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OZET

KATEKOL, DOPAMIN ve (-)-EPIKATESIN TAYINi iCIN LAKKAZ TEMELLI
NANOBIYOSENSORLERIN HAZIRLANMASI

Evli S. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Programi,

Doktora Tezi, Aydin, 2022.

Amagc: Bu calisma, lakkaz temelli nanobiyosensorlerin katekolin, dopaminin ve (-)-

epikatesinin tayininde kullanilabilirliginin arastirilmasi amaciyla yapilmistir.

Materyal ve Yontem: Damlatma teknigi ile Lakkaz/Cys-Ag@Fez04/Kitosan/SPE, Lakkaz-
Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE ve Lakkaz-GO/TiS2-NAF/SPE olarak hazirlanan elektrotlarin
sirastyla katekol, dopamin ve (-)-epikatesin tayini igin optimum calisma kosullari
belirlenmistir. Biyosensorlerin Kinetik ve analitik performanslar1 degerlendirilerek musluk
suyu ve g6l suyunda katekol; ticari insan serumunda ve yapay idrarda dopamin; sarap ve

meyve suyunda (-)-epikatesin tayinine yonelik uygulamalar yapilmustir.

Bulgular: Lakkaz/Cys-Ag@Fesz04/Kitosan/SPE nin katekol tayini i¢in dogrusal araligi 0.1
100 puM, LOD degeri 0.06 pM, duyarhig 60.056 pAmM<cem?; Lakkaz-Ni/Au/PPy-
COOH/NAF/SPE’nin dopamin tayini igin dogrusal araligi 0.01-50 uM, LOD degeri 2.265
nM, duyarligi 0.902 pAuM-cm?; Lakkaz-GO/TiS,-NAF/SPE nin (-)-epitakesin tayini icin
dogrusal aralig1 0.1-250 uM, LOD degeri 0.073 pM ve duyarhigi 0.3264 pApM-cm™ olarak

belirlenmistir.

Sonug: Lakkaz/Cys-Ag@FesO4/Kitosan/SPE, Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE ve
Lakkaz-GO/TiS>-NAF/SPE biyosensorlerinin katekol, dopamin ve (-)-epikatesinin tayininde

basarili oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Nanobiyosensor, Lakkaz, Katekol, Dopamin, (-) Epikatesin
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ABSTRACT

PREPARATION OF LACCASE-BASED NANOBIOSENSORS FOR
DETERMINATION OF CATECHOL, DOPAMIN AND (-)-EPICATECHIN

Evli S. Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of Natural and Applied
Sciences, Chemistry Program, Doctorate Thesis, Aydin, 2022.

Objective: This study was carried out to investigate the usability of laccase-based
nanobiosensors for the determination of catechol, dopamine and (-)-epicatechin.

Material and Methods: Laccase/Cys-Ag@FesO4/Chitosan/SPE, Laccase-Ni/Au/PPy-
COOH/NAF/SPE and Laccase-GO/TiS>-NAF/SPE electrodes were prepared by the drop-
casting method. Optimization experiments were carried out for the detection of catechol,
dopamine and (-)-epicatechin, respectively, and kinetic and analytical performances of
biosensors were investigated. Application assays were carried out for catechol in tap water
and lake water; dopamine in commercial human serum and artificial urine and (-)-

epicatechin in red wine and fruit juice.

Results: Linear range, LOD and sensitivity value of Laccase/Cys-Ag@Fez0./Chitosan/SPE
for catechol was determined as 0.1-100 uM, 0.06 pM, and 60.056 pAmMM<cm?
respectively. Linear range, LOD and sensitivity of Laccase-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE
for dopamine was determined as 0.01-50 pM, 2.265 nM, and 0.902 pApM<Ccm?
respectively. Linear range, LOD and sensitivity of Laccase-GO/TiS,-NAF/SPE for (-)-
epitachechin was determined as 0.1-250 pM, 0.073 pM, and 0.3264 pApM<cm?

respectively.

Conclusion: Laccase/Cys-Ag@Fes04/Chitosan/SPE, Laccase-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE
and Laccase-GO/TiS,-NAF/SPE biosensors are effective in the determination of catechol,

dopamine and (-)-epicatechin.

Key Words: Nanobiosensor, Laccase, Catechol, Dopamine, (-)-Epicatechin
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1. GIRIS

1.1. Biyosensorlerin Tanim ve Tarihgesi

Secicilik, bir analitik yontemin, diger bilesiklerin girisim etkisi olmaksizin bir
numunedeki hedef analiti tayin etme yetenegidir. Segicilik, diger yontemlere kiyasla
biyosensorlerin en 6nemli avantajlarindan birini temsil eder ¢uinku biyosensorler, 6nceden
ayirma igslemlerine basvurmadan karmasik bir matriksteki bir analitin tayinini miimkiin kilar
(Bucur vd., 2021). Biyosensor anahtar kelimesiyle yapilan literatiir taramasi, bu ¢alisma
alaniin stiphesiz ne kadar g¢ekici oldugunu kanitlamaktadir ve bu alan sinirlarin kolayca
tanimlanamadig1 disiplinler arasi bir alandir. Biyosensor kavrami zamanla gelismis olan bir
kavramdir; bazilar1 i¢in Ozellikle bu arastirma faaliyetinin baslangicinda, biyolojik
numunelerdeki kimyasal tiirlerin derisimine veya aktivitesine segici ve geri doniisiimlii
olarak yanit veren bagimsiz bir analitik cihazdir. Bu tanimlama, cihazda yer alan biyolojik
olarak aktif bir materyalden bahsetmemektedir; bu nedenle biyolojik numunelerde fiziksel
veya kimyasal olarak calistirilan herhangi bir sensor biyosensor olarak kabul edilebilir.
Ancak bir ¢ogu i¢in bir biyolojik algilayicinin bir doniistiiriicii ile entegrasyonu zorunludur
ve farkli tanimlar verilse dahi bir biyosensor, basitce, biyolojik bir algilama elemaninin ve
bir doniistiirliciinlin entegrasyonunun s6z konusu oldugu bir cihaz olarak tanimlanabilir.
Unlerini saglik, cevre, gida ve tarim gibi uygulama alanlarindaki farkli analitik problemleri
hizli ve giivenilir bir sekilde ¢ozme kabiliyetlerine bor¢ludurlar (Blum ve Coulet, 2019).
Karl Camman, 1977'de (Camman, 1977) biyosensor ifadesini tanimlamistir ancak lUPAC
1997'ye kadar bir biyosensor tanimi tizerinde hemfikir olmamustir. Thévenot vd. (2001) ise,

asagidaki tanimi yapmaistir:

“Bir biyosensor, bir sinyal gevirici ile dogrudan temas halinde bulunan bir biyolojik
tanmima materyali kullamilarak, spesifik olarak kantitatif veya yari-kantitatif analitik bilgi
saglayabilen bagimsiz cihazdir. Biyosensorlerin tekrar tekrar kalibre edilebilmeleri
nedeniyle, reaktif ekleme gibi ek islem basamaklarint gerektiren biyoanalitik sistemlerden
aywrt edilmesi gerekir. Hem bir 6lglimden sonra atilabilen hem de analit derisimini siirekli

olarak izleyen bir cihaz, tek kullamimlik bir biyosensor olarak tanimlanmalidr.



Biyosensorler, biyolojik ozgiil mekanizmalarina veya alternatif olarak fizikokimyasal sinyal
iletim yontemlerine gore sumiflandirilabilirler. Biyolojik tanima, izole edilmis, tasarlanmig
veya orijinal biyolojik ortamlarinda mevcut olan makromolekiiller tarafindan katalize
edilen bir kimyasal reaksiyona dayanabilir. Sonraki durumlarda, genellikle dengeye ulasilir
ve varsa, sensore dahil edilen immobilize biyo-komplekslestirici ajan tarafindan
analit(ler)in net tiiketimine artik gerek yoktur. Biyosensérler, tayin edilecek analitlere veya
bu tiir analitleri iireten veya tiiketen reaksiyonlara gore siniflandirilabilir. Alternatif olarak;
biyolojik tanima elemaninin (biyokimyasal reseptéor) bir inhibitériiniin veya aktivatoriiniin

dolayli olarak izlenmesi saglanabilir” (Thévenot vd., 2001, Renneberg vd., 2007).

Sekil 1.1°de sematize edildigi gibi, analiz edilecek maddenin biyosensor ylzeyindeki
biyoreseptorlerle etkilesime girmesi sonucu sinyal c¢evirici yiizeyinde analit miktariyla
orantili bir sinyal olusur ve bu sinyal d6l¢iim cihazina iletilir. Biyosensorlerin, alternatif ve
yaygin olarak kullanilan diger yontemlere kiyasla en 6nemli avantajlarindan biri, oldukca
diisiik maliyetleridir. Ek olarak, biyosensorler genellikle taginabilirdirler ve kullanimlari
kolaydir. Bu nedenle bu cihazlarin gelistirilmesi biyoteknoloji ve analitik kimyanin énemli

bir gorevi haline gelmistir (Kucherenko vd., 2019).
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Sekil 1.1. Biyosensorlerin ¢alisma prensiplerinin sematik gosterimi.



Bir biyosensoriin tasariminda dikkat edilmesi gerekilen Ozellikler asagidaki gibi

siralanabilir:

e Analit, normal saklama kosullar1 altinda spesifik ve kararli olmalidir.

e Biyosensor dogru ve tekrarlanabilir bir sekilde yiiksek duyarlik gostermeli ve farkl
analit derisimleri ile gergeklestirilen dl¢glimlerde dogrusallik elde edilmelidir.

e Minimum 6n islemle numune analizini miimkiin kilacak pH ve sicaklik gibi fiziksel
parametreler optimize edilmelidir.

e Saha uygulamalarinda kullanilabilmeleri i¢in biyosensorler kigik ve biyouyumlu
olmalidir.

e Uretilen biyosensor tasinabilir, uygun maliyetli ve yeniden hazirlanabilir olmahdir.

e insan numunelerinden alinan analitlerin hizl1 6l¢iimiinde kullanilabilmesi igin gercek

zamanli analiz saglamalidir (Grieshaber vd., 2008; Turner, 2013).

Caligilan ilk biyosensor, terim o sirada kullanilmamis olsa bile, 1956'da Rochester
Universitesinden Dr. Leland C. Clark'in kandaki ¢oziinmiis oksijeni 6lgmek igin bir
elektrokimyasal elektrot tasarlamasiyla ve sunmasiyla ortaya c¢ikmustir (Resim 1.1). Bu
arastirma faaliyetine dayanarak bir biyosensoriin ilk kamuoyu agiklamasi, Dr. Leland C.
Clark’in 1962'de New York Bilimler Akademisi'ndeki bir konferansta “biyoalgilayicilar
olarak membran icerisinde tutuklanmis enzimler” kullanilarak elektrokimyasal sensorlerin
nasil “daha akillr” hale getirilecegini agiklamisidir (Kazemi-Darsanaki vd., 2013). Ayn1 yil
icerisinde, glukoz oksidaz (GOD) enzimini elektrot iizerine immobilize ederek kanin glukoz
seviyesini 6lgmeyi basardig1 ve bu cihazi “enzim elektrodu” olarak nitelendirdigi bir makale
sunmustur. Bu amperometrik enzim elektrodunun ¢alisma prensibi; glukozun yari-segici bir
membran icerisinde tutuklanan GOD tarafindan oksitlenmesi slirecinde O2’nin tilkenmesinin
veya ortaya lriin olarak ¢ikan H2O2’nin elektrokimyasal olarak izlenmesidir (Bargeron Jr.
vd., 1962). Daha sonra 1967'de Updike ve Hicks, “enzim elektrodu” terimini, glukozun hizli
ve kantitatif tayini icin yine glukoz oksidaz enziminin bir oksijen elektrodunun yiizeyine
poliakrilamid jel iginde tutukladiklar1 benzer bir cihazi tanimlamak igin kullandilar (Updike
ve Hicks, 1967). Amperometrinin yani sira Guilbault ve Montalvo 1969'da potansiyometri
yontemiyle iire derisimini dlgmek i¢in lireaz ile modifiye edilmis cam elektrotlar kullandilar
(Guilbault ve Montalvo, 1969). Birkag yil sonra, Yellow Springs Instruments sirketi (YSI),
Dr. Clark'in bulusunu kullanarak glukoz analizér YSI 23006'y1 gelistirdi. YSI ilk cihazi

1973'te piyasaya siirdii ancak girisim sorunlari nedeniyle geri ¢ekmek zorunda kaldi. Bu



problemin Oniine segici bir membranin eklenmesiyle gecildi ve sirket, 1975'ten sonra

oldukga basgarili olan laboratuvar analizorleri serisini yeniden piyasaya siirdii.

Platin katot

Oksijen gesirgen Teflon

oot t. tha, Yo

Resim 1.1. Dr. Clark ve tasarladig1 O elektrodu (National Academy of Engineering, 2007).

1970 yilindan itibaren bazi arastiricilar, bir enzim ve elektrokimyasal sensorlerin
birlesimi olan biyosensor kavramini derinlemesine arastirmaya baslamislardir. O ddénemde
elektrokimya camiasinda Iyon Secici Elektrotlar (ISE) lizerine arastirmalar ¢cok yogundu ve
sensOr tanimini elektrokimyasal olarak aktif bilesiklere ve hatta glukoz gibi iyonik olmayan
bilesiklere genisletme fikri kabul gérmeye baslamistir. ISE gelistirmek icin aktif olarak
calisan gruplarin, elektroanalitik biyosensorlerin gelistirilmesine ilk katkida bulunanlar
oldugunu diisiiniilmektedir. Rechnitz ve Llenado 1971°de yayinladiklar1 makalede B-
galaktozidaz enziminin hidroliz reaksiyonu sonucu olusan benzaldehit ve siyaniiriin ISE ile
algilanmasina dayanan bir amigdalin sensorii gelistirdiklerini rapor etmislerdir (Rechnitz ve
Llenado, 1971). Daha sonraki yillarda, enzimler, organeller, bakteriler, spesifik enzimleri
iceren Ozel biyolojik dokular; potansiyometrik veya amperometrik, ardindan optik,
termometrik, piezoelektrik vb. cihazlarla Dbirlestirilmistir (Malcovati vd., 2010).

Biyosensorlerin tarihini gosteren genel bir zaman cizelgesi Sekil 1.2°de gosterilmektedir.
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Sekil 1.2. Biyosensor arastirmalarinin zaman ¢izelgesi.
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1.2. Biyosensorlerin Calisma Prensibi ve Simiflandirilmasi

Her biyosensor, bir “biyolojik” bilesene ve sinyali algilayan ve ileten fizikokimyasal
donitistiriicti olan bir “sinyal cevirici” (transduser) bilesene sahiptir. Fonksiyonu hedef
molekiil ile spesifik olarak etkilesime girmek olan kisim “biyoreseptor”, fonksiyonu
biyolojik cevabi Olculebilir sinyale doniistirmek olan kisim ise “‘sinyal cevirici” olarak
adlandirilir. Biyoreseptoér analite baglandigi durumda sensore “afinite sensori” denir.
Biyoreseptor ve analit, bir substratin derisimini 6l¢mek i¢in kullanilabilecek bir kimyasal
degisime neden oluyorsa biyosensore “metabolik biyosensor” denir. Biyoreseptor analit ile
birlesir ve onu kimyasal olarak degistirmeyip yardimci bir substrata doniistiiriirse
biyosensore ‘“katalitik biyosensor” denir (Karunakaran vd., 2015). Biyoreseptor kisim,
kullanilan biyolojik materyalin fonksiyonu ve yapisina gore enzim, antikor, nukleik asit,
hlcre ve biyomimetik biyoreseptorler olarak siniflandirilmaktadir (Sekil 1.3). Cogu sinyal

cevirici ¢esidi ise dort ana siniftan birinde kategorize edilebilir. Bu siniflar sunlardir:

e Etkilesim sonucunda absorplanan ya da agiga cikan 1sik siddetinin dlgiilmesine
dayanan optik algilama yontemleri.
o Kiitledeki kiiclik degisikliklerin 6l¢iimiinlin piezoelektrik kristallerin kullanimina

dayandig1 yontem olan kiitle algilama yontemleri.



e Analit ile biyoreseptor arasinda meydana gelen 1s1 degisiminin belirlenmesi
prensibine dayanan kalorimetrik yontemler.

eEtkilesim sirasinda elektroaktif tiirler harcanirken veya olusurken ortaya ¢ikan
elektroaktif sinyalin Olgiilmesi temeline dayanan elektrokimyasal algilama ydntemleri

(Ferrari, 2007).

| Biyosensor |

| Biyoreseptér |—|—| Sinyal Cevirici |

[ Enzim H { Optik |
[ Antikor | ] Kiitle |
[_Nukleik asit | | Kalorimetri |

| Hucre - — Elektrokimyasal |

[ Biyomimetik |

Sekil 1.3. Biyosensorlerin siniflandirilmasi.

1.3. Biyoreseptor Tirlerine Gore Biyosensorler

Biyoreseptér veya biyolojik tanima elemani, bir biyosensoriin 6nemli ayirt edici
ozelligi olup hedef analite yonelik tanima sistemidir. Biyoreseptorler genel olarak bes ana
kategoride siiflandirilabilir ve biyoalgilamada kullanilan en yaygin biyoreseptor bigimleri

su prensiplere dayanmaktadir:

1. Enzimatik etkilesimler.

2. Antikor/antijen etkilesimleri.

3. Nukleik asit etkilesimleri.

4. Hiicresel etkilesimler (6rnegin, mikroorganizmalar).

5. Biyomimetik materyalleri (sentetik biyoreseptorleri) kullanan etkilesimler.



1.3.1. Enzim Biyoreseptorleri

Enzimler, katalitik aktivitelerinin yani sira spesifik baglanma yeteneklerinden dolay1
biyosensor uygulamalarinda en yaygimn kullanilan biyoreseptor molekiilleri olmustur.
Katalitik riboniikleik asit molekiillerinin kii¢iik bir grubu disinda, tiim enzimler proteindir
ve reaksiyonda tlketilmeden belirli bir substrat molekiliniin bir {iriine doniisimi
reaksiyonunu katalize eden biyolojik katalizorlerdir. Enzim, belirli bir hedef analiti, bir
kilide uyan bir anahtara benzer sekilde tanir. Enzimler, kimyasal reaksiyonlarina karsi
oldukga segici ve duyarhidirlar. Ayrica diger biyolojik reseptorlere kiyasla oldukg¢a hizli
hareket ederler ve farkli transdiiksiyon mekanizmalari ile kombinasyon halinde
kullanilabilirler. Enzim biyoreseptorlerinin ¢alisma mekanizmasi; analitin biyoreseptorle
saptanabilir bir {irline doniistirilmesini, enzim inhibitdri veya aktivatori olarak gorev
yapan bir analitin tayinini ve analit ile etkilesim iizerine enzim modifikasyonunun

ozelliklerinin degerlendirilmesini icerebilir (Karunakaran vd., 2015).

1.3.2. Antikor Biyoreseptorleri

Bir antikor biyoreseptorii diger bir deyisle bir immunosensor, spesifik bir antijeni
tayin etmek icin antikorlarin biyoreseptor olarak kullanildig: biyosensor gesididir. Immiin
testler en spesifik analitik tekniklerdir, son derece diisiik tayin smirlari saglarlar ve
mikroorganizmay1 taniyabilecekleri gibi onlara ait toksinleri, pilileri, sporlari, enzimleri ve

hatta peptid pargalarini taniyabilirler (Warsinke vd., 2000; Ghindilis vd., 1998).

Antikorlar veya immdunoglobinler, kiresel plazma proteinlerdir (150 kDa).
Glikoproteinler olarak da adlandirilirlar ve Y seklini olusturan iki agir zincir ve iki hafif
zincirden olusurlar (Resim 1.2). Antijenler olarak adlandirilan yabanci ajanlara karsi
immiinolojik tepki ile iiretilirler. Antikor, hedef antijene yiiksek afinite ile baglanir ve bu
nedenle, diger girisim yapan tiirlerin varliginda bile analiti yiiksek secicilik ile tayin
edebilir. Immiinosensdr gelisiminde kullanilan antikorlar iki gesittir: poliklonal ve

monoklonal. Poliklonal antikorlar, hedef antijenlerin {izerindeki farkli epitoplar



(tamamlayic1 bir antikorun spesifik olarak baglanabilecegi bir antijen ilizerindeki kiigiik
bolge) taniyabildikleri icin olduk¢a duyarlidirlar ancak daha az spesifiktirler. Ote yandan
monoklonal antikorlar ayni bagisiklik hiicresinden {iretilirler ve bu sebeple Ozdestirler.
Antijenlerinin ayni1 epitopuna baglanirlar ve bu da onlar1 oldukca spesifik hale getirir.
Ozellikle monoklonal antikor iiretim teknolojisi sayesinde artik herhangi bir antijene 6zgiin
monoklonal antikorlar Uretilmekte ve Uretilen bu antikorlar biyosensor teknolojisinde de
kullanilmaktadir (Warsinke vd., 2000).

Antijen
baglama Disiilfit

hiilg(?\ baglan

N7

—J

Agir zincir

Resim 1.2. Bir antikorun “Y” yapisinin sematik gosterimi.

1.3.3. Nukleik Asit Biyoreseptorleri

Bu tanima mekanizmasinin prensibi, DNA’nin hibridizasyonunu igerir. Adenin:timin
(A:T) ve sitozin:guanin (C:G)’in eslestirilmesi “genosensorler” olarak adlandirilan DNA
biyosensorlerinde biyotanimanin temelini olusturur ve genetik hastaliklarin hizli ve ucuz
test edilmesi amacina yonelik olarak gelistirilmektedirler. Bir genosensor, bir genom
molekiiliinii olusturan niikleotitlerin her birini tayin edebilen bir biyosensordir. Biyolojik
tanima elemani olarak, tamamlayict DNA dizilerini (hedef DNA) tayin edebilen ve “DNA
probu” adi verilen tek =zincirli DNA kullanilir. Hibridizasyon, amplifikasyon ve
rekombinasyon dahil DNA tekniklerinin tiimii, DNA'nin ¢ift sarmal yapisina dayanmaktadir
ve Ozellikle biyoalgilama uygulamalari i¢in ¢ok uygundur. Ciinkii tamamlayict diziler
arasindaki baz eslestirme etkilesimleri hem spesifik hem de kuvvetlidir (Resim 1.3) (Liu
vd., 2012).



Resim 1.3. Bir DNA molekiiliiniin ¢ift sarmalli yapisinin ve iki ayr zincirin birbirleriyle

etkilesiminin sematik gosterimi.

1.3.4. Hicre Biyoreseptorleri

Hucre biyoreseptorlerinin prensibi, bitun bir hiicre/mikroorganizma ya da belirli tiire
spesifik olarak baglanabilen belirli bir hiicresel bilesen tarafindan biyolojik olarak
taninmaya dayanmaktadir. Bu biyoreseptor tiirliniin avantaji, sinyal amplifikasyonu
nedeniyle siklikla tayin smurlarinin ¢ok diisiik olmasidir. Bakteriler ve mantarlar,
toksisitenin bir gostergesi olarak veya spesifik maddelerin 6lgiimii i¢in kullanilabilmektedir.
Mikroorganizmalarin igerdigi spesifik enzimler biyoreseptor olarak gorev alabilir. Sinyal
Uretme mekanizmasi, hem mikrobiyal hem de enzim biyosensorleri i¢in genel anlamda
benzerdir. Mikrobiyal hiicre “enzim torbasi” olarak kabul edilir. Mikrobiyal
biyosensorlerde analit hicreye girer, hiicre i¢i enzimler kullanilarak substratlara
dontstiiriiliir ve sonug olarak, Oz veya CO- gibi kosubstratlar tuketilirken elektrokimyasal
olarak aktif olabilen reaksiyon drinleri Uretilir. Ayrica hiicrelerde bulunan proteinler de

spesifik analitin tayini igin biyoreseptorler olarak kullanilabilir (Karunakaran vd., 2015).

1.3.5. Biyomimetik Biyoreseptorler

Dogal bir biyosensorii taklit etmek i¢in tasarlanmig bir yapay (insan yapimi) reseptor

genellikle bir “biyomimetik resept0r” olarak adlandirilir. Biyomimetik reseptorlerin yapimi
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icin yillar boyunca birkag farkli yontem gelistirilmistir. Bu ydntemler; aptasensorler ve

molekiiler baskilanmis polimerlerdir (Hussain vd., 2013).

a. Aptamer Biyoreseptorleri: Aptasensorler

1990'da iki arastirma ekibi, hedef molekiillerine spesifik olarak baglanan RNA
dizilerinin izolasyonu igin birbirlerinden bagimsiz olarak bir in vitro segim ve amplifikasyon
yontemi kesfetmislerdir (Cheng vd., 2007; Cox ve Ellington, 2001). Bu fonksiyonel RNA
oligoniikleotitleri, “uymak” anlamima gelen Latince kokenli aptus kelimesinden
esinlenilerek “aptamerler” olarak adlandirilir. Daha sonra, proteinler, peptitler, amino
asitler, ilaglar, metal iyonlar1 ve hatta hiicreler gibi ¢ok cesitli hedeflere baglanabilen DNA
ve RNA aptamerleri tanimlanmistir. Aptamerler, rastgele sentezlenmis tek zincirli kiiglik
oligoniikleotidlerdir (ssDNA veya RNA molekdlleri <100 baz). Bu molekiller, hedeflerine
yiiksek afinite ile baglanirlar. Antikorlarla karsilastirildiginda aptamerler ¢ok daha kiguktir
ve sentetik yollarla kolayca dretilebilmeleri mumkindir. Aptamerin en biiyiikk avantaji,
oligontikleotid yapist nedeniyle c¢oklu denatiirasyon/rejenerasyon dongiilerinden
gecebilmesidir, oysa antikor bazli biyosensorlerin rejenerasyonu zordur (Zhou vd., 2014).
Aptamerler, canli bir organizmanin kullanimmi gerektirmeyen, ‘iistel zenginlestirme
yoluyla ligandlarin sistematik evrimi” (SELEX) adi verilen evrimsel bir yontemle in vitro
olarak dretilirler. Herhangi bir hedef icin aptamerler, kimyasal olarak Gretilen bir

oligoniikleotit kitapligindan segilir. SELEX'te yer alan temel adimlar su sekilde siralanabilir:
|. Kiitiiphane olusturma

Yaklasik 10% oligoniikleotit igeren bir kitaplik olusturulur. Bunlar, bir baglanma

bolgesi ile gevrili rastgele bir dizi bolgesinden olusan tek zincirli niikleik asitlerdir.
I1. Baglama ve ayirma

Kitaplik, immobilize edilmis hedef molekiil ile inkiibe edilir. Birkag¢ niikleik asit bu
hedefe baglanir ve bunlar aptamerler olarak kabul edilirler. Baglanmamis niikleik asitler

¢ozeltiden uzaklastirilir ve bagl niikleik asitler hedeften ayrilir, buna eltisyon denir.
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1. Amplifikasyon

Bagl niikleik asitler daha sonra yeni bir kitaplik olusturmak i¢in polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) kullanilarak kopyalanir. Bu yeni kitaplik, aptamerlerin kalitesini daha da
artirmak icin yeni bir SELEX turunda yeniden kullanilir. Tekrarlanan se¢im ve
amplifikasyon adimlari, yarismaci baglama yoluyla en yiiksek baglayic1 tiirlerin

tanimlanmasina izin verir (Catuogno ve Esposito, 2017).

SELEX siireci Resim 1.4’de gosterilmektedir.

Kiitiiphane
(ssDNA/RNA)

\@ & %}
PCR ve

transkripsiyon - \Aﬁlg 1) Baglama
€3
JIoor Joor <&
Hedef molekiiller

3) Amplifikasyon

Geri kazanim
Baglanmayan
diziler

2) Ayirma & R
Baglanan
diziler

Resim 1.4. Ustel zenginlestirme yoluyla ligandlarin sistematik evrimi (SELEX) metodunun

sematik gosterimi (Catuogno ve Esposito, 2017).

b. Molekiiler Baskilanmis Polimerler (MIP)

Molekiiler baskilama islemi, polimerize edilebilir fonksiyonel monomerlerin bir kalip
molekiilii etrafinda kovalent ya da kovalent olmayan etkilesimlerle diizenlenmesinin
ardindan polimerizasyonu ve sablonun ¢ikarilmasini icerir (Resim 1.5). islemden sonra

kalip molekiiliin uzaklagtirilmasi ile yapida kalip molekiile 6zgli oyuklar olusmaktadir.
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Ayirma, kimyasal tayin ve kataliz gibi islemler i¢in kullanilir. Molekiiler baskilanmis
polimer (MIP) temelli biyosensdrlerin, baglanma afiniteleri iyidir, ¢ok ¢esitli kimyasal ve
fiziksel kosullar altinda saglam ve kararlidirlar. Uygun biyotanima unsurlarindan yoksun
analitleri tanimak igin tasarlanabilirler. MIP amino asitler, mikotoksinler, nikleotid bazlar,
pestisitler, farmasotikler, proteinler ve vitaminler gibi ¢ok ¢esitli molekiiller ve

makromolekdiller igin sentezlenebilir (Algieri vd., 2014).

\ Polimerizasyon =~ ™\
— — —_— -
14 ya Caprez 4
Hedef baglayic
molekiil Fonksiyonel Gegici
monomerler kompleks
Sablonun K
N uzaklastirilmasi
—_—

—_ & —

ﬂ Yeniden baglama ﬁ

Molekiiler baglanmis
polimer

Resim 1.5. Molekiiler baskilanmis polimerlerin sentezlenmesi prosesi (Saylan vd., 2019).

1.4. Sinyal Ceviri Turlerine Gore Biyosensorler

Sinyal ¢evirici, biyolojik tanima islemi sonucunda ortaya ¢ikan biyolojik sinyalleri,
optik, kiitle degisimi, kalorimetrik, elektrokimyasal gibi algilanabilir sinyallere doniistiiren
cihazdir. Bununla birlikte, biyosensoérlerde kullanilmak tizere siirekli olarak yeni tip sinyal
ceviriciler gelistirilmektedir. Cogu sinyal ¢evirici sekli dort ana siniftan birinde kategorize
edilse dahi bu ana sinifin her biri, neredeyse sonsuz sayida olasi algilama metodu veya

metot kombinasyonu yaratarak birgok farkl alt simif igerir (Karunakaran vd., 2015).
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1.4.1. Optik Algilama Yontemleri

Bu yontem, 1sikla etkilesime giren ve bu nedenle genellikle fotonigin bir alt alani
olarak kabul edilen elektronik cihazlarin incelenmesi ve uygulanmasi olan optoelektronige
dayanmaktadir. Bu baglamda, 151k genellikle gama i1sinlari, X-isinlari, ultraviyole ve
kizil6tesi gibi goriinmeyen radyasyon bigimlerini igerir. Optoelektronik cihazlar, elektrikten
optige veya optikten elektrige doniistiiriiciiler veya bu tlir cihazlar1 kullanan aletlerdir.
Bunlarin arasinda en yaygin olarak kullanilan optik biyosensorler, optik fiberlerle entegre
edilmis SPR (ylzey plazmon rezonans) veya floresansa dayalidir. Bu biyosensorlerin
prensibi, analit molekillerinin veya bir kemo-optik doniistiiriicii ortamin kirilma indeksi,
absorbans ve floresans ozelliklerindeki bir degisikligin Olgiilmesine dayanir. Bir optik
biyosensoriin ana bilesenleri 151k kaynagi, optik iletim ortami, immobilize biyolojik tanima
eleman1 ve optik algilama sistemidir. Optik biyosensorler, farkli parametrelere gore genis
bir sekilde siniflandirilabilirler. Genel olarak, optik biyoalgilamada uygulanabilecek
floresans tabanli algilama ve etiketsiz algilama olmak tizere iki algilama protokolii vardir.
Floresans bazli algilamada, hedef molekiiller veya biyolojik tanima molekiilleri, boyalar
gibi floresans etiketlerle etiketlenir; floresansin yogunlugu, hedef molekiillerin varligini ve
hedef ile biyolojik tanima molekiilleri arasindaki etkilesim giiciinii gosterir. Etiketsiz tayin
yonteminde, hedef molekiller etiketlenmez veya degistirilmez ve dogal formlarinda tayin
edilirler (Bosch vd., 2007).

a. Ylzey Plazmon Rezonans (SPR) Temelli Biyosensorler

Yiizey plazmon rezonansi (SPR), enjekte edilen bir analit ile immobilize bir
biyomolekiil arasindaki baglanma etkilesimlerini ger¢ek zamanli olarak gozlemlemek igin
invazif olmayan, etiketsiz algilama saglayan optik bir yontem olup, reaksiyon sonucu
meydana gelen degisiklikleri algilamak i¢in yiizey plazmon dalgalarini (elektromanyetik
dalgalar) kullanir. Kisaca, bir hedef analit biyosensor yilizeyindeki immobilize biyomolekiil

ile etkilesime girdiginde, biyosensor yiizeyindeki kirilma indisinde bir degisiklik meydana
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gelir. Bu degisiklik, yiizey plazmon dalgasinin yayilma sabitinde bir varyasyon dretir ve
rezosans agisindaki kayma ol¢iiliir. Numunenin absorpsiyon spektrumunu dlgmek icin bir
spektrofotometre kullanilir. Yiizey plazmon rezonansinin ¢aligma prensibi Resim 1.6'da

gosterilmektedir (Mol ve Fischer, 2010).

Algillama
I Bolgesi
plazmon c P sl
e AL (<500 nm) ,% -7"
Altin film c D f
Yansiyan c = i
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\Istk ]
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\\ ; g —p dedisimi ( ARA)
Polarize >
11k Prizma Dedektér Gelen 1s191n agisi(g)

Resim 1.6. Bir yiizey plazmon rezonansi (SPR) biyosensoruniin kisimlariin ve g¢alisma

prensibinin sematik gosterimi (Mol ve Fischer, 2010).

b. Floresans Temelli Biyosensorler

Floresans, ozellikle enzimler ve antikorlar kullanildiginda, sinyal iletiminde yaygin
olarak kullanilir. Bu yontem, bir atom veya molekiilde elektronik gecisleri baslatmak i¢in
harici bir 151k kaynagina (kisa dalga boylu 1s51k) ihtiya¢ duyar ve daha sonra liiminesans
(daha uzun dalga boylu 1s1k) iiretir. Biyolojik algilama elemanlarinin ve analitlerin ¢ogu
icsel spektral Ozelliklere sahip olmadigindan, floresans reaktifler algilama elemanlarina

entegre edilerek (etiketlenerek) optik sinyal elde edilir (Bosch vd., 2007).

c. Kemiliminesans Temelli Biyosensorler

Liiminesans, elektronik olarak uyarilmig bir bilesikten temel duruma doénen 11k

emisyonudur. Elektronik olarak uyarilmis bir durum olusturuldugunda bazi kimyasal
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reaksiyonlar sirasinda kemiliiminesans meydana gelir. Biyoliiminesans, bazi canl
organizmalarda meydana gelen 6zel bir kemiliminesans durumudur ve genellikle enzimleri
icerir. Kemiliiminesans olgtimleri, foton {iretim hizinin izlenmesini i¢erir ve bu nedenle 151k
yogunlugu, reaksiyonun hizina baglidir. Sonug¢ olarak, 1sik yogunlugu, bir liiminesans
reaksiyonunda yer alan sinirlayici bir reaktifin derisimi ile dogru orantilidir. Modern
enstriimantasyon ile 151k ¢ok diisiik bir seviyede dlglilebilir ve bu, 151k yayan reaksiyonlara
dayali ¢ok duyarli analitik yontemlerin gelistirilmesine izin verir. Kemiliminesans
biyosensorlerde, analit ve kemiliiminesans tiirler ile isaretlenmis immobilize biyomolekiil
arasindaki reaksiyon, 1sik {iretimi ile sonlanir ve yayilan bu 1s1k, bir foton ¢ogaltici tiip
(PMT) kullanilarak tayin edilebilir. Duyarli bir 151k dedektoriiyle baglantili optik fiberler, bu
tiir 151k sagan reaksiyonlar1 igeren biyosensorleri tasarlamak i¢in uygun doniistiirticiilerdir
(Li vd., 2007).

1.4.2. Piezoelektrik Temelli Biyosensorler

Piezoelektrik temelli biyosensorler, uygulanan bir mekanik stres nedeniyle belirli
malzemeler arasinda yaratilan potansiyel farki olarak tanimlanan piezoelektrigin (piezo
sikistirma veya pres) Ol¢iilmesini temel alir. Piezoelektrik biyosensor, biyoreseptor ve analit
etkilesimleri nedeniyle salinan kristal rezonans frekansindaki degisikliklerin Ol¢iilmesi
ilkesine dayanan bir mikroelektromekanik sistemler (MEMS) sinifidir. Piezoelektrik MEMS
biyosensorlerinde, doniistiiricii  kuvars gibi piezoelektrik malzemeden yapilir ve
biyoreseptdr daha sonra dogal frekansta titresen piezoelektrik malzeme iizerine kaplanir.
Piezoelektrik malzemelerin simetri merkezi yoktur ve mekanik olarak gerildiklerinde bir
elektrik sinyali Uretirler. Kristal, biyoalgilayici malzeme ile kaplandiginda gergek frekans,
kristalin ve kaplanan biyomalzemenin kiitlesine baglidir. Analitlerin baglanmasindan dolay1
kiitle arttiginda, kristalin salimim frekans1 degisir ve ortaya ¢ikan degisiklik elektriksel
olarak olgulebilir. Boylece analitin kitlesinin hesaplanmasini miimkiin kilar (Tichy vd.,
2010). Kuvars kristali mikroterazi (QCM), kutle 6lgimiinde “piezoelektrik etkiye” dayanan
bir piezoelektrik biyosensoriin iyi bir 6rnegidir. Frekanstaki degisim ile kiitledeki degisim
arasindaki basit iliski, QCM’in algilama uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmasin

saglar (Pandey ve Malhotra, 2019).
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1.4.3. Kalorimetrik Biyosensorler

Tum kimyasal ve biyolojik reaksiyonlar 1s1 aligverisini igerir (Xie vd., 1999).
Kalorimetrik biyosensorlerin temel prensibi, biyotanima elemani ile bir analit arasindaki
reaksiyon sonrasi sicakliktaki degisikliklerin Ol¢tilmesi ile ilgilidir. Sicakliktaki bu
degisiklik, tiiketilen reaktantlarin veya olusan friinlerin sayisiyla iliskilendirilebilir.
Baslangigta kalorimetrik transdiiksiyon enzim temelli biyosensoérler i¢in kullanilmis ve daha
sonra DNA, hicre ve imminosensorlerde uygulama alanlart bulmustur (Kirchner vd.,
2012).

1.4.4. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler elektrokimyasal dondstiiriicii olarak elektrotlarin
kullanildig1 ve bir molekiiliin floresan olarak etiketlenmesini gerektirmeyen, etkilesim
sirasinda elektrokimyasal tiirler harcanirken ve olusurken ortaya ¢ikan elektroaktif sinyalin
Olgiilmesi temeline dayanan algilama yOntemidir. Elektrokimyasal algilama genellikle bir
calisma elektrodu (WE), referans elektrodu (RE) ve bir karsit elektrot (CE) kullanimini
gerektirir. Elektrokimyasal biyosensorlerde reaksiyonlar elektrot yiizeyinde meydana
geldigi i¢in elektrot secimi, biyosensorlerin genel performansinda énemli bir role sahiptir.
Ayrica, biyosensoriin algilama yetenegi, elektrot malzemesi, yuzey modifikasyonu veya
yuzeyin boyutu gibi elektrot 6zelliklerine baglidir (Grieshaber vd., 2008). Baska bir deyisle
bir¢ok kimyasal reaksiyon, iyonlar1 veya elektronlar iiretir veya tiiketir, bu da ¢dzeltinin
elektriksel ozelliklerinde bir miktar degisiklige neden olur ve algilanabilir bir 6l¢iim
parametresi olarak kullanilabilir. Elektrokimyasal biyosensorlerde transdiiksiyon elemant,
biyokimyasal reaksiyonun gergeklestigi ¢calisma elektrodudur. Yardimci elektrot olarak da
bilinenen karsit elektrot, elektrokimyasal hiicredeki akim devresini kapatmak i¢in kullanilan
bir elektrottur. Genellikle platin, altin veya grafit gibi inert malzemelerden yapilir ve
elektrokimyasal reaksiyona katilmaz (Thomas ve Henze, 2001). Akim, ¢alisma elektrodu ve

karsit elektrot arasinda aktigindan, elektrokimyasal kinetikte sinirlayici bir faktor olmamasi
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icin karsit elektrodun toplam yiizey alani ¢aligma elektrodunun yilizey alanindan daha
yiikksek olmalidir. Referans elektrot, elektrokimyasal hiicrede sabit bir potansiyel tretmek
icin kullanilir (Gyo6rgy vd., 2013). En bilinen referans elektrot, arzu edilen ve sabit bir
potansiyeli korumak igin kullanilan giimiis/giimiis klorir (Ag/AgCl) elektrodudur (Resim
1.7)

Resim 1.7. Bir elektrokimya hiicresi ve Ucli elektrot sistemi (A: Akim, V: Potansiyel, RE:
Referans elektrot, WE: Calisma elektrodu, CE: Karsit elektrot) (Damiati ve Schuster, 2020).

Direng, potansiyel, akim, kapasitans ve empedans gibi elektrokimyasal degisikliklerin
tayinine bagli olarak biyosensorlerde potansiyometrik, voltametrik, amperometrik,
konduktometrik ve impedimetrik yontemler olarak simiflandirma yapilmaktadir (Thévenot
vd., 2001).

a. Potansiyometrik Yoéntem

Potansiyometrik transdiiksiyon ilk olarak 1969 yilinda iire tayini i¢in enzim temelli
biyosensoriin kullanildigr yontem olarak rapor edilmistir (Guilbault ve Montalvo, 1969). Bu
yontemde biyoreseptor, analitik bir sinyal saglamak i¢in tanima siirecini potansiyel bir
sinyale doniistiirmektedir ve bu biyosensor tipinde 6lgllen parametre, bir elektrokimyasal

reaksiyonun indirgenme veya yukseltgenme potansiyelidir. Potansiyometrik biyosensor iki
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elektrottan olusur; biyotanima siirecinden farkli bir potansiyel gelistirmek i¢in kullanilan bir
“g0sterge elektrodu” ve genellikle sabit bir yarim hiicre potansiyeli saglayan giimiis/glimiis
klortir gibi “referans” elektrottur. Olgiim bu iki elektrot arasindaki potansiyel farkin
birikmesine baglidir. Calisma elektrodu bazen iyon segici elektrot olarak adlandirilan
gecirgen bir iletken zardan olusur. Bir potansiyometrik cihazin potansiyelinin dl¢timiiniin
temeli, Nernst esitligine dayanir. Bu esitlikte, 6l¢iilen maddenin derisiminin logaritmasi ile

potansiyel arasinda dogru orant1 bulunmaktadir.

aA + ne” <> DB reaksiyonu igin Nernst esitligi Esitlik 1°de verildigi gibi tanimlanr.
Burada E° standart redoks potansiyeli, R gaz sabiti, T mutlak sicaklik, F Faraday sabiti, n
reaksiyondaki alinan ve verilen elektronlarin toplam sayis1 ve Ca ve Cg sirasiyla

yukseltgenen ve indirgenen tiirlerin derigimidir.

E=EC + 0 ln(% Esitlik 1
B

Potansiyometri, logaritmik bir derisim yanit1 lirettiginden son derece kiigiik derisim

degisikliklerinin algilanmasini miimkiin kilar (Pandey ve Malhotra, 2019).

b. Voltametrik Yoéntem

Voltametri, hem akim hem de potansiyelin 6lgiildiigli, en yaygmn elektrokimyasal
analiz teknigidir (Protti, 2001). Voltamogram adi verilen akim—potansiyel grafigi, kimyasal
reaksiyon hakkinda bilgi saglar. Tepe akimlarinin konumu analitlere 6zgilidiir ve tepe akim
yogunlugu ise analitlerin derisimleriyle orantilidir. Bu sebeple de voltametri, tek bir
elektrokimyasal deneyde farkli tepe potansiyellerine sahip birden fazla bilesigi tayin edebilir

ve boylece birden fazla analitin ayn1 anda tayin edilmesini miimkiin kilar.
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Voltametrik yontemler arasinda dogrusal tarama voltametrisi (LSV), dongusel
voltametrisi (CV), diferansiyel pulse voltametrisi (DPV) ve kare dalga voltametrisi (SWV)

bulunur.

1. Dogrusal tarama voltametrisi: En basit tekniktir ve bu yontemde c¢alisma
elektrodunda potansiyel, hizla lineer olarak taranir (20-100 mVs?!). Tarama, potansiyel

uygulanmasindan 6nce baglar ve sonrasinda durur.

2. Dongusel voltametri: Dongiisel voltametri (CV), redoks giftlerinin davraniginin
teorik calisilmasina ayrilmis bir tekniktir. Dongiisel voltametri voltagramlari kapali bir
egriden olusur. Tersinir redoks ciftleri hem katodik hem de anodik pik zirveleri gosterirken
tersinmez redoks sistemleri sadece bir akim pik zirvesi gosterir. Genellikle bu teknik zayif

duyarlig1 nedeniyle nicel analiz i¢in kullanilmaz.

3. Diferansiyel puls voltametrisi: Bir dizi periyodik sabit potansiyel darbesinin
dogrusal bir taramaya bindirilmesi sonucu tutarl bir sinyal elde edilir. Bu sekilde akim, her
potansiyel degisiminden hemen Once Olgiiliir ve akim farki, potansiyelin bir fonksiyonu
olarak kaydedilir. Diferansiyel puls voltametri teknigi ¢ok duyarlidir ve tayin smirlar1 10—
100 pgL?* civaridadir (Pandey ve Malhotra, 2019).

4. Kare dalga voltametrisi: Kare dalga voltametrisinde g¢alisma elektrodu lizerine
simetrik kare dalgalar seklinde bir potansiyel uygulanmaktadir. Her bir kare dalga
dongiisiinde ileri yonde uygulanan pulsun ve geri yonde uygulanan pulsun bitisi olmak
iizere iki kez akim Olciiliir. Elde edilen net akim uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu

olarak grafige geg¢irildiginde kare dalga voltamogramui elde edilir (Aydar, 2019).

c. Amperometrik Ydntem

Amperometrik biyosensorler, sabit bir potansiyel uygulanirken biyoreseptor ile bir
elektroaktif tirtin elektrokimyasal yukseltgenmesi veya indirgenmesinden kaynaklanan
akim degisimini Olger. Akimdaki degisiklik, cozeltideki tiirlerin derisimi ile dogru

orantilidir. Bir amperometrik biyosensorde ¢ elektrot tipinin timi (WE, RE ve CE)
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kullanilir. Analitin yukseltgenmesi veya indirgenmesi sirasinda elektronlar analitten ¢alisma
elektroduna aktarilir. Uygulanan sabit potansiyel, elektroaktif turleri elektron kazanmaya
veya kaybetmeye zorlar ve pozitif bir potansiyel uygulandiginda bir ylkseltgenme
reaksiyonu, negatif bir potansiyel uygulandiginda ise indirgenme reaksiyonu meydana gelir
(Dzyadevych vd., 2008).

d. Tletkenlik Biyosensorleri

Iletkenlik biyosensorleri, iyonik tiirlerin derisimini degistiren biyolojik tanima
reaksiyonlarini tayin etmektedir. Bu teknikte belirli bir mesafe veya bir ortamla ayrilmis iki
elektrot kullanilarak ¢ozeltinin elektriksel iletkenligindeki degisiklik 6l¢iilmektedir (Pandey
ve Malhotra, 2019). iletkenlik &lciimii igin elektrot boyunca bir alternatif akim kaynagi
kullanilir ve bu nedenle iyonik bilesimdeki degisiklik 6l¢llir. Ancak bu algilama yontemi
diger elektrokimyasal yontemlere kiyasla daha az duyarlidir ve tampon kapasitesine verilen
cevaba blylk oOlcide baghdir. Ancak simdilerde, performansmm ve duyarligin

iyilestirilmesine yonelik baz1 arastirmalar yapilmaktadir (Mahato ve Wang, 2021).

e. Empedans Spektroskopisi

Bir devrenin, elektrik akiminin akigina direnme yetenegi empedans olarak tanimlanir.
Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), elektrotlarin yapisinin  ve islevsel
caligmasinin karakterizasyonu i¢in hizli bir teknik olarak kabul edilir. Biyomalzemelerin
elektrotlar iizerine immobilizasyonu, elektrotlarin kapasitansinda ve araylizey elektron
transfer direncinde degisiklikler olusturarak empedansta Olculebilir degisikliklere neden
Olur. Bu nedenle, biyotanima siirecleri tarafindan firetilen araylizey degisiklikleri, bu
elektrokimyasal teknikle tayin edilebilir. Calisma elektrodu, referans elektrot ve karsit
elektrottan olusan ii¢ elektrotlu sistemler EIS deneyleri i¢in kullanilir. Sistemin o6lgllen

empedansi bir elektrik devresi kullanilarak modellenebilir. EIS, redoks bilesigi ile elektrot
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ylizeyi arasindaki elektron transfer direncinden, elektrot ve c¢ozeltideki yiikli iyonlar
arasindaki kapasitanstan, elektrotlar arasindaki ¢ozeltinin direncinden ve redoks bilesiginin
elektrot yiizeyine difiizyon hizindan kaynaklanan empedanstan olusur. Sekil 1.4°de
gosterildigi gibi Ri, tipik olarak diger bilesenlerden ¢ok daha kiigiik olan elektrotlar
arasindaki ¢ozelti direncidir. Rz, yuk transfer direncidir. C, elektrot ile ¢Ozeltideki yuklu
iyonlar arasindaki kapasitanstir. W, kiitle transfer sinirlamalarinin etkilerini agiklayan

Warburg empedansi ad1 verilen bir elementtir (Bogomolova vd., 2009).

R1

R2 Wil

. W

Sekil 1.4. Empedans oOlglimlerinde kullanilan elektrik devresi (Ri: Elektrotlar arasindaki
cozelti direnci, Rz: YUk transfer direnci, C: Elektrot ile ¢ozeltideki yUkll iyonlar arasindaki

kapasitans, W: Warburg empedansi).

Bahsedilen ¢esitli sinyal cevirici tiirleri arasinda elektrokimyasal sinyal geviriciler,
uygulama kolayligi, diisilk enstriimantasyon maliyeti, minyatiirlesme ve otomasyon
yetenegi nedeniyle en ¢ok calisilanidir. Ek olarak, 1990'larda ortaya ¢ikan perde baskili
elektrotlar (Screen-Printed Electrodes, SPE'ler) guvenilirlikleri, hizli ve yeniden
uretilebilirlikleri ile diisik maliyetleri nedeniyle, bu ilgiye biiyiik Ol¢iide katkida
bulunmustur (Resim 1.8). SPE’ler farkli sekillerde ve farkli malzemeler ile tasarlanabilen ve
enzimler, antikorlar, DNA gibi ¢esitli biyolojik materyallerle modifiye edilebilen elektrot
sistemleridir (Arduini vd., 2016).
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Resim 1.8. Farkli bilesenler ve sekillerde tasarlanmig perde baskili elektrotlar
(https://www.metrohm.com/en/products/electrochemistry/electrochemistry-electrodes/,
[Erisim Tarihi: 16/02/2022]).

1.5. ideal Bir Biyosensériin Sahip Olmasi Gereken Ozellikler ve Biyosensorlerin

Uygulama Alanlar:

PR

1. Dogrusal Aralik: Biyosensor yanitinin dogrusal olarak degistigi analit
derisimlerinin arali§i olarak tamimlanir. Dogrusal kalibrasyon egrisi, analitin ¢esitli
derisimleri i¢in elde edilen mevcut yanitlarla birlikte cizilerek hazirlanir ve araligin genis

olmasi beklenir.

2. Tayin Simiri: Tayin sinir1 veya tayin edilebilir en disiik yanit, bir maddenin, kontrol
sinyaliyle ayirt edilebilen en diisiik miktaridir. Tasarlanan bir biyosensoriin tayin sinirinin

belirli bir derisim degerinin altinda olmasi1 gerekmektedir.

3. Duyarlik: Genellikle, Y ekseninde gozlenen akima kars1 X ekseninde belirli analitin
derisimlerinin ¢izilmesiyle elde edilen kalibrasyon egrisinin egiminden hesaplanir. Egimin

yiiksek olmasi, biyosensoriin yiiksek duyarligini temsil eder.

4. Secicilik: Bir¢ok analitin tayini sirasinda olgiimii engelleyebilecek, analitle bir
arada bulunan ve girisim etkisi olabilecek c¢esitli substratlarin etkileri, uygun membranlarin
uygulanmasiyla sinirlandirilabilir. Analit derisiminin araligi, biyolojik reseptoriin 6zgilligi

ve dontistiiriiciintin secimi segicilik igin énemlidir.
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5. Tekrarlanabilirlik: Tekrarlanabilirlik elektrodun ayni kosullar altinda arka arkaya
yapilan Olgtimlerinin sonuglarindaki sapmanin bir Sl¢iisiidiir ve bu degerin kiguk olmasi

ideal bir biyosensorden beklenen bir 6zelliktir.

6. Kararlilik: Biyosensoriin calisma kararliligi, sensor geometrisine ve hazirlama
yontemine bagli olarak énemli 6l¢iide degisebilir. Elektrot kararliliginin yiiksek olmasi ideal
biyosensorler i¢in gereklidir. Kararlilhik, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel

dayanikliligina baghdir.

7. Yanit siiresi: Biyosensoriin yanit siiresi, kararli hal yanit siiresi ve gecgici yanit
stiresi olarak smiflandirilir. Biyosensoriin kararli durum yanitinin %95'ine ulagmak icin
gereken siire, kararli durum yanit siliresi olarak bilinir. Analitin 6l¢iim hiicresine
eklenmesinden sonra kolayca belirlenir. Gegici tepki siresi, analit ilavesini takiben
maksimum degerine ulasmak i¢in ¢ikis sinyalinin ilk tiirevine karsilik gelir. Her ikisi de
molekiiler tanima sisteminin analite ve aktivitesine baglidir, yani aktivite ne kadar yiksekse

yanit siiresi o kadar kisadir.

8. Kullanim Omrii: Biyosensériin kullanim 6mriinii kisitlayan en 6nemli unsur,
biyolojik ¢eviricinin aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica biyosensorin, kalibrasyon

siklig1, kararlilik ve tekrarlanabilirlik gibi diger 6zelliklerini de etkilemektedir.

9. Kalibrasyon Gereksinimi: Ideal bir biyosensériin hig kalibrasyona gerek duymamasi

ya da kalibrasyon ihtiyacina olabildigince az gerek duymasi istenir.

10. Basitlik ve Ucuzluk: Tasarimi basit ve ucuz, kullanimi kolay biyosensorler ideal
biyosensorlerdir. Bu nedenle ilk biyosensorlerdeki karmasik ve pahali olan yapilar daha

sonra basitlestirilmis ve olabildigince maliyeti diisiirilmiistiir.

11. Kigiiltiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik: Elektrotlarin sterilize edilebilmesi ve
boyutlarinin  kiigiiltiilmesi biyosensor tasariminda onemlidir. Buna karsin, biyosensor
yapisina giren biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligi, sterilizasyonu kisitlayan en énemli

parametredir.

Kiiresel niifustaki artigla birlikte, ¢esitli patojenlerin neden oldugu, yasami tehdit eden
bir¢ok yeni hastalik ortaya ¢ikmistir. Bu tiir hastaliklardan kaynaklanan dliimlerin bir kismi

oncelikle teshisin konulmasindaki gecikme, ilaglarin yan etkileri veya tedavi i¢in gerekli
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olan materyallerin eksikliginden kaynaklanmaktadir (Singh vd., 2014). Ayrica, endiistride
kimyasallarin asir1 kullanim1 sebebiyle ¢evre kirleticilerinin artmasi 6liim oranlarinda artiga
neden olmaktadir. Bu nedenle, kirleticilerin ve patojenlerin salinimini izlemek ve kontrol
etmek i¢in hizhi algilama yontemlerinin gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir (Malhotra ve
Chaubey, 2003). Biyosensorlerin, karmasik biyolojik etkilesimlerin hizli, dogru ve uygun
Ol¢iimiinii saglayabilen gelismis cihazlar olmalar1 ve bakim noktasinda yerinde teshis i¢in
uzman olmayanlar tarafindan kullanilabilecek kullanici dostu ve tasinabilir cihazlar
olmalar1, biyosensorleri tibbi teshisler, gevresel izleme ve gida endiistrileri gibi ¢esitli
alanlardaki uygulamalar icin gelistirilebilir kilmaktadir (Turner, 2013; Griffiths ve Hall,
1993). Biyosensorlerin uygulama alanlarini1 6zetleyen sematik gosterim Sekil 1.5°de
gosterilmektedir. Cesitli analitlerin tayini igin biyosensorlerin kullanilmasi, test hizini
artirabilir ve bOylece otomasyon ve tanisal test maliyetlerinin azalmasi saglanabilir (Rasooly
ve Jacobson, 2006). Ayrica tiiketici talebiyle birlikte artan saglik maliyetlerini karsilamak
icin seri tiretime uygun, disiik maliyetli, giyilebilir, entegre ve daha segici biyosensorlere

ihtiyac vardir.
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Sekil 1.5. Biyosensorlerin uygulama alanlar1 (Tetyana vd., 2021).
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1.6. Nanoteknolojinin Tanim ve Tarihgesi

Nanoteknolojinin baslangict Amerikali fizik¢i ve Nobel Odiilii sahibi Richard
Feynman'in teorilerine atfedilir. 1959'da Feynman, Amerikan Fizik Dernegi'nin yillik
toplantisinda “Altta Cok Yer Var (There is Plenty of Room at the Bottom)” baslikli bir
konferans vermistir. Sunumu sirasinda “Britannica Ansiklopedisi'nin 24 cildinin tamamini
neden bir toplu ignenin basina yazamiyoruz?” gibi ve benzeri sorulardan yararlanarak,
gelecekte doga kanunlarina karst gelmeden “atom dlgeginde seyleri manipiile edip kontrol
edebilecegimizi” ve “atomlart istedigimiz gibi diizenleyebilecegimizi” Onermistir (Minoli,
2005). Feynman’in diisiincesinden yola ¢ikarak ilerleyen Norio Taniguchi, 1974’te ilk
olarak “nanoteknoloji” tanimini yapmistir. 1981°de Eric Drexler yazdigi “Molekiler
Miihendislik: Molekiiler manipiilasyon igin genel kapasitelerin gelistirilmesine bir
yvaklasim” isimli makale ile molekiler nanoteknolojinin 6nciisii olmustur. Eric Drexler,
molekiiler nanoteknoloji fikrinin arkasindaki itici gli¢ olarak bilinir, konuyu kendisinden
onceki herkesten ¢ok daha derinlemesine arastirmistir ve kendisi “nanoteknolojinin kurucu
babast” olarak kabul edilir (Drexler, 1981). Drexler, 1986'da “Yaratilis Motorlari:
Nanoteknolojinin  Yaklasan Cag1” kitabimm1 yazmustir. Drexler’in ¢alismalari, bilim
insanlarina nanoteknolojinin Gretim sistemlerini ve kullanim alanlarini daha da gelistirmek
icin kimyasal baglar1 ve molekiilleri kesfetme konusunda ilham vermistir. Nanoteknoloji
devriminin baslamasi icin en onemli kilometre taslarindan biri, Nobel Odiilii sahibi
fizikgiler Gerd Binnig ve Heinrich Rohrer tarafindan 1981'de Taramali Tlnelleme
Mikroskobunun icadi olmustur (Binnig ve Rohrer, 2000). Atomlarin aletler kullanilarak
maniplile edilebilecegine ve dogru bir sekilde konumlandirilabilecegine dair ilk kanit, 1989
yilinda IBM (Uluslararas: is Makineleri) bilim insanlarmin 35 ksenon atomunu manipiile
etmek ve IBM harflerini olusturmak i¢in bir Taramali Tunelleme Mikroskobu
kullanmasidir. Bu gelismeler 1986°da fullerenin ve birkag yil sonra da karbon nanotiiplerin
kesfine neden olmustur. Daha sonra yar1 iletken nanokristallerin sentezi ve o6zelliklerinin
incelenmesi ve atomik kuvvet mikroskobunun (AFM) icadi nanoteknoloji alanina ¢ok

onemli katkilar saglamistir (Toumey, 2010).

Nano kelimesi Yunanca’da ciice anlamina gelen nanos sozciigiinden gelmektedir ve
nanodlcek 1 ve 100 nanometre arasinda degismektedir. Nanometre, metrenin milyarda birini

(1 nm=10"° m) ifade etmektedir. Nanoteknoloji, elektronikten saglik hizmetlerine kadar ¢ok
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cesitli endiistriyel alanlarda kullanilan nano Slgek diizeyinde yapilarin tasarimini, tiretimini,
gelistirilmesini ve uygulamasini tanimlamak i¢in kullanilan genel bir terimdir. Molekuler
seviyedeki manipulasyon, makro 6lgekte mevcut olmayan fiziksel, kimyasal, manyetik ve
yapisal ozelliklerle sonuglanir. Bununla birlikte nanomalzemeler yeni degildir. Coziinebilir
altmin MO 4. ve 5. yiizyillarda Cin ve Misir’da kullanildigi muhtemeldir. Antik Roma’da
kullanilmig bir goblet olan Lycurgus kupast MS 4. yiizyilda iretilmistir. Ne gibi bir
teknolojiye sahip oldugunun anlasilmast i¢in 1518a tutulmasi gereken kupa 0©nden
aydmlatildiginda yesil, arkadan aydinlatildiginda ise kirmizi rengini almaktadir. 1950°de
bulunan kupanin sirr1 ancak 1990°da ¢oziilebilmistir. Yapilan mikroskop alt1 aragtirmalarla
kupadaki camin altin ve glimiis nanopartikiilleri icerdigi goriilmiistiir. Lycurgus kupasi en
eski sentetik nanokompozitlerden biri olarak kabul edilmektedir (Barber ve Freestone, 1990;

Mansoori ve Soelaiman, 2005).

Nanoteknoloji i¢in bircok tanimlama mevcut olsa da Ulusal Nanoteknoloji Girisimi
(NNI), arastirma, gelistirme ve miihendislik alanlarini birlestiren nanoteknolojinin asagidaki

maddelerin tiimiinii icermesi gerektigini belirtmektedir:

1. Yaklasik 1-100 nm 6l¢eginde atomik, molekiiler veya makromolekiiler seviyelerde

arastirma ve teknoloji gelistirmek.

2. Kiciuk boyutlarda olmalar1 nedeniyle yeni 6zelliklere ve islevlere sahip yapilar,

cihazlar ve sistemler olusturmak ve kullanmak.

3. Atom o0lgeginde kontrol veya manipiile etme yetenegine sahip olmak
(https://www.nano.gov, [Erisim tarihi: 19/02/2022]).

Bu nedenle nanoteknoloji, malzemelerin atomik dl¢ekte olusturulmasi ve hassas bir
sekilde islenmesi olarak da tanimlanabilir ve nanoteknoloji, nano 6lgekteki stirecleri kontrol

eden nanobilimin uygulanmasidir (Mansoori ve Soelaiman, 2005).

Resim 1.9’da farkli Olgeklerde nesnelerin ve dogal organizmalarin boyutlarinin

karsilagtirilmasi verilmistir.
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Resim 1.9. Farkli nesnelerin ve dogal organizmalarin boyutlar1 (Loos, 2015).
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1.6.1. Nanomalzemeler ve Nanomalzemelerin Biyosensorlerde Kullanimi

Nanomalzemeler, boyut, sekil, yiizey alani ve reaktivite dahil olmak iizere birgok
ozellik bakimindan biiylik Olgekli malzemelerden farklidir ve bircok uygulamada
miikemmel performanslarinin ana nedeni budur. Nanomateryal bazli iirlinler artik sensorler,
elektronik drunler, boyalar, kozmetikler, enerji depolama ve doniistiirme cihazlari,
biyomedikal géruntiileme vb. dahil olmak Uzere ticari pazarlara girmektedir. Nanoteknoloji
alan1 son on yilda esi goriilmemis bir hizla biiylimektedir. Boyutlari, sekilleri ve 6zellikleri
iizerinde daha iyi kontrol saglanan nanomalzemelerin sentezinde onemli ilerlemeler
kaydedilmekle birlikte yeni malzemelerin gelistirilmesi ve yeni sentez yontemlerinin
bulunmasi biiyiik bir aragtirma konusudur (Sajid, 2021). Nanomalzemelerin dretimi iki

kategoriye ayrilir; yukaridan asagiya ve asagidan yukariya yontemleri (Miller vd., 2004).

Bugiine kadar nanoteknolojinin en yaygin uygulamasi olan Yyukaridan asagiya

(blyiikten kiiclige) yonteminde yapilar, nano Olgekte kagultulir. Buyuk bir materyalin (bulk
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materyal) mekanik ve kimyasal islemlerle enerji harcayarak, ¢zgende ultrasonifikasyon ve
mekanik asindirma gibi yontemlerle kigultulerek nano boyuta getirilmesi seklindedir. Bu
kategoride en cok kullanilan islemlerden biri, yar1 iletken silikon gibi malzemelerin
elektronik cihazlar i¢in islendigi litografidir. Asagidan Yyukariya (kiiglikten biiyiige)
yonteminde ise atomlar veya molekiiller gibi nanometrik yapilardan, kendi kendine bir
araya gelme veya bir araya getirilme siireciyle daha biiylik yapilar olusturulmaktadir. Bu
kategori “gercek” nanoteknoloji olarak kabul edilir, minyatiirlestirme sinirlarinin 6tesindedir
ve maddenin asir1 hassasiyetle kontroliine izin verir. Bu kategoride kullanilan iiretim
yontemlerinden bazilar1 sol-jel, kimyasal buhar biriktirme ve lazer pirolizdir. Bu

yontemlerden bazilar1 karbon nanotiiplerin (CNT'ler) iiretimi i¢in kullanilmaktadir.

Nanomalzemeler sekillerine, organik ve inorganik olarak bilesimlerine gore
smiflandirildigr gibi alternatif bir siniflandirma da boyutlarina goére smiflandirmadir.
Nanomateryallerin farkli niteliklerine gore smiflandirildigi bir sema Sekil 1.6°’da

gorulmektedir.
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Sekil 1.6. Nanomalzemelerin farkli kriterlere gore siniflandirilmasinin sematik gosterimi

(Saleh, 2020).
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Nanomalzemeleri gelistirmedeki artan ve heyecan verici stratejiler, biyosensorler
alanindaki arastirma faaliyetlerini biiyiik Ol¢iide etkilemistir. Nanomalzemeler, gelismis
elektrokatalitik aktivite saglama ve elektrot yilizeyindeki kirlenmeyi en aza indirme gibi
avantajlar1 biyosensorlerin tasarlanmasindaki kullanimlarini artirmistir. Nanomalzemeler ile
modifiye edilmis perde baskili elektrotlara dayali biyosensorler literatiirde genis capta
bildirilmistir. Modifikasyon yontemleri, manuel veya miirekkep piiskiirtmeli biriktirme,
perde baskili elektrotlarin baskisi sirasinda miirekkebe nanomalzemenin eklenmesi,
elektrodepozisyon, Langmuir Blodgett film yaklasimi, elektro-sprey ve damlatma gibi
tekniklerin kullanimin1 kapsar (Resim 1.10). Bu ydntemler arasinda en ¢ok kullanilan
yontem damlatma yontemidir ve disiik maliyet, uygulama kolayligi ve kolay
karakterizasyon gibi avantajlari olmasinin yaninda fazladan enstriimantasyon kullanimini
gerektirmez. Nanomalzeme ile modifiye edilmis biyosensorlerin elektrokimyasal
davranisint ve nanomalzemenin, biyosensoriin analitik Ozelliklerini nasil etkiledigini
anlamak icin dongusel voltametri, amperometri ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi
kullanilmaktadir (Arduini vd., 2016).
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Is1veya piezo
element
Baskilannus grafen 9|‘afen ‘_ -
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Resim 1.10. Elektrotlarin fabrikasyonunda kullanilan yontemler (Arduini vd., 2016).
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Nanomalzemeler biyosensor kullanimlarinda boyutlarina gore sifir boyutlu (0D), tek
boyutlu (1D), iki boyutlu (2D) ve ii¢ boyutlu (3D) olarak siniflandirilir ve biyosensorler igin
farkli roller oynarlar (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Biyosensorlerde boyutlarina gére nanomalzemeler.

1.6.1.1. Sifir Boyutlu (0D) Nanomalzemeler

Sifir boyutlu (OD) nanomalzemeler nanotoz veya nanodispersiyon seklinde birbirinden
izole halde bulunan malzemelerdir. 0D nanomalzemelerden bazilari; homojen partikiiller
halinde bulunan kuantum dotlar, nanokireler, fullerenler, cekirdek-kabuk nanopartikullerdir
(Sajanlal vd., 2011). Bunlarin arasindan O6zellikle nanopartikiiller (NP’ler) biyosensor
imalatinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Soy metal nanopartikiiller, alasim nanopartikiiller
ve metal oksit nanopartikiller, farkli bilesenler ve morfolojileri nedeniyle elektroanalitik
biyosensorler igin farkli avantajlar sunmaktadir. Soy metal nanopartikiller, iyi katalitik
performanslar1 ve biyouyumluluklar1 nedeniyle elektroanalitik biyosensorlerde siklikla
uygulanmaktadir. Ancak Cu20, C0304 ve Fe3O4 gibi metal oksit nanopartikiller, soy metal
nanopartikiillere gore cihaz tasariminin maliyetini dilisirmede Onemli avantajlar

saglamaktadir (Liu vd., 2011).
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Manyetik nanopartikiiller, siiper manyetizma 6zellikleri, genis yiizey alan1 ve yuksek
kiitle aktarimina sahip olmalar1 nedeniyle atik su aritma, hastalik tedavisi, hastalik teshisi
(manyetik rezonans goriintiileme), hiicre etiketleme ve goriintiileme, doku miihendisligi,
sensorler, biyosensorler ve diger tanima sistemlerinde yaygin olarak kullaniimaktadir.
Manyetik nanopartikiiller, klinik, gida ve ¢evresel uygulamalarda cesitli analitlerin tayini
icin sensorlerin ve biyosensorlerin duyarlili§int ve kararliligini artirmak igin kullanilmigtir

(Rocha-Santos, 2014).

Gegtigimiz birkag yilda biyosensor tasariminda, demir oksitler (Fe2Oz ve Fez0a);
mangan, kobalt, nikel ve magnezyum ferritleri; FePt, kobalt, demir, nikel, CoPt ve FeCo
partikilleri ve gekirdek-kabuk nanopartikullerin FesOs@Ag, FesOs@Au, FePt@Ag ve CdS-
FePt heterodimerleri gibi ¢ok islevli manyetik nanopartikiiller sentezlenmistir. Manyetik
nanopartikiiller fiziksel yontemlerle (6rnegin, gaz fazi biriktirme ve elektron 1511
litografisi), kimyasal yontemlerle (6rnegin, birlikte cokeltme, yiiksek sicaklikta termal
ayrisma ve/veya indirgeme, sol-jel sentezi, akis enjeksiyon sentezi, oksidasyon yontemi,
elektrokimyasal yontem, aerosol/buhar fazi yontemi, siiper kritik akigkan yontemi ve

nanoreaktorler kullanilarak sentez) ve mikrobiyal yontemlerle sentezlenebilir.

Slperparamanyetik 6zelligi, antikorlar ve enzimlerle biyouyumlulugu ve hazirlanma
kolayligi nedeniyle, Fe3Os biyosensor gelistirmede en c¢ok kullanilan manyetik
nanopartikillerden biridir. Bununla birlikte, FesOs manyetik dipolar cekimi ve ylzey
alaninin hacme olan genis oranindan dolayi, biyolojik c¢ozeltilere maruz kaldiginda
cozeltilerde  kiimelenmeye neden olabilir.  FesOs manyetik  nanopartikillerin
fonksiyonellestirilmesi, bu sorunun iistesinden gelebilir ve ayrica biyouyumlulugu
artirabilir. Cekirdek-kabuk yapisindaki Au-Fe3Os4, Au-FesOs@SiO2, Fe:0s@SiO., Ag-
Fe30s ve FesOs@SiO/MWCNT kompozit nanopartikiiller gibi ¢ok c¢esitli ve sayidaki
fonksiyonellestirilmis manyetik nanopartikiiller, biyosensor tasariminda kullanilmistir. Bu
sekilde, manyetik nanopartikiiliin bir bagka yap1 igerisinde kapsiillendigi bir ¢ekirdek-kabuk
stratejisi kullanmak biyouyumluluk, monodispersite, kararlilik ve biyomateryal kullanimi1
durumunda gerekli olabilecek -COOH gibi gruplar i¢in fonksiyonellestime imkani saglar
(Rocha-Santos, 2014). Ozellikle bu amagla, giimiisiin (Ag) metaller arasindaki en iyi iletken
oldugu  bilgisiyle (Kraus, 1922) Ag nanopartikiiller, biyosensorlerdeki altin
nanopartikiillerden daha verimli sekilde elektron transferini kolaylastirabilir (Ren vd.,
2005).
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1.6.1.2. Tek Boyutlu (1D) Nanomalzemeler

Tek boyutlu (1D) nanomalzemelere Ornekler ise nanocubuklar, nanoteller ve
nanotuplerdir. Bu nanomalzemeler nanoelektronikte, nanosistemlerde, nanokompozitlerde,
nanoaygitlarda, alternatif enerji kaynaklarinda ve ulusal gilivenlik alanlarinda oldukga

yaygin olarak kullanilmaktadir (Sajanlal vd., 2011).

Biyoalgilama alaninda yapilan son g¢alismalar 1D nano yapilar arasinda Ozellikle
nanotellerin olduk¢a ilgi ¢ekici oldugunu gostermektedir. Nanotellerin temel avantaji
yiksek duyarliktir ve yiizeyinde gergeklestirilecek islemlerle kolayca degistirilebilir
Ozellikleridir. Bu nedenle biyosensorler, numunede ¢ok kiigiik miktarlarda hedef molekail
bulundugunda bile sinyal iiretebilir. Nanotellerin diger bir avantaji, diisiik maliyet ile tek bir
nanotel yapisinda birden fazla materyalin segment olarak kullanilmasidir. Bu, sinyal
artirmmyla birlikte ¢oklu algilama imkan1 da saglamaktadir. Bu 6zellikler nanotelleri,
biyosensor cihazlarinda kullanildiginda muadilleri olan karbon nanotiiplere (CNT) gore
daha avantajli kilmaktadir. Sentez sirasinda kosullar degistirilerek, malzeme 6zellikleri daha
hassas bir sekilde kontrol edilebilir ve nanotellerin disinda dogal olarak olusan oksit
tabakasi1 fonksiyonellestirme ile 6nlenebilir. Co veya Ni gibi ferromanyetik elementlerden
yapilmis kalip fabrikasyon nanotellerin manyetik 6zelliklerine genis en-boy oranlarindan
dolay1 sekil anizotropisi (es yOnsiizliik) hakimdir. Sahip olduklar1 yiiksek manyetizasyon
yetenekleri, nanotellerin sulu ¢ozeltilerini de yiksek derecede yonlendirilebilir ve kiicuk ve
harici manyetik alanlarla dahi kolayca manipdile edilebilir hale getirir. Ek olarak, nanoteller

fonksiyonellestirilebilir ve modifiye edilebilirler (Herndndez-Vélez, 2006).

Genel olarak, bu tiir nanoyapilar iki yontemle hazirlanabilir: IIki, kiiciik boyutlu
yapilarin kendiliginden birleserek daha biiylik yapilar1 olusturdugu "asagidan yukariya"
yaklasgimidir. Digeri, ¢ok islevli nano 6lgekli yapilar tiretmek igin biiyiik sistemlerin daha
kiiclik boyutlara indirgendigi "yukaridan agagiya" yaklasimidir. 1D nano yapilar olusturmak
icin iyi bir yontem boyutlarin, Ozelliklerin ve morfolojinin eszamanli kontroliinii
saglamalidir (Yogeswaran ve Chen, 2008). Son yillarda metalik nanoteller kalip-yonelmeli
elektro-biriktirme, kimyasal metotlar veya kimyasal buhar biriktirmesi gibi birgok teknik
kullanilarak tretilmektedir. Nanotellerin kalip-y6nelmeli elektro-birikimi, sadece birikim

parametreleri degistirilerek nanotellerin boyut, ¢ap ve yogunluklarinin kontroliinii miimkiin
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kildigr i¢in giinimiizde oldukca 1ilgi c¢ekmektedir. Ayrica bu ydntem kompleks

enstriimanlarin kullanimin1 da gerektirmemektedir (Garcia vd., 2014).

1.6.1.3. iki Boyutlu (2D) Nanomalzemeler

2D malzemeler nano boyuttaki film ve kaplamalardir. GlinUmuzde 2D malzemeler
giderek onem kazanmakta ve kullanim alanlar1 artmaktadir. 2D malzemelerin kesfi grafen
ile baslamistir ve sonrasinda bor nitriir ve molibden disiilfiir gibi birgok malzeme
bulunmustur. Novoselov ve ¢alisma arkadaslarinin (2004) grafitten grafeni mekanik olarak
elde etmesinden bu yana 2D nanomalzemeler, giderek artan akademik ve endustriyel ilgiyi
cekmektedir (Sajanlal vd., 2011).

Grafen, yliksek mekanik mukavemet, yiksek termal kararlilik ve yiksek iletkenlik
gibi olagandis1 ozellikler gosteren tek atom kalinliginda ince bir tabakadir. Dahasi grafenin
fiziksel, optik ve elektronik oOzelliklerinin benzeri goriilmemis kombinasyonu, grafen
benzeri 2D nanomalzemeler olarak adlandirilan benzer katmanli yap1 6zelliklerine sahip
diger 2D nanomalzemelerin kesfini tesvik etmistir. 2D nanomalzemelerin olaganiistii
ozelliklerinden hareketle, mekanik soyma, kimyasal buhar biriktirme (CVD), kimyasal
sentez vb. gibi ¢esitli hazirlama yontemleri gelistirilmistir. Bu 2D nanomalzemeler, 6zellikle
yiiksek ve 0zgiil yiizey alanlar1 ve kolay fonksiyonellestirilme gibi 6zellikleri nedeniyle
biyosensorler alaninda ¢ok c¢esitli umut verici uygulamalara sahip olmustur. 2D gegis metal
dikalkojenit (GMDK) nanoyapilar ¢evresel ve biyolojik analizlerde, biyotipta, elektronik

cihazlarda ve hidrojen {iretiminde yaygin olarak uygulanmistir. (Li vd., 2016a).

1.6.1.4. Ug Boyutlu (3D) Nanomalzemeler

3D nanomalzemeler lif yapili, ¢ok katmanli ve polikristal malzemelerdir. 3D

nanomalzemeler son derece genis yiizey alani/hacim oranina sahip olmalar1 ve daha once
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diger boyutlu nanomalzemelerde de vurgulandig: gibi fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak
dikkate deger ozellikleri ve fonksiyonellestirilebilmeleri, biyouyumluluklart ve materyal
bilesimindeki cesitlilikleri nedeniyle doku miihendisligi, ila¢ salimi ve biyosensor
uygulamalarinda kapsamli bir sekilde calisiimakta ve kullanilmaktadir (Sajanlal vd., 2011).

1.7. Enzimler ve Enzim Temelli Biyosensorler

Enzimler, her tiir organizmanin hiicresel yolaklarindaki metabolik biyoreaksiyonlarin
biyokatalizini gergeklestiren karmasik biyomolekiillerdir. Enzimler, reaksiyonlar tarafindan
kalic1 olarak degistirilmeden veya tiiketilmeden ayrica tepkenler ve iirlinler arasindaki
kimyasal dengeyi bozmadan tepkimelerin aktivasyon enerjilerini disiirerek tepkime
hizlarimi  arttirirlar.  Modern analitik  bilimde enzimler biyotanima elemani olarak
elektroanalizde benzersiz ve biiyiileyici 6zelliklerinden dolay1 bir kilometre tasi olusturur

(Rodriguez-Delgado vd., 2015).

En yaygin olan glukoz biyosensoriiniin disinda laktat, piruvat, kolesterol, etanol,
kreatinin, glutamat, kolin, fenolik bilesikler ve asetilkolini tanimaya yonelik biyosensorler
de sadece klinik degil ayn1 zamanda gida ve ¢evre alanlarindaki uygulamalara yonelik ticari
olarak mevcuttur. Perde baskili elektrotlarin daha fazla gelistirilmesiyle enzim temelli
biyosensorler laboratuvar uygulamalarindan sonra marketlerde uygulama bulmaya

baslamustir (Arduini vd., 2016).

Enzimatik biyosensorlerin siniflandirilmasi iletilen sinyale bagli olarak optik,
piezoelektrik, termal/kalorimetrik veya elektrokimyasal olabilir. Bunlarin arasinda
elektrokimyasal enzim temelli biyosensorler, enzimlerin yiksek Kkatalitik aktivitesi,
seciciligi ve ayrica saflastirilmig enzimlerin ticari olarak temin edilebilirligi nedeniyle en
gelismis ve ticari olarak basarili biyoanalitik cihazlardandir. Elektrokimyasal enzim temelli
biyosensorlerin prensibi, genelde enzimatik kataliz yoluyla elektronlarin agiga ¢ikmasina
dayanir. Hedef analit, aktif elektrot ylizeyinde meydana gelen reaksiyonda yer alir ve bir
potansiyel olusturmak i¢in agiga ¢ikan elektronlar, olctlebilir bir sinyal vermek igin referans

elektrottan gecer (Rodriguez-Delgado, 2015). Bu cihaz turlerindeki ana prensip, bir redoks
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enzimi ile bir elektrot arasindaki iletisim olup, Resim 1.11’de ana hatlar1 verilen geleneksel
uc ana elektron transferi yolu seklindedir. Yani enzimatik biyosensorler ¢ nesil olarak
siniflandirilabilir. Birinci nesil enzimatik biyosensorler, elektron donori olarak oksijeni
kullanir ve azalan oksijeni veya serbest kalan H20'l algilar. Bu gruba giren oksidazlar
arasinda kolin oksidaz, piruvat oksidaz, laktat oksidaz ve glutamat oksidaz bulunur. Kolay
uygulanabilirlikleri, iyi stabilite ve duyarliklar1 nedeniyle enzimatik biyosensorler icin temel
olan uygulamadur. ikinci nesil biyosensorlerde bir araci (ferrosen tiirevleri, ferrosiyantr vb.)
kullanir ve bu nedenle oksijenden bagimsizdir. Araci, immobilizasyonunun zayif stabilitesi
ve olasi toksisitesi nedeniyle in vivo uygulamalarda daha az kullanilir. Uclincii nesil
biyosensorler, enzimin redoks merkezi ile elektrot arasinda dogrudan elektron aktariminin
gerceklestigi biyo-elektrokatalize dayanir. Aracisiz olmalari bakimindan ilk iki nesilden
daha istiindiir ve bu nedenle dogrudan elektron transfer (DET) biyosensorleri olarak da
adlandirilirlar (Tan vd., 2021).

Substrat Uriin Substrat Uriin Substrat Uriin
A B €
Enzim Enzim Enzim
0, H,0, M, Moy €
Elektrot Elektrot Elektrot
Birinci Nesil ikinci Nesil Ugiincii Nesil

Resim 1.11. Enzim biyosensorlerinin farkli nesillerinin sematik gosterimleri (Tan vd.,

2021).

Geleneksel enzim temelli biyosensorler smurlt duyarhiga, secicilige ve kararliliga
sahiptir. Bu nedenle biyosensorlerin  gelistirilmesine yonelik farkli  yaklagimlar
diistiniilmektedir. Biyosensorlerde umut vaat eden yeni bir yaklasim, benzersiz fiziksel ve
kimyasal Ozelliklere sahip ¢esitli tiirlerdeki nano olg¢ekli malzemelerin aktif algilama
materyali olarak kullanilmasidir (Arduini vd., 2016). Nanoteknolojideki son geligsmeler,
elektrokimyasal biyosensor uygulamalar1 i¢in yararli fonksiyonlara sahip ¢ok sayida yeni

malzeme ve istenen Ozelliklere sahip cihazlarin tasariminda gelecek vadeden yollar
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sunmustur. Nano sistemler, elektronlarin verimli taginmasi i¢in kullanilabilen en kiigiik
boyutlu yapilardir ve bu nedenle nano Slgekli cihazlarin islevi ve entegrasyonu igin kritik
Oneme sahiptirler. Biyosensorlerde nanomalzemeler duyarlik, tayin sinir1 (LOD), dogrusal
tayin aralig, segicilik, tekrar kullanilabilirlik, kararlilik, yanit siiresi vb. gibi biyosensorlerin
temel analitik 6zelliklerini gelistirmek i¢in kullanilir. Nanomalzemelerin 0zellikle yiksek
ylizey-hacim orani, sinyal ¢eviricinin duyarli ylzeyinde 6nemli bir artis ve daha etkili enzim
immobilizasyonu saglar. Ek olarak nanomalzemeler, biyosensorlere yiksek elektriksel
iletkenlik, manyetik ozellikler, katalitik aktivite vb. ozellikler saglar. Nanomalzemelerin
ylizeyleri, biyosensorlerde ve diger biyoteknolojik uygulamalarda biyomateryal ile etkilesim
icin gerekli olan farkli kimyasal gruplarla kolayca modifiye edilebilir (Kucherenko vd.,
2019).

Bir elektrokimyasal doniistiiriicii, biyomateryal immobilizasyonundan &nce
nanomalzemeler ile modifiye edilebilir veya biyoreseptér bileseni nanomalzemelere
immobilize edilip sinyal doniistiiriicii ylizeyine kompozit seklinde entegre edilebilir. Resim
1.12a’da gosterildigi gibi nanomalzemeler sabit veya degisken voltaj uygulanarak dogrudan
doniistiiriicti  ylizeyinde sentezlenir ve daha sonra enzimler nanomalzemeler Uzerine
immobilize edilir. Enzimler, karboksil (-COOH), amino (—NHy), tiyol (-SH), vb. gibi
bir¢ok islevsel gruba sahip oldugu i¢in nanometaryaller Uzerine kolayca immobilize
edilebilirler. Alternatif olarak, oncelikle nanomalzemeler sentezlenir ve sinyal cevirici
ylizeyine immobilizasyonundan 6nce enzim ¢dzeltisi ile karistirilir ve damlatma yontemi
gibi yontemlerle elektrotlarin modifikasyonu gergeklestirilir (Resim 1.12b) (Kucherenko
vd., 2019).

a) b)
nzim nzim/Nanomaterya %® ®&
Enzm m) L& G GGG GG Enzim/N :,lg&&&& ¢0¢

Nanomateryal ™ kompozit

&
Elek
B rreoror s |

Resim 1.12. a) Nanomalzeme ile modifiye edilmis elektroda enzim immobilizasyonu, b)

elektrodun enzim/nanomalzeme kompoziti ile modifikasyonu (Kucherenko vd., 2019).
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Nanomalzemelerin enzimatik biyosensorlerde uygulanmasmin sonuglari asagidaki
gibidir (Kerman vd., 2008):

e Enzimatik reaksiyonda agiga ¢ikan veya kullanilan elektronlarin, elektrot yuzeyi ile
enzim arasindaki transferinin arttirilmasi.

e Elektrot yuzeyine daha fazla miktarda enzim molekilinin immobilizasyonuna
olanak saglamasi.

¢ Enzimlerin kararliliginin artirilmasi.

¢ Ek kimyasal reaksiyonlarin katalizi.

1.8. Lakkaz Enzimi Hakkinda Genel Bilgiler

Yoshida (1883) Rhus vernicifera agacindan elde edilen kaugukta lakkazi ilk kez
tanimlayan kisidir. On yil sonra enzimin katalitik mekanizmasini bildiren Bertrand (1894)
tarafindan ilk kez izole edilmis ve saflastirilmistir. Bitkiler, mantarlar, prokaryotlar ve
eklem bacaklilardan izole edildiklerinden dolay1 lakkazlarin neredeyse her yerde bulunan
enzimler oldugu kabul edilmektedir (Giardina vd, 2010). Mantar kaynakli lakkazlarin ¢ogu,
pH 4.0 civarinda asidik izoelektrik nokta (pI) ile yaklasik 60-70 kDa'likk hiicre disi
monomerik kiresel proteinlerdir (Marques de Souza ve Peralta, 2003). Literaturdeki
caligmalar lakkazlarin yaygin olarak Trametes versicolor, Aspergillus oryzae, Coriolus
hirsutus, Cerrena unicolor, Pleurotus ostreatus, Rhus vernicifera'dan ticari olarak temin
edilebildigini bildirmektedir (Rivera-Hoyos vd., 2013).

Lakkazlarin c¢esitli endiistriyel sektorlerde kullanilan monofenoller, difenoller,
polifenoller, aminofenoller, metoksi fenoller gibi ¢ok ¢esitli fenolik bilesikleri, aromatik
aminleri ve askorbik asit gibi substratlar1 oksitleme kabiliyeti, bu enzimlerin biyoteknolojik
uygulamalardaki potansiyelini artwrmistir. Lakkaz, agartma ve lignini parcalamak i¢in
tekstil, kagit hamuru ve kagit endistrilerinde; boya giderimi ve atik su aritiminda; biyoyakit
hiicrelerinin gelistirilmesinde; gidalardaki ve ¢evre uygulamalarindaki fenolik bilesiklerin
saptanmasinda ve tibbi uygulamalar igin biyosensorlerin tasariminda yaygin olarak

kullanilmaktadir (Rivera-Hoyos vd., 2013).
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Piontek vd. (2002) Trametes versicolor fungusundan saflastirilan lakkaz enzimini
(TvL) kristalize etmisler ve yapisini aydinlatmiglardir. Bu kristalografik yapi dort bakir
atomunu ve bes farkli N-glikozilasyon bdlgesinde bulunan 7 adet N-asetil glukozamin
birimlerini gostermektedir. Resim 1.13’de bu enzimin 65 x 55 x 45 A boyutlarinda ii¢ adet
B-fic1 yapisinda kiimeye sahip oldugu goriilmektedir (Resim 1.13).

COOH

Resim 1.13. Trametes versicolor lakkazinin kiimelerini (D1: mavi, D2: kahverengi, D3:
yesil), bakir atomlarini (mavi kiireler), karbohidrat birimlerini ve disiilfit baglarini1 gésteren

iic boyutlu yapis1 (Piontek vd., 2002).

Lakkaz, bir oksidorediiktaz (EC 1.10.3.2) ve ayn1 zamanda mavi bakir protein olarak
ve hatta katalize edebildigi genis substrat gesitliligi nedeniyle bir polifenol oksidaz olarak
siiflandirilabilir. Lakkazlar, herhangi bir kofaktdr veya peroksit molekiilii gerektirmeden,
molekiler oksijenden suya dort elektronun aktarilmasiyla Dbirlikte substratlarin
ylikseltgenmesini gerceklestirebilen oksidatif enzimlerdir ve ¢ok sayida karmagsik organik ve
inorganik molekiilleri oksitledikleri i¢in dogada 6nemli bir rol oynarlar. Lakkazlar, orto ve
para difenolik bilesikler i¢in bir afiniteye sahiptir ve orto- ve para-substitiye mono- ve
polifenolik substratlarin hidroksil grubundan bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasini

katalize ederler. Katalitik aktivite igin, aktif protein birimi basina minimum dort Cu
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atomuna ihtiya¢ vardir. Bakir atomlariin {i¢ bolgesi [Tip 1 (T1), Tip 2 (T2) ve Tip 3 Cu
cifti (T3)], UV/gorinlr ve elektronik paramanyetik rezonans (EPR) spektroskopisi
kullanilarak ayirt edilebilir (Resim 1.14) (Rivera-Hoyos vd., 2013).

Resim 1.14. Trametes versicolor lakkazinin bakir baglanma bolgeleri. Bakir merkezleri
turuncu, L1, M2, L3 ve M4 sirasiyla pembe, yesil, mavi ve agik sar1 ile gosterilmektedir
(Sirim vd., 2011).

Bir Cys ve iki His ile bagli Tip I bakir bolgesi (T1) enzimin yogun mavi renginden
sorumludur, ~600 nm'de giclu bir absorpsiyona sahiptir ve Elektron Paramanyetik
Rezonans (EPR) ile saptanabilir. Iki His ile bagli Tip I bakir bélgesi (T2) gorinir
spektrumda absorpsiyon gdstermez (renksizdir) ancak saptanabilir EPR 6zelligi vardir. Tip
III bakir bolgesi, spektroskopik olarak karakterize edilen bir ¢ift anti-ferromanyetik olarak
baglanmis bakir atomundan (her biri ti¢ His ile bagli) olusur (Madhavi ve Lele, 2009).
Lakkaz biyokatalizi, enzimin molekiiler oksijen varliginda oksitlenmesi sonucu meydana
gelir (Bento vd., 2005). Bu mekanizma, bakir atomlar1 ile gerceklesmektedir ve Lee vd.
(2002) tarafindan gosterilmistir (Resim 1.15).
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55555

Substrat
(Yikseltgenmis)

Resim 1.15. Lakkazin kataliz reaksiyonunun basitlestirilmis bir mekanizmasi (Sirim vd.,
2011, Rodriguez-Delgado vd., 2015).

Lakkaz enziminin elektrokatalitik mekanizmasi, T1 bolgesinin Cu atomu tarafindan
substrattan bir elektron alinmasiyla baslar ve boylece T1 bolgesi indirgenmis, substrat da
yukseltgenmis olur. Ardindan indirgenmis T1 bolgesinden, T2 ve T3 bakir bolgelerine
elektron transferi gergeklesir. T3 bakirmin gorevi, T2 bakirmin varliginin gerekli oldugu
aerobik oksidasyon isleminde iki elektronu kabul etmektir. Oksijenin suya indirgenmesi T2
ve T3 kiimesinde gergeklesir (Rodriguez-Delgado vd., 2015). Lakkaz enzimlerinin
enzimatik reaksiyonu “iki-bolge Ping-Pong Bi-Bi” reaksiyon mekanizmasina gore
gerceklestirdikleri  bildirilmistir. Enzime yeni bir substrat baglanmadan {riinler
salinmaktadir (Alcalde, 2007).

1.8.1. Lakkaz Temelli Amperometrik Biyosensorler

Lakkaz temelli biyosensorlerin bircok avantaji vardir. Yardimci substrat olarak
H202’e ve tirozinaz ve peroksidazlarin aksine katalizi i¢in herhangi bir kofaktore ihtiyag
duymayan bu biyosensdrlerin tasarimi da basittir. Enzim temelli biyosensorlerde analit
ortaminda ¢ok kii¢iik miktarlarda bulunan girisim yapan maddelerin etkisi, substrat

spesifikliginden dolay1 lakkaz biyosensorleri i¢in olduk¢a azdir. Ayrica, katalizin
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gerceklesmesi i¢in gerekli olan molekiiler oksijen, ¢ozelti ortaminda mevcuttur (Rodriguez-

Delgado vd., 2015).

Polifenolik bilesiklerin O6l¢timii, enzimatik reaksiyonun friinleri olarak Gretilen
kinonlarin indirgenme akiminin izlenmesine veya enzimin hedef analit tarafindan inhibe
edilmesine dayanir. Bir enzimatik biyosensor ile bir numunenin (gida, ¢evresel, farmasdtik
veya klinik) analizinde az miktarda substrattan olasi en biyiik Olgtlebilir bir sinyalin
dretilmesi Ozellikle arzu edilir. Lakkaz temelli bir biyosensoriin tasariminda maksimum
verime ulasmak i¢in en Onemli etken elektrokimyasal teknigin se¢imidir. Elektroanalitik
uygulamalar i¢in kullanilan her teknigin kendine 6zgii avantajlar1 ve 6zellikleri vardir ancak
basitligi ve yiiksek duyarligi nedeniyle amperometri en ¢ok kullanilan tekniktir.
Amperometrik biyosensorler, potansiyelin zamanin bir fonksiyonu olarak sabit tutuldugu
ozel bir voltametrik sensor siniflandirmasidir. Uygun potansiyelde, elektrot ylzeyinde
redoks tiirlerinin oksidasyonu veya indirgenmesi ile lretilen akim olgiiliir (Chawla vd.,
2012a). Gozlemlenen akimin, elektroaktif tiirlerin derisimi ile dogrusal bir iliskisi vardir.
Kisaca istenen potansiyel, amperometrik Ol¢iim sirasinda ihmal edilebilir kapasitif ic
akiminda (I¢) sabitlenir bu da arka plan sinyalini en aza indirir ve duyarhig: blyik 6lglde
gelistirir. Oksidorediktaz enzimi ve amperometrik sinyal ceviricilerin kombinasyonu
oldukea sik ¢alisilan enzimatik elektrot kavramidir. Lakkaz temelli biyosensorler, elektrot
ve enzim arasinda dogrudan elektron transferinin meydana geldigi Gg¢tncl nesil tiptedir. Bu
baglamda lakkazin diger enzimlere gore ek kofaktorler olmadan elektron transfer
reaksiyonlarmi katalizleme yetenegi, molekiiler oksijen varliginda fenolleri ve o, m, p-
benzendiolleri oksitleme yetenegi ve yiiksek stabilitesi onu biyoalgilama uygulamalari i¢in

giiclii ve popiiler bir aday yapmaktadir (Yashas vd., 2018).

Biyoalgilama verimi igin uygun elektrokimyasal analiz yonteminin segimiyle birlikte,
verimin lakkaz temelli biyosensorlerin elektroaktif ylzeyinde meydana gelen enzimatik
reaksiyona bagli olmasindan dolayi, immobilizasyon stratejileri ve nanomalzemelerin
secimi de kilit noktadir. Etkili bir immobilizasyon yontemi, biyosensoriin uzun sureli
kullanimi, uzun siireli depolama 6mrii ve calisma stabilitesi agisindan oldukca dnemlidir.
Ideal destek materyali inert, stabil ve mekanik kuvvetlere kars1 dayanikli olmalidir. Sekil,
dagilim, gozenek boyutu ve yiizey alanin1 dikkate almak dnemlidir. Bir enzimin kararliligi,
seciciligi ve aktivitesi, immobilizasyon tekniklerinin uygun destek se¢imi ile

birlestirilmesiyle gelistirilir.
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Immobilizasyon ydnteminin segimi biyolojik materyalin yapisina ve uygulamasina
baghdir. Biyoalgilama uygulamalar1 i¢in kullanilan sinyal doniistiiriici tipini, analitin
fizikokimyasal 0zelliklerini ve biyosensoriin ¢alisacagi ¢alisma kosullarini hesaba katmak
gerekir; tim bu hususlar, biyolojik elementin maksimum aktivite sergilemesine izin verecek
ve cihazin stabilitesine ve yeniden kullanilabilirligine yardimc1 olacaktir. Biyosensorlerdeki
yaygin lakkaz immobilizasyon yontemleri kovalent baglanma, adsorpsiyon, ¢capraz baglama,

kapsiilleme ve tutuklamadir (Sekil 1.8).

Kovalent baglanma, destek materyalindeki gruplarin kimyasal aktivasyonuna dayanir
ve bu gruplar enzimdeki aktif bolgenin digindaki fonksiyonel gruplarla reaksiyona girerler.
Bu yontem yiiksek stabilite sunar ve enzimin sicaklik, pH ve diger kosullarin etkilerine karsi

bir miktar direng gostermesine izin verir.

Adsorpsiyon basit, diisiik maliyetli ve hizli bir immobilizasyon yontemidir. Enzim,
van der Waals ve hidrojen baglar1 gibi iyonik etkilesimler veya zayif kuvvetler yoluyla

destek materyaline baglanir.

Capraz baglama yonteminde, enzim molekiilleri arasinda molekiil i¢i baglar
olusturmak i¢in ¢ift islevli reaktifler kullanir. Bu ¢apraz baglayicilar arasinda dialdehitler,
diiminoesterler, diizosiyanatlar ve karbodiimid tarafindan aktivasyon s6z konusudur. Bu tiir
immobilizasyonda olusan gapraz baglanmis enzim, u¢ pH ve sicaklik kosullarina karsi

direnclidir. Bununla birlikte, bu yéntemde biiyiik miktarlarda enzime ihtiyag vardir.

Kapsillemede, enzim, polimer gibi yar1 gegirgen bir malzemeden yapilmis mikro
boyutlu kiirelerin ¢ekirdegi iginde sinirlandirilir. Tutuklama yodnteminde ise biyoaktif
madde, bir monomer c¢ozeltisi ile karistirllir ve daha sonra polimerize edilir. Boylece

biyomateryal, polimerik jel icinde hapsedilir (Rodriguez-Delgado vd., 2015).
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Sekil 1.8. Immobilizasyon ydntemleri.

1.9. Polifenoller Hakkinda Temel Bilgiler

Gida ve bitkilerdeki fenolik gruplari igeren bilesikler, antiinflamatuar, antihistaminik,
antioksidan ve antikanser aktiviteleri nedeniyle insan sagligina faydalidir ve bu nedenle
serbest radikalleri yok etmek ve kardiyovaskiiler hastaliklardan korunmak ig¢in giinliik
olarak kuciik miktarlarda tuketilmeleri 6nerilir (Gamella vd., 2006). Biyolojik olarak aktif
fenolik bilesikler arasinda norolojik siireglerle baglantili olan katekolaminler (6rnegin
dopamin) bulunur. Fenolik bilesiklerle ilgili bir diger konu ise c¢evresel bir bakis acisiyla
ortaya cikmaktadir. Petrokimya iirlinleri, boyalar, tekstil iiriinleri, eczacilik iiriinleri ve
plastikler dahil olmak iizere endiistriyel atik kaynaklarinda fenolik bilesiklerle
karsilagilmaktadir (Annachhatre ve Gheewala, 1996).

Polifenollerin tayini icin kapiler elektroforez, spektrofotometri, kemilliminesans ve
kromatografi gibi ¢esitli geleneksel analitik yontemler kullanilir (Ropero vd., 2008). Bu
teknikler zahmetli ve kapsamli numune hazirlama protokollerini igerir, biliyiik miktarda
kimyasal tiketir, analiz i¢in uzman operator gerektirir ve saha analizinde kullanim igin

uygun degildir. Sayilan tiim dezavantajlarin 6niine ge¢ebilmek i¢in alternatif bir yol, yiiksek
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duyarlik ve secicilik sunan, diisiik maliyetle tasarlanabilen elektrokimyasal biyosensorlerin

kullanilmasidir (Cajthaml vd., 2009; Ropero vd., 2008).

Lakkaz ve fenolik substratlar arasindaki oksidatif reaksiyon, fenolik bilesiklerin
oksidasyonunu ve O2'in suya indirgenmesini saglar ve boylece dlgiilebilir bir elektrik sinyali
olusur. Ayrica enzimin redoks-aktif bolgesi ile elektrot arasindaki elektron transferinin
verimliligini artirmak (zere uygun enzim immobilizasyonu teknikleri ile duyarlik, tayin
sinirt (LOD), dogrusal tayin araligi, segicilik, tekrar tretilebilirlik, kararlhilik, yanit siiresi
gibi biyosensorlerin temel analitik 6zelliklerini iyilestirmek igin ¢esitli nanomalzemeler

gelistirilmistir (Zhang vd., 2020a).

1.9.1. Katekol

Pirokatekol veya 1,2-dihidroksibenzen olarak da bilinen katekol toksik bir organik

bilesiktir. Ug izomerik benzendiollin orto izomeridir (Resim 1.16).

OH

OH

Resim 1.16. Katekoliin kimyasal yapist

Son yillarda ahsap koruyuculari, tekstil {riinleri, yiizey aktif maddeler, regineler,
herbisitler ve pestisitler gibi tirlinleri igceren ¢esitli endiistrilerde fenolik bilesiklerin yaygin
olarak kullanilmasi nedeniyle g¢evresel ve toksikolojik sorunlar da artmaktadir. Fenolik
bilesiklerden katekol, boyalar, bocek ilaglari, farmasotikler, kozmetikler ve benzeri cesitli
endiistrilerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Karami ve Taher, 2019). Katekol,
ateroskleroz, kardiyovaskiiler, Parkinson, Alzheimer ve kanser gibi cesitli patofizyolojik

hastaliklara sebep olmaktadir. Ekolojik sistemdeki yiiksek toksisitesi ve diislik
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pargalanabilirligi nedeniyle 6nemli bir gevresel kirletici olarak kabul edilmistir. Bu nedenle,
katekol tayini icin duyarli, hizli, kolay ve diisiik maliyetli bir yontem gelistirmek 6nemlidir.
Katekol, mikemmel bir elektrokimyasal aktiviteye sahiptir. Bu nedenle katekol gibi fenolik
bilesiklerin tayini icin geleneksel analitik yontemlerden ziyade -elektrokimyasal
biyosensorler oldukea ilgi cekmektedir. Ozellikle gida ve ¢evre numunelerinde katekoliin

tayini i¢in amperometrik biyosensorler gelistirilmektedir (Sadeghi vd., 2015).
1.9.2. Dopamin

Dopamin (DA), 3,4-dihidroksifenetilamin, hiicreler arasindaki iletimde gorevli ve

insan viicudunda bulunan bir katekolamin ndrotransmiterdir (Resim 1.17).
HO
Resim 1.17. Dopaminin kimyasal yapisi

Dopamin, biyojenik amin sinifina ait bir birincil amindir ve merkezi sinir, bdbrek,
hormonal, kardiyovaskiiler ve endokrin sistemlerin isleyisinde énemli bir rol oynar. insan
viicudundaki diisiik dopamin seviyesi, Parkinson, sizofreni ve Huntington hastaliklarinin
gelisimine sebep olmaktadir (Wardak vd., 2020). Dopamin normalde idrarda 0.3-2.6
uM/giin, kanda ise 0.2-0.4 pg/mL derisimlerinde bulunur ve meydana gelecek degisiklikler,
yukarida bahsedilen hastaliklarla iligkili olabilecek paroksismal veya kalic1 hipertansiyona
neden olabilir. Dopamin 6l¢iimii genellikle sivi kromatografi ve kapiler elektroforez gibi
geleneksel analitik tekniklerle gergeklestirilir. Diisiik tayin sinirlarina ragmen, bu tekniklerin
biiylik ekipman ve uzun analiz siireleri gibi baz1 6nemli sinirlamalar1 vardir. Bu nedenlerden
dolay1 bu biyobelirtecin daha hizli ve daha uygun tayini i¢in biyosensorlerin gelistirilmesi
cok Onemlidir. Enzim modifiye c¢alisma elektrodu ile referans elektrot arasina bir
indirgenme potansiyelinin uygulandig1 amperometri temelli dopamin tayini oldukca spesifik

bir yéntemdir (Rubio-Govea vd., 2020).
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1.9.3. (-)-Epikatesin

(-)-Epikatesin (flavon-3-ol), flavonoidlerin bir alt smifi olan flavanol grubuna aittir
(Resim 1.18) ve yesil cay, Uzim ve kakaoda bulunur. Rein vd. (2000) insan plazmasindaki
farkli (-)-epikatesin derisimlerinin antioksidan etkisini belirlemekle beraber, birgok
aragtirmaci, (-)-epikatesince zengin yesil ¢aym insanda in vivo trombosit antiagregasyon
etkisi gosterebildigini rapor etmislerdir (Del Rio vd., 2013). Flavonoidler, bitkilerin ikincil
metabolizmalarinin iriinleri olarak Uretilen genis bir polifenolik bilesik grubudur. Simdiye
kadar, yaklasik 20.000 flavonoid yapist tanimlanmistir (Buckingham ve Munasinghe, 2015),
bu da flavonoidleri bilinen en zengin dogal polifenolik madde sinifi haline getirmektedir.
Bitkilerdeki rolleri; gesitli stres faktorlerinden (6rnegin ultraviyole 1sik, toksinler veya
oksidatif stres) korunma, sinyal iletimi, ¢icek ve meyvelerin renk ve aromasinin
modiilasyonu ve c¢evredeki bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalarla etkilesimdir.
Bitkilerdeki islevlerine ek olarak flavonoidler, hayvanlarda ve insanlarda metabolik ve
fizyolojik strecleri 6nemli 6l¢ide etkileyen cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir. Son yirmi
yilda yapilan ¢ok sayida calisma, (-)-epikatesin dahil olmak ftizere yiiksek flavan-3-ol
allmmin kardiyovaskiiler hastaliklara ve metabolik bozukluklara karst koruma
saglayabilecegini gostermistir. Ayrica, birka¢ epidemiyolojik ve klinik ¢alisma, (-)-
epikatesin iceren gidalarin kan basimncimi diisiirme kapasitesini belirlemistir (Bernatova,
2018; Buckingham ve Munasinghe, 2015). Bu sebeple (-)-epikatesin tayini igin

elektrokimyasal biyosensor sistemlerinin gelistirilmesi oldukca 6nemlidir.

OH

OH

HO. (o] o

A.,,,IIOH

OH

Resim 1.18. (-)-Epikatesinin kimyasal yapisi.
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2. KAYNAK OZETLERI

Literatiir arastirmasinda, 2001 yilindan bu yana lakkaz temelli biyosensorlerin
gelistirilmesindeki  bilimsel iiretimin  6nemli  Olgliide  biyiidigi — gorilmektedir.
Kargilagtirmalar sonucu, lakkaz temelli optik ve termal biyosensorlerin elektrokimyasal
biyosensorlere kiyasla daha az 1ilgi gormekte oldugu sdylenebilir. Ayrica yapilan
caligmalarda en ¢ok kullanilan immobilizasyon tekniginin kovalent baglama, en ¢ok
kullanilan nanomalzemelerin de karbon temelli nanomalzemeler oldugu tespit edilmistir.
Elektrokimyasal teknikler, lakkaz temelli biyosensorler acisindan en c¢ok caligilan tekniktir

ve bunlarin arasinda en fazla ilgiyi goren elektrokimyasal teknik ise amperometri teknigidir.

2.1. Katekol Tayini Calismalari

Fu vd. (2015) giimiis nanopartikiiller (AgNPs) iceren karboksimetil seltiloz (CMC) ile
modifiye edilmis elektrospun seliiloz nano lifleri hazirlamislar ve lakkazi elektrostatik
etkilesimler ile bu nanokompozite immobilize etmislerdir. Seliiloz nanolifler, elektro-egirme
teknigi kullanilarak deasetilasyon kombinasyonu ile hazirlanmistir. Dongiisel voltametri
deneyleri ile, AgNPs-CMC/seluloz nanoliflere lakkazin immobilizasyonunun gergeklestigini
ve lakkaz ile elektrot arasindaki dogrudan elektron transferinin kolaylastigin
bildirmislerdir. Lakkaz/AgNPs-CMC/seliiloz/camsi karbon elektrot, 1.64 uM (S/N=3) tayin
smirt ve 4.98 pM-3.65 mM arasinda genis bir dogrusal araligin yani sira 1iyi

tekrarlanabilirlik, yeniden tiretilebilirlik, kararlilik ve secicilik 6zelliklerini sergilemistir.

Sadeghi vd. (2015) sunduklari ¢aligmada katekol i¢in Paraconiothyrium variabile
kaynagindan saflastirilan lakkaz ile yeni bir biyosensor gelistirmislerdir. Saflagtirilmig
enzim, karbon pasta elektrot yiizeyinde tek adiml bir elektrobiriktirme ile ¢apraz baglama
reaktiflerini  gerektirmeyen FesOas/polianilin/kitosan (FesO4/PANI/CS) biyokompozit
matriks  filmi  igerisinde  tutuklanmistir.  Olusturulan  biyokompozit tabakasinin
karakterizasyonunu, taramali elektron mikroskobu (SEM), elektrokimyasal empedans

spektroskopisi (EIS) ve dongiisel voltametri (CV) ile gergeklestirmislerdir. Amperometri
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yontemiyle biyokompozit bilesimi, enzim miktari ve ¢ozelti pH'ina gore optimize edilen
biyosensor, katekol icin 0.5-80 uM arasinda dogrusal bir derisim araligi ve 0.4 uM'lik bir
tayin sinir1 sergilemistir. Arastiricilar tasarlanan biyosensoriin ¢ay yapragi orneklerinde

katekol tayini i¢in uygulanabilirligini rapor etmislerdir.

Romero-Arcos vd. (2016) tarafindan sol-jel yontemi ile sentezlenen TiO.’e lakkazin
immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Bu yontem iki farkli biyosensor (TiO2/Lakkaz ve
TiO2/NAF/Lakkaz) gelistirmek i¢in kullanilmis ve bu iki farkli elektrot katekoliin tayini igin
NAF/Lakkaz sistemiyle karsilastirilmistir. Elektrotlarin elektrokimyasal davranisi, EIS ve
CV kullanilarak incelenmistir. TiO2/NAF/Lakkaz temelli biyosensoriin, 22 ginluk bir
stirenin ardindan duyarlik, kararlilik ve tayin sinir1 agisindan 1yi elektrokimyasal ozellikler

sundugu bildirilmistir.

Sarika vd. (2017) sulu ¢ozeltilerde katekol analizi i¢in lakkaz temelli NiO ve a-Fe.O3
nanokompoziti ile modifiye karbon pasta elektrotlara dayali amperometrik biyosensor
tasarlamiglar ve biyosensoriin performansint CV  ve EIS tekniklerini kullanarak
degerlendirmislerdir. Biyosensoriin yanitinin 6 saniye i¢inde kararli hal durumuna ulastigini

ve 0.95 puM tayin sinir1 ile 1.415 AMcm duyarliga sahip oldugunu bildirmislerdir.

Palanisamy vd. (2017) c¢alismalarinda katekoliin tayini icin grafen-seliiloz
mikrofiberler (GR-CMF) iizerine immobilize lakkaz temelli perde baskili elektrot iceren bir
biyosensor tasarlamislardir. CV sonuglar1 ile lakkaz immobilize GR-CMF ile modifiye
perde baskili elektrotlari, GR-CMF kompoziti ile modifiye edilmis perde baskili elektrotlar
ile karsilastirmislar ve katekole kars1 7 kat daha yiiksek katalitik aktiviteye sahip oldugunu
gostermiglerdir. Optimize kosullar altinda, katekoliin nicel tayini igin amperometrik i-t
yontemi kullanilmis ve biyosensoriin duyarligi, cevap siiresi ve tayin smiri1 degerleri

sirastyla 0.932 pMpA tcm™2, 2 saniye ve 0.085 uM olarak bildirilmistir.

Zheng vd. (2018) sunduklari ¢alismada setiltrimetilamonyum  bromiir-
polivinilpirolidon-sikloheksan-etanol-su vezikul-mikroemulsiyon kompozit agregasyonunu
basit bir solvotermal yolla sablon olarak kullanarak c¢igek sekilli kabuk-cekirdek SiO»
nanokdrelerini (FYSSns) sentezlemislerdir. FYSSn’ler sirali radyal mezokanallar (~7 nm),
biiylik bosluklar (100-120 nm) ve ince silika kabuklar1 (20—30 nm) ile ¢icek seklinde (260—
320 nm) olan cekirdek-kabuk yapilar1 sergilemistir. Arastiricilar lakkaz immobilizasyonu

icin destek materyali olarak kullanilan FYSSn'lerin katekol tayini igin elektrokimyasal
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biyosensor uygulamalarinda kullabilirligini arastirmislardir. Optimize edilmis kosullar
altinda biyosensorin 12.5-450 uM katekol derisimi araliginda genis dogrusal aralik ve 1.6
uM'lik diisiik tayin sinir1 gosterdigini bildirmislerdir. Biyosensoriin bu performansinin,
FYSSn'lerin genis spesifik yiizey alani ve mezokanal yapisi gibi avantajlarina bagh

olabilecegini ifade etmislerdir.

Zhang vd. (2020a) katekoliin tayini icin MoS; nanotabakalar ve Au nanopartikdller ile
hazirladiklart  nanokompozitleri kullanarak yeni bir lakkaz temelli biyosensor
tasarlamiglardir. Deneysel sonuglarda, MoS2'lin genis 06zgiil ylizey alanmna, 1iyi
biyouyumluluga sahip oldugunu ve lakkazin immobilizasyonu i¢in genis ylizey alani
sagladigint gostermislerdir. Ayrica altin nanopartikiiller, MoS>'iin iletkenligini artirmis ve
biyosensoriin  algilama duyarligin1  gelistirmistir. MoS2 nanotabakalar ve altin
nanopartikiillerin kompozit olarak hazirlanmasi, lakkaz temelli biyoelektrodun 2 uM
(S/N=3) tayin sinir1 ile 2-2000 pM derisimleri araliginda katekollin, DPV teknigi ile tayin
edilmesini miimkiin kilmistir. Biyosensoriin segiciligi i¢in  AuNPs-MoS-Lac/GCE ile

katekoliin ve katekole benzer kimyasal yapilarin amperometrik yanitlar1 arastirilmistir.

Castrovilli vd. (2020) lakkaz enziminin siyah karbon nanopartikiller (carbon black)
ile modifiye edilmis perde baskili elektrotlar {izerine immobilizasyonu icin elektrosprey
yontemini kullanmislardir. Sonuglarda, lakkaz enziminin elektrosprey iyonizasyon
stirecinden ve biriktirilmesinden sonra aktivitesini stirdiirdiigiinii ve biyosensorin depolama
(oda sicakliginda 3 aya kadar) ve c¢alisma (aym elektrotta 25 Ol¢iime kadar) agisindan
yiiksek performans gosterdigini bildirmislerdir. Lakkaz temelli biyosensoriin kursun,
kadmiyum, atrazin ve paraokson girisimi olmaksizin 2.0 pM tayin smuri ile 2.5-50 puM
dogrusal araliginda katekol tayini i¢in igme suyu ve atik sularda uygulanabilir oldugu

gosterilmistir.

Liu vd. (2020) yeni bir aloe vera benzeri 3D Au-ZnO nanokompoziti ile ITO
elektrotlar1 modifiye etmisler ve sularda katekoliin gergek zamanli tayinini
gerceklestirmiglerdir. ZnO zayif elektriksel iletkenlige sahip oldugu icin Au
nanopartikullerini  Au-ZnO mikro/nanoyapilart olusturmak i¢in ZnO dizilerinde
biriktirmislerdir. Genis bir spesifik alana sahip aloe vera benzeri ZnO ve yiiksek iletkenlige
sahip Au nanopartikiller ile enzimatik reaksiyonlarda hem ylksek elektrokataliz hem de
hizli elektron transferi goézlemlemiglerdir. Lakkaz immobilizasyonundan sonra hazirlanan

biyosensoriin, diger dihidroksibenzenler ve fenollerin bulundugu ortamda 131 pAmM™lik

49



yuksek duyarliga ve ayrica 75 nM—1100 uM derisimleri arasinda son derece genis bir
dogrusal araliga ve ultra diislik tayin siira (25 nM) sahip spesifik bir tanima sergiledigini
bildirmislerdir. Ek olarak, gercek g6l numunelerinde katekol tayini icin deneyler

gerceklestirmislerdir.

Cevher vd. (2021) caligmalarinda yeni bir monomerin (6,9-bis(4-heksiltiofen-2-il)-
11H-indeno[2,1-b]kinoksalin-11-on (M1)) sentezini ve karakterizasyonunu bildirmisler ve
bu monomeri elektrot yiizeyinde elektrokimyasal olarak polimerize ederek (PM1) lakkazin
immobilizasyonu i¢in bir algilama platformu olarak kullanmislardir. PM1/Lakkaz’1n,
amperometrik yontemlerle su numunelerinde katekol tayini i¢in yeni bir algilama platformu
olarak ilk kez arastirildigini bildirmislerdir. Optimize edilmis kosullar altinda, 0.005-0.175
mM derisimleri arasinda dogrusal araliga sahip biyosensoriin, 9.86 uM tayin sinir1 ve 153.6
pAmMem? degerindeki yiiksek duyarlik ile iyi stabilite ve segicilik sergiledigini rapor

etmislerdir.

Chandran vd. (2021) calismalarinda lakkazin immobilizasyonu i¢in Au/Mxene
nanokompozitini kullanmiglar ve katekol tayini i¢in camsi karbon elektrot (GCE) ylzeyini
modifiye etmislerdir. Au nanopartikillerinin biyouyumlu yizeyinin adsorbe edilmis
enzimin biyolojik elektrokatalitik aktivitesini korumasina izin verdigini ve ayrica
elektronlarin elektrot yiizeyine ulasimii kolaylastirdigini  bildirmislerdir. Katekolln
Lakkaz/Au/MXene/GCE elektrotu ile elektrokimyasal oksidasyonu, 0.05-0.15 uM katekol
derisimi araliginda, 0.05 mA/uM'lik nispeten ylksek bir duyarlik ve 0.05 pM'lik bir tayin
sinir1 ile iyi kararlilik ve tekrarlanabilirlik sergiledigini rapor etmislerdir. Bu nedenle,
Lakkaz/Au/MXene/GCE biyosensoriiniin, ¢evre kirliligini en aza indirmek igin endiistriyel
atik sularinda ve su kaynaklarinda katekoliin tayini igin potansiyel bir sistem oldugunu rapor

etmislerdir.

Amorim vd. (2021) ilk kez, Rhus vernificera lakkazinin kaju sakizi (gum)
nanopartikillerine immobilizasyonunu ve bu sistemin katekolin tayini icin bir
elektrokimyasal biyosensoriin tasarimi ve gelistirilmesinde biyolojik algilama eleman
olarak  kullanilabilirligini  bildirmislerdir. ~ Lakkaz-kaju sakizi  nanopartikiillerini
nanog¢Oktiirme yontemiyle hazirlamislardir. Enzimatik nanopartikiillerin hazirlanmasinda
dogal bir iirliniin kullanilmasinin avantajini, sentezinin kolay olmasi ve immobilizasyon
veriminin yiiksek olmasi seklinde vurgulamislardir. Katekol tayini igin bir amperometrik

biyosensoriin gelistirilmesinde biyo-tabaka olarak basariyla uygulanan bu biyosensor, diisiik
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tepki siresi (6 saniye), iyi duyarlik (7.86 pAuM tcm™2), genis lineer aralik (0.25-200 puM)

ve tayin sinir1 (50 nM) gostermistir.

Nochit vd. (2021) tarafindan atik sularda katekol tayinine yonelik ¢ok duvarl karbon
nanotiip kagit tabanli (MWCNT-ePAD) elektrokimyasal algilamaya dayali yeni bir platform
gelistirilmislerdir. ePAD (elektrokimyasal kagit temelli cihaz), kromatografi kagidi {izerinde
dretilmistir ve galisma elektrodu ve karsit elektrot olarak grafit miirekkebi kullanilmistir.
Referans elektrodu olarak Ag/AgCl kullanilmistir. MWCNT-ePAD biyosensorinin fenolik
bilesiklere karst duyarlifi, ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin calisma elektrodu iizerine
modifiye edilmesi ile gelistirilmis ve fenolik bilesiklerin enzim katalizli reaksiyon
urinlerinin  tayini  kronoamperometri ile yapilmistir. Arastiricilar  MWCNT-ePAD
biyosensoriinid, 0.25 mg/L'lik bir tayin sinir1 ile 0.8 ila 3.0 mg/L derisimleri arasinda
katekoliin  tayini i¢in  kullanmiglardir. MWCNT-ePAD  biyosensoruniin  tekrar
iretilebilirligini ve kullanim 6mriiniindn 30 giinden fazla oldugunu rapor etmislerdir. Ek
olarak, gelistirilen biyosensorii, Folin-Ciocalteu yontemine kiyasla tutarli sonuglarla atik

sudaki katekoliin tayini i¢in kullanmiglardr.

2.2. Dopamin Tayini Calismalari

Cesarino vd. (2013) ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin (MWCNT), polipiroliin (PPy) ve
lakkazin (Lac) elektrobiriktirme yontemi ile platin (Pt) elektrot yiizeyine modifiye edildigi
yeni bir biyosensor gelistirmislerdir ve bu nérotransmitter biyosensorini, diferansiyel puls
voltametrisi (DPV) yontemi ile idrar drneklerinde dopamin tayini i¢in uygulamislardir.
Pt/MWCNT/PPy/Lakkaz biyosensorinin, idrarda dopaminin izlenmesi icin yeterli bir
seviye olan 0.14 pM'lik bir tayin sinirt sergiledigini rapor etmiglerdir. Geleneksel
yontemlerden daha avantajli oldugu bildirilen biyosensoriin, yeniden dretilebilirlik ve
tekrarlanabilirlik denemelerinin standart sapma degerlerini sirasiyla %2.9 ve %1.7 olarak
bildirmislerdir. Onerilen biyosensoriin, idrarda dopamin tayininde basarili bir sekilde
kullanildigin1 ve elde edilen sonuglarin HPLC yontemi ile elde edilen sonuglarla uyumlu

oldugunu bildirmislerdir.
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Wang vd. (2014) dopaminin duyarli bir sekilde tayini i¢in biyomedikal biyosensor
uygulamasi olarak fitik asit ile fonksiyonellestirilmis silika nanopartikiillerin (SiO2-PA
NP'ler) tasarimini ve sentezini rapor etmislerdir. SiO2-PA nanopartikiiller ve lakkaz
arasindaki  biyouyumlulugu dairesel dikroizm spektrumlar1 ile arastirmislardir.
Biyosensoriin genis bir lineer aralik (0.99-103.10 uM) ve 0.26+0.003 uM diistik tayin sinir
ile dopamin igin iyi elektrokatalitik aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir. SiO2-PA
nanopartikillerin iyi biyouyumluluga sahip oldugunu bildiren arastiricilar ayrica
biyosensorin, farmasotik oOrneklerde ve tavsan kani serum Orneklerinde dopaminin

belirlenmesi i¢in basariyla test edildigini rapor etmislerdir.

Hua vd. (2015) sunduklari ¢alismada lakkazi (Lac) immobilize etmek igin beta-
siklodekstrin (B-CD) ve benzaldehit (BA) kompleksi sentezlemisler ve elde edilen CDBA-
Lac kompleksini, bir elektropolimerizasyon islemi yoluyla indirgenmis grafen oksit (rGO)
ile modifiye edilmis perde baskili karbon elektrotlar (SPE'ler) iizerine yerlestirmislerdir.
Tasarlanan Lac tabanli biyosensorde, R-CD’nin, lakkazin biyoaktivitesini korumasi igin
biyouyumlu bir mikro-ortam sagladigin1 ve indirgenmis grafen oksitin, elektron transfer
hizin1 arttrmak i¢in miikemmel iletkenlige sahip oldugunu bildirmislerdir. Dopaminin
modifiye elektrot iizerindeki elektrokimyasal davranisin1 CV ve DPV ile aragtirmislardir. Bu
biyosensorde 0.1 mM askorbik asit varliginda dopaminin 0.03 uM (S/N=3) tayin sinir1 ile
0.1-70 UM araliginda dogrusal olarak tayin edilebildigini rapor etmislerdir. Son olarak,
onerilen bu biyosensor, tatmin edici sonuclarla insan idrar érneklerinde dopaminin tayini

icin basariyla kullanilmistir.

Silva ve Vieira (2016) poli(allilamin hidroklorir) (AuNP-PAH) icerisinde stabilize
edilmis altin nanopartikiilleri, genetigi degistirilmis mikroorganizmalardan (Aspergillus
oryzae) elde edilen lakkazin immobilizasyonu i¢in bir destek olarak kullanmislardir ve kare
dalga voltametrisi yontemi ile dopamin tayini i¢in yeni bir biyosensoriin gelistirilmesinde
basartyla uygulamiglardir. Biyosensoriin elektrokimyasal karakterizasyonunu, CV ve
elektrokimyasal EIS ile gergeklestirmisler ve elektrot modifikasyonu igin kullanilan
nanomalzemenin elektron transferini kolaylastirdigini gostermislerdir. Optimize edilmis
kosullar altinda biyosensdr, dopamin igin 0.26 umolL 'k bir tayin s ile 0.49-23.0
umolL? derisimleri arasinda dogrusal bir aralik gdstermistir. Onerilen biyosensorin,
farmasotik numunelerde dopamin tayini igin uygulanabilirligini denemigler ve sonuglarin,

spektrofotometrik bir yontem kullanilarak elde edilenlerle uyumlu oldugunu bildirmislerdir.
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Numuneler igin elde edilen %97.6 ve %105.5'lik geri kazanimlar ile 6nerilen yontemin
pratik uygulamalar i¢in uygun oldugunu bildirmislerdir. Biyosensoriin iyi analitik
performansini, lakkazin nanomalzeme {izerine etkin bir sekilde immobilizasyonuna ve Au
nanoparg¢aciklarinin ve PAH polimerinin varhigindan dolay1 protein ile elektrot yizeyi

arasindaki elektron transferinin kolaylagmasina atfetmislerdir.

Li vd. (2016b) paladyum nanopartikiil-bakteriyel seliiloz (PdBC) hibrit nanoliflerini in
situ kimyasal indirgeme yontemi ile sentezlemislerdir. Biyoalgilama platformu olusturmak
icin elde edilen PdBC nanoliflerini, lakkaz (Lac) ve Nafion™ ile karistirdiktan sonra
elektrot ylzeyine damlatmislardir. Insan idrarinda dopamin tayini icin kullanilan
biyosensoriin yilksek duyarlik (38.4 HAmMM™), diisiik tayin siir1 (1.26 pM) ve genis
dogrusal aralik (5-167 MM) gosterdigini  rapor etmislerdir. Biyosensorin iyi
tekrarlanabilirlik, tekrar hazirlanabilirlik, segicilik ve kararlilik gosterdigini bildirmislerdir.

Kohori vd. (2018) camsi bir karbon (GC) elektrot yuzeyinde grafen oksit (GO) veya
indirgenmis grafen oksit (rGO) ve lakkaz (Lac) biriktirilmesine dayali olarak biyoelektrotlar
gelistirmislerdir ve sonuglara goére lakkaz enziminin immobilizasyonu icin rGO'nun
basariyla uygulandigini ve dopamin tayini i¢in analitik sinyali gelistirdigini bildirmislerdir.
GC/rGO/Lak biyosensoruni, sentetik idrar ve serum numunelerinde dopamin tayini igin

kullanmiglar ve 91.0 nM degerinde bir tayin sinir1 bildirmislerdir.

Li vd. (2018) sirali mezokanallara ve ince tabakalar arasi blyilk bosluklara sahip
Fe304@Si0.@vmSiO, mikrokiireleri, adim adim ¢ozelti fazi arayiiz biriktirme yoluyla
sentezlemiglerdir. Fe3Os4 nanopartikillerini  Stober yontemiyle SiO. ile kaplayip,
Fe304@SiO.@vmSiO; hazirlamak igin sablon olarak setil trimetilamonyum Klordr birikimi
ile son katmani tekrar mezogdzenekli SiO. ile kaplamislardir. FesOs@SiO,@vmSiO;
mikrokdrelerinin yiiksek miknatislanma ve dizenli mezokanal formda iyi tanimlanmis bir
cekirdek-kabuk yapisi gosterdigini bildirmiglerdir. Lakkazin kovalent baglanma yoluyla
immobilize edildigi FesO.@SiO>@vmSiO, mikrokirelerini kullanarak dopamin tayini igin
camsi karbon elektrot (GCE) ylizeyini modifiye etmislerdir. Biyosensorin elektrokimyasal
Ozellikleri EIS ve CV ile arastirilmis ve 1.5-75 UM dogrusal aralik ve 0.177 yM tayin siniri
degerleri bildirilmistir. Tasarlanan biyoalgilama platformunun askorbik asit varliginda giiglii
secicilik Ozelliklerini vurgulamiglardir. Lakkaz biyosensorind, farmasotik orneklerde
dopaminin tayini i¢in kullanmiglardir ve pratik uygulamada 6rnekler igin %98.7-100.5 geri

kazanim elde edildigini rapor etmislerdir.
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Josypcuk vd. (2018) L-DOPA, dopamin, noradrenalin ve adrenalin tayini igin iKi
enzimden biri (lakkaz veya tirozinaz) tarafindan modifiye edilmis iki farkli mezogdzenekli
silika tozundan birini (SBA-15 veya MCM-41) iceren mini reaktorlere dayali dort farkli
biyosensor tasarlamiglardir. Bu biyosensorlerin galisma potansiyellerini, akis hizlarini,
enjekte edilen hacimlerini, reaktor hacimlerini ve analit derisimlerini optimize etmisler ve
kovalent bagl lakkaz (Lac) ve MCMA41 silika tozu ile tasarlanan sistemin, katekolaminlerin
tayini i¢in en verimli yontem oldugunu bildirmislerdir. Dopamin igin %100, L-DOPA i¢in
%32.1, noradrenalin igin %26.2 ve adrenalin i¢in %0.71 geri kazanimin saglanan bu

biyosensoriin dopamin i¢in tayin sinirin1 5.46 uM olarak rapor etmislerdir.

Coelho vd. (2019) lakkaz enzimini, mantar kaynakli (1—3)(1—6)-p-D-glukan olan
bir botryosphaeran (ekzopolisakkarit) filmini kullanarak ¢ok duvarli karbon nanotiiplerle
modifiye camsi karbon elektrot tizerine immobilize etmisler ve EIS ve TEM ile
biyosensoriin karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. Elektroanalitik tekniklerle enzim
derisimi, pH degeri ve islemsel parametreler gibi deneysel degiskenleri optimize etmislerdir.
Kare dalga voltametrisi kullanarak, 0.127 pmolL? tayin sir1 ile 2.99-38.5umolL*
aralifinda dopamin derisimine karsi cevabin dogrusal oldugunu bildirmislerdir. Bu
biyosensor, farmasotik ve sentetik biyolojik numunelerde dopamin tayininde basariyla
uygulanmis ve diger fenolik bilesiklerin yani sira tirik asit ve askorbik asit varliginda bile iyi
secicilik gostermistir. Ayrica arastiricilar bu biyosensoriin, dopaminin analitik sinyalini
kullanarak spironolaktonun dolayli belirlenmesinde 0.94 pumolLYlik bir tayin s ile
uygulanabilirligini degerlendirmislerdir. Ticari farmasétik numunelerinde spironolakton

analizinde elde edilen sonuglarin tatmin edici oldugunu vurgulamislardir.

Rubio-Govea vd. (2020) sunduklar1 ¢alismada ¢igek (MoS2-F) ve serit (MoS2-R)
olmak tizere iki farkli morfolojide sunulan iki boyutlu MoS: ile karbon kagit elektrotlarinin
modifikasyonunu iceren yeni bir lakkaz temelli amperometrik biyosensor gelistirmislerdir.
Pycnoporus sanguineus CS43 mantarindan elde edilen iki lakkaz izoformu (Lacl ve Lacll)
ilk kez biyolojik bir tanima unsuru olarak degerlendirilmis ve performanslart Trametes
versicolor (TvL) ticari lakkaz1 ile Kkarsilastirilmigtir. Lacll ile modifiye edilen
biyosensorlerin, dopaminin non-invaziv tayini igin literatiirde bildirilen en iyi deger olan 10
nM’lik diisiik tayin siir1 (LOD) sergiledigini rapor etmislerdir. Lacll ve TvL enzimleri ile
modifiye edilmis elektrotlarin uygulanabilirliklerini degerlendirmek igin elektrotlar sentetik

idrar numunelerinde test edilmis ve sirastyla 0.67 ve 2.67 uM LOD degerleri elde edilmistir.
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Bu degerler normalde ger¢ek idrar numunelerinde bulunan ortalama dopamin derisimlerinin

altinda bir degerdir.

Wardak vd. (2020) c¢ok duvarli karbon nanotlpler (MWCNT) ile modifiye camsi
karbon elektrotlar (zerine lakkazi yumusak plazma polimerizasyon teknigi kullanarak
basariyla biriktirmisler ve dopamin tayini i¢in uygulanabilirligini ve girisim denemelerini
degerlendirmislerdir. Optimal kosullar altinda olusturulan biyosensoriin [3 kV'luk bir
voltajda ve 30 saniyelik biriktirilmeyle iretilen korona desarji (yuksek gerilimli bir
iletkenin, etrafin1 saran hava gibi akiskanlarin i1yonlasmasiyla olusan elektriksel bir
desarjdir), helyum akis hiz1 10 L/dk, lakkaz ¢ozeltisi akis hiz1 200 pL/dk] 0.1 umol/dm3-10
pumol/dm® ve 10 pmol/dm3-50 pmol/dm?® derisimleri arasinda iki lineer araliga sahip
oldugunu bildirmislerdir. Dopamin tayin duyarhg 3.63 pAdm®/umol ve 1.33 pAdm®/umol
olarak bildirilen GCE/Lakkaz biyosensorin MWCNT ara katmaninin uygulanmasi ile
dopamin tayin duyarliginin 0.1 pmol/dm? ila 6 umol/dm? arasinda dogrusal bir aralik igin

22.35 pAdm?®/pumol degerine arttigini gézlemlemislerdir.

Sorrentino vd. (2020) grafenin Pleurotus ostreatus kaynakli kendiliginden olusan sinif
| hidrofobin Vmh2 ile biyofonksiyonellestirdigini bildirmisler ve bdylece flizyon proteini
Lak-Vmh2’yi kullanarak lakkazi ¢ok katmanli grafen (FLG) tizerine immobilize etmislerdir.
Sunulan yontemin kolay, cevre dostu ve ¢ok yonlii oldugunu bildirmislerdir. Hazirlandigi
sekliyle Lak-Vmh2/FLG, katekol ve dopamin gibi fenolik bilesikler igin bir elektrokimyasal
sensOr olusturmak tizere camsi Karbon (GC) elektrotlarin modifikasyonu igin kullanilmistir.
Dopamin igin Km degerini 3.0 mM, tayin sinirm1 20 uM, dopamine karsi biyosensoriin
duyarhigini 16.4 pJAM 1cm 2 ve dogrusal aralik degerini 20250 uM olarak bildirmislerdir.

Soldatkin vd. (2021) diferansiyel 6l¢cim yodntemi ile kondiktometrik analiz yéntemini
kullandiklar1 ¢aligmada, bir Sitall substrati tizerinde biriktirilen iki ¢ift i¢c ige gegmis altin
elektrodu, bir kondiiktometrik dondistiiriicii olarak kullanmiglardir. Biyosensoriin biyolojik
tanima elemani, glutaraldehit Kkullanilarak immobilize edilen lakkaz olup, ¢ozelti
parametrelerinin (iyonik kuvvet, pH ve tampon kapasitesi) biyosensor performansi
Uzerindeki etkisini arastirmiglardir. Biyosensoriin, 1 mM'a kadar lineer aralikla dopamine
(tayin simnir1, 7.8 M) kars1 yiiksek duyarlik gosterdigini bildiren arastiricilar ayrica segicilik
ve yeniden kullamlabilirlik lgiimleri gergeklestirmislerdir. Onerilen biyosensorin, farkl

kosullar altinda uzun siireli raf Omrini degerlendirmislerdir. Gelistirilen kondiiktometrik
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biyosensoriin biyolojik ve farmasétik numunelerdeki dopamin derisimini 6lgmek i¢in uygun

oldugunu rapor etmislerdir.

2.3. Epikatesin Tayini Caliymalar:

Jarosz-Wilkotazka vd. (2004) sunduklar1 ¢alismada Cerrena unicolor’dan elde edilen
ve oldukga aktif bir enzim olan lakkazi grafit elektrot ylizeyine immobilize etmisler ve akis
enjeksiyon sistemine yerlestirilen elektrot, flavonoidler dahil polifenollerin tayini i¢in bir
biyosensor gorevi gormiistiir. Tayin i¢in hedef bilesikler olarak katesin hidrat, epikatesin,
epikatesin gallat, prodelphinidin ve kafeik asit kullanmiglardir. Gergeklestirilen aragtirmalar
ile C. unicolor'dan elde edilen lakkazin, akis enjeksiyon sisteminde flavonoidlerin ve ilgili
bilesiklerin belirlenmesi i¢in biyosensorlerin tasariminda kullanilabilecegi gosterilmistir.
Lakkaz ile modifiye edilen elektrotlar, hem basit bilesikler (kafeik asit) hem de {li¢ veya
daha fazla fenolik ve fenolik olmayan halkali bilesikler i¢in farkli duyarlikta yanit vermistir.
Arastiricilar epikatesin i¢in Km degerini 178 uM, dogrusal tayin araligin1 2—-60 pM ve tayin
siirini 2.44 uM olarak bildirmislerdir.

ElKaoutit vd. (2008) elektrokimyasal doniistiiriicii olarak ti¢ farkli fenol oksidaz
iceren ve “Sonogel-Karbon elektrodu” olarak adlandirdiklar1 yeni bir elektrot tasarimini
basariyla gelistirmiglerdir. Bu amagla Trametes versicolor lakkazimi (Lac), Mantar
tirozinazim (Tyr) ve yaban turpu peroksidazimi (HRP) kullanmislardir. immobilizasyon
asamasinda, elektrot ylzeyinde Nafion™ kullanilmis ve ger¢ek bira numunelerinde bes ayri
polifenol icin  biyosensor yanitlart  degerlendirilmistir.  Arastiricilar  gelistirilen
biyosensorlerin, test edilen polifenollerin nanomolar derisimlerine duyarli oldugunu
bildirmislerdir. Nafion™-Lac/Sonogel-Carbon temelli biyosensoriin (-)-epikatesin igin
tayin smir1, duyarligi ve dogrusal ¢alisma aralif1 sirastyla 0.16 umolL™, 28.139 pmolL™* ve
0.04-8 pumolL? olarak sunulmustur. Arastiricilar  biyosensorlerin  stabilitesi  ve
tekrarlanabilirligini, dogrudan gercek bira numunelerine uygulayarak degerlendirmislerdir.
Aragtiricilar Nafion™-Lac/Sonogel-Carbon sisteminin, en az u¢ hafta boyunca yanitinin
%84'inli korudugunu gostermisler ve sekiz bira markasinda polifenol indeksi tahminini

klasik yontemle elde edilenlerle karsilastirmislardir.
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Rahman ve Noh (2008) lakkazin dogrudan elektrokimyasinin Au nanopartikil
(AuNP) ile kapsiillenmis dendrimerler (Den) tarafindan desteklendigi ¢aligmalarinda, Den-
AuNP'leri hazirlamak i¢in, Au(IIl) iyonlarin1 6nce dendrimerin iginde azot igeren ligandlar
ile koordine etmisler ve daha sonra AuNP'leri olusturmak iizere indirgenme islemini
gerceklestirmiglerdir. Arastiricilar dendrimerin icinde kapstllenen AuNP'lerin boyutunun
0.4 nm oldugunu bildirmislerdir. Daha sonra, enzimin kovalent olarak immobilizasyonunu
gerceklestirerek lakkazin dogrudan elektrokimyasi ile elektrokatalitik prosese dayali bir
katesin biyosensorii gelistirmislerdir. Girisim etkileri ¢esitli fenolik ve polifenolik
bilesiklerin varliginda incelenmis ve biyosensoriin genel uygulanabilirligi, gercek katesin
orneklerinin analizi ile degerlendirilmistir. Arastiricilar Katesin analizi i¢in dogrusal aralik

ve tayin siir1 degerlerini sirastyla 0.1-10 uM ve 0.003 uM olarak rapor etmislerdir.

Vasilescu vd. (2016) hazirladiklart molibden disiilfiir (MoS2) ve grafen kuantum
dotlardan (GQD'ler) olusturulan bir nanokompoziti, karbon bazli perde baskili elektrotlarin
iletkenligini artirmak ve ayni zamanda lakkaz immobilizasyonu i¢in uyumlu destek
materyali olusturmak i¢in kullanmislardir. Modifiye edilmis elektrodun elektroanalitik
performansi iizerinde farkli modifikasyon adimlarinin etkisini UV-Vis absorpsiyon, floresan
spektroskopisi, taramali elektron mikroskobu, transmisyon elektron mikroskobu, X 1sin1
kirmimi, elektrokimyasal empedans spektroskopisi ve dongiisel voltametri ile
degerlendirmislerdir. Gelistirilen lakkaz biyosensorunin, 0.38-100 M derisim aralifinda
kafeik aside verimli bir sekilde yanit verdigi, 0.32 UM tayin siirma ve 17.92 nA pM
duyarliga sahip oldugu gosterilmistir. Onerilen analitik biyosensoriin, kirmizi sarap
orneklerinde toplam polifenolik igerigin belirlenmesi igin basariyla uygulandigi ve (-)-
epikatesin igin 2.86—-100.00 uM araliginda dogrusal bir yanita sahip oldugu bildirilmistir.
Ayrica biyosensoriin duyarligi 16.42 nAUM 2, tayin sinir1 2.04 M ve K degeri 121.80 uM

olarak bildirilmistir.

Vlamidis vd. (2017) grafen oksit (GO) ve ¢ok duvarl karbon nanotiipler
(MWCNT'ler) ile modifiye edilmis camsi karbon elektrotlara (GCE) dayali amperometrik
biyosensorler gelistirmislerdir. Tirozinaz (Tyr) veya lakkaz (Lac) enzimlerini iki farkli
biyoreseptor tipi olarak kullanarak iki farkli biyosensor tasarimini sunmuslardir. Modifiye
edilmis GC fizerine enzim immobilizasyonunu, farkli ajanlar kullanarak optimize
etmiglerdir ve bu biyosensorleri, katekol ve pirogallol, epikatesin, gallik asit, 1,2-

dihidroksibenzoik asit, kafeik asit, klorojenik asit, rutin, katesin ve dopamin gibi diger
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polifenollerin tayini igin kullanmislardir. Arastiricilar sonu¢ olarak, meyve suyu
orneklerinde epikatesin esdegeri olarak toplam polifenol derisimini sunmuslar ve bu

biyosensorlerin pratik uygulanabilirliklerini gostermislerdir.

Literatiirde lakkaz temelli (-)-epikatesin igeren ¢alismalar sinirli sayida yer alirken,
tirozinaz temelli biyosensorlerin hazirlanmasini igeren c¢alismalar da bulunmaktadir. Bu
caligmalarda elektrotlar {izerine tirozinaz enziminin immobilizasyonuna iligkin cesitli

stratejiler gelistirilmistir. Ornegin:

Arrechi vd. (2010) gida numunelerinde fenolik bilesiklerin tayini igin amperometrik
biyosensor olarak kullanilmak iizere tirozinaz ile modifiye edilmis bir elektrot modelini
sunmuglardir. Enzimi, elektro-egirme ile hazirlanan poliamidik nanolifli bir zarla kaplanmis
camsi bir karbon elektrot iizerine damlatma yontemi ile immobilize etmislerdir.
Biyosensoriin, 16 saniyelik bir yanit siiresi ile 0.05 uM'lik bir tayin sinir1 ve 100 pM'ye
kadar dogrusallik sergiledigini bildiren arastirmacilar bu biyosensorin polimerik
mikrokapstillerde kapsiillenmis fenollerin salim kinetigini ger¢ek zamanl olarak izlemek

icin basariyla kullanilabilecegini rapor etmislerdir.

Singh vd. (2013) katesin tayini icin destek materyali olarak nanopartikil (giimiis
nanopartikiller, Au NPs)-polimer (polipirol, PPy) kompozit kullanarak katesin tayini igin
bir elektrokimyasal biyosensor tasarlamiglardir. Kompoziti elektrokimyasal olarak
sentezlemisler ve kompozit materyalin polimerizasyonu sirasinda tirozinaz enzimini
tutuklamiglardir. Gergeklestirilen elektrokimyasal c¢alismalarin  sonuglarinda, polimer
matriksinde altin nanopartikiillerin (AuNP'ler) varliginin iletkenlikte ve akim yogunlugunda
artisa yol agtigimi rapor etmislerdir. Arastiricilar AuNP'ler-PPy kompozitinin, enzim
immobilizasyonu i¢in genis ylizey alani sagladigini ve nanopartikiillerin (NP'ler) varliginda
biyosensor yanitinda neredeyse %10'luk bir artig gosterdigini ve dolayisiyla elektron
transferini kolaylastirdigimi bildirmislerdir. Dogrusalligm, 1x10™° M-1x108 M derisimleri
arasinda oldugunu ve duyarlik degerinin 6.8x107° AM™, tayin smir1 ve Km degerlerinin
sirastyla 1.2x107° M ve 4.5x10°° M oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar, cevap stresi
yaklagik 10-12 saniye olan bu biyosensoriin su ve elma sularinda katesin tayini igin

kullanilabilirligini rapor etmislerdir.

Hidayat vd. (2020) cesitli yesil cay numunelerinin toplam polifenol igerigini (TPC)

degerlendirmek i¢in immobilize tirozinaz ve 3-metil-2-benzotiazolinon hidrazon temelli
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basit bir kagit sistemine dayanan kolorimetrik biyosensor gelistirmislerdir. Kagit temelli
biyosensoriin desenli biyoalgilama boélgesi, skanometrik bir yontem kullanilarak daha fazla
renkli goruntd analizine izin vermis ve katesine duyarli bir yanit gosterdigini rapor
etmiglerdir. Bu renk degisiminin numunelerin toplam polifenol igerigine bagli oldugunu
bildiren arastiricilar, biyosensoriin skanometrik kurulumdaki analitik performansini
optimize etmislerdir. Biyosensoriin, 0.08—1.03 mM katesin derisimleri arasindaki dogrusal
aralik i¢in 13 dakikalik bir cevap siiresi, 0.071 mM tayin sinir1 (LOD) ve %3.11 standart
sapma degeri ile tekrarlanabilirlik gosterdigini rapor etmislerdir. Ayrica arastiricilar yesil
cay iceceklerinin toplam polifenol igerigini biyosensor tarafindan degerlendirmisler ve

sonuclart UV/Vis spektrofotometrik yontem sonuglart ile karsilastirmislardir.

Das vd. (2021) biyoalgilama platformu olarak herhangi bir enzimin kullanilmadigi
calismalarinda yesil ¢ayda (-)-epikatesinin secici tayini ve nicel tahminini yapmak (zere
uygun maliyetli ve tekrarlanabilir bir elektrot Gretmek i¢in molekiiler baskili polimer (MIP)
teknolojisini kullanmislardir. MIP-Q@G malzemesini elde etmek igin sablon olarak etilen
glikol dimetakrilat (EGDMA) ve optik olarak aktif olmayan quersetin ile kopolimerize
edilmis akrilamid (AAm) kullanmiglardir. Sensor, 0.33 uM'lik diisiik tayin sinirina ek
olarak, 1 uM—100 uM ve 100 uM—500 puM arasinda iki genis dogrusal aralig1 sergilemistir.
Arastiricilar elektrodun LOQ degerini 1.09 uM olarak rapor etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1. Kimyasallar

Demir(111)  klorir  hekzahidrat  (FeClz.6H20), demir(ll) klorir tetrahidrat
(FeCl2.4H20), etanol (C:HsO) Merck (Darmstadt, Almanya)’dan; Whatman siklopor
polikarbonat membran (0.2 pm, 25 mm), amonyak (NHs), giimiis nitrat (AgNO3), sodyum
bor hidriir (NaBH4), L-sistein (L-Cys), kitosan, lakkaz enzimi (Trametes versicolor) (0.78
U/mg), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC), N-hidroksisuksinimid (NHS),
nikel(I1) siilfat (NiSOa4), nikel(II) kloriir (NiCl.), borik asit (HzBO3), alimina, dikloro metan
(CH2Cly), izopropil alkol (C3HgO), ticari insan serumu, kikurt tozu, grafen tozu, fosfor
pentaoksit (P20s), postasyum persilfat (K2S20s), stlfirik asit (H2SOs), potasyum
permanganat (KMnOQgs), hidrojen peroksit (H20:), hidroklorik asit (HCI), magnezyum stlfat
(MgSQs), oleilamin (CigHs7N), siklohekzan (CsHi2), potasyum Klorir (KCI), Nafion™,
sodyum dodesilsilfat, askorbik asit (AA), Urik asit (AA), serotonin, gallik asit (GA),
pyrogallol, guaiacol, p-Cresol, 2-Aminofenol, laktik asit, sitrik asit, sodyum bikarbonat, re,
kalsiyum Klorlr, sodyum klortir, magnezyum silfat, sodyum sulfat, potasyum dihidrojen
fosfat, dipotasyum hidrojen fosfat, amonyum klorur, glukoz Sigma-Aldrich (Steinheim,
Almanya)’dan temin edilmistir. Oktadesen (C1sHzs), potasyum ferrosiyanir (Ks[Fe(CN)e]),
potasyum hekzasiyanoferrat (Ks[Fe(CN)e]), (-)-epikatesin, dopamin, katekol, titanyum
tetraklorir (TiCls) Boston Chemical (ABD)’dan, 40 nm ¢apl aliminyum oksit (Al2O3) Roth
(Karlsruhe, Almanya)’dan, hidrojen tetrakloroaurat (HAuCls) Alfa Aesar (Haverhill,
Massachusetts, ABD)’dan temin edilmistir.
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3.1.2. Cihazlar

Deneylerde ADU Kimya Béliimii Biyokimya Arastirma Laboratuvari’nda bulunan
Palm Sens4 potansiyostat, Beko no frost buzdolabi, 0.1 mg duyarlikta Radwag (AS220 C/2)
analitik terazi, Memmert (Beschicung-Loading Model 100-800) etuv, Sigma (3-30 KS)
santrifiij cihazi, Hanna (pH 211) pH metre, Shimadzu (UV-1900i) UV-Vis
spektrofotometre, IKA (C-MAG HS7) sicaklik ayarli manyetik karistirici, Ultrasonic
(LC30) ultrasonik banyo, GFL (2001/4) saf su cihazi, Isolab (CAPP) otomatik pipetler,
Millipore Simplicity UV ultra saf su cihaz1 ve Heidolph Reax top vorteks, vakum etuvi
(Nive-EV018), vakum pompasi (Vacuumbrand ME2) ve perde baskili karbon elektrotlar
(SPE) (Methrom, DS110) kullanildu.

3.2. YOontem

3.2.1. Gol Suyu ve Musluk Suyunda Katekol Tayini icin Lakkaz immobilize Cys-
Ag@FesOs Manyetik Nanopartikillerle Modifiye Perde Baskili Elektrotlarin

Hazirlanmasi

3.2.1.1. Cys-Ag@Fe304 Manyetik Nanopartikiillerin Hazirlanmasi, Karakterizasyonu

ve Lakkazin Manyetik Nanopartikiillere immobilizasyonu

Dort mmol FeCls.6H20 ve 2 mmol FeCl2.4H.O 50 mL ultra saf su igerisinde 90°C
sicaklikta ¢6ziindukten sonra bu ¢ozelti Gzerine 2.5 mL %24°liik NH3 ¢ozeltisi yavasca ilave
edildi ve manyetik karistiricida 40 dakika boyunca karistirildi. Bu surenin sonunda
manyetik nanopartikiiller miknatis yardimiyla ayrildi ve 100 mL ultra saf su ile (18.2 MQ
cm) yikandiktan sonra (5 kez) ultra saf su ile disperse edildi. FesOs manyetik

nanopartikiillerin giimiis ile kaplanmasi i¢in 0.064 M, 20 mL AgNOs, 100 mL ultra saf suda

61



disperse edilen manyetik nanopartikiller Gzerine eklendi ve 5 dakika boyunca karigtirildi.
Karisima 0.3 mM (50 mL) NaBH4 damla damla eklenerek 30 dakika karistirildiktan sonra
nanopartikiiller miknatis yardimiyla ayrildi ve sirasiyla 100 mL etanol ve su ile yikama
islemi yapildi (3 kez). Yikama igsleminin ardindan nanopartikiiller 100 mL ultra saf su ile
disperse edildi (Tahmasebi ve Yamini, 2012). Giimiis kapli manyetik nanopartikiillere
lakkazin ~ immobilizasyonunu  gergeklestirmek i¢in  nanopartikiiller — L-sistein ile
fonksiyonellestirildi. Bu amagla, hazirlanan Ag kapli manyetik Fe3O4 nanopartikillerin 100
mL’lik ¢ozeltisi tizerine 0.1212 g L-sistein ve 6 mg NaBHs eklendi. Karisim manyetik
karistiricidda 30 dakika karistirildi ve bu siirenin sonunda bir magnet yardimiyla ayrilan
nanopartikiller 100 mL saf su ile yikandi (3 kez) (Benvidi ve Jahanbani, 2016). Yikama
islemi yapildiktan sonra Ag@Fes:Os manyetik nanopartikiiller 100 mL ultra saf suda
disperse edildi. L-sistein bagli Ag-FesOs manyetik nanopartikiillere lakkazin
immobilizasyonu i¢in EDC (1-Etil-3-dimetilaminopropil karboimid) ve NHS (N-
Hidroksisiiksinimid) kimyasindan yararlanilarak, L-sisteinin sahip oldugu -COOH grubunun
aktivasyonu gerceklestirildi. Bu amagla L-sistein fonksiyonellestirilmis Cys-Ag@Fez0s
nanopartikiiller, 30 mM NHS ve 150 mM EDC c¢ozeltisi (1 mL’de) ile 3 saat boyunca oda
sicakliginda karistirildi. Bu siirenin sonunda, 2 mg/mL lakkaz c¢ozeltisinden eklendi ve 24
saat boyunca 4°C’de inkiibe edildi. Baglanmaya katilmayan lakkazi uzaklastirmak igin
nanopartikiiller ortamdan magnet yardimiyla ayrildi ve pH 5.5 asetat (ABS) tamponu ile
yikandi. Cozelti 4°C’de buzdolabinda saklandi (Karami ve Taher, 2019). Manyetik
nanopartikiillere immobilizasyonu gerceklestirilmis lakkaz miktarin1 hesaplamak ig¢in
Bradford (1976) ve Lowry (1951) yontemleri denendi. Ancak enzim preparatinin oldukca
saf olmasi nedeniyle bu yontemlerle uygun sonuclar elde edilemedi. Bu nedenle protein
miktar1 hesaplamasinda 280 nm’de absorbans Ol¢giimlerinden yararlanildi (Yavaser, 2019).
Sentezlenen manyetik nanopartikiillerin boyut ve sekil 6zelliklerini belirlemek i¢in Taramali
Elektron Mikroskobu tekniginden yararlanilmak iizere ve manyetik 6zelliklerini belirlemek
icin Elektron Spin Rezonans Spektroskopisi tekniginden yararlanilmak {izere Selguk

Universitesi, Ileri Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’ne génderildi.
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3.2.1.2. Perde Baskih Elektrotlarin Lakkaz Immobilize Cys-Ag@Fe;Os Manyetik

Nanopartikiller ile Modifikasyonu ve Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Lakkaz immobilize 2 mg/mL Cys-Ag@Fe:0s manyetik nanopartikiiller, %0.5’1lik
kitosan ¢ozeltisiyle karistirildi (1:1) ve SPE’ler {izerine bu ¢ozeltiden 7.5 pL damlatildi.
Elektrotlarin kurumasi igin oda sicakliginda 2 saat bekletildi. Hazirlanan elektrot,
Lakkaz/Cys-Ag@Fesz04/Kitosan/SPE olarak isimlendirildi (Sekil 3.1.) Yalin perde baskili
elektrotlar ve farkli bilesimlere sahip nanomalzemelerle modifiye edilmis perde baskili
elektrotlarin etkin elektroaktif yiizey alanlarimi karakterize etmek icin her adimda,
[Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*" déniisiimiine dayali, 5 mM [Fe(CN)e]**~ ve 0.1 M KCI igeren 50
mM pH 7.4 fosfat (PBS) tampon ¢ozeltileri ile CV o6lgiimleri 50 mV/s tarama hizi ile -0.4
V-0.8 V potansiyel araliginda gergeklestirildi. EIS 6lgtimleri ise 5x10>~1x10° Hz araliginda
0.2 V potansiyelde gerceklestirildi. Ayrica, lakkaz enziminin katekol tayininde
kullanilabilirligini degerlendirmek i¢in elektrotlar sirasiyla, modifiye edilmemis yalin SPE,
Cys-Ag@Fes0s manyetik nanopartikiiller ile modifiye edilmis SPE’ler ve lakkaz
immobilize Cys-Ag@Fes0s manyetik nanopatikiiller ile modifiye edilmis SPE’ler olarak
isimlendirilerek, her bir elektrot icin 50 mM pH 5.5 ABS tamponu igerisinde 50 uM katekol
ile CV olcimleri gergeklestirildi. Boylece lakkaz enziminin reaksiyon akimini ne kadar
degistirdigine karar vermek lzere -0.5 V ve 0.8 V araliginda ve 50 mV/s tarama hizinda
calisildi. Katekol tayini igin lakkazin substratlariyla arasindaki mekanizma, katekolun 1,2-
benzokinona oksidasyonu ve elektrot yizeyinde oksijenin suya elektrokatalitik

indirgenmesiyle koordinedir (Esitlik 2 ve 3).

Katekol + Lakkazyiikseiigenmisy — 1,2-Benzokinon + LakkazZndirgenmisy + 2H' + 26 Esitlik 2
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Sekil 3.1. Cys-Ag@Fe3Os manyetik nanopartikiillere lakkazin immobilizasyonu ve

elektrodun modifikasyonu.

3.2.1.3. Lakkaz/Cys-Ag@Fe304/SPE’lerin Optimizasyonu

Katekoliin lakkaz temelli biyoelektrotlar tarafindan yiikseltgenip, elektrot lzerinde
yeniden indirgendigi reaksiyonu etkileyebilecek tiim faktorler parametre olarak ¢alisildi. Bu
amacla, enzimatik reaksiyonun Gridnleri, amperometrik yodntem ile tayin edildi.
Amperometrik yanita lakkaz derisimi, Ag@Fe304 manyetik nanopartikil derisimi ve ortam
pH’min etkisi incelendi ve bdylece her bir parametre i¢in optimum calisma araligi
belirlendi. Bu amacla, -50 mV sabit potansiyelde, modifiye edilen her bir elektrot ylizeyine
50 mM pH 5.5 ABS tamponu damlatildi ve sistemin dengeye gelmesiyle belirlenen akim
degeri kaydedildi. Ardindan, elektrot yiizeyinde 50 pM katekol olacak sekilde katekol
eklemesi yapildi. Enzimatik reaksiyon tamamlandiktan sonra yeni bir denge durumuna
ulasildiginda elde edilen akim farki degerleri, parametre degerlerine karsi nA olarak grafige
gegirilerek, optimum c¢alisma kosullar1 belirlendi. Her 6lglimden sonra, elektrotlar tampon

¢ozelti ve saf su ile yikandi. Olgiimler 3 kez tekrar edildi.
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Katekoliin enzimatik oksidasyon reaksiyonundaki roli nedeniyle ilk olarak lakkaz
aktivitesinin etkisi degerlendirildi. Boliim 3.2.1.1.’de anlatildig1 gibi 1 mg/mL derisimdeki
Cys-Ag@Fes04 manyetik nanopartikllere lakkaz immobilizasyonu, 50 mM pH 5.5 ABS
tampon c¢ozeltisinde gerceklestirildi. Sirasiyla 3.12; 4.0; 5.85; 8.0 U aktivite degerleri
incelendi. Ikinci bir optimizasyon calismasi ise Cys-Ag@FezOs manyetik nanopartikiillerin
miktarmin belirlenmesi igin yapildi. Optimum lakkaz aktivitesi segilerek, manyetik
nanopartikiillerin derigimi degistirildi. Bu amagla 0.1; 1.0; 2.0 ve 4.0 mg/mL manyetik
nanopartikiill ~ derisimleri ile c¢alisildi  ve lakkazin manyetik nanopartikiillere
immobilizasyonu gerceklestirildi. Daha sonra hazirlanan lakkaz bagli nanopartikiller ile
modifiye edilen elektrotlar i¢in yukarida belirtilen kosullarda (-50 mV sabit potansiyelde,
oda sicakliginda) amperometrik ol¢iimler gerceklestirildi. Son olarak, lakkazin aktivitesine
ortam pH’smin etkisini incelemek i¢in 50 mM ABS tamponu ¢ozeltilerinde (pH 4.0, 4.5,
5.0, 5.5) ve 50 mM PBS tamponu gozeltilerinde (pH 6.0; 6.5; 7.0) 50 uM katekol varliginda
daha oOnce belirtilen sabit kosullar altinda amperometrik Olgiimler gerceklestirildi ve

katekoliin en yiiksek akim farki gosterdigi pH, optimum olarak belirlendi.

3.2.1.4. Lakkaz/Cys-Ag@Fe304/Kitosan/SPE’lerin Kinetik ve Analitik Performanslari

Go6l suyu ve musluk suyunda katekol tayinine yonelik gelistirilen lakkaz immobilize
Cys-Ag@FesO0s manyetik nanopartikuller temelli biyosensoriin analitik ve Kkatalitik
karakterizasyonu, katekol i¢in bir kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi ile yapildi. Bu
kalibrasyon grafigi i¢in daha 6nce belirtilen amperometrik kosullarda, 50 mM pH 5.5 ABS
tampon ¢ozeltisine farkli derisimlerde katekol eklenmesiyle dlgtimler gerceklestirildi. Farkli
katekol derisimlerine ait kronoamperometrik akim-zaman (i-t) grafiklerinden, her bir
ilaveden sonra elde edilen akimdan denge akiminin ¢ikarilmasi ile hesaplanan akim farklar
katekol derisimine kars1 grafige gegirildi. Ayrica bu degerler kullanilarak Lineweaver-Burk
grafigi cizildi ve elektrot ylzeyindeki enzimin kinetik parametreleri olan Kn®" ve Imax
degerleri belirlendi. Tayin sinir1 (LOD) ve alt tayin sinir1 (LOQ) elektrodun amperometrik
cevaplari ile elde edilen kalibrasyon grafiginin egimi (m, elektrot duyarligl) ve standart
sapma degeri yardimiyla, LOD=3xS.S/m ve LOQ=10xS.S/m esitlikleri kullanilarak

hesaplandi (Li vd., 2015). Hazirlanan modifiye elektrotlarin cevap  slresi,
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kronoamperometrik yontemle elde edilen i-t grafikleri yardimiyla belirlendi. Bu amagla
elektrot i¢in kararli hal akimi elde edildikten sonra elektrot iizerine katekol ilave edildi ve
akim cevabinin tekrar kararli hale gelmesi i¢in gegen siire kaydedildi. Bu siirenin %95°1

hesaplandi ve cevap siiresi olarak belirlendi.

Lakkaz immobilize Cys-Ag@Fe3O4 manyetik nanopartikiiller ile modifiye SPE’lerin
islemsel stabilitesini incelemek icin, optimum kosullarda (25°C’da, 50 mM pH 5.5 ABS
tamponu ve -50 mV sabit potansiyelde), 50 uM katekol i¢in ayn1 elektrotla ard arda 12 kez
Olglim alind1 ve elde edilen sonuglarla SPE’lerin tekrar kullanilabilirligini gosteren grafik
cizildi. Ayrica biyosensor tasariminda onemli bir parametre olan tekrar dretilebilirlik
calismalar1 yapildi. Bu amacla, optimum kosullarda 5 6zdes elektrot hazirlandi ve bu
elektrotlarin 50 uM katekol igin amperometrik yanitlar1 incelendi. Segicilik, ¢esitli gevre
numunelerinde bulunan toksik kimyasallarin belirlenmesi i¢in 6nemli bir parametredir. Bu
nedenle, tasarlanan biyosensorlerin katekol tayini igin giivenilir, kararli ve se¢ici oldugunu
gostermek icin 100 uM askorbik asit (AA), 100 uM drik asit (AA), 100 uM gallik asit
(GA), 100 uM pyrogallol, 100 uM guaiacol, 100 uM p-Cresol, 100 uM (-)-epikatesin ve
100 uM 2-aminofenol bilesiklerinin amperometrik yanitlar1 6l¢tildi ve girisim etkileri ylizde
olarak hesaplandi. Ayrica tasarlanan biyosensoriin depo kararlilig1 belirlendi ve bu amagla
hazirlanan elektrotlar +4°C'de sakland1 ve 50 uM katekol i¢in amperometrik yanit 1. giin, 5.
gun, 15. gun, 30. gtin ve 60. gun gibi farkli zaman araliklarinda kaydedildi ve akim degerleri

yiizde olarak zamana karsi grafige gecirildi.

3.2.1.5. Lakkaz/Cys-Ag@Fe3:O./Kitosan/SPE’lerin Gol Suyu ve Musluk Suyunda
Katekol Tayini i¢cin Uygulanabilirliginin Arastiriimasi

Gercek su numunelerinde katekolun tayini icin tasarlanan biyosensoriin analitik
uygulanabilirligi g6l suyu ve musluk suyu kullanilarak arastirildi. Geri kazanimlar, gercek
su numunelerine bilinen derisimlerde katekol eklendikten sonra numunelerdeki katekoliin,
optimum kosullar altinda amperometrik yontem ile belirlenmesiyle elde edildi. Standart
ekleme deneyleri icin 1 uM, 10 uM ve 100 uM olacak sekilde ii¢ farkli katekol derisimi

segildi. Musluk suyu numuneleri, Aydin Adnan Menderes Universitesi, Kimya Boliimii,
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Biyokimya Arastirma Laboratuvari’ndan (Aydin, Tiirkiye), g6l suyu numuneleri ise Odemis
Golciik Golii'nden (izmir, Tiirkiye) temin edildi. Ayrica, biyosensoriin uygulama sonuglari
Folin-Ciocalteu yontemi ile karsilagtirmali analiz yapilarak degerlendirildi. Bu amagla, 1
100 uM araliginda hazirlanan katekol kalibrasyon grafiginden yararlanilarak gergek su
numunelerinde katekol miktar1 spektrofotometrik olarak tayin edildi. Bu amagla 0.25 mL
musluk suyu ve gol suyu orneklerine, 11.25 mL saf su ve 0.25’ser mL ticari olarak temin
edilen Folin-Ciocalteu reaktifi eklendi. U¢ dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi. Daha
sonra tizerlerine 0.75’ser mL %?2’lik Na>COz3 eklendi ve elde edilen karisim karanlikta iki
saat boyunca calkalayicida c¢alkalandi. Bu siirenin sonunda olusan rengin absorbansi 760
nm’de saf suya kars1 okundu (Singleton vd., 1999). Deneyler 3 kez tekrarland1 ve her iki

yontem icin sonuclar karsilastirild.

3.2.2. Ticari Serum ve Yapay idrarda Dopamin Tayini icin Lakkaz immobilize
Ni/Au/PPy-COOH Nanoteller ile Modifiye Perde Baskih Elektrotlarin

Hazirlanmasi

3.2.2.1. Ni/Au/PPy-COOH Nanotellerin Sentezi, Karakterizasyonu ve Aktivasyonu

Ni/Au/PPy-COOH nanoteller, 200 nm gozenek ¢apina sahip ve 25 mm c¢apindaki
polikarbonat membran igerisinde nikel, altin ve PPy-COOH’1n ardisik elektro biriktirmesi
ile hazirlandi. Elektrobiriktirme isleminden 6nce, membranin bir yiizli ¢alisma elektrodu
olarak kullanilmak iizere altin ile kaplandi. Membranin altin ile kaplanmasi, Izmir Yiiksek
Teknoloji Ensitiitiisii’'nde gergeklestirildi. Daha sonra membran, bir Teflon kaplama
hiicresine yerlestirildi ve bu sisteme elektriksel iletkenligin olugmasi i¢in aliiminyum folyo
ile bir ara bir katman ile eklenerek calisma elektrodu olarak kullanildi. Ni, nikel standart
cozeltisi kullanilarak -6 mA’de kronopotansiyometri teknigi ile biriktirildi. Daha sonra Ni
segmentinin Gzeri -0.95 V potansiyelde ve 2 C toplam yiikte, altin ¢ozeltisi [5 g/L (0.0127
M) kloroaurik asit ve 10 g/L (0.162 M) borik asit] ile kronoamperometri teknigi ile
kaplandi. Ardindan Ni/Au segmentinin iizeri PPy-COOH ile KNOsz (7.58 mg), sodyum
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dodesil siilfat (SDS) (0.288 g), poli(3,4-etilendioksitiyofen (EDOT) (12.8 uL) ve pirol 2-
karboksilik asit (3.3 mg) igeren ¢ozelti kullanilarak (toplam hacim 10 mL saf suda) 0.8 V’ta
3 C toplam yiikte kronoamperometrik teknik ile kaplandi. Elektro-biriktirme islemlerinin
sonunda membran, Teflon kaplama hiicresinden alinarak saf su ile yikandi. Daha sonra altin
tabaka aliimina ile siyrildi ve polikarbonat membran1 ¢ozmek igin membran, 1 mL’lik
Ependorf tlipline alinarak iizerine 1.0 mL diklormetan eklendi ve 30 dakika calkalandi.
Ardindan 8000 rpm’de 2 dakika santrifiij yapilarak stpernatant atildi. Diklormetan ile
yikama islemi 2 kez tekrarlandi. Daha sonra 1.0 mL izopropil alkol ile yikama yapildi ve
9000 rpm’de 2 dakika santrifiij islemi yapildi. Ardindan, teller 1.0 mL etil alkol ile yikandi
ve 10000 rpm’de 2 dakika santrifiij yapildi. Son olarak 1.0 mL su ile yikanan teller 12000
rpm’de 2 dakika santrifiij yapildi. Su ile yikama islemi 3 kez tekrarlandi. Saf su i¢inde
stispanse haldeki teller kullanilmak {izere +4 °C’de saklandi (Uygun vd., 2017). Sentezlenen
nanotellerin boyut ve sekil analizleri i¢cin Taramali Elektron Mikroskobu tekniginden
yararlanildi (Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Malzeme Arastirma Merkezi). Nanotellerin
manyetik 6zelliklerini belirlemek i¢in Elektron Spin Rezonans Spektroskopisi tekniginden
yararlanilmak iizere drnekler Selguk Universitesi, Ileri Teknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi’ne gonderildi. Ni/Au/PPy-COOH nanotellerin aktivasyonu i¢in EDC/NHS kimyasi
kullanildi. Tampon ¢o6zelti ile yikanan nanoteller, bir miknatis yardimiyla ¢oktiiriildii ve 500
uL 30 mM NHS ve 150 mM EDC iceren ¢ozelti (100 mM pH 5.0 ABS tamponunda)
eklenerek yeniden siispanse edildi. Aktivasyon islemi i¢in ¢bzelti 3 saat boyunca oda

sicakliginda inkibe edildi.

3.2.2.2. Perde Baskih Elektrotlarin Modifikasyonu ve Elektrokimyasal

Karakterizasyonu

Perde baskili elektrodun ¢alisma elektrodu kismma 10 pL aktive edilen Ni/Au/PPy-
COOH nanotellerden damlatild1 ve vakum etiivii yardimiyla kurutuldu (15 dakika boyunca,
25°C’de, -0.5 bar basingta). Daha sonra 10 pL 5 mg/mL lakkaz (50 mM pH 5.5 ABS
tamponunda) damlatildi ve vakum etiiviinde ayni kosullar altinda kurutuldu. Son olarak, 5
uL %1°1lik Nafion™ (50 mM pH 5.5 ABS tamponunda) ¢ozeltisinden damlatildi ve vakum
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etiiviinde yukarida belirtilen kosullarda kurutuldu. Hazirlanan elektrot Lakkaz-Ni/Au/PPy-
COOH/NAF/SPE olarak isimlendirildi (Sekil 3.2).

Gozenekli
Membran
™~ Nikel
biriktirmesi

Calisma Elektrodu

Altin Tabaka Lt II
&l | I &

Altin PPy-COOH
biriktirmesi “ biriktirmesi ’ )
-I_.I-—/ N _W.—/

Altin

tabakanin
temlzlenmesn

1. Yikama (izopropil alkol) Membran
2. Yikama (Etanol) ¢oziindiirme
3. Yikama (Su) l

Elektrot
Modifikasyonu

Lakkaz Nafion®

Sekil 3.2. Ni/Au/PPy-COOH nanotellerin hazirlanmasi ve elektrot modifikasyonun sematik

gosterimi.

Yalin perde baskili elektrotlarin, Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE ve Lakkaz-Ni/Au/PPy-
COOH/NAF/SPE’lerin yiik transfer Ozelliklerini karakterize etmek icin CV ve EIS
olciimleri, 5 mM [Fe(CN)s]** ve 0.1 M KCI iceren 50 mM pH 7.4 PBS tampon
cozeltilerinde yapildi. CV ol¢iimleri 50 mV/s tarama hiz1 ile -0.4 V-0.8 V potansiyel
araliginda gergeklestirildi. EIS olgtimleri ise 5x102-1x10° Hz araliginda 0.2 V potansiyelde
gerceklestirildi. Yalin ve modifiye elektrotlarin farklilagsmasi, etkin elektroaktif yiizey

alanim1 karakterize etmek i¢in her adimda CV olgiimleri ile kontrol edildi. Bu asamada
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lakkaz enziminin dopamin tayininde kullanilabilirligini degerlendirmek igin elektrotlar
sirastyla, modifiye edilmemis yalin SPE, Ni/Au/PPy-COOH nanoteller ile modifiye edilmis
SPE’ler ve Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH nanoteller ile modifiye edilmis SPE’ler olarak
secildi. Her bir elektrot igin, 50 mM pH 6.5 PBS tampon ¢ozeltisi iginde 10 uM dopamin
varliginda CV ol¢imleri gergeklestirildi ve boylece lakkaz enziminin reaksiyon akimini ne
kadar degistirdigine karar verildi. Bu amagla -0.4 V—0.8 V araliginda ve 50 mV/s tarama
hizinda ¢alisildi. Dopaminin elektrokimyasal oksidasyonu esas olarak, tum katekolaminlerin
tipik reaksiyonunda oldugu gibi katekol kisminin orto-kinona oksidasyonudur (Esitlik 4 ve
5).

Dopamin + Lakkazyikscitgenmis) — Dopamin-0-kinon + Lakkaz indirgenmis) + 2H™ + 2€~ Esitlik 4

LakkaZ(indirgenmis) + 02 + 4H+ — LakkaZ(yﬁkse]tgenmis) + 2HZO ESltllk 5

3.2.2.3. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’lerin Optimizasyonu

Dopaminin elektrokimyasal tayinin temelini olusturan ve fizyolojik kosullar altinda
gergeklesen 2e¢/2H* redoks reaksiyonu sayesinde elde edilen akim; uygulama potansiyeli,
ortam pH’1, elektroaktif molekiillerin derisimine baghdir ve optimize kosullar bu
bilesiklerin tayinin en dogru sekilde miimkiin kilar. Bu amagla, enzimatik reaksiyonun
iriinleri amperometrik yontem ile tayin edildi ve amperometrik yanita ¢alisma
potansiyelinin, Ni/Au/PPy-COOH nanotel derisiminin, ortam pH’inin, dopamin derisiminin
ve diger elektroaktif tiirlerin varliginin etkisi incelendi. Bdylece her bir parametre i¢in

optimum ¢alisma kosulu belirlendi.

Dopaminin enzimatik reaksiyonundaki énemli rolii ve ayrica diger elektroaktif tiirlerin
girisim etkisinin 6nemi nedeniyle ilk olarak caligma potansiyelinin etkisi degerlendirildi.
Potansiyeldeki herhangi bir degisim, akimda degisiklige sebep olacagindan sabit dopamin
derisiminde (10 uM DOP) farkli potansiyel araliklarinda (-0.1; -0.125; 0.15; -0.2 V)
modifiye edilen her bir elektrot yiuzeyine 50 mM pH 6.5 PBS (fosfat) tamponu damlatildi ve
sistem dengeye geldiginde saptanan akim degeri kaydedildi. Ardindan, elektrot ylzeyinde
10 uM dopamin olacak sekilde stok dopamin ¢dzeltisinden ekleme yapildi ve yeni bir denge
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durumuna ulasildiginda her iki denge durumu arasindaki fark pA olarak kaydedildi. Elde
edilen veriler, potansiyel degerlerine karsi akim olarak grafige gegirilerek, optimum ¢alisma
potansiyeli belirlendi. Ikinci bir optimizasyon calismasi ise kullanilacak Ni/Au/PPy-COOH
nanotel miktarinin belirlenmesi icin yapildi. Bu amagla SPE’ler {izerine Boliim 3.2.2.1°de
anlatildigr gibi optimum kosullar altinda, 0.08; 0.12; 0.16; 0.24 ve 0.32 mg/mL
derisimindeki Ni/Au/PPy-COOH nanotel ¢ozeltilerinden damlatildi ve daha sonra sirastyla 5
mg/mL lakkaz ve %1’lik Nafion™ ile modifikasyon gerceklestirildi. Modifiye edilen
elektrotlar i¢in daha Once belirlenen optimum c¢alisma potansiyelinde ve sabit dopamin
derisiminde (-0.2 V sabit potansiyelde, 10 pM dopamin) amperometrik o6lgimler
gerceklestirildi. Elde edilen veriler, nanotel miktar1 degerlerine karst akim degisimi pA
olarak grafige gecirilerek, optimum nanotel derisimi belirlendi. Son olarak, lakkaz
enziminin aktivitesine ortam pH’min etkisini incelemek i¢in 50 mM ABS tamponu
cozeltilerinde (pH 4.0, 4.5, 5.0, 5.5), 50 mM PBS tamponu ¢ozeltilerinde (pH 6.0, 6.5, 7.0
ve 7.5) ve 50 mM karbonat tamponu ¢ozeltisinde (pH 8.0) 10 uM dopamin varliginda daha
once belirtilen sabit kosullar altinda (-0.2 V sabit potansiyelde, 0.16 mg/mL nanotel
derisimi, 5 mg/mL lakkaz ve %]1’lik Nafion™ ile modifiye edilmis elektrotlar ile)
amperometrik dlgiimler gergeklestirildi ve dopaminin en yiiksek duyarhiginin gozlendigi pH,

optimum olarak belirlendi.

3.2.2.4. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’lerin Kinetik ve Analitik Performanslar:

Ticari serum ve yapay idrarda dopamin tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin
analitik ve katalitik karakterizasyonu, dopamin i¢in bir kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi
ile yapildi. Bu kalibrasyon grafigi i¢in daha once belirtilen amperometrik kosullarda, 50
mM pH 6.5 PBS tampon ¢ozeltisine farkli derisimlerde dopamin eklenerek oOlc¢timler
gergeklestirildi. Farkli dopamin derisimlerine ait kronoamperometrik akim-zaman (i-t)
grafiklerinde, her bir ilaveden sonra elde edilen akimdan, son durumda ulasilan denge
akiminin ¢ikarilmasi ile hesaplanan akim farklari (Ai, pA) dopamin derisimine (uM) kars1
grafige gegirildi. Ayrica bu degerler ile Lineweaver-Burk grafigi cizildi ve elektrot
yuzeyindeki enzimin kinetik parametreleri olan Kn®® ve Imax belirlendi. Tayin sinir1 (LOD)

ve Olcim smirt (LOQ) elektrodun amperometrik cevaplari ile elde edilen kalibrasyon
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grafiginin egimi (m, elektrot duyarlig1) ve standart sapma yardimiyla, LOD=3xS.S/m ve
LOQ=10xS.S/m esitlikleri kullanilarak hesaplandi. Hazirlanan modifiye elektrotlarin cevap
stiresi, kronoamperometrik yontemle elde edilen i-t grafikleri yardimiyla belirlendi. Bu
amagla elektrot i¢in kararli hal akimi elde edildikten sonra elektrot tizerine dopamin ilave
edildi ve akim cevabinin tekrar kararli hale gelmesi i¢in gegen siire kaydedildi. Bu siirenin

%95°1 hesaplandi ve cevap siiresi olarak belirlendi.

Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’lerin tekrar kullanilabilirligini incelemek igin,
optimum kosullarda (25°C’da, 50 mM pH 6.5 PBS tamponu ve -0.2 V sabit potansiyelde),
10 uM dopamin icin ayni elektrotla ard arda 15 Olglim alindi ve elde edilen sonuclarla
elektrodun tekrar kullanilabilirligini gosteren grafik ¢izildi. Ayrica biyosensor tasariminda
onemli bir parametre olan tekrar iretilebilirlik ¢aligmalar1 yapildi. Bu amagla, optimum
kosullarda 5 6zdes elektrot hazirlandi ve bu elektrotlarin 10 uM dopamin i¢in amperometrik
yanitlari incelendi. Tasarlanan biyosensorlerin dopamin tayininde giivenilir, kararli ve segici
oldugunu gostermek igin insan serumundaki normal miktarlar1 referans alinarak 0.5 mM
urik asit (UA), 0.05 mM askorbik asit (AA), 0.25 mM L-sistein (Cys), 1.5 puM serotonin
(SER) ve 5.5 mM glukoz (GLU) bilesiklerinin sirasiyla reaksiyon ortamina eklenmesiyle
elde edilen amperometrik yanitlar yuzde olarak hesaplandi. Ayrica tasarlanan biyosensoriin
depo kararliliginin belirlenmesi i¢in hazirlanan elektrotlar +4 °C'de saklandi ve 10 uM
dopamin i¢in amperometrik yanit 1. gtin, 5. gtn, 10. gun, 15. gin, 30. gln, 45. gun ve 60.
gunde kaydedildi.

3.2.2.5. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’lerin Ticari Serum ve Yapay Idrarda

Dopamin Tayini I¢in Uygulanabilirliginin Arastirilmasi

Dopaminin biyolojik sivilarda tayini i¢in tasarlanan biyosensorin analitik
uygulanabilirligi ticari insan serumu ve yapay idrar kullanilarak aragtirildi. Ticari insan
serumu Sigma’dan temin edilirken, yapay idrar drnegi laboratuvarda hazirlandi. Ozetle, 1.1
mM laktik asit, 2.0 mM sitrik asit, 25 mM sodyum bikarbonat, 170 mM (re, 2.5 mM
kalsiyum Klortr, 90 mM sodyum klorir, 2.0 mM magnezyum sulfat, 10.0 mM sodyum

sulfat, 7.0 mM potasyum dihidrojen fosfat, 7.0 mM dipotasyum hidrojen fosfat ve 25 mM
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amonyum klorlr 1 L ultra saf su icerisinde ¢ozuldi. Cozeltinin pH’1 0.1 M’lik HCl ile 6.0’a
ayarland1 ve yapay idrar olarak kullanildi (Mohammadi vd., 2015). Geri kazanimlar,
biyolojik orneklere bilinen derisimlerde dopamin eklendikten sonra dopaminin, optimum
kosullar altinda amperometrik yontem ile belirlenmesiyle elde edildi. Standart ekleme
deneyleri i¢in 0.01 uM, 0.1 uM ve 1.0 uM olacak sekilde ti¢ farkli dopamin derisimi segildi
ve 50 mM pH 6.5 PBS tampon cozeltisi ile 2 kat seyreltilmis serum O&rnegi ve
seyreltilmeyen idrar 6rnegine dopamin eklemeleri yapildi. Ticari serum ve yapay idrar igin
elde edilen sonuglar ¢izelge haline getirilerek karsilastirildi.

3.2.3. Sarapta ve Meyve Suyunda (-)-Epikatesin Tayini icin Lakkaz Temelli GO/TiS;
Nanokompozitlerle Modifiye Perde Baskili Elektrotlarin Hazirlanmasi

3.2.3.1. GO/TiS, Nanokompozitlerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

GO/TiS, nanokompozitlerin sentezi igin oOncelikle sirasiyla 2D grafen ve TiS>
nanotabakalar sentezlendi. Grafen oksit sentezi i¢in, 80°C’ye ayarlanmis bir su banyosu
icerisine 1 g P20s, 1 g K2S20g ve 3 mL H2SO4 gozeltisi igeren bir beher yerlestirildi. Cozelti
80°C’de sabit tutulduktan sonra igerisine 2 g grafit tozu yavasca eklendi ve 1 saat su
banyosunda bekletildi. Bu surenin sonunda ¢0zelti su banyosundan alinip, 6 saat boyunca
oda sicakliginda bekletildi ve ardindan n6tr pH elde edilene kadar saf su ile yikama islemi
yapildi. Elde edilen kati, buz banyosunda 23 mL H>SO4 ve 3 g KMnOs ile karistirildi. Daha
sonra ¢ozeltinin sicakligi 35°C’ye ¢ikarildi ve lizerine 92 mL H20 eklendi ve 2 saat boyunca
bu sicaklikta bekletildi. Bu siire sonunda ¢ozelti Uzerine 500 mL H>O ve 5 mL H>O>
(%30’1uk) eklendi. Elde edilen kat1 1:10 (v/v) HCI ile yikandi ve kurutuldu (Hummers ve
Offeman, 1958).

TiS, nanotabakalarin sentezi Aydin Adnan Menderes Universitesi Fen Fakltesi
Kimya BoOlumiu Organik Kimya Arastirma Laboratuvari’nda gerceklestirildi. TiS»
nanotabakalarin sentezi i¢in Oncelikle oleilamin ve oktadesen c¢ozeltileri nem gidermek igin

30 dakika boyunca MgSOs (hidratsiz) ile karistirildi. MgSOs siiziilerek uzaklastirildi ve 20
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mL oleilamin, 10 mL oktadesen ve 1 mmol TiCls ii¢ boyunlu balon igerisine alindi. Bu
cozelti 140°C’de 30 dakika boyunca argon gazi altinda manyetik olarak karistirildi. Sicaklik
hizlica 300°C’ye ytikseltildi ve 30 dakika daha karistirildi. Ayr1 bir beherde 5 mL oleilamin
icerisine 2 mmol kiikiirt tozu eklendi ve bu ¢ozelti bir enjektér yardimiyla yaklasik 20
dakika icerisinde damla damla ¢ boyunlu balondaki ¢ozelti icerisine eklendi. Ekleme
islemi bittikten sonra balon 300°C’de 90 dakika boyunca manyetik karistiricida karistirildi
ve bu siirenin sonunda sogutuldu. Elde edilen ¢Ozelti, 12000 g’de 15 dakika boyunca
santrifiij edildi ve elde edilen kati organik safsizliklar1 uzaklastirmak igin 6nce 20 mL
siklohekzan ile daha sonra U¢ kez 20 mL etanol ile yikandi (Hao vd., 2017). Sentezlenen
nanotabakalarin morfolojilerini ve bilesimini belirlemek icin Atatiirk Universitesi, Dogu
Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne gonderilerek Gegirimli
Elektron Mikroskobu (TEM) tekniginden yararlanildi. GO/TiS, nanokompozit sentezi igin
1:1 (v/v) etanol:su ¢ozeltisinde 0.5 mg/mL GO ve 0.5 mg/mL TiS> disperse edildi ve 2 saat
boyunca 40 kHz siddetinde ultrasonikator igerisinde tutuldu (Pal vd., 2021). Elde edilen
kolloidal dispersiyon lakkazin adsorpsiyonu igin kullanildi Bu amagla kompozitler
cokturildi ve 1 mL 10 mg/mL lakkaz ¢ozeltisi (50 mM pH 5.0 ABS tamponunda) ile
muamele edildi. Bu ¢ozelti ilizerine %5°lik Nafion™ (50 mM pH 5.0 ABS tamponunda)
cozeltisinden 200 pL damlatildi ve 30 dakika buz banyosunda bekletilerek kararh bir jel

yapis1 hazirlandi.

3.2.3.2. Perde Baskih Elektrotlarin Modifikasyonu ve Elektrokimyasal

Karakterizasyonu

Boliim 3.2.3.1°de hazirlanan jelden perde baskili elektrot {izerine 7 uL. damlatilarak 1
gece +4°C’de bekletildi (Zhang vd., 2020a). Hazirlanan elektrot Lakkaz-GO/TiS2-NAF/SPE
olarak isimlendirildi (Sekil 3.3). Yalin ve modifiye elektrotlarin farklilasmasi, etkin
elektroaktif ylizey alanini karakterize etmek icin, her adimda CV ve EIS olcumleri ile
kontrol edildi. Bu asamada lakkaz enziminin (-)-epikatesin tayininde kullanilabilirligini
degerlendirmek amaciyla elektrotlar sirasiyla, modifiye edilmemis yalin SPE, TiS:
nanotabakalar ile modifiye edilmis SPE’ler, GO ile modifiye edilmis SPE’ler, GO/TiS;

nanokompozitlerle ve lakkaz adsorbe GO/TiS; nanokompozitlerle modifiye edilmis SPE’ler

74



olarak hazirlandi. Hazirlanan elektrotlar ile 50 mM pH 5.0 ABS tampon ¢0zeltisi i¢cinde 100
MM (-)-epikatesin varliginda CV olgimleri gergeklestirildi ve lakkaz enziminin reaksiyon
akimini ne kadar degistirdigine karar verildi. Deneyler -0.4 V ve 0.8 V potansiyel araliginda
100 mV/s tarama hizinda gergeklestirildi. Elektrot yiizeyinde gergeklesen elektrokatalitik

mekanizma Esitlik 6 ve 7°de verilmistir.
(-)-Epikatesin+LakKazyikseligenmisy—>(-)-Epikatesin-0-kinon+Lakkaz indirgenmis) + 2H" + 2€° Esitlik 6

LakkaZ(indirgenmi§) + 02 + 4H+ — LakkaZ(yﬁkseltgenmiS) + 2H20 Esltllk 7

\ Elektrot
Modifikasyonu "

Sekil 3.3. GO/TiS; nanokompozitlerinin hazirlanmasi ve elektrodun modifikasyonu.

3.2.3.3. Lakkaz-GO/TiS./NAF/SPE’lerin Optimizasyonu

Diger elektroaktif tiirlerin girisim etkisinin onemi nedeniyle ilk olarak g¢alisma
potansiyeli degerlendirildi. Potansiyeldeki herhangi bir degisim, cevap akiminda degisiklige
sebep olacagindan farkli potansiyel degerlerinde (-0.1, -0.2, 0.3, -0.4, -0.5, -0.6, -0.7, -0.8, -
0.9 V), modifiye edilen her bir elektrot yuzeyine 100 uL 50 mM pH 5.0 ABS tamponu
damlatild1 ve sistemin dengeye gelmesiyle belirlenen akim degerleri kaydedildi. Ardindan,

elektrot yuzeyinde 100 uM (-)-epikatesin olacak sekilde stok ¢ozeltisinden ekleme yapildi
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ve yeni bir denge durumuna ulasildiginda iki denge durumu arasindaki fark pA olarak
kaydedildi. Elde edilen veriler, potansiyel degerlerine karsi akim grafigine gegirilerek,
optimum ¢alisma potansiyeli belirlendi. (-)-Epikatesinin  enzimatik oksidasyon
reaksiyonundaki rolli nedeniyle lakkaz miktarinin etkisi degerlendirildi. GO/TiS;
nanokompozitlere lakkaz adsorpsiyonu, farkli miktarlarda lakkaz enzimi kullanilarak (0.78;
1.56; 2.34; 3.12 ve 3.9 U) gerceklestirildi. Elde edilen veriler, enzim miktar1 (U) degerlerine
karst pA olarak grafige gecirilerek, optimum lakkaz miktar1 belirlendi. Son olarak,
biyosensor cevabma ortam pH’min etkisini incelemek i¢in 50 mM ABS tamponu
cozeltilerinde (pH 4.0, 4.5, 5.0, 5.5), 50 mM PBS tamponu ¢ozeltilerinde (pH 6.0, 6.5, 7.0
ve 7.5) ve 50 mM karbonat tamponu cozeltilerinde (pH 8.0 ve 9.0) 100 uM (-)-epikatesin
varliginda daha once belirtilen sabit kosullar altinda amperometrik 6l¢iimler gerceklestirildi

ve optimum pH belirlendi.

3.2.3.4. Lakkaz-GO/TiS,-NAF/SPE’lerin Kinetik ve Analitik Performanslari

Sarap ve meyve suyu Orneklerinde (-)-epikatesin tayinine yonelik gelistirilen
biyosensoriin analitik ve Kkatalitik karakterizasyonu, (-)-epikatesin icin bir kalibrasyon
grafiginin hazirlanmasi ile gerceklestirildi. Bu kalibrasyon grafigi i¢in daha 6nce belirlenen
amperometrik kosullarda, 100 pL 50 mM pH 5.0 ABS tampon c¢ozeltisine farkl
derisimlerde (-)-epikatesin eklenerek dlcimler yapildi. Farkli (-)-epikatesin derisimlerine ait
kronoamperometrik akim-zaman (i-t) grafiklerinde, her bir ilaveden sonra elde edilen
akimdan, son durumda ulasilan denge akiminin ¢ikarilmasi ile hesaplanan akim farklar1 (Ai,
MA) (-)-epikatesin derisimine (uM) kars1 grafige gegirildi. Ayrica bu degerler kullanilarak
Lineweaver-Burk grafigi cizilerek, elektrot yilizeyindeki enzimin kinetik parametreleri,
Kn®? ve Imax belirlendi. Tayin siir1 (LOD) ve alt tayin smir1 (LOQ) elektrodun
amperometrik cevaplari ile elde edilen kalibrasyon grafiginin egimi (m, elektrot duyarligi)
ve standart sapma yardimiyla, LOD=3xS.S/m ve LOQ=10xS.S/m esitlikleri kullanilarak
hesaplandi. Hazirlanan modifiye elektrotlarin cevap siiresi, kronoamperometrik yontemle
elde edilen zamana kars1 akim grafikleri yardimiyla belirlendi. Bu amagla elektrot igin

kararli hal akimi elde edildikten sonra elektrot {izerine (-)-epikatesin ilave edildi ve akim
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cevabinin tekrar kararli hale gelmesi i¢in gegen siire kaydedildi. Bu siirenin %95’1

hesaplandi ve cevap siiresi olarak belirlendi.

Lakkaz-GO/TiS2-NAF/SPE’lerin tekrar kullanilabilirligini incelemek igin, optimum
kosullarda 100 uM (-)-epikatesin i¢in ayn1 elektrotla ard arda 15 6l¢tim alind1 ve elde edilen
sonuglarla elektrodun tekrar kullanilabilirligini gosteren grafik cizildi. Ayrica biyosensor
tasariminda onemli bir parametre olan tekrar iiretilebilirlik ¢aligmalar1 yapildi. Bu amacla,
optimum kosullarda 5 0zdes elektrot hazirlandi ve bu elektrotlarin 100 uM (-)-epikatesin
icin amperometrik yanitlar1 incelendi. Bazi polifenolik bilesiklerin girisim etkisini
incelemek i¢in bu bilesikler reaksiyon ortamina ilave edilerek, verdikleri yanitlar
amperometrik olarak 6l¢ildi. Bu amacla, 300 uM gallik asit (GA), 300 uM kafeik asit
(CA), 100 uM resveratrol (RES), 200 uM quercetin (QUER), 100 uM rutin (RUT), 100 uM
siyanidin (CY) ve 100 uM klorojenik asit (KA) bilesiklerinin sirasiyla reaksiyon ortamina
eklenmesiyle elde edilen amperometrik yanitlar yiizde olarak hesaplandi. Ayrica tasarlanan
biyosensoriin depo kararliliginin belirlenmesi i¢in hazirlanan elektrotlar +4°C'de saklandi ve
100 UM (-)-epikatesin igin amperometrik yanit 1. giin, 15. giin, 30. gun, 45. giln, 60. gln,

75. gun ve 90. gln zaman araliklarinda kaydedildi.

3.2.3.5. Lakkaz-GO/TiS,-NAF/SPE’lerin Sarapta ve Meyve Suyunda (-)-Epikatesin

Tayini I¢in Uygulanabilirliginin Arastiriimasi

Onerilen biyosensoriin (-)-epikatesin tayininde kullamilabilirligini arastirmak icin,
sarap ve meyve suyu numuneleri kullanildi. Ticari olarak temin edilen kirmizi sarap (shiraz)
ve meyve suyu oOrneklerinde toplam polifenol derisimini degerlendirmek igin hazirlanan
Lakkaz-GO/TiS,-NAF/SPE  biyosensori  ve Folin-Ciatelou  yontemi  karsilastirilda.
Hazirlanan biyosensor ile numunelerdeki (-)-epitakesin miktari, optimum kosullar altinda
amperometrik yontemle belirlendi. Numuneler, daha 6nce ¢esitli yontemlerle rapor edilen
toplam polifenol iceriklerine gore secildi (Gualandi vd., 2015; Di Fusco vd., 2010). ilk
olarak, kirmizi sarap ve meyve suyu 50 mM ABS pH 5.0 tamponu ile 1:10 oraninda
seyreltildi. Gergek numuneler icin elde edilen toplam polifenol derisimleri, polifenol

referans bilesigi olarak (-)-epikatesin secildiginden, epikatesin esdegerleri olarak ifade
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edildi. Oncelikle, (-)-epikatesinin eklenmedigi sarap ve meyve suyu drnekler ve ardindan 10
MM derisiminde (-)-epikatesin eklenen Ornekler igin toplam polifenol derisimi belirlendi.
Geri kazanimlar daha sonra bir gizelge hazirlanarak Ozetlendi. Ayrica spektrofotometrik
Folin-Ciocalteu yontemi icin kalibrasyon grafigi 0.1-250 uM araliginda hazirland1 ve bu
grafikten yararlanilarak kirmizi sarap ve meyve suyu orneklerinde (-)-epitakesin miktari
tayin edildi. Bu amagla 0.25 mL sarap ve meyve suyu Orneklerine, 11.25 mL saf su ve
0.25’ser mL ticari olarak temin edilen Folin-Ciocalteu reaktifi eklendi. U¢ dakika boyunca
oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra tizerlerine 0.75’ser mL %2’lik Na>,COs eklendi ve
elde edilen karigim karanlikta iki saat boyunca calkalayicida ¢alkalandi. Bu silirenin sonunda
olusan ¢ozeltideki rengin absorbansi 760 nm’de saf suya kars1 okundu (Singleton vd., 1999).
Deneyler 3 kez tekrarlandi ve her iki yontemin sonuclar: karsilastirildi.
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4. BULGULAR

4.1. GOl Suyu ve Musluk Suyunda Katekol Tayini i¢cin Lakkaz Temelli Cys-Ag@Fez04
Manyetik Nanopartiktllerle Modifiye Perde Baskili Elektrotlarin Hazirlanmasi

4.1.1. Cys-Ag@Fe3O4 Manyetik Nanopartikiillerin Hazirlanmasi, Karakterizasyonu ve

Lakkazin Manyetik Nanopartikiillere immobilizasyonu

Sentezlenen L-Sistein ile fonksiyonellestirilmis ve Ag kapli FesOs manyetik
nanopartikiillerinin TEM ve EDX analizleri Selguk Universitesi Ileri Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde bulunan Gegirimli Elektron Mikroskobu ile gergeklestirilmistir
(TEM, JEOL-JEL 2100, Tokyo, Japonya). Cys-Ag@FesOs manyetik nanopartikillerinin
ortalama 10 nm civarinda boyutlara sahip kiiresel yapisin1 gésteren TEM goriintiileri Resim

4.1°de ve EDX analiz sonuglar1 Resim 4.2’de verilmistir.

Sentezlenen manyetik nanopartiktllerin manyetik 6zelliklerini belirlemek icin Selguk
Universitesi ileri Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde bulunan Elektron Spin
Rezonans cihazindan (JEOL/JESFA-300) faydanilmistir. Cys ile fonksiyonellestirilmis ve
Ag kapli FesOs nanopartikillerin manyetik 6zelligi hakkinda bilgi veren ESR spektrumu
Resim 4.3’de gosterilmistir ve bu spektrumdan elde edilen H degeri (manyetik alan

rezonanst) kullanilarak g faktorii 1.95 olarak hesaplanmastir.

Calismanin bu kisminda sentezlenen Cys-Ag@Fe:Os manyetik nanopartikillere
lakkaz immobilizasyonu gergeklestirilmis ve 280 nm’de absorbans okunmasi ile baglanan

enzim miktar1 571.8 mg/g nanopartikil olarak hesaplanmustir.
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A)

B)

Resim 4.1. Cys-Ag@Fe304 manyetik nanopartikillerin TEM gortntileri A) 50 nm, B) 200

nm, C) 500 nm 6lgek.
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Resim 4.2. Cys-Ag@Fe304 manyetik nanopartikillerin EDX spektrumu.
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Resim 4.3. Cys-Ag@Fe3z04 manyetik nanopartikullerin ESR spektrumu.

4.1.2. Perde Baskih Elektrotlarin Lakkaz/Cys-Ag@Fe:Os ile Modifikasyonu ve

Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Yalin SPE’lerin, Cys-Ag@Fe30s manyetik nanopartikiiller ile modifiye edilmis
SPE’lerin ve Lakkaz/Cys-Ag@Fes:04/Kitosan ile modifiye edilmis SPE’lerin yuk transfer
ozelliklerini karakterize etmek icin CV ve EIS élciimleri, 5 mM [Fe(CN)e]** ve 0.1 M KCI
iceren 50 mM pH 7.4 PBS tampon c¢ozeltileri ile yapilmistir. Resim 4.4A’da yalin perde
baskili elektrotlar ve farkli bilesimlere sahip nanomalzemelerle modifiye edilmis perde
baskili elektrotlara ait, [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* déniisiimii i¢in iyi tanimlanmus pik zirveleri
gOzlenmistir. Ancak yalin SPE’lere ait redoks akim pikleri sirasiyla 0.9 mA ve -0.9 mA
iken, Cys-Ag@Fe304/SPE’lere ait redoks akim pikleri 0.13 mA ve -0.13 mA degerlerinde
gOzlenmistir. Lakkaz/Cys-Ag@Fe304/Kitosan ile modifiye edilmis SPE’lere ait redoks akim
piklerinde ise diisiis gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglar EIS deneyleri ile desteklenmistir.
Resim 4.4B’de verilen Nyquist grafiklerinde, tim egrilerin hem elektron transferi hem de
diflizyon siirecinin ayni anda gerceklestigini gosteren yarim daire ve diiz bir ¢izgiden
olustugu goriilmektedir. Fitlenmis sonuglara goére yalin SPE’lerin ve Cys-Ag@FeszO4/
SPE’lerin elektron transfer direngleri (Rct) sirastyla 2869 Q ve 1115 Q olarak bulunmustur.
Cys-Ag@Fes04/Kitosan ile modifiye edilmis elektrotlarla karsilastirildiginda, Lakkaz/Cys-
Ag@Fe304/Kitosan/SPE’ler igin yarim daire ¢ap1 artmis ve 9562 Q Rt degeri gozlenmistir.
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Resim 4.4. 5 mM [Fe(CN)s]** ve 0.1 M KCl iceren 50 mM pH 7.4 PBS tampon ¢ozeltileri
icin A) yalin SPE, Cys-Ag@Fe304/Kitosan/SPE ve Lakkaz/Cys-Ag@Fe304/Kitosan/SPE
icin CV grafikleri ve B) EIS spektrumlari.

Resim 45A, yalin SPE, Cys-Ag@Fe3:O4/Kitosan/SPE ve Lakkaz/Cys-
Ag@Fes304/Kitosan/SPE’lere ait 50 pM katekol iceren 50 mM pH 5.5 ABS tamponu
cOzeltisinde dongiisel voltametri sonuglarini gostermektedir. Tim SPE’ler i¢cin 50 uM
katekol varliginda sirasiyla anodik ve bir katodik olmak iizere iki redoks tepe akimi

g0zlenmistir; ancak Lakkaz/Cys-Ag@FesO; ile modifiye elektrotlarin pik akim degerleri,
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Cys-Ag@Fes04 ile modifiye elektrotlara kiyasla 6 kat daha yiiksek bulunmustur. Bu
elektrokimyasal davranis, Resim 4.5B’de gosterildigi gibi lakkazin oksidasyon

reaksiyonuna ve katekolln elektrot yiizeyinde geri doniisiimiiniin amplifikasyon dongistine

dayanur.

A).

Current/pA

® Yalin SPE
" Cys-Ag@Fe;0,/Kitosan/SPE
" Lakka7/Cys Ag@Fe3O4/Klt0san/SPE

T
-0.20 -0.10 000 0.10 0.20 030 0-10

Potential/V

e "3? f Q'\

B)

ZH;O

Resim 4.5. A) 50 uM katekol iceren 50 mM pH 5.5 ABS tampon ¢0zeltileri igin yalin SPE,
Cys-Ag@Fes04/Kitosan/SPE ve Lakkaz/Cys-Ag@Fes04/Kitosan/SPE icin CV grafikleri.

B) Enzimatik oksidasyon reaksiyonu ve ardindan substratin elektrot yiizeyinde geri

doniisiimiiniin sematik gdsterimi.
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4.1.3. Lakkaz/Cys-Ag@FesO4/Kitosan/SPE’lerin Optimizasyonu

Lakkaz miktarinin biyosensor yanitina etkisini incelemek icin 1.56, 3.12, 4.0, 5.85, 8.0
U miktarlarinda farkli enzim elektrotlar1 hazirlanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.1°de
gosterilmistir. En yuksek amperometrik akim yanitt 8 U enzim miktar1 ile hazirlanan

elektrotlar ile elde edilmistir.
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Sekil 4.1. Cys-Ag@Fe30s nanopartikiillere immobilize edilmis lakkaz miktarinin
Lakkaz/Cys-Ag@Fesz04/Kitosan/SPE biyosensoriinin amperometrik yanitina etkisi (50 mM
pH 5.5 ABS tampon ¢ozeltisi icerisinde 50 uM katekol varliginda, uygulanan potansiyel -50
mV, sicaklik 25°C).

0.1, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/mL derisimlerinde hazirlanan manyetik nanopartikiiller ile
modifiye edilen elektrotlarla amperometrik olgiimler gerceklestirilmistir ve sonuclar Sekil
4.2°de verilmistir. En kararli ve en yliksek amperometrik yanit1 veren elektrot, 2.0 mg/mL
manyetik nanopartikiil derisimi ile hazirlanan SPE olarak belirlenmistir. Belirlenen

manyetik nanopartikiil araligindan (0.1-0.4 mg/mL) daha diisiik veya yiiksek derisimlerle
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hazirlanan elektrotlarla akim farklanmalar1 gbzlenmemistir ve bu miktarlarda

calistilmamastir.
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Sekil 4.2. Cys-Ag@FesOs manyetik nanopartikillerin  derisiminin  Lakkaz/Cys-
Ag@Fe304/Kitosan/SPE biyosensorinin amperometrik yanitina etkisi (50 mM pH 5.5 ABS
tampon c¢ozeltisinde 50 uM katekol varliginda, uygulanan potansiyel -50 mV, sicaklik
25°C).

Tampon c¢ozelti pH’sinin amperometrik yanita etkisini incelemek i¢in 2 mg/mL
manyetik nanopartikiil, 8 U lakkaz ve %0.5’1lik kitosan ile hazirlanan elektrotlarin, her bir
tampon cozelti icerisinde (50 mM pH 4.0-5.5 ABS ve 50 mM 6.0-7.0 PBS) 50 uM katekol
icin akim degisimi degerleri kaydedilmistir. Sekil 4.3’den de goriildiigii {izere, tasarlanan
biyosensor i¢in optimum pH degeri 5.5 olarak belirlenmistir. pH'a gore akim degerlerinin
degisimi incelendiginde genel olarak, akim degisimi degeri yiikselen pH degeri ile artmakta

ve ardindan tepe noktasi olan 5.5’den sonra azalmaktadir.
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Sekil 4.3. Ortam pH’mmin Lakkaz/Cys-Ag@Fes:0./Kitosan/SPE  biyosensoriunin
amperometrik yanitina etkisi (TUm tampon c¢ozeltiler icin 50 puM katekol varliginda,

uygulanan potansiyel -50 mV, sicaklik 25°C).

4.1.4. Lakkaz/Cys-Ag@Fe3:04/Kitosan/SPE’lerin Kinetik ve Analitik Performanslari

Gol suyu ve musluk suyunda katekol tayinine yonelik gelistirilen lakkaz immobilize
Cys-Ag@FesOs manyetik nanopartikuller temelli biyosensoriin analitik ve Kkatalitik
karakterizasyonu, katekol icin bir kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi ile yapilmistir.
Optimize kosullar altinda, farkli substrat derisimlerinin verdigi amperometrik yanitlar
Olculmiis ve sonuglar grafige gecirilmistir. Sekil 4.4’deki i¢c grafikte de verildigi gibi
tasarlanan biyosensoriin katekol i¢in gosterdigi dogrusal aralik, 0.1-100 pM olarak
belirlenmistir (y=7.5071x+37.372 ve R?>=0.9978). Dogrusal aralik grafigi yardimiyla
olgtilebilen en kiiglik derisim sinir1 (LOD), sinyal giiriiltii oran1 3 olarak alinarak (S/N=3)
0.06 pM olarak belirlenmistir. Ek olarak, biyosensor i¢in 6l¢im sinir1 (LOQ) 0.203 pM
olarak belirlenmistir. Lakkaz bagli Ag@FesO4 manyetik nanopartikuller ile modifiye edilen
SPE’lerin katekol i¢in duyarlig1, Esitlik 8’e gore hesaplanmis ve 60.056 pAmM-cm2 olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.4. Lakkaz/Cys-Ag@Fes04/Kitosan/SPE i¢in 50 mM pH 5.5 ABS tamponuna farkli
katekol derisimleri eklenmesiyle elde edilen kalibrasyon egrisi ve i¢ grafik; dogrusal aralik

grafigi (uygulanan potansiyel -50 mV, sicaklik 25°C).

Enzimatik biyosensoriin performansi hakkinda bilgi veren kinetik parametreler, Sekil
4.5’de verilen Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak Esitlik 9’a gore hesaplanmistir. Bu
esitlik Michaelis-Menten esitligini dogrusal hale getirmek i¢in kullanilan bir esitliktir. Buna
gore, lss substrat ilavesinden sonraki kararli durum akimi; [S], substrat derisimi ve Imax,
doygun substrat durumunda olgiilen maksimum akimdir ve Kn®P ise goriunir Michaelis-
Menten sabitidir. Lakkaz/Cys-Ag@Fes;O4/Kitosan/SPE biyosensdrinin  Kn®® ve Imax
degerleri sirastyla 0.021 mM ve 588.235 nA olarak bulunmustur.

1 K PP 1 1 .
— =t Esitlik 9
Iss Imax [S] Imax
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Sekil 4.5. Lakkaz/Cys-Ag@Fe304/Kitosan/SPE biyosensorinin katekol igin Lineweaver—
Burk grafigi (uygulanan potansiyel -50 mV, sicaklik 25°C, 50 mM pH 5.5 ABS tamponu).

Cozeltiye yapilan her katekol ilavesinden sonra her bir elektrodun kararli hal akimina
ulagilmasi i¢in gerekli siire Olgiilmiis ve cevap siliresinin ortalama olarak 30 s’den kiiclik

oldugu bulunmustur.

Lakkaz/Cys-Ag@Fes0./Kitosan/SPE  biyosensoriiniin -~ tekrar ~ kullanilabilirligini
gostermek i¢in aym elektrot ile 50 puM katekol varhiginda amperometrik Olgiimler
tekrarlanmis ve her bir 6lgiim sonrasi elektrot 50 mM pH 5.5 ABS tamponu ile yikanmaistir.
Sekil 4.6A’da gosterildigi gibi, akim sinyalinin kademeli olarak diismesiyle, lakkaz
aktivitesinin ardisik 10 6l¢time kadar yaklagik %92°si, 12 6lglime kadar yaklagik %86’s1
korunmustur. Ardisik olarak alinan 12 6l¢lim sonucu hesaplanan bagil standart sapma degeri
ise %3.8 (n=12) olarak bulunmustur. Ayn1 kosullarda hazirlanan 5 6zdes elektrodun 50 uM
katekol icin verdigi amperometrik cevaplarin yilzde degerleri ise Sekil 4.6B’de
gosterilmektedir ve bu sonuclara gore bagil standart sapma degeri %3.39 (n=5) olarak

hesaplanmuigtir.
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Sekil 4.6. Lakkaz/Cys-Ag@Fe304/Kitosan/SPE biyosensoriiniin optimum kosullarda A)
tekrar kullanilabilirligi ve B) tekrar tiretilebilirligi.

Biyosensoriin  segiciligi, cesitli polifenolik substratlarin reaksiyon ortamina
eklenmesiyle, amperometrik yontem kullanilarak arastirilmistir. Sekil 4.7°de gosterildigi
gibi 50 uM katekol ilavesinden sonra akimin belirgin sekilde azaldig1 gézlemlenmistir. 100
uM Askorbik asit (AA) %1.93; 100 uM iirik asit (UA) %3.86; 100 uM gallik asit (GA)
%2.00; 100 uM pyrogallol %7.90; 100 uM guaiacol %5.75; 100 uM p-Cresol %5.50; 100
uM (-)-epikatesin %6.85 ve 100 uM 2-Aminofenol %10.01 oranlarinda girisim degerleri

gostermistir.
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Sekil 4.7. Elektroaktif tlrlerin Lakkaz/Cys-Ag@FesO4/Kitosan/SPE biyosensorl ylzeyine
eklenmesiyle elde edilen girisim grafigi. I¢ grafik: Girisim yapan elektroaktif tiirlerin
amperometrik cevabini gosteren akim-zaman grafigi (25°C, 50 mM pH 5.5 ABS c¢alisma

tamponu ve uygulanan potansiyel -50 mV).

Elektrotlar, depo Kkararliligi deneyleri sirasinda, kullanilmadiklar1 zaman +4°C'de
saklanmistir.  Sekil 4.8’de de wverildigi gibi Lakkaz/Cys-Ag@Fes;O4/Kitosan/SPE
biyosensoriiniin 15. glin ve 60. giin sonundaki kullaniomindan sonra aktivitesinin sirasiyla

%87.32’sini ve %78.24’{inii korundugu gdzlenmistir.
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Sekil 4.8. Lakkaz/Cys-Ag@Fez04/Kitosan/SPE biyosensoriniin optimum kosullarda depo
kararlilig1.
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4.1.5. Lakkaz/Cys-Ag@Fe3O0./Kitosan/SPE’lerin  G6l Suyu ve Musluk Suyunda
Katekol Tayini icin Uygulanabilirliginin Arastirilmasi

Tasarlanan biyosensoriin ger¢ek numunelerde katekol tayini i¢in kullanilabilirligini
gostermek icin musluk suyu ve gol suyu numune olarak degerlendirilmistir. 50 mM pH 5.5
ABS tamponunda 1:1 seyreltilen musluk ve gol suyuna 1.0 uM, 10.0 pM ve 100.0 uM
derisimlerinde katekol eklenmis ve (¢ tekrar halinde, lakkaz immobilize Cys-Ag@Fez04
manyetik nanopartikiiller ile modifiye edilmis SPE’ler ile bir geri kazanim c¢alismasi
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler Cizelge 1°de verilmis ve spektrofotometrik yontem
ile karsilagtirnlmistir. Bu sonuglar, musluk ve gol suyunda ozellikle diisiik katekol
derisimlerinin varliginda spektrofotometrik yonteme gore, elektrokimyasal ydntemin

kullanilmasinin avantajli oldugunu gostermistir.

Cizelge 1. Lakkaz/Cys-Ag@Fe304/Kitosan/SPE biyosensorinin ve Folin-Ciocalteu

metodunun musluk suyu ve gol suyunda katekol tayini performanslari.

Elektrokimyasal Metot Folin-Ciocalteu Metodu
Ornek Eklenen Tayin Edilen %Kazammm | Tayin Edilen % Kazanim
(UM) (UM) (UM)
Musluk suyu 1 1.05+0.15 105.00 0.079+0.003 7.90
10 10.14+0.08 101.40 8.66+0.025 86.60
100 102.20+0.05 102.20 151.96+0.022 151.96
Gol suyu 1 1.033+0.09 103.30 Tayin edilemedi  Tayin edilemedi
10 10.26+0.04 102.60 17.84+0.0001 178.40
100 99.76+0.06 99.76 122.00+0.021 122.00
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4.2. Ticari Serum ve Yapay Idrarda Dopamin Tayini icin Lakkaz Immobilize
Ni/Au/PPy-COOH Nanoteller ile Modifiye Perde Baskih Elektrotlarin

Hazirlanmasi

4.2.1. Ni/Au/PPy-COOH Nanotellerin Sentezi, Karakterizasyonu ve Aktivasyonu

Calismanin bu kisminda sentezlenen ve birden fazla segmente sahip olan Ni/Au/PPy-
COOH nanotellerin son segmentte bulunan PPy-COOH polimeri, -COOH gruplari, standart
bir EDC/NHS kimyas: ile aktive edilmis ve nanoteller ve enzim molekiilleri arasinda
kovalent baglar olusturulmustur. Bir polikarbonat membrandan sentezlenen nanotel miktari
yaklagik 16 mg olarak 6l¢ilmiistir ve Ni/Au/PPy-COOH nanotellerin morfolojik yapist,
sekli ve boyutu SEM teknigi ile incelenmistir. Resim 4.6’da goriildiigii gibi nanoyapr tel
seklindedir, c¢aplar1 yaklasik 180 nm, uzunluklar1 1400 pm ve yiizeyleri oldukca
plrtzsuzdir. Nanotellere ait EDX analizinin sonuglar1 Resim 4.7°de verilmistir.
Sentezlenen nanotellerin manyetik 6zelligini gostermek igin yapilan ESR analizini sonuglari
ise Resim 4.8’de gosterilmektedir. Bu spektrumdan elde edilen H; degeri (manyetik alan

rezonansi) kullanilarak g faktorii 4.93 olarak hesaplanmustir.
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Resim 4.6. Ni/Au/PPy-COOH nanotellerin SEM gorintileri A) 10 um, B) 5 um, C) 5 um
ve D) 2 um olcek.

Resim 4.7. Ni/Au/PPy-COOH tellerin EDX sonuglart.
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Resim 4.8. Manyetik nanotellerin ESR spektrumu.

4.2.2. Perde Baskih Elektrotlarn  Modifikasyonu ve Elektrokimyasal

Karakterizasyonu

Yalin SPE’lerin, nanoteller ile modifiye edilmis SPE’lerin ve lakkaz immobilize
nanoteller ile modifiye edilmis SPE’lerin yiik transfer 6zelliklerini karakterize etmek icin
CV ve EIS dlgiimleri, 5 mM [Fe(CN)e]** ve 0.1 M KCl iceren 50 mM pH 7.4 PBS tampon
cozeltilerinde yapilmistir. Resim 4.9A’da yalin perde baskili elektrotlarin, Ni/Au/PPy-
COOH/NAF ile modifiye edilmis ve Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF ile modifiye edilmis
perde baskili elektrotlarm [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)g]* doniisiimii igin iyi tanimlanmis CV pik
zirveleri goriilmektedir. Yalin SPE ile karsilagtirildiginda, Ni/Au/PPy-COOH nanoteller ile
modifiye elektrotlarin tiim redoks akim piklerinin arttigi gorilmiistir. Ancak Lakkaz-
Ni/Au/PPy-COOH/NAF biyosensorinin [Fe(CN)e]*/[Fe(CN)e]*~ doniisiimii icin elektron
transferini azalttigi gézlenmistir. Resim 4.9B’de verilen Nyquist grafiklerinde, tiim egrilerin
hem sinirh elektron transferi hem de diflizyon siirecinin ayn1 anda gerceklestigini gosteren
yarim daire ve diiz bir ¢izgiden olustugu goriilmektedir. Fitlenmis sonuglara goére yalin
SPE’lerin ve Ni/Au/PPy-COOH/NAF ile modifiye edilmis SPE’lerin elektron transfer
direngleri (Ret) sirasiyla 2543 Q ve 750 Q olarak bulunmustur. Nanoteller ile modifiye
edilmis elektrotlarla karsilastirildiginda, lakkazin mevcut oldugu SPE’lerde yarim daire ¢ap1

artmakta olup 10657 Q Rt degeri gostermistir.
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Resim 4.9. A) 5 mM [Fe(CN)s]** ve 0.1 M KCl iceren PBS pH 7.4 tampon ¢ozeltileri igin
yalin SPE, Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE ve Lakkaz/Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’lere ait
CV grafikleri ve B) EIS spektrumlari.

Resim 4.10A’da, 50 mM pH 6.5 fosfat tamponu c¢ozeltisinde 10 puM dopamin
varliginda, elektrokatalitik Ozellikleri karsilastirilan yalin SPE, Ni/Au/PPy-COOH/NAF
nanotellerle modifiye SPE ve Lakkaz/Ni/Au/PPy-COOH/NAF ile modifiye SPE’lere ait
dongusel voltamogramlar gosterilmektedir. 10 pM dopamin igin tim elektrotlarla bir ¢ift iyi
tanimlanmis  redoks tepe noktasi1 gozlemlenmistir ancak  Lakkaz-Ni/Au/PPy-
COOH/NAF/SPE’nin akim pik degerlerinin onemli olgiide farkli oldugu gorilmiistir.
Cinkii Ag/AgCl'ye karsi Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’nin -0.178 V civarinda
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gozlemlenen katodik tepe akimi diger elektrotlara gore daha yuksektir ve daha iyi
tamimlanmis bir piktir. Bunun sebebi, dopaminin yikseltgenmesi ve negatif potansiyelde

elektrot yiizeyinde yeniden indirgenmesinde lakkazin elektroaktif katalitik etkinligidir
(Resim 4.10B).
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Resim 4.10. A) 10 uM dopamin iceren 50 mM pH 6.5 PBS tampon c¢ozeltileri icin yalin
SPE, Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE ve Lakkaz/Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’lere ait CV

egrileri. B) Enzimatik oksidasyon reaksiyonu ve ardindan substratin elektrot yiizeyinde geri

doniisiimiiniin sematik gdsterimi.

4.2.3. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’lerin Optimizasyonu

Dopaminin yuksek duyarlik ve diisiik tayin sinir1 (LOD) ile belirlenmesi i¢in g¢alisma

potansiyelinin se¢iminin 6neminden dolay1 -0.2 ve -0.1 V potansiyel araliginda
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amperometrik 6l¢iimler alinmistir ve Sekil 4.9’da goriildigii gibi en yiiksek amperometrik

cevabin elde edildigi -0.2 V ¢alisma potansiyeli olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.9. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE biyosensoriiniin amperometrik yanitina
calisma potansiyelinin etkisi (50 mM pH 6.5 PBS tamponu ¢ozeltisinde 10 uM dopamin
varliginda, sicaklik 25°C).

Nanomalzemelerin biyoalgilamadaki éneminden dolayi, elektrot yiizeyindeki nanotel
derisiminin amperometrik yanita etkisi incelenmistir. Bu amagla, enzim miktar1 5 mg/mL
derisiminde sabit tutularak, 0.08, 0.12, 0.16, 0.24 ve 0.32 mg/mL derisimlerindeki
nanotellerle modifiye edilen elektrotlarla amperometrik olgimler gergeklestirilmistir. Sekil
4.10°da gosterildigi gibi artan nanotel derisimi ile akim yanitlarinda artis meydana gelmis ve
0.16 mg/mL nanotel derisiminde maksimum pik goruldukten sonra akimlarda diisiis
gozlemlenmistir. Bu sebeple en kararli ve en yiiksek amperometrik yaniti veren elektrot,
0.16 mg/mL nanotel derisimi ile hazirlanmis SPE olarak secilmistir. Belirlenen nanotel
araligindan (0.08-0.32 mg/mL) daha diisik veya yiiksek derisimlerle hazirlanan

elektrotlarla kararli sonuglar gézlenmemistir.
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Sekil 4.10. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE biyosensoriniin amperometrik yanitina
Ni/Au/PPy-COOH nanotel derisiminin etkisi (50 mM pH 6.5 PBS tamponunda 10 pM
dopamin varliginda, uygulanan potansiyel -0.2 V, sicaklik 25°C).

Tampon ¢ozeltinin amperometrik yanita etkisini incelemek i¢in her bir tampon ¢ozelti
icerinde 10 uM dopamin varliginda akim degerleri kaydedilmistir. 50 mM pH 4.5, 5.0, 5.5
ABS tamponu, 50 mM 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 fosfat PBS ve 50 mM pH 8.0 karbonat tamponu ile
gerceklestirilen deneylerde, pH'a gore amperometrik akim degerlerinin  degisimi
gozlenmistir ve akim degerleri artan pH ile artmis ve ardindan tepe noktasi olan 6.5’dan
sonra azalmistir (Sekil 4.11). pH 6.5 fosfat tamponu Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE
biyosensoriinin dopamin igin maksimum akimi gosterdigi pH’dir ve bundan sonraki

deneylerde optimum ¢alisma pH degeri olarak 50 mM pH 6.5 PBS tamponu kullanilmistir.
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Sekil 4.11. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE biyosensoriiniin amperometrik yanitina
pH’1n etkisi (tim tampon ¢6zeltilerde 10 uM dopamin varliginda, uygulanan potansiyel -0.2
V, sicaklik 25°C).

4.2.4. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’lerin Kinetik ve Analitik Performanslari

Yapay idrar ve ticari insan serumunda dopamin tayinine yoOnelik gelistirilen lakkaz
temelli Ni/Au/PPy-COOH nanoteller ile modifiye biyoelektrotlarin analitik ve katalitik
karakterizasyonu, dopamin igin kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi ile yapilmustir.
Optimize kosullar altinda, farkli substrat derisimlerinin verdigi amperometrik yanitlar
olglilmiis ve sonuglar grafige gecirilmistir. Tasarlanan biyosensérin dopamin igin gosterdigi
dogrusal aralik Sekil 4.12’den goriildiigii tizere 0.01-50.0 pM olarak belirlenmistir
(y=0.1108x+0.1258 ve R2=0.9961). Olciilebilen en kiigiik derisim sinir1 (LOD), sinyal
guriiltii oranm1 3 olarak alinarak (S/N=3) 2.265 nM olarak belirlenmistir. Ek olarak,
biyosensor icin ol¢iim smir1 (LOQ) 7.551 nM olarak belirlenmistir. Dopamin tayini icin

tasarlanan biyosensdriin duyarligi, 0.902 uAuM cm olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.12. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’ler icin 50 mM pH 6.5 ABS tamponuna

farkli dopamin derisimleri eklenmesiyle elde edilen kalibrasyon egrisi ve dogrusal aralik

grafigi (i¢ grafik) (uygulanan potansiyel -0.2 V, sicaklik 25°C).

Enzimatik biyosensoriin performanst hakkinda bilgi veren kinetik parametreler, Sekil

4.13’de verilen Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak hesaplanmistir ve Lakkaz-Ni/Au/PPy-
COOH/NAF/SPE biyosensorinin Kn®® ve Imax degerleri sirasiyla 2.056 pM ve 1.03 pA

olarak bulunmustur.

Cevap suresini 6lgmek igin, i—¢ grafiklerinden yararlanilmistir. Cozeltiye yapilan her

dopamin ilavesinden sonra her bir elektrodun kararli hal akimina ulagmasi i¢in gerekli siire

Ol¢iilmiis ve cevap siiresinin ortalama olarak 20 s’den kii¢iik oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.13. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE  biyosensoriiniin - dopamin igin
Lineweaver—Burk grafigi (uygulanan potansiyel -0.2 V, sicaklik 25°C, 50 mM pH 6.5 PBS

tamponu).

Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE  biyosensorinin tekrar  kullanilabilirligini
gostermek i¢in ayni elektrot ile 10 uM dopamin varliginda amperometrik Olgiimler
tekrarlanmig ve her bir 6l¢lim sonrasi elektrot 50 mM pH 6.5 PBS tamponu ile yikanmaistir.
Sekil 4.14A’da gosterildigi gibi, akim sinyalinin kademeli olarak diismesiyle, lakkaz
aktivitesinin ardigik 10 oOlglime kadar yaklasik %78.69’u, 15 oOlglime kadar yaklasik
%70.76’s1 korunmustur ve bu sonuglara gore bagil standart sapma degeri %8.32 (n=15)
olarak hesaplanmistir. Ayni sartlarda hazirlanan 5 6zdes elektrodun 10 UM dopamin igin
verdigi amperometrik cevaplarin yizde degerleri ise Sekil 4.14B’de gosterilmektedir ve bu

sonuclara gore bagil standart sapma degeri %4.5 (n=5) olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.14. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’lerin 50 mM pH 6.5 PBS tampon
¢ozeltisinde 10 pM dopamin varliginda ve -0.2 V potansiyelde A) tekrar kullanilabilirligi B)

tekrar iiretilebilirligi.

Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE temelli biyosensoriin segiciligini gostermek
icin, 1 uM dopaminin amperometrik cevabi, diger analitlerin varliginda incelenmistir.
Reaksiyon ortamina dopamin eklendiginde dnemli 6l¢iide akim azalmasi gozlenirken, Sekil
4.15°de de gosterildigi gibi 0.05 mM askorbik asit (AA) %2.25; 0.5 mM Urik asit (UA)
%3.63; 0.25 mM L-sistein (Cys) %6.56; 1.5 UM serotonin %8.98 ve 5.5 mM glukoz %8.81
girisim etkisi gostermistir. Segicilik ¢aligmalari, reaksiyon ortamina eklenen bu maddelerin
biyosensoriin performansina dnemli 6l¢lide miidahale etmedigini gdstermistir (en yiiksek
derigsimler icin sinyal degisimi < %10). Bu nedenle, bu biyosensor, analitik yanita énemli bir
miidahale olmaksizin, potansiyel olarak girisim olusturan bu bilesiklerin varliginda

dopaminin belirlenmesi i¢in kullanilabilmistir.
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Sekil 4.15. Elektroaktif tirlerin Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE biyosensoru yuzeyine
eklenmesiyle elde edilen grafik. i¢ grafik: Girisim yapan elektroaktif tiirlerin amperometrik
cevabii gosteren akim-zaman grafigi (25°C, 50 mM pH 6.5 PBS calisma tamponu ve
uygulanan potansiyel -0.2 V).

Elektrotlar, depo kararliliklarin1 belirlemek igin yapilan deneylerde kullanilmadiklari
zaman +4°C'de saklanmistir. On besinci gin sonunda enzim elektrotlart igin yalnizca
%9.98’lik bir aktivite dislisii gortilmistiir. 60. giiniin sonunda elektrotlarin biyokatalitik
aktivitesinde %40.10 aktivite kayip goriilmiistiir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’lerin optimum kosullarda depo kararliligi.
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4.2.5. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’lerin Ticari Serum ve Yapay Idrarda

Dopamin Tayini i¢cin Uygulanabilirliginin Arastirilmasi

Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’lerin numunelerde uygulanabilirligini
incelemek icin, ticari serum ve yapay idrarda farkli dopamin derisimlerinin varliginda
amperometrik Olgiimler gerceklestirilmistir ve sonuglar Cizelge 2’de verilmistir. Tum
durumlarda %100'e ¢ok yakin geri kazanim degerleri elde edilmis ve gercek Orneklerde
dopaminin secici ve duyarh bir sekilde belirlenmesi i¢in Lakkaz-Ni/Au/PPy-
COOH/NAF/SPE’lerin uygulanabilme yetenegi gosterilmistir.

Cizelge 2. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE biyosensorl ile ticari serum ve yapay

idrarda dopamin tayini.

Ornek Eklenen (uM) Tayin Edilen (uM) %Kazamim
Ticari serum 0.01 0.01075+0.00058 107.50
0.1 0.10303+0.0041 103.03
1.0 1.00327+0.0040 100.33
Yapay idrar 0.01 0.01037+0.0021 103.70
0.1 0.09848+0.0031 98.48
1.0 0.99117+0.0067 99.12
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4.3. Sarapta ve Meyve Suyunda (-)-Epikatesin Tayini icin Lakkaz Temelli GO/TiS;
Nanokompozitlerle Modifiye Perde Baskili Elektrotlarin Hazirlanmasi

4.3.1. GO/TiS, Nanokompozitlerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Resim 4.11A ve B’de yogun bir sekilde toplanmis 2D ¢arsaf seklindeki sirasiyla GO
ve tabakali yapidaki TiS> nanotabakalarin TEM goriintileri verilmistir. Ayrica,
nanomalzeme Ozellikleri dikkate alinarak hazirlanan GO/TiS, nanokompozitin yapisini
gosteren TEM gorlntlleri ise Resim 4.12°de gosterilmistir. TiSz nanotabakalarin,
indirgenmis grafen oksit nanotabakalarinin igerisine yogun bir sekilde gectigini ve

heteroyapili GO/TiS; nanokompozitinin olusumunu gostermektedir.

AR

100 nm &lcek

$

100 nm olgek 200 nm dlcek

Resim 4.11. A) GO ve B) TiS, nanotabakalarin TEM goriintiileri.
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Resim 4.12. GO/TiS; nanokompozitinin TEM gortnttleri A) 100 nm ve B) 60 nm 6lgek

4.3.2. Perde Baskih Elektrotlarin Modifikasyonu ve Elektrokimyasal

Karakterizasyonu

Resim 4.13A, yalin perde baskili elektrotlarin, GO nanotabakalarla modifiye perde
baskili elektrotlarmn, TiS; ile modifiye edilmis perde baskili elektrotlarin, GO/TiS;
nanokompozitlerle modifiye edilmis perde baskili elektrotlarin ve Lakkaz-GO/TiS2-NAF ile
modifiye edilmis perde baskili elektrotlarin [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)g]* déniisiimii icin iyi
tanimlanmig pik akim tepelerini gostermektedir. GO/SPE ve TiS2/SPE’lerin her ikisinin de
yalin SPE’lere gore daha iletken oldugu, GO/TiS2/SPE’nin de akim tepe noktasmnin tiim
elektrotlardan daha yiiksek olmasi nedeniyle daha iletken oldugu g6zlenmistir. Yapiya
lakkazin katilmasi ve dolayisiyla enzim molekiiliiniin yalitkan yapist nedeniyle
[Fe(CN)s]** déniisiimii icin elektron transferini engelledigi gdzlenmistir. Yalin SPE’lerin,
GO/SPE’lerin, TiS2/SPE’lerin, GO/TiS2-SPE’lerin ve Lakkaz-GO/TiS2-NAF/SPE’lerin
elektron transfer direncleri (Rct) sirasiyla 2594 Q, 99.07 Q, 1521 Q, 90.54 Q ve 118.5 Q
olarak bulunmustur. Nanokompozitlerle modifiye edilmis elektrotlarla karsilastirildiginda,

Lakkaz-GO/TiS2-NAF-SPE’lere ait yarim daire ¢ap1 artmigtir (Resim 4.13B).
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Resim 4.13. A) 5 mM [Fe(CN)e]**" ve 0.1 M KCI iceren 50 mM pH 7.4 PBS tampon
cozeltileri icin yalin SPE, GO/SPE, TiS2/SPE, GOI/TIiS:/SPE ve Lakkaz/GO/TiS,-
NAF/SPE’lere ait CV grafikleri ve B) EIS spektrumlari.

Resim 4.14A’da, 50 mM pH 5.0 asetat tamponu ¢ozeltisinde 100 pM (-)-epikatesin
varliginda, elektrokatalitik ozellikleri karsilagtirilan yalin SPE, GOJ/SPE, TiS,/SPE,
GOITiS2/SPE  ve  Lakkaz-GO/TiS-NAF/SPE’lere  ait  dongusel  voltamogramlar

gosterilmektedir. YUz UM (-)-epikatesin igin tiim elektrotlarla bir ¢ift iyi tanimlanmig redoks
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tepe noktast gozlenmis ancak Lakkaz-GO/TiS-NAF/SPE’nin akim pikleri 6nemli 6lglide
farklidir. Burada Ag/AgCl'ye kars1 -0.126 V civarinda gozlemlenen katodik tepe akiminin
diger elektrotlara gore oldukca yiiksek oldugu gozlenmistir. Ayrica bu voltogramda Il ile
gosterilen ve daha negatif bir potansiyelde (-0.590 V) bulunan ikinci bir indirgenme pik
akim1 gozlenirken, yalin SPE, GO/SPE, TiS2/SPE, GO/TiS,/SPE’ler igin -0.590 V’da ayni

indirgenme akim piki g6zlenmemistir (Resim 4.14B).

Current/mA

" Yalin SPE

® GO/SPE

I " TiS,-SPE
" GO/TiS,

" Lakkaz-GO/TiS,-NAF/SPE

T T T
-0.5 0.0 0.5

Potential/V

Resim 4.14. A) 100 uM (-)-epikatesin iceren 50 mM pH 5.0 ABS tampon ¢ozeltileri icin
yalin SPE, GO/SPE, TiS:/SPE, GO/TiS,/SPE, Lakkaz-GO/TiS,-NAF/SPE’lere ait CV
egrileri ve B) enzimatik oksidasyon reaksiyonu ve ardindan substratin elektrot yiizeyinde

geri donilisiimiiniin sematik gosterimi.
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4.3.3. Lakkaz/GO/TiSz/NAF/SPE’lerin Optimizasyonu

(-)-Epikatesinin tayininin yuksek duyarlik ve diisiik tayin sinir1 (LOD) ile belirlenmesi
icin ¢aligma potansiyelinin se¢imi olduk¢a dnemlidir. Bu amagla, -0.9 ve -0.1 V araliginda
amperometrik 6l¢timler alinmistir ve Sekil 4.17°de goriildigi gibi en yiksek amperometrik
cevabin elde edildigi -0.6 V ¢alisma potansiyeli olarak belirlenmistir. Bu degerin ayrica
Resim 4.14’de verilen CV sonuglarindaki II ile gosterilen akim pikiyle de oOrtlistigii

gorilmiistiir.
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Sekil 4.17. Lakkaz/GO/TiS>-NAF/SPE’lerin amperometrik yanitina ¢aligma potansiyelinin
etkisi (50 mM pH 5.0 ABS tampon c¢ozeltisi igerisinde 100 uM (-)-epikatesin varliginda,
sicaklik 25°C).

Lakkaz miktarinin biyosensor yanitina etkisini incelemek i¢in farkli miktarlarda enzim
iceren elektrotlar hazirlanmigtir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.18’de gosterilmektedir ve
buradan da gorildigl gibi, en yiiksek akim degeri 2.34 U enzim miktart ile hazirlanan

elektrotlar ile elde edilmistir.
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Sekil 4.18. Lakkaz/GO/TiS2-NAF/SPE’lerin amperometrik yanitina lakkaz miktarinin etkisi
(50 mM pH 5.0 ABS tamponunda 100 pM (-)-epikatesin varhiginda, sicaklik 25°C,
uygulanan potansiyel -0.6V).

50 mM pH 4.0-5.0 ABS ve 50 mM 6.0-7.0 postasyum PBS ve 50 mM pH 8.0-9.0
karbonat tamponu ¢ozeltileri hazirlanmistir. Tampon ¢6zeltinin amperometrik yanita etkisini
incelemek i¢in hazirlanan elektrotlarin, her bir tampon ¢o6zelti igerisinde 100 uM (-)-
epikatesin i¢in akim farklanma degerleri kaydedilmistir. Sekil 4.19’dan da gorildiugi iizere,
tasarlanan biyosensor i¢in optimum pH degeri 5.0 olarak belirlenmistir. pH'a gore akim

degerlerinin degisimi gozlendiginde tepe noktasi olan 5.0’den sonra akimin azaldigi

gbzlenmistir.
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Sekil 4.19. Lakkaz/GO/TiS>-NAF/SPE’lerin amperometrik yanitina pH’in etkisi (tim
tampon c¢ozeltileri icin 100 puM (-)-epikatesin varliginda, sicaklik 25°C, uygulanan
potansiyel -0.6 V).

4.3.4. Lakkaz-GO/TiS;-NAF/SPE’lerin Kinetik ve Analitik Performanslar:

Sunulun bu ¢alismada sarap ve meyve suyu numunelerinde (-)-epikatesin tayinine
yonelik gelistirilen lakkaz igeren GO/TiS; nanokompozit temelli biyosensoriin analitik ve
katalitik karakterizasyonu, (-)-epikatesin igin bir kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi ile
gerceklestirilmistir. Optimize kosullar altinda, farkli substrat derisimlerinin verdigi
amperometrik yanitlar 6l¢iilmiis ve sonuglar grafige gegirilmistir (Sekil 4.20). Tasarlanan
biyosensorin (-)-epikatesin i¢in gosterdigi dogrusal aralik, 0.1-250 pM olarak belirlenmistir
(y= 0.0408x+0.2476, R>=0.9954) (Sekil 4.20, i¢ grafik). Olgiilebilen en kiiciik tayin siiri
(LOD), sinyal giiriiltii oram1 3 olarak alinarak (S/N=3) 0.073 uM olarak belirlenmistir. Ek
olarak, biyosensor icin olgiim smir1 (LOQ), 0.223 uM olarak belirlenmistir. Lakkaz
adasorbe GO/TiS2 nanokompozit ile modifiye edilen SPE’lerin (-)-epikatesin i¢in duyarligi,
0.3264 HApPM cm? olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.20. Lakkaz/GO/TiS>-NAF/SPE’ler igin 50 mM pH 5.0 ABS tamponuna farkli (-)-
epikatesin derisimlerinin eklenmesiyle cizilen kalibrasyon grafigi (i¢ grafik: kalibrasyon

grafiginin dogrusal oldugu bolge) (uygulanan potansiyel -0.6 V, sicaklik 25°C).

Enzimatik biyosensoriin performansi hakkinda bilgi veren kinetik parametreler, Sekil
4.21°de verilen Lineweaver-Burk grafigi kullamlarak hesaplanmistir. Lakkaz-GO/TiS,-
NAF/SPE biyosensorinin Km*P ve Imax degerleri sirasiyla 2.245 pM ve 0.757 pA olarak

bulunmustur.

Cozeltiye yapilan her (-)-epikatesin ilavesinden sonra her bir elektrodun kararli hal
akimina ulagmasi i¢in gerekli siire l¢iilmiis ve cevap siiresinin ortalama olarak 8 saniyeden

kiigiik oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.21. Lakkaz-GO/TiS>-NAF/SPE biyosensorinun (-)-epikatesin igin Lineweaver—
Burk grafigi (uygulanan potansiyel -0.6 V, sicaklik 25°C, 50 mM pH 5.0 ABS tamponu).

Lakkaz-GO/TiS2-NAF/SPE biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirligini géstermek igin
ayni elektrot ile 100 uM (-)-epikatesin varliginda amperometrik olgtimler tekrarlanmis ve
her bir Ol¢lim sonrasi elektrot ABS pH 5.0 tamponu ile yikanmistir. Sekil 4.22A’da
gosterildigi gibi, akim sinyalinin kademeli olarak diismesiyle, lakkaz aktivitesinin ardisik 10
6lglim sonunda %86.3°1, 15 6l¢ciim sonunda yaklasik %70.7’si korunmustur. Ardisik olarak
alinan 15 6l¢iim sonucu hesaplanan bagil standart sapma degeri ise %4.5 (n=15) olarak
bulunmustur. Aymi sartlarda hazirlanan 5 6zdes elektrodun 100 uM (-)-epikatesin icin
verdigi % amperometrik cevaplari ise Sekil 4.22B’de gosterilmektedir ve bu sonuglara goére

bagil standart sapma degeri %3.07 (n=5) olarak bulunmustur.
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Sekil 4.22. Lakkaz/GO/TiS2-NAF/SPE’lerin 50 mM pH 5.0 ABS tamponunda ve -0.6 V
potansiyelde (-)-epikatesin i¢in A) tekrar kullanilabilirligi ve B) tekrar Uretilebilirligi

Lakkaz-GO/TiS>-NAF/SPE  biyosensoriiniin -~ sarapta  (-)-epitakesin  tayininde
segiciligini gostermek i¢in, 100 uM (-)-epikatesinin amperometrik cevabi, diger analitlerin
varliginda incelenmistir. Reaksiyon ortamma 100 uM (-)-epikatesin eklendiginde 6nemli
Olglide akim azalmasi gozlenirken, Sekil 4.23’de de gosterildigi gibi 100 uM askorbik asit
%2.56; 100 UM siyanidin %13.86; 100 uM klorojenik asit %6.76; 100 uM resveratrol
%2.83; 200 uM quercetin %11.28; 100 uM rutin %22.92; 300 uM gallik asit %4.37; 300
MM kafeik asit %5.54 ve 100 uM glukoz %2.14 girisim etkisi gostermistir.
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Sekil 4.23. Elektroaktif turlerin Lakkaz/GO/TiS>-NAF/SPE biyosensori  ylzeyine
eklenmesiyle elde edilen grafik. i¢ grafik: Girisim yapan elektroaktif tiirlerin amperometrik
cevabimi gosteren akim-zaman grafigi (25°C, 50 mM pH 5.0 ABS tampon c¢ozeltisi ve
uygulanan potansiyel -0.6 V).

Elektrotlar, depo kararliliklarin1 belirlemek i¢in yapilan deneylerde kullanilmadiklar
zaman +4°C'de saklanmistir. Otuzuncu gln sonunda biyosensoér yanitinda yalnizca
%4.14°10K bir azalma gorilmistir. Altmisinct ginin ve 90. giinlin sonunda elektrotlarin
biyokatalitik aktivitesinde sirasiyla %18.64 ve %27.75 oranlarinda aktivite kaybi
goriilmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Lakkaz-GO/TiS;-NAF/SPE  biyosensoriinin  optimum kosullarda depo

kararlilig.
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4.3.5. Lakkaz-GO/TiS>-NAF/SPE’lerin Sarapta ve Meyve Suyunda (-)-Epikatesin

Tayini I¢in Uygulanabilirliginin Arastirilmasi

Tasarlanan  biyosensorun  gergek  numunelerde  (-)-epikatesin  tayini  igin
kullanilabilirligini géstermek i¢in sarap ve meyve suyu numune olarak degerlendirilmistir.
(-)-Epikatesin esdeger referans madde olarak belirlenmis ve pH 5.0 ABS tamponu ile 1:10
oraninda seyreltilen sarap ve meyve suyunda polifenol miktarlar1 belirlenmistir. On UM
derisiminde (-)-epikatesin eklenen numuneler icin ¢ tekrar halinde Lakkaz-GO/TiS,-
NAF/SPE biyosensoru igin geri kazanim calismasi gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler

Cizelge 3’de verilmis ve spektrofotometrik yontem ile karsilastirilmistr.

Cizelge 3. Lakkaz-GO/TiS>-NAF/SPE biyosensorl ile sarapta ve meyve suyunda (-)-

epikatesin tayini.

Elektrokimyasal Metot Folin-Ciocalteu Metodu
Eklenen Tayin . Tayin
. . Icerik i Icerik i
Ornek Miktar Edilen %Kazanim Edilen %Kazanim
(UM) (UM)
(UM) (UM) (UM)
Kirmizi
10 445.00 486.00 108.96 399.67 450.66 112.59
sarap
Meyve
10 19.90 21.73 109.19 22.66  24.00 105.91
suyu
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5. TARTISMA

Bu tezde bitkiler, hayvanlar ve insan saglig1 iizerinde biiylik zararli etkileri olan
katekoliin bazi ¢evre numunelerinde tayini, miktarlarindaki degisiminden dolay1 bir hastalik
belirteci olan dopaminin biyolojik numunelerde tayini ve gida kalitesini artirmak igin
onemli olan ve antioksidan Ozellikleriyle bilinen (-)-epikatesinin gida numunelerinde tayini

i¢cin hizl, ucuz, tekrarlanabilir ve duyarli biyosensdrlerin tasarimi gergeklestirilmistir.

Literatiirde, polifenolik bilesiklerin ve dopaminin tayini i¢in tasarlanmis biyosensorler
bulunmaktadir ancak cevre, biyolojik sivi ve gida numunelerinde stirekli uygulamalar i¢in
daha disiik tayin sinirlarina inebilecek, daha genis calisma araligina sahip, yuksek
secicilikte ve daha uzun siireli kullanilabilecek biyosensor sistemlerine ihtiya¢ oldugu

gorulmektedir.

Amperometrik cihazlarda, enzimin kararliligimin bozulmasi ve dolayisiyla yetersiz
performans en ¢ok karsilasilan problemlerin basinda gelmektedir. Hazirlanma maliyeti
diisik ve yeniden kullanilabilirligi miimkiin nanomalzemeler ve enzimin aktivitesini
diistirmeyen immobilizasyon yontemlerinin  uygun bir kompozisyonunun mumkan
olabilecegini gosteren bu tez ¢alismasinin, biyosensor iiretimi fizibilitesinin artirilmasi igin

literatiire 6nemli bir katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Bu amagcla farkli boyutlara sahip 0D, 1D ve 2D nanomalzemeler sentezlenmis ve
sentezlenen nanomalzemelerin karakterizasyonu icin SEM, TEM, EDX ve ESR
tekniklerinden faydalanilmistir. Katekoliin, dopaminin ve (-)-epikatesinin tayini icin lakkaz
enziminin, kullanilan malzeme o6zellikleri dikkate alinarak wuygun stratejiler ile
nanomalzemelere immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Biyosensor tasariminda, perde
baskili elektrotlar (SPE) kullanilmis ve yalin elektrotlar ve modifiye elektrotlar icin
elektrokimyasal karakterizasyon CV ve EIS olgiimleriyle  gergeklestirilmistir.
Karakterizasyonu yapilan yalin elektrotlar ve modifiye edilmis elektrotlarin elektrokatalitik
performanslar1 katekoliin, dopaminin ve (-)-epikatesinin varliginda elde edilen yanitlara
gore degerlendirilmistir. Elektrokimyasal Olglimler sonucu hazirlanan biyosensorlerin
optimum kosullart belirlenmis ve bu biyosensorlerin tayin sinir1, dogrusal ¢alisma araligi,

duyarligi, tekrar dretilebilirligi, tekrar kullanilabilirligi, depo kararlilign ve segiciligi
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arastirllmistir. Ayrica musluk suyu ve gol suyunda katekol; ticari insan serumunda ve yapay
idrarda dopamin; sarap ve meyve suyunda (-)-epikatesin tayinine yonelik uygulamalar

yapilmigtir.

5.1. G6l Suyu ve Musluk Suyunda Katekol Tayini i¢cin Lakkaz Immobilize Cys-
Ag@FesOs Manyetik Nanopartikiillerle Modifiye Perde Baskili Elektrotlarin

Hazirlanmasi

Katekol, resorsinol, bisfenol-A, nonilfenol, triklosan ve genistein gibi ¢ok sayida
fenolik bilesik, farkli endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir ve
cevremizde organik kirleticiler olarak varligini siirdiirmektedir (Rodriguez-Delgado, 2015).
Bunlarin arasinda katekol, ekolojik sistemdeki diisiik ¢oziiniirliigi ve yiiksek toksisitesi
nedeniyle Uluslararasi Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC) tarafindan potansiyel kanserojen
olarak smiflandirilan fenolik bir bilesiktir. Ayrica, ¢ok diisiik derisimlerde bile insanlar ve
hayvanlar icin toksiktir ve ateroskleroz, kardiyovaskuler, Parkinson, Alzheimer gibi
hastaliklara da sebep olmaktadir. Bu yiizden ¢evre sularinda katekoliin tayini i¢in hizli ve
etkili bir yontem olusturmak ¢ok 6nemlidir (Leboukh vd., 2018). Katekoliin mikemmel
elektrokimyasal aktivitesi sebebiyle gida ve c¢evre Orneklerinde tayini i¢in amperometrik
biyosensorler yaygin bir sekilde ¢alisilan bir arastirma alanidir. Amperometrik yontemle
katekol tayininde, sabit bir potansiyel uygulandiginda elektrot yuzeyinde katekoliin
indirgenmesi veya yiikseltgenmesiyle olusan akim farklanmalar1 Olgiilmektedir. Olciilen

akim sinyaninin katekol derigimi ile dogrusal bir iliskisi vardir (Sadeghi vd., 2015).

5.1.1. Cys-Ag@FesO4 Manyetik Nanopartikiillerin Hazirlanmasi, Karakterizasyonu ve

Lakkazin Manyetik Nanopartikiillere immobilizasyonu

Nano boyutlu malzeme tabanli elektrokimyasal sinyal amplifikasyonlari,

elektrokimyasal biyosensorlerin hem duyarligini hem de segiciligini gelistirmek icin
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mukemmel bir potansiyele sahiptir. Nanomalzemelerin, hedef molekdlleri tayin etmek icin
yiiksek performansli elektrokimyasal algilama platformlarinin hazirlanmasinda ciddi bir rol
oynadig1 kabul edilmektedir. Ayrica nanomalzemeler, sinyal iletimini hizlandiran iletkenlik
ve biyouyumluluk gibi avantajlar saglamaktadir. Elektrot yapimi i¢in fonksiyonel
materyallerin hazirlanmasina iliskin ¢ok sayida aragtirma, elektrokimyasal biyosensorlerin
uygulamalarini genisletmektedir. Nanomalzemelerin gekiciligi, bir immobilizasyon matriksi
olabilmelerinde ve ayricalikli 6zelliklerinde yatmaktadir. Biyomolekiillerin islevi ile
birlestirilen bu o&zellikler, duyarlik ve ozgiillik agisindan biyoelektrot performansinin

artirilmasina katkida bulunur (Malik vd., 2021).

Sentezlenen  Cys-Ag@FesOs  manyetik  nanopartiktllerin -~ L-sistein ile
fonksiyonellestirilmesi i¢in tiyollerin Ag'e olan kuvvetli afinitelerinden faydalanilmstir.
Boylece L-sisteine ait -COOH gruplarmin, lakkaz enziminin manyetik nanopartikiller
ylizeyine kovalent immobilizasyonunu miimkiin kildig1 diisiiniilmektedir (Chen vd., 2018).
Bu karboksilik gruplar, standart bir EDC/NHS kimyasit kullanilarak aktive edilmistir.
Boylece Sekil 3.1°de gosterildigi gibi manyetik nanopartikiller ve enzim molekdlleri
arasinda kovalent baglar olusturulmustur. EDC, Ag@Fes04 Uzerindeki -COOH gruplari ve
lakkaza ait amino gruplari arasinda kovalent bag olusumu i¢in kullanilan etkili bir
birlestirme ajanidir. Bu kimyasal bag, tipik olarak destekten enzim sizintisi riskini azaltir
ayrica enzimin kararlihigini da artirir. NHS veya suda ¢ozindr analogu olan sulfo-NHS,
genellikle verimliligi artirmak i¢in reaksiyonlara dahil edilir. EDC/NHS ¢apraz baglama
reaksiyonu, 4.5 ila 7.2 araligindaki pH kosullar1 altinda verimlidir (Gonzalez-Dominguez
vd., 2016; Gomes vd., 2020).

Cys-Ag@Fesz04 manyetik nanopartikiillerin ortalama 10 nm civarinda boyutlara sahip
kiiresel yapisini ve piriizsiiz yizeyini gosteren TEM goruntileri Resim 4.1°de verilmistir.
Resim 4.2’deki EDX spekturumu, Fe ve Ag metallerinin yani sira manyetik nanopartikulleri
fonksiyonellestirmek icin yapiya baglanan L-sistein yapisindaki C, O ve S atomlarin1 da
goOstermektedir. Benvidi ve Jahanbani (2016) ayn1 yontemle sentezlenen polietilenimin
(PEI) ile fonksiyonellestirdikleri Ag kapli FezO4 nanopartikillerin TEM sonuglarina gore

partikil boyutunun ortalama 51.2 nm oldugunu bildirmislerdir.

Sentezlenen nanopartikillerin manyetik 06zelliklerini gosteren ESR analizi sonucu
Resim 4.3’de gosterilmektedir. Sentezlenen manyetik nanopartikiillere artan dis bir

manyetik alan uygulandiginda, yerel manyetik alan siddeti artarak siniis egrilerine benzer
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bir grafik gostermektedir. Bu spektrumda elde edilen Hr degeri (manyetik alan rezonanst)
kullanilarak g faktdrii 1.95 olarak hesaplanmustir. Literatiirde Fe®* igin g faktorii degerleri
1.4-3.1 (disiik spin kompleksleri) ve 2.0-9.7 (yuksek spin kompleksleri) olarak bildirilmistir
(Evli ve Uygun, 2019). Bu degerlerle karsilastirildiginda sentezlenen nanopartikiillerin

manyetik 6zellik kazandig1 goriilmektedir.

5.1.2. Perde Baskih Elektrotlarm Lakkaz Immobilize Ag@FesOs Manyetik
Nanopartikuller ile Modifikasyonu ve Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Yalin SPE’lerin, Cys-Ag@Fe304/Kitosan/SPE’lerin ve Lakkaz-
Ag@Fes304/Kitosan/SPE’lerin yiik transfer Ozelliklerini karakterize etmek i¢in CV ve EIS
olgiimleri, 5 mM [Fe(CN)s]** ve 0.1 M KCI iceren 50 mM pH 7.4 PBS tampon
cozeltilerinde yapilmistir. Resim 4.4A’da verildigi gibi, yalin SPE’lere kiyasla, sentezlenen
Cys-Ag@FesOs manyetik  nanopartikiillerle  modifiye  edilmis  SPE’lerin CV
spektrumlarinda, Cys-Ag@Fesz04 nanopartikillerin iletken yapisi nedeniyle pik akimlarinin
daha yiksek oldugu goriilmektedir. Lakkaz/Cys-Ag@Fes;04/Kitosan/SPE elektroduna ait
akim degerlerindeki diisiis ise Cys-Ag@Fe30s manyetik nanopartikiiller yapisina enzimin
baglanmis oldugunu kanitlar ¢iinkii lakkazin [Fe(CN)s]** redoks probu icin herhangi bir
katalitik etkinligi yoktur; yani diger bir deyisle, Lakkaz/Cys-Ag@FesO4/Kitosan/SPE
nanobiyokompozitinin  [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*  déniisiimiinde  elektron  transferini
engelledigi gozlenmektedir. Ayrica bu sonuglar empedans deneyleri ile elde edilen
sonuglarla da uyumludur. Resim 4.4.B’de verilen Nyquist grafiklerinde gosterildigi gibi tiim
egrilerin hem elektron transferi hem de diflizyon siirecinin ayni1 anda gergeklestigini
gosteren yarim daire ve diiz bir ¢izgiden olustugu goriilmektedir. Empedans 6lglimlerinde
empedansin yarim daire ¢api, elektrot ara yuziindeki redoks probunun elektron transfer
kinetigini kontrol eden ve dnemli bir parametre olan elektron transfer direncine (Ret) esittir.
Fitlenmis sonuglara gore yalin SPE’lerin ve Cys-Ag@FesO4/Kitosan/SPE’lerin elektron
transfer direncleri (Rct) sirasiyla 2869 Q ve 1115 Q olarak bulunmustur. Modifikasyondan
sonra Ret degerindeki bu 6nemli azalmanin, redoks tiirleri arasindaki elektron transfer
verimliliginin artmasindan kaynaklandig1 distiniilmektedir. Nanopartikil ile modifiye

edilmis elektrotlarla karsilagtirildiginda, lakkazin nanopartikiillere immobilizasyonu ile
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SPE’lerde yarim daire ¢ap1 artmakta olup, 9562 Q Rt degeri gostermektedir. Rt
degerindeki bu artis, diisiik frekanslarda zayif iletkenleri olan ve elektron transferini
engelleyen enzimler dahil ¢ogu biyolojik molekiile atfedilmektedir (Chawla vd., 2012a).
Sadeghi vd. (2015) katekol tayini igin tasarladiklari ¢alismada karbon pasta elektrot
yuzeyini FesOs/polianilin/kitosan biyokompozit ile modifiye etmislerdir. Elde ettikleri CV
sonuglarinda nanokompozit filmin elektriksel iletkenliginin ve elektrokatalitik
ozelliklerinin, yalin karbon pasta elektroda gore yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
lakkaz tutuklanmis FesOs/polianilin/kitosan biyokompozit film igin yapilan CV
olglimlerinde akimda diisiis gézlemisler ve bdylece enzimin nanokompozit matriks iginde
tutuklandigini bildirmislerdir. Bu sonuglar1 empedans deneyleri ile elde edilen sonuclarla
desteklemiglerdir. Wang vd. (2008) katekol tayini icin hazirlanan biyosensorlerde,
tirozinazin immobilizasyonu i¢in Fe3Os-kitosan kompozit hazirlamiglardir. Bildirdikleri EIS
sonuglarina goére, camsi karbon elektrot (GCE) icin yiiksek frekanslarda neredeyse diiz bir
cizgi gozlemleyip, nanokompozit ile modifiye elektrotlar icin ise yarim daire ¢apinin 6nemli
derecede arttigin1 gozlemislerdir. Kitosan-Fe3O4 nanokompozitinin [Fe(CN)e]*/[Fe(CN)e]*"
doniisimiinde elektron transferini engelledigini tayin etmisler ve yine de Kitosan-FezOs
nanokompozit filmin empedansinin kitosan ile hazirlanmis camsi karbon elektrodun
empedansindan daha kii¢iik oldugunu bulmuslardir. Bu sekilde azalmis empedans degerinin
FesOs nanopartikiillerinin iletkenlik 6zelliklerinden kaynaklandigini bildirmislerdir. Fe3zOa
nanopartikiillerin ~ biyosensordeki  roliinii  dogrulamak icin, Kitosan/GCE ve
Fes04/Kitosan/GCE ile 0.5 mM [Fe(CN)g]*/[Fe(CN)s]* iceren 0.5 M KNOj3 ¢ozeltisinde
dongusel voltametri deneyleri gergeklestirmislerdir ve bu sonuglar FezO4/Kitosan/GCE

redoks tepe akimlarinin, Kitosan/GCE'den daha biiyiik oldugunu gdstermistir.

Katekoliin redoks 6zelliklerinden dolayi, tasarlanan biyosensoruniin elektroaktivitesini
ve ayrica iletkenligini degerlendirmek igin katekol varliginda CV olglmleri ile ek
karakterizasyon caligmalari yapilmistir. Yalin SPE, Cys-Ag@FesO4/Kitosan/SPE ve
Lakkaz/Cys-Ag@Fesz04/Kitosan/SPE’lerin 50 mM pH 5.5 ABS tampon ¢ozeltisi igerisinde
50 uM katekol varliginda CV yanitlart incelenmistir. Resim 4.5A’da gosterildigi gibi tum
elektrotlar icin, katekoliin 1,2-benzokinona yikseltgenmesi ve elektrot yizeyinde 1,2-
benzokinonun katekole indirgenmesine bagl sirastyla bir anodik ve bir katodik olmak uzere
iki farkli potansiyelde akim pikleri gozlenmistir. Ancak 50 uM katekol varligina ragmen
yuzeyinde lakkazin bulunmadigi elektrotlar i¢in 6nemli bir redoks zirvesi gézlenmemistir.

Bununla birlikte, yalin elektrotlar lakkaz immobilize nanomalzemeler ile modifiye
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edildiginde redoks akimlari i¢in Onemli bir artis goriilmiistiir. Ayrica yalnizca Cys-
Ag@Fe304/Kitosan ile modifiye edilmis SPE’lere kiyasla lakkazin immobilize edildigi
durumlarda o-kinonun dogrudan indirgenmesini gosteren tepe akimlari daha yiiksektir. En
yiiksek pik akimlarina sahip oldugu i¢in, Lakkaz/Cys-Ag@Fesz04/Kitosan/SPE’lerin
katekollin ylkseltgenmesinde en yiiksek elektrokatalitik aktivitiye sahip oldugunu kanatlar.
Diger bir deyisle, katekolin lakkaz ile 1,2-benzokinona oksidasyonundan ve 1,2-
benzokinonun indirgenmesinden kaynaklanan bu pik akimlari manyetik nanopartikiiller
modifikasyonuyla artirilmistir (Resim 4.5B). Bu biyoelektrokimyasal davranig, lakkazin
icerdigi redoks aktif Cu'/Cu" merkezi sayesindedir. FesOs manyetik nanopartikiillerinin
yiiksek ylizey alani ve iletkenliginin yani sira yapiya Ag metalinin entegrasyonu ile elektrot
ylizeyinin kiitle transfer 6zellikleri gelismistir. Boylece enzimin redoks aktif merkezinden
elektrot ylzeyine elektronlarin transferinin kolaylagsmasi saglanmistir (Yu vd., 2013). Zhang
vd. (2020a) katekol tayini igin hazirladiklar1 biyosensoér ¢alismasinda, lakkazin
immobilizasyonu icin 2D MoS; ve altin nanopartikiiller (AuNPs) ile nanokompozit
hazirlamiglardir. Lakkaz ile, MoSz/Lakkaz ile ve AuNPs-MoSy/Lakkaz ile modifiye ettikleri
cams1 karbon elektrotlar (GCE) ile 350 uM katekol varliginda asetat tamponu ¢ozeltisinde
(0.2 M, pH 5.0) CV olctimleri gerceklestirmislerdir. Yalnizca lakkaz ile modifiye edilen
GCE’lar ile karsilastirildiginda, MoS2/Lakkaz ile modifiye GCE’larin pik akimlarinda diisiis
gozlemisler ve bunu MoS; nanotabakalarin yalitkanliklar1 nedeniyle, elektrot yiizeyinde
elektron transfer hizim distirdiikleri seklinde yorumlamislardir. AuUNPs-MoS;-Lac/GCE’a
dayal1 biyosensoriin, Lac/GCE ve MoS2-Lac/GCE'dan daha yiiksek oksidasyon akimi piki
gosterdigine dikkat ceken arastiricilar, genis yiizey alani, miikkemmel elektrokataliz, yiliksek
iletkenlik ve gii¢lii adsorpsiyon yetenegi nedeniyle AuNP'lerin, redoks tirleri ve MoS;
arasindaki elektron transferini tesvik ettigini ve modifiye elektrodun yanit sinyallerini

gelistirdigini bildirmislerdir.

5.1.3. Lakkaz/Cys-Ag@FeszO4/Kitosan/SPE’lerin Optimizasyonu

Gol suyu ve denizlerde katekol, diisiik yiikseltgenme potansiyellerine sahip diger
polifenolik bilesiklerle bir arada bulunur. Bu sebeple, diger bilesiklerin elektro-oksidasyonu

yoluyla girisim etkileri olmaksizin katekoliin dogru bir sekilde tayini olduk¢a Snemlidir.
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Daha yuksek potansiyeller genellikle daha yuksek tayin sinyalleri saglamasina ragmen daha
az secicilik gibi dezavantajlar sunar. Bu nedenle de elektrodun diisiik potansiyeller altinda
elektrokataliz yeteneginin artirilmasi arzu edilen bir tercihtir. Elektrot yuzeyindeki lakkaz
molekdlleri, oksijen ile yukseltgenir ve daha sonra enzimin yiikseltgenmis formu icin
elektron dondrii olarak islev goren fenolik bilesikler tarafindan yeniden indirgenir. Bu
reaksiyonda, fenolik bilesikler kinonlara donistiiriilir. Bu friinler (kinonlar), elektrot
ylizeyinde 0 V'nin altindaki potansiyellerde indirgenebilir ve fenol derisimi ile orantili bir
indirgenme akimi saglar. Bu yiizden tiim amperometrik deneyler i¢in ¢alisma postansiyeli -

50 mV olarak se¢ilmistir (Jarosz-Wilkotazka vd., 2004).

Enzimle modifiye edilmis karbon elektrotlar, immobilize edilen enzime ve enzimin
gergeklestirdigi biyokimyasal ve elektrokimyasal reaksiyonlara bagli olarak analitin tayini
icin bir duyarlik gosterir. Bu sebeple Cys-Ag@Fe30s manyetik nanopartikiillere bagl
lakkaz miktar1 ve dolayisiyla aktivitesi, biyosensoriin amperometrik yanitini etkilemektedir.
Lakkaz miktarmin biyosensér yanitina etkisini incelemek i¢in farkli miktarlarda lakkaz
enzimi ile elektrotlar hazirlanmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 4.1’de gosterilmektedir.
Burada da goriildiigii gibi, en yiiksek akim degeri 8 U enzim miktari ile hazirlanan elektrot
ile elde edilmistir. Daha yiiksek aktiviteye sahip enzim ile gergeklestirilen denemeler
sonucu, hem grafikte doygunluk gézlendigi, hem de daha az enzim kullanmak icin 8 U (st
limit olarak se¢ilmistir. Diisiik miktarlarda lakkaz ile hazirlanan elektrotlarin amperometrik
yantlarinin ~ diisik olmasi, elektrotlarin  yiizeyinde Kkatekolin ylkseltgenmesi ve
indirgenmesi tepkimesine bagli olarak elektron transferinin nispeten daha diisiik oldugu
seklinde agiklanabilir. S6ylemez vd. (2019) katekolin tayini i¢cin konjuge bir polimer olan
tiyenotiyofen-benzoksadiazol-alt-benzoditiyofeni (BOTT), bir grafit elektrot ylzeyine
damlatarak ~ modifiye  etmisler ve  ardindan lakkazin  immobilizasyonunu
gerceklestirmislerdir. Biyosensor performansi lizerindeki etkisini arastirmak i¢in enzim
miktari1 tampon ¢ozelti icerisinde 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 ve 0.8 mg/mL araliginda
degistirmislerdir. En iyi amperometrik yanitin alindig1 biyosensoriin 10.9 U (0.5 mg/ml) ile
elde edildigini bildiren aragtiricilar bu aktiviteye sahip lakkaz ile katekoliin tayini i¢in LOD,
dogrusal aralik ve duyarlik degerlerini sirasiyla 0.38 pM, 0.5-25.0 uM ve 110.81 pA/mM

olarak bildirmislerdir.

Manyetik nanopartikiiller, enzimatik biyosensorlerin aktivite kararlilii i¢in biytlik

onem tasir ve enzimlerin immobilizasyonu i¢in 1iyi bir ortam saglamaktadir. Ayrica
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elektrokimyasal enzim biyosensorlerinin duyarligini artirmak i¢in de kullanilan manyetik
nanopartikiiller, redoks aktif bir tiirin elektrot yiizeyine ulagsmasini saglar ve bu nedenle
miktarlarinin optimizasyonu Onemlidir. Bu amacla, enzim miktart 8 U degerinde sabit
tutularak, 0.1, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/mL derisimlerinde hazirlanan manyetik nanopartikller ile
modifiye edilen elektrotlarla amperometrik Ol¢iimler gerceklestirilmistir. Sekil 4.2°deki
verilere gore, en kararli ve en yiiksek amperometrik yaniti veren elektrot, 2.0 mg/mL
manyetik nanopartikiil derisimi ile hazirlanmis SPE olarak se¢ilmistir. Belirlenen manyetik
nanopartikiil araligindan (0.1-4 mg/mL) daha diisiik veya yiiksek derisimlerle hazirlanan
elektrotlarla kararli sonuglar gézlenmemistir. Qu vd. (2014) SiO: ile modifiye edilmis
zirkonya nanopartiklleri, katekol i¢in oldukga duyarli amperometrik yanit sergileyen yeni
bir biyosensor olusturmak Uzere lakkazin immobilizasyonu igin kullanmislardir. Elektrot
ylizeyindeki farkli miktarlarda Si-ZrO/lakkaz ile tepe akimi arasindaki iligskiyi sOyle
tamimlamuglardir:  Si-ZrO/lakkaz miktar1 arttiginda, katodik tepe akimi artmis ve
maksimuma ulastiktan sonra azalmaya baslamistir. Bu durumu, elektrot ylzeyinde Si-
ZrOy/lakkaz kalinligmin artmasi sonucu elektrodun elektron transfer hizinin azalmaya

baslamasi ile agiklamislardir.

Enzimler, katalitik aktivite performanslarini en iyi sekilde optimum pH’da gdosterirler.
Amino asitlerin yan zincirleri arasindaki etkilesimler enzimin yapisini belirler ve pH
degisiklikleri elektrostatik etkilesimleri ve hidrojen baglarin1 etkiler. Elektrostatik
etkilesimler, amino asitlerin pozitif ve negatif yiikli yan zincirleri arasindaki iyonik
baglardir. Artan pH, yan gruplardaki -NHs™'y1 n6tr -NH2 grubuna ve azalan pH ise -COO™"yu
notr bir -COOH grubuna doniistiiriir. Her iki durumda da, amino asit birimleri arasindaki
elektrostatik etkilesimler bozulur ve bu da enzimin {i¢ boyutlu yapisinda bozulmalara neden
olur. Ayrica degisen pH, hidrojen baglarin1 da bozarak enzimde konformasyonel
degisikliklere yol acar. Bir enzim biyosensoriiniin optimum pH degerini belirlemek bu
nedenle oldukca 6nemlidir (Wu vd., 2020). Bu amagcla, 50 mM pH 4.0-5.5 ABS ve 50 mM
6.0-7.0 PBS tamponu ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Tampon ¢ozeltinin amperometrik yanita
etkisini incelemek i¢in 2 mg/mL manyetik nanopartikil, 8 U ve %0.5’lik kitosan ile
hazirlanan elektrotlarin, her bir tampon c¢ozelti igerisinde 100 uM katekol i¢in akim
degerleri kaydedilmistir. Sekil 4.3’den de gorildiigii iizere, tasarlanan biyosensor igin
optimum pH degeri 5.5 olarak belirlenmistir. pH'a gbére akim degerlerinin degisimi
gozlendiginde genel olarak, akim degeri yiikselen pH degeri ile artmis ve ardindan tepe

noktast olan 5.5’den sonra azalmistir. pH arttikca akimin azalmasi, katekoliin iist pH
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degerlerinde anyonik forma donlismesi ve bu anyonik formu ile elektrotlarin ylizeyi
arasinda elektrostatik itmeye neden olmasi ile agiklanabilir. Ayrica, yiiksek pH degerlerinde
cozeltide proton eksikligi oldugundan, elektrokimyasal algilamalarda soruna ve mevcut
sinyalde bir diisiise neden olabilmektedir (Freire vd., 2002; Quan ve Shin, 2004; Qi ve
Zhang, 2005; Nazari vd., 2015; Song vd., 2015). Literatiir taramasit sonucu, lakkaz
enziminin optimum pH ¢alisma araliginin 4.0-7.5 oldugu, lakkaz biyosensorleri igin
optimum pH caligma araliginin ise pH 4.5-5.5 arasinda oldugu bildirilmistir (Quan ve Shin,
2004; Wang vd., 2014). Guo vd. (2014) fonksiyonellestirilmis azot iceren duzenli bir
mezog0Ozenekli karbon (N-OMC) malzemesini, polianilinin bir SBA-15 mezogdzenekli
silika sablonu igerisinde sentezlemisler ve lakkaz enzimini N-OMC/polivinil alkol (PVA)
film igerisinde hapsederek bir amperometrik biyosensor gelistirmislerdir. Arastiricilar,
cozelti pH'!nin amperometrik yanit akimi {izerindeki etkisini pH 4.0 ile 8.0 arasinda

incelemisler ve maksimum yanit akimin1 pH 5.0°de gézlemislerdir.

5.1.4. Lakkaz/Cys-Ag@Fe304/Kitosan SPE’lerin Kinetik ve Analitik Performanslar:

Substrat derisimi enzim aktivitesini etkileyen smirlayici bir faktérdir. Sabit enzim
derisiminde substrat derisimi arttikga reaksiyon hizi Once artar, daha sonra dogrusal
olmayan bir sekilde artarak bir plato degerine ulasir. Substrat derisimi ile enzim elektrodu
arasindaki iligkiyi veren Kalibrasyon grafiginde bu iliskinin dogrusal oldugu bolgeye
“dogrusal aralik” denir. G6l suyu ve musluk suyunda katekol tayinine yonelik gelistirilen
Lakkaz/Cys-Ag@Fez04/Kitosan/SPE biyosensorunin dogrusal ¢alisma araligi farkli katekol
derigimlerine kars1 amperometrik yanitlarin 6l¢tilmesiyle ve bir kalibrasyon grafiginin (Sekil
4.4) hazirlanmast ile belirlenmistir. Tasarlanan biyosensoriin katekol igin gosterdigi
dogrusal aralik 0.1-100 pM olarak belirlenmistir (y=7.5071x+37.372 ve R?*=0.9978).
Literat(ir ile karsilastirildiginda bu dogrusal aralik, oldukca genistir. Olcllebilen en kiigiik
derisim siir1 (LOD), sinyal giiriiltii oran1 3 olarak alinarak (S/N=3) 0.06 uM olarak
belirlenmistir. Ek olarak, biyosensor igin oOlglim smir1 (LOQ) 0.203 pM olarak
belirlenmistir. Verrastro vd. (2016) calismalarinda 13.6 U/mg aktiviteye sahip lakkaz enzimi
ile tasarladiklar1 biyosensor i¢in LOD degerini 1 pM, LOQ degerini ise 5 uM olarak

hesaplamislardir.
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Michaelis-Menten sabiti Kn, hem enzimatik afinitenin hem de enzim-substrat kinetik
sabitlerinin bir gostergesidir (Kamin ve Wilson, 1980). Enzimatik biyosensoriin performansi
hakkinda bilgi veren kinetik parametreler Lineweaver-Burk esitliginden hesaplanabilir. Bu
esitlik Michaelis-Menten esitligini dogrusal hale getirmek i¢in kullanilan bir esitliktir. Kn®P,
bir enzimin substrati igin gortnlr afinitesini belirtir ve daha kiguk bir Kn®® degeri, daha
etkili substrat baglanmasini ve daha yiiksek katalitik aktiviteyi gosterir. Tasarlanan
Lakkaz/Cys-Ag@Fes;04/Kitosan/SPE biyosensoriniin katekol icin Kn®® ve Imax degerleri
Lineweaver-Burk grafigi (Sekil 4.5) ve Lineweaver-Burk Esitligi ile (Esitlik 9) sirasiyla
0.021 mM ve 588.235 nA olarak bulunmustur.

Ayrica, Lakkaz/Cys-Ag@FesO4/Kitosan/SPE biyosensorunin analitik 6zellikleri,
Cizelge 4’de gosterildigi gibi diger lakkaz temelli biyosensorlerle karsilastirilmistir.
Lakkaz/Cys-Ag@Fe304/Kitosan/SPE biyosensori katekol tayininde katalitik aktivite, tayin
sinir, duyarlik ve dogrusal aralik agisindan iyi bir performans gostermistir ve oda
sicakliginda yeniden kullanilabilme ve yeniden {iretilebilme performansi sergilemistir.
Genel olarak bu tez calismasinin bu kismindan elde edilen sonuglar, manyetik
nanopartikiillerin, enzimler i¢in iyi korunmus aktivite ve islevsellik ile birlikte etkili bir
immobilizasyon destegi olarak kabul edilebilecegini  gostermektedir. Manyetik
nanopartikiiller ile modifiye edilen SPE, kararli, maliyeti ucuz ve kolay hazirlanabilen

biyosensorlerin dretimi icin yeni ve etkili bir yaklasim olma potansiyelini gostermektedir.
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Cizelge 4. Katekol tayini i¢in tasarlanan ¢esitli lakkaz temelli biyosensorlerin
karsilastirilmasi.
Km LOD Duyarhk Dogrusal
Elektrot Arahk Kaynak
(MM)  (uM) (WAmM<cm?) (M)
Lac-o0-Fe20sNC-CPE ; 4.28 - 808000 Sarkavd,
2017
FesOs-PANI/Lac/CHIT/CPE  1.092 0.4 126.0 05800  Sadeghi
' ' ' ' ' vd., 2015
. ) ) Quvd.,
CHIT/Si-ZrO,/Lac 0.35 1.0-100.0 2014
Lac/CNTS/CHIT 0.009  0.66 ; 12300 uvd,
2006
Lac/N-OMC/PVA/AUE 0.006 0.31 290.0 0.39-8.98 S(I)J&Vd.,
AUNP-MoS;-Lac/GCE . 2.0 16.3 2020000 Zhangvd,
2020a
. . Zheng vd.,
SiO» nanokdreler - 1.6 - 12.5-450.0 2018
Li vd.,
PDA-Lac-/MGCE - 0.69 25.0 1.0-9100.0
2014
Xu vd.,
Cu-OMC/CS 0.04 0.67 - 0.67-15.75 2010
Lac/Au/MXene/GCE ; 0.05 50.0 0.05.0.15  Chandran
vd., 2021
0.02 Fan vd.,
AUNPS/EGP - 7 5.364 0.5-100.0 2016
Castrovilli
e-Lac/CB-SPE - 2 - 2.5-50.0 vd.. 2020
Lakkaz-Ag@Fez04/SPE 0.021 0.06 60.056 0.1-100.0 Bu
calisma
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Amperometrik sinyalin cevap verme slresi, analizi yapilacak maddenin elektrot
yuzeyine temas ettigi an ile cevabin dengeye geldigi an arasindaki siire olarak tanimlanir.
Cok sayida tekrarlanabilir deneyin yapilabilmesi i¢in biyosensorin cevap suresinin oldukga
kisa bir slire olmasi beklenir. Lakkaz/Cys-Ag@Fes04/Kitosan/SPE biyosensoriniin katekol
tayini icin amperometrik cevap siiresinin ortalama olarak 30 s’den kiigiik oldugu
bulunmustur. Bulunan degerin, literatiir aragtirmast sonucu yaygin bir deger oldugu

gOzlenmistir (Wardak vd., 2020).

Tekrar kullanilabilirlik, biyosensérin birden fazla 6l¢imi gerektiren deneysel
kurulum igin aym yanitlar1 iiretme yetenegi olarak tanimlanir. Ideal bir biyosensor icin
elektrodun ayni kosullar altinda arka arkaya yapilan olcumlerde hemen hemen ayni
sonuclart vermesi beklenmektedir. Yeniden Uretilebilir sinyallerin, bir biyosensériin cevabi
icin yiksek guvenilirlik ve kararhilik saglamasi esastir (Bhalla vd., 2016). Lakkaz/Cys-
Ag@Fe304/Kitosan/SPE biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirligini gostermek igin ayni
elektrot ile 50 mM pH 5.5 ABS tamponu icerisinde 50 pM katekol ile tekrarlanan
amperometrik sonuclar Sekil 4.6A’da verilmistir. Akim sinyalinin kademeli olarak
diismesiyle, lakkaz aktivitesinin ardisik 10 6l¢iime kadar yaklasik %92’si, 12 6l¢iime kadar
yaklasik %86°s1 korunmustur. Akim sinyalindeki bu kademeli azalma, muhtemelen
immobilize lakkaz ve elektrot yilizeyi arasindaki etkilesimin zayiflamasi nedeniyle
elektrottan sizan immobilize enzime ve kullanima bagl olarak yilizey deformasyonuna
baglanabilir. Ardisik olarak alinan 12 6l¢iim sonucu hesaplanan bagil standart sapma degeri

ise %3.8 (n=12) olarak bulunmustur.

Ayni sartlarda hazirlanan 5 06zdes elektrodun 50 puM katekol icin verdigi
amperometrik cevaplarin ylzde degerleri ise Sekil 4.6B’de gosterilmektedir ve bu sonuglara
gore standart sapma degeri %3.39 (n=5) olarak bulunmustur. Zhang vd. (2020a) katekol
tayini icin hazirladiklar1 biyosensor ¢alismasinda, lakkazin immobilizasyonu i¢in 2D MoS>
ve altin nanopartikiiller (AuNPS) ile nanokompozit hazirlamiglardir. Biyosensorlerin
tekrarlanabilirligini ve tekrar Tretilebilirligini arastirmak icin tekrarlanan deneyler
gerceklestirmisler ve aynt AUNPS-Mo0S,-Lac/GCE biyosensoriinii, 1 mM katekol igeren
tampon ¢ozeltide arka arkaya 10 kez test etmislerdir. Onuncu testin DPV tepe noktasinin,
baslangi¢ degerinden sadece %3 daha diisiik oldugunu ve DPV'lerin tepe degerlerinin bagil

standart sapmasinin %1.2 oldugunu bildirmislerdir. Bes 0zdes biyosensor hazirlayarak ayni
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kosullar altinda tekrar (Gretilebilirlik deneyleri gergeklestirerek, DPV akiminin tepe

degerlerinin bagil standart sapma degerini %0.7 olarak belirlemislerdir.

Biyosensoriin  segiciligi, ¢esitli  polifenolik  bilesiklerin  reaksiyon ortamina
eklenmesiyle, amperometrik yontem kullanilarak arastirilmistir ve Sekil 4.7°de gosterildigi
gibi 50 uM katekol ilavesinden sonra akimin belirgin sekilde azaldigi gézlenmistir. YUz uM
askorbik asit (AA) %1.93; 100 uM fiirik asit (UA) %3.86; 100 uM gallik asit (GA) %2.00;
100 uM pyrogallol %7.90; 100 uM guaiacol %5.75; 100 uM p-Cresol %5.50; 100 uM (-)-
epikatesin  %6.85 ve 100 uM 2-aminofenol %10.01 oranlarinda girisim degerleri
gostermistir. Lakkazin genis substrat yelpazesi disiintildiigiinde elde edilen sonuglar,
girisim yapan maddeler i¢in thmal edilebilir sinyaller elde edildigini ve katekol i¢in kararlt
ve belirgin bir sinyalin olustugunu gostermistir. En yiiksek girisim etkisi olan 2-aminofenol
icin, gozlenen zayif amperometrik yanit, katekol igin gdzlenen akimdan daha diisiiktiir.
Lakkazin mono-, di-, polifenoller ve aminofenollere karsi miikemmel elektrokatalitik
aktivite gosterdigi iyi bilinmektedir (Rivera-Hoyos vd., 2013). Bununla birlikte, hazirlanan
biyosensor aktivitesi katekol icin, diger polifenolik ve aminofenol bilesiklerinden daha
elveriglidir. Katekole karsi bu yiiksek duyarlik ve daha az girisim etkisi, Onerilen
biyosensoriin, gercek su oOrnekleri gibi karmasik matrikslerde yiiksek girisim etkisi
olmaksizin, katekol tayini i¢in iyi bir alternatif olabildigini ortaya koymaktadir. Maleki vd.
(2019) katekol tayini icin tasarladiklar1 Lac/poli-Arg/AuNPs/GCE biyosensorinin
seciciligini degerlendirmek {izere katesin, fenol ve aminofenol gibi bazi fenol tiirevleri igin
(tum fenoller icin 0.10 M pH 6.00 PBS icinde 25.00 nM derisiminde) denemeler
gerceklestirmisler ve en yiiksek girisimin aminofenol ile meydana geldigini belirtmislerdir

(yaklasik olarak %10).

Biyolojik doniistiiriiciiniin aktivitesindeki azalma biyosensensoriin kullanim Omriinii
belirleyen en onemli faktorlerdendir ve biyolojik doniistiiriici enzim oldugu oldugu i¢in
kullanim 6mriinii belirleyen en 6nemli faktdr dolayisiyla enzim aktivitesindeki azalmadir.
Elektrotlar depo kararliligi deneyleri siiresinde kullanilmadiklar1 zaman +4°C'de
saklanmigtir ve elektrotlarin 15. giin sonundaki kullaniminin ardindan, aktivitesinde
%12.68’lik bir diisiis gozlemlenmistir. Otuzuncu gin ve 60. gin sonunda ise aktivitede
sirastyla %16.64°lik ve %21.76’lik bir diigiis gozlenmistir. Nispeten diisiik olan bu aktivite
kaybi, uygulanan immobilizasyon prosediirlerine baglanabilir. Liu vd., (2020) ITO elektrot

uzerinde 3D aloevera benzeri Au-ZnO nanokompozitleri in situ olarak sentezledikleri
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calismada, lakkazi nanokompozite immobilize etmislerdir ve elektrotlarin depo
kararliliklarin1 gostermek i¢in 1 ay boyunca +4°C'de saklamislardir. Elektrodun her 5 giinde
bir katekol tayini igin kullanilabilirligini test etmisler ve 30 giiniin sonunda biyosensoriin

baslangi¢ aktivitesinin yaklasik %85’ini korudugunu bildirmislerdir.

5.15. Lakkaz/Cys-Ag@FesO4/Kitosan/SPE’lerin G61 Suyu ve Musluk Suyunda
Katekol Tayini icin Uygulanabilirliginin Arastiriimas:

Tasarlanan biyosensoriin segici ve tekrarlanabilir analiz yetenegi, ¢evre ornekleri
olarak degerlendirilen g6l suyu ve musluk suyuna katekoliin standart eklenmesi yontemi ile
degerlendirilmistir. Cizelge 1’de verilen sonuglarda da goriilecegi tizere gol suyuna eklenen
1 uM  katekol, spektrofotometrik yontemle tayin edilemezken, Lakkaz/Cys-
Ag@Fe304/Kitosan/SPE biyosensorii ile %103.3 geri kazanim elde edilmistir. Musluk
suyunda ise ilave edilen 1 puM igin anlamli geri kazanim gozlenmemis ancak hazirlanan
biyosensor icin geri kazanim orani %105.0 olarak hesaplanmistir. Bu sonuclar, Lakkaz-
Ag@Fe304/Kitosan/SPE biyosensorinun gercek numunelerde diisitk miktarlarda olsa dahi
katekoliin tayini icin giivenilir oldugunu gostermistir. Musluk suyuna ve gol suyuna eklenen
10 uM katekol icin spektrofotometrik yontem ile geri kazanim degerleri sirasiyla %86.0 ve
%178.4 olarak hesaplanmistir. Hazirlanan biyosensor ile musluk suyu ve gol suyuna
eklenen 10 uM katekol icin geri kazanim degerleri ise sirastyla %101.40 ve %102.60 olarak
hesaplanmistir. Musluk suyu ve gol suyuna 100 uM katekol eklemesi ile elde edilen geri
kazanim degerleri spektrofotometrik yontem ile sirasiyla %151.96 ve %122.0 olarak
hesaplanirken, hazirlanan biyosensor igin bu degerler %102.20 ve %99.76 olarak
bulunmustur. Palanisamy vd. (2017) tasarladiklari lakkaz iceren grafen-seliiloz mikrofiber
modifiye perde baskili elektrotlar ile tasarladiklar1 biyosensor i¢in Katekoliin geri kazanimi
caligmalarin1 standart ekleme yontemi ile gerceklestirmisler ve geri kazanimlarin musluk
suyunda %98.8 ve nehir suyunda %96.4 oldugunu belirtmislerdir. Liu vd. (2019) sunduklari
calismada flor ve azot katkili karbon dotlar (F,N-CD'ler) sentezlemisler ve katekol tayini
icin lakkaz temelli bir elektrokimyasal biyosensor tasarlamislardir. Musluk suyuna 15 pM
ve 45 uM eklediklerinde, tasarlanan Lac-F,N-CDs/GCE biyosensori ile geri kazanim

degerlerinin sirastyla %108 ve %119 oldugunu belirtmislerdir. G6l suyuna eklenen 15 uM
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ve 30 pM Kkatekol derisimleri igin geri kazanim degerlerinin sirasiyla %137 ve %125

oldugunu rapor etmislerdir.

5.2. Ticari Serum ve Yapay Idrarda Dopamin Tayini i¢cin Lakkaz Immobilize
Ni/Au/PPy-COOH Nanoteller ile Modifiye Perde Baskilh Elektrotlarin

Hazirlanmasi

Dopamin; davranis, hafiza ve hareket gibi cesitli fizyolojik aktivitelerden sorumlu,
merkezi ve periferal sinir sistemlerinde oldukga 6nemli bir nérotransmitterdir. Dopaminin
insan viicudundaki normal derisimlerinden (idrarda ve beyin omurilik sivisinda 5 nM ve
kanda 0.13 nM) buyiik bir sapma huzursuz bacak sendromu, epilepsi, HIV enfeksiyonu,
sizofreni, Parkinson, Hungtington, Alzheimer, dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu
(ADHD) gibi hastaliklara sebep olmaktadir (Li vd., 2016b). Bahsedilen hastaliklarin tanisi
ve tedavisi igin basit, diisiik maliyetli ve duyarli yontemlerin gelistirilmesi oldukca
onemlidir. Geleneksel analitik yontemlerin yani sira, dopaminin biyolojik 6érneklerde tayini
icin elektrokimyasal biyosensorler, bircok avantaj sunmasindan dolayr en dogru
yaklasimdir. Askorbik asit ve lirik asit gibi kii¢iik molekiillerin kan, idrar ve ektraselliiler
stvilarda beraber bulunmasi, dopaminin tayini sirasinda yalin elektrotlar iizerinde benzer
potansiyellerde yiiksek girisimlere sebep olmaktadir. Elektrotlarin modifikasyonu, elektrot
ylizeyini dopamin biyomolekilinin elektroaktif katalizi icin secici hale getirmektedir
(Siddeeg, 2020). Enzim elektrotlar1 kullanilarak, substratin geri doniisiim ilkesine dayanan
farkli algilama teknikleri fizyolojik olarak 6nemli bilesiklerin saptanmasindaki uygulamalar
icin oldukca 6nemlidir. Lakkaz, orto- ve para-subsitiye mono ve difenolik bilesiklerin ve
aromatik aminlerin oksidasyonunu katalize eder. Bu nedenle de bir enzim elektrotu olarak
cevre izlemede biyoteknolojik katalizor olarak (Krishnamoorthi vd., 2022) biyoyakit
hiicrelerinde biyokatalizér olarak (Barriére vd., 2006) ve biyosensorlerde biyoreseptor
olarak (Rubio-Govea vd., 2020) kullanilmaktadir. Literatiir taramasi dopamin tayini i¢in

biyosensorlerin tasariminin siiphesiz ne kadar 6nemli oldugunu kanitlamaktadir.
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5.2.1. Ni/Au/PPy-COOH Nanotellerin Sentezi, Karakterizasyonu ve Aktivasyonu

Metalik nanoteller nanoteknolojide onemli yapi taslaridir. Silindirik sekle ve tek
boyutlu anizotropik yapiya sahip, caplart kiigiik ve yiizey/hacim orani biiylik olan metalik
veya yart iletken 1 boyutlu nanoyapilardir. Nanotellerin biiyiik yiizey alanlar1 biyosensor
uygulamalar1 igin hedef molekiillere yonelik elektrokataliz, biyuk 6lcekli elektron transferi,
yiiksek kararlilik ve pasivasyona karsi direng gibi mikemmel avantajlar saglamaktadir
(Chan vd., 2015; Garcia vd., 2014).

Kalip yonelmeli elektrokimyasal biriktirme yontemi ile polikarbonat membran
icerisinde nikel ve altin metalleri ile polipiroll igeren nanoteller sentezlenmistir ve birden
fazla segmente sahip olan Ni/Au/PPy-COOH nanotellerin yapisindaki Ni ve Au, aktif
algilama ylizey alaninin gelistirmesi ve dolayisiyla biyosensoriin algilama duyarliginin
artirilmas1 amaciyla kullanilmistir. Son segmentte kullanilan malzeme, -COOH gruplarina
sahip oldugu icin lakkazin nanotellere immobilizasyonunu miimkiin kilmistir. Bu
karboksilik gruplar, standart bir EDC/NHS kimyasi ile aktive edilmis ve nanoteller ve enzim

molekiilleri arasinda kovalent baglar olusturulmustur.

Ni/Au/PPy-COOH nanotellerin morfolojik yapisi, sekli ve boyutu SEM teknigi ile
incelenmistir. Resim 4.6’dan da goriildiigi gibi nanoyap tel seklindedir, ¢aplar1 yaklasik
180 nm, uzunluklar1 1400 um ve yiizeyleri oldukga piiriizsiizdiir. Resim 4.7’de verilen EDX
gorintisinde Ni ve Au metal segmentlerinin yani sira nanotellerin son segmentte yer alan
PPy-COOH yapisindaki C ve O atomlari da goriilmektedir. Uygun vd. (2017) anodik
alumina membran kullanarak kalip yonelmeli elektrodepozisyon yoluyla sentezledikleri
AU/Ni/Au/PPy nanotellerin SEM analizini gergeklestirmisler ve nanotellerin toplam
uzunlugunun yaklasik 3 pm oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar ayrica Au ve Ni
segmentlerinin oldukga purizsiz, polimerik segmentin oldukca go6zenekli oldugunu

bildirmislerdir.

Nanotellere artan dig bir manyetik alan uygulandiginda baglangigta yerel manyetik
alan siddeti artmakta ancak artisin devaminda vektorel olarak ters yonde manyetik alan
siddeti azalmaktadir (Resim 4.8). Dis manyetik alan artis1 ile yerel manyetik alan siddeti

artarak sinilis egrilerine benzer bir grafik gostermektedir. Bu spektrumda elde edilen Hy
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degeri (manyetik alan rezonansi) kullanilarak g faktorii 4.93 olarak hesaplanmistir. Hashem
vd. (2016) termal aritma yontemi ile farkli sicakliklarda sentezledikleri NiO nanopartikiiller

icin artan g degerini, artan manyetizasyona atfetmislerdir.

5.2.2. Perde Baskih Elektrotlarin  Modifikasyonu ve Elektrokimyasal

Karakterizasyonu

Resim 4.9A’da yalin SPE’lere, Ni/Au/PPy-COOH/NAF ile modifiye edilmis SPE’lere
ve Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF ile modifiye edilmis SPE’lere ait [Fe(CN)g]*
/[Fe(CN)g]*~ déniisiimii icin iyi tanimlanmis CV pik zirveleri goriilmektedir. Yalin SPE ile
karsilagtirildiginda, Ni/Au/PPy-COOH nanoteller ile modifiye elektrotlarin tiim redoks
piklerinin artmasi, nanotel yapisindaki metallerin elektrot yiizey alanimi 6nemli Glgiide
gelistirdigi seklinde yorumlanabilir. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’ye ait akim
piklerindeki diisiis, yapida lakkazin varligi ve dolayisiyla enzim molekiiliiniin yalitkan
yapis1 nedeniyle [Fe(CN)s]**
yorumlanir. Yalin SPE’lerin ve Ni/Au/PPy-COOH/NAF ile modifiye edilmis SPE’lerin
elektron transfer direncleri (Rct) sirasiyla 2543 Q ve 750 Q olarak bulunmustur.

donlistimii i¢in elektron transferini engelledigi seklinde

Modifikasyon sonrasi Rt degerindeki bu 6nemli azalma, redoks tiirleri arasindaki elektron
transfer verimliliginin artmasimin bir sonucunun oldugu diisiiniilmektedir. Nanoteller ile
modifiye edilmis elektrotlarla karsilastirildiginda, lakkazin mevcut oldugu SPE’lerde yarim
daire ¢ap1 artmakta olup, 10657 Q Re degeri gostermektedir. Lakkaz-Ni/Au/PPy-
COOH/NAF/SPE’nin Rt degerindeki bu artig, diisiik frekanslarda zayif iletkenligi olan ve
elektron transferini engelleyen enzimler dahil ¢ogu biyolojik molekiile atfedilmektedir
(Chawla vd., 2012b). Wang vd. (2014) dopaminin tayini icin fitik asit (PA) ile
fonksiyonellestirilmis silika nanopartikillere (SiO> NP) dayali lakkaz biyosensorii
gelistirmisler ve modifikasyon islemi sirasinda elektrot yiizeyinin yiik transfer 6zelliklerini
karakterize etmek igin EIS teknigini kullanmislardir. SiO2-PA NP'ler ile modifiye edilmis
GCE'nin empedans spektrumlarini, 5 mM [Fe(CN)g]*”* ve 0.1 M KCI iceren 50 mM pH
7.4 tampon ¢ozeltisinde incelemislerdir. Yalin GCEnin yarim daire alaninin olduk¢a kuguk
oldugunu ve GCE'nin R¢ degerinin 104 Q oldugunu bildirmislerdir. SiO2-PA/GCE ve
SiO2/GCE i¢in yik transfer direnci degerlerini sirasiyla 126 ve 2591 Q olarak bildirilmistir.
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Lakkaz/SiO2-PA/GCE ve Lakkaz/SiO2/GCE'nin elektron transfer direnci degerlerinin
sirastyla SiO2-PA/GCE ve SiO2/GCE'den ¢ok daha biyik oldugunu bildiren arastiricilar, bu
sonuglara gore elektrotlarin lakkaz ile basariyla modifiye edildigini gdstermislerdir.

Elektrokatalitik 6zellikleri karsilastirilan yalin SPE, Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE ve
Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’lere ait CV olgumlerinde, 10 pM dopamin igin tim
elektrotlarla bir ¢ift iyi tamimlanmig redoks tepe noktasi gozlenmistir. Ancak Lakkaz-
Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’nin voltametrik 06zelligi 6nemli 6lgiide farklidir (Resim
4.10A). Ciinkii Ag/AgCl'ye kars1 -0.178 V civarinda gozlenen katodik tepe akimi diger
elektrotlara gore oldukca yiksektir ve daha iyi tamimlanmistir. Bunun sebebi, Resim
4.11B’de goriildiigii gibi dopaminin yikseltgenmesi ve negatif potansiyelde elektrot
ylzeyinde yeniden indirgenmesinde lakkazin elektroaktif katalitik etkinligidir.
Thamilselvan vd. (2019) soy metallerin, diisiik maliyetle hazirlanabilen, duyarli, Segici,
istlin performansli ve tasinabilir elektrokimyasal sensorlerin gelistirilmesi igin Gnemini
vurguladiklari ¢alismalarinda, manyetik Fe3O4 nanopartikilleri ile dekore edilmis altin (Au)
nanopartikilleri (NP'ler) duyarli dopamin sensoériiniin tasarimi igin kullanmiglardir. Yalin
GCE ve Au@Fe304/GC elektrotlarimin elektrokatalitik performansini arastirmak igin CV
teknigini kullanmiglardir. 100 uM dopamin iceren 0.1 M pH 7.9 PBS tamponu ¢ozeltisinde
GCE ve Au@Fe304/GCE'nun CV akim yanitlarimi1 karsilastirdiklarinda Au@Fez04/GC
elektrodunda, dopaminin yikseltgenme ve indirgenme tepe akimlarinin giiclii bir sekilde
artigin1 gozlemlemislerdir. Ancak arastiricilar, yalnizca nanomalzeme temelli sensorler
icin, insan kan serumunda 0.001-1.0 puM dopamin seviyelerini tayin etme ve secicilik
zorlugundan bahsetmislerdir. Ozellikle diger katekolaminlerin girisiminden kaginmak icin
biyolojik reaksiyonlarin segiciliginden faydalanmak bu hususta zorunludur (Ferapontova,
2017).

5.2.3. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’lerin Optimizasyonu

Elektrot tizerindeki dogrudan oksidatif tayin nispeten yiiksek oksidasyon potansiyeline
ithtiya¢ duymaktadir (0.5-0.7 V). Yiiksek potansiyeller, biyolojik sistemlerde birgok girisim

yapan bilesigin benzer potansiyellerde oksitlenebilmesine ve bdylece voltametrik sinyallerin
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ortismesine neden olabilir. Bu nedenle, dopaminin secici tayininin yuksek duyarlik ve
diisiik tayin siniri ile belirlenmesi i¢in ¢alisma potansiyelinin se¢imi olduk¢a dnemlidir. Bu
amagcla, -0.2 ve -0.1 V araliginda amperometrik dl¢iimler alinmistir. Sekil 4.9°da gorildiigi
gibi en yuksek amperometrik cevabin elde edildigi -0.2 V calisma potansiyeli olarak
belirlenmistir. Enzimatik Grlinlerin katalitik indirgenmesine dayanan lakkaz temelli
amperometrik biyosensorlerin performansi, elektrokimyasal olgtimler i¢in -0.2 V ile 0 V
(Ag/AgCl'ye karsi) potansiyel araliginda optimumdur. Bu potansiyel aralifinda diisiik
giiriiltii ve arka plan akimi vardir ve bu da diisiik analit derisimlerinin saptanmasini saglar.
Girisim yapan elektroaktif tiirlerin yiikseltgenme riski, bu potansiyel aralik iginde biiyiik
Olciide azalir (Ferry ve Leech, 2005). Dopamin, okside lakkaz tarafindan dopamin-o0-kinona
yiikseltgenir ve diisiik potansiyellerde, dopamin-o0-kinonun elektrokimyasal indirgenmesi ile
gerceklesen biyoelektrokatalitik reaksiyon ayrica, yiiksek duyarlik ve elektrodun daha fazla
kullanilabilirligi gibi avantajlar sunmaktadir (Njagi vd., 2008). Ferry ve Leech (2005)
dopamin, epinefrin ve nodroepinefrinin amperometrik tayini igin camsi karbon elektrot
Uzerine lakkaz ve bir osmiyum redoks polimerinin ko-immobilizasyonuna dayanan
biyosensdr gelistirmislerdir. Immobilize lakkaz tarafindan dopaminin yiikseltgenmesi ve
elektrokatalitik substrat rejenearasyonu calismalarini -0.2 V’da gergeklestiren arastiricilar
bu potansiyelde askorbik asit varhiginda biyosensorin dopamin i¢in segiciliginin yiiksek

oldugunu bildirmislerdir.

Cok duyarli elektrotlarin tiretimi, genel olarak mikro oOlcekteki elektrot ara ylzey
davraniginin tam olarak anlasilmasim1 gerektirir. Elektrot bilesenleri, biyosensoriin
duyarligini, segiciligini, tekrarlanabilirligini, uzun vadeli kararliligini ve biyolojik
ortamlarda kirlenmeye kars1 direncini gelistirmek i¢in dikkatle secilmelidir. Nispeten kolay
hazirlama ve modifikasyonlar nedeniyle mikroelektrot iiretimi i¢in ¢esitli materyaller
kullanilmaktadir. Ancak in vitro veya in vivo dopamin tayini icin biyomalzemelerin
biyouyumlulugu da olduk¢a Onemlidir. Nanotellerin elektron transfer o6zellikleri ve
benzersiz tek boyutlu destek materyali 6zellikleri elektrokimya uygulamalar: i¢in oldukga
onemlidir. Tel ¢ap, telin ylizeyi, kalitesi ve kimyasal bilesimi nanotellerin elektron tagima
mekanizmasini etkileyen dnemli parametrelerdir (Yogeswaran ve Chen, 2008). Sentezlenen
Ni/Au/PPy-COOH nanoteller, lakkaz igin destek materyali olarak avantaj sunmasinin
yanisira, diisiik maliyet ile tek bir nanotel yapisinda birden fazla materyalin segment olarak
kullanilmasinm1 miimkiin kilmigtir. Nanomalzemelerin biyoalgilamadaki éneminden dolayi,

nanotel miktarinin amperometrik yanita etkisi incelenmis ve bu amagla, enzim miktari sabit
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tutularak, farkli tel derisimleri ile modifiye edilen elektrotlarla amperometrik 6lguimler
gerceklestirilmistir.  Sekil 4.10’da gosterildigi gibi artan nanotel derisimi ile akim
yanitlarinda artis meydana gelmis ancak, 0.16 mg/mL nanotel derisiminde maksimum pik
noktasina ulagtiktan sonra akimlarda diislis gozlemlenmistir. Bu diislisiin, yogun nanotel
miktariin enzim ile Substrat arasinda bir diflizyon bariyeri olusturmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Rubio-Govea vd. (2020) optimum MoS2-R ve MoS2-F derisimlerini
belirlemek icin kagit karbon elektrodunun modifikasyonunu 6 farkli nanomalzeme derisimi
(0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/mL) ile saglamiglardir. 0.1, 0.25 ve 0.5 mg/mL
derisimlerindeki nanomalzemelerle modifiye elektrotlarin, artan dopamin derisimlerine
ragmen sinyallerde bir artisa sebep olmadigimi bildirmislerdir. Diger derisimler igin
Trametes versicolor lakkazinin artan dopamin derisimlerine karst Michael-Menten davranisi
gosterdigini rapor etmisler ve artan sinyaller ile Kpn degerindeki azalmanin
nanomalzemelerin  kullanimiyla iligkili oldugunu bildirmislerdir. MoS;'Un  farkl
morfolojileri igin test edilen optimum derisimlerini analiz ederken, bu morfolojilerin
elektrotlarin performansi iizerinde de biiyiik bir etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.
Elektrotlar 2 mg/mL MoS2-R ile modifiye edildiginde nanomalzemenin elektrot yizeyi
boyunca iyi bir sekilde dagildigini ve SEM analizlerinin MoS; seritleri arasinda goértinQr
bosluklar olmadigini belirtmislerdir. Nanoseritlerin morfolojisi nedeniyle, nanoserit derisimi
arttikca elektrot yizeyinde diizenli bir sekilde yigilma egilimi gosterdiklerini rapor

etmislerdir.

Biyoreseptor olarak enzimleri iceren biyosensér uygulamalarinda pH, biyosensoriin
optimum ¢alisma kosullarin1 belirlemek i¢in onemlidir. Tampon ¢ozeltinin amperometrik
yanita etkisini incelemek i¢in elektrotlarin, her bir tampon ¢6zelti icerisinde 10 uM dopamin
icin akim degerleri kaydedilmistir. 50 mM pH 4.5, 5.0, 5.5 ABS tamponu, 50 mM 6.0, 6.5,
7.0, 7.5 PBS ve 8.0 karbonat tamponu ile gerceklestirilen deneylerde genel olarak, akim
degerinin artan pH degeri ile arttig1 ve ardindan tepe noktasi olan 6.5’dan sonra azaldigi
gozlemlenmistir. Sekil 4.11°de de gosterildigi gibi, pH 6.5 fosfat tamponu lakkaz temelli
elektrotlarin dopamin i¢in maksimum akimin 6l¢iildiigii pH’dir. Bu pH degerinde, dopamin
pozitif yukliyken (pKa 8.87), askorbik asit (pKa 4.10) ve Urik asit (pKa 5.75) negatif
yiikliidiir. Dolayistyla anyonik bir membran olan Nafion™, eksi yiiklii girisim yapan bu
tirleri iterek elektrot ylizeyine ulagmalarini engeller. Ayrica elektrot yiizeyine kaplanan
Nafion™ polimerik membranin elektrokimyasal cihazlarda kullanilmasinin bir¢ok avantaji

vardir. Fizyolojik pH'da girisim yapan maddelerin etkisini en aza indirmede cok etkili
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oldugu ve boylece katekolaminlerin (pKa: 8.4-8.9) tayininde segiciligi arttirdig
kanitlanmistir. Ayrica elektrot pasivasyonunu onlemek ve in vivo veya in vitro deneyler
sirasinda yiizey biyouyumlulugunu arttirmak i¢in kullanilmaktadir (Nagy vd., 1985; Xiang
vd., 2007; Njagi vd., 2010). Literatiir taramasi sonucu, dopamin i¢in lakkaz
biyosensorlerinin optimum pH c¢alisma araliginin ise pH 4.5-7.5 arasinda oldugu
bildirilmistir (Ferry ve Leech, 2005; Li vd., 2012; Cesarino vd., 2013; Wang vd., 2014; Hua
vd., 2015). Silva ve Vieira (2016) poli(allilamin hidrokloriir) i¢inde stabilize edilmis altin
nanopartikulleri (AuNP-PAH), Aspergillus oryzae kaynakli lakkazin immobilizasyonu i¢in
bir destek olarak kullanmiglar ve kare dalga voltametri tepe potansiyellerinin pH’a bagimli
oldugunu gostermislerdir. Sonuglara gore, dopamin i¢in en yiiksek tepe akimi pH 6.0 PBS
tamponu ile elde edilmis ve ek olarak dopaminin indirgeme tepe potansiyelinin (Epc), artan
pH ile negatif yone kaydigin1 gostererek, protonlarin dopamin indirgeme siirecine dogrudan

dahil oldugunu rapor etmislerdir.

5.2.4. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’lerin Kinetik ve Analitik Performanslari

Enzim elektrotlari, substratlarinin biyolojik olarak taninmasindaki 6zgilliikleri
sayesinde biyoelektrokatalitik sinyal amplifikasyonu saglarlar. Tipik olarak, dopaminin
immobilize biyoreseptoriin aktif bolgelerine baglanma kinetigi ve g¢alisma elektrodunun
ylizeyine kiitle aktarim hizi, biyosensoriin akim-potansiyel davranisini 6nemli o6l¢iide
etkiler. Cesitli elektrokimyasal tekniklerin arasinda, DPV veya amperometri Yyiksek
duyarliklart nedeniyle insan serumu veya idrar Orneklerinde dopamin seviyelerinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Zhao vd., 2019; Shen vd., 2020; Fu vd.,
2021). Enzim modifiye calisma elektrodu ile referans elektrot arasina bir indirgenme
potansiyelinin uygulandigi amperometri temelli dopamin tayini oldukca spesifik bir
yontemdir. Diger yandan, amperometri temelli enzimsiz platformlarda uygulanan
potansiyel, girisim yapan elektroaktif biyomolekiiller i¢in bir faradaik akim yaniti
yarattigindan dopamin igin segici sayilmazlar. Oksidorediiktaz enzimi ve amperometrik
elektrotlarin kombinasyonu oldukga sik ¢alisilan enzimatik elektrot kavramidir ve bu sayede
enzimatik reaksiyonlarin gesitli stratejileri kolaylikla izlenebilirken, elektrokimyasal yollarla

da duyarh bir sekilde 6l¢lim miimkiindiir. Bu baglamda lakkazin diger enzimlere gore ek
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kofaktorler olmadan elektron transfer reaksiyonlarini katalizleme yetenegi, molekiiler
oksijen varliginda fenolleri ve o-, m-, p-benzendiolleri oksitleme yetenegi ve yliksek
stabilitesi lakkazi biyoalgilama uygulamalari i¢in giiclii ve popliler bir aday yapmaktadir
(Yashas vd., 2018). Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF perde baskili elektrotlar, dopaminin
dopamin-o-kinona yiikseltgenmesi ve olusan iriiniin elektrot yilizeyinde -0.2 V’da yeniden
indirgenmesi ile tayinini miimkiin kilmaktadir. Elde edilen akim cevabi, analit derigimi ile
dogru orantilidir. Ayrica, hedef molekiiliin elektrot ylizeyinde indirgenme yoluyla yeniden
tiretilmesi, elektrokimyasal amplifikasyonun artmasiyla beraber duyarligi da artirmaktadir

(Cosnier ve Popescu, 1996; Cosnier vd., 1999).

Biyosensorler genis bir caligma araliginda analit derisimlerinin 6lgilmesini
saglamalidir. Yapay idrar ve ticari insan serumunda dopamin tayinine yonelik gelistirilen
lakkaz temelli Ni/Au/PPy-COOH nanoteller ile modifiye biyoelektrotlarin analitik ve
katalitik karakterizasyonu, dopamin i¢in bir kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi ile
yapilmistir. Sekil 4.12°de verilen grafik, dogrusal bir aralik olarak 0.01-50 puM dopamin
derisimi araligmma ait amperometrik yanitlar1 gostermektedir (y=0.1108x+0.1258 ve
R2=0.9961). Insan serumu ve idrarindaki normal dopamin derisim degerleri diisiiniildiigiinde
ve literatiir ile karsilastirildiginda bu dogrusal aralik, oldukga genis bir aralig1 ifade eder.
Olgiilebilen en kiiciik derisim smir1 (LOD), sinyal giiriiltii oran1 3 olarak alinarak (S/N=3)
2.265 nM olarak belirlenmistir. EK olarak, biyosensor icin dlgtim sinir1 (LOQ) 7.551 nM
olarak belirlenmistir. Li vd., (2016b) calismalarinda 21.8 U/mg aktiviteye sahip lakkaz
enzimi ile tasarladiklar1 biyosensor icin LOD degerini 0.42 uM olarak hesaplamiglardir. Bu
calismada dopamin tayini icin tasarlanan biyosensdriin duyarligi, 0.902 pApPM-cm2olarak

hesaplanmustir.

Biyosensor cevabinin fonksiyonu, tayin sinirt ve duyarligi gibi analitik performansini
ve girisim yapan maddelerin etkisini anlamak i¢in enzimin kinetik parametrelerini (Km ve
Vmax) belirlemek oldukca énemlidir. Michaelis-Menten sabiti Ky, hem enzimatik afinitenin
hem de enzim-substrat Kinetik sabitlerinin bir gostergesidir (Kamin ve Wilson, 1980) ve
maksimum hizin yarisina ulasildigindaki substrat derisimi olarak tanimlanirken, Vmax
enzimatik biyosensoriin maksimum hizini ifade eder. Enzimatik biyosensoriin performansi
hakkinda bilgi veren kinetik parametreler, Lineweaver-Burk grafiginden ve esitliginden
(Sekil 4.13 ve Esitlik 9) hesaplanmistir. Km, bir enzimin substratina karsi afinitesini

belirttigi icin daha kiiciik bir Km degeri, daha etkili substrat baglanmasin1 ve daha yiiksek
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katalitik aktiviteyi gosterir. Bu ¢aligmada Kn®® ve Imax degerleri sirasiyla 2.056 uM ve 1.03
MA olarak bulunmustur.

Ayrica, bu tezde hazirlanan Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE biyosensorinin
analitik Ozellikleri, Cizelge 5'de ve Cizelge 6’da gosterildigi gibi sirasiyla 1D nanomalzeme
temelli sensorlerle ve diger lakkaz temelli biyosensorlerle karsilastirilmigtir. Lakkaz-
Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE biyosensoru, katalitik aktivite, tayin smiri, duyarhik ve
dogrusal aralik agisindan iyi bir performans gostermistir. Genel olarak bu calismanin
sonuclar: birden fazla segmente ve manyetik 6zellige sahip nanotellerin, enzimler i¢in 1y1
korunmus aktivite ve islevsellik ile birlikte etkili bir immobilizasyon deste8i olarak

davrandigini gostermektedir.

Cizelge 5. Dopamin tayini i¢in tasarlanan ¢esitli 1D nanomalzeme temelli biyosensorlerin

karsilastirilmasi.
Yontem LOD Duyarhk Dogrusal
Elektrot (LM) Aralik (uM) Kaynak
2.787x10° Sundar vd.,
CuO nanotel/GCE DPV 0.1 UAMM-cm? 0.1-105.0 2018
CV ve 1487.1 .
AgNW-rGO/SPCE LSV 0.26 UAMM-cm? 40.0-450.0 Li vd., 2015

3.669 ve 0.1-10.0 Uge vd.,

MWCNT/CeO»PEDOT  DPV  0.03 (o008 v 4004000 2018

Zhang vd.,
MWCNT/ITO DPV 0.005 - 0.025-10.0 2020b
Ag/CuO Nanobelts/ITO CVv 0.007 u Apli/?‘.c?m‘z 0.04-10.0 Li vd., 2021
DPV ve 3366.0 Wei vd.,
CoP-NWAs/TM Amp, 036 nApMcm 1.0-3000.0 2021
2.49.0 Balu vd.,
SnS,/GR-B-CD/GCE DPV 0.004 WAUM cm? 0.01-150.76 2020
Lakkaz-Ni/Au/PPy- 0.902
COOH-NAF-SPE AMP. 0.002 u Au.M‘cm‘z 0.01-50 Bu ¢alisma

(Trametes versicolor)
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Cizelge 6. Dopamin tayini

icin tasarlanan c¢esitli lakkaz temelli biyosensorlerin

karsilastirilmasi.
Km LOD Duyarhk Dogrusal
Elektrot M) (UM) Aralik (M) Kaynak
i 3
Lac/Si/MWCNTS/SPE 378 0.42 2.787x10° 1.3-855 Li vd., 2012
(Trametes versicolor) HAMM<cm
SPE/rGO-CDBA-LAC 1487.1 Hua vd.,
(Agaricus bisporus) i 0.03 HAMM cm’ 0.1-70.0 2015
Au-MPA-LAC oo . 0.5-13.0 \S/Qe/:\:ﬁ?r?.m
(Agaricus bisporus) ' 47.0-430.0 2012 '
Au-PAH-LAC/CPE Silva ve
(A.r. oryzae) i QLo i 0.428850 Viera, 2016
GCE-Os(PV1)10-LAC d Ferry ve
(Trametes versicolor) 028 0.08M 10.0-98.0 Leech, 2005
LAC/(h-SiO>—PA)/GCE Zhao vd.,
(Kaynak belirtilmemis) i 0.17 i 0-3438-40 2014
Fe304@Si02@vai02-
LAC/GCE - 0.177 - 1.5-75 Li vd., 2018
(Kaynak belirtilmemis)
CP/MoS:-R/Naf. TBAB- 01-05 Rubio-
Lac 130 0.01 340.3 nAuM® 1.0-50 Govea vd.,
P. sanguineus) o 2020
( g
LAC-SiO,-PA/GCE 0.00157 Wang vd.,
(Trametes versicolor) ) 0.26 HAUM 0.99-103.10 2014
GCE/rGO/LAC Kohori vd.,
Trametes versicolor) ) 0.091 i 0.1-3.0 2018
(
Lac/MWNT-GC Xiang vd.,
Trametes versicolor) i 0.4 i 0.1-30.0 2007
(
Lac-EPS-MWCNT/GC Coelho vd.,
B. rhodina) - 0.127 - 2.99-38.5 2019
(
Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH- 0.902
NAF-SPE 2.056 0.002 u AuM'Cm'Z 0.01-50 Bu ¢alisma

(Trametes versicolor)
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Biyosensoriin yeniden kullanilabilirligini de etkileyen cevap suresini 6lgmek igin, i—¢
grafiklerinden yararlanilmigtir. Cozeltiye yapilan her dopamin ilavesinden sonra her bir
elektrodun kararli hal akimina ulasilmasi i¢in gerekli siire Olgiilmiis ve cevap siiresinin
ortalama olarak 20 saniyeden kiigciik oldugu bulunmustur. Bulunan degerin, literatiir

arastirmasi sonucu yaygin bir deger oldugu goriilmiistiir (Wardak vd., 2020).

Enzimlerin elektrotlar Uzerindeki immobilizasyonu, katalitik etkinligi artirmakla
beraber depolama ve ¢aligma stabilitesini de artirmaktadir. Immobilizasyon ayrica enzimin
geri kazanimina ve immobilize edildigi sistemin yeniden kullanilabilirligine de izin verir
(Rodriguez-Delgado vd., 2015). Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF biyosensorunin tekrar
kullanilabilirligini gostermek i¢in ayn1 elektrot ile 10 uM dopamin varliginda amperometrik
Olciimler tekrarlanmistir. Sekil 4.14A’da gosterildigi gibi, akim sinyalinin kademeli olarak
diismesiyle, lakkaz aktivitesinin ardisik 5 Ol¢ciim sonunda %95.65’1, 10 6l¢im sonunda
yaklasik %78.69’u, 15 6l¢lim sonunda yaklasik %70.76’s1 korunmustur. Bu sonuglara goére
bagil standart sapma degeri %8.32 (n=15) olarak bulunmustur. Akim sinyalindeki bu
kademeli azalma, muhtemelen lakkaz ve elektrot yiizeyi arasindaki etkilesimin zayiflamasi
nedeniyle elektrottan sizan enzime ve kullanima bagli olarak yiizey deformasyonuna
baglanabilir. Silva ve Vieira (2016) Au-NP-PAH-Lakkaz biyosensoriiniin dopamin icin
yeniden kullanilabilirligini gln i¢i ve giinler arasi olarak arastirmislar ve optimize kosullar
altinda bagil standart sagma degerlerini sirasiyla %4.95 (n=10) ve %4.82 (n=10) olarak
belirlemislerdir. Ayni sartlarda hazirlanan 5 6zdes elektrodun 10 uM dopamin igin verdigi
amperometrik cevaplarin ylzde degerleri ise Sekil 4.14B’de gosterilmektedir ve bu
sonuglara gore bagil standart sapma degeri %4.5 (n=5) olarak bulunmustur. Wang vd.
(2014) SiOo-fitik asit-Lakkaz temelli biyosensoriin dopamin i¢in yeniden iiretilebilirligini
gostermek i¢in 5 6zdes elektrot hazirlamislar ve bagil standart sapma degerini %3.5 (n=5)

olarak belirlemislerdir.

Biyolojik sistemlerde bir¢ok girisim yapan bilesigin bir arada bulunmasi, dopaminin
dogrudan elektrokimyasal tayinini siirlayan 6nemli bir problemdir. Bu bilesikler arasinda
askorbik asit (AA) ve Urik asit (UA) 6zellikle dnemlidir ¢linki bu molekuller benzer
potansiyellerde ylkseltgenebilir ve amperometik yanitin cakismasina neden olabilir
(Huffman ve Venton, 2008). Dopaminin secici tayini icin yiksek duyarlik ve diisiik tayin
sinirt onemli oldugu kadar seciciligin de gii¢lii bir elektrokimyasal parametre oldugu

unutulmamalidir. Bu nedenle, Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE temelli biyosensoriin
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dopamin tayini i¢in seciciligini gdostermek zere 50 mM pH 6.5 ABS tampon cozeltisi
icerisinde 1.0 uM dopaminin amperometrik cevabi, diger analitlerin varliginda incelenmistir
(Sekil 4.15). Reaksiyon ortamina dopamin eklendiginde onemli Ol¢iide akim azalmasi
g0Ozlenirken, 0.05 mM askorbik asit igin %2.25, 0.5 mM dUrik asit i¢in %3.63, 0.25 mM L-
Sistein igin %6.56, 1.5 pM serotonin igin %8.98 ve 5.5 mM glukoz eklendiginde %8.81
girisim etkisi gozlenmigtir. Tim bilesikler i¢in miktarlar saglikli bir insanin kanindaki
normal degerler referans alinarak hazirlanmistir. Secicilik ¢alismalari, reaksiyon ortamina
eklenen bu maddelerin biyosensoriin performansina onemli Ol¢iide miidahale etmedigini
gostermistir (en yiiksek sinyal degisimi <%10). Literatiirde benzer sonuglar bildirilmis ve bu
sonuglar lakkaz modifiye elektrotlar i¢in uygulanan potansiyelin Grik asit ve askorbik asit
icin redoks potansiyelinin altinda olmasi ve glukozun ve L-sisteinin lakkazin substrati
olmamasi ile agiklanmistir (Rubio-Govea vd., 2020). Bu nedenle, lakkaz temelli bu
biyosensor, analitik yanitta dnemli bir miidahale olmaksizin, potansiyel olarak girisim
olusturan bu bilesiklerin varliginda dopaminin belirlenmesi i¢in kullanilabilmistir. Soldatkin
vd. (2021) dopamin tayini icin lakkaz temelli kondiktometrik biyosensorin secicilik
calismalarin1 5 mM derisiminde glutamat, sistein, tirozin, glukoz, trik ve askorbik asit gibi
girisim etkisi olabilecek bilesiklerin varliginda gerceklestirmislerdir. Ancak yapilan
denemeler sonucu askorbik asidin %80.23 girisim etkisi gosterdigini bildirmisler ve
askorbik asidin yanitinin bu kadar yiiksek olmasini, lakkazin dopamine duyarl oldugu kadar
askorbik aside de duyarli oldugu seklinde yorumlamislardir. Buna gore arastiricilar
tarafindan 6nerilen biyosensor, askorbik asit icermeyen farmasotik numuneleri analiz etmek
icin kullanilabilir. Biyolojik sivilarin analizi i¢in bu biyosensoriin kullanimina ek olarak,
yalnizca askorbik aside duyarli olan askorbat oksidaz temelli ek bir biyosensor kullanilarak

bu sorunun ¢oziilebilecegini ifade etmislerdir.

Depo kararliligi, bir biyosensoriin kullanim siiresi hakkinda bilgi verir ve bir
biyosensoriin tekrar kullanilabilirlikle beraber kullanim siiresinin uzun olmasi maliyet
agisindan Onemli avantajlar saglar. Elektrotlar, depo kararliliklarini belirlemek igin
kullanilmadiklar1 zaman +4°C'de saklanmistir. On besinci gun sonunda enzim elektrotlari
icin yalnizca %9.98’lik bir aktivite diisiisii gorilmiistiir. 60. giiniin sonunda elektrotlarin
biyokatalitik aktivitesinde %40.10 aktivite kaybi goriilmiistir (Sekil 4.16). Aktivitedeki
zamana bagli bu kademeli azalma enzimin saflik diizeyi, kaynagi ve immobilizasyon
yonteminden dahi etkilenebilmektedir. Li vd., (2016b) palladyum nanopartikiller ve

bakteriyel seliiloz ile hibrid nanofiberler hazirlamislar ve hazirlanan nanofiberleri, lakkaz ve
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Nafion™ ile karistirarak camsi karbon elektrotlart modifiye etmislerdir. Depo kararliligini
gostermek icin GCE/Lac-PdBC-NAF Nafion™ biyosensori +4°C'de 30 giin saklanmuistir.
Otuzuncu gun sonunda akim cevabinin, baslangic degerinin %93.2'sini koruyabildigini

belirtmislerdir.

5.2.5. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE’lerin Ticari Serum ve Yapay Idrarda

Dopamin Tayini I¢in Uygulanabilirliginin Arastiriimas

Cizelge 2, Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF ile modifiye elektrotlarin ticari insan
serumu ve yapay idrarda uygulanabilirligini &zetlemektedir. Onerilen biyosensoriin
numunelerde uygulanabilirligini incelemek igin, ticari serum ve yapay idrar numunelerinde
farkli dopamin derisimlerinin varliginda amperometrik dlgiimler gerceklestirilmistir. TUm
durumlarda %100'e yakin geri kazanim degerleri elde edilmis ve gercek orneklerde
dopaminin secici ve duyarh bir sekilde belirlenmesi i¢in Lakkaz-Ni/Au/PPy-
COOH/NAF/SPE’lerin uygulanabilme yetenegi gosterilmistir. Ticari insan serumunda 0.01
UM, 0.1 uM ve 1.0 pM dopamin derisimleri icin Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE
biyosensoriiniin ylizde kazanim degerleri sirasiyla %107.50; %103.03 ve %100.33 olarak
hesaplanmistir. Yapay idrar 6rneklerine 0.01 uM, 0.1 uM ve 1.0 uM dopamin derisimleri
icin Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE biyosensoriiniin  ylizde kazanim degerleri
sirastyla %103.70; %98.48; %99.12 olarak hesaplanmigtir. Bu sonuglara gore, énerilen bu
yeni lakkaz temelli elektrokimyasal biyosensdrin kullanimi, insan serumu ve idrar
orneklerinde normal dopamin derisimlerindeki degisimlerin belirlenmesi igin iyi

performansa ve hizli bir yontem olma avantajina sahip gii¢lii bir arag olabilir.

Kromatografik teknikler, idrarda dopamin tayini igin iyi gelistirilmis ve dogru
teknikler olmasina ragmen devamli in situ analize uygun degillerdir ve genellikle gesitli ek
ornek hazirlama prosediirlerini gerektirmektedirler. Ayrica her analizden sonra atik olacak
organik ¢ozgenlerin de kullanilmasi, kromatografik teknikleri daha az siirdiiriilebilir, pahali
ve karmagik hale getirir (Cesarino vd., 2013). Bu ¢alismada tasarlanan biyosensor, uygun
maliyet, ylksek duyarlik, kolay hazirlanabilme, minyatiirlesme potansiyeli, hasta bagi tani

ve hastalik takibi agisindan avantajlar sunmaktadir. Cesarino vd (2013) platin (Pt) elektrot
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yiizeyinde ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin (MWCNT), polipiroliin (PPy) ve lakkazin (Lac)
basit elektrokodepozisyonu ile yeni bir biyosensor gelistirmislerdir ve hazirlanan idrar
orneklerinde dopaminin tayini i¢cin DPV teknigini kullanmislardir. 1.0, 1.5 ve 2.0 mM
dopamin miktarlar1 i¢in idrar Grneklerinden %96.9 ve %102.4 arasinda dopamin geri
kazanimi hesaplamiglardir. Kohori vd. (2018) grafen oksit-lakkaz veya indirgenmis grafit
oksit-lakkaz kombinasyonuna dayali biyosensorleri degerlendirdikleri ¢alismada, idrar ve
serum numunelerinde dopamin tayini gergeklestirmislerdir. Arastiricilar 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0
MM derisimlerinde dopamin eklenen sentetik idrar numunelerinde %98.7 ila %103.9
arasinda dopamin geri kazanimimi ve 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 uM dopamin eklenen sentetik
serum numuneleri igin %97.2 ile %104.5 arasinda geri kazanim elde ettiklerini

bildirmislerdir.

5.3. Sarapta ve Meyve Suyunda (-)-Epikatesin Tayini icin Lakkaz Temelli GO/TiS;

Nanokompozitlerle Modifiye Perde Baskili Elektrotlarin Hazirlanmasi

Giliniimlizde gida numunelerinin kantitatif analizi, gida {riinlerindeki kalitenin ortaya
konmasindaki genel ¢aba nedeniyle gida kimyasi alaninda biliyiilk onem kazanmustir.
Polifenoller saraba, zeytinyagina, ¢aya ve diger meyvelere koku ve tat veren organoleptik
ozellikleri agisindan 6nemlidir. Polifenoller kanser, felg, kalp hastaligi ve diyabet riskinin
azalmasiyla iliskilendirilen antioksidan oOzellikleriyle iyi bilinir ve bu sebeple gida
kalitesinde de 6nemli rol oynarlar (Di Fusco vd., 2010). Sarap, ¢ay yapraklar1 ve meyve
sular1 genellikle tanenler olarak adlandirilan ve tek basina belirlenemeyen ¢esitli fenolik
bilesikler igerir bu nedenle toplam polifenol indeksi olarak odl¢iiliirler. Bu bilesikler, meyve
ve sebzeler gibi dogal iiriinlerin 6nemli bilesenleridir. Saraptaki katesin antioksidaninin,
diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonuna karsi alfa-tokoferol gibi diger
antioksidanlara kiyasla daha etkili oldugu iddia edilmistir (Gomes vd., 2004). Bu nedenle,
basta sarap olmak iizere igeceklerin polifenolik igeriginin belirlenmesi igin yeni
biyosensorlerin  gelistirilmesi, igecek endiistrisi i¢in olduk¢a Onemlidir. Sarap
numunelerinde toplam fenolik igerigin belirlenmesi, insan saglig1 {lizerinde olumlu etkisi
olan antioksidan 6zelliklerinin dl¢lilmesi i¢in gereklidir. Saraplarin fenolik icerigi cografi ve

atmosferik faktorlerin yani sira farkli iiretim sistemlerine de baghidir. Normalde fenolik
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bilesiklerin igerigi kirmizi saraplarda ortalama 2 ila 5 g/L arasinda degisirken ve beyaz
saraplarda 0.1 g/L miktarlarindadir (Chawla vd., 2012b).

5.3.1. GO/TiS2 Nanokompozitlerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

0.9 eV dar bant araligi enerjisine sahip ve IV. grup yart iletken geg¢is metali
dikalkojenit (TMD) grubuna ait titanyum distlfur (TiS2); super kapasitor ve biyoalgilamada
katalitik substrat olmak (izere bir¢cok alanda kullanilmaktadir (Wang vd., 2019). Altigen, siki
paketlenmis yapilarinin her katman, ii¢ atom yaprag igerir. iki dis katmandaki S, trigonal
piramidal tarzda G¢ Ti atomuna koordine seklindedir ve orta katmandaki Ti, bir oktahedral
geometride alt1 S atomuna koordinedir (Long vd., 2017). Bu katmanli malzemelerin yari
metalik 6zelligi ve elektriksel iletkenligi gibi avantajlarina ragmen, zayif kararliliklari, m—=n
etkilesimleri yoluyla kiimelenme egilimleri ve TiS,'lin atomik katmanlar1 arasindaki zayif
van der Waals kuvvetleri gibi dezavantajlar1 da vardir. Tim bu sorunlarin istesinden
gelmekle beraber elektrokatalitik etkinligi arttirmanin ve elektrot yizeyi ile redoks probu
arasindaki hizli elektron transferini gergeklestirmenin en etkileyici yolu, grafen (GO),
karbon nanotlip (CNT), grafit karbon nitrir (g-C3N4) gibi ¢esitli iletken karbon
allotroplarinin, yari iletken gegis metali dikalkojenitlerin yapilarina dahil edilmesidir (Pal
vd., 2021). Bu karbon allotroplarindan GO, CNT'lere kiyasla ultra yiiksek bir spesifik yiizey
alanina sahip ve 60 kat daha ylksek elektriksel iletkenlik saglayan bir 2D nanomalzemedir
(Du vd., 2014). Resim 4.11A ve B’de, yogun bir sekilde toplanmis 2D yapidaki GO ve TiS;
nanotabakalarin TEM goriintiileri verilmistir. Ayrica, TiS2 nanotabakalarin GO'nun birkag
tek katmanli yapisi icerisinde yogun bir sekilde i¢ i¢e gectigini ve heteroyapili GO/TiS
nanokompozitinin olusumunu gosteren TEM fotograflar1 Resim 4.12°de gosterilmektedir.
GOITiS: olusumu biiyiik 6l¢iide fiziksel adsorpsiyon stirecine ve GO ile TiS; arasindaki n—n
etkilesimlerine dayanir. Ultrasonikasyon sirasinda, grafen oksidin katmanli yapisinda
bulunan karboksil, karbonil ve hidroksil gruplar1 gibi ¢esitli hidrofilik gruplardan dolay1 bir
dizi cekirdeklenme bolgesi ortaya ¢ikmaktadir. Sonug olarak, yuksek ultrasonikasyon ile
sirayla.  GO'mun yiizey katmani etkilenir ve parcalanmis TiS2 nanotabakalarin
adsorpsiyonunu tesvik ederek kararli bir nanokompozit yap1 olusur (Mahmoudabadi vd.,

2021; Pal vd., 2021). Nanokompozit yapist iyi mekanik ve elektronik ozelliklere sahip
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olmakla birlikte lakkaz enzimi igin biyouyumludur ve redoks substratlari igin elektron

transferini kolaylastirdig: diisiiniilmektedir.

53.2. Perde Baskih Elektrotlarm Modifikasyonu ve Elektrokimyasal
Karakterizasyonu

Resim 4.13A’da verilen CV grafigi, yalin SPE’lerin, GO/SPE’lerin, TiS,/SPE’lerin,
GOITiS2/SPE’lerin ve Lakkaz-GO/TiS/NAF-SPE’lerin [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* doniisiimii
icin iyi tammmlanmis pik zirvelerini gostermektedir. GO/SPE, TiS,/SPE ve
GOITiS2/SPE’lerin yalin SPE’ye kiyasla anodik ve katodik akim piklerinin arttig
gozlemlenmistir. Ancak yapiya lakkazin katilmasi ve dolayisiyla enzim molekiiliiniin
yalitkan yapist nedeniyle [Fe(CN)g]>*
gozlemlenmistir. Yalin SPE’lerin, GO/SPE’lerin, TiSy/SPE’lerin, GO/TiS2/SPE’lerin ve
Lakkaz-GO/TiS,-NAF/SPE’lerin elektron transfer direncleri (Ret) sirasiyla 2594 Q, 1521 Q,
99.07 Q, 90.54 Q ve 1118.5 Q olarak bulunmustur. TiS/SPE (R«=1521 Q) elektron

transfer direncinin nispeten GO/SPE’den (99.07 Q) daha fazla oldugu goézlenmistir ve bu da

donilisimii i¢in elektron transferini engelledigi

elektron transferinde engele neden olan TiSz’nin GO’dan diisiik elektroiletkenlige
atfedilebilir. Ancak TiS2’nin 2D nanotabakali yapisinin, 2D GO tabakalar1 arasina
adsorbsiyonu ile elektrotlar icin elektron transfer direncinde diisiis gézlenmistir (R¢t=90.54
Q) ve bu, nanokompozitin elektron transferini hizlandirdigi seklinde yorumlanabilir. Elde
edilen EIS sonuglar1 (Resim 4.13B), Onerilen biyosensoriin gelismis iletkenligini gosteren
CV  verilerine uygundur. Nanokompozitlerle —modifiye edilmis elektrotlarla
karsilastirildiginda, lakkazin mevcut oldugu SPE’lerde yarim daire c¢apir artmistir. Lakkaz-
GO/TiS2-NAF/SPE’lerin yarim daire ¢apindaki ve Rct degerindeki bu artig, disiik
frekanslarda zayif iletkenleri olan ve elektron transferini engelleyen enzimler dahil ¢ogu
biyolojik molekile atfedilmektedir (Chawla vd., 2012a). Vasilescu vd. (2016) lakkaz
immobilizasyonu i¢in destek materyali olarak kullanilan, MoS: nanotabakalara ve grafen
quantum noktalara (GQDs) dayanan nanokompozitleri sunduklari g¢alismada kirmizi
saraptaki toplam polifenol icerigini belirlemislerdir. Karbon perde baskili elektrot (CSPE),
CSPE-Mo0S;, CSPE-GQDs ve CSPE-M0S2-GQDs elektrotlarimin elektrokimyasal
karakterizasyonunu 50 mV/s tarama hizinda 0.1 M KCI ve 1 mM [Fe(CN)s]**" iceren
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tampon cozeltide gerceklestirmislerdir. CSPE-MoS; elektrodunun akim pik tepelerinin yalin
elektroda gore diisiik oldugunu bildirmislerdir. CSPE’lerin, GQD'ler ile modifiye
edildiginde GQD'lerin iyi iletkenligine bagli olarak redoks tepe akimi yogunluklarinin
arttigint rapor etmislerdir. Son olarak, CSPE-Mo0S,-GQDs elektroduna ait redoks tepe

akimlarinin tiim elektrotlardan daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Resim 4.14A’da, 50 mM pH 5.0 ABS tamponu ¢ozeltisinde 100 pM (-)-epikatesin
varliginda, elektrokatalitik oOzellikleri karsilagtirilan yalin SPE, TiS2/SPE, GO/SPE,
GOITiS2/SPE  ve Lakkaz-GO/TiS>-NAF/SPE’lere ait CV  olgiilerinin  sonuglari
gosterilmektedir. Yz UM (-)-epikatesin igin tiim elektrotlarla bir ¢ift iyi tanimlanmis redoks
tepe noktasi gozlenmistir ancak Lakkaz-GO/TiS,-NAF/SPE’nin pik akim tepeleri 6nemli
Olclide farkhidir. Ciinkii Ag/AgCl'ye karst -0.126 V civarinda gézlemlenen katodik tepe
akimi diger elektrotlara gore oldukca yuksektir. Ayrica Resim 4.14A’da da goriildigii gibi
Il ile gosterilen ve daha negatif bir potansiyelde (-0.590 V) bulunan ikinci bir indirgenme
pik akimi gozlenirken, yalin SPE, GO/SPE, TiS2/SPE GO/TiS,/SPE’ler igin -0.590 V’da
ayni indirgenme akim piki gézlenmemistir. Bunun sebebi, (-)-epikatesinin sahip oldugu 5
hidroksil grubu ve antioksidan yetenegini de kazandiran elektron verme yetenegi
diistiniildiginde daha negatif potansiyelde ikinci bir indirgenme tepkimesinin elektrot

yiizeyinde gerceklestigi diisiintilmektedir (Resim 4.14B).

5.3.3. Lakkaz-GO/TiS,-NAF/SPE’lerin Optimizasyonu

Polifenol  tayini icin tasarlanan biyosensorlerin gercek numunelerde polifenol
karigimlarinin tayini i¢in duyarli, segici ve kararli olmasi gerekmektedir. Saraplardaki
polifenol analizinde kullanilan elektrokimyasal biyosensorler, polifenol oksidazlarin veya
peroksidazlarin  aktivitesine dayanmaktadir. Polifenol oksidazlar, oksijenin suya
indirgenmesiyle birlikte secilen fenollerin kinon tlrevlerine oksidasyonunu katalize eder ve
kinon tirevleri, negatif potansiyellerde elektrokimyasal olarak tayin edilebilir. (-)-
Epikatesinin secici tayininin yiksek duyarlik ve diisiik tayin sinir1 (LOD) ile belirlenmesi
icin ¢aligma potansiyelinin se¢imi olduk¢a dnemlidir. Bu amagla, -0.9 ve -0.1 V araliginda

amperometrik dl¢timler alinmistir ve Sekil 4.17°de goriildiigli gibi en yiiksek amperometrik
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cevabin elde edildigi -0.6 V, calisma potansiyeli olarak belirlenmistir. Bu potansiyel
araliginda diisiik giirtiltii ve arka plan akimi vardir ve bu da diisiik analit derigimlerinin tayin
edilmesini saglar. (-)-Epikatesin, okside lakkaz tarafindan epikatesin-0-kinona yiikseltgenir
ve diisik potansiyellerde, epikatesin-0-kinon elektrokimyasal olarak indirgenir ve bu
biyoelektrokatalitik reaksiyon, ylksek duyarlik ve elektrodun daha fazla kullanilabilirligi
gibi avantajlar sunar (Njagi vd., 2008). Mohtar vd. (2019) propolis numunelerinde polifenol
tayini icin bir elektrokimyasal biyosensor rapor etmislerdir. Perde baskili bir karbon elektrot
yuzeyini (SPCE) elektropolimerizasyon yoluyla polipirol (PPy) ile modifiye etmisler ve
elektro-biriktirme yontemi ile altin nanopartikilleri (AuNP'ler) yapiya entegre etmislerdir.
Nanokompozite lakkazin immobilizasyonunu gerceklestiren arastiricilar, lakkaz tarafindan
polifenollerin yukseltgenmesi ve boylece PPy/Lac/AuNPs/SPCE vyizeyinde yeniden
indirgenmesini saglayan potansiyelin -450 mV oldugunu rapor etmislerdir. Daha negatif
potansiyel degerlerinde sinyalde daha fazla artis gozlenmediginden optimum olarak —450

mV'luk bir ¢alisma potansiyeli uygulamiglardir.

Elektrot yuzeyindeki lakkaz miktari, biyosensoriin amperometrik  yanitini
etkilemektedir. Lakkaz miktarinin biyosensor yanitina etkisini incelemek igin farkli
miktarlarda enzim iceren elektrotlar hazirlanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.18’de
gosterilmektedir ve buradan da gorildiigi gibi, en yiiksek akim degeri 2.34 U enzim miktari
ile hazirlanan elektrotlar ile elde edilmistir. Diisik miktarlarda lakkaz ile hazirlanan
elektrotlarin amperometrik yanitlarinin diisiik olmasi, elektrotlarin yiizeyinde elektron
transferinin nispeten daha diisiik oldugu sekilde agiklanabilir. Eremia vd. (2013) cay
yapraklarinda toplam polifenolik bilesiklerin tayini i¢in tek kullanimlik bir amperometrik
biyosensor gelistirilmiglerdir. Biyosensor tasarimini, platin nanopartikiiller ve indirgenmis
grafen oksit ile perde baskili karbon bir elektrodun yizeyini modifiye ederek ve ardindan
lakkazin damlatilmasiyla gerceklestirmiglerdir. Enzim miktarinin amperometrik yaniti
etkileyen 6nemli bir faktdr olmasindan dolayr 100-500 mUI lakkaz miktar1 araliginda
calismislardir. Akim yogunlugunun, lakkaz miktarindaki artigla arttigini ve 300 mUlI'lik

enzim aktivitesi igcin maksimum degere ulastigini rapor etmislerdir.

Tampon ¢0zelti pH’min amperometrik yanita etkisini incelemek i¢in hazirlanan
elektrotlarin, her bir tampon ¢ozelti igerisinde 100 pM (-)-epikatesin i¢in akim degerleri
kaydedilmistir. Sekil 4.19’dan da goriildiigi tizere, tasarlanan biyosensor i¢in optimum pH

degeri 5.0 olarak belirlenmistir. Kirmiz1 sarabin asidik pH’1 diisiiniildiigiinde, gdzlemlenen
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optimum pH kabul edilebilir bir degerdir. pH'a gore akim degerlerinin degisimi
gozlendiginde, tepe noktast olan 5.0°den sonra akimin azaldigi gozlenmistir. pH arttikga
akimin azalmasi, polifenollerin yiiksek pH degerlerinde anyonik forma doniismesi ve bu
anyonik formlar ile elektrotlarin yiizeyi arasinda elektrostatik itmeye neden olmasi ile
aciklanabilir (Quan ve Shin, 2004; Qi ve Zhang, 2005; Nazari vd., 2015; Song vd., 2015).
Vasilescu vd. (2016) lakkaz immobilizasyonunda destek materyali olarak MoS;
nanotabakalara ve grafen quantum dotlara (GQDs) dayanan nanokompoziteri kullandiklari
bir ¢alismada kirmiz1 saraptaki toplam polifenolik igerigini belirlemek igin ¢alisma pH’1

olarak 0.1 M pH 5.0 ABS tamponunu kullanmiglardir.

5.3.4. Lakkaz-GO/TiS,-NAF/SPE’lerin Kinetik ve Analitik Performanslari

Sarap analizi i¢in polifenol oksidaz bazli elektrokimyasal biyosensoriin ilk
uygulamalarindan biri Gomes vd. (2004) tarafindan onerilmistir. Lakkaz temelli biyosensor,
genellikle kirmizi sarapta bulunan gesitli polifenoller igin (kafeik asit, gallik asit, katesin,
rutin, trans-resveratrol, kersetin ve malvidin) uygulanmistir (Della Pelle ve Compagnone,
2018).

Sunulun bu ¢alismada sarap ve meyve suyu numunelerinde (-)-epikatesin tayinine
yonelik gelistirilen lakkaz igeren GO/TiS, nanokompozit temelli biyosensorin analitik ve
katalitik karakterizasyonu, (-)-epikatesin igin bir kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi ile
yapilmistir. Tasarlanan biyosensorin (-)-epikatesin i¢in gosterdigi dogrusal aralik, 0.1-250
uM olarak belirlenmistir (Sekil 4.20) (y=0.0408x+0.2476 ve R?=0.9954). Literatir ile
karsilastirildiginda bu dogrusal aralik, oldukg¢a genistir. Olgiilebilen en kiiciik derisim smnir1
(LOD), sinyal giiriiltii oram1 3 olarak alinarak (S/N=3) 0.073 uM olarak belirlenmistir. Ek
olarak, biyosensor icin dl¢iim sinir1 (LOQ) 0.223 uM olarak belirlenmistir. ElKaoutit vd.
(2008) calismalarinda 23.3 U aktiviteye sahip lakkaz enzimi ile tasarladiklar1 biyosensor
icin LOD degerini 0.16 uM olarak hesaplamislardir. Bu tezde, lakkaz igeren GO/TiS:
nanokompozitler ile modifiye edilen elektrodun (-)-epikatesin i¢in duyarligi, 0.3264 HAUM"

cm2 olarak bulunmustur.
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Enzimatik biyosensoriin performanst hakkinda bilgi veren kinetik parametreler,
Lineweaver-Burk grafiginden ve esitliginden hesaplanmistir (Sekil 4.21 ve Esitlik 9). Bu
calismada Kn®P ve Imax degerleri sirasiyla 2.245 pM ve 0.757 WA olarak bulunmustur.
Yapilan deneylerde cevap siiresinin ortalama olarak 8 saniyeden kiiciik oldugu bulunmustur.
Bulunan degerin, literatiir arastirmasit sonucu gozlenen bir deger oldugu gorilmiistiir

(Wardak vd., 2020).

Lakkaz-GO/TiS2-NAF/SPE biyosensorinun tekrar kullanilabilirligini gostermek igin
ayni elektrot ile 100 uM (-)-epikatesin varliginda amperometrik 6lgtimler tekrarlanmistir ve
sonuclar Sekil 4.22A’da gosterilmistir. Akim sinyalinin kademeli olarak diismesiyle, lakkaz
aktivitesinin ardisik 10 6l¢iime kadar yaklasik %86.3°1, 15 6l¢iime kadar yaklasik %70.7’si
korunmustur. Akim sinyalindeki bu kademeli azalma, muhtemelen lakkaz ve elektrot yiizeyi
arasindaki etkilesimin zayiflamasi nedeniyle elektrottan sizan immobilize enzime ve
kullanima bagli olarak yiizey deformasyonu ile agiklanabilir. Ardisik olarak alinan 15 6lgiim
sonucu hesaplanan bagil standart sapma degeri ise %4.5 (n=15) olarak bulunmustur.
ElKaoutit vd (2008) aralarinda (-)-epikatesinin de bulundugu bazi polifenollerin biradaki
tayini icin Nafion™-Lac/Sonogel-Carbon biyosensoriinii tasarlamiglar ve biyosensorlerin
stabilitesi ve tekrarlanabilirligini, dogrudan ger¢ek bira numunelerinde ¢alisarak
degerlendirmislerdir. Ardisik olarak alinan 10 Ol¢limiin sonunda bagil standart sapma

degerini %3.3 olarak belirlemislerdir.

Aym sartlarda hazirlanan 5 6zdes elektrodun 100 uM (-)-epikatesin i¢in verdigi
amperometrik cevaplarin yizde degerleri ise Sekil 4.22B’de gosterilmektedir ve bu
sonuglara gore bagil standart sapma degeri %3.07 (n=5) olarak bulunmustur. Bu deger
biyosensoriin tekrar hazirlanabilirligini gostermektedir. Vladimis vd. (2017) camsi karbon
elektrodun (GCE) rGO ve MWCNT ile modifiye edilmis amperometrik lakkaz
biyosensoriiniin  tekrar iretilebilirligini degerlendirmek i¢in 4 bagimsiz elektrodun
amperometrik yanitlarini test etmisler ve 6lglimlerin bagil standart sapmasini %5.5 olarak

bildirmislerdir.

Lakkazin katekol dahil ¢ok ¢esitli organik substratlar1 yiikseltgedigi yani genis subsrat
yelpazesi oldugu iyi bilinmektedir. Bu nedenle, sarapta mevcut olan polifenollerin (-)-
epikatesin tayinine girisim etkisi incelenmistir. Amperometrik ol¢iimlerde kikirt dioksit
(Na2S20s'in sarap organik asitleri ile reaksiyonundan gelir) ve indirgeyici sekerler sinyallere

mudahale etmez. Kukurt dioksit sarap analizinde azot gazi ile basit¢e ortadan kaldirilabilir
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ancak, saraplardaki varligi polifenollerin toplam icerigine goére kontrol edildiginden
eliminasyonu igin bir 6n islem gerekli degildir. indirgen sekerler ise elektroaktif turler
degildirler. Askorbik asit, analit ile ayn1 molar derisimlerinde bulundugundan en 6nemli
girisim yapan maddedir. Askorbik asit girisimini degerlendirmek bu yuzden oldukga
onemlidir (Di Fusco vd., 2010). Sekil 4.23’de de gosterildigi gibi 100 uM askorbik asit
%2.56; 100 uM siyanidin %13.86; 100 uM klorojenik asit %6.76; 100 uM resveratrol
%2.83; 200 uM quercetin %11.28; 100 uM rutin %22.92; 300 uM gallik asit %4.37; 300
MM Kkafeik asit %5.54 ve 100 pM  glukoz %2.14’lik girisim etkisi gOstermistir.
Yiikseltgenmis katekol bilesiklerinin lakkazin direkt elektron tansfer mekanizmasi ile
elektrokatalitik indirgenmesi, -0.6 V'luk daha negatif bir potansiyelde incelenmistir. Bu
nedenle, bu diisiik potansiyelde, diger polifenollerin benzer derisimlerde (-)-epikatesinin
tayinine bir girisim etkisi olmamustir. Kisacasi, segicilik g¢alismalari, reaksiyon ortamina
eklenen maddelerin biyosensoriin performansina onemli oOl¢lide miidahale etmedigini
gostermistir. Bu nedenle, bu biyosensor, analitik yanitta 6nemli bir miidahale olmaksizin,
potansiyel olarak girisim olusturan bu bilesiklerin varliginda (-)-epikatesin tayini igin

kullanilabilmistir.

Elektrotlar depo kararliligi deneyleri siiresinde kullanilmadiklar1 zaman +4°C'de
saklanmistir ve elektrotlarin 30. giliniin sonundaki kullannomindan sonra aktivitesinin
%95.9’nu, 60. gliniin sonunda %8&1.3’linii ve 90. giiniin sonunda %72.2’sini korudugu
saptanmustir (Sekil 4.24). Bu mitkkemmel depo kararliligi, GO/TiS; nanokompozitinin lakkaz
icin biyouyumlu bir immobilizasyon ortami olusturmasina baglanabilir. Rahman ve Noh
(2008) Den-AuNPs PDATT film/GCE biyosensoriiniin katesin i¢in depo kararliligini
gostermek Uzere 2 ay boyunca ginde 3 kez amperometrik olglimleri tekrar etmislerdir.
Ikinci aym sonunda biyosensoriin, baslangic aktivitesinin = %92’sini  korudugunu

bildirmislerdir.

Lakkaz-GO/TiS>-NAF/SPE  biyosensorinin — analitik ~ ozellikleri, Cizelge 7'de
gosterildigi gibi ¢esitli enzim temelli biyosensorlerle karsilastirilmistir. Bu karsilagtirmada,
Lakkaz-GO/TiS2-NAF/SPE biyosensori, katalitik aktivite, tayin siniri, duyarlik ve dogrusal
aralik agisindan iyi bir performans gostermistir. Ayrica biyosensor oda sicakliginda ve
tekrar kullanilabilme performansi sergilemistir. Genel olarak bu c¢alismanin sonuglari
kompozit nanomalzemelerin, enzimler i¢in iyi korunmus aktivite ve islevsellik ile birlikte

etkili bir immobilizasyon ortami olarak kabul edilebilecegini gostermektedir.
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Cizelge 7. (-)-Epikatesin tayini igin tasarlanan ¢esitli lakkaz ve tirozinaz

biyosensorlerin karsilastirilmasi

temelli

Dogrusal

Elektrot Yontem aralik Duyarhk LOD Kan Referans
(LM) (LM)
(LM)
NAF/Lac/Sonogel .
Karbon AMP. 0.04-80 e 016 5716 L
(T. versicolor) H .
Jarosz-
SPE/rGO- .
CDBA-LAC  AMP. 2-60 8L 2.44 178 vilkolaz
(C. unicolor) NApUM ka vd.,

' 2004
DEN-AUNPS Rahman
il AMP. 0.1-10.0 . 0.05 - ve Noh,
film/GCE o8
(R. vernificera)

CSPE-MoS,- _
GQDs-TvL AMP. 2.86-100.0 po42. 2.04 1218  Vasilescu
i nAuM vd., 2016
(T. versicolor)
LAC/ERGO- -
MWCNTS/GC ~ AMP. 300’ kadar & 0.5 Viadimis
. A/Mcm vd., 2017
(T. versicolor)
Naylo_n Arecchi
nanofibers-TYR- AMP 100’¢ kadar 304 nApM ! 0.05 -
vd., 2010
GCE
AUNPs—PPy- -9 .
TYR Y, 0.001-0.01 6.8x10°aM  X10 130 Sineh
M vd., 2012
(Mantar)
Lakkaz-
rGO/TIiS,- 0.3264 Bu
NAF.SPE AMP. 0.1-250 Annrem 0073 2205 Lo

(T. versicolor)

5.3.5. Lakkaz-GO/TiS,-NAF/SPE’lerin Sarapta ve Meyve Suyunda (-)-Epikatesin

Tayini I¢in Uygulanabilirliginin Arastirilmasi

Sarap ve meyve suyu numunelerinde polifenollerin tayini icin onerilen ydntemin

analitik kullanilabilirligi gosterilmis ve sonuglar referans olarak kullanilan Folin-Ciocalteu

yontemi ile karsilastirilmistir. Lakkaz-GO/TiS2-NAF/SPE biyosensori ile analiz edilen tim

numuneler icin elde edilen sonuclar, literatirde daha once sarap analizi ig¢in rapor edilen

diger lakkaz temelli elektroanalitik yontemlerle uyumlu sonuglar gostermistir (Di Fusco vd.,

2010; Gamella vd., 2006). Cizelge 3’de her iki yontemle numunelerde bulunan polifenol

miktar1 gosterilmistir. Geri kazanim g¢alismalar ise her iki numuneye 10 uM derisiminde (-

152



)-epikatesin eklenerek yapilmistir. Spektrofotometrik yontemle sarap ve meyve suyu
numunelerinde geri kazanim sirastyla %112.59 ve %105.91 olarak hesaplanirken, bu

degerler hazirlanan biyosensor i¢in sirastyla %108.96 ve 109.19 olarak hesaplanmastir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢aligsmada elde edilen sonuglar asagidaki gibi 6zetlenebilir:

Gol suyu ve musluk suyunda katekol tayini icin lakkaz temelli Cys-Ag@FeszO4
manyetik nanopartikiillerle modifiye perde baskili elektrotlar; ticari serum ve yapay idrarda
dopamin tayini icin lakkaz immobilize Ni/Au/PPy-COOH nanoteller ile modifiye perde
baskili elektrotlar; sarapta ve meyve suyunda (-)-epikatesin tayini igin lakkaz temelli
GOI/TiS, nanokompozitlerle modifiye perde baskili elektrotlar hazirlanmistir. Sentezlenen
nanomalzemelerin karakterizasyonu yapildiktan sonra malzeme 6zellikleri dikkate alinarak
lakkaz ve nanomalzemeler ile bir biyokompozit yapisi elde edilerek elektrot yuzeyini

modifiye etmek i¢in kullanilmistir.

Lakkaz/Cys-Ag@Fe304/Kitosan/SPE biyosensoriinin katekol igin gosterdigi dogrusal
aralik 0.1-100 puM, olgiilebilen en kiigiik derisim sinir1 (LOD) 0.06 puM, 6l¢tim sinir1 (LOQ)
0.203 uM, duyarlig1 60.056 pAmM-cm? olarak belirlenmistir. Biyosensorin Km® ve Imax
degerleri sirasiyla 0.021 mM ve 588.235 nA olarak ve cevap siiresi 30 saniyeden kisa
bulunmustur. Lakkaz-Ag@Fe304/Kitosan/SPE biyosenséri musluk suyu ve gol suyu

numunelerinde diisiik miktarlarda olsa dahi katekoliin tayini icin guvenilir bir tasarimdir.

Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE biyosensoriiniin  dopamin i¢in gosterdigi
dogrusal aralik 0.01-50 UM olarak belirlenmistir. Olgiilebilen en kiigiik derisim sinir1
(LOD) 2.265 nM, 6l¢iim sinir1 (LOQ) 7.551 nM ve duyarligi 0.902 pApM-cm™ olarak
belirlenmistir. Biyosensorin Km® ve Imax degerleri sirasiyla 2.056 M ve 1.03 pA olarak ve
cevap suresi 20 saniyeden kisa bulunmustur. Lakkaz-Ni/Au/PPy-COOH/NAF/SPE
biyosensori ticari insan serumu ve yapay idrar numunelerinde genis bir dogrusal aralik ile

dopamin tayini igin givenilir bir tasarimdir.

Lakkaz-GO/TiS2-NAF/SPE biyosensorinun (-)-epikatesin i¢in gosterdigi dogrusal
aralik 0.1-250 uM olarak belirlenmistir. Olgiilebilen en kiiciik derisim simr1 (LOD) 0.073
UM, 6lciim sinir1 (LOQ) 0.223 uM ve duyarligi 0.3264 pApPM-cm2 olarak belirlenmistir.
Biyosensorin Km®P ve Imax degerleri sirastyla 2.245 uM ve 0.757 YA olarak ve cevap suresi

8 saniyeden kisa bulunmustur. Lakkaz-GO/TiS,-NAF/SPE biyosensorl, kirmizi sarap ve
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meyve suyu numunelerinde (-)-epikatesinin tayini ve gida numunelerinde toplam polifenol

icerigin belirlenmesi icin giivenilir bir tasarimdir.

Gergeklestirilen tiim deneylerde kullanilan lakkazin aktivitesi 0.78 U idi. Aktivitesi
mg basia daha yiiksek olan lakkazin kullanimi ile elektrot yiizeyinin daha diisiik enzim

miktartyla modifikasyonu mimkin olabilirdi.

Amperometrik cihazlarda, enzimin kararliliginin bozulmas: ve dolayisiyla yetersiz
performans en cok karsilasilan problemlerin basinda gelmektedir. Maliyeti diisiik ve
yeniden kullanilabilirligi miimkiin nanomalzemeler ve enzimin aktivitesini etkilemeyen
immobilizasyon yontemlerinin uygun bir kompozisyonunun mumkin oldugu bu tez
caligmasinin, biyosensor Uretimi fizibilitesinin artirilmasi igin literatiire onemli bir katki

saglayacagi diistiniilmektedir.

Cevre sularinda kirletici olarak bulunan ve insan sagligi lizerinde zararl etkileri olan
birden fazla polifenoliin ayn1 anda tayinini saglayacak bi-enzim temelli nanobiyosensorler
gelistirilebilir. Ayrica, Kirletici endiistriyel etkenlerin oldugu bolgelere yakin ¢evre sularinda
toksik polifenollarin tayini igin, hazirlanan biyosensor sistemine alternatif sistemlerin

minyatiirizasyonu ile cepte tasinabilir cihazlar Gretilebilir.

Dopamin tayini icin gelistirilen biyosensor, LOD degeri ve dogrusal araligi ile
gelecekteki in vivo uygulamalar icin umut vadetmektedir. Dopamin seviyelerinin normal
diizeylerinden farkli oldugu bilinen gercek bir drnek tzerinde biyosensor test edilebilirdi
ancak imkanlarin  yetersizligi nedeniyle gercek numunelerde dopamin tayini
gergeklestirilmemistir. Ancak gelistirilen teknolojilerle beraber gelecekteki ¢alismalarda
hasta basi uygulamalar1 igin kullaniminin yani sira hastanin uzaktan takip edilmesini
saglayan sistemlerin hazirlanmast mimkin olabilir. Ayrica bu tezde, klasik yontemlerle
numune alimmin bireyin patofizyolojisini degerlendirmek igin act verici yani invazif bir
yontem olmasi nedeniyle dopamin biyosensoriiniin uygulamasi, yapay idrar numunelerinde
de gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, idrarda normal dopamin seviyelerinden sapma
durumunda, tasarlanan biyosensor sisteminin segici bir sekilde dopamin i¢in dogru bir yanit
verecegini gostermektedir. Biyomedikal uygulamalar igin optik biyosensorler daha yuiksek

duyarlik sunmaktadir ancak bu cihazlarin kurulum maliyetleri oldukga yiiksektir.
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Gida kalitesinin gelistirilmesi i¢in tasarlanan lakkaz temelli biyosensoriin ana avantaji,
kullanilan elektroanalitik ekipmanlarin (perde baskili elektrotlar, portatif potansiyostat ve
dizistl bilgisayar) kullanilabilirligi ve boylece gida tiiketim maddelerinde Uretim sirasinda
polifenol o6lgiimlerinin yapilmasina izin vermesidir. Ayrica spektroskopik yontemle de
karsilastirilan biyosensor, basta sarap endiistrisi olmak Uzere, bir¢ok gida iirlinlerinde
kalitenin izlenmesi i¢in basarili bir analitik cihazdir. Polifenollerin sarapta ve meyve
suyunda tayini 6nemli oldugu i¢in meyvelerin toplanmasindan, olusan son iiriine kadar her
asamada tasarlanan biyosensoriin tekrar kullanilabilirlikle beraber uzun depolama sureleri
ile kullanim1 miimkiindiir. Ayrica, bi-enzim sistemlerinin tasarimi ile ayni1 anda birden fazla
polifenoliin tayinini miimkiin kilinabilir. (-)-Epikatesinin yuksek antioksidan aktivitesinin
insan saghg: Uzerindeki pozitif etkilerinden dolayi, tasarlanan biyosensorler cay, kakao

urunleri ve meyvelerdeki tayini igin gelistirilebilir.
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T.C.

AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETIiK BEYANI

“KATEKOL, DOPAMIN ve (-) EPIKATESIN TAYINI ICIN LAKKAZ TEMELLI
NANOBIYOSENSORLERIN HAZIRLANMASI” baslikl1 doktora tezimdeki bitiin bilgileri
etik davranis ve akademik kurallar cergevesinde elde ettigimi, tez yazim kurallarina uygun
olarak hazirlanan bu g¢alismada, bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina
eksiksiz atif yaptigimi bildiririm. Ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda ise her tiirlii yasal

sonucu kabul ettigimi beyan ederim.
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