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Etanol tayini Icin Boletus edulis doku homojenati temelli yeni bir amperometrik
biyosensor

Didem Tuncay'!, Hakki1 M. Ozcan 2, Hiilya Yagar 3
(0)/

Bu caligmada, yenilebilir bir mantar olan Boletus edulis’in doku homojenati kullanilarak, etanol tayini i¢in
doku temelli amperometrik bir biyosensor gelistirildi. Bu amacla; mantar doku homojenati, jelatin ve ¢apraz
baglayici ajan glutaraldehit yardimiyla camsi karbon caligma elektrotu iizerine immobilize edildi.
Biyosensdr cevabi iizerine pH ve sicakligin etkisi arastirildi. Immobilizasyon kosullarinim optimizasyonu
icin; doku homojenatt miktari, jelatin miktar1 ve glutaraldehit konsantrasyonu belirlendi. Optimum
kosullarda hazirlanan B. edulis doku temelli biyosensoriin etanol i¢in dogrusal tayin araligi, 5.0-150 mM
ve tayin simiri, 2.5 mM olarak bulundu. Ayrica, biyosensoriin tekrarlanabilirlik ¢alismalari sonucunda,
varyasyon katsayisi (V.K.) ve standart sapma (S.S.) degerleri sirasiyla % 0.7212 ve +0.7209 (n=10) olarak
hesaplandi. Biyosensoriin depo kararliligi incelendi ve +4 °C’deki depolamanin 20. giiniinde aktivitesinin
% 76.3’linlin korudugu gozlendi. Hazirlanan biyosensor, etanol derisimi bilinen 6rneklerin analizi igin
kullanildi.

Anahtar Kelimeler: Doku biyosensorii, Etanol, Amperometrik biyosensor, Boletus edulis

A new amperometric biosensor based on tissue homogenate of Boletus edulis for
ethanol determination

ABSTRACT

In this study, an amperometric biosensor based on tissue for ethanol determination was constructed using
tissue homogenate of Boletus edulis which is an edible mushroom. For this purpose, tissue homogenate of
mushroom was immobilized onto the glassy carbon electrode using gelatin and glutaraldehyde which is
cross-linking agent. Effects of pH and temperature on biosensor response were investigated. The amounts
of tissue homogenate, amounts of gelatin and glutaraldehyde concentration were determined for
optimization of immobilization conditions. The linear range for ethanol was 5.0-150 mM and the detection
limit was 2.5 mM, of biosensor based on B. edulis tissue prepared under optimal conditions. Also, in
repeatability studies, variation coefficient (C.V.) and standard deviation (S.D.) were calculated as 0.7212
% and +0.7209, respectively. The biosensor retained 76.3% of its original activity after 20 days of storage
at +4 °C. The prepared biosensor was used for analysis of ethanol samples with known concentrations.
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1. GIRIS (INTRODUCTION)

Canli sistemlerin en 6nemli bilesenlerinden biri
olan enzimler, hiicre metabolizmasinda
gerceklesen kimyasal doniistimlerin neredeyse
timiini  kataliz etmektedirler. Katalitik
aktivitelerinin dogas1 ve spesifitesi, onlar1
analizler i¢cin miikemmel bir ara¢ yapmaktadir.
Enzimatik tepkimelerin, spektrofotometrik veya
elektrokimyasal metotlarla kolaylikla izlenebiliyor
olmasi da enzimatik c¢alismalar i¢in oldukc¢a
Oonemli bir avantajdir [1].

Enzimler, biyosensorlerde en yaygin kullanilan
biyoalgilama materyalleridir. Canl1 sistemlerle
ilgili birgok maddenin analizinde kullanilabilecek

binlerce enzimin varli§i, pratik ve ticari
uygulamalar icin enzim elektrotlarinin
Ustlinliiginic  ortaya  koymaktadir.  Dogada

2.500’den fazla enzim tespit edilmistir. Ancak,
kullanilacak enzimin bulundugu kaynaktan saf
olarak elde edilmesi son derece karmasik, zaman
alici, oldukca maliyetli islemlere gerek duymakta
ve enzimlerin aktivitelerinde diisiislere neden
olabilmektedir. Ayn1 zamanda, enzimlerin aktivite
gosterebilmesi  i¢in  reaksiyon  ortaminda
kofaktdr/koenzim sistemlerine ihtiya¢ vardir [2].
Doku temelli biyosensorler, bu tip giigliiklere kars1
alternatif bir yontem olarak gelistirilmistir.
Dokular, enzimleri dogal cevreleriyle birlikte
bulundurduklari i¢in saflagtirma, kofaktor vb. gibi
maliyetlere  gerek  duymadan  biyosensor
tasariminda kullanilabilmektedir [3].

Giliniimlizde, yenilebilir mantar, bitkisel ve
hayvansal dokular kullanilarak tasarlanan farkli
doku temelli biyosensorler ile ilgili caligmalara
rastlanmaktadir. Agaricus bisporus [3] [4], Muz
kabugu [5] salgam [6], 1spanak [7], ebegiimeci [§],
farelerin tat alma cisimcigi [9] ile hazirlanan
biyosensorler bunlar arasinda yer almaktadir.

Sapkali mantarlar, 6zellikle hayvansal ve bitkisel
artiklarin ¢iliriime islemlerinden sorumlu oksidatif
enzimlerin O6nemli kaynaklarindandir. Boletus
edulis, Boletaceae familyasindan yenilebilen bir
sapkali mantar tiiridiir. Bolet, Latincede “iistiin
mantar”’; edulis, “yenebilen” anlamindadir.
Oldukca lezzetli ve hos kokulu olan bu mantar
tiiri, Avrupa, Asya ve Amerika’nin kuzey
bolgelerinde siklikla yetismektedir. Ulkemizde
“Ay1” veya “Corek” mantari, yurt disinda
“Corek”, “Cep” veya “Por¢ini” mantar1 olarak
isimlendirilmektedir. Haziran-Agustos aylari ile
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Eylil-Kasim aylar1 arasinda mese, hus, kayn,
cam, ladin agaclarinin altinda ve ¢evresinde, asidik
yapili topraklarda, ormanlik yollarin kenarlarinda
ve clrlimiis yapraklarin altinda bol miktarda
gorilmektedir [10]. Literatiir incelendiginde, B.
edulis doku temelli etanol biyosensorii ile ilgili bir
caligmaya rastlanmamaistir.

Etanol tayini, farkli endiistriyel ve biyoteknolojik
uygulamalar i¢in olduk¢a 6nem tasimaktadir. Bu
uygulamalar arasinda; alkollii icecekler, gida
maddeleri, kozmetik ve farmasotik iiriinlerin
analizleri sayilabilir [11-12]. Bunlara ek olarak,
klinik ve adli tipta yapilan analizler, tarim ve ¢evre
ile ilgili analizlere yonelik uygulamalar da 6nem
tasimaktadir [1, 13]. Etanol tayini igin; gaz
difiizyon siirekli akis enjeksiyon analizi (FIA),
[14], elektroanaliz [15], FIA-elektroanalitik tayin
[16], Infrared (IR) spektroskopisi [17],
amperometrik yontemler [18], direkt enjeksiyonlu
gaz  kromatografisi (GC)/alev  iyonizasyon
dedektorlii (FID) [19], Gaz Fazi Ayrimhi (Head-
space) Sivi Enjeksiyon Sistemli GC/FID [20],
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)/
Fourier Dontisiimlii (FT) IR [21], HPLC [22],
filtrelenmis modlu 151k algilama [23], Gaz Fazi
Ayrimli (Head-space) Sivi Enjeksiyon Sistemli
GC/kiitle spektrometresi [24], FT-yakin infrared
(NIR) spektrometresi ve FT-Raman
spektrometresi [25] gibi birgok analitik metot
Onerilmistir.  Ancak, bu metotlar zahmetli
ekstraksiyon ve On ayirma islemlerine gerek
duymaktadirlar ve kullanilan cihazlar kompleks ve
pahalidir. Bu nedenle, son yillarda etanol tayini
icin basit, ucuz, duyarli, cabuk sonu¢ veren ve
yiiksek secicilige sahip biyosensorler
gelistirilmektedir [17]. Literatiirde, etanol tayini
icin; alkol oksidaz [12, 26-27], alkol oksidaz-
peroksidaz  bienzim sistemi [28-29], alkol
dehidrojenaz [1, 11, 30-33] gibi enzim temelli
biyosensorler gelistirildigi bildirilmektedir.

Alkol oksidaz (AOX; Alkol:O; oksidorediiktaz,
EC 1.1.3.13), alkollerin aldehite doniisiimiiniin
katalizinden sorumlu diisiik molekiil agirlikli bir
enzimdir. Tepkime sirasinda serbest O>’ni elektron
alicist  olarak  kullanan  oligomerik  bir
flavoproteindir. Esitlik (1), alkol oksidazin kataliz
reaksiyonunu  gostermektedir. O2’nin  giicli
oksitleyici 0zelligi nedeniyle bu tepkimeler tek
yonliidiir. Bu reaksiyon sirasinda, flavin adenin
diniikleotit molekiilii (FAD) kofaktér gorevi
gorerek FADH»’ye indirgenir ve molekiiler
oksijenin hidrojen perokside doniisimi ile
yeniden dogal formuna yiikseltgenir.
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RCH,OH+0, 495 RCHO+H20; (1)
Oksidaz katalizli tepkimelerin takibi icin

kullanilan klasik yollar, O> derisimindeki azalma
veya H>O» derisimindeki artigin 6l¢iilmesidir [34].

Bu calismada, etanol tayini i¢in O> derisimindeki
azalma takip edilerek B. edulis doku homojenati
temelli bir biyosensor gelistirilmesi amaglandi.

Biyosensoriin ¢alisma kosullar1 (pH, sicaklik) ve
tasarimma ait (doku miktari, glutaraldehit
konsantrasyonu ve jelatin konsantrasyonu) bazi
parametreler optimize edildi.

Tasarim ve optimizasyon denemeleri
gerceklestirildikten sonra biyosensoriin dogrusal
tayin araligi, tekrarlanabilirlik ve depo kararlilig
gibi analitik oOzellikleri de belirlendi. Ayrica,
standart ekleme metodu kullanilarak 6rnek analizi
gerceklestirildi.

2. DENEYSEL CALISMALAR
(ASSAYS)

2.1. Kimyasallar (Chemicals)

Bu calismada, Kirklareli-Demirkdy c¢evresinden
temin edilen, yenilebilir B. edulis mantarlar
kullanildi. Mantarlar kullanilana kadar -80 °C’de
depolandi.

Immobilizasyon islemlerinde kullanilan
glutaraldehit, jelatin ve diger kimyasallar Sigma,
St. Louis, USA firmasindan satin alindi. Etanol (%
99.9 saflikta) Merck firmasindan satin alindi.
Caligmada kullanilan diger tiim kimyasallar
analitik safliktadir.

2.2. Cihazlar (Equipments)

Potansiyostat (PalmSense, Netherlands), camsi
karbon elektrot, Pt karsi elektrot ve Ag/AgCl
referans elektrotu (Basi, W. Lafayette, USA)
kullanildi. Tiim denemeler, bir termostathi su
banyosu (Niive BM 302, UK) yardimiyla sabit
sicaklikta gergeklestirildi.

2.3. Biyosensoriin Hazirlanmasi
(Preparing of biosensor)

Biyoaktif tabakanin hazirlanmasi i¢in, 200 mg B.
edulis mantar1 tartildi ve 750 pL, 0.2 M sitrat-
difosfat tamponu (pH 5.0) ile cam doku
homojenizatoriinde homojenize edildi. Biyoaktif

Sakarya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 21 (6), 1266~1277, 2017

tabaka, her giin taze doku Ornekleri kullanilarak
hazirland.

Hazirlanan mantar dokusu homojenatindan 300
uL alinarak, 10 mg toz jelatin ile karigtirildi.
Homojenat ve jelatin karisimi, jelatinin ¢6ziilmesi
icin sicakligr 38 °C’ye ayarlanan su banyosunda
arada calkalanarak 15 dakika inkiibe edildi. Elde
edilen jelatin-mantar dokusundan otomatik pipet
yardimi ile 30 puL alindi ve camsi karbon elektrot
yiizeyine yayildi. Elektrot, +4 °C’de 30 dakika
bekletildi. Siire sonunda elektrot, saf suda
hazirlanan, hacimce % 1.25’lik glutaraldehit
¢oOzeltisine daldirildi ve +4 °C’de 15 dakika daha
bekletildi. Boylece, glutaraldehit c¢ozeltisi ile
biyoaktif tabakanin c¢apraz baglanma islemi
gergeklestirilerek membran kararliligi saglandi.
I[slem sonunda, hazirlanan biyosensdrden asir1
glutaraldehitin uzaklastirilmasi i¢in sensor, destile
su ile birka¢ kez yikanarak kullanima hazir hale
getirildi.

2.4. Olciim Yontemi
(The method of measurement)

Gelistirilen biyosensor ile etanol derigimi tayini,
mantar dokusunda bulunan alkol oksidazin
enzimatik katalizi sirasinda tlikenen oksijen
miktarina bagli olarak, devreden gegen akimin
Olcililmesi ile belirlendi.

Calisma elektrodu olarak B. edulis doku
homojenatinin immobilize edildigi camsi-karbon
elektrot, karsit elektrot olarak Pt ve referans
elektrot olarak da Ag/AgCl elektrodu kullanildi.
Bu ii¢ elektrot, calisma tamponunun iginde
bulundugu termostatik bir reaksiyon hiicresine
yerlestirildi ve ¢6zelti manyetik karistirici ile sabit
hizda siirekli karistirildi. Reaksiyon boyunca, -700
mV potansiyel farki sabit degerde uygulandi.
Uygulama basladiktan bir siire sonra sistem akimi
sabitlendiginde, termostatik reaksiyon hiicresine
etanol ¢oOzeltisi enjekte edildi. Enjeksiyon
sonrasinda, indirgenen oksijen miktarina baglh
olarak akim miktarinin azalmaya basladig1 ve
enzimatik reaksiyonun tamamlanmasi ile sabit bir
degere ulastig1 gozlendi. Olgiilen akim degerleri
kaydedildi.

Tim o6lgiimler en az iki kez tekrarlandi.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA
(RESULTS AND DISCUSSION)

3.1. Doku Biyosensorii i¢cin Calisma
Kosullarinin Optimizasyonu
(Optimization of the assay conditions for
the tissue biosensor)

Doku temelli etanol biyosensoriiniin  ¢alisma
kosullarinin belirlenmesi i¢in; 6l¢iim yapilacak
ortamin pH ve sicaklik degerlerinin biyosensor
cevabi lizerine etkisi arastirildi.

3.1.1. pH Optimizasyonu (Optimization of pH)

Enzimatik doku biyosensoriiniin substrata karsi
gosterdigi aktivite degeri, 0l¢lim ortamin pH’ina
bliylik o0lclide baghdir. Bu degerlere gore,
dokudaki enziminin biyoaktivitesi ve immobilize
dokunun davraniglan biiyiik 6l¢lide degisir. Asir
kosullar, biyosensoriin verdigi akim cevaplarinda
diistislere ve diizensizliklere neden olabilmektedir
[2-3, 34].

Optimum pH degerinin belirlenmesi i¢in 6l¢ctim
ortamina, pH degeri 4.5.-7.5 araliginda degisen,
0.2 M sitrat-difosfat tamponu eklendi ve doku
biyosensoriiniin 428 mM etanol icin verdigi
cevaplar  belirlendi.  Elde edilen akim
degisimlerinden  yararlanarak, %  Aktivite
degerleri hesaplandi. Sekil 1°de, en yiiksek aktivite
degerine karsilik gelen pH degerinin 6.5 oldugunu
ve pH 4.5-6.5 araligindaki aktivite artisinin pH
7.0’de diisiise gectigi goriilmektedir. Literatiirde,
etanol tayini i¢in hazirlanan A4. bisporus mantar
doku biyosensoriiniin en yiiksek aktivite gosterdigi
optimum pH degerinin 7.5 oldugu goriilmektedir
[3]. Ayrica maya, fungus ve bitki gibi farkli
kaynaklardan elde edilen dokulara bagli olarak
etanol biyosensorlerinin optimum pH degerleri
5.0-9.5 arasinda degisebilmektedir. Optimum
pH’lardaki bu degisimi farkli immobilizasyon
metotlarinin kullanilmasi ile agiklanabilir [35].

Bu sonuglara gore, B. edulis doku temelli
biyosensor igin yapilacak tiim denemelerin, pH
degeri 6.5 olan 0.2 M sitrat-difosfat tamponu ile
gergeklestirilmesine karar verildi.

Sakarya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 21 (6), 1266~1277, 2017

100 ~

80 -

Bagil Aktivite (%)

pH

Sekil 1. B. edulis doku homojenati temelli biyosensoriin
aktivitesine pH etkisi, (428 mM etanol i¢in, 30 °C) (The pH
effect to activity of biosensor based on tissue homogenate of
B. edulis, for the ethanol of 428 mM, 30 °C)

3.1.2. Sicaklik Optimizasyonu
(Optimization of temperature)

B. edulis doku biyosensdriine ¢alisma sicakliginin
etkisini incelemek amaciyla, pH degeri 6.5 olan
0.2 M sitrat-difosfat tamponu ile hazirlanan 6l¢tiim
ortammnin  sicakhigi, 25-40 °C araliginda
degistirildi ve her bir sicaklik icin doku
biyosensoriiniin 428 mM etanole karst verdigi
cevaplar belirlendi. Elde edilen degerler
kullanilarak, Sicaklik-% Bagil Aktivite grafigi
cizildi (Sekil 2). Grafik incelendiginde, en yiiksek
aktivite degerine 30 °C’de ulagildig, 32.5 °C ve 35
°C sicakliklarda da bu degerin sabit kaldigi
goriilmektedir. Sicaklik arttirildiginda
biyosensoriin  aktivitesindeki diigiis, biyoaktif
tabakada bulunan jelatinin yapisindaki bozulma ile
iliskilendirilebilir. Bu nedenle, en yiiksek aktivite
degerinin oOlciildiigii en diislik sicaklik olan 30 °C
optimum sicaklik degeri olarak belirlenmistir. Bu
sicaklik  degerinde,  jelatinin  yapisindaki
bozulmalar  6nlenebileceginden  biyosensoriin
kullanim Omrii artmis olacaktir. A. bisporus
mantar doku biyosensorii i¢in optimum sicaklik 35
°C olarak belirlenmis ve 35 °C’ye kadar siiren
aktivite artist 40 °C’de diisiis gostermistir [3].
Bulunan sonuglar benzerlik gostermektedir.
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Sekil 2. B. edulis doku homojenati temelli biyosensoriin
aktivitesine sicaklik etkisi, 428 mM etanol i¢in, 0.2 M sitrat-
difosfat tamponu, pH 6.5 (The temperature effect to activity
of biosensor based on tissue homogenate of B. edulis, for the
ethanol of 428 mM, citrate-diphosphate buffer of 0.2 M, pH
6.5)

3.2. immobilizasyon Kosullarinin
Optimizasyonu (Optimization of the
immobilization conditions)

Doku temelli etanol biyosensoriiniin
gelistirilmesinde,  optimum  immobilizasyon
kosullarinin belirlenmesi i¢in; mantar dokusu
miktari, jelatin miktar1 ve  glutaraldehit
konsantrasyonunun biyosensor cevabi {izerine
etkisi arastirildi. Tim denemeler, belirlenen
optimum c¢aligma kosullarinda (0.2 M, pH 6.5
sitrat-difosfat tamponu, 30 °C) en az iki kez
tekrarlanarak gerceklestirildi.

3.2.1. Doku Miktarimin Etkisi (The effect of
tissue amount)

Mantar doku homojenati miktarinin gelistirilen
biyosensoOriin  cevabina  etkisini  incelemek
amactyla, 10 mg jelatin ve % 1.25 glutaraldehit
orani degerleri sabit tutularak, 150, 200 ve 250 mg
B. edulis mantar doku homojenati igeren
biyosensorler hazirlandi. Sekil 3, hazirlanan
biyosensorlerin farkli etanol derigimleri icin (42.8,
85.6, 171.2, 256.8, 342.4, 428 mM) verdigi akim
degisimlerini nA cinsinden gostermektedir.

Sekil 3’te goriildigi gibi, doku miktarinin 150
mg’dan 200 mg’a c¢ikarilmasi ile biyosensor
cevabi lineer olarak artmistir. Doku miktar1 250
mg’a cikarildiginda ise; etanol
konsantrasyonundaki artigin biyosensdr cevabina
etkimedigi, yiiksek etanol konsantrasyonlarinda
biyoaktif  tabakanin  etanol ile doydugu
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gorilmektedir. Bu nedenle, optimum doku
homojenatt miktar1 200 mg olarak secildi.

350

300 A

250 4
—~ 200 A
)
4 150 1 ——150mg

100 4 ——200mg

50 —4—250mg

0 T T T T
0 100 200 300 400 500

Etanol Konsantrasyvonu (mN)

Sekil 3. 300 uL, pH 5.0 0.2 M sitrat-difosfat tamponunda
hazirlanan B. edulis doku homojenati miktarinin biyosensor
cevabi lizerine etkisi (0.2 M sitrat-difosfat tamponu, pH 6.5,
30 °C) (The effect of amount of B. edulis tissue homogenate
prepared in 0.2 M, 300 pL of citrate-diphosphate buffer at
pH 5.0) (0.2 M of citrate-diphosphate buffer, pH 6.5, 30 °C)

B. edulis mantar dokusunun farkli bilesimleri,
biyosensoriin  etanole karst  verdigi  tepki
ozelliklerini etkilemektedir. Biyoaktif tabakada
bulunan doku miktar1 artisi, alkol oksidaz miktar1

artisina  ve bdylece enzim aktivitesindeki
yiikselmeye nedendir. Bunun yaninda, doku
miktarinin  arttirllmas1  biyoaktif  tabakay1

kalinlastirarak substrat ve O gazi1 diflizyonunu
zorlastirabilir. Ayrica, doku miktarinin artmasi
ortamdaki  protein  miktarinin,  dolayisiyla
glutaraldehitin olusturdugu capraz bag sayisinin
artmasma da yol agar. Bu durum, substratin
enzimin aktif merkezine ulasmasini sterik engel
nedeniyle zorlastirir. Akyilmaz ve Dingkaya’nin
da mantar dokusu homojenatindan 200 mg
kullandig1 belirtilmistir [3].

3.2.2. Jelatin Miktarinmin Etkisi
(The effect of gelatine amount)

Jelatin miktarinin etkisi ile ilgili denemeler,
kullanilan doku homojenati miktar1 (200 mg) ve
glutaraldehit ylizdesi (% 1.25) sabit tutularak
optimum c¢alisma kosullarinda gergeklestirildi.
Sirasiyla 5 mg, 10 mg ve 15 mg jelatin kullanilarak
biyosensorler hazirlandi. Glutaraldehit ile capraz
islemi tamamlandiktan sonra her bir elektrotun
etanoliin farkli derigimlerine kars1 cevaplari
kaydedildi. Sonuglar Sekil 4’de verildi.
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Sekil 4. Jelatin miktarinin biyosensor cevabi lizerine etkisi
(0.2 M sitrat-difosfat tamponu, pH 6.5, 30 °C) (The effect of
amount of gelatine on the response of biosensor) (0.2 M of
citrate-diphosphate buffer, pH 6.5, 30 °C)

5 mg jelatin kullanilarak hazirlanan biyosensor,
hazirlanan diger biyosensorlere gore daha yiliksek
cevaplar vermistir. Ancak, etanol konsantrasyonu
diisiik tutuldugunda 5 mg jelatin ile hazirlanan
biyosensoriin  cevabimmin ¢ok diisiik oldugu
gorilmektedir. Biyoaktif tabakanin ince olmasi,
substrat ve O diflizyonunu kolaylastirmakta
ancak kacan madde miktarimi arttirabilmektedir.
Ozellikle, diisiik etanol konsantrasyonlari igin
cevaptaki azalmanin nedeninin bu durum oldugu
diistiniilmektedir. Ayni  zamanda, biyoaktif
tabakanin ince olmasi, tabakanin dayanikliligin
azaltarak biyosensoriin tekrarlanabilirlik 6zelligini
olumsuz yonde etkileyebilir. Tiim bu neden-sonug
iligkilerine dayanarak, biyosensor tasariminda 10
mg jelatin kullanilmasina karar verildi. Jelatin
bazli doku biyosensorleri i¢in benzer sonuglar
rapor edilmistir [3-4].

3.2.3. Glutaraldehit Derisiminin Etkisi (The
effect of glutaraldehyde concentration)

Glutaraldehit, biyolojik  molekiillerin  kat1
tasiyicilar lizerine immobilizasyonu i¢in kullanigh
bir capraz baglayicidir. Capraz baglayicinin
yiizdesi, biyoaktif ~ tabakanin elektroda
immobilizasyonu i¢in 6nemli bir parametredir. Bu
parametrenin  biyosensor cevabina  etkisinin
belirlenmesi amaciyla, sirasiyla % 1.0, % 1.25 ve
% 1.5’lik glutaraldehit cozeltileri kullanilarak
onceden belirlenen immobiliz doku biyosensorleri
hazirlandi. Hazirlanan biyosensdrlerin etanoliin
farkl1 derisimleri i¢in verdigi cevaplara bagh
olarak lineer grafikleri ¢izildi. Denemelerden elde
edilen sonuglara gore ¢izilen lineer grafik
incelendiginde; etanol derisimi artisinin farkl
derisimlerde glutaraldehit kullanilarak hazirlanan

Sakarya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 21 (6), 1266~1277, 2017

biyosensor cevaplarinda da benzer oranlarda
artislara neden oldugu goriilmektedir (Sekil 5). %
1.25 glutaraldehit  kullanilarak  hazirlanan
biyosensorden elde edilen cevaplarin daha yiiksek
oldugu ve bu degerde daha iyi bir lineerlik
gozlendigi belirlendi. Bu nedenle, bu ¢alisma i¢in
glutaraldehit derisimi % 1.25’lik (v/v) olarak
secildi. Benzer bir sonu¢, muz kabugu doku
temelli biyosensor i¢in rapor edilmistir [5].

350
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2 200 A
Z
=t
< 150 A ——%1.0
100 —|—9%1.25
50 —&—%]1.5
O T T T T
0 100 200 300 400 500

Etanol Konsantrasyonu (mM)

Sekil 5. Glutaraldehit konsantrasyonun biyosensor cevabi
iizerine etkisi (0.2 M sitrat-difosfat tamponu, pH 6.5, 30 °C)
(The effect of concentration of glutaraldehyde on the
response of biosensor) (0.2 M of citrate-diphosphate buffer,
pH 6.5, 30 °C)

3.3.B. edulis Doku Homojenati Temelli
Biyosensoriin  Karakterizasyonu (The
characterization of biosensor based on B.
edulis tissue homogenate)

B.  edulis doku temelli biyosensor icin
karakterizasyon calismalar1 yapildi. Biyosensor,
optimum immobilizasyon kosullarma  gore
hazirlandi.  Yukarida  belirlenen  ¢alisma
kosullarinda (0.2 M, pH 6.5 sitrat-difosfat
tamponu, 30 °C) gerceklestirilen denemeler ile
biyosensoriin etanol tayini i¢in lineer aralik tayini
gerceklestirildi,  tekrarlanabilirlik, uygulama
kararlilig, depo kararlihig1 ozellikleri aragtirildi.
Konsantrasyonu bilinen etanol 6rnekleri ile 6rnek
caligmas1 yapildi. Tim denemeler, en az iki kez
tekrarlanarak gergeklestirildi.

3.3.1. Lineer Aralik (Linear range)
Hazirlanan biyosensor ile yapilan calismalarda
dogru Ol¢lim alinabilmesi i¢in, 6l¢iim ortamina

analitin belirli miktarlarda ilave edilmesi sonucu,
degisen analit konsantrasyonu ile sinyal
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degisimlerinin dogrusal egilim gosterdigi lineer
bolgeyi tanimlamak gerekmektedir.

B. edulis doku biyosensoriiniin lineer aralik tayini
icin, Ol¢lim ortamina belirli konsantrasyonlarda
her bir etanol ¢6zeltisi eklenmesinden sonra artan
etanol konsantrasyonu (M) ile Olglilen akim
degisimleri Al (nA) arasindaki iligkiyi belirten bir
kalibrasyon grafigi ¢izildi (Sekil 6). R* = 0.9992
olmak Tzere elde edilen dogrusal grafigin
denklemi y = 1.491x + 41.343 seklindedir.
Denklemde y, nA cinsinden akimi temsil eder ve
x, mM cinsinden etanol konsantrasyonudur.

Sekil 6, B. edulis biyosensoriiniin etanol igin
dogrusal cevap araliginin  5.0-150 mM
konsantrasyonlar1 arasinda oldugunu
gostermektedir. Ayrica biyosensoriin tayin siniri
2.5 mM olarak belirlenmistir.

Boujtita ve arkadaslari, modifiye karbon pasta
elektrota immobilize edilmis alkol dehidrojenaz
temelli amperometrik bir biyosensoriin etanol i¢in
lineer aralik degerini 0.22-1.25 mM, Akyilmaz ve
Dingkaya mantar dokusu temelli amperometrik
bazli etanol sensoriiniin lineer aralik degerini 0.2-
20 mM, Lubrano ve arkadaglar1 oksijen ve
hidrojen peroksit bazli alkol sensdriiniin lineer
aralikk degerini 3.4-85.95 mM aras1 olarak
tanimlamiglardir [3, 11, 36].

Bu sonuglarla kiyaslandiginda; tasarlanan B.
edulis biyosensoriiniin olduk¢a genis bir tayin

araligina sahip oldugu sOylenebilir.
300
250 1 y=1491x+41343

R*=10.9992

Al (nA)

0 T T
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Etanol konsantrasyonu (mM)

Sekil 6. B. edulis doku homojenati temelli biyosensoriin 5.0-
150 mM araligindaki etanol derisimleri icin kalibrasyon
egrisi (0.2 M sitrat-difosfat tamponu, pH 6.5, 30 °C)
(Calibration curve of biosensor based on tissue homogenate
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for ethanol concentrations ranging from 5.0-150 mM) (0.2 M
of citrate-diphosphate buffer, pH 6.5, 30 °C)

Tablo 1, literatiirde yayinlanan ve enzimatik
olmayan bazi yontemlerin, analitik
performanslarint gostermektedir. Tabloya gore,
etanol tayini i¢in en diisiik tayin sinir1 ve en genis

lineer aralik  sonuglari,  Tarnowski  ve
Korzeniewski’nin pulse amperometrisini
kullanarak  gerceklestirdigi  ¢alismada elde

edilmistir. Gelistirdigimiz biyosensoriin lineer
tayin aralig1 ve tayin siiri ile karsilastirildiginda,
HPLC/FTIR, fotometrik ve NIR yoOntemlerine
gore daha iyi sonuglar elde edildigi gortilmektedir.
Bu yontemlerin bazilar1 hassas ve giivenilir
olmakla birlikte, karmasik ve zaman alan
tekniklere, pahali cihazlara, egitimli operatorlere,
damitma gibi aywma islemlerine  gerek
duymaktadirlar. Bu gibi dezavantajlar, enzimatik
biyosensorler ile agilabilmektedir.

Tablo 1. Etanol tayini i¢in kullanilan enzimatik olmayan
teknikler (Non-enzymatic techniques use for quantification
of ethanol)

Tayin

Teknik
Siniri

Lineer aralik Ref

Pulse amperometre, Pt | 0y nr | 0.02-1700 mM | [37]

elektrot

HPLC/FTIR - 1-10 mg/mL [38]
Fotometri,

Cr(VI)—Cr(III) (600 %5 % 5-40 [39]
nm)

NIR, akis enjeksiyonlu 10 g/L 200-500 g/L [40]

3.3.2. Tekrarlanabilirlik (Repeatability)

Doku biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik 6zelligi,
esit miktarda etanol (100 mM) igceren 10 standart
cozelti ile test edildi. Standart sapma (S.S.),
varyasyon katsayis1 (V.K) ve ortalama degerleri
sirastyla, 0.721, % 0,7212, 99.97 mM olarak
hesaplandi. Bu degerler géz oniine alindiginda,
biyosensoriin gilivenilirliginin bir 06l¢iisii olan
varyasyon katsayisi iist smir degerinin % 5 den
oldukca diisiik oldugu belirlendi. Bu durum,
tasarladigimiz biyosensoriin etanol tayini i¢in
belirtilen smirlar icerisinde oldukg¢a giivenilir
oldugunu gostermektedir.

Uygulama  Kararlhilig (Operational
stability)

B. edulis doku biyosensoriiniin uygulama

kararlihigmmi  belirlemek amaciyla, Onceden
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belirlenen immobilizasyon sartlarina gore mantar
dokusu temelli biyosensor hazirlandi. Optimize
edilen calisma kosullarinda (30 °C, 0.2 M sitrat-
difosfat tamponu, pH 6.5) hazirlanan biyosensor
ile 10 dk araliklarla sabit etanol derisiminde (100
mM) Olgiimler alindi. Elde edilen degerler ile
Bagil Aktivite (%)-Zaman (dk) grafigi ¢izildi
(Sekil 7).

B. edulis doku biyosensoriiniin, 6 6l¢lim sonunda
aktivitesini % 100 oraninda korudugu belirlendi.
Sonuglar degerlendirildiginde, 12. dl¢lime kadar
bagil aktivite % 86’nin altina diismemistir. Bu
durum, etanol tayini i¢in gelistirilen biyosensoriin
uygulama kararliliginin, dolayisiyla biyoaktif
tabakanin stabilitesinin yani fiziksel kararliliginin
1yi oldugunu gostermektedir.

Akyillmaz ve Dingkaya’nin gelistirdigi mantar
dokusu temelli amperometrik bazli etanol
biyosensoriiniin, 60 deneme sonunda gosterdigi
aktivitenin % 82’sini korudugu rapor edilmistir

[3].
100 - o—o—o—o—o—o—H_.\\_‘
£ 80 1
2
Z 60 -
=
<«
540 4
[
A
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Sekil 7. Uygulama kararlilig1 (Operational stability)

Yapilan literatiir caligmalar1 sonucunda etanol
tayinine yonelik gelistirilen ortamdaki indirgenen
O2 miktarina gére akim cevabi veren
biyosensorlerin karakteristikleri Tablo 2’de rapor
edilmistir. Tablo 2 incelendiginde, AOX temelli ve
indirgenen O miktarim1 6lgen amperometrik

biyosensorler ile ilgili az sayida ¢alisma
bulundugu  goriilmektedir.  Oksijen  esash
biyosensorlerin  avantaji, farklt Orneklerdeki

bilesenlerden kaynakli elektrokimyasal parazitleri
onlemesidir. Etanol tayini i¢in gelistirdigimiz
doku biyosensorii, diger caligmalara gore daha
genis bir aralikta dogrusal cevap vermektedir. Bu
durum, birgok pratik uygulamada etanoliin
kantitatif analizleri i¢in yOntemin genis yer
bulacagin1 gostermektedir. Wen ve arkadaslar
tarafindan gelistirilen biyosensér, uygulama ve
depo kararliligi o6zellikleri acgisindan oldukga
basarilidir. B. edulis doku temelli biyosensor ile
diger calismalar karsilastirildiginda,
immobilizasyon  destegi ve  yontemindeki
farkliliklarin biyosensorlerin karakteristik
Ozeliklerinde yarattigi  degisiklikleri ortaya
koymaktadir. Ayrica, bu tip amperometrik
sistemlerde O> miktarina duyulan bagimlilik,
cihazin  dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini
azaltabilmektedir. Arka plan sinyali yiiksek
oldugu i¢in, tespit edilebilir minimum
konsantrasyon degeri ¢ok diisiik degerlere karsi
duyarlh degildir [47].

Tablo 2. Cesitli AOX tabanli biyosensorlerin performanslarinin karsilastiriimasi (Comparison of performances of various
AOX-based biosensors)

. . Depo
; e oo AOX Tayin Lineer Uygulama - Ref
AOX Immobilizasyon Teknigi kaynaga Sumri aralik Kararlilig: Karalrhllg
Jelatin ile homojenize edilen 02 % 82
mantar dokusunun GA ile ¢apraz A. bisporus m'M 0.2-20 mM (60 deneme, 10 - [3]
baglanmasi saat i¢inde)
Maya hiicrelerinin jelatine GA ile Candida 0.5 % 50 % 42
capraz baglanmasi tropicalis mM 0.5-7.5mM (7 saat iginde) (27 giin) [44]
Katalaz ile birlikte, GA kullanarak H. 1 me/l 1225 mo/l 400 deneme ) [45]
naylon aga kovalent baglama polymorpha & & (2 hafta)

. N % 100 o
Kitosan/AOX-yumurta kabugu | o o0 on | 30 uM | 0.06-0.8mM | (20 6lgiim, 8 saat | 2566 [46]
(kesikli) L. (90 giin)

icinde)
Jelatin ile homojenize edilen o o
mantar dokusunu GA ile ¢apraz B. edulis 2:3 5.0-150 mM 0 86 o 76.'.3 Bu
baglama mM (12 deneme) (20. giin) calisma
Sakarya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 21 (6), 1266~1277, 2017 1273
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3.3.3. Depo Kararlilig1 (Storage stability)

Biyosensoriin depo kararliligini belirlemek igin,
optimum caligma kosullarinda (30 °C ve pH 6.5,
0.2 M sitrat-difosfat tamponu), 20 giin boyunca
85.6 mM’lik etanole verdigi cevaplar incelendi.
Periyodik Ol¢iimler disindaki siiregte, hazirlanan
biyosensor yiizeyinin kurumamasi i¢in 1slatilmis
bir pamugun bulundugu beherde +4 °C’de
bekletildi. Doku biyosensoriiniin ilk 7 giinliik
periyotta, gilinlik alman dlglimlere  gore
aktivitesini kaybetmedigi; 9, 14. ve 20. giinlerde
aktivitesinin sirasiyla % 95.9, % 82 ve % 76.3 linii
korudugu belirlendi (Sekil 8).

Biyosensdrlerin depolama kararliliklari, kullanilan
immobilizasyon  ydntemi ile iliskilidir.
Glutaraldehit ile ¢apraz baglanmis jelatin ve doku
temelli  biyosensorler ile  gerceklestirilen
calismalar incelendiginde, Topgu ve
arkadaglarinin tasarladig1 4. bisporus mantar doku
temelli biyosensoriin baglangi¢ aktivitesinin ilk 4
giinde aktivitesinin % 96.6, 14. giinde de % 86’sin1
korudugu; Ozcan ve Sagioglu tarafindan
tasarlanan muz kabugu doku biyosensoriiniin ilk 5
giin  aktivitesini kaybetmedigi, 20. giinde
aktivitesinin %  76.4°  ini  korudugu
belirtilmektedir [4-5]. Sonuclar, ¢alismamiz ile
benzerlik gostermektedir. Uzun stireli
uygulamalar i¢in, biyosensdrlerin depo kararliligi
onemli dlgiitlerden biridir. Enzimin dogal ¢evresi
ile birlikte immobilize edildigi doku temelli
biyosensorler, saf enzim immobilizasyonu ile
gelistirilen biyosensorlere oranla daha yiiksek
depo kararliligina sahip olduklari belirtilmektedir
[41-43].

Genel olarak immobilizasyon materyali olarak
jelatinin  kullanildigr  biyosensdrlerde, uygun
kosullarda korundugu halde tabakanin kismen

kurumasi depo kararliliklarin1 10-30 giin arasinda
sinirlandirmaktadir [1].
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Sekil 8. Depo kararlilig1 (Storage stability)

3.3.4. Ornek Uygulamalart (Sample assays)

Bu c¢alismada, etanol derisimi bilinen 6rnek
cozeltileri kullanilarak (20, 40 ve 75 mM) B. edulis
temelli doku biyosensoriinlin verdigi cevaplarin
dogrulugu analiz edildi. Tiim 6l¢iimler, optimum
calisma kosullarinda en az ii¢ kez tekrar edilerek
gerceklestirildi. Her bir 6rnek i¢in elde edilen akim
degisimleri Al (nA) belirlendi. B. edulis doku
biyosensorii icin ¢izilen kalibrasyon egrisinin
(Sekil 6.) dogru denklemi kullanilarak, elde dilen
akim degisimlerine karsilik gelen derisim
degerleri hesaplandi.

Tablo 3’de verilen sonuglar degerlendirildiginde,
40 ve 75 mM lik etanol orneklerinin dogruluk
yiizdesinin daha yiiksek oldugu goriildii.

Tablo 3. Reaksiyon ortaminda bulunan belirli derisimdeki Etanol iceriginin B. edulis doku homojenati temelli biyosensor ile
test edilerek karsilastirilmasi (Comparison of ethanol content at specific concentration in the reaction medium with biosensor
based on tissue homogenate of B. edulis)

Kalibrasyon egrisine gore
Eklenen miktar Dogruluk
Etanol 6rnekleri hesaplanan miktar
(mM) %
(mM)*

Ornek 1 4.20 5.16.85+0.42 6. 84.25
Ornek 2 7. 40 8.39.01+0.47 9.97.53
Ornek 3 10. 75 11.74.22 £0.28 12. 98.96

*Denemeler ii¢ kez tekrarlanmig olup degerler bu 6l¢iimlerin ortalamasi (+standart sapma) alinmaistir.
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4. SONUCLAR (CONCLUSION)

Bu calismada, ilk kez B. edulis yenilebilir mantar1
kullanilarak, doku temelli bir amperometrik
biyosensor gelistirildi. AOX enzimi agisindan
aktif 200 mg doku homojenati, % 1.25
glutaraldehit yardimiyla 10 mg jelatine g¢apraz
baglanarak camsi grafit elektrot iizerine basariyla
immobilize edildi. Gelistirilen doku biyosensori,
biyosensor teknolojisinin pratik ve ekonomik
analizlere imkan veren {iriin gelistirme stratejisine
uygun olarak, enzim, kofaktdr gibi maliyetli
kimyasallara ihtiyag duyulmadan, basit bir
immobilizasyon islemi ile hazirlandi.

Karakteristik  Ozellikleri ile 1ilgili  yapilan
arastirmalar, biyosensoriin etanol tayini i¢in genis
ve dogrusal bir tayin araligina (5.0-150 mM) sahip
oldugunu, uzun siireli ve tekrarlanabilir sekilde
kullanilabilirligini 6ngérmektedir. Ayrica, yapilan
ornek analizleri, biyosensoriin tayin edebilirliginin
uluslararas1 kabul edilebilir hata kriterleri
kapsamina girecek sekilde oldugunu
gostermektedir.  Gelistirilen bu biyosensdriin
alkollii iceceklerdeki etanol miktar tayininde
kullanim potansiyelini belirlemek i¢in, gercek
alkol numuneleri ile 6rnek analizleri ve girisim
denemelerinin  bundan sonraki ¢alismalarda
yapilmasi planlanmaktadir.
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