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Bu calismada, kolesterol amperometrik tayini igin Prusya mavisi (PB) temelli amperometrik

biyosensorler hazirlandi. Bu amagla, jelatin ve gluteraldehit iceren ortam kullanilarak ¢apraz baglama

. teknigi ile PB ve kolesterol oksidaz (COy) enzimi screen-printed elektrotlarin (SPE) ylizeyine immobilize
Anahtar Kelimeler . L N . .
edildi. SPE/PB/COx elektrotlarin kolesterol tayini igin uygun olduklari gozlendi ve optimizasyon

Amperometri;
Biyosensér; Enzim cahigmalari bu enzim elektrotlari kullanilarak yapildi. SPE/PB/COy enzim elektrodu igin optimum jelatin
elektrot; Kolesterol. miktari, gluteraldehit orani, PB derisimi, tampon cinsi, tampon derisimi, sirasiyla fosfat tamponu; 0,002

g, % 0.5, 0.02 M, 0.05 M; pH:7,5 olarak belirlendi. Enzim elektrodun, kolesterol igin dogrusal ¢alisma
arahigl 2x106-2x10> M, gozlenebilme sinir 2x10-¢ M, cevap siresi 50 s ve raf dmru yaklasik bir ay olarak
bulundu. SPE/PB/COx kolesterol biyosenséri hazirlanmasi optimizasyonu basarili bir sekilde elde edildi.

Development of Biosensors for Cholesterol Determination

Abstract

In this study, for the determination of cholesterol amperometric Prussian blue (PB) based

amperometric biosensors were prepared. For this purpose, the cross-linking techniques using
glutaraldehyde medium containing gelatin and PB and cholesterol oxidase (COx) enzyme was

Keywords immobilized on the surface of the screen-printed electrode. SPE / PB / COx was observed that the

Amperometry; electrodes are suitable for the determination of cholesterol and optimization study was performed

Biosensor; Enzyme using the enzyme electrodes. SPE / PB / COx enzyme optimum amount of gelatin to the electrodes,
glutaraldehyde ratio of concentration, buffer type, buffer concentration, respectively, in phosphate
buffer; 0.002 g, 0.5%, 0.02 M, 0.05 M; pH was set at 7.5. The enzyme electrode linear operating range
for cholesterol, 2 x 10-62 x 10> M, observed ability to limit 2 x 106 M, response time of 50 h and shelf-

life was found to be about a month. Optimization of SPE/PB/COx cholesterol biosensor preparation was

electrode; Cholesterol.

successfully achieved.
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1. Giris

Biyosensorler ilk olarak 1950’li yillarda Clark’in
Cincinnati Hastanesinde (Ohio, ABD) ameliyat
esnasinda kanda bulunan O, derigimini
kullandigi bir elektrotla takip etmesi ile ortaya
cikmistir. Clark ve Lyons Glukozoksidaz (GOD)
enzimini O; elektronu ile birlestirerek kandaki
mevcut glikoz miktarini 1962 yilinda tespit
edebildiler. Bu sekilde yeni bir analitik sistem
olustu ve bu sistem ile birlikte hem fiziksel
sistemin (elektrot) tayin uyarhihg hem de
biyolojik kismin yilksek spesifikligini (enzim)
birlestirilerek genis spektrumlu bir uygulama
olanagl meydana gelmistir. Klasik elektrokimya
sistemi ile sadece katyon ve anyonlari élgebilen
sensorler, su anda biyomateryalin de sisteme
dahil olmasi ile bircok maddenin tayinine olanak
tanimistir.  Biyosensorler; bakteri ve virls
teshisi, tarim ve veterinerlik, biyomedikal
sektér, maden isletmelerinde zehirli gaz
analizleri gida Uretim ve analizi, ila¢ analizi,
askeri uygulamalar siire¢ kontroll, c¢evre
koruma ve kirlilik kontroll, klinik teshis,
biyoreaktor kontrolli, tarim ve veterinerlik,
endustriyel atik su kontroll gibi uygulamalarda
kullanim alani bulmaktadir. Gelisen teknolojik

calismalarla biyosensorler kullunilarak
hastanelerde, gida alaninda enzim
biyosensorleri kullanilmaktadir. Ayrica,

gidalardaki yabanci maddeler gibi tazelik ve
aroma analizindeki karisik parametreler igin de
biyosensorler  kullanilabilir.  Uyusturucu ile
miicadelede ve ilaglarin kotli amagla kullanimi
gibi konularda biyosensorler
kullanilabilmektedir (Telefoncu, 1999).

1975’ten itibaren kalorimetrik tayinle serumdaki
serbest kolesteroliin belirlenmesinde kolestrol
enzimi kullanilir (Fujishiro vd. 2002; Singh vd.
2004; Isobe vd. 2003)

Serum igindeki toplam kolesteroliin belirlenmesi
klinik tespitler acgisindan ©6nemlidir. Yiksek
kolesterol miktari cesitli damarlarin

duvarlarinda toplanarak damarlarin
kapanmasina, tiroit bezinin biraz calismasi
sonucu tiroit bozukluguna, seker rahatsizligina

ve sariliga neden olur (Coulombe vd., 2001).

Kolesterol oksidaz farkli mikroorganizmalardan
saflastirilarak elde edilen iki basamakli bir
enzimdir. Bu enzim merkezde iki reaksiyonu
katalize eder. Kolesterolin ilk tepkimede
yukseltgenmesini, ikinci tepkimede ise olusan
ylkseltgenme Urlnlniln kolesterol-4- en-3-on’a
dontsimini olusturur ve H,0, aciga cikar
(Bailey vd. 1986; Nishiya vd. 1999).
Amperometrik kolesterol biyoalgisi amaciyla
polianilin film Gzerine poli(stiren-ko-akrilik asit)
manyetik mikroklreler ve kolesterol oksidaz
enzimini kovalent olarak immobilize etmislerdir.
PANI/Fe304/PSA-ChOy elektrodunun algilama
ozellikleri

doénisimlu voltametri ve

kronoamperometri  tekniklerini  kullanilarak
cahsilmistir. Optimize edilmis deney kosullari
altinda biyosensor genis dogrusal ¢alisma araligi
0.2-1.8 mM (R% =0.9901), diisiik tayin siniri (0.02
mM), kisa cevap siresi (5-10 s) gibi mikemmel
Ozellikleri gostermistir (Huy vd. 2013). Serum
numunesindeki kolesterol miktarini belirlemek
icin kolesterol oksidaz enzimi, platin elektrot
Uzerinde olusturulmus poli(2-
hidroksietilmetakrilat/polipirol) kompozit
membrani icine  tutuklanarak biyosensor
gelistirilmistir. Standart yontemlerle, elde edilen
sonuglar karsilastirildiginda 0.998’den biyiik bir
korelasyon elde edildigi belirtilmistir (Brahim
vd. 2001).

filmine kolesterol oksidaz enzimini hapsetme

Platin-/polipirol-polivinilsilfonat

yontemiyle immobilize edilmistir. Kolesterol
tespiti,  olusturduklari  enzim  baglanmis

elektrodun yiizey tabakasinda meydana gelen
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enzim reaksiyonu ile hidrojen peroksitin
+0.4V'da
yapilmistir. immobilize enzimin en uygun pH

ylkseltgenmesi esas  alinarak
degerini 7.25 ve en uygun sicaklik degerini 35 °C
(Yildinmoglu, 2009).
kolesterol

bulunmustur

Amperometrik biyosensori
gelistirmek amaciyla, genelde platin, altin ve
karbon elektrot materyalleri polianilin, polipirol,
poli(o-fenilendiamin), poli(vinilferrosenyum)
gibi polimerik filmler ile kaplanmis ve bu
modifiye elektrotlar Uzerine gesitli teknikler
kullanarak kolesterol oksidaz enzimi tek basina
ya da kolesterol esteraz enzimi ile birlikte
immobilize edilmistir (Singh vd. 2006a, Solanki
vd. 2007a, Ozer vd. 2007). Kolesteroliin kandaki
yuksek seviyeleri, kalp hastaliklari, yiliksek
tansiyon, damar sertligi, kroner kalp hastaliklari,
beyin trombozu gibi hastaliklarla iliskilidir. Bu
sebepten, kanda kolesteroliin hizli ve kolay bir
sekilde tayini, bu gibi durumlarin teshisinde ve
onlenmesinde olduk¢a 6nemlidir (Kumar vd.
2011, Basu vd. 2007). Genel olarak, kolesteroliin
tayini spektrofotometri Uzerine
temellenmektedir. Ancak, bu yodntem karisik
islemleri icerir ve her analizde pahali enzimler
kullanildig icin yontem maliyetlidir.
Amperometrik enzim elektrotlar yiiksek ¢alisma
kararlihgina, segcicilige, hizli cevaba ve distk
maliyete sahip olduklarindan kolesterol tayini
icin spektrofotometrik yontemlere onemli bir
alternatiftir (Bokoch vd. 2001, Nishiya vd. 2008,

Solanki vd. 2009).

Kolesterol  tayininde  glinimizde  ¢esitli

kolorimetrik, polarografik, kromatografik,
spektrofotometrik yontemler kullaniimaktadir.
Ancak bunlar genel olarak zaman alici ve pahali
sistemlerdir. Bu nedenle kolesterol derisiminin
daha kisa sirede, daha disiik maliyetle daha
dogru olglim yapan sistemlerin gelistiriimesi

olduk¢a oOnemlidir. Bu c¢alisma kapsaminda

kolesterol derisiminin daha hizli ve daha ucuz
Olctimine olanak saglayan SPE/PB/COy modifiye
biyosensor gelistirildi.

Bu calismada kolesterole duyarli yeni bir Prusya

mavisi  esasli  amperometrik  biyosensor
hazirlandi. Bu amag¢ dogrultusunda capraz
baglama yontemi kullanilarak screen printed
elektrodun vyiizeyine kolestrol oksidaz enzimi
immobilizasyonu saglandi. Hazirlanan enzim
elektrod kolestrol 6rnegine daldirildi. Kolestrol
tayini enzim reaksiyonlari sonucu olusan
hidrojen peroksitin +0.65 V’da ylikseltilmesi
prensibine dayanilarak yapildi. Hazirlanan
biyosensérin  en iyi calisma  kosullar

belirlenmesi ve  performansini  etkileyen

faktorlerin incelendi.

2. Materyal ve Metot

SPE/PB/COy elektrotlarin kolesterol tayini igin
kullanilan kolesterol, kolesterol oksidaz ve tim
¢Ozeltiler Sigma Aldrich firmasi tarafindan temin
edilmistir. Bu calismada, kolesterol tayini igin
prusya mavisi film temelli amperometrik enzim
elektrotlarin  hazirlanmasi amaglandi. Bunun
icin, PB iceren ¢ozeltiler kullanilarak hazir alinan
SPE’lar lizerine, kolesterol oksidaz (COy)
enzimleri  ¢apraz baglama yontemi ile
immobilize edildi. Enzim elektrotlarin uygun
¢alisma sartlari ve performans faktorleri yapilan

¢alismalarla belirlendi.

PB olarak adlandirilan potasyum ferrik
(KFe"Fe"(CN)s), kararh
elektrokimyasal redoks davranislar ve iyi

hekzasiyanoferrat

elektrokromik  performans  gdsteren  bir
elektrokromik malzemedir. Asagidaki denkleme
gore mavi durumdan renksiz duruma degisen

bir anodik renklendirme sergiler.
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KFelFel (CN)s (PB, mavi) + K* + ¢~ 2 KoFelFel{CN)¢ (ES, renksiz)

PB, biyosensorler, iyon segici elektrotlar,
batarya ve elektrokromik ekran gibi cesitli
uygulamalar icin iletken tabakalar Uzerine ince
filmler olarak c¢okeltilebilir. Renklendirme /
agartma siresi ve renklenme verimliligi gibi
PB'nin elektrokromik ozellikleri, uygulamalar
icin dnemli bir husustur ve bir¢ok arastirma bu
elektrokromik ozelliklerin gelistirilmesine
odaklanmistir (Lin vd. 2014).

Amperometrik calismalar Dropsens-stat400
elektrokimyasal analiz cihazi ve homemade-ev
yapimi hiicre standi ile birlikte gerceklestirildi.
Calismadaki ¢ozeltilerin pH’lart ORION marka
912600 numarali kombine cam pH elektrodu
kullanilarak ORION 720A cihazi vasitasiyla
saglandi. Yikama islemlerinin yapiimasinda (Tip
Il kalitesinde) ve ¢ozeltilerin (18.2 MQ-cm @ 25
°C-Tip | kalitesinde) hazirlanmasinda kullanilan
su, Merk-Millipore marka ultra saf su sistemi ile
elde edildi. Cozelti eklemeleri icin Gilson marka
mikro pipetler kullanildi. Cozeltileri karistirmak
icin coklu manyetik karistirici olarak Jeiotech
marka manyetik karistirici ve IKA marka vortex
kullanildi. Kimyasallarin tartilmasinda Denver
marka hassas terazi kullanildi.

2.1 Elektrokimyasal Hiicre ve Elektrotlar

Amperometrik  6lgim  ¢alismalar,  kendi
icerisinde bulunan calisma elektrodu, referans
elektrot ve karsit elektrottan ibaret olan 4 mm
capinda 0.12 cm? alanli screen printed elektrot
(SPE) ve Sekil 1’ de verilen o6lgme sistemi

kullanilarak yapildi.

Sekil 1. Dropsens Olgim sistemi

2.2 Kullanilan Cozeltiler

Bu yontemde Prusya mavisi ince film tek
¢Ozeltinin damlatiimasi ile kimyasal olarak SPE
altaslari-substratlari depozitlenmisgtir.
Cozeltilerden biri 0.1 M Fe,(SQ4)s, digeri ise 0.1
M Ka[Fe(CN)g] ¢ozeltisidir. Kullanilan ¢ozeltilerin
hazirlanmasiyla ilgili hesaplar ayrintilari ile
asagida verilmistir;

0.1 M (Fe;SO4); kaplama c¢ozeltisi: Oncelikle
3.998 g Fe,(S04)s bilesigi 100 mL su icerisinde
Fe,(S0a4)s

asagida  vyazilan

¢ozilerek 0.1 M ¢ozeltisi
Ardindan

kimyasallarin ultrasonik karistirma ile ¢ézlinmesi

hazirlanmustir.

saglanarak kaplama ¢ozeltisi elde edilmistir.

15 ml 0i1 M Fe,(SO4)s ¢ozeltisi

90 ml saf su

0.5 g EDTA

10 ml HCI (3 M)

0.1 M K4[Fe(CN)s] kaplama c¢ozeltisi

Oncelikle 4.1234 g K4[Fe(CN)e] bilesigi 100 mL su
icerisinde ¢ozilerek 0,1 M Ka[Fe(CN)e] ¢ozeltisi
hazirlanmistir.  Ardindan  asagida  yazilan
kimyasallarin ultrasonik karistirma ile ¢c6zinmesi

saglanarak kaplama ¢ozeltisi elde edilmistir.
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15 ml 0,1 M K4[Fe(CN)g] ¢oOzeltisi

90 ml saf su

10 ml HCI (3 M)

Toplam fosfat derisimi 0.05 M olacak sekilde
sodyum dihidrojenfosfat dihidrat ve disodyum
monohidrojenfosfat  heptahidrat’tan  belirli
oranlarda tartildi ve saf suda ¢o6zildd.
Hazirlanan ¢ozeltilerin pH’lari 0.10 M NaOH ve
0.10 M HCI ¢ozeltileri ile birlikte pH degerleri
ayarlandi. Ayrica, optimum tampon derisimini
belirlemek amaciyla, toplam fosfat derisimi 0.10
M; 0.15 M ve 0.20 M olan fosfat tamponlari
yukaridaki ile ayni bicimde hazirlandi. Tampon
cozeltiler kullanildiktan sonra bozulmamalari
icin buzdolabinda +4 °C’de sakland.

Derisimi 0.05 M olan TRIS tampon c¢ozeltisi

hazirlamak  amaciyla, gerekli miktarda
tris(hidroksimetil)aminometan tartildi ve pH
degeri 1.0 M HCI ¢ozeltisi kullanilarak istenilen
pH degerine belirlendi. Ayrica derisimi 0.10 M
olan TRIS tampon ¢o6zeltiside yukaridaki sekilde

hazirlandi.
2.2.1 Hiicre Olgiim Cézeltisi

Amperometrik Olglim ¢alismalari icin
kullanacagimiz hiicre icerisine (toplam hicre
hacmi 1 mL) 0.05 M pH:7.5 fosfat tamponundan
885 puL, 0.1 M potasyum klorir (KCI)
¢Ozeltisinden 100 puL, 5 mM potasyum
ferrosiyanit (Ks[Fe(CN)g]) ¢Ozeltisinden 10 L ve
5 mM potasyum ferrisiyonit (Ks[Fe(CN)e])
¢Ozeltisinden 5 plL alinarak koyulmasi ile hiicre

Olglim ¢ozeltisi hazirlandi.

Amperometrik Ol¢iimler icin kullandigimiz SPE
Olcim hiicresi Sekil 2’de gosterilmistir.

Sekil 2. Amperometrik SPE 6lgim hiicresi

2.2.2 Enzim Coézeltisi

Kolesterol oksidaz (COx-5 U/mg) enzimi,
derisimi 1 mg/mL olacak bicimde 0.05 M pH 7.5
fosfat tamponunda ¢o6ziildii. Hazirlanan enzim
kullanilmadiginda -20 %C'ta
buzdolabinda saklandi.

¢Ozeltisi

2.2.3 Kolesterol Cozeltisi

Derigimi 2.0x10° M stok kolesterol ¢ozeltisi
hazirlamak igin, metil B-siklodekstrin igeren
suda ¢ozenebilen kolesterolden uygun miktarda
tartildt  ve saf suda ¢Ozilme islemi
gercgeklestirildi. Ayni sekilde stok kolesterol
cozeltisi  kullanilmadigi  zaman +4 °C'de

buzdolabinda korundu.
2.2.4 Girisim Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler

Serumda olabilecek elektroaktif farkli gesitlerin

enzim elektrodun yanitina etkisinin
bulunmasinda kullanilacak c¢o6zeltiler asagida

belirtildigi sekillerde hazirlandi:

L-Askorbik asit, glukoz ve lire stok ¢ozeltileri her
birinin derisimleri 1.0x10% M olarak kati
malzemelerin tek tek saf suda c¢ozilmesi ile
hazirlandi.
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Girisim  calismalarinda, yukarida  verilen
maddelerin fizyolojik konsantrasyonu, stok
¢Ozeltilerin belli oranlarinin elektrokimyasal

hlcreye eklenmesiyle saglandi.

2.3 Kolesterol Tayini Igcin Enzim Elektrotlarin
Hazirlanmasi

Kolesterol tayininde kullanilabilecek enzim
elektrotlarin hazirlanmasi igin, satin alinan SPE
elektroda kolesterol oksidaz (CO4x) enzimi
immobilize edildi. Bunun igin;

Belirli miktarda jelatin tartilarak ependorf tlp
icerisine konuldu. Uzerine 50 pL 0.05 M pH:7.5
fosfat tamponu ilave edildi. 15 dk beklenildi.
Sicak su igerisinde 1-2 s bekletilerek jelatin
sisirildi  ve vortekslendi. Sisirilen jelatin
¢Ozeltisinden 11.5 pL alinarak farkli bir ependorf
tlp igerisine koyuldu. Belli Ginitede enzim iceren
enzim c¢ozeltisinden 4 pL alinarak jelatin
bulunan ependorf tiipe koyuldu. Bu ¢o6zeltinin
tizerine 2.5 puL PB ¢ozeltisi eklendi. Ug ¢dzeltinin
oldugu ependorf tiip igerisine 2 pL % 25’lik
glutaraldehit (GA) ilave edilerek iyice karismasi
saglandi. Hazirlanan bu ¢ozeltiden 10 pL
alinarak screen printed elektrot ylizeyine enzim
immobilizasyonunun  gerceklesebilmesi icin
yarim saat oda sicakhiginda 3-4 saat
buzdolabinda +4 °C ’de bekletildi. Hazirlanan
enzim elektrot (Sekil 3) SPE/PB/CO« olarak
adlandirildi.

Sekil 3. Hazirlanan enzim elektrotlar

Hazirlanan SPE/PB/COyx enzim elektrotlarin
kolesterole duyarliklarini belirlemek icin enzim
elektrotlar ayri ayri hazirladigimiz hiicre ¢ozeltisi
icerisine farkli potansiyelde kararh hal akimlari
elde edilene kadar tutuldu. Calisma potansiyel
degeri belirlendi. Ayrica, calisma ortamina belli
derisimde stok kolesterol ¢ozeltisinden ilaveler
yapildi ve her ilave sonrasi amperometrik
cevaplar belirlendi. Kolesterol derisimine karsi
hesaplanan akim farklari grafige gecirilerek
enzim elektrotlarin  calisilan  derisimlerde
kolesterole duyarlklari ve dogrusal c¢alisma
araliklari bulundu.

3. Bulgular ve Tartisma

Bu c¢alismada, kolesterol tayini igin enzim
elektrot hazirlamak amaciyla SPE kapli
elektrotlar Uzerine, COx enzimi immobilize
edildi. Bu
elektrodun cevabina jelatin miktari, GA orani,

¢alismada  hazirlanan  enzim
tampon cinsi, tampon derisimi gibi cesitli
parametrelerin
kolesterole duyarligi, cevap sliresi, tekrar

etkisi, enzim elektrodun
kullanilabilirligi ve dretilebilirligi, omri gibi
performans  faktorleri
hazirlanan enzim

incelendi.  Ayrica,
elektrodun  serumda
bulunabilecek ve girisim yapabilecek tiirlere

cevabi belirlendi.
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3.1 SPE/PB/COx Enzim Elektrotlarin Kolesterole
Duyarhidi

Kolesterol enzim elektrodu hazirlamak amaciyla,
SPE elektroda, COyx enzimi immobilize edildi.
Elde edilen SPE/PB/COy enzim elektrodu, hicre
Olglim ¢ozeltisi icerisinde +0.65 V’da kararli hal
akimlari elde edilme slresince bekletildi ve
daha sonra Dbelirlenen  konsantrasyonda
kolesterol ¢ozeltisi eklenerek amperometrik
cevaplar belirlendi. Elde edilen cevap akimlari
kolesterol derisimine karsin grafige gecirildi

(Sekil 4).

0,3

0,2 F @

}0

Alam Fark, pA
(=]
=
w
‘Q

0,1

&

0,05 |

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
Kolesterol derigimi, mM

Sekil 4. SPE/PB/COx enzim elektrodun kolesterole
duyarliligr (0.05 M pH 7.5 fosfat tamponu,
+0.65 V, oda sicakligi)

3.2 SPE/PB/COX Enzim Elektrodun Optimum
Sartlari ve Performans Faktorleri

3.2.1 Jelatin Miktari

SPE/PB/COx enzim elektrodun hazirlanan
biyosensoriin  amperometrik cevap akimi
Uzerine jelatin miktarinin etkisini arastirmak
amaciyla jelatin 0.0005; 0.001; 0.002 g olarak
farkh kitlelerde hazirlandi. Bu bes farkh jelatin
miktarlari ile SPE/PB/COx enzim elektrodlar
hazirlandi. Hicre igine hazirladigimiz ¢ozelti 1
mL eklendi. Biyosensor bu ¢ozeltide +0.65 V'da
dengeye getirildi. Sonra pH’si 7.5 olan fosfat

tampon  ¢ozeltiyle  hazirlanan  kolesterol
¢cOzeltisinden, calisma ortamindaki kolesterol
konsantrasyonu 2x10° M olacak sekilde calisma
kabina eklendi. Daha sonra +0,65 V sabit
potansiyelde

Olclldi. Benzer islevler farkl jelatin miktarlari

amperometrik  cevap  akimi

ve 2x10° M kolesterol c¢ozeltileri icin de
yinelendi. Farkli jelatin miktarlardaki her bir
elektrot icin +0.65 V sabit potansiyelde
belirlenen amperometrik yanit akimlari jelatin
miktarina karsin grafige (Sekil 5) gecirildi ve
grafikten biyosensoriin en iyi oranda calisma
jelatin miktari 2 mg olarak belirlendi.

Akim farki, pA
o o o o o o
k=) k=) =] o = [ G
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Jelatin Miktan, mg

Sekil 5. SPE/PB/COx enzim elektrodu cevabi Gzerine
jelatin miktarinin etkisi (0.05 M pH 7.5 fosfat
tamponu, +0.65 V, oda sicakhgi)

3.2.3 Gluteraldehit (GA) Orani

Hazirlanan biyosensoriin amperometrik cevap
akimi Gzerine GA oraninin etkisini incelemek igin
GA % 1; % 0.5, % 0.2; % 0.1 olarak farkh
oranlarda hazirlandi. Bu 4 farkli GA miktarlari ile
SPE/PB/COx enzim elektrodlari hazirlandi. Hiicre
icine hazirladigimiz ¢ozelti 1 mL ilave edildi.
Biyosensér bu c¢oOzeltide +0.65 V'da denge

saglandi. Sonra o6l¢lim hiicresindeki kolesterol
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derisimi 2x10° M olacak sekilde hiicreye ilave
edildi. Daha
potansiyelde
belirlendi. Benzer islemler farkli GA miktarlari ve
2x10° M
tekrarlandi. Farkl jelatin miktarlardaki her bir

sonra +0.65 V degismeyen

amperometrik  cevap  akimi

kolesterol ¢Ozeltileri icin de
elektrot icin +0.65 V sabit potansiyelde 6lcllen
amperometrik cevap akimlari GA miktarina karsi
grafige (Sekil 6)
biyosensorin optimum calisma GA miktari %
0.5 olarak belirlendi.

gecirildi  ve grafikten

0,6

05
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w >

o
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GA orani, %

Sekil 6. SPE/PB/COx enzim elektrodu cevabi lizerine
GA miktarinin etkisi (0.05 M pH 7.5 fosfat
tamponu, +0.65 V, oda sicakhg)

3.2.4 Tampon Cinsi

Enzim elektrotlarda ortamda bulunan tirlerin
elektrot cevabina etkisinin 6nemli oldugu
bilinmektedir. Bu ¢alismada

cinsinin de belirlenmesinin  uygun

nedenle, bu
tampon
olacagl dislinildi. En uygun tampon cinsinin
bulunmasi amaciyla, 0.05 M pH 7.5 fosfat ve
TRIS SPE/PB/COx
elektrodun derisimde

tamponlarinda enzim
belli

eklemeleriyle gozlenen amperometrik cevaplari

kolesterol

kolesterol konsantrasyonuna karsin grafige

aktarldi (Sekil 7 a ve b).

0,25

02t o(a) fosfat
. tamponu
+

E [ e
:DJ.S .
-
i p*
E .
= o1 ¢ _H(b)tis tamponu
Forp W) p

005 W

0 0,003 0,01 0,015 0,02

Kolesterol derisimi, mM

Sekil 7. SPE/PB/COx enzim elektrodun cevabina
tampon cinsinin etkisi (a) 0.05 M pH 7.5
fosfat tamponu, (b) 0.05 M pH 7.5 TRIS
tamponu (+0.65 V, oda sicakligi)

Bu grafiklerden elde edilen duyarlik degerleri ve
fosfat
elektrodun

¢alisma araliklari  karsilastinildiginda,

tamponu kullanildiginda enzim
kolesterole duyarhginin TRIS tamponu ile elde
edilene gore yaklasik 2 kat daha ylksek oldugu
ve c¢alisma araliginin da daha genis oldugu
gorildi. Bu nedenle, daha sonraki deneylerde,
¢alisma olarak fosfat
kullanildi.

polimer temelli

tamponu tamponu

Kolesterol tayini ile ilgili yapilan
pek cok calismada calisma
tamponu olarak fosfat tamponu kullanildigi
goruldla (Singh vd. 2006a, Solanki vd. 20074,
Basu vd. 2007). TRIS tamponu kullanilarak elde
edilen duyarhgin disiik olmasinin nedeni, tam
birlikte, pHyI
ayarlamak icin kullanilan HClI'den gelen CI

olarak  acgiklanamamakla

iyonlarinin  etkisiyle prusya mavisi filmin

azalmasindan
Grafik
elde

kaynaklandigi
fosfat
TRIS
tamponunda elde edilen duyarliktan daha
fosfat
tamponunda nispeten daha genis bir dogrusal

iletkenliginin

soylenebilir. incelendiginde,

tamponunda edilen duyarhgin

yiksek  oldugu gorildi. Ayrica,

¢alisma araligl elde edildi. Bu sebepten, daha
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sonraki calismalar fosfat tamponu kullanilarak
yapildi. Kolesterol tayinine yonelik daha 6nceki
¢ahismalarda genellikle fosfat tamponu ¢alisma
tamponu olarak kullanilmistir (Shan vd. 2009,
Kochana vd. 2008, Fan vd. 2007, Tembe vd.
2006, Rajesh vd. 2004, Vedrine vd. 2003).

3.2.5 Tampon Derisimi

SPE/PB/COx enzim elektrodun cevabina tampon
derisiminin etkisini gérmek ve uygun tampon
derisimini belirlemek amaciyla, 0.05 M; 0.10 M;
0.15 M ve 0.20 M konsantrasyonlarinda
hazirlanan tamponlarda, SPE/PB/COX enzim
elektrodunun kolesterol eklemelerine karsi
amperometrik cevaplari belirlendi ve elde
edilen kalibrasyon grafiklerinden vyararlanarak
bulunan duyarlik degerleri tampon derisimine
karsi grafige gecirildi (Sekil 8). Grafikten de
gorilebilecegi lGizere, enylksek duyarlik 0.05 M
tampon derisiminde elde edildi. Bu derisimin
Gstlindeki fosfat derisimlerinde duyarligin
azaldigr gorilmektedir. Bu sebepten, daha
sonraki ¢alismalarin 0.05 M tampon derisiminde
yapilmasinin uygun olacagina karar verildi.
Ayrica, pek cok calismada, en uygun tampon
derisimi olarak 0.05 M tampon derisiminin
kullanildigr goriildi (Singh vd. 2006a,b, Ozer vd.
2007, Solanki vd. 2007a). Bu agidan calismada
elde edilen sonucun literatir bilgileriyle uyum
icinde oldugu soylenebilir. Tampon kapasitesi
disik olmasi nedeniyle daha dislik tampon
derisimlerinde ¢alisma yapilmadi.

12

10 | L

Duyarlik, pA/mM

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Tampon Derigimi, M

Sekil 8. SPE/PB/COX enzim elektrodun cevabina
tampon derigsiminin etkisi (pH 7.5 fosfat
tamponu, +0.65 V, oda sicakhg)

3.2.6 Cevap Siiresi

SPE/PB/COx enzim elektrodun kolesterole
cevabi, 1.0x10°® M ve 1.0x10™> M olan iki farkl
kolesterol konsantrasyonu igin belirlendi.
Zamana  karst cevap akimlari  grafige
gecirildiginde iki degisik konsantrasyonda
egrilerin  birbiriyle ayni  oranda  gittigi
gozlemlendi (Sekil 9). Enzim elektrodun
cevaplarinin  belirlenmesi  igin  akimlarin
neredeyse sabit kaldigi 150 s’lik sirelerin
alinabilecegi distnildi. Ancak, batin 6lglimler
50 s sonunda yapildiginda da uygun kalibrasyon
egrileri bulundugundan c¢alismalar 50 s sonraki
akimlar belirlenerek yapildi. Clinkd bir analizin
dogru bir sekilde ve oldukg¢a kisa bir siirede
yapilmasi  (6zellikle  klinik  uygulamalarda)
oldukga 6nemlidir. Literatiirde cevap stiresi 30 s
(Solanki vd. 2007a), 40 s (Singh vd. 2006b), 150
s (Turkaslan vd. 2009), 240 s (Singh vd. 2006a),
2 dakika (Chauan vd. 2011) olan calismalar
vardir. Bu c¢alismada belirlenen cevap siiresi,
makul ve kisa sirede analiz yapmak icin uygun

bir degerdir.
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Sekil 9. SPE/PB/COx enzim elektrodun cevap siiresi.
(a) 1.0x10™> M kolesterol ve (b) 1.0x10°° M
kolesterol (0,05 M pH 7.5 fosfat tamponu,
+0.65 V, oda sicakligi)

3.2.7 Tekrar Kullanilabilirlik ve  Tekrar
Uretilebilirlik

Yapilan deneyler sonunda belirlenen
amperometrik cevap akimlari 6lgme sayisina
karsi grafige gecirildi (Sekil 10). Enzim
elektrodun 15 olgcim sonucunda baslangig
aktivitesinin  yaklasik %89.9’unu  korudugu

gozlenmistir. Biyosensorin belli slire zarfinda

aktivitesinin  pek degismemesi  kullanilan

immobilizasyon metodunun uygun ve

kullunilabilirligini gostermektedir.
Tekrarlanabilirlik biyosensorler igin etklili olup
defalarca deneme

hazirlanan biyosensorle

yapabilecegimizi  gbstermektedir.  Devaml
yaptigimiz analizlerde tek oOlgmede kullanilan
kitler ekonomik bakimidan pahal olduklarindan
dolayi bu sekilde hazirlanan bir biyosensér daha
uygun ve kullanishdir. Bulunan 6lgiim sonuglari
literatir ile kiyaslandiginda hazirlanan
biyosensorin tekrar kullanilabilirliginin mimkin
olabilecegi soncuna varilabilir (Singh vd. 2009,

Kumar vd. 2011, Wang vd. 1999) .

0,0398
*
0,03975 MRS ARG A 2 2R I IR
g
E 0,0397
E
Z
0,03965
0,039 . . , . . . .
o] 2 4 6 1 10 12 14
Olgiim sayisi
Sekil 10. Enzim elektrodunun tekrar

kullanilabilirliginin incelenmesi (0,05 M
pH=7.5 fosfat tamponu, 25 °C)

3.2.8 Girisim Yapan Maddeler

Calisma elektroduna yiliksek bir anodik
potansiyel uygulanmasiyla kanda bulunan baz
maddeler (Urik asit, L-askorbik asit, glukoz vb.)
ylkseltgenirler. Bu durum amperometrik cevap
akiminin artmasina dolayisiyla kolesterolin,
kandaki gercek degerinde daha vyiksek bir
degerde bulunmasina sebep olur. Hazirlanan
biyosensoériin amperometrik cevap akimina L-
askorbik asit, glukoz girisim etkileri incelendi ve

bulunan veriler cizelge 1'de verildi.

Cizelge 1. Biyosensor Uizerine girisim yapan
maddeler ve girisim etkileri

Girigim Yapan Cahigilan Toplam Girigim Girigim
Maddeler derisimler cevap yapan yapan
(M) akimi maddenin maddenin
(nA) cevap akimi cevap
(nA) akiminin
Toplam
akima orani
(%)
Glukoz 102 0,0636 0,0162 25,5
Glukoz 5x1073 0,0486 0,0064 13,2
L-Askorbik 104 0,7240 0,6150 84,9
Asit (Kanda)
L-Askorbik 10 0,4240 0,1910 45,0
Asit
L-Askorbik 10® 0,0353 0,0107 30,3
Asit
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4. Sonuglar

Sonu¢ olarak bu hazirlanan
SPE/PB/COx kolesterol biyosensoriniin;
Kolesterol derisimi dogrusal calisma aralig
2x10°-2x10° mM olarak bulundu. Bu aralikta
dogrusalligin cok iyi oldugu ve bu aralgin
kantitatif
soylenebilir. En iyi calisma jelatin miktari 2 mg
olarak bulundu. En iyi GA orani % 0.5 olarak

bulundu. En iyi calisma sicakhgl 25 °C olarak

calismada

analizlerde kullanilabilecegi

alindi. Kolesterol biyosensoriin cevap verme
suresi 50 s olarak bulundu. En iyi g¢alisma
tamponu fosfat tamponu 0.05 M pH:7.5 olarak
bulundu. Tekrar kullanilabilirligi iyidir (15 6lcme
89.9
oraninda korudugu gorutlmistir). Calismalarin

sonunda biyosensoriin  aktivitesini %
beklenen sonuclari elde edilmesi c¢alismanin
basarili oldugunu gdstermektedir. SPE/PB/COx
kolesterol hazirlanmasi

sekilde

biyosensori

optimizasyonu  basarili  bir elde

edilmistir.
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