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OZET

Bu ¢alismada, fenolik bilesiklerin tayini i¢in polimer film temelli amperometrik enzim elektrotlar
hazirlandr. Bu amagla, o-fenilendiamin (0-PD) veya o-PD ve 3-metiltiyofen (3-MT) igeren
asetonitril-su karigimi kullamlarak platin elektrotlar elektropolimerizasyon yoluyla modifiye
edildi. Hazirlanan Pt/PoPD ve Pt/PoPD-3MT elektrotlara polifenol oksidaz (POx) enzimi
immobilize edildi ve elektrotlarin pirokatesole duyarliklar: belirlendi. Daha yiiksek duyarligin
elde edildigi Pt/PoPD-3MT/POx elektrot ile calisma kosullari ve performans faktérleri ¢calisild:.
Pt/POPD-3MT/POx elektrot igin optimum tampon cinsi, tampon derisimi, pH’si, sicaklik ve
calisma potansiyeli sirasiyla fosfat; 0,10 M; 7,0; 25°C ve Ag/AgCl’e karsi —0,20 V olarak
belirlendi. Enzim elektrodun dogrusal ¢alisma araligi 1,96x10°%- 3,50x10°°M olarak belirlendi.
Enzim elektrodun cevap siiresi, tekrar kullamlabilirligi, omrii ve diger bazi fenolik bilesiklere
amperometrik cevaplari da aragtirild.

Anahtar Kelimeler: Amperometri, Enzim elektrot, Fenolik bilesikler, Polifenol oksidaz, Poli(o-
fenilendiamin), 3-Metiltiyofen.

ABSTRACT

In this study, amperometric enzyme electrodes based on polymer film for determination phenolic
compounds were prepared. For this purpose platin electrodes were modified by
electropolymerization using asetonitril-water mixture containing o-phenylenediamine (0-PD) or
o-phenylenediamine and 3-methylthiophene (3MT). Polyphenol oxidase was immobilized onto
Pt/PoPD and Pt/PoPD-3MT electrodes and amperomeric responses to pyrocatechol were
investigated.  Pt/PoPD-3MT/POx electrode that obtained higher sensitivity was used for
determination of working conditions and performance factors. Optimum type of buffer, buffer
concentration, pH, temperature and working potential were determinated as phosphate, 0.10 M,
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7.0, 25 < and -0.20 V (vs. Ag/AgCI) respectively. The linear working range of 1.96x107°-
3.5%x10® M. Response time, reusability, life time, and amperometric responses to other phenolic
compounds were also investigated.

Keywords: Amperometry, Enzyme electrode, Phenolic compounds, Polyphenol oxidase, poly (o-
phenylenediamine), 3-Methylthiophene.

SUMMARY

Phenolic compounds are toxic contaminants in medical, food and environmental
matrices. They are introduced into environment through industrial wastes from resins
and plastics production, petroleum refining, dyes, chemicals, and textiles. Most of them
are adsorbed through the skin or mucous membrane and can cause damage to the lungs,
liver, kidney and urinary tract. For these reason determinations of phenolic compounds
are important. Many techniques such as spectrophotometry and chromatography are
commonly used methods. However, amperometric enzyme electrodes have been widely
used for measuring these compounds due to their advantages such as selectivity, low
cost, storage stability and miniaturization. Laccase or polyphenol oxidase is used for
development of enzyme electrode for determination phenolic compounds. Latter is more
sensitive and commonly used. Polyphenol oxidase catalyses the conversion of phenolic

substrates to pyrocatechol, which is subsequently oxidized to quinone:

Phenol + O, —>*— Pyrocatechol (Catechol)
Pyrocatechol (Catechol) + O, —%— o-quinone + H,0

For amperometric determination of pyrocatechol is based on reduction of o-quinone at

low potential by following equation:
0-quinone + 2H* +2e- — Pyrocatechol (Catechol)

In this study, an amperometric enzyme electrode based on polyphenol oxidase was
constructed for determination pyrocatechol and other phenolic compounds. For this
purpose polymeric films was electrochemically synthesized with three-electrode system
contain Ag/Ag” electrode, Pt disc electrode and Pt foil electrode were used as reference,
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working and counter electrode by potential cycling between —0.4 and +2.2 V vs.
Ag/AgCI at a scan rate 0.025 V/s in acetonitrile-water mixture containing 0.10 M o-
phenylenediamine (0-PD) and 0.20 M (+)-10-camphorsulfonic acid (CSA) or 0.10 M
0-PD, 0.20 M 3-methylthiophene (3MT) and 0.20 M CSA. Proposed electrodes were
called as Pt/PoPD or Pt/PoPD-3MT. The polyphenol oxidase was immobilized on
polymer films electrochemically generated onto a platinum disk electrode by cross-
linking with glutaraldehyde. Pt/PoPD and Pt/POPD-3MT electrode was dipped in to
enzyme solution containing 5ul. glutaraldehyde (25 %) for 12 hours at 4 °C for
immobilization of enzyme. Pt/PoPD/POx and Pt/PoPD-3MT/POx enzyme electrode
were used for determination of pyrocatechol and Pt/PoPD-3MT/POx which higher
sensivity to pyrocatechol was used at optimization studies. Amperometric studies were
carried out three-electrode electrochemical cell at —0.20 V (vs. Ag/AgCl). Working
electrode, reference electrode and counter electrode were Pt/PoPD-3MT/POXx enzyme
electrode, Ag/AgCl electrode and Pt wire electrode, respectively. Type of buffer, buffer
concentration, working pH, temperature, working potential were found phosphate
buffer solution, 0.10 M, 7.0, 25°C and -0.20 V (vs. Ag/Ag/CI), respectively. The linear
working range of the enzyme electrode to pyrocatechol was 1.96x10°- 3.50x10°M,
response time was 45 s and storage life was at least 2 weeks. The reusability of enzyme
electrode was investigated by using calibration curves. Some phenolics compounds
(phenol, o-cresol, m-cresol, and p-cresol) were monitoring by proposed enzyme
electrode. It can be concluded that Pt/PoOPD-3MT/POx enzyme electrode could be

successfully used for determination of phenolic compounds in waste water.
GIRIS

Fenolik bilesikler patlayici, ilag, giibre, boya, tekstil ve plastik gibi pek ¢ok materyalin
tiretiminde kullanilmaktadir. Ayrica yiiksek oranda cevreye salman kirleticilerdendir.
Bu bilesikler deri ve mukoz membran yolu ile kolayca adsorbe olurlar ve akciger,
karaciger, bobrek ve tireme sisteminde hasarlara neden olurlar (Wang et al. 2002, Shan

et al. 2007). Bu yiizden gevre, gida ve endiistriyel 6rneklerde fenolik bilesiklerin tayini
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¢ok onemlidir. Fenolik bilesiklerin tayini igin gaz kromotografi ve spektrofotometri gibi
yontemler mevcuttur (Lupetti et al. 2004, Bagheri et al. 2004). Ancak, bu yontemler
karigik 6rnek hazirlama islemleri igerir ve yerinde uygulamalar i¢in uygun degillerdir.
Elektrokimyasal yontemler, &zellikte amperometrik biyosensorler, enzimlerin
varhigindan dolay1 secici 6zellik gosterir. Bunlar diisiik yapim ve depolama maliyeti,
kiigiiltiilebilme ve otomasyona uyum gibi 0&zelliklerinden dolayr biyiikk oranda

kullanilmaktadir (Liu et al. 2003, Wang et al. 2002).

Polifenol oksidaz (tirozinaz) (Shan et al. 2009, Wang et al. 2009, Rajesh et al. 2004),
lakkaz (Vianello et al. 2004, Gupta et al. 2003, Quan and Shih 2004, Timur et al. 2004)
veya peroksidaz (Serra et al. 2001, Imabayashi et al. 2001, Yang et al. 2006) enzimleri
kullanilarak pirokatesol, fenol, hidrokinon, m-krezol, p-krezol, o-krezol, o-klorofenol,
dopa, dopamin ve 4-metil katesol gibi ¢esitli fenolik bilesiklerin tayini igin pek ¢ok
biyosensor gelistirilmistir. Ancak, polifenol oksidaz enzimi fenole daha duyarlidir ve
fenolik bilesiklerin tayini i¢in daha siklikla kullanilan enzimdir (Ameer and Adeloju
2009). Mantar tirozinazi en iyi bilinen iki bakirli polifenol oksidazdir ve molekiiler
oksijen varliginda monofenollerin 0-difenol olusturmak iizere hidroksilasyonunu ve o-

difenollerinde o-kinonlara yiikseltgenmesini katalizler:
Fenol + O, —% Pirokatesol (Katesol)
Pirokatesol (Katesol) + O, —>*- o-kinon + H,0

Pirokatesoliin amperometrik tayini, genellikle enzimatik reaksiyon sonucu olusan o-
kinonun, hicbir elektron medyatorii olmaksizin, diisik potansiyellerde indirgenmesi

sirasinda olusan akiminin belirlenmesi tizerine temellenmektedir (Liu et al. 2003):

o—kinon + 2H" + 2e" —— Pirokatesol (Katesol)

Polifenol oksidaz enziminin immobilizasyonu i¢in pek ¢ok farkli destek materyali ve

yontem Onerilmigtir. Bunlar arasinda ¢esitli polimerik filmlerin (Rajesh et al. 2004,
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Rajesh and Kaneto 2005, Rajesh et al. 2005, Wang et al. 2009), sol-jel matrikslerin
(Wang et al. 2000, Zhang et al. 2003), kendi kendine diizenlenen tek tabakanin
(Tatsuma and Sato 2004), ¢ok duvarli karbon nanotiip-Nafyon nanobiyokompozitlerin
(Tsai and Chiu 2007), laponit kil-kitosan nanokomposit matriksin (Fan et al. 2007) ve
karbon pasta matrikslerin (Pedano and Rivas 2000, Liu et al. 2003) kullanildig:
caligmalar yapilmuigtir. Enzim  temelli amperometrik  biyosensorlerde,
elektropolimerizasyon yolu ile hazirlanmis polimer filmler siklikla kullanilmaktadir
(Vidal et al. 2003). Polipirol, polianilin, poliasetilen, poliindol, politiyonin ve
politiyofen gibi iletken polimerlerin elektropolimerizasyonu ile hazirlanan biyosensorler
genis oranda kullamilmaktadir (Vidal et al. 1999a,b, Vidal et al. 2004). Poli(o-
fenilendiamin) gibi iletken olmayan polimerler de enzimlerin immobilizasyonu igin
destek matriksi olarak kullamilmaktadir. Bunlar segici-gecirgenlik ve yiiksek
tekrarlanabilirlik gibi énemli avantajlara sahiplerdir. {letken olmayan polimerler ayrica,
calisilan ortamda bulunabilecek askorbat, iire, asetaminofen ve diger bazi
yiikseltgenebilen tiirlerden gelen elektrokimyasal girisimi de yok ederler (Rothwell et
al. 2008). Ancak, poli(o-fenilendiamin) film kaph elektrotlarla ilgili pek ¢ok farkli
calisma bulunmasina ragmen, bu c¢alismada kullanilan kaplama kosullar1 diger yapilan
calismalardan oldukga farkhidir (Malitesta et al. 1990, Myler et al. 1997, Curulli et al.
1998, Garjonyte and Malinauskas 1999). Yapilan diger ¢alismalarda, genellikle sulu
ortamda film olusumu gergeklestirilmektedir ve ¢ogunlukla PoPD film sadece segici
gecirgen bir membran olarak kullanilmaktadir (Rothwell et al. 2008, Dai et al. 2006).
Ancak, yapilan bu ¢alismada hazirlanan film tabakasi, hem segici gegirgen bir membran
hem de enzim immobilizasyonu i¢in bir matriks olarak kullanilmakta ve ilave film
tabakalarina ihtiyag duyulmadan ilgili substratlarin tayininin kolayca yapilabilecegi
digiiniilmektedir. Bu bakimdan da, bu ¢aligmada yeni tipte poli(o-fenilendiamin) film
kapli elektrotlar gelistirilmesi amaglanmaktadir. Poli(3-metiltiyofen) (3MT) polimer
film elektronik olarak iletken bir polimerdir ve 3MT modifiye edilmis elektrotlarin
fenolik bilesikler iizerinde iyi elektrokatalitik aktivite gosterdigi belirtilmistir (Wang et
al. 2006).
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Bu c¢alismada, fenolik bilesiklerin tayini i¢in platin elektrot tizerinde, o-fenilendiamin
(0-PD) veya o-fenilendiamin ve 3-metiltiyofen (3MT) igeren asetonitril-su karigimi
kullanilarak déniisiimlii voltametri teknigi ile polimer filmler olusturuldu. Hazirlanan
Pt/PoPD ve Pt/POPD-3MT elektrotlara ¢apraz baglayici reaktif olan glutaraldehit
kullanilarak polifenol oksidaz (POx) enzimi immobilize edildi ve Pt/PoPD/POXx ve
Pt/POPD-3MT/POx enzim elektrotlarin model substrat olarak segilen pirokatesole
duyarliklar1 belirlendi. Ayrica, pirokatesole daha yiiksek duyarlik gosteren enzim
elektrodun cevabi ilizerine tampon cinsi, derisimi, pH’s1, sicaklik, ¢aligma potansiyeli
gibi parametrelerin etkisi ve enzim elektrodun diger fenolik bilesiklere cevabi, cevap

stiresi, omrii gibi performans faktorleri arastirildi.
Deneysel ¢alismalar
Kullanilan kimyasal maddeler, ¢ézeltiler ve cihazlar

Polifenol oksidaz (EC 1.14.18.1, 2085 U/mg) enzimi Fluka firmasindan temin edildi. o-
Fenilendiamin ve (+)10-kamforsiilfonik asit Aldrich, 3-metiltiyofen ve pirokatesol ise
Fluka firmalarindan saglandi. Fenol, o-krezol, p-krezol, m-krezol Riedel de Haén
firmasindan alindi ve 1,0x102 M stok ¢ozeltileri hazirlandi. Glutaraldehit (%25) Sigma
firmasindan temin edildi. Caligmada kullanilan diger kimyasal maddeler yiiksek
safliktadir ve ilave saflagtirma islemleri uygulanmadan kullanildi. Calismada kullanilan
fosfat tamponu sodyum dihidrojenfosfat dihidrat ile di-sodyum monohidrojenfosfat
heptahidrat tuzlarindan, TRIS tamponu ise tris(hidroksimetil)aminometan tuzundan
hazirlandi ve pH degerleri ORION marka 912600 numarali kombine cam pH elektrodu
kullanilarak ORION 720A cihazi ile ayarlandh.

Amperometrik ¢alismalar, bilgisayar baglantili IviumStat elektrokimyasal analiz cihazi
ve BAS marka bes girisli hiicre standi kullanilarak yapildi. Sabit sicaklik gerektiren
calismalarda Grant LTD GG marka termostatli ve sirkiilasyonlu su banyosu kullanildi.
Cozeltilerin hazirlanmasmda kullanilan bidestile su ELGA Purelab Classic marka ultra

saf su cihaz1 ile elde edildi. Elektropolimerizasyon c¢alismalari, ¢alisma elektrodu,
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referans elektrot ve karsit elektrot olarak sirasiyla 4 mm capinda platin (Pt) disk
elektrot, Ag/Ag” elektrot ve platin levha elektrottan ibaret olan, ii¢ elektrotlu
elektrokimyasal hiicre sistemi kullanilarak yapildi. Amperometrik oOlglimlerde ise,
calisma elektrodu olarak elektropolimerizasyon yolu ile hazirlanmis polimer film kapl
platin disk elektrotlar, referans elektrot olarak BAS firmasindan temin edilen Ag/AgCl
elektrot (MF 2052) , karsit elektrot olarak ise yine BAS firmasindan temin edilen platin
tel elektrot (MW 1034) kullanildi. Elektropolimerizasyon c¢alismalarinda ¢ozeltideki
oksijeni uzaklastirmak igin inert gaz olarak yiiksek safliktaki (% 99,99) argon gazi ve
fenolik bilesiklerin tayini igin gelistirilen amperometrik biyosensoérlerde gergeklesen
enzimatik reaksiyonlar oksijenli ortam gerektirdiginden, enzim elektrotlarla yapilan

amperometrik dlglimlerde oksijen gazi (%99,95) kullanildi.
Elektropolimerizasyon ile Modifiye Enzim Elektrotlarin Hazirlanmast

Calisma elektrodu olarak platin disk elektrot kullanilmadan 6nce BAS firmasindan
temin edilen, temizleme kiti (MF 2060) ve iki farkli boyutta alimiinadan hazirlanmis
yiizey temizleme siispansiyonlar1 (CF 1050 ve MF 2054) kullanilarak temizlendi. Bu
sekilde temizlenen elektrotlar, sirasiyla etanole ve saf suya daldirilarak birkag dakika
ultrasonikatorde tutuldu ve oda sicakliginda kurutuldu. Enzim immobilizasyonunda
uygun matriks ortammin saglanmasi icin, Pt disk elektrotlar polimer filmler ile
elektropolimerizasyon yolu ile kaplandi. Bu amagla, 0,10 M o-fenilendiamin (oPD) ve
0,20 M (#)-10-kamforsiilfonik asit (CSA) destek elektroliti igeren % 94 asetonitril - % 6
saf su veya 0,10 M o-fenilendiamin (oPD), 0,20 M (+)-10-kamforsiilfonik asit ve 0,20
M 3-metiltiyofen (3MT) igeren % 94 asetonitril - % 6 saf su karisimi elektrokimyasal
hiicreye kondu. Calisma, referans ve karsit elektrotlar olarak kullanilan platin disk
elektrot, Ag/Ag” elektrot ve platin levha elektrotlar bu ¢ozeltiye daldirildi ve 0,025 V/s
tarama hiziyla (—0,4)—(2,2) V potansiyel araliginda 50 dongii ile elektropolimerizasyon
islemi gerceklestirildi. Polimer film kaplanmig elektrotlar, asetonitrile daldirildi ve
polimerin yapisina katilmayan tiirler uzaklastirildi. Hazirlanan polimer film kapl

elektrotlar Pt/PoPD ve Pt/PoPD-3MT olarak adlandirildi. Bu elektrotlar, 1 mg/1 mL
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polifenol oksidaz enzimi ve 5 uL glutaraldehit (% 25) iceren ¢ozeltiye daldirildi ve 12
saat boyunca +4 °C’de tutuldu. Enzim immobizasyonuyla hazirlanan enzim elektrotlar
Pt/PoPD/POx ve Pt/PoPD-3MT/POx olarak adlandirildi.

Arastirma Bulgular1
Pt/PoPD/POx ve Pt/POPD-3MT/POx enzim elektrotlarin pirokatesole duyariiklar

Pt/PoPD/POx ve Pt/POPD3-MT/POx enzim elektrotlar ayr1 ayr1 Ag/AgCl’e kargt —0,2
V’da 0,10 M pH 7,0 fosfat tamponunda dengeye getirildikten sonra ¢alisma ortamina
belli derisimde pirokatesol eklemeleri yapildi ve derisimine karst belirlenen akim
farklar1 grafige gecirildi (Sekil 1). Sekil 1 incelendiginde, Pt/PoPD-3MT/POXx enzim
elektrot ile elde edilen duyarlik degerinin Pt/POPD/POXx enzim elektrot ile elde edilen ile
cok farkli olmadig1 ancak, Pt/POPD-3MT/POx enzim elektrot ile pirokatesol i¢in elde
edilen dogrusal ¢alisma araliginin daha genis oldugu goriildii. Bu nedenle, sonraki
caligmalarda Pt/POPD-3MT/POx elektrodun kullanilmasma karar verildi ve
optimizasyon c¢aligmalart bu enzim elektrot kullanilarak yapildi. Bu elektrotla daha
yiiksek duyarlik ve nispeten daha genis bir calisma araliginin elde edilmesinin sebebinin
bu polimer film kapl elektrotta daha gozenekli bir yapinin olusmasindan ileri geldigi
sOylenebilir. Ciinkii PoPD film pek c¢ok oksidaz temelli biyosensoriin tayin
mekanizmasinda yer alan hidrojen peroksite gegirgen olup daha biiyilk molekiillere
gecirgen degildir. Ancak, fenolik bilesiklerin tayini enzimatik reaksiyon sonucu olusan
0-kinonun elektrot yiizeyinde indirgenmesine dayandigindan polimerik filmin bu
molekille gecirgen olmasi gerekmektedir. Bununla beraber 3MT’nin elektrotun

iletkenligini de artirdi sdylenebilir.
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Sekil 1.  (a) Pt/PoPD/POx (b) Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrotlarin pirokatesole duyarlig
(0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu, —0,20 V, oda sicakligi)

Tampon Cinsinin Etkisi

En uygun tampon cinsinin belirlenmesi amaci ile Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrodu
ayr1 ayr1 0,10 M pH 7,0 fosfat ve TRIS tamponlarinda Ag/AgCl’e karst —0,20 V’da
kararli hal akimlar1 elde edilene kadar tutuldu ve stok pirokatesol ¢ozeltisinden belli
miktarlar ilave edilerek kalibrasyon grafikleri ¢izildi (Sekil 2 a ve b). Grafikler
incelendiginde, fosfat tamponunda elde edilen duyarligin TRIS tamponunda elde edilen
duyarliktan daha yiiksek oldugu goriildii. Ayrica, fosfat tamponunda nispeten daha
genis bir dogrusal calisma araligi elde edildi. Bu sebepten, daha sonraki ¢alismalar
fosfat tamponu kullanilarak yapildi. Fenolik bilesiklerin tayinine yonelik daha onceki
calismalarda genellikle fosfat tamponu c¢alisma tamponu olarak kullanilmistir (Shan et
al. 2009, Kochana et al. 2008, Fan et al. 2007, Tembe et al. 2006, Rajesh et al. 2004,
Vedrine et al. 2003).
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Sekil 2.  Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrodun cevabina tampon cinsinin etkisi (a) 0,10 M pH
7,0 fosfat tamponu ve (b) 0,10 M pH 7,0 TRIS (0,20 V, oda sicakligt)

Tampon Derisiminin Etkisi

Pt/POPD-3MT/POx enzim elektrodun cevabina tampon derisiminin etkisinin
belirlenmesi amaciyla, farkli fosfat derisimine sahip tamponlarda ayr1 ayr1 Pt/PoPD-
3MT/POx enzim elektrodun pirokatesole duyarliklar1 belirlendi. Elde edilen duyarlik
degerleri tampon derisimine karsi grafige gecirildi (Sekil 3). Sekilden goriildiigi iizere,
en yiiksek duyarlik, tampon derisiminin 0,10 M oldugu zaman elde edildi ve daha
sonraki caligmalarda bu derisim kullanildi. Fenolik bilesiklerin tayini i¢in gelistirilen
diger birgok biyosensorde de tampon derisimi 0,10 M olarak secilmistir (Mailley et al.
2004, Rajesh and Kaneto 2005, Tembe et al. 2006, Tsai et al. 2007, Shan et al. 2009,
2007).
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Sekil 3.  Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrodun cevabina tampon derisiminin etkisi (pH 7,0
fosfat tamponu, -0,20 V, oda sicakiigi)

pH nin Etkisi

Enzim aktiviyesi yiiksek oranda ortamm pH’sina baglidir. Bu nedenle her enzimin
optimum aktivite gosterdigi pH’nin belirlenmesi gerekmektedir. Ayni durum
immobilize enzimler igin de gecerlidir. Hazirlanan Pt/PoPD-3MT/POx enzim
elektrodun optimum tampon pH’simnin belirlenmesi igin cesitli pH degerlerinde
hazirlanan 0,10 M fosfat tamponlarinda pirokatesole duyarliklar1 belirlendi ve pH’a
kars1 grafige gecirildi (Sekil 4). Grafik incelendiginde en yiiksek duyarliligin pH 7,0’ de
elde edildigi goriildii. Hazirlanan enzim elektrot icin belirlenen optimum pH degeri
serbest polifenol oksidaz enzimi igin belirtilen pH araliginin (5,0-8,0) i¢indedir. Bu
durum, immobilizasyon isleminin polifenol oksidazin optimum pH degerini
degistirmedigini gostermektedir (Shan et al. 2007). Bu sebepten, ¢aligmada tampon
pH’s1 7,0 olarak secilmesinin uygun olacagi sonucuna varildi ve daha sonraki ¢aligmalar
bu pH degerinde yapildi. Literatiirde fenolik bilesik biyosensérlerinde pH 7,0'de yapilan
calismalar mevcuttur (Tsai et al. 2007, Li et al. 2006).
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Sekil4.  Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrot cevabina pH'min etkisi (0,10 M fosfat tamponu, —
0,20V, oda sicakligi)

Sicakligin Etkisi

En uygun ¢alisma sicakligini belirlemek amaciyla, hazirlanan Pt/PoPD-3MT/POx enzim
elektrodun 10-30 °C arasindaki belli sicakliklarda ayr1 ayr1 uygun miktarda pirokatesol
eklemeleriyle kalibrasyon grafikleri ¢izildi ve grafiklerden belirlenen duyarlik degerleri
karsilastirildi (Sekil 5). Sekilden goriilebilecegi gibi, 25 °C’ye kadar sicaklik artikca
enzim elektrodun duyarhigi artmakta, 25°C’de en yiiksek degerine ulagsmakta ve bu
sicakligin  istiinde duyarlik azda olsa diigmektedir. Bu sebepten enzimin
denatiirasyonunu 6nlemek ve calismalarin daha pratik yiiriitiilmesi amaciyla

amperometrik ¢alismalarin oda sicakliginda (23+2 °C) yapilmasina karar verildi.
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Sekil 5.  Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrodun cevabina sicakligin etkisi (0,10 M pH 7,0 fosfat
tamponu, -0,20V)

Calisma Potansiyelinin Etkisi

Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrodu i¢in en uygun c¢alisma potansiyelinin belirlenmesi
amaciyla, 0,10 M pH 7,0 fosfat tamponunda, Ag/AgCl’e kars1 0,10; 0,0; —0,1 ve —0,20
V calisma potansiyellerinde pirokatesole enzim elektrodun amperometik cevabi dlgiildii.
Elde edilen kalibrasyon grafikleri Sekil 6’da verildi. Grafikler incelendiginde, —0,20
V’da elde edilen duyarligin +0,10 V, 0,0 V ve —0,1 V ¢alisma potansiyelinde elde
edilenlere gore oldukga yiiksek oldugu goriildii ve bu potansiyel calisma potansiyeli
olarak secildi. Fenolik bilesiklerin tayinine yonelik yapilan calismalarda gogunlukla
calisma potansiyeli olarak —0,20 V olarak segilmistir (Shan et al. 2007, Rajesh and
Kaneto 2005, Rajesh et al 2004, Dempsey et al. 2004, Vedrine et al. 2003, Cosnier et
al. 2000, Shan et al. 2002). Bu potansiyel enzimatik reaksiyon sonucu olugan 0-kinonun
herhangi bir medyatér olmaksizin elektrot yiizeyinde indirgenmesini olanakli kilar (Liu
et al. 2003). Bu gibi diisiik potansiyellerde &rneklerde bulunan Kkirleticilerin
indirgenmemesi  beklenmektedir. Ayrica, diisik c¢alisma potansiyeli, elektroaktif
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tiirlerden gelebilecek bozucu etkileri de azaltmaktadir (Rajesh et al. 2004, Rajesh and
Kaneto 2005 ). Ancak, farkli matriks ortamlarinin ve medyatorlerin kullanildigr bazi
caligmalarda 0,0 V (Kochana et al. 2008), —0,15 V (Liu et al. 2003) ve +0,12 V (Rajesh
et al. 2005) gibi calisma potansiyellerinde de kullanildig goriilmustiir.

7 C
6 - " Yoo 8,70x + 3,44
5t R’=0,9760
<l ® Yoy, = 190X +0,65
g, R’=0,9781
& [ O Yoy, = 0:84x +0,46
E 2y R’= 0,9428
< _
1L - O Yy = 0:48x+0,01
-0t 2
olo . R’=0,9506

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Pirokatesol derigimi, mM
Sekil 6.  Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrodun cevabina ¢alisma potansiyelinin etkisi (0,10 M
pH 7,0 fosfat tamponu, oda sicakligi)
Pirokatesol Derigiminin Etkisi

Pt/POPD-3MT/POx enzim elektrodun dogrusal ¢aligma araligini ve gozlenebilme
siirini belirlemek i¢in, belli derisimlerde pirokatesol ¢ozeltileri 0,10 M pH 7,0 fosfat
tamponunda dengeye getirilen enzim elektrodun oldugu hiicreye ilave edilerek akim
farklar1 belirlendi ve derisime kars1 grafige gecirildi (Sekil 7). Bu grafigin iginde verilen
grafik hazirlanan enzim elektrodun dogrusal ¢alisma araligini gostermektedir. Ayrica,
Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrodun pirokatesol i¢in gozlenebilme sinirnin yaklagik
1,96x10° M ve iist tayin smirmm 3,5 x10° M oldugu bulundu. Grafikten goriildiigii
tizere, yiksek pirokatesol derisimlerinde dogrusalliktan sapma meydana gelmektedir.

Bunun da fenolik bilesiklerin yiiksek derisimlerde, diflizyon sinirlamasma yol
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acmasindan ve reaksiyon {iiriinlerinin elektrot yiizeyini zehirlenmesinden kaynaklandigi

s0ylenmektedir (Rajesh and Kaneto 2005).

7
6 * * * *
*
“0
*
. 8
<§ 5t . <
= * 6
% . g
= ERp) y = 68,93x + 3,43
< o < . R?=0,9776
37 0,00 0,02 0,04
Pirokatesol derisimi, mM
2 1 1 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

Pirokatesol derigimi, mM
Sekil 7.  Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrodun cevabina pirokatesol derisimin etkisi (0,10 M
pH 7,0 fosfat tamponu, —0,20 V, oda sicaklig)

Enzim Elektrodun Cevap Siiresi

Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrodun cevap siiresini belirlemek amaciyla, 0,10 M pH
7,0 fosfat tamponunda ve —0,20 V’da kararl hal akim elde edilene kadar bekletildi ve
ayri ayr1 belli derisimlerde (1,0<10° M ve 1,0x10* M) pirokatesol ¢ozeltisi
eklemelerine karsi elde edilen amperometrik cevaplar belli zaman araliklarinda
kaydedildi. Her iki derisimde i¢in elde edilen egrilerin birbirine paralel gittigi ve diisiik
pirokatesol derisimde enzim elektrodun cevap siiresinin daha kisa oldugu goriildii.
Amperometrik cevaplarin yaklagik sabit kaldigi 45 saniye cevap siiresi olarak segildi.
Literatiirde fenolik bilesiklerin tayini i¢in gelistirilen biyosensorlerde 10 saniye (Rajesh

et al. 2004), 12 saniye (Shan et al. 2007), 80 saniye (Rajesh et al. 2005) gibi cevap
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stirelerinin oldugu goriildii. Bu ¢alismada elde edilen cevap siiresinin ise bir biyosensor

i¢in uygun oldugu sonucuna varildi.

Enzim Elektrodun Tekrar Kullamlabilirligi

Pt/POPD-3MT/POx enzim elektrodun tekrar kullanilabilirligini belirlemek amaciyla,
ayn1 enzim elektrot kullanilarak bes kez ardi ardina kalibrasyon grafigi g¢izildi.
Kalibrasyon grafiklerinin egimlerinden yararlanilarak bulunan duyarlik degerlerinin
bagil standart sapmasi % 4,2 olarak bulundu. Fenolik bilesiklerin tayini i¢in gelistirilen
biyosensorlerde ¢ogunlukla pirokatesol derigimi sabit tutuldugu ortamda amperometrik
cevabin belirlenmesi ile yapilmaktadir. Ancak, bu ¢alismada kalibrasyon grafiklerinden
elde edilen duyarliklar karsilastirildigindan bir enzim elektrot ile yaklagik 25 6lgiim
yapildigi  sOylenebilir. Bu da hazirlanan enzim elektrodun tekrar tekrar

kullanilabilecegini gostermektedir.

Enzim Elektrodun Ompii

Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrodun émriini belirlemek i¢in, 17 giin boyunca belirli
araliklarla pirokatesol eklemeleriyle kalibrasyon grafikleri ¢izildi ve kalibrasyon
grafiklerinden belirlenen duyarlik degerleri degerlendirildiginde 10 giin sonunda enzim
elektrodun duyarligmin %75’ inin korundugu ve 13 giin sonunda duyarligin yaklasik %
50 oraninda azaldigi sonucuna varilmaktadir. Bu sebepten hazirlanan tek bir enzim
elektrodun Omriiniin yaklagik 2 hafta oldugu sdylenebilir. Bu ¢alismada hazirlanan

enzim elektrodun 6mriiniin gelistirilmesi ile ilgili ¢alismalar devam etmektedir.

Enzim Elektrodun serbest polifenol oksidaz varliginda pirokatesole duyarligi

Pt/PoPD-3MT elektrodunun serbest polifenol oksidaz oksidaz varliginda pirokatesole
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duyarligini belirlemek igin immobilizasyonda kullanilan enzim ¢alisma ortamina ilave
edildi. Stok pirokatesol ¢ozeltisinden ilave edilerek belirlenen akim farklari pirokatesol
derisimine kars1 grafige gegirildi (Sekil 8 a). Ayrica, Sekil 8 b’de Pt/PoPD-3MT/POXx
enzim elektrot ile pirokatagsol i¢in ayni kosullarda ¢izilen kalibrasyon grafigi
goriilmektedir. Grafikler incelendiginde, serbest enzim varliginda Pt/PoPD-3MT
elektrodun pirokatesole duyarliginin, Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrot ile elde edilen
duyarlik degerinden az da olsa diisiik oldugu goriilmektedir. Bu da, immobilizasyon
sonucunda enzimin aktivitesini kaybetmedigini ve hazirlanan enzim elektrodun
pirokatesole duyarli oldugunu gostermektedir. Ayrica, duyarliktaki bu fark ¢alisma
tamponuna ilave edilen enzim molekiillerinin seyrelmenin etkisi ile pirokatesol
molekiilleri ile reaksiyonunun veya enzimatik reaksiyon sonucunda olusan 0-kinon

molekiillerinin elektrot ylizeyine ulagmasinm smirlanmis olmasindan kaynaklandigi

sOylenebilir.
(b)
|
or Y = 8:70x +3,44
R’=0,9760
5 o

Akim farki, pA
N

Y = 5:46x +2,40
R’=0,9815

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

Pirokatesol derisimi, mM

Sekil 8.  (a) Pt/PoPD-3MT elektrodun serbest enzim varhiginda pirokatesole duyarhigi, (b)
Pt/POPD-3MT/POx enzim elektrodun pirokatesole duyarhigi, (0,10 M pH 7,0 fosfat
tamponu, —0,20 V, oda sicakligy)
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Enzim elektrodun diger fenolik bilesiklere duyarligi

Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrodun diger bazi fenolik bilesiklere (fenol, o-krezol, m-
krezol, ve p-krezol) duyarliklarimi belirlemek amaciyla bu bilesiklerin ¢ozeltileri
calisma ortamina eklenerek kalibrasyon grafikleri ¢izildi ve her bir bilesik icin elde
edilen grafikler Sekil 9°da verildi. Grafikler incelendiginde, pirokatesol i¢in elde edilen
duyarligin digerlerine gore daha yiiksek oldugu; ancak, p-krezol icin elde edilen
kalibrasyon grafiginin dogrusal ¢alisma araliginin digerlerine goére daha genis oldugu
goriildii. Bu durum, hazirlanan biyosensoriin fenolik bilesiklerin toplam miktarmin
tayininde kullanilabilecegini gosterdi. Shan et al. (2009) tarafindan yapilan bir
calismada pek ¢ok degisik fenolik bilesigin duyarliklar1 karsilastirilmis ve p-krezol,
katesol, m-krezol, p-klorofenol, fenol seklinde duyarligi azaldigi belirlenmistir. Tsai et
al. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada hazirlanan biyosensoriin katesol>fenol>m-
krezol>p-krezol>dopamin seklinde cevap verdigi gorilmiistiir. Rajesh et al. (2005)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada da duyarlik degerlerinin degisimi katesol>fenol>p-
krezol seklinde bulunmustur. Bir diger calismada, ise duyarhigin katesol>p-krezol>
fenol seklinde azaldig: belirlenmistir (Verdine et al. 2003). Yapilan pek ¢ok caligmada
pirokatesole duyarlik diger fenolik bilesiklere karst elde edilen duyarlik degerlerinden
daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Bizim c¢alismamizda bulunan sonug¢ da literatiir

verileri ile uyumludur.
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Pt/POPD-3MT/POX enzim elektrodun diger fenolik bilesiklere (1: pirokatesol, 2:
fenol, 3: m-krezol, 4: p-krezol, 5: 0-krezol) cevabi (0,10 M pH 7,0 fosfat tamponu, —
0,20V, oda sicaklig)

SONUCLAR

Bu calismada hazirlanan Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrodun en iyi ¢aligma kosullari

ve performans faktorleri Tablo 1’de &zetlenmekte olup elde edilen sonuglar asagida

verilmektedir:

Fenolik bilesiklerin tayini i¢in hazirlanan Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrodun
kullanilabilecegi gosterildi.

Hazirlanan Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrodun en iyi ¢alisma kosullarinin
pek cok diger ¢alisma ile uyum iginde oldugu goriildi.

Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrodun belirlenen performans faktorlerinin
fenolik bilesikler i¢in gelistirilen enzim elektrotlar ile karsilastirilabilir nitelikte
oldugu sonucuna varildi.

Yapilan ¢aligmalar 11g8inda hazirlanan Pt/PoPD-3MT/POx enzim elektrot ile

gercek orneklerde fenolik bilesiklerin tayininde kullanilabilecegi soylenebilir.
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Tablo 1. Pt/PoPD-3MT/POX enzim elektrodun ¢alisma kosullar1 ve performans

faktorleri
Calisma Kosullar: Performans Faktorleri
Tampon Fosfat  Calisma araligi 1,96x10° M=3,5 x10° M
pH 7,0 Gozlenebilme sinir1 1,96x10° M
Tampon derisimi 0,10M  Tekrarlanabilirlik % 4,2
Sicakhk 25°C Cevap siiresi 45 saniye
Calisma potansiyeli -0,20V Raf omrii ~ 2 hafta

Tesekkiir

Bu caligmaya desteginden dolayr TUBITAK’a (Proje No: 106T359) tesekkiir ederiz.
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