ozeltisinin bilesimi, organik
¢oziicililerin varligi ve numune matrisinin bilesimi gibi birgok parametrenin diisiiniilmesi
gerekmektedir (Thevenot vd 2001).

Baz1 biyosensorlerin laboratuar sartlar1 altinda kullanim démriiniin bir yildan daha
fazla oldugu rapor edilmis olmasina ragmen, endiistriyel veya hiicre i¢ine yerlestirilmis
glukoz biyosensorleri gibi biyolojik islemlerle birlestirilmis biyosensdrlerin pratik
kullanim Omiirleri, ya bilinmez ya da giinlerle veya haftalarla ifade edilir (Pickup ve
Thevenot 1993). Depo kararliliginin degerlendirilmesinde, depo ortaminin durumu
(kuru veya nemli olmasi gibi), atmosfer bilesimi (hava veya azot), pH, tampon
cozeltisinin bilesimi ve katki maddelerinin varligi 6nemli parametrelerdir. Depo
Omriinilin belirlenmesi i¢in belirli kosullar altinda farkli depolama zamanlarindan sonra
ayn1 Uretimden gelen farkli biyosensorlerin duyarliginin karsilastirilmasi gerekmektedir
(Thevenot vd 2001).

1.2. Enzim temelli biyosensorlerde tutuklama yontemleri

Enzim tutuklamasi, enzim temelli biyosensorlerin biyoalgilayict kisminin
tasarlanmasinda onemli bir islemdir. Tutuklanmis biyomolekiillerin 6zellikleri soyle
olmalidir (Sassolas vd 2012):

1) Tutuklamadan sonra yapilarini ve fonksiyonlarini kaybetmemeli

2) Tutuklama boyunca ve sonrasinda biyolojik aktivitelerini devam ettirmeli
3) Yiizeye kuvvetli bir sekilde baglanabilmeli

4) Biyosensorlerin kullanimi boyunca yiizeyden ayrilmamali

Biyomolekiiliin tutuklanmasi i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler
genellikle fiziksel (adsorpsiyon, hapsetme) veya kimyasal (kovalent baglama, ¢apraz
baglama) tutuklama metotlar1 olarak iki ana baslikta toplanabilir (Sekil 1.2) (Sharma vd
2003). Fiziksel tutuklama yontemleri, enzimin kati destek iizerine zayif baglarla
tutunmasiyla olusur. Kimyasal tutuklama yontemleri ise enzimlerin fonksiyonel hale
getirilmis kati maddelere kovalent olarak baglanmasiyla veya biyomolekiillerin
molekiiller arasi ¢apraz baglanmasiyla gergeklestirilebilir. Genel olarak, kimyasal
tutuklama yontemleriyle hazirlanmis biyosensorler daha uzun bir raf omriine sahip
olurken, fiziksel tutuklama ile hazirlanan biyosensorlerde enzimatik aktivite daha
yiiksek olmaktadir (Choi 2004, Sassolas vd 2012).
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Her bir tutuklama yonteminin birbirlerine goére avantaj ve dezavantajlar
mevcuttur. Bu avantaj ve dezavantajlar Cizelge 1.2°de yer almaktadir:

Cizelge 1.2. Enzim tutuklama yontemlerinin avantaj ve dezavantajlar1 (Scouten vd

1995)

Tutuklama yontemi

Baglanmanin
dogasi

Avantajlar

Dezavantajlari

Adsorpsiyon

van-der waals
kuvvetleri, iyonik

Basit, kolay kosullar,
daha az enzim kayb1

Enzim baglarinin
pH, coziicii ve

baglama veya sicakliga bagl
hidrofobik olmasi, duyarl
kuvvetler olmama
Hapsetme Yari gecirgen bir Her enzim i¢in Biiyiik difiizyon
membran evrensel ve kolay bir  bariyerleri, enzim
arasindaki bag yontem aktivite kaybu,
enzim
molekiillerinin
denatilirasyonu
Capraz baglama Cok fonksiyonlu Basit yontem, Reaksiyon
aracilar arasindaki  biyomolekiiliin giiclii =~ kontroliiniin zor
bag baglanmasi, enzim olmasi, biiylik
veya proteinlerin miktarlarda enzim
fiziksel gerektirmesi, enzim
adsorplanmasinda aktivitesinin diisik
yaygin bir sekilde olmasi, protein
kullanilmast tabakasinin
jelatinimsi dogas1
(sertlik eksikligi)
Kovalent baglama Membran ve Stabil enzim-destek  Karmasik ve uzun

¢Ozlinmez destek
arasindaki bag

kompleksi,
biyomolekiil

sizintisinin
olanaksizlig

zaman gereksinimi,
aktivite kayb1
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Fiziksel  mo—) @ @

tutuklama
Adsorpsivon
Hapsetme
Kimyasal ~EE—)
tutuklama
Capraz Kovalent
baglama baglama

Sekil 1.2. Biyomolekiiliin tutuklama yontemleri (Sharma vd 2003)
1.2.1. Adsorpsiyon

Enzim adsorpsiyonu, hidrofobik etkilesimlerden ve tuz baglantilarindan
kaynaklanir. Burada elektrot enzime daldirilir veya enzim elektrot yiizeyinde kurutulur.
Adsorplanmis enzim, hidrofobik ara ylizeyle etkilesimlerden, proteolizden ve
agregasyondan korunur (Datta vd 2013).

Seliiloz, silikajel, cam, kollojen wve hidroksiapatit iyi bilinen enzim
adsorplayicilaridir. Baglayict kuvvetler agirlikli olarak hidrojen baglarindan, ¢oklu tuz
baglantilarindan ve van-der walls kuvvetlerinden kaynaklanmaktadir (Sharma vd 2003).

Adsorpsiyonla enzim tutuklama metodu, enzim aktivitesini bozucu etki
gostermez. Ancak buna ragmen, bu teknigin bazi1 dezavantajlari da bulunmaktadir. Bu
dezavantajlar arasinda, enzimin destek {lizerine gevsek bir sekilde baglanmasi, sicaklik,
pH ve iyonik siddetteki degisikliklerden kaynaklanan enzim desorpsiyonu gosterilebilir
(Sassolas vd 2012).

1.2.2. Capraz baglama

Glutaraldehit ve hekzametilen diizosiyanat, 1,5-difloro-2,4-dinitrobenzen gibi
bifonksiyonel ya da ¢ok fonksiyonlu ajanlar kullanarak biyomolekiiliin molekiil igi
capraz baglamasi gerceklesmektedir. Bu metot, biyomolekiiller arasinda giiclii kimyasal
baglanmanin basarilabilmesi ve yontemin basitliginden dolayi ilgi ¢ekicidir. Ancak bu
yontemin, capraz baglanma sirasinda aktif enzim konformasyonunun bozulmasi ve
enzimin aktif bolgesindeki kimyasal degisiklikler nedeniyle enzimin aktivitesinde
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meydana gelen diisiis gibi dezavantajlari da mevcuttur (Choi vd 2004, Sharma vd 2003,
Sassolas vd 2012).

1.2.3. Hapsetme

Hapsetme, bir jel ya da ag i¢ine kovalent ya da kovalent olmayan (non-kovalent)
baglarla enzimlerin tutuklanmasidir. Bu tutuklama islemi kolaydir. Enzim, medyatorler
ve katki maddeleri ayn1 algilayici tabakada es zamanli olarak depolanabilir. Bu islemde
biyolojik elemanin herhangi bir modifikasyonu sézkonusu olmadigindan, tutuklama
siiresince enzim aktivitesi korunur. Fiziksel olarak hapsedilmis enzim temelli
biyosensorler uygulama ve depolama kararliligi yiiksek olarak Kkarakterize edilirler.
Ancak, olas1 difiizyon bariyerleri ve biyobilesenin sizmasi gibi sinirlamalar, sistemin
performansini kisitlayabilir (Sassolas vd 2012).

Nanoyapili desteklerle hapsetme kimya, biyomedikal biyosensdrler ve bioyakit
uygulamalarinda devrim yaratmistir. Kitosanda lipaz hapsedilmesiyle, enzim aktivitesi
ve hapsetme verimliliginin arttirildigi rapor edilmistir. Bu destegin ayrica, hidrofilik
dogasindan dolay1 protein i¢in yliksek affinitede oldugu, biyouyumlu oldugu ve toksik
olmadigi da bilinmektedir. Mezogozenekli silika yiiksek yiizey alanina, yiiksek
adsorpsiyon kapasitesine ve ayarlanabilir gézenek boyutuna sahip olmasindan dolay1
hapsetme isleminde kullanilabilir (Datta vd 2013).

1.2.4. Kovalent baglama

Kovalent baglama, en yaygin kullanilan enzim tutuklama metotlar1 arasinda yer
almaktadir. Enzim ve matris arasinda kararli baglarin olusumundan dolayi, kullanilan
enzimin ¢ozelti igine salinmamasi bu metodun bir avantajidir. Kovalent baglamayi
kuvvetlendirme ugruna, katalitik aktivite i¢cin gerekli olan amino asit kalintilarinin
destek iizerine baglanmamasi gerekir. Bu bazi durumlarda yerine getirilmesi zor bir
kosuldur. Aktivite verimini gelistirmede basit bir ydntem, substrat analoglarin
varliginda eslestirme reaksiyonunu gerceklestirmektir. Tutuklama i¢in kovalent baglama
metotlari, iirlinde enzimin yoklugu konusunda bir kosul oldugu durumlarda kullanilir
(Brena ve Batista-Vieara, Second edition). Genellikle, proteinlerin amino asit yan
zincirlerinde bulunan amino, karboksilik, imidazol, tiyol ve hidroksil gibi niikleofilik
fonksiyonel gruplar eslestirme i¢in kullanilir. Genel olarak bu eslestirme metotlar1 iki
ana siifta toplanabilir (Sharma vd 2003):

1) Bir polimer i¢in bir reaktif fonksiyonun eklenmesiyle matrisin aktivasyonu
2) Aktive edilmis bir grup iiretmek i¢in polimer omurgasinin modifikasyonu (Brena
ve Batista-Vieara, Second edition)

1.3. Alkoller

Alkoller (ROH) yapisinda, hidroksil (-OH) grubu iceren organik bilesiklerdir.
Yapilarindaki bu —OH grubu, kuvvetli bir sekilde polar oldugu ve hidrojen bagina
katilabildigi igin, alkoller en yaygin polar organik bilesikler arasindadirlar. Etanol ve
Metanol gibi bazi basit yapili alkoller, su ile karisabilmektedir (Wade 1999).
Alkollerdeki oksijen atomlar1 sp® melezlesmistir ve bu bilesiklerde oksijenin dort sp®
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melez orbitalinden ikisi bag olusumunda kullanilirken diger iki orbital, ortaklasmamis
birer elektron ¢iftiyle doldurulmustur (Yildirir 2011).

Alkoller hem laboratuarlarda hem de endiistride ¢6ziicii ve reaktif madde olarak
biiylik dneme sahiptirler. Bunun disinda, etanol alkollii ickilerde, metanol 6zellikle agag
endiistrisinde ve formaldehit iiretiminde, 2-propanol de antibakteriyal 6zelliginden
dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Yildirir 2011).

1.3.1. Etanol (Etil alkol)

Primer alkollerin bir iiyesi olan, C2HsOH formiiliine sahip, kendine 6zgii koku
ve tadiyla renksiz bir sivi olarak bilinen etanol, kimya endiistrisinde 6zellikle ¢oziicii
olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Sekill.3). Ayrica, alkollii igeceklerde birincil
alkol bileseni olarak binlerce yildir kullanim alani bulmasmin yani sira, ozellikle
1970’lerden giliniimiize kadar gecen siirede, boya, deterjan ve yakit endiistrisinde
kullanimida potansiyel bir sekilde 6nem kazanmistir (Wasserman 2015).

AN

H,C OH

Sekil 1.3. Etanoliin molekiil formiilii

Etanol, basit sekerlerin fermantasyonuyla, etilenin hidrasyonuyla ve asetilenden
elde edilen asetaldehitin indirgenmesiyle elde edilmektedir. Fermantasyon isleminden
alkol eldesi genellikle, karbonhidrat bakimindan zengin tiziimlerin ekstraktlarini ve
diger fermantasyon iirlinlerini icermektedir (Wasserman vd 2015). Biitiin etanol igerikli
icecekler ve endiistriyel etanoliin yarisindan fazlast bu islemle elde edilmektedir.
Fermantasyon reaksiyonu basit bir sekilde asagidaki gibi gosterilebilir (Shakhashiri
2009):

maya
CeH1206 —— 2CH3CH:0H + 2CO> (1.1)

Maya fermantasyonuyla alkol iiretimi maksimum %14 konsantrasyonunda elde
edilir. Ciinkii, daha yliksek konsantrasyonlarda maya etkinligini kaybeder. Viski ve
vodka gibi daha yliksek alkol icerikli igkileri iiretmek icin, sulu ¢ozeltiye damitma
islemi uygulanmalidir (Solomon ve Fryhle 2002, Wasserman vd 2015).

Etanol klinik ve endiistriyel analizlerde 6nemli bir rol oynadigi igin, cesitli
numunelerdeki etanolii hizli ve giivenilir bir sekilde tayin etmek dikkat edilmesi
gereken bir konudur. Etanoliin tayini; gida ve icecek dahil bazi endiistrilerde
fermantasyon iglemini kontrol etmek i¢in olduk¢a dnemlidir. Etanoliin dl¢limii, 6zellikle
bira, sarap ve keyif vericilerin kalite-kontroliiyle iliskilidir (Santos vd 2003).

Etanoliin belirlenmesi i¢in destilasyon, spektrofotometrik ve kromatografik

analizler gibi birgok metot gelistirilmistir. Ancak bu metotlar, zaman harcayan, pahali
ve yorucu On islem gerektiren kompleks yontemlerdir. Bu nedenle, etanolii tayin etmek
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i¢in ucuz, hizli ve giivenilir yontemlere talep vardir. Ozellikle hassas amperometrik
biyosensorler gibi elektrokimyasal teknikler, bu tiir bir analiz i¢in uygun yontemlerdir.
Bu biyosensorler, secicilik, duyarlik, tasmnabilirlik, hizli, diisik maliyetli ve
minyatiirlestirme potansiyeli gibi bircok uygun analitiksel karakteristikliklere sahiptir
(Santos vd 2003).

1.4. Nikotinamid adenin diniikleotit koenzimi

Nikotinamid adenin diniikleotitin indirgenmis formu (NADH) ve onun
ylikseltgenmis formu NAD™, 300°den fazla dehidrojenaz enziminin katildigi enzimatik
reaksiyonlarda 6nemli bir koenzimdir. (Eguilaz vd 2016, Radoi ve Compagnone 2009).
NADH nin kimyasal yapis1 Sekill.4.’da verilmistir.

Na* b
/ S §
o ) o/ :
E Np TP ¢
H 3 /\oe 0// ¥ a1 Q
0
[o JITTIINE
4 Na*
N
(5 )
PW,
0
P [
H H J

Sekil 1.4. NADH'nin kimyasal yapisi

NADH’nin kantitatif tayininde diisilk maliyet, yliksek duyarlik, kisa cevap
zamani, mutlak tekrarlanabilirlik gibi bilinen avantajlarindan dolay1 elektrokimyasal
teknikler olduca yaygin olarak kullanilmaktadir. NADH’in elektrokimyasal
yiikseltgenmesi, dehidrojenaz bazli amperometrik sensdrler gelistirilmesinde oldukga
dikkat ¢ekmis ve asagidaki reaksiyon onerilmistir (Li vd 2013, Katakis ve Dominguez
1997, Equilaz vd 2016).

-e_
NADH <> NADH* (1.2)

Ancak, yalin elektrotlarda NADH’nin dogrudan yiikseltgenmesi +0,6 V gibi yiiksek bir
potansiyel gerektirmektedir. Dahasi, NADH’in elektro-yiikseltgenmesi son derece
tersinmezdir ve genellikle elektrotta kirlenmeye yol agar (NAD™ olusumundan dolay1).
Yiiksek potansiyeli azaltmak ve elektrottaki kirlenmeyi en aza indirmek ig¢in azin
boyalari, kinonlar, metal nanopartikiiller ve karbon nanomateryaller gibi etkili elektron
transfer medyatorleri ve katalistler elektrot yiizey modifikasyonu i¢in kullanilmaktadir
(Li vd 2013). Bu yiiksek potansiyeli azaltmak igin gelistirilen strateji asagidaki
esitlikteki gibidir (Katakis ve Dominguez 1997):

NADH + Medyatorox — NAD™ + Medyatorred
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lektrot
MedyatOrred =, Medyatorox + 26 + (2H") (1.3)

Bu stratejiye gore bir elektrokimyasal katalist, elektrot ylizeyinde daha diisiik bir asir
potansiyelde basarili bir sekilde NADH nin tersinir yiikseltgenmesinin olusumuna izin
verir. Bu yaklasim, hem elektrokimyasal biyokatalistin gelismesi hem de biyosensorler
icin onemlidir (Katakis ve Dominguez 1997).

1.5.  Alkol dehidrojenaz enzimi
Alkol dehidrojenaz (ADH, EC 1.1.1.1), biitiin biyolojik indirgenme ve

yiikseltgenme reaksiyonlarinin katalizlenmesinden sorumlu oksidorediiktaz ailesine ait
olan bir metalloenzimdir (Sekill.5).

Sekil 1.5. Alkol dehidrojenaz enziminin {i¢ boyutlu yapisi (Savarimuthu vd 2014)

ADH molekiilleri, biiyiikliiklerine gore ve kofaktdr gereksinimine gore 3 sinifa
ayrilirlar (Guy vd 2003) :

1) Zincir basina yaklasik 370 kalint1 igeren Tip 1 veya orta zincirli enzimler

2) Metal iyonu igermeyen ve zincir bagina yaklagik 250 kalinti iceren Tip 2
veya kisa zincirli enzimler

3) Zincir basina yaklasik 385 kalint1 igeren uzun zincirli enzimler

ADH monomeri, biri aktif bolgede digeri de monomerin yiizeyindeki bir

kivrimda bulunan 2 ¢inko iyonu igerir. ADH enziminin aktif bolgesi, katalitik ¢inko
iyonu yakinlarinda merkezlenmistir ve hem substrat hemde kofaktor NADH’nin

13
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yerlesebilecegi bu aktif bolge, bir cukur ile ayrilmistir. ADH molekiilii, kofaktor
NADH nin varliginda kristalize edilebilir (Guy vd 2003).

ADH, NAD" koenzimiyle birlikte metanol harici alifatik ve aromatik alkollerin
oksidasyonunu esitlik 1.4’te gortildiigii gibi tersinir bir sekilde katalizleyen bir enzimdir
(Azevedo vd 2005).

RCH20H + NAD* = RCHO + NADH + H* (1.4)

ADH temelli etanol biyosensorleri, alkol oksidaz (AOx) temelli
biyosensorlerden daha kararli ve ozgiindir. Ama yine de, ADH biyosensorlerine
NAD"’nin ilavesi gerekir. Ayrica kofaktoriin enzime ¢ok yakin olmasi gerekir (Azevedo
vd 2005). Sekill.6’da karbon elektrot yiizeyinde ADH ile katalizlenmis etanol ve
NAD"nin reaksiyonuyla olusan NADH’nin takibi verilmigtir. NAD" ve medyator
konsantrasyonlar1 sabit oldugu i¢in elektrokatalitik akimdaki artis sadece alkol
konsantrasyonu (NADH olusumu)’na baglidir ve bu o6zellik etanol tayini i¢in bir
biyosensor gelistirilmesinin temeli olarak kullanilir (Santos vd 2003).

Med,., < »NAD® C,H.OH
2er 1ADH
- » Med,, MNADH « *»CH,CHO

Eleéﬁﬂde

Sekil 1.6. Medyator varliginda etanoliin yiikseltgenmesinde ADH/NAD+ bazl
biyosensér mekanizmasi (Santos vd 2003)

1.6. Rosmarinik asit

Antioksidantlar, serbest radikalleri temizleyebilen ve oksidatif hasari
geciktirebilen veya 6nleyebilen, sentetik ya da dogal maddelerdir. Meyve ve sebzelerin,
yiikksek miktarlarda antioksidant icerdikleri bilinmektedir. Ozellikle fenolik
antioksidantlar gibi c¢esitli bilesiklerin, kalp hastaliklar1 ve kanser gibi cesitli
hastaliklarin 6nlenmesine énemli oranda katkida bulunduklar1 bilinmektedir (Cortina vd
2012). Serbest radikalleri temizleme oOzelliklerinden dolayr 6nemli bir antioksidant
kaynagi olan hidroksisinamik asit ve fenilpropanoidler bu bilesikler arasinda
gosterilebilirler (Petrucci vd 2006).

Bir redoks ajani olan antioksidantlar, oldukc¢a tersinmez olan NADH nin
elektrokatalitik yiikseltgenmesindeki yiiksek potansiyeli azaltmak ve elektrotta meydana
gelen kirlenmeyi en aza indirmek i¢in medyator olarak kullanilabilmektedir. NADH’nin
yiikseltgenmesinde bir redoks medyatorii olarak o-kinon/o-hidrokinon tiirevli redoks
ciftleri yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. NADH’nin yiikseltgenmesinin redoks
medyator reaksiyonu agagidaki gibidir (Zare ve Golabi 1999, Zanardi vd 2015):
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1,2-dihidroksibenzen = 1,2-benzokinon + 2H" + 2¢°
1,2-benzokinon + NADH <= 1-2-dihidroksibenzen + NAD"* (1.5)

Bu elektrokatalitik siirecin olugmasi sayesinde NADH yiikseltgenmesi, yalin elektrot
yiizeyine gore daha diisiik bir potansiyelde meydana gelmektedir (Zanardi vd 2015).
Yukarida da belirtildigi gibi daha az pozitif potansiyelde NADH nin yiikseltgenmesi,
elektrot yiizeyinde meydana gelen dezavantajlari en aza indirmektedir.

Bir hidroksisinamik asit tiirevi olan rosmarinik asit (RA), kafeik asit ve 3,4-
dihidroksifenillaktik asitin bir esteridir. RA yapisinda iki fenolik grup ve her iki grupta
da ortak olarak orto-pozisyonunda iki hidroksil grubu igerir (Sekill.7). HIV-1 virisii ve
kan pihtilasmasini 6nleme 6zelligi ve ayrica antihepatit, antiviral ve antibakteriyel gibi
cok sayida ilgi cekici biyolojik aktiviteye sahiptir. Ayrica, yapisinda iki elektroaktif
katekol grubu bulundurmasindan dolayi, bir elektron-proton donor mekanizmasi ile
serbest radikalleri notralize edebilme 6zelligine de sahiptir (Franzoi vd 2008, Santhiago
vd 2008, Gil vd 2013).

0
OH
no” ~F 0+__OH OH
OH
OH HO
Kafeik asit J-4-dihidroksifenil

Iaktik asit

OH

HO
HO 05
=

Rosmarinik asit

OH
OH

Sekil 1.7. Kafeik asit, 3-4-dihidroksifenil laktik asit ve Rosmarinik asitin kimyasal
yapisl

RA, yaygin olarak Boraginaceae ailesinin tiirlerinde, Lamiacea ailesinin
Nepetoidea alt familyasinda ve ferns ve hornworts gibi daha kiiciik bitkilerde bulunur.
RA’in kimyasal sentezi, uzun bir slire boyunca arastirilmis ve en sonunda Albrecht
tarafindan 1991 yilinda bulunmustur. Daha sonraki zamanlarada da ¢ok sayida RA ve
metil ester, farkli stereoizomer ya da daha az hidroksillenmis isorinik asit gibi RA
tirevlerinin kKimyasal sentezi tarif edilmistir. Sekill.8’da Coleus blumei tiirlerinin
slispansiyon kiiltiirlerinde bulunan RA’nin biyosentez yolu gosterilmistir (Petersen ve
Simmonds 2003):
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1] hydroxycinnamic acid esters

Coa === === monolignols
{iso-Jflavonoids etc.
HO
PAL C4H AcL
L-phenylalanine =——= i ic acid  —s 4 ic acld —— 4
4-coumaroyl<4 -hydroxyphenyliactic acid
TAT HPPR " : e e

Letyrosine #-hydroxyphenylpyruvic acid yllactic acid

1
* e 3H and 3'H andfor ¥3'H
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Sekil 1.8. Coleus blumei tiirlerinin siispansiyon Kkiiltiirlerinde bulunan RA'nin
biyosentez yolu PAL: Fenil alaninamonyumliyaz, CAH: Sinamik
hidroksilaz, 4CL: 4-hidroksisinamik asit CoA-ligaz, TAT: Tirozin
aminotransferaz, HPPR: Hidroksifenil piruvat rediiktaz, HPPD:
Hidroksifenil piruvat dioksigenaz, RAS: Rosmarinik asit sentaz, 3-H,3 -H
3 ve 3’- hidroksilaz: Hidroksisinamoil-hidroksi fenillaktat 3- ve 30
hidroksilaz (Petersen 2013)

Sekil 1.8°den de  goriildiigii gibi biyosentez, L-fenilalanin ve L-tirozin
aminoasitleri ile baglar ve bu biyosenteze fenilalanin amonyumliyaz (PAL), sinamik asit
4-hikroksilaz (CAH), 4-hidroksisinamik asit CoA-ligaz (4CL), tirozin aminotransferaz
(TAT), hidroksifenil piruvat rediiktaz (HPPR), hidroksifenil piruvat dioksijenaz
(HPPD), Rosmarinik asit sentaz (RAS) ve 3’-H 3- ve 3’-hidroksilaz enzimlerinin
katildig1 bilinmektedir (Petersen 2013).

1.7.  Yiizey baskilama teknigi ve yiizey baskih elektrotlar

Yiizey baskilama teknigi, tek kullanimlik elektrotlarin ve biyosensorlerin tiretimi
icin iyi yapilandirilmis ve basit bir islemdir (Fanjul-Bolado vd 2007). Yiizey baskili
elektrot temelli biyosensorler, bio-aygitlarin kullanimiyla ger¢ek numunelerin in-vivo
ve in-vitro analizlerine olanak saglayan minyatiirlestirilmis sistemlerdir. Bu nedenle,
yilizey baskilama teknigi, tek kullanimlik biyosensorlerin biiyiik 6l¢ekli iiretimlerinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Sekill.9’da cesitli markalarda ve farkli sekillerde olan
yiizey baskil1 elektrotlar yer almaktadir (Tudorche ve Bala 2007):
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) o8] 1)

Ve | e e | e | e

Sekil 1.9. Cesitli markalardaki yiizey baskili elektrotlar a) Bosens b) BVT c¢) DropSens
d) Rusens e) Pine Instrument f) Zensor

Yiizey baskili elektrotlar sadece maliyet etkinligi sorununu degil, ayn1 zamanda
tasinabilirlik gereksinimini de karsilamaktadir. Yiizey baskili elektrotlarin uyumlulugu,
aragtirma alaninda hayati bir 6neme sahiptir ve ticari olarak farkli miirekkepler,
elektrotlart kolaylikla modifiye etmek i¢in kullanilabilmektedir. Son olarak, kalibre
edilmis elektrotlar da, spesifik hedef analitler i¢in tiretilmektedir. Cevresel izleme igin;
soy metaller, anorganik nanomateryaller, proteinler, enzimler ve DNA dizileri gibi bir
cok yiizey baskili elektrot modifiye edicileri bulunmaktadir. Yiizey baskili elektrotlar,
basit, ucuz analitik yontemlerle, kullanim ve tasinabilirlik kolayligi o6zelliklerini
birlestirmektedir. Ozellikle son yillarda da goriildiigii gibi, bu elektrotlar gelistirilmis
performans elde etmek icin yerinde gevresel izlemeye kolayca uyarlanabilir (Hayat ve
Marty 2014).

Yiizey baskili elektrotlar ¢aligsma, karsit ve referans elektrot olmak iizere ti¢li
elektrot sisteminden olusmaktadir (Sekil 1.10°da). Ticari karbon ve metal (Pt ya da Au)
miirekkep bilesimleri, calisma elektrodu baskilamasinda yaygin olarak kullanilmasina
karsin, glimiis bazli miirekkepler referans elektrot elde etmek icin kullanilmaktadir.
Karbon miirekkepler, diisiik zemin akima ve genis potansiyel araligina yol agtiklar1 ve
masrafsiz olduklar1 i¢in ilgi c¢ekici olmuslardir. Boylesi miirekkepler, grafit
pargaciklarindan, polimer baglayicidan ve diger katki maddelerinden olusmaktadir.
Miirekkep bilesimdeki farkliliklar, karbon sensoriin tiim analitiksel performansini
etkileyebilir (Wang vd 1998, Taleat vd 2014).

Caligma

elektrodu
Kar'§1t Referans
elektrot elektrot

Sekil 1.10. Yiizey baskili elektrot bilesimi (Tudorche ve bala 2007)
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Kalin film elektrot iiretim isleminde temel basamaklar, diizlemsel substrat
materyali (sablon veya maske araciligiyla) uygun miirekkebin yiizeye baskilanmasi ve
hemen ardindan uygun sicaklikta pisirilmesidir (Wang vd 1998). Boylece, cok sayida
miirekkep ve substrat materyalleri, biiyiik miktarlarda diisiik maliyetli sensor ¢ubuklari
iretiminde kullanilabilir. Sekil 1.11°de bir yiizey baskili elektrodun iiretim asamalari
verilmistir (Hayat ve Marty 2014).

|

ah;ma
elektrodu

|

AN
I\.ar§1t Referans
lektrot elektrot

Sekil 1.11. Uglii bir elektrot sisteminin iiretimi. Kimyasal olarak inert substrat; calisma
ve karsit elektrodun yiizey baskilamasi; referans elektrodun yiizey
baskilamasi; koruyucu tabakanin yiizey baskilamasi; ilgili analitle ¢alisma
elektrodun inkiibasyonu (Hayat ve Marty 2014).

1.8. Voltametri

Bir indikator yada c¢alisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda akimin,
uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak oOlgiilmesinden faydalanan ve analit
hakkinda bilgi edinilmesini saglayan bir grup elektroanalitik yontemi kapsayan metot
voltametri olarak adlandirilmaktadir (Skoog vd 2004). Voltametrik yontemlerin diger
analitik yontemlere gore bir¢cok avantaji vardir (Kouvanes):

a) Hem organik hem de anorganik tiirler igin genis bir konsantrasyon araliginda
iistiin duyarlik (1012101 M)

b) Genis sicaklik aralig

) Cesitli analitlerin es zamanli tayini

d) Diisiik miktarlarda numune gereksinimi

Tarihsel olarak elektrokimyanin bir boliimii olan voltametri, 1959 yilinda kimya
alaninda Nobel 6diilii alan Cekoslavak kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan 1922
yilinda bulunmustur. 1960 ve 1970 yillarinda voltametrinin tiim alanlar (teori, yotem ve
enstriimentasyon)’nda yontemin duyarligi ve seciciligini arttiran 6nemli gelismeler
yapilmistir. Yine aymi yillarda, diisiik maliyetli yiikselticilerin gelistirilmesiyle nispeten
daha ucuz aletlerin yapilmast miimkiin kilimmistir (Kouvanes)

Voltametri, anorganik, fiziko ve biyokimyacilar tarafindan gesitli ortamlarda

meydana gelen yiikseltgenme ve indirgenme islemlerinin incelenmesi, yiizeylerdeki
adsorpsiyon iglemlerinin arastirilmast ve kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot
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yiizeylerindeki elektron aktarim mekanizmalarinin aydinlatilmasi gibi temel calismalar
icin oldukca yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Skoog vd 2004).

1.8.1. Uyarma sinyalleri

Voltametride, ¢alisma elektrodunun voltaji, sistematik olarak degistirilirken,
akim Olgiliir.Elektroda, zamana gore degisimli ¢ok farkli voltajlar uygulanabilir ve
voltaj-zaman fonksiyonlara “uyarma sinyali” denir. Bu sinyallerin en basiti, ¢alisma
elektrodunun potansiyelinin zamanla dogrusal degistirildigi dogrusal taramadir
(genellikler 1-2 V arasinda). Voltametride en ¢ok kullanilan dort uyarma sinyalinin
dalga sekli, Sekil 1.12°de verilmistir. Klasik voltametride uyarma sinyali, hiicreye
uygulanan dogru akim potansiyelin zamanin bir fonksiyonu olarak dogrusal bir sekilde
arttig1 bu sirada da, hiicrede olusan akim uygulanan potansiyelin fonksiyonu olarak
kaydedildigi Sekil 1.12a’da gosterilen dogrusal taramadir. Sekil 1.12b ve c¢’deiki tane
puls tipi uyarma sinyali goriilmektedir. Burada akimlar, bu pulslarin 6mrii siiresince
cesitli anlarda Olgiliir. Potansiyel, Sekil 1.12d’degoriilen {iggen sinyallerde, biri
maksimum digeri de minimum iki deger arasinda degisir. Bu artma-eksilme siireci ard1
ardina tekrarlanirken, potansiyelin bir fonksiyonu olarak akim 6l¢iiliir.

Adi Dalga gekli Voltametrinin tipi
a) Dogrusal Polarograti
taramali E Dogrusal-taramali
voltametri
Zaman =—p
b) Diferansivel Diferansiyel puls
puls E polarografisi
Zaman ——p
¢) Kare dalga Kare dalga
E voltametrisi
Zaman —§
d) Uggen . Déniigiimlis
/\ voltametri
Zaman =

Sekil 1.12. Uyarma sinyalleri (Skoog vd 2004)
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1.8.2. Voltametrik cihazlar

Sekil 1.13’dedogrusal-taramali voltametrik 6l¢timlerin yapilmasi i¢in kullanilan
basit bir diizenegin pargalar1 goriilmektedir. Hiicre, analit ve destek elektrolit adi
verilen, elektrolidin asirisini igeren bir ¢ozeltiye daldirilmis ii¢ elektrottan yapilmistir.
Bu ti¢ elektrottan biri, zamanla potansiyeli dogrusal olarak degisen mikroelektrot veya
calisma elektrodudur. Bu elektrodun polarize olma egilimini attirmak i¢in boyutlar
ufak tutulur. ikinci elektrot, potansiyeli deney siiresince sabit kalan bir referans
elektrottur. Ugiincii elektrot ise, ya helezon seklinde sarilmis bir Pt tel ya da bir civa
havuzu seklinde olan ve elektrigin kaynaktan ¢ozelti icinden mikroelektroda
aktarilmasini saglayan karsit elektrottur. Sinyal kaynagi, degisken bir R direnci ile seri
baglanmis bir bataryadan ibaret olan degisken gii¢ kaynagidir. Istenen potansiyel, C
siirglistinii direng boyunca uygun yere hareket ettirmek suretiyle saglanir (Skoog vd
2004).

—alI—
A

Dijital akun 3.75mA

metre
‘ Calisma m Karsit

|
elektrodu elektret

Eeferans
elektrot

0.562V

Dijital voltmetre

Sekil 1.13. Voltametri i¢in manuel bir potansiyostat (Skoog vd 2004)

1.8.3. Voltamogramlar

Bir civa film mikroelektrot iizerinde bir A tiirliniin bir P iirlinline indirgendigi
bir elektroliz i¢in tipik bir dogrusal-taramali voltamogram Sekil 1.14°de goriilmektedir.
Burada, uygulanan potansiyellerin negatif bir isaret almasi i¢in, elektrodun dogrusal
tarama jeneratOriiniin negatif ucuna baglandig1 varsayilmaktadir. Genel olarak, katodik
akimlar daima pozitif isaretle gosterilirken anodik akimlar negatif isaretle gosterilir. Bu
hipotetik deneydeki ¢dzeltinin A yoniinden yaklasik 10* M, P ydniinden 0,0 M ve
destek elektrolit olan KCIl yoniinden 0,1 M oldugu varsayilir. Asagida calisma
elektrodunda meydana gelen tersinir yari-reaksiyon verilmistir:
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A+ne == P (1.6)

+100.0

Smir akimi

+80.0 = Adael

+40.0

Akim, pA

+20.0

0.0

-20.0
00 -02 -04 -06 -08 -10

Sekil 1.14. Bir hipotetik A {iriiniin bir P tiirii vermek {izere indirgenmesi i¢in dogrusal
taramal1 voltamogram (Skoog vd 2004)

Genellikle dogrusal-taramali voltamogramlar, voltametrik dalga olarak bilinen
sigmodial egriler ( J-) seklinde verilir. Kesin artistan sonraki sabit akima sinir akimi (i1)
denir. Ciinkii bu akim, analitin kiitle aktarim olayiyla elektrot yiizeyine tasinma hiz1 ile
belirlenir. Sinir akimlar1 genellikle analit derisimiyle dogru orantili olarak degisir ve bu
yiizden;

i1 = kca a.7)

dir. Burada, ca analit derisimini K ise bir sabiti ifade etmektedir. Kantitatif dogrusal-
taramal1 voltametri bu iliskiye dayanmaktadir.

Yari-dalga potansiyeli, akimin sinir akiminin potansiyelinin yarisina esit oldugu
potansiyeldir ve Eiz sembolil ile gosterilir. Yari-dalga potansiyeli, yari-reaksiyonun
standart potansiyeli ile yakindan iligkilidir; fakat genel olarak, bu degere tam esit
degildir. Yari-dalga potansiyelleri bazen bir ¢ozeltideki bilesenlerin taninmasi igin
kullanilir (Skoog vd 2004).

1.8.4. Ddongiisel voltametri

Dongiisel voltametri (CV), elektroaktif tiirlerin calisilmasi i¢in 6nemli ve yaygin
kullanilan ~ bir elektroanalitik  tekniktir.  Genellikle, ylikseltgenme-indirgenme
reaksiyonlarmin incelenmesinde, reaksiyon ara f{iriinlerinin gozlenmesinde ve
elektrotlarda olusan {riinlerin olusum sonrast reaksiyonlarii yakalamada
kullanilmaktadir. CV tekniginde, uygulanan potansiyel, 6nce bir yonde, sonrada o
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yoniin tersi yonde taranirken akim Olgiilir. Bir CV deneyinde tek bir tam dongii
olabilecegi gibi bir yarim dongii veya bir¢ok dongiiler kullanilabilir (Skoog vd 2004).

Bir CV deneyinde, kii¢lik boyutlu durgun bir elektrot, durgun bir ¢ozeltide, Sekil
1.15°deki gibi ileri ve bunun tersi yondeki potansiyel taramasini temsil eden {iggen
dalga seklinde, bir potansiyel uygulanir ve bir akim sinyali vermesi saglanir. Bu
ornekte, potansiyel once +0,8 V’dan -0,15 V’a (standart kalomel elektroda karsi)
degistirilir. Daha sonra, tarama yonii ters yone ¢evrilip potansiyelin baslangictaki +0,8
V degerine geldigi yerde tarama durdurulur ve burada her iki yondeki tarama hizi 50
mV/s’dir. Cogu zaman bu dongii, cok defa tekrarlanir. -0,15 V’dan +0,8 V’a taramanin
ters dondiigii potansiyellere doniis potansiyeli denir. Belirli bir deneyde, doniis
potansiyelleri, bir veya daha ¢ok sayida tiirlin difiizyon kontrollii yiikseltgenmesini veya
indirgenmesini gézlemeyi miimkiin kilacak sekilde segilir. ilk taramanin yonii, drnegin
bilesimine bagli olarak, burada gosterildigi gibi, negatif yonde olabilecegi gibi,
pozitif’de olabilir (Skoog vd 2004).

0 20 40

Zaman, §

Sekil 1.15. Dongiisel voltametrik uyarma sinyali (Skoog vd 2004)

6 MM KsFe(CN)s ve 1 M KNOg igeren bir ¢ozeltinin Sekil 1.15°deki dongiisel
uyarma sinyaline maruz kaldiginda elde edilen akim egrisi Sekil 1.16 ‘da goriilmektedir.
Burada c¢aligsma elektrodu, durgun bir Pt elektrot, referans elektrot ise doygun kalomel
elektrottur. +0,8 V’luk baslangi¢ potansiyelinde ¢ok kii¢iik bir anodik akim mevcutken
tarama ilerledik¢e bu akim sifirlanir. Bu c¢ok kiiclik negatif baglangic akimi suyun
yiikseltgenerek oksijen olusturmasina iligkindir (Daha pozitif potansiyellerde bu akim
hizla biiyiir ve yaklasik +0,9V’da olduke¢a biiyiik bir deger alir). +0,7 V’dan +0,4 V’a
kadar akim sifirdir. Cilinkii, bu aralikta indirgenebilir veya yiikseltgenebilir bir tiir
yoktur. Potansiyel yaklagik +0,4 V’dan daha az pozitif degerler aldig1 zaman, katodik
akim gelismeye baslar (B noktasi). Bu akim ferrisiyaniiriin ferrosiyaniire
indirgenmesinden kaynaklanmaktadir. Buradaki katodik reaksiyon:

Fe(CN)e* +& = Fe(CN)s* (1.8)
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B ve D noktalar1 arasinda, akim hizla yiikselirken yiizeydeki Fe(CN)e® derisimi
gittikge azalir. Pik akimi, iki bilesene ayrilabilir. Birinci bilesen, reaktantin yiizey
derisiminin Nerst esitligi ile belirlenen denge degerine ulasmasi i¢in gerekli baslangig
akim artisidir. ikinci bilesen ise, normal difiizyon kontrollii akimdir. Ilk akim
maksimumdan sonra hizla diiser (D’den F’ye kadar) ¢iinkii, difiizyon tabakasi elektrot
yiizeyinden itibaren gittik¢ce kalinlagsmaktadir. F noktasinda (-0,15 V) tarama ters yone
doner. Ama daha pozitif potansiyellere yonlenmis olsa bile elektrot potansiyeli hala
Fe(CN)¢> indirgenmesi igin yeterince negatif oldugu icin, akim hala Katodiktir.
Potansiyel pozitif degere dogru kaydikca, artik Fe(CN)e> indirgenmesinin olmadig
bolgeye gelinir; akim sifira iner; sonra da anodik akim olur. Anodik akim, ileri tarama
sirasinda  olusup elektrot yiizeyi civarinda biriken Fe(CN)e* tiiriiniin  geri
yiikseltgenmesine iliskindir. Bu anodik akim da bir pik yaparak, Fe(CN)s*, anodik
reaksiyonda kullanildikga azalir.

= 20
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0.8 0.6 0.4 0.2 0 -0.2
E, V/YBE

Sekil 1.16. KsFe(CN)s yoniinden 6 mM ve KNOgz yoniinden 1 M olan bir ¢ozeltinin
dongiisel voltamogrami (Skoog vd 2004)

Dongiisel voltamogramda onemli parametreler, katodik pik potansiyeli (Epc),

anodik pik potansiyeli (Epa), katodik pik akimi (ipc) ve anodik pik akimi (ipa)’dir.
Tersinir bir elektrot reaksiyonunda, anodik ve katodik pik akimlart mutlak degere
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yaklagik esit olup isaretge zittir. Yine tersinir bir elektrot reaksiyonu i¢in, 25°C’da, pik
potansiyelleri farkinin (AEp),

AEp= | Epa—Epc |=0,059/n (1.9)

olmasi beklenir. Burada n, yari-reaksiyonda kullanilan elektron sayisidir. Elektron
aktarim kinetigi ¢ok yavas oldugu i¢in, tersinmezlik varsa AEp beklenen degerden daha
biiyiikk cikar. Bir elektron aktarim reaksiyonu, diisiik tarama hizlarinda tersinir gibi
goriiliirken, tarama hiz1 biiytidiikge AEp biiyliyorsa, bu bir tersinmezlik isaretidir. Bu
yiizden, elektrot aktarim kinetiginin yavas olup olmadigini gozlemlemek ve hiz
sabitlerini elde etmek i¢in farkl tarama hizlarindaki AE, degerleri bulunur.

Nicel bilgi i¢in, Randels-Sevcik esitligi kullanilir. 25°C’da bu esitlik asagidaki
gibidir:

ip = 2,686 x 10°n*?ACDY?y'? (1.10)

Burada ip, pik akimi (Amper); A, elektrot yiizey alan1 (cm?); D, difiizyon katsayis
(cm?/s); C derisim (mol/cm®) ve v, tarama hizidir (V/s). Dongiisel voltametri, derisim,
elektrot yiizey alani1 ve tarama hizi biliniyorsa, diflizyon katsayilarini tayin i¢in bir
yoldur (Skoog vd 2004).

1.9. Kronoamperometri

Kronoamperometri, karigtirma olmayan bir c¢ozeltide, calisma elektrodun
potansiyelinin faradik reaksiyonun olmadigi bir degerden, elektroaktif tiirlerin yiizey
konsantrasyonunun etkin bir sekilde sifir oldugu bir potansiyele kademeli olarak
degistirilmesini igerir (Sekil 1.17a). Bu kosullar altinda kiitle transferi sadece difiizyonla
oldugu i¢in, akim-zaman egrisi elektrodun yiizeyi etrafinda konsantrasyon
gradiyentindeki degisimi yansitir. Bu, reaktantin tiikkenmesiyle 1ilgili difiizyon
tabakasinin  kademeli bir genislemesini igerir ve bu ylizden, zaman ilerledikce
konsantrasyon grafiginin egimi azalir (Sekil 1.17b). Dolayisiyla, akim (diizlemsel bir
elektrotta) zamanla zayiflar (Sekil 1.17c) ve akimin zamanla degisimi asagidaki Cottrell
denkleminde verildigi gibidir:
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Sekil 1.17. Kronoamperometrik deney; a) potansiyel-zaman dalga-formu b) zaman

ilerledik¢e konsantrasyondaki degisim c¢) akim-zaman cevab1 (Wang
2004)

_ nFACD/?

i(t)= YY) (1.11)

Burada n, F, A, C, D ve t sirasiyla elektron sayisi, Faraday sabiti, yiizey alani,
konsantrasyon, difiizyon katsayis1 ve zamandir (Wang 2004). Bu esitlige gore akim, t1/2
ile ters orantihdir ve akim degerleri t?2 degerlerine kars1i grafiklendirildigindeelde
edilen egri orjinden gecer. Bu egriden faydalanilarak, bir elektrot reaksiyonunun
difiizyon kontrollii olup olmadigi ve elektroaktif maddenin diflizyon katsayist ve
aktarilan elektron sayisi belirlenebilir (Soganci 2014).

1.10. Calismanin amaci

RA’nin, NADH’nin elektroyiikseltgenme potansiyelini diisiirmesi ve boylece
mevcut NADH sensorlerine ve dehidrojenaz temelli biyosensorlere gore daha diisiik bir
potansiyelde amperometrik tayine olanak saglayacagi diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu
caligmada ilk olarak, yiizey baskili elektrotlara RA’nin, dongiisel voltametri teknigi
kullanilarak birikmesinin saglanmasi ve dongiisel voltametri teknigi ile elde edilecek

25



GIRIS Elif Merve SAHIN

voltamogramlardan yararlanilarak NADH’nin elektroyiikseltgenmesinde RA’nin
medyator Ozelliginin  incelenmesi amaglanmistir. Daha sonra RA  modifiyeli
elektrotlarin, alkol dehidrojenaz enzimi ile modifiye edilmesiyle biyosensorlerin
hazirlanmasi ve hazirlanan bu biyosensorlerin etanole verdigi yanitlarin amperometrik
yontemler ile incelenmesi amaglanmustir.
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2. KURAMSAL BIiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI

Literatiirde medyator temelli alkol biyosensorleri ile ilgili bir¢ok calisma
olmasina karsin antioksidanlarin medyator olarak kullanilmasina dair ¢ok az ¢alisma
vardir. Hatta sinamik asit tiirevli antioksidanlardan olan RA’ya ait ¢alismaya literatlirde
hi¢ rastlanmamistir. Bu nedenle bu boélimde sadece medyatér olarak antioksidan
modifiyeli biyosensorlerde NADH’nin oksidasyonunu igeren c¢alismalara ve tek
kullanimlik elektrotlarla yapilmis olan amperometrik alkol biyosensorlerini iceren
calismalara yer verilecektir.

Zare ve Golabi 1999 yilinda, bir camsi karbon elektrodun ylizeyine elektro-
kaplama yoluyla kafeik asit (KA)’in modifiye edilmesini temel alan bir g¢alisma
yapmiglardir. Bu ¢alismada, gesitli pH c¢ozeltilerinde hazirladiklar1 elektrodun redoks
ozelliklerini incelemek amaciyla ¢esitli tarama hizlarinda doniisiimlii voltametri teknigi
kullanmiglardir. Elde ettikleri voltamogramlardan elektrot cevabinin pH ile iliskisini
58,5 mV/pH olarak bulmuslardir ki bu degerde beklenen Nerst degerine oldukca yakin
oldugu bildirilmistir. Yine hazirladiklar1 elektroda voltametri, kronoamperometri ve
doner disk voltametri gibi tani yontemlerini uygulayarak, indirgenmis NADH’nin
elektrokatalitik oksidasyonunu incelemislerdir. Daha sonra modifiye ettikleri elektrot ile
modifiye edilmemis bir elektrodu karsilastirmislar ve yaklasik 450 mV dist potansiyelli
bir azalma ile pH 7,0 fosfat tampon ¢ozeltisinde NADH oksidasyonuna karst giiglii ve
kalic1 elektrokatalitik oOzellikler sergiledigini bulmuslardir. Elektrokatalitik akimin,
0,05’den 1 mM test araligindaki NADH konsantrasyonuyla dogrusal bir sekilde arttigini
tespit etmisler ve elektrot yiizeyi ile immobilize KA arasindaki elektron transferi igin
goriiniir yiik transfer hiz sabiti ve transfer katsayisini; sirasiyla 11,2 ve 0,43 s olarak
hesaplamislardir. Ayrica AA modifiyeli elektrot ylizeyinde NADH nin oksidasyonu i¢in
heterojen hiz sabiti belirlenmis ve bu degerin yaklasik 3x10% M™.s?oldugu tespit
edilmistir. Son olarak Zare ve Golabi bu ¢alismalarinda NADH nin difiizyon katsayisini
kronoamperometrik sonuclar kullanarak, 3,24x10° cm?/s olara hesaplamislardir (Zare
ve Golabi 1999).

Lee ve Compton biyosensor gelisimine uygun bir polimer olusturmak i¢in camsi
bir karbon elektrot yilizeyine Kafeik asidi modifiye ederek 2013 yilinda bir biyosensor
gelistirmiglerdir. Yiizeye baglh tiirlerin polimer film igerigini, elektro-kaplama
yontemini  kullanarak daha da optimize etmislerdir ve boylece, ylizey
konsantrasyonunun yaklasik olarak 10° mol.cm™ arttigin1 tespit etmislerdir. Lee ve
Compton bu calismalarinda, doniistimlii voltametri teknigini kullanarak modifiye
edilmis karbon elektrotla, farkli konsantrasyonlardaki NADH, sistein ve gliitation gibi
koenzimlerin elektrokatalitik oksidasyonu gozlemlemislerdir. Bu koenzimlerin
elektrokatalitik oksidasyonundan faydalanarak, her bir durum igin 300 nM-10 mM
konsantrasyon araliginda bir kalibrasyon egrisi elde etmislerdir. Tayin sinirini; NADH,
sistein ve gliitation i¢in sirasiyla 246, 99 ve 2,2 uM olarak hesaplamiglardir (Lee ve
Compton 2013).

ADH, toluidin mavisi (TBO) ve NADH enziminin tutuklamasimni temel alan
0zgiin bir biyosensor, etanol tayini i¢in gelistirilmistir. Alpat ve Telefoncu 2010 yilinda
yaptiklar1 ¢alismalarinda ilk olarak ADH’yi, TBO‘ya bagh seliiloz asetat ile modifiye
edilmis camsi bir karbon elektrot yiizeyine tutuklamislardir. Daha sonra da ylizeyi,
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etanol tayini i¢in yeni bir voltametrik sensor saglamak {izere bir capraz baglama
(glutaraldehit/sigir serum albiimin (BSA)) prosediirii ile kaplamiglardir. NADH/ADH
sistemini, etanol tayininde bir biyosensor gelistirmek icin basit ve etkili bir yol olarak
belirtmislerdir. Gelistirdikleri biyosensoriin; sicaklik, tekrarlanabilirlik, operasyonel ve
depolama stabilitesi,¢cozeltinin ¢aligma pH'si, enzim aktivitesi, membran kalinligi,
substrat Ozgilligli acisindan cevabini karakterize etmigler ve bu biyosensoriin ayni
zamanda, iyi bir termal kararlilik ve uzun siireli depolama kararlihigigdstermesinin
yanisira diisiik tayin smirt ve hizli yamit verdigini bildirmislerdir. Sinyal/giiriilti
oraninin {i¢ kat1 olarak bulunan bir tayin smirin1, 5,0 x 10® M olarak hesaplamislardir.
Hatta bu biyosensoriin 20. giliniin sonunda bile hala baslangigtaki etkinliginin % 50'sini
korudugunu goézlemlemislerdir. Alpat ve telefoncu g¢alismalarinda ayrica optimize
sartlar altinda, cesitli alkol igerikli (hafif % 3,0 (v/v); sert % 6,1 (v/v) ve normal % 5
(v/v) etanol) bira numunelerinde etanoliin tayinini ger¢eklestirmislerdir. Etanol
konsantrasyonu, matris etkilerinin ortadan kaldirilmasi1 nedeniyle standart ekleme
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bu ¢aligmadan elde ettikleri sonuglarin hafif, sert ve
normal bira i¢in sirastyla 3,0+0,1, 6,1 + 0,.3, 5,0 = 0,3 hacim% Etanol oldugunu
bulmuslardir (Alpat ve Telefoncu 2010).

Insan nefesindeki etanoliiniin tayininde ve diger gaz bilesiklerinin kantitatif
analizinde kullanilabilen tek kullanimlik ADH/NAD® temelli amperometrik bir
biyosensor, 1995 yilinda Park ve arkadaslar tarafindan gelistirilmistir. Yiizey baskilama
teknigi ile esnek poliester substrat {izerine karbon hamurunun baskilanmasini temel alan
bir biyosensor hazirlamiglardir. Biyosensoriin kullanimindan 6nce aktivasyon edilmesi
igin sensor, ya nemlendirilmis bir gaza maruz birakilmig ya da bir tampon ¢ozelti igine
daldirilmistir. Park ve arkadaslar1 bu ¢alismalarinda; etanol buharina Karsi iyi bir lineer
cevap elde ettiklerini ve tek kullanimlik amperometrik biyosensoriin insan nefesindeki
alkoliiniin belirlenmesi ic¢in tatminkar bir sekilde kullanilabilecegini kanitladiklarinm
bildirmislerdir (Park vd 1995).

NADH’in tayini i¢in Kafeik asit temelli tek kullanimlik elektrokimyasal bir
sensor 2015 yilinda Zanardi ve galisma arkadaslari tarafindan gelistirilmistir. Karbon
siyahi nanopartikiilleri (CB) ile modifiye edilmis ylizey baskili elektrot (SPE), elektrot
yilizeyinde kafeik asitin (KA) istikrarli bir sekilde depolanmasi i¢in yeni bir yontem
olarak test edilmistir. KA/CB kompozisyonunun gesitli miktarindan elektrokimyasal
performans, NADH tayinine gore belirlenmistir. KA/CB'nin elektrokatalitik etkinligi
ayrica, kaplamanin tek bir bileseniyle, yani KA veya CB ile modifiye edilmis SPE'lerin
elektrokatalitik etkinligi ile karsilastirilmistir. Son olarak, tipik bir NADH'ye bagiml
enzim olan gliserol dehidrojenaz, KA/CB kaplama iizerine, sensoriin gliserol tayininde
uygulanabilirligini test etmek i¢in eklenmistir. Bu amagla uygulanan ilk testlerin, gida
kalite kontroliinde potansiyel uygulamalar agisindan bu biyosensoriin potansiyellerini
derinlestirmeyi tesvik ettigini gosterdigini bildirmislerdir (Zanardi vd 2015).

Klorojenik asitin elektrokimyasal c¢alismasi igin dontisimlii  voltametri,
kronoamperometri, doner disk elektrot voltametrisinin yani1 sira kuantum kimysal
metotlart kullanilmistir (Namazian ve Zare 2005). Klorojenik asitin elektrokimyasal
davranis1 kuvvetli bir sekilde pH ¢ozeltilerine bagl oldugu tespit edilmis ve pH 2,0-7,8
ve 7,8-10,0 araliginda egim degerlerinin sirasiyla -57,1 ve -27,9 mV/pH oldugu
bulunmustur. Cams1 karbon elektrotta klorojenik asitin oksidasyonu igin, elektron
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transfer katsayisi, a, ve heterojen elektrokimyasal reaksiyon hiz sabitinin, kn, sirasiyla
0,26 ve 2,1x10° cm.s?! oldugu bulunmustur. Ayrica, deneysel kosullarda
kronoamperometrik sonuglar kullanilarak klorojenik asitin diflizyon katsayis1 da
1,46x10® cm?.s? olarak hesaplanmistir (Namazian ve Zare 2005).

Zare ve Golabi’'nin 1998 yilinda yaptigi ¢alismada, inaktif bir camsi karbon
elektrotta, klorojenik asit ¢ozeltisinin redoks cevabi aragtiritlmis ve elektrot hazirlama
islemi i¢in bir ECE mekanizmasi onerilmistir. Aktive edilmis camsi karbon elektrotta
klorojenik asitin oksidasyonunun, elektrot yiizeyinde yaklasik 4,5x101° mol.cm™ kadar
birikmis bir tabakanin olusumuna yol agtigini bildirmislerdir. Biriktirme islemi i¢in
doniisiimlii voltametri teknigi kullanilmis ve elde edilen modifiye elektrodun, ylizey-
tutuklanmig redoks ¢iftleri icin beklenen kinon: hidrokinon grubunun aktivitesini
korudugu gosterilmistir. Ayrica bu ¢alismada Zare ve Golabi, farkli kosullarda elektrot
hazirla iglemi siiresince elektro-kaplama filmlerin 6zellikleri ve depolanmis filmin
kararlilig1 belirlenmistir. Bu filmlerin redoks aktivitesinin pH bagimliliginin pH birimi
basma 57 mV oldugu bulunmustur ki buda beklenen degere (pH birimi basia 59 mV)
olduk¢a yakindir. Modifiye edilmis elektrodun, yaklasik 430 mV asir1 geriliminin
azalmas1 ve pik akiminda bir artis ile fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7,0) icinde, NADH
oksidasyonu i¢in giiglii ve kalict elektrokatalizor oOzellik sergiledigi bildirilmistir.
Elektrokatalitik akimin, NADH konsantrasyonu ile 0,1-1,0 mM arasinda dogrusal
olarak arttig1 belirlenmis ve NADH elektrooksidasyonu i¢in goriiniir elektron transfer
hiz sabiti, ks, ve heterojen hiz sabiti, kn, sirasiyla dontisiimlii voltametri ve doner disk
elektrot voltametrisi kullanilarak belirlenmistir (Zare ve Golabi 1998).
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3.MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanmilan kimyasallar

B-nikotinamid adenin diniikleotit (NAD") ve B-nikotinamid adenin diniikleotittin
indirgenmis  hali (NADH), rosmarinik asit, alkol dehidrojenaz  (E.C.
1.1.1.1.,Saccharomyces cerevisiae’den) ve glutaraldehit (GA) (%25’lik a/h) ¢ozeltisi
Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. Potasyum dihidrojenfosfat (KH2PO4),
dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPOs), potasyum kloriir (KCl), etanol, hidroklorik asit
(HC1 %37°1ik) ve sodyum hidroksit (NaOH) Merck’ten temin edilmistir. Kullanilan tiim
kimyasallar yiiksek analitik safliktadirlar.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Elektrokimyasal Olciimler, PalmSens potentiostat kullanimiyla
gerceklestirilmistir. Standart tampon ¢ozeltileriyle kalibre edilmis Mettler Toledo pH-
metre, 25°C’de istenilen pH’da tampon ¢ozeltiler hazirlamak igin kullanilmistir. Kati
kimyasallarin tartimi icin, Precia XR 2055M-DR 0,01 mg duyarli elektronik terazi
kullanilmistir. Batch kosullarinda amperometrik tayin sirasinda ¢ozeltiyi karistirmak
istenilen hizda karistirmak i¢in, Hanna manyetik karistirici kullanilmistir. Deneylerde
kullanilan ultra saf su Millipore Milli-Q Direct Q-3 ultra saf su cihazindan elde
edilmistir.

3.1.2.1. Elektrokimyasal dl¢iim sistemi

Deneylerde voltametri ve kronoamperometri gibi cesitli elektrokimyasal
yontemlerin calisilabildigi, Ozellikle biyosensor sistemlerinde kullanilmak {izere
tasarlanan PalmSens (Sekil 3.1) elektrokimyasal Ol¢iim sistemi kullanilmistir.
Bilgisayar kontrollii olan bu PalmSens cihazinin sinyalleri PSTrace 4.6 yazilimi ile
degerlendirilmistir. Bu sistem ile, deney verileri grafik seklinde goriintiilenebildigi gibi
manyetik ortamda dosyalanarak kaydedilen veriler istenildigi zaman tekrar
goriintiilenebilmektedir.
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Sekil 3.1. PalmSens potansiyostat

(http://daneshyark.com/en/index.php?option=com content&view=article&id=62:p
alm-sensor-electrochemical-potentiostat-galvanostat-electrochemistry-test-
laboratory&catid=41:palm-instruments)

3.1.3. Kullanilan elektrotlar, hiicreler ve konektorler

Bu .alismada, Dropsens firmasindan temin edilmis tek kulanimlik yilizey baskili
elektrotlar kullanilmistir (Sekil 3.2). Calisilan yiizey baskili karbon elektrot (YBCE) un
ozellikleri soyledir: C (4 mm), Yardimci elektrot: C, Referans elektrot: Ag/AgCl (0,1 M
KCI).

Kargit
Caligma  elektrot
elektrodu

Kavrslt elektrat Referans elektrot
baglantisi
Caligma elektrodu
baglantist
Referans elektrot

baglantisi

Sekil 3.2. Yiizey baskili elektrotlarin genel yapisi
(http://www.dropsens.com/en/screen_printed_electrodes pag.html)

Elektrotlarin PalmSens potentiostat baglantisi1 konektorler ile saglanmistir ve bu
konektorler DropSens’ten temin edilmistir. Sensor konektorleri, damlamali analizler
icin ve batch analizleri i¢in farkli olarak tasarlanmistir. Batch analizlerinde kullanilan
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elektrokimyasal hiicre, metakrilattan yapilmis ve 5-8 mL gibi biiyiik hacimli ¢ozeltilerin
karistirma sartlari i¢in oldukea elveriglidir (Sekil 3.3).

A/o"‘ B C

Sekil 3.3 Yiizey baskili elektrotlar i¢in sensor konektor cesitleri A) Damlamali analizler
i¢in kutu bi¢iminde B) Batch analizleri i¢in kablo seklinde C) Batch analizi
icin elektrokimyasal hiicre
(http://www.dropsens.com/en/accesories pag.html#connectores)

C |

3.2. Metot
3.2.1. Destek elektrolit tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Deneylerde destek elektrolit olarak 0,1 M KCI igerisinde, KH2PO4 ve KoHPO4
kullanilarak hazirlanan 50 mM fosfat tamponu kullanilmistir. Bu destek elektrolit
tampon ¢ozeltilerini istenilen pH degerlerinde ayarlamak i¢in iizerine, | M NaOH veya
1 M HCI ilave edilmistir. Deneylerde kullanilan biitiin ¢ozeltiler fosfat tampon sistemi
igerisinde hazirlanmustir.

3.2.2. YBE iizerine RA’nin hazirlanmasi

50 mM pH 7,0 fosfat tamponu igerisinde 1 mM rosmarinik asit ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Dongiisel voltametri teknigi uygulanarak rosmarinik asitin elektrot
yiizeyine tutuklanmasi saglanmistir. Dongiisel voltametri, -0,1 V ile +0,8 V potansiyel
araliginda 20 mV.s! tarama hizinda 5 dongii uygulanarak gerceklestirilmistir. Tek
kullanimlik YBE’ler ultra saf su ile yikandiktan sonra yiiksek safliktaki N2 gazi ile
kurutulmustur.

3.2.3. ADH temelli biyosensorlerin hazirlanmasi
3.2.3.1. Glutaraldehit (GA) ile tutuklama

Uygun aktivitedeki enzim iizerine, 10 uLL 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu mikro
pipetle aktarilmistir. Daha sonra bu enzim ¢ozeltisinin 5 pL’si tek kullanimlik
YBE’lerin CE’si tlizerine damlatilmis ve hazirlanan bu biyosensorler 1 saat +4°C’de
sabit nem ortaminda bekletilmistir. Bu siire sonunda hazirlanan bu biyosenoérlerin CE
tizerine %]1’lik GA ¢ozeltisinden 1uL damlatilmistir. Biyosensorler +4°C’de sabit nem
ortaminda 30 dakika stabilizasyon isleminin tamamlanmasi i¢in bekletilmistir.
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3.2.4. Elektrokimyasal ol¢iimler

Kronoamperometrik dlgtimler 8 mL fosfat tamponu igerisinde karistirma sartlari
altinda yapilmistir. Amperometrik tayinde sabit akim elde edildiginde analit ilavesi
yapilmis ve dlclilen akim potentiostat tarafindan kaydedilmistir.

Damlamali analiz ise, elektrot yiizeyine 50 pL analit ilavesi ile
gerceklestirilmistir.

3.2.5. ADH temelli biyosensorlerin 6l¢iim prensibi
Etanol tayinine yonelik olarak gelistirilmek istenilen ADH temelli biyosensdriin
Olgtim prensibi, medyatér varliginda NADH’nin yiikseltgenmesinin takibine
dayanmaktadir. Etanol konsantrasyonunun artmastyla NADH miktarida artacaktir.
Amperometrik 6lgiimler; 7 mL 50 mM pH 7,75 fosfat tamponu ve 1 mL 7 mM

NAD" ¢ozeltisi elektrokimyasal hiicreye ilave edilmistir. Akimin kararl hale gelmesi
beklendikten sonra, belirli konsantrasyondaki etanol ardisik olarak hiicreye eklenmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. YBCE iizerinde RA’nin elektrokimyasal davranisi

RA’nin 10 mV.s? tarama hizindaki elektroyiikseltgenmesi; +0,085 V birinci
anodik pik potansiyeli (Epa1) ve +0,150 V ikinci anodik pik potansiyeli (Epa2) olmak
tizere iki basamakta gergeklesmektedir. Elektroindirgenme pikleri ise +0,050 V ve
+0,120 V katodik pik potansiyellerinde gozlemlenmistir (Sekil 4.1 ). RA yapisinda
(Sekil 1.7) iki elektroaktif katekol ucuna sahip oldugu i¢in RA’nin ilk yiikseltgenme
basamagi, onun kafeik asit (KA) ucu ile iliskiliyken, ikinci yiikseltgenme basamagi ise
3,4-dihidroksifenil laktik asit (DHPLA) ucu ile iliskilidir (Gil vd 2013). Literatiirde,
RA’nin camsi karbon elektrot tizerindeki ilk redoks pikinin +0,17 V ve +0,14 V’da,
ikinci redoks pikinin ise +0,22 V ve +0,19 V’da gozlemlendigi bildirilmistir (Gil vd
2013). Calismamizda, tek kullanimlik YBCE’lerin elektrokimyasal 6n islem ile aktive
edilmesi, RA’nin redoks pik potansiyellerinin degerini diisiirmiistir. Bu sonug,
NADH’nin elektrokimyasal analizinde RA’nin medyator olarak kullanilmasi igin bir
avantajdir. Yine literatiirde, camsi karbon elektrot tlizerinde kafeik asitin anodik ve
katodik pik potansiyelleri +0,21 V ve +0,16 V’da gozlenmistir. (Gongalves vd 2011).
RA’nin DHPLA ucunun redoks ¢ifti, KA ucunun redoks ciftinden daha ytiksek bir
potansiyelde pik vermektedir (Gil vd 2013). Benzer sonuglar bizim ¢alismamizda da
gbzlenmistir.

35
20 |
is
-10 L
25 : : : :
0.4 02 0.0 0.2 0.4
E/V

Sekil 4.1. 1 mM RA’nin 10 mV.s*! tarama hizinda ve -0,4 V ile +0,5 V arasindaki
dongiisel voltamogrami (50 mM pH 7,0 PBS, 0,1 M KCI)

RA’nin redoks piklerindeki farkliligin nedeni su sekilde agiklanabilir: KA’ nin
katekol ucundaki karboksil ve ester gruplarmin indiiktif etkisi, elektron c¢ekici etki
yaparken, DHPLA’nin katekol ucundaki karboksil grubu bunun tersi bir etki
yaratmaktadir. Ciinkii, DHPLA nin zincir yapis1 katekol ucuna uzaktir. Bu nedenle
elektrostatik etki zayiftir. KA’da karboksil fonksiyonunun deaktive edici etkisi, ¢ift bag
ile korunur. Ancak, KA’nin fenolik grubundaki elektron yogunlugunu, karboksil grubu
azaltir. Clinkii, elektron transferi daha zorlasir (Gil vd 2013). Sonug¢ olarak, katekol
ucunun elektron yogunlugunu, delokalizasyon ile azaltan gruplarin varliginda, hem pik
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potansiyelleri hem de pik akimlari azalmaktadir. Delokalize olmayan gruplar katekol
ucuna eklendiginde ise hem pik akimi hem de pik potansiyelleri artmaktadir.

10 mV.s? tarama hizindaki anodik ve katodik pik potansiyelleri arasindaki fark,
| Epai -Epc1 | ve |Epa2 — Epe2 | , sirasiyla, 30 mV ve 35 mV olarak hesaplanmistir. Bu
degerler, iki elektronlu iki protonlu RA’nin yiikseltgenme mekanizmasi ile uyumludur
(Salas-Reyes vd 2011, Enache ve Oliveira-Brett 2011, Hapiot vd 1996, Giacomelli vd
2002, Brett ve Oliveira-Brett 1993) (30 mV teorik deger). RA’nin yiikseltgenme
reaksiyonu asagidaki esitlikle verilebilir:

RAGnd) —> RAiks) + 2H" + 2¢°

10 mV.s? tarama hizindaki RA’nin birinci ve ikinci redoks ciftleri i¢in formal
potansiyel degerleri [E® = (Epa + Epc)/2] sirastyla, +0,0675 V ve +0,135 V’dur.

200 |
A
100 |
’ﬂ =
= o b = —
-100 | T
10mV.s!
200
-0,1 0,0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
E/V
2,5E-04
1,0E-04 F
<
-5,0E-05 F
-2,0E-04 2 2 1
0 0,04 0,08 0,12
v/Vst
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Sekil 4.2. A) YBCE/RA elektrodunun -0,1 V and +0,5 V potansiyel araliginda farkli
tarama hizlarinda elde edilen dongiisel voltamogramlart (Tarama hizi: 10,
25, 50, 75, 100, 125 mV.st, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI) B)
A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama hizi
grafigi C) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-
tarama hizinin  karekokii grafigi D) A’da  verilen dongiisel
voltamogramlardan elde edilen pik potansiyeli-tarama hizinin dogal
logaritmasi grafigi

Sekil 4.2A’da YBCE tizerinde 1 mM RA’nin farkli tarama hizlarindaki (10, 25,
50, 75, 100, 125 mV.s?) dongiisel voltamogramlar: verilmistir. Tarama hizi arttikca
anodik ve katodik pik akimlarmin dogrusal bir sekilde arttigi Sekil 4.2B’den
anlasilmaktadir. Tarama hizinin artmasiyla anodik ve katodik pik potansiyelleri
sirasiyla, daha pozitif ve negatif degerlere kaymistir., Bu durum, RA’nin
elektroyiikseltgenme reaksiyonunun tersinmez bir elektrot siireci sergiledigini
gostermektedir.

Sekil 4.2B’de anodik ve katodik pik akimlarinin tarama hizina karsi, Sekil

4.2C’de de tarama hizinin karekokiine karsi grafikleri verilmistir. Hem anodik hem de
katodik pik akimlarinin, g¢alisma sartlarimizdaki tarama hizi ve tarama hizinin

36



BULGULAR VE TARTISMA Elif Merve SAHIN

karekokiiyle dogrusal oldugu bu grafiklerden goriilmektedir. Yapilan regresyon
analizlerinin sonucunda bu grafiklerin korelasyon katsayilar1 sirasiyla, 0,9884, 0,9864,
0,9999 ve 0,9982 olarak bulunmustur. Bu degerler incelendiginde, Sekil 4.2.C’de
verilen grafigin korelasyon katsayisinin daha iyi oldugu agik¢a goriilmektedir. Buda,
YBCE’ler iizerinde RA’nin elektro-yiikseltgenmesinin difiizyon kontrollii bir proseste
gerceklestigini gostermektedir. Sekil 4.2D’de Sekil 4.2A’daki verilerinden yararlanarak
tarama hizinin dogal logaritmasi (Inv) ve pik potansiyeli arasindaki iliski verilmistir.
YBCE’lerin yiizeyi ve ¢ozelti arasinda meydana gelen RA’nin elektroyiikseltgenmesi
icin elektron-transfer katsayisi (o) asagidaki esitlikten bulunabilir (Harison ve Khan
1970):

Ep = (%) Inv + sabit (4.1)
Burada E, pik potansiyelini, v tarama hizini, T sicakligi (293 K), R gaz sabitini (8,314
J.K1.mol?) ve F ise Faraday sabitini (96485 C.mol™) ifade eder. Bu esitlik, tersinmez
olan difiizyon kontrollii proses igin gegerlidir. Bu esitlik’ten o degeri 0,2833 olarak
hesaplanmustir.

1 mM RA’nin YBCE’ler iizerine difiizyon katsayisini hesaplamak i¢in, difiizyon
kontrollii elektrokimyasal proses igin uygun bir esitlik olan Randles-Sevcik esitliginden
yararlanilmigtir:

Iy = 2,96x10°n32AaDY2Cy Y2 (1.10)

Burada ip yiikseltgenme pik akimi, Aca elektroaktif alan (cm?), D elektroaktif tiirlerin
difiizyon katsayis1 ( cm?.s™), n transfer edilen elektronlarin sayisi, v potansiyel tarama
hiz1 (V.st) ve C ¢ozeltideki redoks tiirlerinin konsantrasyonu (mol.cm=?)’dur (Brett-
Oliveira-Brett 1993).

Esitlik 1.10’u kullanabilmek i¢in YBCE’lerin elektroaktif yilizey alaninin degeri
gerekmektedir. Bu nedenle ilk olarak aktive edilmis YBCE’ye 10-125 mV.s? tarama
hiz1 araliginda, 0,1 M KCI destek elektrolit ¢ozeltisinde, 1 mM potasyum ferrisiyaniir
varliginda -0,5 V ile +0,7 V arasinda doniisiimlii voltametri uygulanmistir. Elde edilen
voltamogramlar Sekil 4.3A verilmistir. Bu voltamogramlarin gosterdigi anodik ve
katodik pik akimlarinin tarama hizinin karekokiine karsi grafikleri de Sekil 4.3B de
verilmistir. Buradan hem anodik hem de katodik pik akimlarmin 10-125 mV.s™ tarama
hizi aralifinda tarama hizinin karekokiiyle miikemmel bir dogrusallik gosterdigi
anlasilmaktadir. Fe(CN)e> c¢ozeltisinin difiizyon katsayis1 (7,63x10°)’dir (Bark ve
Faulkner 2001). Sekil 4.3B’deki grafigin dogru denkleminden ve esitlik 1.10’dan
yararlanilarak YBCE nin elektroaktif yiizey alan1 0,079 cm? olarak hesaplanmistir. Bu
deger esitlik 1.10°de yerine yazilarak, 1 mM RA’nin 0,079 cm? yiizey alanina sahip
YBCE’deki difiizyon katsayis1 hesaplanmis ve 1,132x10*s™? olarak bulunmustur.
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Sekil 4.3. A) YBCE/RA elektrodunun 1 mM KsFe(CN)s igerisinde farkli tarama
hizlarinda (10, 25, 50, 75, 100, 125 mV.s?) -0,5 V ile +0,7 V potansiyel
araliginda elde edilen dongiisel voltamogramlar1 B) A’da verilen dongiisel
voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama hizinin karekokii grafigi

4.2. RA modifiyeli YBCE’nin elektrokimyasal karakterizasyonu

YBCE’nin RA ile modifikasyonu i¢in, 0,1 M KCI igeren 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponu i¢ginde hazirlanmis 1 mM RA ¢o6zeltisi YBCE {iizerine damlatilmis ve 20 mV.s
! tarama hizinda -0,1 V - +0,8 V potansiyel aralifinda 5 déngii doniisiimlii voltametri
uygulanmistir. Voltamogramlar Sekil 4.4’de verilmistir. Anodik ve katodik pik
akimlarinin ilk dongiidekine goére artiginin hizi, dongli sayisi arttikga azalmistir. Bu
sonuglarin DHPLA (Pariente vd 1996), kafeik asit (Zare ve Golabi 2000, Lee ve
Compton 2013, Zanardi vd 2015) ve klorojenik asit (Zare ve Golabi 1999) ile
modifiyeli elektrotlarla elde edilen sonuglarla benzer oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.4. YBCE elektrodunda 5 dongii RA’nin -0,1 V ile +0,8 V potansiyel araliginda
elde edilen dongitisel voltamogramlart (pH 7,0 50 mM fosfat tamponu, 0,1 M
KCl, 1 mM RA ¢ozeltisi, 20 mV.s™ tarama hiz1)

Katekol ucu igeren bilesiklerin karbon yiizeylerine tutunmasi, ylikseltgenme
sonucu olusan kinonlarin niikleofilik saldirisin1 temel alir. Anodik potansiyelde olusan
kinonlar, aktive edilmis karbon yiizeyinde yer alan aktif fonksiyonel gruplar (karboksil,
hidroksil grubu gibi) ile Michael akseptorii olarak reaksiyona girerler. Aktive edilmis
karbon elektrodu, kinon halkasimin 4 veya 5 pozisyonuna niikleofil olarak saldirir. RA
durumunda, o-kinon halkasinin sadece 5. pozisyonu niikleofilik saldir1 i¢in uygundur
(Golabi ve Nematollahi 1997, Nematollahi ve Golabi 1996, Golabi ve Nematollahi
1997, Golabi ve Nematollahi 1997). Aktive edilmis YBCE yiizeyindeki karboksil ve
hidroksil gruplart ile RA’nin elektroylikseltgenmesi ig¢in uygun bir ylizey saglar. Bu
gruplar, RA’nin yiikseltgenmesi ile olusan o-kinon’a karsi niikleofil olarak hareket eder.
Karbon yiizeyindeki aktif gruplar ile RA arasinda bag olusumu gergeklesir ve RA
elektrot ylizeyine depolanir.

YBCE iizerinde RA’nin depolanmasinda dongii sayisinin etkisini incelemek igin,
YBCE’ler farkli dongii sayilarinda (5, 10 ve 15 dongli) RA ile modifiye edilmistir.
Farkli dongii sayilarinda RA ile modifiye edilmis YBCE/RA e¢lektrotlarina, 0,1 M KCI
iceren 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda, farkli tarama hizlarinda (10 mVs™ ile 125
mVslaraliginda) -0,1 V ile +0,5 V potansiyel araliginda déniisimlii voltametri
uygulanmigtir. 5, 10 ve 15 dongii uygulanarak RA ile modifiye edilmis YBCE’lerden
elde edilen dongiisel voltamogramlar sirasiyla Sekil 4.5A, 4.6A ve 4.7A’da verilmistir.
Sekil 4.5B, 4.6B ve 4.7B’de ise, Sekil 4.5A, 4.6A ve 4.7A’daki verilerden
yararlanilarak anodik ve katodik pik akimlarinin tarama hizina karsi ¢izilmis grafikleri
verilmistir. Anodik ve katodik pik akimlarinin her ikisininde tarama hiziyla dogrusal
olmasi, elektrokimyasal kinetigin ylizey-kontrollii bir proses oldugunun ve RA’nin
YBCE’lerin yiizeyine tutuldugunun (biriktirilmis oldugunun) gostergesidir.
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Sekil 4.5. A) 5 dongii uygulanarak RA ile modifiye edilmis YBCE’nin -0,1 V ile +0,8 V
potansiyel araliginda elde edilen dongiisel voltamogramlari (pH 7,0 50 mM
fosfat tamponu, 0,1 M KCI, 1 mM RA ¢ozeltisi, 10-125 mV.s? tarama hizi
araliginda) B) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik
akimi-tarama hiz1 grafigi
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Sekil 4.6. A) 10 dongii uygulanarak RA ile modifiye edilmis YBCE’nin -0,1 V ile +0,8
V potansiyel araliginda elde edilen dongiisel voltamogramlar1 (pH 7,0 50
mM fosfat tamponu, 0,1 M KCI, 1 mM RA ¢ozeltisi, 10-125 mV.s** tarama

hiz1 araliginda) B) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik
akimi-tarama hiz1 grafigi
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Sekil 4.7. A) 15 dongii uygulanarak RA ile modifiye edilmis YBCE’nin -0,1 V ile +0,8
V potansiyel araliginda elde edilen dongiisel voltamogramlar1 (pH 7,0 50
mM fosfat tamponu, 0,1 M KCI, 1 mM RA ¢bzeltisi, 10-125 mV.s* tarama
hiz1 araliginda) B) A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik
akimi-tarama hiz1 grafigi

Yiizey-kontrollii proses igin YBCE’lerin yiizeyinde RA’daki elektroaktif tiirlerin
ortalama yiizey konsantrasyonu, (I'), Laviron esitligi kullanilarak hesaplanabilmektedir
(Bard ve Faulkner 2001):

n?F% vAr
p=—a (42)
5,10 ve 15 dongii sayilarinda RA modifiyeli YBCE igin I' degerleri sirasiyla, 6,52x1071°
mol.cm?, 5,58x10%° mol.cm? ve 5,85x10"° mol.cm? olarak hesaplanmistir. Bu
hesaplanmis I degerlerine gore optimum dongii sayisi, bu dongii sayilari i¢cinde en
yiiksek yiizey konsantrasyonunu saglamasindan dolay1 5 dongii olarak belirlenmistir.
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RA’nin birikmesinde tarama hizinin etkisini incelemek icin sirastyla 10, 20 ve
40 mV.s! tarama hizlarinda YBCE’ler RA ile modifiye edilmistir. RA modifiyeli
elektrodun dongiisel voltamogramlar: 10-125 mV.sarasinda degisen tarama hizlarinda
kaydedilmis ve elde edilen voltamogramlar 10, 20 ve 40 mV.s! tarama hizlar1 igin
sirastyla Sekil 4.8A, 4.5A ve 4.9A’da verilmistir. Sekil 4.8B, 4.5B ve 4.9B’de ise, Sekil
4.8A, 4.5A ve 49A’deki verilerden yararlanilarak anodik ve katodik pik akimlarinin
tarama hizina karsi ¢izilmis grafikleri verilmistir. Anodik ve katodik pik akimi
degerleri, 10-125 mV.s' araliginda potansiyel tarama hizi ile dogrusal olarak
artmaktadir. Bu sonuglar, elektrokimyasal kinetigin ylizey-kontrollii bir proses
oldugunu gostermektedir. 10, 20 ve 40 mV.s? tarama hizlarmda 5 dongii RA ile
modifiye edilmis YBCE’ler i¢in I" degerleri, esitlik 4.2’den yararlanilarak hesaplanmis
ve sirastyla, 4,94x1071° 6,52x10° ve 6,45x107° mol.cm? olarak bulunmustur. En
yiiksek yiizey konsantrasyonu 20 mV.s' tarama hizinda modifiye edilen YBCE/RA
elektrodunda elde edildigi i¢in, optimum tarama hiz1 20 mV.s™ olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.8. A) YBCE elektrodunda RA nin 5 déngii elektrodepozisyonunda 10 mV.s™
tarama hizinda ve -0,1 V and +0,4 V potansiyel araliginda farkli tarama
hizlarinda elde edilen dongiisel voltamogram (Tarama hizi: 10, 25, 50, 75,
100, 125 mV.s?, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI) B) A’da
verilen donglisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama hizi
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Sekil 4.9. A) YBCE elektrodunda RA’nin 5 déngii elektrodepozisyonunda 40 mV.s™
tarama hizinda ve -0,1 V and +0,4 V potansiyel araliginda farkli tarama
hizlarinda elde edilen dongiisel voltamogram (Tarama hizi: 10, 25, 50, 75, 100,
125 mV.s?, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI) B) A’da verilen
dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik akimi-tarama hiz1 grafigi

RA birikmis yiizey ve YBCE arasindaki goriiniir yiizey ylik aktarim transfer hiz
sabiti, ks, ve elektron transfer katsayisi, o, Laviron tarafindan gelistirilen islemi takiben
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tarama hizi ile pik potansiyellerinin degisiminin 6lgiilmesinden hesaplanabilir (Laviron
1974, Laviron 1979). Laviron esitlikleri, esitlik 5, 6 ve 7°de verilmistir:

Epc = E° + [anF] [IZZ:] [anF] Inv (4.3)
Epa = E° + [(1 a)nF] [(1RZI;ZF] + [(1 a)nF] Inv (4'4)

Inks= alnl—a)+ (1—a)lna — ln[%]— a(1—a) [nb;AEp]

(4.5)

Sekil 4.5A’nin verilerinden elde edilen 5 dongii RA ile modifiyeli YBCE i¢in
Ep’ye kars1 Inv grafigi Sekil 4.10°da verilmistir. Goriildiigii gibi, 50-125 mV.s™! tarama
hiz1 araliginda, Epa, Inv¢ye karsit dogrusal olarak degismistir. Dogrusal regresyon analizi
dogru denklemini Epa = 0,0495 Iny + 0,2833 olarak ve regresyon katsayisini da 0,9997
olarak vermistir. Bu dogru i¢in o degeri 0,745 olarak hesaplanmistir. Bu a degeri ve
esitlik 4.5 kullanilarak hesaplanan ks degeri ise 0,27 s olarak bulunmustur.
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Sekil 4.10. Sekil 4.5A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen pik
potansiyeli-tarama hizinin dogal logaritmasi grafigi

4.3. RA modifiyeli YBCE’de NADH’nin elektrokatalitik yiikseltgenmesi

Calismamizin amaglarindan biri, NADH’ nin elektroyiikseltgenmesi’nde yeni bir
dogal medyatér modifiyeli elektrodun gelistirilmesidir. RA’nin  NADH’nin
elektroyiikseltgenmesindeki elektrokatalitik aktivitesini test etmek i¢in, RA modifiyeli
YBCE’ye, 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu (0,1 M KCI) igerisinde 1 mM NADH’nin
varliginda ve yoklugunda dongilisel voltametri uygulanmis ve elde edilen
voltamogramlar Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. YBCE/RA elektrodunun 50 mV s? tarama hizinda 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponunda (0,1 M KCI) 1 mM NADH varliginda ve yoklugundaki
dongiisel voltamogrami

RA medyatoriiniin etkisiyle, NADH varliginda anodik pik akimi énemli oranda
artarken (8,14 pA’den 11,67 pA’e), katodik pik akimi azalmasi (5,93 pA’den 5,65
nA’e) NADH nin elektrokimyasal davranisi i¢in Karakteristik bir 6zelliktir (Pariente vd
1996). NADH varliginda lpa / lpc oran1 2,06 iken NADH yokugunda bu oran 1,30’a
dismektedir. Bu sonuclar NADH’nin, RA’daki o-kinon halkalar1 tarafindan
yiikseltgendigini belirtmektedir. NADH’nin anodik ve katodik pik potansiyelleri
sirastyla 150 mV ve 65 mV’dur. Bu anodik potansiyel, yalin veya RA’siz farkli
formiilasyona sahip elektrotlarla karsilastirildiginda daha diistiktiir. Gao ve
arkadaslarinin 2003 ve 2004 yilinda yaptig1 ¢aligmanin sonuglarina bakildigi zaman
yalin YBCE i¢in bu potansiyelin sirasiyla 600 mV ve 700 mV oldugu belirtilmistir (Gao
vd 2003, Gao vd 2004). Politiyonin ile modifiyeli elektrotta bu potansiyelin 300 mV
oldugu (Gao vd 2003) ve poliazureA ile modifiyeli elektrotta ise bu potansiyelin 200
mV (Gao vd 2004) oldugu bildirilmistir. Bizim ¢aligmamizda YBCE/RA modifiyeli
elektrotta RA’nin elektrokatalitik aktivitesinden dolayr daha diisiik anodik pik
potansiyeli elde edildigi agikg¢a goriilmektedir. NADH nin yiikseltgenmesindeki daha
diisik anodik pik potansiyeli, NADH’nin elektroyiikseltgenmesi i¢in RA’nin
elektrokatalitik etki sergiledigini belirtmektedir. NADH varliginda yiikseltgenme pik
akiminin artmasi, NADH’nin c¢ozeltiden elektrot yiizeyine dogru diflizlenerek
yiikseltgendigini ve buna karsin yiizeydeki RA’nin indirgendigini gosterir. Bu
elektrokimyasal islem zinciri s6yle formiilize edilebilir:

RAGnd — RAyiks)+ 2H" + 2¢°
RAiiks) + NADH + H* — RA(ing) + NAD" (hiz tayin edici basamak)
Modifiye edilmis elektrot tarafindan NADH nin tiim ylikseltgenmesi;

NADH — NAD" + H" + 2¢”
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Sekil 4.12A’da, 1 mM NADH ig¢eren 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu (0,1 M
KCI’de)’nda ¢esitli tarama hizlarindaki (10-125 mV.s') YBCE/RA modifiyeli
elektrodun dongiisel voltamogramlar1 verilmistir. Gortildiigii gibi, tarama hiz1 arttikga,
NADH’nin yiikseltgenme pik potansiyeli biraz daha pozitif potansiyellere kaymaktadir.
NADH varhiginda YBCE/RA elektrodunun anodik pik akimina karsi tarama hizinin
karekokii grafiginin dogrusal oldugu Sekil 4.12B’den anlasilmaktadir. Buna gore
NADH’nin RA modifiyeli YBCE {izerindeki -elektroyiikseltgenmesi, difiizyon
kontrolliidiir. Sekil 4.12B’deki dogrunun egimi ve esitlik 3’e gore, | mM NADH igin
difiizyon katsayis1 2,13x10® s olarak hesaplanmistir. Sekil 4.12A’nin verilerinden elde
edilen pik potansiyelleri Inv’nin bir fonksiyonu olarak Sekil 4.12C’de verilmistir.
Anodik pik potansiyelleri tiim tarama hizi araliginda Inv’ye karsi dogrusal olarak
degismektedir. Bu degisim i¢in dogrusal regresyon denklemi Epa=0,01787 Inv + 0,2185,
r = 0,9928 seklindedir. Sekil 4.12C°deki dogrunun egimi ve esitlik 1.10 kullanilarak, 1
mM NADH i¢in a degeri hesaplanmis ve bu deger 0,706 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.12. A) YBCE/RA elektrodunun 1 mM NADH igeren 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponu (0,1 M KCIl’de)’ndaki farkli tarama hizlarindaki (10-125 mV.s™)
dongiisel voltamogramlar1 B) A’daki verilerden yararlanilarak elde edilen
akim-tarama hizinin karekokii grafigi C) A’da verilen dongiisel
voltamogramlardan elde edilen pik potansiyeli-tarama hizinin dogal
logaritmasi grafigi

YBCE/RA elektrodun NADH’ye karst olan voltametrik cevabinda NADH
konsantrasyonunun etkisi incelenmistir. Bunun i¢in 50 mM pH 7,0 (0,1 M KCI)
tamponunda hazirlanmig NADH’ nin farkli konsantrasyonlar1 i¢in dongiisel voltametri
uygulanmis ve sonuglar Sekil 4.13A’da verilmistir. Burada, NADH konsantrasyonu
arttikca anodik pik akimlariin da arttig1 goriilmektedir. Sekil 4.13A’daki yiikseltgenme
pik akimlariin NADH konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak 0,1-5 mM araliginda
NADH konsantrasyonuyla dogrusal bir degisim sergiledigi Sekil 4.13B’den
anlasilmaktadir. NAD™ {retimiyle elektrokatalitik prosesin engellenebilmesinden
kaynaklanan kinetik sinirlamalardan dolayi, NADH’nin 5 mM’dan daha yiiksek
konsantrasyonlarinda bu dogrusalliktan sapmalar goriilmiistiir. Benzer gozlemler
literatiirde de verilmistir (Zare ve Golabi 2000, Lee ve Compton 2013, Zare ve Golabi
1999).
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Sekil 4.13. A) YBCE/RA elektrodunun degisen NADH konsantrasyonlarinda (0,1 mM -
5mM) -0,1V and +0,5 V potansiyel araliginda ve 50 mV.s* tarama hizindaki
dongiisel voltamogramlar: (50 mM pH 7,0 fosfat tamponu, 0,1 M KCI) B:
A’da verilen dongiisel voltamogramlardan elde edilen akim-NADH
konsantrasyonu grafigi

4.4. Amperometrik NADH Tayinine Iliskin Bulgular

Calismamizda hazirladigimiz YBCE/RA elektrodunun ~ NADH’nin
yiikseltgenmesine kars1 gosterdigi yiiksek elektrokatalitik etki ve yiiksek duyarlik bu
elektrodun NADH’nin amperometrik tayininde medyator olarak antioksidan modifiyeli
sensOr kullanilmasi agisindan bir yeniliktir. Bu bolimde, YBCE/RA elektrodunun
NADH nin amperometrik tayininde sensor olarak kullanimi ile ilgili yapmis oldugumuz
caligmalardan bahsedilecektir.

4.4.1. pH optimizasyonu

NADH’nin ani bozulmasindan dolay1 yiiksek alkali ve asitli ¢ozeltilerde kararsiz
oldugu bilinmektedir (Lowry ve Passonneau 1971). NADH nin
elektroyiikseltgenmesinde YBCE/RA elektrodun sensér ozelliklerini arastirmak igin,
+0,25 V’da NADH nin amperometrik tayini gerceklestirilmistir. ilk olarak, NADH nin
sensor Ozelliklerinde pH etkisi incelenmistir. Bu amagla 1 mM NADH varliginda farkli
pH’lardaki (6,5-8,2) 50 mM fosfat tamponlari kullanilarak +0,25 V potansiyelde
akimlar olgiilmiistiir. Olgiilen akim degerlerine karsilik pH degerlerinin grafigi Sekil
4.14°de verilmistir.
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Sekil 4.14. Farkli pH’lardaki 1 mM NADH ¢ozeltisinin, YBCE/RA elektrodu
kullanilarak elde edilen akim-pH grafigi

Elde edilen egrilerden, yiiksek duyarlikla NADH sensorii  kullanilarak
NADH’nin tayini i¢in optimum pH 7,25 olarak belirlenmistir. Calismanin bundan
sonraki kisminda 50 mM pH 7,25 fosfat tamponu kullanilmistir.

4.4.2. Calisma potansiyelinin optimizasyonu

NADH’nin analitiksel tayini i¢in gelistirilen sensoriin, tayini daha disiik
potansiyelde gerceklestirmesi beklenir. Zira, yiiksek potansiyelde, NADH’nin
yiikseltgenme rlinleri elektrot yiizeyinde adsorplanir ve elektrot yiizeyinin
kirlenmesine yol agabilir. Caligmanin bu kisminda, YBCE/RA sensorlerinin NADH’ nin
tayini igin farkli potansiyellerde gosterdigi amperometrik yanitlar incelenmistir.
YBCE/RA sensorleri ile NADH nin amperometrik tayini pH 7,25’de, 0,15 V, 0,20 V,
0,25 V ve 0,30 V potansiyellerinde yapilmistir. Elde edilen amperogramlardan
yararlanilarak akim-konsantrasyon grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.15). Bu grafiklerden
elde edilen duyarlik ve korelasyon katsayist degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.15. YBCE/RA sensoriiniin farkli potansiyellerde NADH nin derisimine karsi
elde edilen akim grafikleri (50 mM pH 7,25 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

Cizelge 4.1 Sekil 4.15°de verilen grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon
katsayilar1 degerleri

Caligma potansiyeli /V ~ Duyarlik / (nA.mM™) Korelasyon katsayisi (R?)
0,175 0,566 0,9442
0,200 0,585 0,9596
0,250 0,755 0,9938
0,300 0,497 0,9839

En yiiksek duyarlik ve korelasyon katsayis1 +0,25 V potansiyel degerinden elde
edildigi i¢in, optimum calisma potansiyeli +0,25 V olarak belirlenmistir.

4.4.3. Analitiksel karakterizasyon

YBCE/RA elektrodu ile NADH’nin amperometrik tayini, i¢erisinde 8 ml 50 mM
pH 7,25 fosfat tamponu bulunan elektrokimyasal hiicrede, ¢6zeltinin sabit hizda stirekli
karigtirildigr sartlarda +0,25 V’da gerceklestirilmistir. Akim kararli hale geldikten
sonra, 10 pM NADH elektrokimyasal hiicreye ardisik olarak katilmigtir. Kararli hal
akim cevabi Olciilmiis ve zamana karsi akim degerleri potentiyostat tarafindan
kaydedilmistir. Her NADH eklenmesinden sonra oOlgiilen sabit akima karsilik
konsantrasyon egrisi Sekil 4.16’de verilmistir. NADH’nin amperometrik tayini igin
kullanilan YBCE/RA sensoriiniin analitiksel karakterizasyonu igin duyarlik, bagil
standart sapma, tayin ve goézlemlenebilme sinir1 ve tekrarlanabilirlik gibi parametreler
belirlenmis ve Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.16.YBCE/RA  sensorii ile NADH’nin  amperometrik tayini  ig¢in
kronoamperogramlardan yararlanilarak elde edilen grafik (+0,25 V
potansiyel, pH 7,25 fosfat tamponu, 0,1 M KCI)

Cizelge 4.2.YBCE/RA sensorii ile NADH nin amperometrik tayini i¢in elde edilen
analitiksel parametreler YBCE/RA sensorii ile NADH nin amperometrik
tayini i¢in elde edilen analitiksel parametreler

Duyarlik 10,94 pA.mM™?

Tekrarlanabilirlik RSD % 1,65 (n=10) (1 mM NADH)
Dogrusal aralik 18,72 uM — 220 uM

Tespit limiti 5,62 uM

Tayin limiti 18,72 uM

YBCE/RA sensoriiniin uygulama kararliligi, 1 mM NADH ¢ozeltisinin +0,25 V
potansiyelde 30 giin boyunca araliklarla akimlarin 6l¢iilmesi ile test edilmistir. 30 giin
boyunca NADH igin sensor cevabmin ilk giinkii akima gore bagil akim degerleri
Cizelge 4.3’de verilmistir. Baslangicta NADH icin sensoriin amperometrik cevabi 2.
giiniin sonunda % 2,55, 10.giinlin sonunda % 28,53, 15. giiniin sonunda % 51,4 ve 30.
giiniin sonunda ise %61,12 oraninda azalmistir. YBCE/RA sensoriiniin uygulama
kararliligr ilk kullanimdan sonra azalmis olsa da, 30. giine kadar NADH igin
amperometrik yanit vermistir. Bu sonuglardan, tek kullanimlik olarak hazirlanan bir
sensOr i¢in, bu uygulama kararliligmin iyi oldugu ve RA’nin dogal bir antioksidant
olmasindan dolay1, sensoriin uygulama kararliligini arttirdigr sonucuna varilabilir.

Cizelge 4.3 YBCE/RA sensoriiniin uygulama kararligi verileri

Gilin 1 2 3 4 5 8 10 15 22 30

%Bagil

akim 100 9745 9394 90,87 8719 78,16 7147 486 411 38,88
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4.5. ADH Temelli Biyosensorlere iliskin Bulgular
4.5.1. ADH temelli biyosensorlerde NADH’nin yiikseltgenmesinin takibi

RA’nin, bir antioksidant olarak NADH nin elektroyiikseltgenmesinde medyator
olarak gorev yaptigi, NADH’nin yiikseltgenme potansiyelini diigiirdiigii ve bdylece
NADH sensorii gelistirmede rol alabilecegi buraya kadar olan ¢alismadan anlasilmistir.
RA’nin bu 6zelligi dehidrojenaz temelli biyosensorlerde de incelenmistir. Bu amagla
RA ile modifiye edilmis depolanmis YBCE yapisina alkoldehidrojenaz enzimi GA
capraz baglayicist yardimiyla dahil edilerek YBCE/RA/ADH/GA biyosensorleri
hazirlanmistir. Hazirlanan alkol biyosensorlerinin etanol tayininde kullanimi ve
performans 6zellikleri incelenmistir.

4.5.2. ADH temelli biyosensorlerde etanoliin tayini

Etanoliin tayininde kullanilmak {izere, hazirlanan YBCE/RA/ADH/GA
biyosensorlerinin 0,5 mM NAD? igeren pH 7,75 fosfat tamponunda (0,1 M KCI), 0,5
mM etanol varliginda ve yoklugunda, -0,1 - +0,5 V potansiyel araliginda, 50 mV. s*!
tarama hizinda dongiisel voltamogramlarr alinmis ve elde edilen voltamogramlar Sekil
4.17°de verilmistir.

15,0
5,0
=
-5,0 Etanol+NAD*
— NAD*
-15,0 L L
-0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
E/V

Sekil 4.17. YBCE/RA/ADH/GA biyosensorinin —0,1 V ile +0,5 V potansiyel
araliginda 0,5 mM NAD" igeren pH 7,75 fosfat tamponunda (0,1 M KCI)
0,5 mM etanoliin varliginda ve yoklugunda tarama hizinda elde edilen
dongiisel voltamogramlar ( Tarama hizi: 50 mV. s%)

Burada +0,17 V’daki yiikseltgenme pik akiminin etanol varliginda arttig
goriilmektedir. Bu soyle agiklanabilir: Cozeltideki NAD™, analit etanol ile ADH
yardimiyla tepkimeye girerek NADH’ye indirgenirtken etanol asetaldehite
yiikseltgenmektedir. Olusan NADH elektrot yiizeyinde yiikseltgenmis haldeki RA
tarafindan yeniden NAD"’ya yiikseltgenirken RA indirgenmis hale donmektedir ve oda
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daha sonra yeniden yiikseltgenmektedir. Bu mekanizma asagidaki esitliklerle formiiliize
edilebilir:

CH3CH20OH + NAD* —2PH5, CH3CHO + NADH + H*
RA@x) + NADH + H" ———> RA(req) + NAD"
RA(red) ——> RA@x +2H" + 2¢

4.5.3. ADH temelli biyosensorlerde pH optimizasyonu

ADH temelli biyosensorlerin etanole karsi olan cevabmma pH’nin etkisini
incelemek ve optimum pH degerini belirlemek i¢in YBCE/RA/ADH/GA
biyosensorlerinin 50 mM derisimde farkli pH’larda (6,5-8,2) hazirlanmis fosfat tampon
cozeltileri igerisinde, +0,25 V’da 0,5 mM sabit NAD* ve 0,5 mM sabit etanol
derisimindeki akimlar dl¢iilmiistiir. Olgiilen akim degerlerine kars1 pH grafigi cizilmis
ve Sekil 4.18’de verilmistir. pH 6,5’den 7,75’e arttikga, pik akimimin arttigi, pH
7,75’den sonra ise azaldig1 goriillmektedir. YBCE/RA/ADH/GA biyosensoriiniin etanole
kars1 en yiiksek akim degeri, pH 7,75’de gbzlenmis ve bu nedenle de optimum pH 7,75
olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin literatiirle de uyumlu oldugu goriilmiis ve
caligmanin bundan sonraki kisminda 50 mM pH 7,75 fosfat tamponu kullanilmastir.
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Sekil 4.18. YBCE/RA/ADH/GA biyosensoriiniin, farkli pH’larda elde edilen akimlara
kars1 pH grafigi (0,5 mM etanol, 0,5 mM NAD™, 0.25 V, 0,1 M KCI)

4.5.4. ADH temelli biyosensorlerde NAD* koenziminin miktar optimizasyonu

NAD" koenziminin miktari, enzimatik reaksiyonda iretilen elektronlarin
akseptorii olarak 6nemli bir rol oynamaktadir. NAD* koenzim miktarinin, ADH temelli
biyosensorlerin etanole karsi olan cevabina etkisini incelemek ve optimum miktarini
belirlemek i¢in ¢alisma yapilmistir. Bu calismada YBCE/RA/ADH/GA biyosensorleri
kullanilarak 1 mM, 2 mM, 4 mM ve 7 mM olmak tizere 4 farkli NAD" derisiminde
etanoliin amperometrik tayini +0,25 V ve 7,75 pH’de gergeklestirilmistir.
Amperogramlardan elde edilen verilerden yararlanilarak akim-konsantrasyon grafikleri
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¢izilmis ve Sekil 4.19°da verilmistir. Buradan YBCE/RA/ADH/GA biyosensorlerinin
etanole karsi olan duyarliginin galisilan NAD™ konsantrasyonu araliginda en yiiksek
degerinin, 7 mM NAD™"da elde edildigi agik¢a goriilmektedir. Bulunan bu sonuglarin
literatlirle uyumlu oldugu goriilmistiir (Bilgi ve Ayranci 2016). Calismanin bundan
sonraki kismmda 7 mM NAD* kullamilmistir. 7 mM’m iizerindeki NAD+
konsantrasyonlarinda amperogramlardaki giiriiltiiniin arttigt  goriildiiglinden daha
yliksek NAD" konsantrasyonlari denenmemistir.

0,5

04 }
<03}
o2}

0’1 | I

Ll

1 2 4 7
C/mM

Sekil 4.19. YBCE/RA/ADH/GA biyosensoriiniin farkli NAD" derisimlerinde elde
edilen akimlara karsi NAD* derigsim grafigi ( 400 uM etanol, pH 7,75,
+0,25V, 0,1 M KClI)

4.5.5. ADH temelli biyosensorlerde enzim miktarinin optimizasyonu

Biyosensorlerin elektrot yiizeyinde bulunan enzim miktarinin optimizasyonu,
biyoelektrokimyasal reaksiyondaki elektron transfer hizi agisindan olduk¢a 6nemlidir.
Optimizasyon ¢alismasi i¢in, ADH nin farkli miktarlarinda (100 unite, 150 unite, 200
unite ve 250 unite) hazirlanan YBCE/RA/ADH/GA biyosensorleri ile etanoliin
amperometrik tayini +0,25 V’da pH 7,75’de 7 mM NAD" derisiminde
gergeklestirilmistir. Farkli enzim miktarlarinda hazirlanan her bir biyosensor ile yapilan
amperometrik tayin sonucu elde edilen amperogramlardan yararlanilarak akim-derisim
grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.20). Bu grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon
katsayist degerleri ise Cizelge 4.4’de verilmistir. Etanole kars1 en yiiksek duyarligin 250
unite enzim miktarinda elde edildigi hem gorsel olarak Sekil 4.20°den hem de sayisal
olarak Cizelge 4.4’ten gorilmektedir.
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Sekil 4.20. Farkli enzim miktarlarinda  hazirlanmis YBCE/RA/ADH/GA
biyosensorlerinin, etanol derisimine karsi elde edilen akim grafikleri
(50 mM pH 7,75, 7 mM NAD", 0,1 M KCl, +0,25 V)

Cizelge 4.4. Sekil 4.20°de verilen grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon
katsayist degerleri

ADH miktar1 / (unite) Duyarlik/ (pA.mM™?) Korelasyon katsayisi
100 0,426+ 0,0086 0,9919
150 0,589+ 0,0082 0,9993
200 0,659+ 0,0066 0,9995
250 0,815+ 0,0022 0,9998

4.5.6. ADH temelli biyosensorlerde ¢calisma potansiyelinin optimizasyonu

Amperometrik biyosensorlerde g¢alisma potansiyelinin diisiik olmasi girisim
yapan tiirlerin etkisini azaltmak igin istenilen bir durumdur. Amperometrik
biyosensorlerdeki elektroaktif analitin redoks potansiyeli genellikle yliksektir. Analit ile
ayni ortamda bulunan diger elektroaktif tiirler de yliksek calisma potansiyellerinde
reaksiyon gosterebilir. Calisma potansiyelini diisiirmek icin, genellikle elektroaktif tiire
kars1 elektrokatalitik etki gosterebilen medyatdr, redoks polimeri veya nanopargacik
gibi materyaller kullanilir. RA’nin etanol biyosensorii i¢in medyator etkisinin, +0,17 V
ile +0,30 V arasinda oldugu Sekil 4.11°den anlasilmaktadir. 250 unite enzim miktarinda
hazirlanan YBCE/RA/ADH/GA biyosensorleri ile etanoliin amperometrik tayini 7 mM
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NAD" derisiminde, pH 7,75°de farkli ¢alisma potansiyellerinde ( +0,17 V, +0,20 V,
+0,25 V ve +0,30 V) yapilmistir. Elde edilen amperogramlardan faydalanilarak her bir
potansiyeldeki akim-etanol konsantrasyonu grafikleri ¢izilmis ve Sekil 4.21°de
verilmigtir. Bu grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon katsayisi degerleri ise
Cizelge 4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.21. YBCE/RA/ADH/GA biyosensoriiniin farkli potansiyellerde, etanol derisimine
kars1 elde edilen akim grafikleri (50 mM pH 7,75 fosfat tamponu, 7 mM
NAD®, 0,1 M KCI, 250 unit ADH)

Cizelge 4.5. Sekil 4.21°de verilen grafiklerden elde edilen duyarlik ve korelasyon
katsayis1 degerleri

Calisma potansiyeli / Duyarlik/ (uA.mM™?) Korelasyon katsayist

V)

+0,17 0,259+ 0,0114 0,9943
+0,20 0,908+ 0,0105 0,9995
+0,25 0,427+ 0,0078 0,9988
+0,30 0,618+ 0,0258 0,9948

YBCE/RA/ADH/GA biyosensorii ile oldukea diisiik bir potansiyel olan +0,17 V’da bile
etanole karst amperometrik yanit alinmistir. Bu sonug, YBCE/RA/ADH/GA
elektrodunun NADH’ye kars1 yiiksek elektrokatalitik etkisini gostermektedir. Elde
edilen duyarlik ve korelasyon katsayisi degerlerine bakildigi zaman, RA’nin etanol
biyosensoriinde medyator olarak davrandigi potansiyeller arasinda en yiiksek akim ve
duyarlik degerleri +0,20 V’da elde edildigi i¢in ¢alisma potansiyeli +0,20 V olarak
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belirlenmistir. 2007 yilinda Manso ve arkadaslart ADH/AU/MWCNT ile modifiye
ettikleri carbon elektrodu etanol tayininde kullanmislardir. Bu ¢alismanin sonucunda,
optimum c¢alisma potansiyelini +0,3 V olarak belirlemislerdir (Manso vd 2007). Bu
sonuglara bakildig1 zaman bizim ¢alismamizda bulunan optimum ¢aligma potansiyelinin
daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durum bize, dogal bir antioksidant olan RA’nin
basarili medyator etkisi sergiledigini gostermistir.

4.5.7. Analitiksel karakterizasyon

250 unite enzim miktarinda hazirlanan YBCE/RA/ADH/GA biyosensorlerinin
analitik karakterizasyonu, igerisinde 7 ml 50 mM pH 7,75 fosfat tamponu ve 1 mi
NAD" ¢ozeltisi olan bir elektrokimyasal hiicrede karistirma kosullari altinda art arda
ilave edilen etanoliin amperometrik tespiti ile gerceklestirilmis ve akim zamanin bir
fonksiyonu olarak kaydedilerek kronoamperogramlar elde edilmistir. Sekil 4.22°de
ornek bir kronoamperogram verilmistir. Akim kararli hale geldikten sonra 8 uLL 100 uM
etanol elektrokimyasal hiicreye eklenmistir. Her bir etanol ilavesinden sonra elde edilen
sabit akim, konsantrasyonun bir fonsiyonu olarak Sekil 4.23'de olarak ¢izilmistir. Etanol
ilavesiyle zamanla akimda bir artis oldugu kronoamperogramlardan elde edilen
grafikten goriilmektedir. Etanol biyosensoriiniin gozlemlenebilme ve tayin siniri,
duyarlik ve tekrarlanabilirlik gibi analitik karakterizasyon parametreleri Cizelge 4.6’da
verilmistir.
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Sekil 4.22. Ornek bir kronoamperogram
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Sekil 4.23. YBCE/RA/ADH/GA biyosensoriiniin 100 uM etanoliin ardigik katimi ile
elde edilen akim-derisim grafigi

Cizelge 4.6. YBCE/RA/ADH/GA biyosensorleri ile etanoliin amperometrik tayini ig¢in

elde edilen analitiksel parametreler
Tespit limiti 7,1 uM
Tayin simir1 23,7 uM
Duyarlik 1,36 pA.mM?
Tekrarlanabilirlik RSD % 1,36 (n=10)
Lineer aralik 23,71 uM-1000 uM

YBCE/RA/ADH/GA biyosensoriiniin  +0,20 V’da etanoliin amperometrik
tayinine karsi tekrarlanabilirligi 400 uM etanol i¢in (n=10) test edilmis ve bagil standart
sapma (RSD) %1,36 olarak hesaplanmistir. Bulunan bu deger tekrarlanabilirlik i¢in 10
tekrarli etanoliin amperometrik tayininin iyi oldugunu gostermektedir.

YBCE/RA/ADH/GA biyosensoriiniin  uygulama kararliligi 400 uM etanol
derisimine kars1 +0,20 V’da akimlarin 30 giin boyunca farkli giinlerde (giinde 3 dl¢tim)
dlgiilmesiyle test edilmistir. Olgiilen akim-giin sayis1 arasindaki iliski ise Sekil 4.24’de
verilmigtir. Sekil incelendiginde baslangic amperometrik cevabin, 2. giiniin sonunda
%14,71’1nin, 10. giiniin sonunda %78,44’iiniin azaldig1 ve 30. giinlin sonunda ise bu
azalisin %88,1’e ulastigt goriilmektedir. En iyi performans ilk iki giin de elde
edilmesine ragmen, 30. giinde bile hala etanole kars1 yanit alinmustir. Literatiirde Alpat
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ve Telefoncu 2010 yilinda yaptiklari c¢alismada seliiloz asetat-toluidin mavisi ile
modifiye ettikleri ADH temelli biyosensdriin etanol tayini i¢in uygulama kararligini test
etmislerdir. Bu biyosensoriin uygulama kararligmim 20 giin sonunda dahi cevap
verdigini bildirmislerdir (Alpat ve Telefoncu 2010). Bizim calismamizdaki sonuglar
literatiirler karsilastirildigt zaman, YBCE'lerin tek kullanimlik oldugu g6z Oniine
alindiginda, gelistirilen bu biyosensoriin ¢oklu dlgiimler i¢in 30 giinii agkin siirede
gosterdigi cevap umut vericidir. Bu gelisme, elektrot formiilasyonunda dogal bir
antioksidant olarak RA'nin varligina atfedilebilir.

100 F

80

I/pA

60

40 }

20 F

1 2 3 5 8§ 10 15 30

Giin sayis1

Sekil 4.24. YBCE/RA/ADH/GA biyosensoriiniin 400 uM etanol derisimine karsi elde
edilen akim-giin sayis1 grafigi

Enzimlerin aktivitesine sicaklik, nem ve kimyasal maddeler etki edebilir.
Enzimler uygun sartlarda saklansalar da, zamanla aktivitelerinde kayiplar meydana
gelebilir. Calisma sartlarinda gelistirilen biyosensoriin depolama kararligint belirlemek
i¢in, hazirlanan biyosensorler +4°C’de sabit nem ortaminda bekletilmistir. Daha sonra
bu biyosensorler sirasiyla 8 hafta boyunca + 0,20 V’da amperometrik etanol tayini
yapilmistir. Amperometrik tayin sonucu elde edilen akim-konsantrasyon grafigi Sekil
4.25°de verilmistir. YBCE/RA/ADH/GA biyosensorlerinin 8. Haftaya kadar etanole
karst yanmit verdigi goriilmektedir. Duyarlik verileri incelendiginde ise, enzimin
aktivitesindeki diisiisten dolay1 duyarlik azalis gostermis olsa da 8. Haftada bile etanole
karst yanit alinmistir. Biyosensoriin  sekizinci haftanin  sonunda duyarliginin %
21,23"int korudugu goriilmektedir.
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Sekil 4.25. YBCE/RA/ADH/GA biyosensorlerinde 100 uM etanoliin ardisik ilavesiyle
elde edilen akim-konsantrasyon grafigi

4.5.8. Gergek numune analizi

Gelistirdigimiz ~ etanol  biyosensorleri  gercek  numunelerin  analizinde
kullanilmistir. Cesitli markalardaki raki, beyaz sarap ve bira o6rnekleri gercek numune
olarak kullanilmistir. Raki numunesi 1:10 oraninda, beyaz sarap numunesi 1:2 oraninda
pH 7,75 fosfat tamponunda seyreltilmis, bira numunesi ise dogrudan kullanilmistir.
Seyreltilmis alkol numunelerinin amperometrik tayini +0,20 V’da YBCE/RA/ADH/GA
biyosensorleri ile yapilmistir. Bu tayinde akim-etanol konsantrasyonu (pM) grafigi
(Sekil 4.25) akim-etanol ylizdesi grafigine doniistiiriilerek kalibrasyon grafigi olarak
kullanilmis ve Sekil 4.26’da verilmistir. Cizelge 4.7°de seyreltilmis numunelerin analizi
sonucu hesaplanan ve orjinal numune etiketinde var olan alkol yiizdeleri verilmistir.

1,6
1,4
1,2

1

Zos

T 06
0,4
0,2

0

y = 2,326E-01x + 3,217E-03
R? =9,994E-01

% alkol

Sekil 4.26. YBCE/RA/ADH/GA biyosensorlerinde 100 uM etanoliin ardisik ilavesiyle
elde edilen akim-alkol yiizdesi grafigi
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Cizelge 4.7. Seyreltilmis numunelerin analizi sonucu hesaplanan alkol yiizdeleri

Alkol % Etanol (v/v) % Etanol (v/v) (%) Dontistim
numunesi etikette verilen deneysel hesaplanan

Beyaz sarap 11,5 11,28+ 0,08 98,09

Bira 4,7 4,64+ 0,06 98,72

Raki1 45 44,78 + 0,03 99,51
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5. SONUC
Calismadan elde edilen sonuglar soyledir:

J Dongiisel voltametri teknigi ile RA’nin YBCE iizerine biriktirilmesi saglanmig
ve sonuglar degerlendirildiginde, RA’nin gelistirilen NADH sensoriinde basarili bir
sekilde medyator etkisi sergiledigi gozlenmistir.

. YBCE/RA elektrodu ile NADH’nin amperometrik tayini yapilmis ve bu tayin
sonucu gozlemlenebilme ve tayin siniri, duyarlik ve tekrarlanabilirlik gibi analitiksel
karakterizasyon parametreleri bulunmustur. Yiiksek duyarlik, diisik gozlemlenebilme
degeri ve yiksek tekrarlanabilirlige sahip diisiik potansiyelde girisimsiz tayin
yapilabilen yeni NADH sensorii basartyla gelistirilmistir.

o YBCE’ler iizerine RA’nin biriktirilmesi basarili olarak gergeklestirilmistir.
YBCE iizerinde RA’nin depozisyonunda tarama hizi ve dongli sayisi etkisi
incelenmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde en iyi sonuglarin 20 mV.s*
tarama hizinda ve 5 dongii RA uygulamasi sonucu elde edilmistir.

. RA biriktirilmis ylizey ve YBCE arasindaki goriiniir yiizey yiik aktarim sabiti,
ks, ve elektron transfer katsayisi, a, degerleri hesaplanmustir. ks degeri 0,27 s ve a
degeride 0,745 olarak bulunmustur. Bu degerler degerlendirildiginde RA’nin
biriktirilmesinin yiizey kontrollii bir proses oldugu bulunmustur.

. RA’nin elektroyiikseltgenmesiyle ilgili olarak o ve D degerleri hesaplanmis ve
bu degerler sirasiyla 0,283 s ve 1,132x10* cm? s olarak bulunmustur. Bu degerler
degerlendirildiginde RA’nin elektroyiikseltgenmesinin yiizey kontrollii bir proses
oldugu bulunmustur.

o YBCE/RA elektrodunun RA’nin medyator etkisi ile YBCE’nin NADHye kars1
olan yiikseltgenme pik potansiyelini 150 mV’a diisiirdiigii gézlenmistir.

. Gelistirilen NADH sensorii icin pH optimizasyonu c¢alismast yapilmis ve
optimum pH 7,25 olarak bulunmusgtur.

. Gelistirilen NADH sensorii i¢in ¢alisma potansiyeli optimizasyonu caligmasi
yapilmis ve optimum c¢alisma potansiyeli 0,25 olarak bulunmustur.

o Sensoriin uygulama kararliligi icin NADH’ nin amperometrik tayin yapilmis ve
30. Giiniin sonunda dahi NADH’ye amperometrik yanit alinmigtir.

. Enzimlerin YBCE’ler {izerine kuvvetli tutuklanmasi ve sonrasinda aktivitelerinin

korunabilmesi i¢in literatiir arastirmalar1 sonucunda ADH temelli biyosensorler icin GA
ile ¢apraz baglama yapilmistir.

. ADH temelli biyosensorlerin etanole karsit verdigi cevap incelenmis ve pik
akimlarindaki artistan dolayr RA medyatorliigiiyle basarili bir etanol biyosensorii
gelistirilmistir.

. ADH temelli biyosensdrlerin optimum calisma kosullar1 belirlenmistir.
Optimum pH 7,75, enzim miktar1 250 Unite ve ¢alisma potansiyeli ise 0,20 V olarak
bulunmustur.

o ADH temelli biyosensorlerin tekrarlanabilirligi 400 uM etanol (n=10) icin test
edilmis ve bagil standart sapma (R.S.D) %1,36 olarak hesaplanmustir.

. ADH temelli biyosensorlerim uygulama kararliligi 30 giin boyunca araliklarla
test edilmis ve 30. Giinilin sonunda dahi etanole kars1 cevap alinmistir.
o Enzimlerin aktivitesine sicaklik, nem ve Kkimyasal maddeler etki edebilir.

Enzimler uygun sartlarda saklansalar da, zamanla aktivitelerinde kayiplar meydana
gelebilir. Calisma sartlarinda gelistirilen biyosensoriin depolama kararligini1 belirlemek
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icin ADH temelli biyosensoriin depolama kararliligi test edilmistir. Sonuclar
degerlendirildiginde biyosensoriin  8.haftada dahi etanole karst cevap verildigi
gOriilmiistiir.
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