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Bu calismada, Pt elektrot, grafen oksit-polianilin (GO-PANI) nanokompoziti ile modifiye edilerek amperometrik glukoz
biyosensori gelistiriimesinde kullaniimistir. Modifiye edilmis Pt elektroda glukoz oksidaz (GOD) enzimi ¢apraz baglayici
kullanilarak immobilize edilmistir. Bu sekilde hazirlanan Pt/GO-PANI/GOD biyosensoriinin optimum galisma kosullarinda
amperometrik yontemle glukoza karsi cevabi galisiimig ve 36.11 pA mM™? cm? hassasiyet, 0.59-9.15 mM lineer ¢aligma
araligi ve 0.24 mM tayin limiti sergilemistir. Gelistirilen glukoz biyosensoru Uzerine askorbik asit (AA) ve Urik asidin (UA)
girisim etkileri incelenmis ve biyosensorin glukoza karsi oldukca segici oldugu gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Glukoz, Glukoz oksidaz, Grafen oksit, Polianilin, Biyosensor

Development of Graphene Oxide-Polyaniline Nanocomposite Based Amperometric Glucose
Biosensor

ABSTRACT

In this study, Pt electrode was modified with graphene oxide-polyaniline (GO-PANI) nanocomposite and used in the
fabrication of amperometric glucose biosensor. Glucose oxidase (GOD) was immobilized on the modified Pt electrode by
using a cross-linking agent. The proposed Pt/GO-PANI/GOD biosensor exhibited a sensitivity value of 36.11 yA mM* cm?
with a linear range of 0.59-9.15 mM and the detection limit of 0.24 mM under optimum conditions. The interference effects
of ascorbic acid (AA) and uric acid (UA) on the developed glucose biosensor were studied, and it was observed that the
biosensor was highly selective to glucose.

Keywords: Glucose, Glucose oxidase, Graphene oxide, Polyaniline, Biosensor

GIRIS genellikle kromatografik ve spektroskopik ydntemler
kullaniimaktadir.  Ancak, bu yontemler 6n hazirlik
Cogu gida sistemleri ve onlarin ham maddeleri, cesitli gerektiren, zaman alici, oldukga pahali cihazlara ve

kimyasal bilesikleri igcerisinde bulunduran oldukga deneyimli personele ihtiyag duyan yontemlerdir. Bu
kompleks karigimlardan olugsmaktadir. Gida maddelerinin yuzden, arastirmacilar maliyeti disirmek ve daha hizl
analizi bu nedenle zordur. Gida Urlnlerinin analizinde analiz sonuglarina ulagsmak icin yeni yontemlerin arayisina

girmiglerdir. Bu anlamda biyosensorler, basit kullanimlari,
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hizli tayin imkani sunmalari ve pahali cihazlara ihtiyag
duymamalarindan dolayr gida endistrisinden c¢evresel
izleme ve Kklinik analizlere kadar genis uygulama
alanlarina  sahiptirler  [1-2]. Gida  endustrisinde
biyosensorler, meyve sulari, sut, peynir, bugday, meyve
ve sebze gibi gidalarda glukoz, fruktoz, laktoz, askorbik
asit, etanol, nisasta, pestisit, antibiyotik kalintilari, bakteri
ve daha birgok bilesenin tayini amaciyla kullaniimaktadir
[3-5, 26].

Gida Urunlerinin kalitesi ve guvenligi icin glukozun hizli ve
dogru bir sekilde tayin edilmesi énemlidir. Ayrica, glukoz
konsantrasyonunun 6nemli oldugu diyabet ve endokrin
metabolik hastaliklarinda dogru ve hizli bir sekilde tayin
edilmesi buylik ©6nem arz etmektedir [6-7]. Glukoz
miktarini belilemek igin birgok ydntem bulunmaktadir.
Ancak bunlar igerisinde, biyosensdrlerin kullaniimasinin
Onemli bir yeri vardir.

Elektrokimyasal, kemiliminesans, vb. yontemler
kullanilarak glvenilir glukoz biyosensorleri gelistirmek
amaciyla bircok ugras verilmektedir [8-9]. Bu ydntemler
icerisinde, enzim-esasli elektrokimyasal glukoz
biyosensoérleri basitlik, ylksek segicilik ve dusiuk maliyet
gibi nedenlerden dolayr c¢ok yodun bir sekilde
caligsiimaktadir.

Glukoz oksidaz (GOD), glukoza karsi yuksek segiciligi ve
kararlihgindan dolay!r glukoz biyosensérlerinde en cok
kullanilan enzimdir. GOD, iki flavin adenin dinikleotit
(FAD) kofaktorii icermekte ve asagidaki reaksiyona gore
glukozun yukseltgenmesini kataliz etmektedir:

GOD
Glukoz + 0, ——— Glukanolakton + H,0,

Pt n
H202 — 02 + 2H" + 2e”

Bu enzimatik reaksiyona gore; glukoz miktari, olusan
hidrojen peroksit (H202) ile dogru orantilidir. Bundan
dolayi, glukoz konsantrasyonu H20:2'nin elektrokimyasal
reaksiyonundan kaynaklanan akim degisiminin olglimesi
ile kolaylikla belirlenmektedir.

Biyosensér gelistirme slrecinde en zor ve en kritik
asamalardan biri enzim immobilizasyonudur. Uzun émurli
ve kararli biyosensorler hazirlamak igin, enzim molekilleri
immobilizasyondan sonra  aktivitelerini  uzun  sure
korumalari  gerekmektedir. Bundan dolay;, enzim
immobilizasyon metodunun segimi biyosensorler igin en
onemli adimlardan birisidir ve immobilize edilecek
biyomolekiliin yapisiyla yakindan ilgilidir. GOD enzimi,
capraz-baglanma [10], fiziksel adsorpsiyon [11] ve
kovalent baglanma [12] gibi farkli tekniklerle immobilize
edilebilmektedir.

Etkin enzim immobilizasyonu igin 6ncelikle elektrotlarin
modifiye edilmesine gereksinim duyulmaktadir. Bu
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amagcla, arastirmacilar birgok malzemeyi elektrot
modifikasyonunda  kullanmiglardir.  Bu  malzemeler
icerisinde, iletken polimerlerden biri olan polianilin (PANI),
diguk maliyet, cevresel kararhlik, yuksek islenebilirlik ve
ilging redoks ozelliklerinden dolayr biyosensér vb.
uygulamalarda yaygin bir sekilde calisiimistir [13]. Diger
bir taraftan, karbonun iki-boyutlu tek katmanl formu olan
grafen, mikemmel mekanik, optik, termal ve elektriksel
Ozellikleri nedeniyle bilimsel ve teknolojik uygulamalarda
oldukga fazla ilgi géren bir malzemedir [14]. Grafen oksit
(GO) ise, yuzeyinde birgok fonksiyonel grubu (karboksil,
hidroksil, epoksi, vb.) iceren bir grafen tlrevidir. Ayni
zamanda yuzeyindeki bu fonksiyonel gruplar sayesinde su
vb. farkli ¢ézgenlerde dispersiyonu artmakta ve baska
molekillerle etkileserek kompozit yapisinda yeni
Ozelliklere sahip malzemelerin elde edilmesine olanak
vermektedir [15]. GO ve PANI igeren kompozit
malzemeler arastirmacilar tarafindan yogun bir sekilde
calisiimigtir.  Bunun nedeni, bu kompozitlerin sinerjik
etkiden dolayr her bir bilesenin iyi 06zelliklerini
sergilemesidir. Bu sekilde hazirlanan kompozitler farkli
uygulamalar da kullaniimig ve iyi performans sergiledigi
gOzlemlenmistir [16-17].

Bu calismada, kimyasal yontem ile hazirlanmis GO-PANI
nanokompoziti kullanilarak biyosensor gelistirilmis ve
glukoz tayini i¢in kullaniimistir.

MATERYAL ve YONTEM
Kullanilan Malzemeler

Bu galismada kullanilan grafen oksit Hummers metodu ile
[18] ve GO-PANI nanokompoziti kimyasal yéntemle Gui ve
ark. [19] tarafindan 6nerilen yonteme gore hazirlanmistir.
Calismada kullanilan diger kimyasallar; glukoz oksidaz
(Tip VI, Aspergillus niger), gluteraldehit (GA) (suda
%25’lik), glukoz, sodyum dihidrojen fosfat dihidrat
(NaH2P04.2H20) ve di-sodyum hidrojen fosfat dihidrat
(Na2HPO4.2H20) Sigma-Aldrich’ten temin edilmistir.

Biyosensoriin Hazirlanmasi

GO-PANI nanokompoziti 5 mg/mL olacak sekilde etanol
icerisinde ultrasonik banyoda dispers edilmistir. Bu
karisimdan 10 pL alinarak Pt elektrodu Uzerine
damlatiimis ve oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
GO-PANI kapli elektrot tampon cézelti ile yikanmis ve
Uzerine 10 pL %2.5’lik GA c¢ozeltisi damlatilarak oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. Bu sekilde hazirlanan
elektrot tampon c¢ozelti ile Ug kez yikanmis ve 5 mg/mL
GOD enzim c¢ozeltisinde 3 saat bekletilmistir.
Tutuklanmayan enzim molekdllerini uzaklastirmak igin
elektrot tampon c¢ozeltisi ile U¢ kez yikanmis ve tampon
¢ozeltisine daldirilarak +4°C’de buzdolabinda 30 dakika
bekletilmigtir. Bu sekilde Pt/GO-PANI/GOD biyosensor
elektrodu hazirlanmasi tamamlanmigtir.  Biyosensor
elektrodu kullaniimadigi durumlarda +4°C’de
buzdolabinda muhafaza edilmigtir.
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Elektrokimyasal Olgiimler

Elektrokimyasal &lgumler igin potansiyostat/galvanostat
cihazi (lvium CompactStat, lvium Technologies, Hollanda)
kullanilmistir. Biyosensorin elektrokimyasal davranislarini
ve glukoza karsi tepkisi U¢ elektrotlu elektrokimyasal
sistem kullanilarak incelenmistir. Bu sistemde, karsit
elektrot olarak Pt tel, referans elektrot olarak Ag/AgCl ve
calisma elektrodu olarak platin elektrot kullaniimistir.
Olglimlerde pH’si 6.7 olan 0.1 M fosfat tampon ¢ézeltisi
kullaniimistir.

ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
Potansiyelin Akim Cevabi Uzerindeki Etkisi

Uygulanan  potansiyelin  biyosensoérin  performansi
Uzerindeki etkisini incelemek igin farkli potansiyellerde
Olcimler gerceklestiriimis ve uygulanacak potansiyel
optimize edilmistir. Sekil 1a, 0.6 mM glukoz igin 0.2’den
0.7 Va kadar uygulanan potansiyele karsilik
biyosensérden elde  edilen akim degisimlerini
gOstermektedir. Akim degisimlerinden de goérildigu gibi
uygulanan potansiyel arttikgca akim artmakta ve 0.8 V'dan
itibaren diismektedir. Potansiyel yiksek oldugunda gercek
Orneklerde glukozun yaninda bulunabilen askorbik asit
(AA) ve dUrik asit (UA) gibi elektroaktif turler girisim
yapabilmektedir. Bundan dolayi, ¢alismalarda 0.5 V gibi
disUk bir uygulama potansiyeli kullaniimigtir.

pH Degerinin Akim Cevabi Uzerindeki Etkisi

Pt/GO-PANI elektroduna immobilize edilmis GOD
enziminin aktivitesi ayrica tampon ¢ozeltinin pH'sina da
baglidir. Sekil 1b, farkli pH’larda 0.6 mM glukoz igin elde
edilen akim degisimlerini gostermektedir. Ayni glukoz
konsantrasyonuna karg! biyosensdrden elde edilen en
yuksek akim degisimi pH 6.7’'de elde edilmistir. Bundan
dolayi, ¢calismalarda pH’si 6.7 olan fosfat tampon ¢ozeltisi
kullaniimistir.

Glukozun Amperometrik Tayini

Sekil 2a, optimize edilen kosullar altinda standart glukoz
eklemeye Kkarsilik gelistirilen biyosensorin tipik akim-
zaman grafigini gostermektedir. Sabit karistirma altinda
bulunan tampon ¢ozeltiye 100 yL 60 mM glukoz g¢ozeltisi
eklendiginde akim hizli bir gsekilde belli bir degere
cikmakta ve belli bir sabit degerde durmaktadir. Bu sekilde
akimda artis olmayana kadar eklemeye devam edilir. Sekil
2b ise, eklenen glukoz konsantrasyonunun bir fonksiyonu
olarak biyosensérin kalibrasyon grafigini gdstermektedir.
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Uzerindeki etkisi, (b) pH'In etkisi

Akim cevabi glukoz konsantrasyonu arttikga lineer bir
sekilde artmakta ve kademeli olarak  ylUksek
konsantrasyonlarda sabit bir dedere ulagsmaktadir. Bu
durum, belli bir glukoz konsantrasyonunundan sonra
enzimin  aktif  bdlgelerinin  doygunluga  ulastigini
gOstermektedir. Kalibrasyon grafiginden lineer calisma
aralgi 0.59-9.15 mM olarak belirlenmis ve korelasyon
katsayisi (R?) 0.995 olarak hesaplanmistir. Biyosensoriin
hassasiyeti lineer bélgenin egiminden 36.11 uA mM* cm
olarak bulunmustur. Biyosensorin tayin limiti (LOD) esitlik
1’e gore 0.24 mM olarak belirlenmistir. Bu esitlikte, SD kor
tampon ¢ozeltinin (glukoz igcermeyen) 0.5 V’daki akim
degerlerinin standart sapmasini (N=10) ve hassasiyet
kalibrasyon grafiginin lineer bdlgesinden hesaplanan
hassasiyeti ifade etmektedir.

3SD
Hassasiyet

LOD = (1)

Gorinur Michaelis-Menten sabiti (Km) enzim-substrat
etkilesimi hakkinda bilgi vermekte ve genellikle immobilize
edilmis enzimin biyolojik aktivitesini belirlemek igin
kullaniimaktadir. Amperometrik metot ile Km degerini
bulmak igin Lineweaver-Burk grafiginden [20] tiretilen
esitligin egim ve y-kesen degerlerinden faydalaniimistir.
Lineweaver-Burk esitligi;

1_Km1

1 Imax C

1

)

Imax
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seklindedir. Bu esitlikte, |; substrat ekledikten sonra elde
edilen akim degerini, c; substrat konsantrasyonunu ve Imax;
doygun substrat konsantrasyonunda olgcilen maksimum
akim degerini ifade etmektedir. Pt/GO-PANI/GOD
biyosensoru icin Km degeri 55.3 mM olarak belirlenmistir.
Dislik Km degeri, GOD’In biyolojik aktivitesini ¢ok fazla
bozmadan immobilize oldugunu ve elektrot
modifikasyonunda kullanilan malzeme ile biyouyumlu
oldugunu gostermektedir. Ancak, bu ¢alismada belirlenen
Km degeri, GOD’in ¢ozeltideki degerinden (27 mM) biraz
biyiktir [21]. immobilizasyon isleminde capraz baglayici
kullaniimasi  Pt/GO-PANI/GOD biyosensoérinin daha
yuksek Km degeri sergilemesine neden olabilir.

Geligtirilen glukoz biyosensorli benzer calismalar ile
karsilastirlmis ve elde edilen bulgular Tablo 1'de
verilmistir. Daha 6nceki galismalarla kiyaslandiginda bu
calismada gelistirilen glukoz biyosensérinin daha yuksek
hassasiyet sergiledigi gériilmustiir. Ornek olarak, Feng ve
ark. elektrokimyasal polimerizasyon yontemi ile grafen ve
polianilin nanokompoziti hazirlamis ve Uzerine kitosan-
glukoz oksidaz (CS-GOD) c¢ozeltisi kullanilarak GOD
immobilize etmistir [22]. Bu sekilde hazirlanan biyosensor
0.01-1.48 mM lineer tayin araliginda 22.1 pA mM? cm=
hassasiyet sergilemistir. Bagka bir calismada ise, altin
nanopargaciklari igeren grafen-polianilin biyokompozit ile
modifiye edilmis karbon elektrot Gizerine ¢apraz baglayici
ile GOD immobilize edilerek bir glukoz biyosensoru
gelistiriimis ve bu biyosensoérin 0.01-1.48 mM calisma
araliginda 20.32 yA mM? cm? hassasiyete sahip oldugu
bulunmustur [23]. Unnikrishnan ve ark., elektrokimyasal
yontemle elektrot Uzerinde grafen oksiti indirgeyerek
indirgenmis grafen oksit-glukoz oksidaz (RGO-GOD) bazli
biyosensér  hazirlamistir  [25]. Bu  biyosensorin
hazirlanmasi basit bir yaklagsimla gerceklestiriimis olsa da
hassasiyet ¢ok dlsik olup 1.85 pA mM? cm? olarak
belirlenmigtir.

Girigim Etkisi

Glukozun bulundugu Orneklerde yaygin olarak bulunabilen
elektroaktif tirler olan askorbik asit (AA) ve Urik asit (UA)
gibi maddelerin girisim etkileri incelenmistir. Sekil 3, 0.6
mM glukoz, 0.1 mM askorbik asit ve 0.1 mM Urik asit
eklemelerine karsihk biyosensorin cevabini
gostermektedir. AA ve UA’e kargi biyosensérin herhangi
bir akim degisimi géstermemesi hazirlanan biyosensoérin
glukoza karsi olduk¢a segcici oldugunu gdstermektedir.

Biyosensoérin Kararlihgi

Biyosensor  galismalarinda  kararliik ~ 6nemli  bir
parametredir.  Bundan dolay), geligtirilen  glukoz
biyosensorl farkl giinlerde 0.6 mM glukoza kargl cevabi
incelenmis ve elde edilen veriler Sekil 4’de verilmistir. 20
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ginlik kullanimin sonunda biyosensorin ayni glukoz
derisimine karsi gosterdigi akim degerinde sadece
%30’luk bir dusis oldugu bulunmustur.
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biyosensérin kronoamperometrik cevabi (a), kalibrasyon
grafigi (b) ve Lineweaver-Burk grafigi (c)
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Tablo 1. Glukoz biyosensdrlerinin karsilastiriimasi

Biyosensor Hassasiyet (WA mM?* cm?)  Tayin Limiti (mM)  Lineer Tayin Araligi (mM) Kaynak
GO-PANI/GOD 36.11 0.24 0.59-9.15 Bu calisma
GR-PANI/CS-GOD 22.10 0.0028 0.01-1.48 [22]
GR/PANI/AUNPs/GOD 20.32 0.10 0.2-11.2 [23]
PANI-PEO/GOD 16.04 0.82 1-10 [24]
RGO/GOD 1.85 - 0.1-27 [25]

GOD: glukoz oksidaz, GO: grafen oksit, PANI: polianilin, GR: grafen, RGO: indirgenmis grafen oksit, CS: kitosan AuNPs: altin

nanopartikilleri, PEO: poli(etilen oksit)
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Sekil 4. GO-PANI bazl glukoz biyosensoérunin kararlihgi
SONUGC

Pt elektrot grafen oksit-polianilin  nanokompoziti ile
modifiye edilmig, nanokompozite glukoz oksidaz (GOD)
enzimi  immobilize edilerek amperometrik  glukoz
biyosensori (P/GO-PANI/GOD) gelistirilmistir. Optimum
calisma kosullarinda, Pt/GO-PANI/GOD biyosensoru
0.59-9.15 mM lineer galisma araligina, 36.11 yA mM-1
cm=2 hassasiyete ve 0.24 mM tayin limitine sahip oldugu
belirlenmistir. Geligtirilen biyosensérin benzer calismalar
ile kiyaslandijinda daha yuksek hassasiyet sergiledigi
gOrulmustur. Biyosensorin glukoza karsi oldukga segici
oldugu ve kararliligini, 20 gliniin sonunda sadece %30’luk
akim kaybiyla, uzun sure korudugu bulunmustur.
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