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Oz

Bu ¢alismada, sularda ve havada izlenmesi gereken 6nemli kirletici parametrelerinden olan formaldehitin giivenli, segici, hassas ve hizli
olgtilmesi amaciyla polipirol film ile hazirlanmis ¢alisma elektrodundan olusan formaldehit biyosensort gelistirilmistir. Formaldehit
dehidrogenaz enzimi polipirol film bogluklarina adsorbe edilerek elektroda baglanmugtir. Sistemin sinyal glicini artirmak amaciyla
elektron aracist olarak naftokinon kullanilmistir. Dizayn edilen biyosensérden yiiksek performansta sinyal alinabilmesi i¢in onemli
parametreler optimize edilmistir. Biyosensor analitik parametreleri hesaplanarak elde edilen sonuglar tartigilmigtir. Biyosensor ile, sulu
ortamlarda ppb seviyesindeki formaldehit konsantrasyonlar1 12 saniyede ve yiiksek hassasiyetle 6lgtilebilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyosensor, Formaldehit, Formaldehit debidrogenaz

Abstract

In this study, a formaldehyde biosensor comprised of working electrode prepared with Polypyrrole film has been developed in order
to get safe, selective, sensitive and fast detection of formaldehyde which should be detected in water and air as an important pollutant
parameter. The enzyme formaldehyde deyhdrogenase has been immobilized onto the electrode by the adsorption into the pores of the
Polypyrrole film. Napthoquinone has been used as an electron mediator to improve the power signal of the system. The important
parameters have been optimized to get high-performanced signals from the designed biosensor. Results obtained from the calculation
of the analytical parameters have been discussed. Formaldehyde concentrations at ppb level in aqueous mediums could be measured
with high sensitivity at 12 seconds by the biosensor.
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1. Giris

Formaldehit, yapistirict ve mobilya imalatinda kullanilan,
aymi  zamanda kozmetik, deterjan, boya ve yalitim
malzemeleri icerisinde bulunan 6nemli bir kirleticidir.
Ucucu kimyasal bir kirletici olan formaldehitin havadaki
konsantrasyonu 200 ppb’in tzerine ¢iktiginda gozlerde ve
burunda tahrise, 5 ppm’in Uzerine ¢iktiginda ise solunum
glcligine neden olmaktadir (Descampsa et al. 2011).
Formaldehitin konsantrasyonu normalde i¢ ortam ve
dig ortam havasinda 0.03 ppm mertebesinde olmasina
ragmen, ortamin nem, sicaklik ve hava akimi bu degeri
artirabilmektedir. Yeni yapilan evlerde konsantrasyon 3 ppme

kadar ulagabilirken, 10 yillik evlerde bu degerin 0.2 ppm
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oldugu rapor edilmigtir. Endustriyel bolgelerde, atmosferde
bulunan formaldehit konsantrasyonu genellikle 0.005-0.6
ppm aralifindadir (Kataky et al. 2002). Yagis miktari ve
hacmi degisken oldugundan, havas: kirli bolgelerin yagmur
sularinda bulunan formaldehit konsantrasyonu hakkinda
net bir deger vermek giictiir. Ornegin, Izmir bolgesinde
yapilan bir ¢alismada 27 yagmur suyu analizinde 6lgilen
formaldehit konsantrasyonlarinin 10-304 ppb araliginda
degisim gosterdigi rapor edilmistir (Seyfioglu et al. 2006).

Formaldehit analizi i¢cin kullanilan baglica analitik metotlar
yiksek performans sivi kromotografi, gaz kromotografisi,
ultraviyole, iyon kromotografisi ve florometredir. Bu metot-
larda genellikle 6rnek i¢inde bulunan farkli maddelerin giri-
simleri s6z konusudur ve analizler uzun sirede sonug verip,
anlik 6lgtimler icin elverigli olmamaktadir (Korkut Ozoner
et al. 2013). Enzim iceren elektrokimyasal biyosensorler,
tormaldehit 6l¢timleri i¢in yiiksek hassasiyet ve segicilikte,
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yerinde ve hizli 6lgiim yapabilme 6zelliginde oldugundan
iyi bir alternatif metottur (Herschkovitz et al. 2000, Korpan
et al. 2000, Vianello et al. 2007). Formaldehit dehidrogenaz,
formaldehit ile reaksiyona giren nikotinamid adenin diniik-
leotit (NAD) bagimli bir enzim oldugundan, formaldehit
dehidrogenaz tabanh biyosensorlerde formaldehit 6l¢iimi
yapabilmek i¢in ortamda mutlaka NAD* kofaktéri bulun-
malidir. Biyosensorde, enzim, formaldehit ile reaksiyona gir-
meden 6nce NAD*, NADH formuna indirgenmektedir. Bu
sistemlerde gozlemlenen bir sorun, olusan NADH kofakto-
rinin, elektrot yiizeyinde tekrar NAD"ya oksitlenmesinin
yetersiz olusudur. Ciinkii, NADH’1n elektrokatalitik oksi-
dasyonu ¢ok ytiksek potansiyelde ger¢eklesmektedir ve bu
potansiyelin elektroda uygulanmasi sonucu numune i¢inde
bulunan bagka maddelerin oksidasyonu 6l¢ime girigim
yapabilmekte, ayrica elektrot yiizeyinde istenmeyen meta-
bolit birikimleri olugabilmekte, sonu¢ olarak formaldehit
biyosensorlerinde 6l¢iim hassasiyeti diismektedir (Gebicki
et al. 2004, Bareket et al. 2010). Bu sorunun énlenmesi ve
biyosensérde 6l¢tim yapilabilmesi sisteme bir elektron araci-
stnin (redoks aktif) dahil edilmesiyle saglanabilir. Elektron
aracilari, enzim ve elektrot arasinda gergeklesen elektron
akigin1 hizlandirdigindan dolay: sisteme uygulanacak potan-
siyel degerini digtrerek 6lgtim hassasiyetini artirir (Can et
al. 2012).

Bu c¢aligmada, ¢aligma elektrodu ylizeyinde iletken bir
polmer olan Polipirol elektrokimyasal olarak sentezlenerek
ve formaldehit dehidrogenaz enzimi, polimer filmin por
bogluklarina adsorbe edilerek sulu ortamlarda bulunan
dayali bir

biyosensér dizayn edilmigtir. Sistemde, elektron aracist

formaldehit konsantrasyonunun ol¢limiine

olarak naftokinon kullanilmistir. Formaldehit 6l¢imi i¢in
biyosensor analitik parametreleri hesaplanmigtur.

2. Gereg ve Yontem
2.1. Kimyasallar

Calismada, formaldehit dehidrogenaz (1-6 U/mg kat1) (FDH),
sodyum dodesil silfat (SDS), pirol (v/v %99), naftokinon
ve nikotinamid adenin dintkleotit (NAD*) Sigmadan,
dipotasyum hidrojen fosfat ve potasyum dihidrojen fosfat
Merck'ten, formaldehit %37) Flukadan temin
edilmigtir.

2.1. Elektrokimyasal Olgiimler

(v/'w

Biyosensor diizenegi, ti¢li elektrot sistemi, cam reaksiyon
hiicresi ve bir potansiyostattan (CHI 1040B marka)
olugmaktadir. Uglii elektrot sistemi, 3 mm ¢apinda bir camst
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karbon c¢alisma elektrodundan, bir pilatin ¢ubuk kargit
elektrottan ve Ag/AgCl (3 M KCI) referans elektrodundan
(CH Instruments
edilmistir). Calisma elektrodu ve karsit elektrot yuzeyleri

olugmaktadir firmasindan  temin
her kullanimdan 6nce, farkli bityaklikteki zimparalardan ve
0.05-0.3-1 mikron boyutundaki y-aliminyum tozlarindan
olugan elektrot temizleme kiti ile temizlenmigtir. Biyosensor
olctimleri igin, tGgli elektrot sistemi, NAD* ve naftokinon
iceren 10 mL’lik 0.1 M, pH 8 fosfat tamponundan olusan
reaksiyon ortamina daldirilmis, potansiyostata sabit bir
caligma potansiyeli uygulanarak sistem ¢alistirilmistir.
Elektrot yiizeyinden gecen akim degeri dengeye geldikten
sonra 100 rpm’lik karigtirma altindaki hiicre ortamina
artan konsantrasyonlarda formaldehit ¢ozeltisi eklenerek
biyokimyasal reaksiyon sonucu olusan akim degerleri
potansiyostatta 6l¢ilmisgtir.

2.2 Caligma Elektrodunun Hazirlanig

Cams1 karbon ¢alisma elektrodu yiizeyinde elektropoli-
merizasyon metoduyla pirol polimerizasyonu i¢in saf suyla
hazirlanmig 0.01 M’lik pirol ¢ézeltisinin 5 mUsine 0.3 mg
FDH enzmi ve 3 mg SDS eklenerek ortam karigtirilmistur.
Uglii elektrot sistemi cam reaksiyon hiicresine daldirilarak 0
ile +1.2 V’luk potansiyel araliginda ve 100 mV/s’lik tarama
hizinda doéniigiimli voltametri metodu kullanilarak 45 sani-
yelik stirede elektrot yiizeyinde enzim immobilize edilmis
Polipirol biyofilmi kaplanmugtir.

3. Bulgular ve Tartigma
3.1. Igletme Kogullarinin Optimizasyonu

Dizayn edilen biyosensérden alinan sinyal, ilk olarak for-
maldehitin (CH,0) NAD bagimli formaldehit debidrogenaz
enzim reaksiyonuyla formik aside (CHOOH) dénisimi-
ne ve bu reaksiyonlar sonucu olusan NADH’in naftoki-
non (NQS) elektron aracisi yardimiyla amperometrik ola-
rak belirlenmesine baglidir. Reaksiyonlar siresince NAD-,
NADH’a indirgenirken, formaldebit dehidrogenaz, formal-
dehitin formik aside oksidasyonunu gergeklestirmektedir.
Ortama eklenen elektron aracist naftokinon NADH’1 tek-
rar NAD"ya oksitlerken, kendisi elektrot yiizeyinde indir-
genmektedir (NQSH,). Sistemde elektron aracisinin siirekli
olarak reaksiyonlara katilabilmesi NQSH,'nin tekrar NQS
formuna oksidasyonuyla saglanabilir. Bu durumda ¢aligma
elektroduna NQSH 'nin NQS formuna oksitlenebilecegi
potansiyel degeri uygulanmalidir. Elektrot ylizeyinde ger-
ceklesen reaksiyonlar Sekil 1'de gosterilmistir.

NQSH, nin tekrar NQS formuna okside edildigi en etkili

uygulama potansiyelinin belirlenmesi i¢in, tgli elektrot
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Sekil 1. Formaldehit 6l¢timt igin naftokinon
varliginda elektrot yiizeyinde gergeklesen
biyokimyasal reaksiyonlar.
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Sekil 2. Calisma elektroduna uygulanan potansiyelin biyosensor
sinyali tizerine etkisi.

sistemi 0.5 mM NAD* ve 1 mM NQS igeren 0.1 M pH
8 fosfat tamponunun 10 mDsine daldirilmistir. Cihaz,
sirastyla -0.12 ve -0.25 V’luk potansiyel arahiginda degisen
farkli potansiyeller altinda ¢alistirilmig, her potansiyel
degerinde reaksiyon hiicresine 45 pM’lik formaldehit
eklemesi yapilarak biyosensorden elde edilen akim sinyalleri
kaydedilmistir. Uygulanan her potansiyel degerinde elde
edilen akim degisimleri potansiyel degerlerine kars
grafige gegirilmis ve Sekil 2'de gosterilmisti. NQSH 'nin
elektrot yizeyindeki oksidasyon akim: -0.12 V'dan -0.2
V’a kadar hizli bir sekilde artmis ve bu voltaj degerinden
sonra oksidasyon akiminda digis gozlenmistir. En yiiksek
oksidasyon akimina -0.2 V’luk potansiyel degerinde
ulagildigindan, formaldehitin 6l¢imi i¢in uygulanacak
potansiyel degeri -0.2 V olarak se¢ilmistir.

Dizayn edilen biyosensérde enzimin kofaktorii olan
NAD* konsantrasyonunun formaldehit sinyaline etkisinin
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incelenmesi ve optimum konsantrasyonun belirlenmesi
i¢in, 1 mM NQS igeren 10 mLlik 0.1 M pH 8 tampon
ortamlarina ayri ayr1 konsantrasyonu sirastyla 0.1-0.25-0.5-
1ve 1.5 mM olacak sekilde NAD* eklenerek 6l¢tim ortamlar:
hazirlanmigtir. Her 6l¢tim ortaminda ¢alisma elektroduna
-0.2 V’luk potansiyel uygulanarak 45 pM formaldehit
eklemesi yapilmistir. Artan konsantrasyonda NAD" iceren
reaksiyon ortamlarindan formaldehit eklemelerine kars:
elde edilen akim degerleri Sekil 3'de verilmistir. Enzimatik
reaksiyonun en etkin gerceklesebildigi ve bunun sonucu
olarak da maksimum akim degerinin elde edildigi NAD*
konsantrasyonu 0.5 mM olarak belirlenmis, daha yiiksek
konsantrasyonlarda biyosensér akim degerlerinin distigi
gozlenmistir. Yiksek NAD* konsantrasyonlarinda akim
degerlerindeki dugsistin nedeni NAD*1n, elektrokimyasal
NADH etkisi
gostermesi olarak yorumlanabilir (Shimomura et al. 2008,
Gorton et al. 1992).

oksidasyon  reaksiyonuna

inhibisyon

Biyosensorde yiiksek sinyaller alabilmek icin kullanilan
elektron aracisi maddenin miktari, elektrokimyasal reaksi-
yonlarda hizli ve etkili elektron transferinin saglanabilmesi
acisindan olduk¢a onemlidir. Bir biyosensor sisteminden,
elektron akisi zorlanmadigi ve maksimum hizda gergek-
lestigi stirece 6l¢imu yapilan analitin ortama eklenmesiy-
le yiiksek sinyaller alinabilir. Bu nedenle, ¢aligmada dizayn
edilen formaldehit biyosensoriinde elektron aracist olarak
kullanilan naftokinon (NQS) konsantrasyonunun, elektrot
yizeyinde gerceklesen redoks reaksiyonlar: sonucu salinan
elektron akigina etkisi incelenmis ve sistem i¢in optimum
konsantrasyon belirlenmigtir. Bu amagla, 0.5 mM NAD*
iceren 10 mI’lik 0.1 M pH 8 tampon ortamlarina ayr1 ayri,
konsantrasyonu sirastyla 0.25-0.5-0.75-1 ve 1.5 mM olacak
sekilde NQS eklenerek 6l¢iim ortamlart hazirlanmigtir. Her
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olgtim ortamina, -0.2 V’Iuk potansiyel altinda 45 pM for-
maldehit eklemesi yapilmus, biyosensorden elde edilen akim
degerleri kaydedilmigtir (Sekil 4). NQS konsantrasyonu 1
mM’a kadar arttik¢a elektron transfer hizinin artmasina
bagli olarak akim degerleri artmig, 1.5 mM’Iik NQS kon-
santrasyonundan da yaklagik ayni akim degerleri elde edil-
mistir. NQS konsantrasyonunun 1 mM olmas1 biyosensorde
gerceklesen elektrokimyasal redoks reaksiyonlari i¢in en et-
kili dozdur ve sistem i¢in yeterlidir.

3.2. Biyosensorle Formaldehit Olgiimii

Bolim 2.2deki gibi hazirlanan biyosensér ¢aligma
elektrodunda bagli bulunan enzimin miktar:1 Bradford
Protein Analizi (Bradford 1976) metodu kullanilarak 120
pg olarak hesaplanmigtir. Formaldehit olg¢timleri yapilan
biyosensor ¢alisma ortaminda da ayni metotla protein analizi
yapilmis, ¢alismalar boyunca elektrottan enzim kagaginin
olmadig: tespit edilmigtir. Gelistirilen biyosensor ile farkl
konsantrasyonlardaki formaldehitin 6l¢timii kesikli ortamda
100 rpmr’lik karistirma hizinda -0.2 V ¢aligma potansiyeli
uygulanarak yapilmistir. Bunun i¢in 0.5 mM NAD* ve
1 mM NQS igeren 0,1 M pH 8 fosfat tamponunun 10
mDsine sirasiyla 10-200 pM  konsantrasyon araliginda
formaldehit eklemeleri yapilmistir. Eklemeler sirasinda elde
edilen akim degerleri amperometrik akim-zaman grafigi
olarak Sekil 5de gosterilmistir.

Amperometrik akim-zaman grafikleri kullanilarak her
bir ekleme sonunda elde edilen akim degisimleri ekleme
konsantrasyonlarina kars1 grafige gecirilmis ve formaldehit
i¢in bir kalibrasyon egrisi ¢izilmigtir (Sekil 6). Formaldehit
kalibrasyonundaneldeedilenbiyosensoranalitikparametreleri
Cizelge 1de verilmistir. Biyosensérdeki akim degisimleri,
artan formaldehit konsantrasyonuyla dogrusal bir iligki
gostermistir (y= 8.10°x+3.10%, R%: 0.992). Bu sonuca gore
biyosensoriin 6l¢iim yapabildigi formaldehit konsantrasyonu
aralign 10-165 pM (0.3-4.95 ppm)dir. Biyosensoriin cevap
verebildigi en ki¢ik konsantrasyon degeri belirleme
limiti olarak (LOD) adlandirilir. Belirleme limiti [3s, /m]
formiili ile hesaplanmistir (Hasebe and Osteryoung 1975).
Burada m analit icin hazirlanmis kalibrasyon egrisinin
dogrusal alariktaki egimini (6lgtim hassasiyet degeri), s,
ayn1 konsantrasyondaki analitin reaksiyon ortamina ard arda
eklenmesiyle olusan akim degisimleri arasindaki standart
sapma degerini gostemektedir. Biyosensor i¢in belirleme
limiti 2 pM (60 ppb) olarak hesaplanmigtir. Yiksek
redoks kapasitesine sahip bir redoks polimeriyle dizayn
edilen formaldehit biyosensér ¢aligmasinda LOD degeri 1
mM (Herschkovitz et al. 2000), Polivinilpiridin polimerr
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Sekil 4. Naftokinon (NQS) konsantrasyonunun biyosensér sinyali
lzerine etkisi.
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Sekil 5. Artan konsantrasyonlarda formaldehit eklemeleri sonucu
biyosensorden elde edilen akim degerleri.
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Cizelge 1. Olgiim analitik parametreleri.
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Sekil 6. Biyosensorden elde edilen formaldehit kalibrasyon egrisi.

tabanli bagka bir ¢caligmada ise, bu deger 3 pM olarak rapor
edilmistir (Demkiv et al. 2008). Caligmamizda dizayn
edilen biyosensor sistemi ile ppb seviyelerindeki formaldehit
konsantrasyonlar: tespit edilebilmekte, ayrica gelistirilen
biyosensor, havasi kirli bélgelerin yagmur sularindaki
formaldehit konsantrasyonunun saniye bazinda él¢tilmesine
olanak saglamaktadur.

Biyosensor sistemlerinde 6l¢im hassasiyeti genel olarak
enzimin analite ilgisine, kullanilan iletken polimerin ¢esidine,
enzim immobilizasyon metoduna, iletkenlige ve enzimatik
reaksiyonla olusan triinlerin stabilitesine baghdir. Dizayn
edilen biyosensérde formaldehit icin Sekil 6'da verilen
kalibrasyon egrisinin egimini olan 6lglim hassasiyeti 8 nA/
pMdir (0.27 nA/ppb). Elektrot yiizeyinde reaksiyona giren
enzimin miktar: bircok formaldehit biyosensor ¢aligmasina
gore az (120 pg) olmasina ragmen, bu ¢alismalara kiyasla elde
edilen 6l¢tim hassasiyetinin yiksek oldugu anlagilmaktadir
(Zhen et al. 2007, Achmann et al. 20082, Hammerle et al.
2008, Shimomura et al. 2008, Ben Ali et al. 2007). Ayrica
bu ¢aligmalarda baglanan enzim miktar1 mg mertebesinde
ve ¢aligma elektrotlarinin yiizeyleri ¢aligmamizda kullanilan
elektrot yiizeyinden oldukga genistir. Ornegin, 15 mm
capinda (25 kat fazla ylizey alanina sahip) grafit elektrot
kullanilanarak hazirlananan bir formaldehit biyosensori
caligmasinda elektrot yiizeyinde bagli bulunan enzim
miktar1 1.2 mg (10 kat fazla enzim baglanmag) gibi yiiksek

bir miktar olmasina ragmen Ol¢lim hassasiyetinin bu

Karaelmas Fen Miih. Derg., 2016; 6(1):35-40

calismaya goére sadece 1.6 kat (13 nA/uM) fazla oldugu
rapor edilmigtir (Achmann et al. 2008b). Osmium tabanl
redoks polimeri kullanilarak yapilan bagka bir ¢alismada
potasyum ferrisiyaniir, metilen mavisi, ferrosen ve prusyan
mavisi elektron aracilari olarak sistemde kullanilmig ve
formaldehit i¢in 6l¢lim hassasiyeti sadece 0.00253 nA/
pM olarak hesaplanmistir (Dembkiv et al. 2008). Elektriksel
iletkenligi yiiksek ve son zamanlarin gézde nanomateryali
olan karbon nanotiiplerle hazirlanmig bagka bir ¢alismada
ise hassasiyetin 0.6 nA/pM oldugu belirtilmistir (Bareket
et al. 2010). Formaldehit i¢in gelistirilmis diger biyosensor
0.002-5 nA/pM
arasinda degisim gostermistir (Herschkovitz et al. 2000,
Hammerle et al. 2008, Shimomura et al. 2008). Literatiire
kiyasla, elde ettigimiz yiiksek 6lgiim hassasiyeti, enzim ve

caligmalarinda  6lgim  hassasiyetleri

elektrot arasinda gerceklesen elektron transferinin, NQS
elektron aracisinin varhigiyla hizlandirilmasina ve enzim
immobilizasyon metodunun iliml sartlarda ve enzimi fazla
yipratmadan gerceklestirilmis olmasina dayandirilabilir.
Calisgmamizda enzim immobilizasyonu, polimerizasyon
sirasinda enzimi polimerde olusan ¢apraz bag aglari arasinda
hapsedilmesi suretiyle saglanmis, enzim kimyasal olarak
yuzeyde bag yapmamugtir.

Dizayn edilen biyosensor, formaldehiti 12 saniye gibi kisa
bir stirede 6lgebilmistir. Biyosensoriin igletme kararliliginin
tespiti i¢in, 0.5 mM NAD* ve 1 mM NQS igeren 0,1 M
pH 8 fosfat tamponunun 10 mDsine -0.2 V’luk ¢alisma
potansiyeli altinda, ard arda 20 defa 45 uM’lik formaldehit
eklemeleri yapilmis ve elde edilen akim degisimlerinin %
standart sapma degeri (RSD) 1.5 olarak hesaplanmugtir.
%RSD degerinin kiigiik oldugu gorilmistiir ve bu deger
biyosensortin Olgtimler arasi kararhliginin iyi oldugunu
gostermigtir.

4. Sonug

Caligmada iletken Polipirol film ile kapli ¢aligma elektro-
dundan olugan bir formaldehit biyosensori gelistirilmigtir.
Biyosensériin formaldehit icin dogrusal 6l¢iim aralig: 10-
165 pM (0.3-4.95 ppm), belirleme limiti 2 pM (60 ppb),
%RSD 1.5 ve ol¢im hassasiyeti ise 8 nA/pM (0.27 nA/
ppb) olarak hesaplanmustir. Biyosensére 120 pg enzim
baglanmis ve formaldehit él¢timleri 12 saniye gibi kisa bir
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sirede tamamlanabilmigtir. Sistemden elde edilen analitik
parametreler, dizayn edilen biyosensoriin formaldehiti hizl
ve yiksek hassasiyetle Slctiigiinii gostermistir. Olgiimler-
de naftokinonun (NQS) kullanilmas: sayesinde, enzim ve
elektrot arasinda gerceklesen elektron akigt hizlandirilmig ve
biyosensoriin formaldehite kars: yiiksek sinyaller Gretilmesi
saglanabilmistir.
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