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One Cikanlar:

* Rutenyum mediyator
kompleksli karbon
pasta elektrot
kullanildi.

«  Amperometrik
galaktoz biyosensorii
gelistirildi.

+  Ornek uygulamasi
liyofilize serum ve siit
orneklerinde deneme
yapildi.
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OZET:

Galaktoz seviyesinin 6lciimii, galaktozemi ve galaktoz intolerans: agisindan klinik 6nem tasir. Ozellikle
yenidoganlarda hemen tespit edilmemesi Oliimciil sonuglar dogurabilir. Teshis konduktan sonra da
galaktozun diyetten ¢ikarilmasi gerekir. Dolayisiyla hem kan hem de diyette ozellikle siit ve siit
triinlerinde galaktozun tayini biiyiik 6nem tasir. Literatiir verilerinde galaktoz tayini i¢in gelistirilen
yontemler spektrofotometre, kromatografi, kiitle spektrometresi gibi 6n islem ve pahali ekipman
gerektiren, zaman alic1 ve nispeten yavas yontemlerdir. Bu ¢alismanin amacini da galaktoz tayini igin
hizli, spesifik, ucuz elektrokimyasal bir biyosensor sistemi gelistirilmesi olusturmaktadir. Biyokomponent
olarak Galaktoz Oksidaz (GaOX) enzimi kullanilan bu g¢alismada, ¢alisma elektrodu olarak Rutenyum
mediyator kompleksi iceren karbon pasta elektrot kullanilmistir. GaOX enzimi pasta yapisi igerisinde
immobilize edilmistir. Calismanin 6zglinliiglinii pasta yapisi igerisinde kullanilan Rutenyum mediyator
sisteminin kullanilmas1 olusturmaktadir. Elektrot yapim asamalari déngiisel voltammetri (CV) yontemiyle
karakterize edilirken, optimizasyon ve karakterizasyon g¢alismalart 0&0.9 V arast DP, ve 0.5 V’ta
amperometrik Olgtimler yoluyla gergeklestirilmistir. Caligmalarda ayrica galisma tamponu igerisinde 1
mM p-benzokinon mediyator sistemi kullanilmistir.Optimizasyon c¢aligmalari sonu optimum pH 6,5,
optimum sicaklik ise 30 °C olarak bulunmustur. Gelistirilen biyosensoriin dogrusal tayin araligi 0.05 — 1
mM aras1 bulunurken, tekrarlanabilirligi 0.25 mM galaktoz igin ortalama 0.24 mM, standart sapma =+
0.021 ve varyasyon katsayisi (%VK) %8,3 olarak bulunmustur. Girigim etkisi denemesinde herhangi bir
girisim gézlenmemistir. Ornek denemesi liyofilize serum ve laktozsuz siit drneklerinde yapilmis ve % geri
elde hesaplanmistir. Bu projede kullanilan Rutenyum mediyatér kompleksinin biyosensdr yapiminda
kullanilmasina literatiirde ¢ok az rastlanilmis olmakla birlikte bu ¢alismayla ilk defa bir galaktoz
biyosensoriinde ve ilk defa bir karbon pasta elektrotla kullanimi gergeklestirilmistir.

Development of Galactose Biosensor Based on Ruthenium Mediator Complex

ABSTRACT:

Measurement of galactose level is of clinical significance in terms of galactosemia and galactose
intolerance. Especially in newborns, it can have fatal consequences if it is not detected immediately. After
diagnosis, galactose should be removed from the diet. Therefore, the determination of galactose in both
blood and diet, especially milk and dairy products, is of great importance. In the literature data, the
methods developed for galactose determination are time consuming and relatively slow methods that
require pre-processing and expensive equipment such as spectrophotometer, chromatography, mass
spectrometer. The aim of this study is to develop a fast, specific, inexpensive electrochemical biosensor
system for galactose determination.In this study, in which Galactose Oxidase (GaOX) enzyme was used
as a biocomponent, a carbon paste electrode containing a ruthenium mediator complex was used as the
working electrode. GaOX enzyme was immobilized in the paste structure. The originality of the study is
the use of the Ruthenium mediator system used in the paste structure. Electrode construction stages were
characterized by cyclic voltammetry (CV) method, while optimization and characterization studies were
carried out by means of DP between 0 & 0.9 VV and amperometric measurements at 0.5 V. The studies
also used a 1 mM p-benzoquinone mediator system in working buffer. As a result of optimization studies,
optimum pH was found to be 6.5 and optimum temperature was 30 °C. While the linear detection range of
the developed biosensor was found between 0.05- mM, the repeatability was found to be 0.24 mM on
average, the standard deviation £ 0.021 and the coefficient of variation (CV%) as 8.3% for 0.25 mM
galactose. No interference was observed in the interference effect trial. Sample analysis was made on
lyophilized serum and lactose-free milk samples and % recovery was calculated. The use of the
Ruthenium mediator complex used in this project in the production of biosensors has been rarely
encountered in the literature. However, with this study, it was used for the first time in a galactose
biosensor and for the first time with a carbon paste electrode.
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GIRIS

Galaktoz normalde ii¢ enzimin koordineli aktiviteleri yoluyla glikoza metabolize edilir:
galaktokinaz (GALK), galaktoz-1-fosfat uridil transferaz (GALT) ve tridin difosfoglukoz 4-epimeraz
(GALE) (Anderson, 2018). Yiiksek konsantrasyonlarda galaktoz ve metabolitleri memeliler igin
toksiktir (Anderson, 2018). Galaktokinaz ve GALT'm ve belki de nadiren epimerazin kalitsal
eksiklikleri, galaktoz icermeyen bir diyetin erken tanminmasi ve kurumuyla oOnlenebilecek klinik
bozukluklara neden olur (Beutler, 1991). Galaktoz, saglikl kisilerde maksimum 0.28 mM ve 5 giinden
daha kiigiik yenidoganlarda 1.11mM'de seviyesinde bulunur (Connell, 2012). Yenidogan bebeklerde
1.11 mM’dan yliksek galaktoz seviyeleri Olimciil olabilir (Adam vd., 2015; Beutler, 1991).
Galaktozemi galaktoz metabolizmasindaki enzimlerden birinin eksikligi durumunda ortaya ¢ikan
kalitsal bir metabolik bozukluk olup galaktoz birikimi ile karakterizedir (Anderson, 2018; Beutler,
1991). Yenidogan doneminde teshis edilmeyen ve dolayisiyla tedavi edilmeyen hastalarda yetersiz
beslenme, gelisememe, sarilik, karaciger hastaligi, katarakt, E. coli sepsisi ve yenidogan Olimii
gerceklesebilir (Adam vd., 2015; Vaca vd., 1978). Galaktozeminin tedavisi, siit ve siit tirlinlerini igeren
diyet galaktozunun kisitlanmasini igerir (Beutler, 1991; Connell, 2012).

Biyosensor sistemlerinde kullanilan redoks mediyatorleri reaksiyonu hizlandirirken enzimin de
rejenerasyonunu saglarlar. Literatiire bakildiginda ferrisyaniir, ferrosen, benzokinon, metil violojen
gibi ¢ok sayida mediyator sistemi biyosensor sistemlerinde kullanilmistir (Cosnier, 2014; Sohail &
Adeloju, 2016; Turner, 2013). Osmiyum ve rutenyum komplekslerinin redox mediyatorii olarak
kullanildigin1 gosteren ¢alismalar meveuttur (Akyilmaz vd., 2010; Marazuela vd., 1997; Ryabov vd.,
2001). Ozellikle [Ru(XX).Y2] yapisinda XX’in 1,2-bypiridine, Y’nin ise asit ligandi oldugu tiirleri
oksirediiktazlarla hizli bir sekilde reaksiyona girmistir (Akyilmaz vd., 2010). Ne var ki rutenyum
mediyatdr komplekslerinin kullanildig1 ¢aligmalar sinirli olmakla birlikte Galaktoz Oksidaz ile
kullanildig1 bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Galaktoz tayini i¢in 6nceki yontemler arasinda kolorimetri (Kim vd., 2012) , kiitle spektrometri
(Li vd., 2011) , ince tabaka kromatografisi (Pruden vd., 1975) ve yiiksek performansli sivi
kromatografisi (Gross & Acosta, 1991; Hu vd., 1995) bulunmaktadir. Bununla birlikte, bu yontemler
maliyetli, zaman alicidir ve yiiksek girisim etkisi ile (6zellikle kolorimetrik yontem igin) yeterince
spesifik degildir, bu nedenle bu sorunlarin {istesinden gelmek icin galaktoz tayini i¢in yapilan
biyosensorler diger analitler igin oldugu gibi galaktoz tayini igin de biiyiik ilgi ¢ekmektedir. Ozellikle
yeni mediyatdr sistemleri, karbon nanotiipler, nanopartikiillerin kullanimiyla biyosensorlerin
hassasiyet ve se¢icilikleri artmistir (Canbay & Akyilmaz, 2014; Karunakaran vd., 2015; Mulchandani
& Pan, 1999; Turner, 2013). Bir biyosensor, bir biyolojik algilama elemanini bir doniistiiriicii ile
birlestirerek analit konsantrasyonuyla orantili bir sinyal iiretir (Karunakaran vd., 2015; Nikolelis &
Nikoleli, 2018). Biyosensorlerin kullanimi sadece laboratuvarda degil ev, sokak, arazi, hastane hemen
her yerdedir. Glukoz oksidazin kullanildig1 glukoz biyosensorleri ilk ticarilesen tiirleri olmakla birlikte
bugiin bir¢ok analit i¢in ticarilesen biyosensor vardir. Biitlin bu biyosensorlerin ortak noktasi dncelikle
laboratuvarda olusturulan yontem caligmalariyla baglamasidir. Sonra optimizasyon ¢aligmalar1 yapilir,
yontemin dogrulugu, kesinligi, girisim etkisi ve stabilitesi belirlendikten sonra piyasanin da o analit
icin talebi dogrultusunda ticarilesir. Biyosensorler sayesinde bir hasta bir damla kan alabilir ve glikoz
konsantrasyonunu bir dakikadan daha kisa siirede okuyabilir. Biyosensorler sadece analitleri
tamimlamak ve Ol¢mek igin degil, aym zamanda ¢ok diisiik bir konsantrasyonda bile kompleks
bilesiklerde bulunan spesifik molekiillerin taranmasinda da kullanilabilir. Bu 6zellik, analitik
arastirma, gida ve kimya endiistrileri, kirlilik kontrolii , siire¢ izleme ve klinik tani alanlarinda
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faydalarini saglamistir. Biyosensorler basitligi, hizli tepkisi, goreceli diisiik maliyeti, siirekli izlenmesi
ve minyatiirlestirilmesi nedeniyle tamamlayic1 bir arag olarak disiiniilebilir(Farré & Barceld, 2007;
Karunakaran vd., 2015; Scheller vd., 1985). Galaktoz oksidaz galaktoz biyosensérleri yapiminda en
fazla kullanilan enzimdir (Evik vd., 2010; Kanyong vd., 2013; Tkac vd., 2007; Xie vd., 2016).
Galaktoz oksidaz (GaOX)enzimi galaktozu oksijen varliginda yiikseltgerken ac¢iga H2O> ¢ikar. H2O»
elektroaktif bir tiirdiir ve birgok elektrotla 0.7 V’ta yiikseltgenmesi izlenebilir. Galaktoz
biyosensorlerinin birgogu bu prensiple ¢aligir (Tkac vd., 2007). Fakat 0.7 V iirik asit, askorbik asit gibi
kolay okside olabilen tiirler igin girisime agik bir potansiyeldir. Bu potansiyeli diisirmek igin
mediyator sistemleri kullanilir ki bu da ikinci nesil biyosensorlerin ¢alisma prensibini olusturmaktadir
(Karunakaran vd., 2015). Diger kat1 elektrotlarin (Altin, Camimsi karbon, Platin.vb) yaninda karbon
pasta elektrotlarin avantaji hizli hazirlanabilmeleri, ucuz olmalari, ylizeyinin ¢izilme sorunu olmamasi,
mediyator ve biyoaktif yapinin pasta yapisi igerisinde immobilize edilme kolaylig1 gibi bir¢ok avantaji
vardir. Dezavantaj1 ise diger kati elektrotlara nazaran tersinirliginin nispeten diisiik olmasi, yiiksek
potansiyellerde yiikseltgenme -indirgenme yapmasi sayilabilir. Fakat bu sorun pasta yapist igerisineg,
nanopartikiillerin (Svancara vd., 2009), nanotiiplerin (Zhang vd., 2011), grafenin, iyonik sivilarm
(Canbay vd., 2014) ve mediyatdrlerin kullanilmasi ile giderilebilmektedir.

Ozetle bu calismanin konusunu galaktoz tayinine yonelik Rutenyum mediyatdr kompleksi
temelli hizli, spesifik, kolay hazirlanan, ucuz bir biyosensor sistemi gelistirmek olusturmaktadir. Bu
proje kapsaminda kullanilacak olan rutenyum mediyatér kompleksi (2,2'-bipyridine) (chloro)(p-
cymene)rutenium(Il)]chloride) literatiir verilerine gore ikinci kez kullanilacak olup karbon pasta
elektrot yapisi i¢inde ve galaktoz tayinine yonelik olmasi ilk defa bu calisma da gergeklestirilmistir.
Calismanin 6zgiin yanini da bu olusturmaktadir.

MATERYAL VE METOT

Kimyasallar ve Ekipmanlar

Galaktoz oksidaz (1000 U veya 3000 U/g), galaktoz, grafit tozu, mineral yagi, grafit tozu
(%99.99 saflikta), potasyum fosfat dibazik, potasyum fosfat monobazik, ferrisiyaniir, ferrosiyaniir, p-
benzokinon Sigma (U.S.A)’den temin edilmistir. Rutenyum mediyatdr kompleksi (2,2'-
bipyridine)(chloro)(p-cymene)rutenium(II)]chloride Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Anorganik Kimya
Anabilim Dalinda Lalrempuia ve ark. buldugu yontemle sentezlenmistir (Lalrempuia vd., 2005).
Denemelerde Palm Sens Ins. (Hollanda) marka potansiyostat; karbon pasta elektrot kalibi, CHI 111
model Ag/AgCl doygun referans elektrodu, CHI 115 model Pt yardimci elektrodu; P1000 otomatik
pipetleri, Nuve (TR) marka termostat, Yellow line manyetik karistirici, Sonikatér LC 30 kullanildi.

Yontem

Biyosensoriin hazirlanmasi

Oncelikle grafit tozundan %70 mineral yagindan %30 olacak tartimlar yapilarak bir saat cami
icine eklenir. Bu yap1 birbiri igerisinde iyice karisana ve macun kivaminda olana kadar karistirilarak
karbon pasta elektrot (CPE) olusturulur. Elektrot ylizeyi temiz bir A4 kagit lizerinde oval bir bigimde
hareket ettirilerek elektrot yiizeyi diiz ve piiriizsiiz hale getirilir. Bu elektrodun kismindaki kii¢iik pasta
yapist tekrar saat camina dokiilir. Bu kiigiik pastaya 4 mg olacak sekilde rutenyum mediyator
kompleksi ve 5 mg (yaklasik 15 U) GaOX eklenerek pasta yapisi igerisinde iyice dagilana kadar
karigtirilir. Karbon pasta elektrot kab1 tekrar bu kiiciik pasta yapisina batirilarak pastanin elektrot i¢cine
girmesi saglanir. Ardindan elektrot tekrar A4 kagit yiizeyi iizerinde hareket ettirilerek oval ve piiriizsiiz
yapi elde edilir (CPE-RuMed-GaOX). Biyosensoriin sematik gosterimi Sekil 1’de gosterilmistir.
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Rutenyum mediyatir

Grafit ° 00 %30 mineral oil kompleksi

Kiiciik pasta

H »L-»i’-»d,

Saat camn ,
Karbon Pasta Yapis1 Karbon pasta- Kiiciik pastanm
Rutenyum mediyatér tekrar elektrot
ve GaOX kangmu kahbma
doldurulmas:

Sekil 1. Biyosensor hazirlanmasinin sematik gosterimi

Biyosensoriin calisma prensibi

Gelistirilen biyosensoriin ¢alisma prensibi sekil 2°de sematize edilmistir. Buna gore GaOX D-
Galaktozu D-Galakto-hekzodialdoza yiikseltger. Rutenyum mediyator (Ru-Med) kompleksi GaOX’u
tekrar okside haline gevirirken kendisi indirgenir. Ru-Med rejenere etmek ve elektron transferini
hizlandirmak icin benzokinon ¢ozelti icerisindeki mediyatdr olarak kullanilmistir. Benzokinon Ru-
Med’den aldig1 elektronlarla hidrokinona indirgenitken hidrokinonun elektrot yiizeyinde
yiikseltgenmesi ile anodik pikte artis gozlenir. Yapilan ¢alismalarda tampon olarak 0.1 M KCl ve 1
mM benzokinon igeren pH:6 fosfat tamponu kullanilmistir. Ag/AgCl referans elektrodu, Pt tel
yardimci elektrot ve CPE-RuMed-GaOX elektrodu ise ¢alisma elektrodu olarak kullanilmustir.

ro—

FBmohnon r Ru-Med(red) ,.‘-i, GaOX (0x) \ D-Galaktoz
3 \ :
0
41
™
£ |
"

GaOX (Red) & D-Galakto-
Hidrokinon < Ru-Med(ox) hekzodialdor
S
Sekil 2. Biyosensoriin ¢aligma prensibi
BULGULAR VE TARTISMA

Galaktoz Biyosensoriiniin immobilizasyonuna liskin Bulgular

Sekil 3A’da gelistirilen Galaktoz biyosensoriiniin immobilizasyon asamalarina iliskin Ferri/Ferro
siyaniir prob c¢ozeltisinde alinmig dongilisel voltammogramlart (CV) yer almaktadir. Rutenyum
mediyator kompleksinin kullanildig1 elektrodun sinyal yogunlugunu ve pik tersinirligini yalin karbon
pasta elektrot (CPE) ile karsilastirildiginda ciddi oranda arttirdigi gozlenmektedir. Bu durum
Rutenyum mediyator kompleksinin karbon pasta yapisi igerisine iyi bir sekilde gectigini géstermesinin
yani sira iletkenliginin ne derece iyi oldugunu da gostermektedir. CPE-RuMed elektroda enzimin
ilavesiyle pik tersinirligi nispeten bozulmus ve sinyal yiikseklikleri diigmiistiir. GaOX’un yalitkan
dogas1 geregi pik yiiksekliginin diismesi beklenen bir durumdur ve enzimin pasta yapisi igerisine
immobilize oldugunu gosterir.
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A vio CPE-RuMed-GaOX —  CPE — 0 mM Galaktnz — 0.1 mM Galaktoz
— CPE-EuM 0,5 mM Galalktoz
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0,5 0,0 0.5 1,0 -amu_n 5 0,0 0.5 Lo
Potansivel (V) i Potansiyel (V)
C 0 0 mM galaktoz  — 0,05 mM galaktoz D 5. = 1 mg RuMed —2mgRu-Med
0,1 mM galaktoz —'g,25 mM galaktoz 4mg Ru-Med —' 8 mg Ru-Med
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Sekil 3: (A) Galaktoz biyosensoriiniin immobilizasyon asamalarina iligkin dongiisel voltammogramlar. pH:7.0 PBS (0.1 M KCl ve 5 mM
Ferri/Ferro Cozeltisi igeren) Tarama hizi: 50 mV/s, Sicaklik : 25 °C. CPE: Karbon pasta elektrot, RuMed: Rutenyum Mediyator
Kompleksi, GaOX: Galaktoz Oksidaz) (B) Galaktoz biyosensoriiniin galaktoz ilavesiz ve 0.1 mM ve 0.5 mM galaktoz eklemeleri
(ekleme sonrasi ¢ozelti icindeki konsantrasyonlari) sonrast alinan CV’leri. pH:6.0 PBS (0.1 M KCI ve 1 mM p-Benzokinon igeren)
Tarama hizi: 50 mV/s, Sicaklik : 30 °C. (C) Galaktoz biyosensoriiniin galaktoz ilavesiz ve 0.05 mM; 0.1 ve 0.25 mM galaktoz eklemeleri
(ekleme sonrasi ¢ozelti igindeki konsantrasyonlart) sonrasi alinan DP’leri. pH:6.0 PBS (0.1 M KCI ve 1 mM p-Benzokinon i¢eren)
Tarama hizi: 50 mV/s, Sicaklik: 30 °C. (D) Galaktoz biyosensdriiniin cevabina Rutenyum mediyator kompleksinin miktarinin etkisi.
Olgiimler amperometriktir. 0.25 mM galaktoz ilavesine iliskin amperometrik sonuglar

Galaktoz Biyosensériiniin Galaktoz Cevabina iliskin Bulgular

Sekil 3 B’de galaktoz biyosensoriiniin galaktoza verdigi cevabin dongiisel voltammetri sonuglar
Sekil 3 C’de bu sonugtan yola ¢ikarak hedef alinan anodik pike iliskin Differansiyel Puls
Voltammetrisi (DP) sonuglarina iliskin bulgular yer almaktadir. Optimizasyon ve karakterizasyon
calismalar1 DP ve amperometri teknikleri ile yapilmistir. DP Ol¢limleri substrat ilavesini takiben 3
dakikalik inkiibasyon sonrasi alinmis olup amperometrik 6l¢iimler ekleme aninda kaydedilen sonuglari
gostermektedir.

Biyosensor cevabina sicakligin etkisini incelemek amaciyla 20 - 40 °C arasinda g¢alisilmustir.
Biyosensor cevabi 30 °C’ye kadar artmis sonrasinda ise hemen hemen sabit kalmistir. Enzim
stabilitesinin yiiksek sicakliklarda azaldigi bilindigi igin 30 °C optimum sicaklik olarak se¢ilmistir.

Galaktoz Biyosensoriiniin Cevabina Rutenyum Mediyator Kompleksinin Miktarinin Etkisine
iliskin Bulgular

Rutenyum mediyator kompleksi bu projenin ozgiinliigiinii olusturdugu icin elektrot yapisi
icindeki miktarinin belirlenmesi 6nemlidir. Karbon pasta elelektrotlar 4 farkli Ru-Med miktarlariyla
hazirlanmis ve dlgiimler 0.25 mM galaktoz i¢in amperometrik yontemle alinmistir. Her 6lgiim 3 kere
tekrarlanmis ve ayni1 miktar igeren elektrotlar 2°li olarak hazirlanmistir. Sekil 3 D’ye bakildiginda Ru-
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Med kompleksinin kullanilmas1 verilen biyosensor cevabini da arttirmistir. 4 mg Ru-Med kullanilan
elektrotta alinan cevap tepe noktasint olustururken 8 mg Ru-Med’in kullanildig: elektrotla 4 mg’in
kullanildigina hemen hemen ayni cevap alinmistir. Ru-Med’in fazlasi elektrodun pasta yapisini
bozdugu gibi enzim-substrat iliskisi i¢in bir diflizyon bariyeri olusturmus olabilir.

Galaktoz Biyosensériiniin Dogrusal Tayin Arahigina Iliskin Bulgular

Gelistirilen galaktoz biyosensoriiniin dogrusal tayin araligina iliskin DP sonuglar1 ve o sonuglara
gore cizilen standart grafigi Sekil 4’de , sirali katim amperometri sonuglar1 ve o sonuglara gore ¢izilen
standart grafigi ise Sekil 5’de verilmistir. Her iki grafi§inde dogrusalligi validasyon kriterlerine
uymakla birlikte DP ile elde edilen sonuglarin dogrusallig1 ¢ok daha iyidir. DP 6l¢timleri 0.05-1.00
mM galaktoz konsantrasyonlart i¢in alinirken amperometri sonuglari ise 0.1-0.8 mM galaktoz
konsantrasyonlarina gore elde edilmistir.

140
=i ) mM _— y= 137,910 B35 i
140 i #ageag Y
—0,05 mM % 100 i
— 0,1 mM LE
— 0,25 mM |/ g o0 '
— 0,5 mM ﬁ 20 .

Akim (pA)

02 04 06 08 1 1.2
Galaktoz (mM)

0 0.2 0.4 0.6 0.5
Potansivel (V)

Sekil 4. Galaktoz biyosensoriiniin dogrusal tayin araligini belirlemeye yonelik DP sonuglart ve bu sonuglara gore ¢izilmis
standart grafigi

20
20 v=18,846x + 2.4079

16 *
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=
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Sekil 5. Galaktoz biyosensoriiniin dogrusal tayin araligini belirlemeye yonelik 0.1 mM galaktoz sirali katim amperometri
sonuglar1 ve bu sonuglara gore ¢izilmis standart grafigi
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Galaktoz Biyosensériiniin Tekrarlanabilirligine Iliskin Bulgular

Tekrarlanabilirlik bir analitik yontemin kesinligini gosteren bir parametredir. Biyoanalitik
yontem validasyon kriterlerine gore varyasyon katsayist %15’in altinda olmalidir. Bu ¢alismada 0.25
MM galaktoz DP yontemiyle 10 defa 6l¢iilmiis ve elde edilen DP’ler Sekil 6’da gdsterilmistir. Bu
calismada 0.25 mM galaktoz ortalamasi 0.24 mM, standart sapmas1 0.021 ve varyasyon katsayist %8.3
olarak bulunmustur. S6z konusu degerler validasyon kriterlerine uymaktadir (European Medicines
Agency & Ema, 2012).
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Sekil 6. Gelistirilen galaktoz biyosensoriiniin tekrarlanabilirligine iligkin DP sonuglar1.(n=10)

Galaktoz Biyosensoriiniin Girisim Etkisi Calismasina Tliskin Bulgular

Gelistirilen galaktoz biyosensoriiniin girisimci etkisi denemesi 0.5V’ta amperometrik 6l¢iim
yoluyla yapilmistir (Sekil 14). Deney kolay okside olabilen iirik asit, askorbik asit ve Ol¢limii
planlanan Ornek siit oldugu i¢in siitte bol bulunan kalsiyum ve laktozla yapilmistir. Sekil 7°de
goriilecege lizere galaktoz ilavesi ile akim artarken diger analitlerin ilavesi akimda kaydadeger bir fark
yaratmamistir. Son ilave edilen galaktoz icin elde edilen cevap ise ilk cevaba gore %S5 oraninda
azalmistir. Bunun nedeni diger analitlerin eklenmesiyle ¢ozelti hacminin artmasi ve galaktozun
derisimin gorece azalmasidir. Ancak %5’lik fark kabul edilebilir bir farktir.

12
0.1 mM
10 0,1 mM askorbik asit 0,1 mM 0lm
g | iirik asit 0,1 mM CnLﬂktUI Gal:
2 8 1 l
= |
% 6 10.1 mM
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Sekil 7. Gelistirilen galaktoz biyosensoriine girisimci etkisini gosteren amperometrik dlgiim.
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Ornek Denemesi ve Geri Elde Denemesine iliskin Bulgular
Ornek denemesi hem ticari satin alinan liyofilize serum drnegiyle (BIORAD) hem de laktozsuz

siitlerde standart katma yoluyla yapilmistir. Sonuglar Cizelge 1°de gosterilmistir. Hem liyofilize
serumda hem de laktozsuz siitte yapilan denemelerde %geri elde %100’e yakin ¢ikmistir. Bu da

yontemin dogru 6l¢lim yapabildigini gosterir.

Cizelge 1. Gelistirilen biyosensorle liyofolize serum ve laktozsuz siitte geri elde denemesi

Ornek Eklenen (mM) Biyosensorle bulunan (mM) % Geri elde
Serum (BIORAD) 0 0.15+0.012
0.25 0.39+£0.06 96
0.5 0.66 +£0.09 102
Laktozsuz Siit (25 kat 0 0.52+0.08
seyreltilmis)
0.25 0.79+0.11 108
Literatiirdeki Galaktoz Biyosensorleri ile Karsilastirma
Cizelge 2. Literatiirdeki galaktoz biyosensorlerinin kargilagtirmasi
Elektrot Cevap Siiresi  Tayin Arali@i  Tayin Limiti Duyarhhk Elektrot Referans
(s) hazirlama siiresi
PEP 5 2.0-16.0 mM 0.025 mM 1.75 pA/mM Yaklagik 26 saat  (Senel vd.,
2011)
PGVFc 5 2.0-20.0 mM 0.1 mM 23 nA/mM Yaksalik 26 saat  (Evik vd.,
2010)
PMP 4 2.0-20.0 mM - 15 nA/mM Yaklagik 1 saat (Ekinci &
Pasahan,
2004)
PVF 30 1.0-40.0 mM - 4.5 mA/mM Yaklagik 40 (Giilce vd.,
dakika 2002)
p(HEMA)/PPy 70 0.05-10 mM - 0.94 pA mM™! Yaklasik 1 saat (Brahim vd.,
2002)
PPEG 5 0-24 mM - 0.025 uA mM™! Yaklagik 30 (Sung &
dakika Bae, 2006)
ITO/EDOT 5 0.1-1.0 mM - 1.59 pA mM™! Yaklagik 1 saat (Lee vd.,
2011)
CPE/RuMed 5 0.05-1.0 mM - 20 pA mM™! Yaklagik 20 Bu ¢alisma
dakika

PGVFc, poly (glycidyl methacrylate-co-vinylferrocene); PMP, poly (4-methoxyphenol); PVF, polyvinylferrocene; PPy,
polypyrrole.; p(HEMA)/PPy, Polypyrole hidroksimetakrilat; PPEG, polipirol poli etilen glikol; ITO-EDOT, indium tin

oxide (ITO) glass electrode, 3,4-Ethylenedioxythiophene (EDOT)
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SONUC

Bu proje kapsaminda tayini Ozellikle galaktozemi tanisi, tedavisinin izlenmesi ve diyetin
kontrolii agisindan biiyiik 6nem tasiyan galaktoz i¢in yeni bir biyosensor sistemi gelistirilmistir. Bu
projede kullanilan Rutenyum mediyatoér kompleksinin biyosensor yapiminda kullanilmasina literatiirde
cok az rastlanilmis olmakla birlikte bu ¢alismayla ilk defa bir galaktoz biyosensoriinde ve ilk defa bir
karbon pasta elektrotla kullanimi gergeklestirilmistir. Gelistirilen biyosensdrle optimizasyon
calismalar1 0&0.9 V arasinda DP yontemiyle yapilirken sensoriin performansini gésteren deneyler hem
DP hem de 0.5 V’ta amperometrik Ol¢limler yoluyla gergeklestirilmistir. DP Sl¢timleri 3 dakikalik
karigtirmali inkiibasyon sonrasi alinirken amperometrik Ol¢limler galaktoz ilavesi ile anlik olarak
alimmistir. Calismada ayrica ¢alisma tamponu igerisinde elektron transferini hizlandirmasi ve Ru-
Med’in rejenerasyonu saglamasi agisindan 1 mM p-benzokinon mediyatér olarak kullanilmistir.
Immobilizasyon asamalarmi gosteren Sekil 3A’da Ru-Med yapisiin elektrot yapiminda
kullanilmasinin pik yiiksekligi ve kalitesine yaptig1 pozitif etki rahatlikla goriilebilmektedir.

Calisma kosullarinin optimizasyonunda optimum pH 6.5 ve optimum sicaklik 30 °C olarak
bulunurken her iki degerde literatiir verileriyle uyumludur ve kullanilan immobilizasyon tekniginin
galaktoz oksidaz enziminin ¢alisma kosullarini degistirmedigini gdstermektedir. Rutenyum mediyator
kompleksinin biyosensor cevabimna etkisini gosteren deneyde kullanilan rutenyum miktart ile
biyosensor cevabinin 4 mg’a kullanilana dek arttigi daha sonra ise sabit kaldigi anlasilmistir. Bunun
nedeni 4 mg’in fazlasinin pasta yapisini bozmasi ve enzim substrat iligkisi i¢in difiizyon bariyeri
olusturmasi olabilir.

Biyosensoriin performansin1 gosteren dogrusal tayin araligi denemesinde biyosensor cevabi
0.05-1.0 mM arasinda dogrusal ¢ikmistir. Bu aralik kan glukoz seviyelerinin tespiti i¢in yeterlidir.
Tekrarlanabilirlik denemesinde 0.25 mM galaktoz i¢in %VK 8,3 c¢cikmistir. Bu deger biyoanalitik
yontemler icin kabul edilebilir bir degerdir. Girisim etkisi denemesi amperometrik yontemle yapilmis
ve sonuglar Sekil 7°de gosterilmistir. Sekil 7°den de anlasilacagi lizere ayni konsantrasyondaki iirik
asit, askorbik asit, kalsiyum ve laktozun herhangi bir girisimi olmamistir. Bu sonug¢ gelistirilen
biyosensdriin ne denli segici oldugunu gosterir. Ornek denemesi hem liyofilize serum hem de
laktozsuz siit 6rneklerinde yapilmistir. Hem liyofilize serum hemde laktosuz siitte elde edilen % geri
elde sonuglar1 %100°e yakindir ve bu da gelistirilen biyosensdriin dogru dl¢lim yaptigini gdsterir.

Son olarak Cizelge 2’de literatiirde var olan galaktoz biyosensorleriyle bu ¢alismada gelistirilen
biyosensor tayin aralifi, cevap siiresi, duyarliblk ve elektrot hazirlama siiresi agisindan
karsilastinilmistir. Cizelge 2’ye gore bu ¢alismada gelistirilen biyosensoriin tayin araligi digerleri ile
benzerlik gostermekle birlikte cevap siiresi olduke¢a kisa, duyarliligr yiiksek ve en 6nemlisi digerlerine
nazaran oldukga basit ve hizli bir elektrot hazirlama siiresine sahip olma gibi avantajlart mevcuttur.

Cikar Catismasi
Makale yazarlari aralarinda herhangi bir ¢ikar catismasi olmadigini beyan ederler.

Yazar Katkisi
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini beyan ederler.
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