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L-Askorbik asit (C vitamini) Tayinine Yonelik Kalem Grafit
Elektrot — Askorbat Oksidaz Temelli Yeni Bir Biyosensor
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OZET

Bu c¢alismada, biyosensor teknolojisi i¢in Ozgiin ve yeni bir bakis agis1 katmak
maksadiyla PGE kullanilarak L-askorbik asit analizi ig¢in yeni bir sensor gelistirildi.
Askorbat oksidaz enzimi glutaraldehid ve jelatin kullanilarak ¢apraz baglandi, kalem
grafit elektrot yiizeyinde tutturuldu ve gelistirilen biyosensor L-askorbik asit tayini i¢in
kullanild1. Olgiimler amperometrik yontem kullanilarak tiiketilen oksijen miktari ile
orantisal akim degerlerindeki azalmanin belirlenmesi ile yapildi. Tasarlanan biyosensor
ile L-askorbik asit Olgtimleri -0.7 V’ta amperometrik yontem ile gergeklestirildi.
Optimizasyon c¢aligmalarindan PGE/jelatin-glutaraldehit/askorbat oksidaz modifiye
biyosensor i¢in askorbat oksidaz konsantrasyonu, glutaraldehitte bekletme stiresi, jelatin
miktar1 ve glutaraldehit tabakalandirma sayisi sirasiyla 1,5 U/mL, 3 dakika, 20 mg ve 3
kez olarak belirlendi. Kullanilan Potasyum fosfat tamponu (pH:7, 50 mM) ve 30°C
optimum c¢alisma kogullarim1 olarak belirlendi. PGE/jelatin-glutaraldehit/askorbat
oksidaz biyosensorii i¢in karakterizasyon galismalarinda dogrusal tayin araligi 25uM -
500uM bulundu. Sonuglarma iligkin olarak % varyasyon katsayis1 (V.K) = 0,44 ve
standart sapma (S.S) = +1,46 uM olarak belirlendi. Depolama kararlilhigma iligkin
yapilan denemeler sonucunda 4 haftalik siirecin sonunda  %75’lik aktivitenin
korundugu tespit edildi.
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A New Biosensor Development Pencil on Based Graphite
Electrode — Ascorbate Oxidase for Determination of L-
ascorbic acid (C Vitamin)

ABSTRACT. . . . . . ARTICLE HISTORY
In this study, in respect to provide an novel and inventive viewpoint, a new assay for Recieved
analysis of L-ascorbic acid enhanced using PGE. Ascorbat oxidase was crosswise

. - . . 14 October 2022
bounded using gluteraldehyde and gelatine, stable to the surface of pencil graphite Accepted

electrode and devised biosensor used for the detection of ascorbic acid. L-ascorbic acid

measuring done amperometrically at -0.7 V using the improved biosensor. For the 30 November 2022

PGE/gelatine- glutaraldehyde /ascorbate oxidase biosensor ascorbate oxidase KEY WORDS
concentration, holding time in glutaradehyde, gelatine amount and glutaraldehyde Pencil graphite electrode,
stratifying repat cycle determined to be 1.5 U/mL, 3minutes, 20 mg and 3 times ascorbate oxidase,
stratification in turn after optimization works. Potassium phosphate buffer (pH:7, 50 amperometric,

mM) and 30°C warmth determined to procure optimum labouring conditions. After the biosensér,
characterization labours, 25 uM - 500 uM detection space provided to be linear for ascorbic acid

PGE/gelatine- glutaraldehyde/ascorbate oxidase biosensor. Regarding the results, the %

coefficient of variation (V.K) = 0.44 and the standard deviation (S.S) = +1.46 uM. As a

result of the experiments on storage stability, it determined that 75% activity was

preserved at the end of the 4-week period.

Giris
Askorbik asit, serbest radikalleri indirgeyici ve radikalleri siipiiriicii gibi antioksidan
ozelliklere sahip oldugundan dolayr hiicrelerde hayati fonksiyon gosteren yaygin bir
vitamindir [1-4]. Vitamin C olarak bilinen L-askorbik asit (AA), dogal yolla olusan bir
organik bilesiktir ve gidalarda bulunan 6nemli bir besin koruyucusudur. Yaslanmay1
geciktirmede, gen regiilasyonunu diizenlenmesinde, aterosklerozun azaltilmasinda,
kollajen biyosentezinin diizenlenmesinde ve kolesterol metabolizmasinda 6nemli bir
biyolojik rolii vardir. Ayrica kalp damar hastaliklar1 ve kanser gibi ciddi hastaliklarin
onlenmesinde hayati bir role sahiptir [4-9]. Ancak insan viicudunda askorbik asit
sentezlenmez ve viicutta depolanmaz. Bu nedenlerden dolayi giinliik gerekli miktarlarda
diizenli olarak C vitamini alinmalidir [10].
Literatiire gore, askorbik asitin elektrokimyasal oksidasyonu altin, karbon, platin,
paladyum ve polianilin gibi iletken polimerler gibi gesitli elektrotlarla analiz edildi. Iletim
polimerleri, iyi elektrokimyasal, yliksek elektriksel iletkenlik ve ¢evresel kararlilik gibi
onemli 6zellikleri nedeniyle arastirmacilar igin 6zel bir ilgi kaynagidir [11-14].
Askorbat oksidaz (AA-Ox) bir tiir goklu bakir oksidaz ailesinde yer alir ve AA-OX,
askorbik asidin dehidroaskorbik aside (DHAA) oksidasyonunu katalize eder [15].
Bitkilerde, AA-Ox hem sitoplazmada serbest halde hem de hiicre duvarinda sinirlt bir

zara bagli bir halde bulunur. Askorbat oksidaz bitki hiicrelerinin oksidasyon durumunu
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diizenler [15,16]. Simdiye kadar Askorbat oksidazi tespit eden bazi yontemler vardir.
Bunlar kromatografi, elektrokimya, kemiliiminesans kolorimetri ve floresan
yontemleridir [17-23].

L-Askorbik asidin oksidasyonunu katalize eden askorbat oksidaz enzimine dayali bazi
biyosensorler gelistirildi. Bu biyosensorler genellikle amperometriktir ve biyosensor
tiretiminde askorbat oksidaz enziminin ¢esitli immobilizasyon yontemleri kullanildi. [24-
31]. Amperometrik biyosensorler ¢ok hizli, ucuz ve spesifiktirler. Bu cihazlar, sarap
endiistrisinde siklikla kullanilir. Sarap gibi organik asitleri spesifik olarak algilar ve
Olgerler. Bu yontemlere kiyasla, kalem grafit elektrot rahat ulasilabilir, ucuz, kolay
modifikasyon olabilme, yiiksek elektrokimyasal aktivite ve minyatiirize edilebilme gibi
kolayliklarindan dolay1 hem elektrokimyasal sensor tasariminda hem de DNA
etkilesimlerine dayali biyosensor tasarimlarinda siklikla kullanilir.[32]

Gulsah Congur vd. PGE (kalem grafit elektrot yiizeyi) igin siiksinamik asit kullanilarak
yapisint degistirdiler. Bu sayede islevsellesmis ikinci nesil poli (amidoamin) G2-PS
dendrimer yapisina sahip tek kullanimlik elektrokimyasal DNA biyosensorii gelistirdiler
[33]. Abdel-Nasser Kawde vd. Ise enzimatik olmayan (non enzimatik) platin nanopartikiil
yapili modifiye PGE (kalem grafit elektrot) (PtNP-GPE) gelistirdiler ve hidrojen peroksit
(H202) dlgtimlerini yapmay1 ve belirlemeyi amagladilar [34].

Bu calismada, enzimin kalem grafit elektroduna immobilizasyonu, biyosensor
kararliligimi arttirmig ve daha diisiik konsantrasyonlarda 6l¢lim hassasiyeti saglamistir.
Ayrica maliyeti diisiik ve tasima kolayligr saglamistir. Bu c¢alismadaki veriler, diger
caligmalar i¢in enzimlerin kalem grafit sensoriinde kullanilmasina referans

olusturabilecektir.
Materyal ve Metot

Ekipmanlar

Calismalarda potansiyostat (IVIUM Compactstat), manyetik karistirici(IKA-KIMO 2),
Kalem(Rotring), Termostat(Lauda ecoline RE106), 0,5 grafit ug(Magnum) kullanilarak
Olctimler gergeklestirildi.

Kimyasallar

Deneysel calismalarda KH2POgs, glutaraldehit, jelatin, NaOH, 4-(2-hidroksietil)-1-

piperazinetansiilfonik asit, L-askorbik asit, Tris, glutamik asit, aspartik asit ve diger
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kimyasallar Sigma'dan (ABD) satin alindi. Deneylerde kullanilan tiim ¢ozeltiler saf su ile
hazirlandi.
Cozeltiler
Deneysel calismalarda potasyum fosfat tamponlar1 (pH: 6.0-8.0; 25mM, 50mM ve
75mM), askorbat oksidaz (0,5U/mL, 1U/mL ve 1,5U/mL), glutaraldehit ( % 1,25, % 2,5
ve %5), askorbik asit (40mM), sodyum fosfat tamponlar1 (pH 7; 50mM), Redoxon tablet
(1000 mg C vitamini) ve diger kimyasallar saf su ile hazirlandi.
PGE/jelatin-glutaraldehit /askorbat oksidaz modifiye biyosensoriin hazirlanmasi
PGE (Kalem grafit elektrot)’un grafit kismi yaklasik 1,5 cm disarida kalacak sekilde
kalem elektrota yerlestirildi. PGE, 50 mM 200 pL pH fosfat tamponu igerisinde 1,5 U/mL
olacak sekilde L-askorbat oksidaz enzimi ve 20 mg jelatin igeren 40 °C’ de hazirlanmis
enzim ¢Ozeltisi igerisine daldirilip ¢ikartildi. Daha sonra % 2,5 liik glutaraldehite 3dk
bekletildi. Glutaraldehit ve enzim c¢ozeltisine daldirma islemi 3 kez tekrar edildi.
Modifiye biyosensor kullanilmadigi zamanlarda + 4 °C sicaklik da buzdolabinda
saklandi.
Gelistirilen biyosensoriin calisma prensibi
Hazirlanan biyosensoriin ¢alisma ilkesi, dl¢lim hiicresinde bulunan oksijenin azalmasina
dayali ve amperometrik olarak -0,7 V potansiyelde 6l¢iim alinmasi esasina dayanir.
Kalem grafit ucuna immobolize edilen askorbat oksidaz enzimi, askorbik asitten 2
elektronun oksijene aktarilmasini saglar. Bu sayede askorbik asit dehidroaskorbik aside
yiikseltgenirken, oksijende suya indirgenir ve ortamdan oksijen azalmasi gerceklesir.
Kapal1 kap icerisinde Olgiimler alindigindan dolay1r ortamdaki oksijen miktar1 sadece
enzimin doniistiirdiigii askorbik asit oraninda degiskenlik gosterir. Kalem grafit
yiizeyindeki askorbat oksidaz enziminin askorbik asidi doniistiirme mekanizmasi Sekil
1’de gosterildi.
Askorbat Oksidaz
O: + 2L -Askorbat -— 2-Dehidro-L-Askorbat+ 2H.0
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2 - ik asi o)
Askorbat oksidaz (Cu™?) L-Ascorbik asit 5

Grafit

Askorbat oksidaz (Cu*) Dehidroaskorbik asit 2H,0

Kalem

Sekil 1 Kalem grafit elektrodun yiizeyine sabitlenmis askorbat oksidaz enziminin ¢ozelti
igerisindeki L-askorbik asidi dehidroaskorbik aside doniistiirmesi.

Fig 1 The conversion to dehydroascorbic of L-ascorbic acid in the solution by the enzyme
ascorbate oxidase fixed on the surface of the pencil graphite electrode.

Sonuglar ve Bulgular

Enzim immobilizasyon Etkisi

Oncelikle gelistirilen kalem grafit biyosensor ile elde edilen sinyallerin enzimatik
reaksiyon kaynakli oldugunun dogrulanmasi amaciyla PGE/glutaraldehit/jelatin ile
PGE/jelatin-glutaraldehit/askorbat oksidaz elektrotlar kiyaslandi ve alinan sinyallerin
askorbat oksidaz enziminden kaynaklandigi dogrulandi. Elde edilen sonuglar Sekil 2’de
gosterildi.

Olgiim sonuglarinda anlasildign gibi enzim bulunmayan elektrot ile enzim bulunan
biyosensor arasinda biiyiik bir sinyal farkliligi vardir. Ayrica enzim igeren elektrotta
ortamda bulunan substrat ile orantili bir sinyal farklanmasmin olmasi enzimin sinyal

tizerindeki etkisini ortaya koydu.
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Sekil 2 Enzimli ve enzimsiz elektrotun biyosensor yanitina etkisi. (Fosfat tamponu; pH 7.0, 50
mM; T:30 °C), (£) PGEljelatin-askorbat oksidaz/glutaraldehit (R? = 0,9927); (m)
PGE/jelatin/glutaraldehit

Fig 2 The effect of between enzymes and without enzymes electrode on the biosensor response.
(Phosphate  buffer; pH 7.0, 50 mM; T:30 °C), (&) PGE/gelatin/L-ascorbate
oxidase/glutaraldehyde (R?= 0,9927); (m) PGE/gelatine/glutaraldehyede)

Kalem Grafit Biyosensoriinde Enzim Miktarinin Optimizasyonu

Yapilan 6l¢timler pH 7, 50mM fosfat tamponu igerisinde 30°C” de alindi. 20mg jelatin,
% 2,5’luk glutaraldehitte 3 dk bekletme siiresi sabit tutularak enzim miktar: (1, 1,5 ve 2
U/mL) olarak sekilde degistirilerek enzim miktar1 optimizasyonu gergeklestirildi ve
kullanilan askorbat oksidaz enzim (U/mL) miktarmimn modifiye biyosensor cevabi
tizerindeki etkisi tespit edildi.

Olgiimler sonrasi elde edilen yanitlara gére en yiiksek elektrot cevabinin 1,5 U/ml ve 1
U/mL askorbat oksidaz enzim kullanilarak hazirlanan biyosensorler oldugu tespit edildi.
Iki biyosensérde alman cevaplarin bir birine yakin olmasina ragmen diisiik enzim
miktarinda substrat doygunluguna ¢abuk ulagabilecegi i¢in diigiik enzim miktarlari tercih
edilmedi. Ayrica diger bir faktor ise, protein igeriginin diisiik olmasi ¢apraz bag sayisini
ve membran kararliligin1 olumsuz etkileyeceginden enzim miktari fazla olan biyosensor
tercih edildi.

Kalem grafit biyosensoriinde pH optimizasyonu

PGE/jelatin-glutaraldehit/askorbat oksidaz modifiye biyosensér 20 mg jelatin, 1,5 U/mL
enzimi ¢ozeltisi kullanarak %2,5’luk glutaraldehitte 3 dk bekletilerek hazirlandi.
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Olgiimler 50 mM fosfat tamponu igerisinde 30°C’ de alindi. Jelatin miktari, enzim
miktari, glutaraldehitte bekletme siiresi sabit tutularak pH 8; 7,5; 7; 6,5; 6 aralig1
degistirilerek optimum pH 7 olarak belirlendi. Sonuglar Sekilde 3’de gosterildi.

% Rolatif Akim Degisimi

Sekil 3 Biyosensor cevabina pH’nin etkisi. (Fosfat tamponu; pH 7.0, 50 mM; T:30 °C)
Fig 3 The effect of pH on the biosensor response. (Phosphate buffer; pH 7.0, 50mM; T:30 °C)

Enzimlerin katalitik etkisine ve ii¢ boyutlu yapisina etki eden en 6nemli faktorlerden bir
tanesi pH’dir. Enzimler protein yapili makromolekiillerdir. Optimum pH’m belirlenmesi,
enzimlerin immobilizasyonun ve 6l¢timlerin verimliligi agisindan 6nemlidir.

En iyi sinyal pH 7 de alindi. Yiiksek asitlik ya da bazlik degerlerinde H* ve OH
konsantrasyonlarinin  yiiksek olmasi enzimle etkilesime girip aktif merkezini
etkileyebilir. Hatta enzimi denatiire edebilir.

Sicakhigin Kalem Grafit Biyosensor Uzerindeki Etkisi
PGE/jelatin-glutaraldehit/askorbat oksidaz modifiye biyosensor 20 mg jelatin, 1,5 U/mL
enzimi ¢oOzeltisi kullanarak %2,5’luk glutaraldehitte 3 dk bekletilerek hazirlandi.
Membran tabakalandirma islemi 3 kez gerceklestirildi. Ol¢iimler degisen sicakliklarda
pH 7, 50mM potasyum fosfat tamponu igeresin de alindi. Analiz Bulgular1 Sekil 4’de
gosterildi.

Jelatin miktari, enzim miktari, glutaraldehitte bekletme siiresi, tampon konsantrasyonu ve
pH sabit tutularak sicaklik (50 °C, 45 °C, 40 °C, 35°C, 30°C ve 25°C) olacak sekilde

degistirilerek sicaklik optimizasyonu gerceklestirildi.
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Sekil 4 Biyosensor yanitina sicakligin etkisi. (Fosfat tamponu; pH 7.0, 50mM;)
Fig 4 Effect of temperature on biosensor response. (Phosphate buffer; pH 7.0, 50mM;)

Sekil 4> de goriildiigii gibi en yiiksek sinyal 35°C sicakliginda alindi. Fakat yiiksek
sicaklik degerlerine dogru ¢ikildik¢a enzimin dogasi geregi kararliligi diismektedir.
Bundan dolay1 hem 35°C hem de 30°C degerlerinde standart grafigi ¢izildi. Elde edilen
degerlerin kiyaslanmasi sonucu 30°C degerinin se¢ilmesinde karar kilind1.

L-askorbik asidin Lineer Arahg:

Gelistirilen PGE/jelatin-askorbat oksidaz /glutaraldehit biyosensorlerinin hazirlama ve
calisma kosullarinin optimizasyonu sonrasinda, karakterizasyonu amaciyla L-askorbik
asit i¢in 6lglim araligr belirlendi. Sekil 5°de 25 pM - 500 uM arast kronoamperometrik
ol¢imler ve PGE/jelatin-askorbat oksidaz /glutaraldehit modifiye biyosensoriine iligkin
dogrusal tayin aralik grafigi verildi.

PGE/jelatin-glutaraldehit/askorbat oksidaz modifiye biyosensoér 20 mg jelatin, 1,5 U/mL
enzimi ¢oOzeltisi kullanarak %2,5’luk glutaraldehitte 3 dk bekletilerek hazirlandi.
Membran abakalandirma islemi 3 kez yapildu. Olgiimler 50 mM, pH 7, 50 mM fosfat

tamponu igeresin de 30°C sicakliginda alind1.
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Sekil 5 Karstirilan potasyum fosfat tamponu (50 mM, pH 7.0) iginde kalem grafit
biyosensoriiniin amperometrik tepkileri. Uygulanan potansiyel: - 0,7 Voltaj. (A) 25uM-500 uM
L-Askorbik asidin amperometrik yaniti ve (B) akim ile L-Askorbik asit konsantrasyonu
arasindaki kalibrasyon egrisi (R? = 0,9927)

Fig 5 Typical amperometric responses of the pencil graphite biosensor in a blended potassium
phosphate buffer (pH 7, 50 mM). Applied potential: - 0.7 VVoltage. (A) Amperometric response
of 25uM-500 uM L-Ascorbic acid and (B) calibration curve between the current and the
concentration of L-Ascorbic acid (R?=0.9927)

Sekil 5°de anlasildig1 gibi artan yiiksek L-askorbik asit derisimine bagli olarak enzimin
gosterdigi reaksiyon sonucunda zaman bagli azalan Oz miktart artar. Oz miktarindaki bu
azalis kalem elektrot ylizeyinde meydana gelen reaksiyon uyarinca amperometrik

Ol¢timlerde pozitif yonde dogrusal artis olarak gézlemlendi.

Al(nA)
=] [4N] ey (W3] [a)]

o 100 200 300 400 500 600 700 200

L-Askorhik asit konsantrasyonu (pM)

Sekil 6 Biyosensor yanitinda 30°C'de elde edilen dogrusal tayin araligi. (Fosfat tamponu; pH 7.0,
50 mM; T:30 °C)

Fig 6 Linear detection range obtained of 30°C on the biosensor response. (Phosphate buffer; pH
7.0, 50 mM; T:30 °C)
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Sekil 6’dan anlasildigir gibi PGE/jelatin-askorbat oksidaz/glutaraldehit biyosensoriine
iliskin dogrusal tayin araligi 25 uM - 700 uM arasinda yapilan 6l¢iimler (n=3) sonucunda
25 uM — 500 uM olarak bulundu.

Tekrarlanabilirlik

Bu ¢alismada tasarlanan L-askorbik asit biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik ozelligi
incelendi. Ol¢iim haznesi icerisinde 300 uM askorbik asit olacak sekilde eklemeler
yapilarak Ol¢iimler -0,7 voltajda amperometri yontemi kullanilarak potasyum fosfat
tamponu (pH 7, 50 mM; 30° C)’de gergeklestirildi. Art arda sekiz kez alinan 6l¢iimler ve
elde edilen sonuglara gore cizilen standart grafik yardimiyla 6rnek derisimleri tespit
edildi. Standart sapma (S.S), ortalama deger (%) ve varyasyon katsayisi (% V.K.) Tablo
1’de verildi. Elde edilen sonuglar kabul edilebilir degerlerdedir.

Tablo 1 L-Askorbik asit numunesi i¢in kalem grafit biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik tayini

Table 1 Repeatability determination of the pencil graphite biosensor for Ascorbic acid sample

Aritmetik ortalama (¥)  Standart sapma (S.D) Varyasyon katsayisi (%)

327 M +1,46 M 0,44

Yeniden iiretilebilirlik

Bu caligmada benzer yontemle PGE/jelatin-glutaraldehit/askorbat oksidaz ayri ii¢
biyosensor hazirlandi ve -0,7V’ta amperometri yontemiyle yapilan 6l¢iimlerde 300 uM
askorbat konsantrasyonuna verdigi cevaplar kiyaslandi.

Ayni yontemle ayri ayri hazirlanmis {i¢ PGE/jelatin-glutaraldehit /askorbat oksidaz
biyosensoriin L-askorbik asit konsantrasyonuna verdigi cevaplar arasinda benzerlik
vardir. Sonuglar biyosensor i¢in seri liretim yapilabilecegini gosterdi.

Biyosensoriin Substrat Seciciligi

Bu calismada benzer yontemle PGE/jelatin-glutaraldehit/askorbat oksidaz biyosensor
hazirlandi ve -0,7V’ta amperometri yontemiyle yapilan olgtimlerde 300 uM askorbat
konsantrasyonunda ve farkli dokuz substrata ayr1 bir sekilde verdigi yanitlar kiyaslandi.
Elde edilen bulgular Tablo 2’de gosterildi.

PGE/jelatin-glutaraldehit/askorbat oksidaz biyosensor 20 mg jelatin, 1,5 U/mL enzimi
¢ozeltisi kullanarak %2,5’luk glutaraldehitte 3 dk bekletilerek hazirlandi. Membran
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tabakalandirma islemi 3 kez yapildi. Ol¢iimler pH 7, 50 mM fosfat tamponu icerisinde
30°C sicakliginda alindi.

Tablo 2 L-Askorbik asit numunesi ve diger numuneler igin kalem grafit biyosensoriiniin substrat
aktivitesi

Table 2 Relative activity of the pencil graphite biosensor for L-Ascorbic acid sample and other
samples

Substratlar Rolatif aktivite %0
L-Askorbik asit 100
Sitrik asit 0,1
Hidrokinon 10,1
D-Glukoz 0,1
D- Fruktoz 9,8
Okzalik asit 0,3

Glikolik asit 0

Aspartik asit 0,2
Glutamik asit 9,85
Katesol 16,2

Ug 6lglimiin ortalamasi.

Tablo 2’de anlasildigi gibi PGE/jelatin-glutaraldehit/askorbat oksidaz biyosensoriin
dokuz tane farkli substrattan sadece dort tanesine diisiik sinyal verdigi gézlemlendi.
Ornek Analizi

Tasarlanan PGE/jelatin-glutaraldehit/askorbat oksidaz biyosensor ile disaridan satin
alinan Redoxon C vitamini ilacinda, taze sikilmig limon suyunda, portakal suyunda ve
greyfurt suyunda L-askorbik asit analiz yapildi.

Satin alinan C vitamini (1000mg) tabletinin ¢6ziindiigii ¢6zeltiden 6lgiim hiicresinde 300
uM konsantrasyon olacak sekilde eklemeler yapildi ve dort 6lglime iliskin alinan cevaplar
standart grafigi ile kiyaslanarak degerlendirilmesi yapildi. Bulgular Tablo 3’de verildi.

Tablo 3 Kalem grafit - askorbat oksidaz enzim biyosensorii ve DCIP yontemleri kullanilarak
Vitamin-C tabletlerinde L-Askorbik asit tayini.

Table 3 L-Ascorbic acid determination in Vitamin-C tablets by using the pencil graphite —
ascorbate oxidase enzyme biosensor and DCIP methods.

Ornek Askorbik asit DCIP yontemi Askorbat oksidaz biyosensorii
konsantrasyonu (uM) (n=4) (n=4)
SD CV (%) SD CV(%)
Redoxon 300 +7,8 2,55 +0,262 0,087
Tablet Xor=305uM Xor=301,62uM
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Insan metabolizmasiin gereksinimi olan C vitamini farkl1 sebeplere bagl olarak 30—105
mg arasinda degisiklik gostermektedir. Bu deger yetiskinler i¢cin 65 mg, bebekler igin 35-
40 mg, emzirme doneminde anneler i¢in 100-110 mg olacak sekilde 6n goriilmiistiir.
Yapilan epidemilojik, klinik ve biyokimyasal calismalar g6z oOniinde bulundurarak
askorbik asidin giinliik alim1 (RDA) giinde 120-140 mg olarak onerilmektedir. Giinliik
ihtiyacin1 giderecek kadar vitamin C alindiginda hiicre doygunluga ulasir, kanser, kalp
hastaliklar1 ve fel¢ riskleri azalma gosterir. Bu degerler dikkate alinarak yapilacak
dlgiimler icin 1000 mg C vitamini tableti kullanild1. Olgiimler -0,7 V’ta amperometri
yontemi kullanilarak pH 7, 50mM fosfat tamponu; 30 °C sicaklikta gerceklestirildi.
Bulgular Tablo 3’de ve 4’de verildi.

Tablo 4 Kalem grafit-askorbat oksidaz enzim biyosensorii kullanilarak meyve sularinda L-
askorbik asit tayini

Table L-Ascorbic acid determination in fruit juices by using the pencil graphite — ascorbate
oxidase enzyme biosensor

Meyve sular Askorbat oksidaz biyosensorii

Ortalama (mg/100ml) (n=4) SD CV (%)
Portakal 38,3 0,041 0,107
Greyfurt 28,2 0,029 0,102
Limon 28,3 0,028 0,098

Meyvelerde bulunan askorbik asit miktari meyvenin ¢esitliligine gére onemli farklilik
gostermektedir. Yumusak ve sert c¢ekirdekli meyvelerin yaklasik 12mg-110mg/100g
diizeylerinde askorbik asit icermelerine ragmen, limon, greyfurt ve portakal yaklagik
35mg - 55mg/100g diizeylerinde vitamin C igermektedirler. Fakat bu degerler meyvelerin

tiirtine gore de degisiklik gosterebilmektedir.
Tartisma

Bu ¢alisma, insan viicudunda sentezlenmeyen ve disaridan siirekli diizenli olarak almasi
gereken C vitaminin (askorbik asit) [35] sivilarda kolay, hizli ve hassas tespiti igin
tasarland1 ve kalem grafit elektroda enzim/jelatin/glutaraldehit yapisi1 kullanildi.

Kalem grafit elektrot genel olarak affinite esasli DNA etkilesimlerine dayali ve

elektrokimyasal sensérler olarak kullanilmistir [36]. ilk kez bu ¢alismada, kalem grafit
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elektrot enzim (askorbat oksidaz) temelli biyosensor tasarlanmig, kullanim yonii
arastirilmis ve denenmistir.

Song ve ark. (2020) [37] gelistirdikleri grafen oksit/poli (anilin ko-tionin) nanokompozit
elektrokimyasal biyosensoriinde, L-askorbik asitin lineer araligin1 500uM — 5000uM,
hassasiyetini 242uM olarak tespit etmislerdir. Ancak bu c¢alismada kullanilan
PGE/jelatin-glutaraldehit/askorbat oksidaz biyosensoriiniin L-askorbik asitin lineer
aralig1 25uM — 500uM, hassasiyeti 25uM olarak tespit edildi. Buda gelistirdigimiz kalem
grafit askorbat oksidaz biyosensoriiniin diisiik konsantrasyonlar da daha hassas 6lgtimler
yaptigin1  gostermistir. Gelistirilen biyosensor sistemleriyle olgiimler -0,7 voltajda
amperometrik metotla yapilmistir. Enzim tarafindan kullanilan L-askorbik asit
konsantrasyonuyla orantisal olarak kullanilan oksijen miktarinin negatif yonde artan akim
degerlerinden ¢ikilarak tayin edilmistir.

Kacar ve Erden (2020) [38] gelistirdikleri poli(L-aspartik asit), nanoelmas parcacikli,
karbon fiber, askorbat oksidaz temelli amperometrik biyosensdriiniin, askorbik asitin
tekrarlanabilirlik denemelerinde standart sapmasini 3.4% tespit etmislerdir. Bu ¢alismada
kullanilan PGE/jelatin-glutaraldehit/askorbat oksidaz temelli biyosensoriiniin L-askorbik
asitin tekrarlanabilirlik denemelerinde standart sapmasi 0.44% tespit edildi. Buda
gelistirdigimiz biyosensorlin diger sensorlere kiyasla artarda daha hassas ve dogru
Olctimler yapabilecegini gostermistir.

Mu ve ark. (2018) [39] gelistirdikleri askorbik asit tayinine yonelik kolorimetrik
“’kapalr’” biyosensoriinde, portakal suyunun askorbik asit analizinde standart sapmasini
1.9% tespit etmislerdir. Calismalarinda yer alan HPLC analiz verilerinde ise ortalama
bagil hata oran1 3.3% gostermislerdir. Bu ¢alismada kullanilan kalem grafit askorbat
oksidaz temelli modifiye biyosensoriin portakal suyunun askorbik asit analizinde standart
sapma 0.107% tespit edildi. Bu degerler gelistirdigimiz biyosensoriin diger sensorlere ve
klasik yontemlere kiyasla meyve sularinda askorbik asitin daha hassas ve dogru tespit
edilecegini gostermistir.

Sonug olarak bu ¢alisma, kalem grafit elektrotlarin L-askorbik asit tayini i¢in askorbat
oksidazin kullanildig1 biyosensorlerin hazirlanmasinda ve kullanilmasinda genelde ise

enzim temelli biyosensorlerin hazirlanmasinda basariyla kullanilabilecegini gostermistir.
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