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Ozet — Biyolojik bir numunedeki piruvat konsantrasyonunu hizli ve hassas bir sekilde belirleyebilmek,
cesitli uygulama alanlarinda son derece dnemlidir. Piruvatin tayini tip alaninda, diyabetik asidoz, alkol
polinefriti, hipovitaminozu teshis etmede yardimci olur, ayrica solunumun izlenmesinde de 6nemli bir
parametredir. Gida endiistrisinde ise, siit lirlinleri gibi ¢esitli ortamlarin bakteriyel kontaminasyonunun bir
gostergesidir. Konvensiyonel 6l¢iim teknikleri analiz i¢in genellikle numuneye karmasik on iglemler
gerektirir. Bu sebeple, siirekli, hizli, duyarli ve numuneyi direkt analiz edebilen biyosensor sistemlerine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢alismada polikaprolakton/cok duvarli karbon nanotiip modifiye film iizerine
piruvat oksidaz enzimi immobilize edilerek bir piruvat biyosensor probu hazirlanmistir. Hazirlanan prob
ile pirtivatin 6l¢limiinii saglamak i¢in elektrokimyasal bir 6l¢iim teknigi olan diferansiyel puls voltametri
teknigi kullanilmistir. Sistemde piriivat, enzimatik reaksiyon sonucu iirlin olarak ortaya ¢ikan hidrojen
peroksit lizerinden dolayl1 olarak 6l¢iilmiistiir. Calismada biyosensor probunun 100 uM-500 uM arasinda
piruvat konsantrasyonunu hassas bir sekilde tespit edebildigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler — Biyosensor, Diferansiyel Puls Voltametri, Piruvat, Piruvat Oksidaz, Cok Duvarli Karbon Nanotiip.

I. GIRIS piruvat seviyesi analiz edilmistir. Bu bireylerin
serumlarindaki  piruvat seviyesi  birbirleriyle
metabolizmast sonucu olusan bir organik asittir. Karsilastirilmig ve kardiyojenik stresten mustarip
Viicuttaki hiicrelerde enerji iiretiminde énemli bir ~direylerin  serumlarindaki piruvat = seviyesinin
rol oynar ve aerobik solunumda sitrik asit Onemli Slelide yiksek ¢iktigi rapor edilmistir [2].
dongiisiiniin son tiriinidiir [1], [2]. Hayvgnlar ilz§r1nde y.L'mi'tijlfan bir gahsmadg,

Piruvat tayini dzellikle biyoproses, gida ve tibbi Paralichthys olivaceus cinsi bir baligin metabolik
analizlerde dnemli bir unsurdur [3]. Oral kanser hastaliklari — arastirilnistir.  Bu - calismada
hastaliginin gidisatinda piruvik asit iiretimi ve 0iyosensoriin pratik uygulanabilirligi balk serum
atilminda dengesizlik olasiligi olmasi, piruvat Omeklerinde incelenmistir. Calisma sonucunda
konsantrasyonunun takibinin hastalik kontrolinde baltk drneklerinde piruvat tespiti i¢in enzim bazl
Snemini ortaya ¢ikarmaktadir. Yapilan caligmalar ~biyosensorlerin, 'ldef“l .b1r ade}y olab.lhr sekhndg
saglikli ve oral kanser teshisi koyulan bireyler —VUrgusu rapor efillmlstlr [5] Pl'rﬁvat biyosensorleri
arasinda piruvik asit seviyesinde gozle goriliir bir  !da  giivenligi  ve  kalitesi alaninda  sogan
degisiklik oldufunu gdstermistir [4]. Saglik kgsk1n11g1n1n tespiti igin kullanilmaktadir [6].
alaninda piriivatin dnemi ve dlgiim yontemi Blyosensérﬁp Olclimlerinin .d(.)grulugpna duyulan
hakkinda verilebilecek bir diger ornek ise; serum ~ guven, ozellikle distik keskinlige sahip soganlarin
Srneklerinde piruvat konsantrasyonu tespiti i¢in popiilaritesi artlr'rn'aktadlr. Diisiik keskinlige sahip
gelistirilmis enzim tabanli amperometrik bir piruvat soganlar halk dilinde yumusak veya tath sogar}
biyosensoriidiir. Calismada saglikli ve kardiyojenik olarak anilir. Yumusatilmig sogan dokusundaki

stresten mustarip yetiskin bireylerin serumlarindaki ~ Piruvat konsantrasyonu sogan ireten ¢ogu iilkede
keskinligi kalite glivence gostergesi olarak
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kullanmaktadir. Bu sebeple piruvat
konsantrasyonun biyosensorlerle hizli ve pratik
Olctimii gida giivenligi ve kalitesi alaninda diinya
capindaki Onemini ortaya koymaktadir. Soganin
yani sira siit Uriinlerinin kalitesi kapsaminda da
piriivat analizi rol oynamaktadir. Piriivatin siit
triinlerinde  bakteriler tarafindan  tiiketildigi
bilinmektedir. Dolayisiyla yapilan bir calismada
siitlin bakteriyel kalitesinin gostergesi olarak piruvat
incelenmistir [7]. Biyosensorler, biyolojik tanima
elemanlar1 ile uygun bir donistiiriiciiniin
birlesmesiyle olusan araglardir. Bu cihazlar, ¢ok
cesitli maddeleri taniyarak analiz etme yetenegine
sahiptir. Enzim tabanli biyosensorlerde bu tanima
islemi enzim-substrat 6zgiilliigiinden faydalanilarak
yapilmaktadir. Ornegin, kan sekeri seviyesini dlgen
glukometreler diinya capinda bir ticari basariya
imza atmistir. Biyosensoriin ¢alisma prensibi glikoz
oksidaz enzimi ile kanda bulunan glikozun
enzimatik bir reaksiyona girmesi ve uygun bir
dontistiiri  eleman ile konsantrasyonun tespiti
tizerine kurulmustur. Analiz edilen her parametre
icin heniiz ticari bir biyosensor bulunmasa da bu
alandaki gelisim hizlica artis gostermektedir.
Biyosensorler hizli, pratik ve uzman gerektirmeyen
bir kullanom sunduklar1 i¢in yasam kalitesini
arttirirlar [8].

Bu calismada elektrokimyasal bir 6l¢iim teknigi
olan diferansiyel puls voltametri (DPV) ve siklik
voltametri  teknigi  kullanmilmistir.  Tasarlanan
biyosensor elektrodu yiizeyinde gerceklesen temel
enzimatik reaksiyon Esitlik 1’de sunulmustur.
Piruvatin dolayli olarak hidrojen peroksit lizerinden
Olclimii elektrokimyasal olarak saglanmistir.

PO
Piruvat + 0, + Fosfat 5 Asetil fosfat
+ CO, + HyOy ..o v v v e e L Esitlik 1

1. MATERYAL VE YONTEM

Calismay1 yaparken kullanilan materyalleri ve
yontemleri ayrintili  olarak agiklaym. Farkli
kaynaklardan yaptigimiz alintilar referanslarda
verilmeli ve kaynak gosterilmelidir.

A. Kimyasallar

Polikaprolakton ((C6H1002)n), piruvat oksidaz
(Aerococcus sp., iyofilize toz, >35 birim/mg
protein), sodyum piruvat (CH3COCOONa , >99),
magnezyum kloriir hekzahidrat (MgCl12 - 6H20 ,
>99 %), flavin adenin diniikleotit disodyum hidrat

tuzu (FAD, 295 %), lityum perklorat
(LiCl04 , %99), hidrojen peroksit (H202, >%35),
potasyum dihidrojen fosfat (KH2P04) ve
dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPO04),
diklorometan (>99.9 %) Sigma-Merck firmasindan
satin alinmistir. Kisa ¢ok duvarli karbon nanotiipler
(MWCNT, %95+, OD<8 nm, 0,5-2 pm uzunluk)
Nanostructured & Amorphous Materials, Inc.
Sirketinden temin edilmistir. Tiamin pirofosfat
kloriir (TPP, >%98) Tokyo Chemical Industry
firmasindan satin alinmistir. CHI 1040B marka
elektrokimyasal analizatér, 2 mm c¢apindaki altin
(Au) elektrot, Ag/AgCl referans elektrot, karsit
elektrot (Pt gucuk), elektron temizleme kiti ve cam
hiicreler CH Instrument firmasindan temin
edilmisgtir.

B. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Kofaktorlii Fosfat Tampon Hazirlanmasi: 50mM,
pH 7.0 fosfat tamponu potasyum dihidrojen fosfat
(KH2P04) ve dipotasyum hidrojen fosfat (K2HP04)
kullanarak hazirlanmistir. Hazirlanan tampon
¢Ozelti  icgerisine  destek  elektroliti  olarak
konsantrasyonu 0.7 mg/mL olacak sekilde lityum
perklorat (LiClIO4) ve enzimatik reaksiyonun
gergceklesebilmesi i¢in ihtiyag duyulan 50 uM
tiamin pirofosfat kloriir (TPP), 5 uM flavin adenin
dintikleotit (FAD) ve 1 mM magnezyum kloriir
(MgCl12) kofaktorleri ilave edilmistir.

Polikaprolakton (PCL)/ Cok Duvarli Karbon
Nano Tip (MWCNT) Cozeltisinin Hazirlanmasi: 10
mg PCl ve 1mg MWCNT 10 mL diklorometan
icerisine eklenmistir. Cozelti bir ultrasonik banyoya
yerlestirilmis ve 5 dakika sonikasyona tabi tutularak
MWCNT nin disperse olmasi saglanmastir.

C. Biyosensor Elektrodunun Hazirlanmast

Altin elektrot, farkli boyutlara sahip y-aliiminyum
tozlariyla (1, 0.3 ve 0.05 mikron) ile zzimparalanarak
temizlenmistir. Daha sonra altin elektrodu, referans
elektrot (Ag/AgCl) ve karsit elektrot (platin gubuk)
elektrokimyasal hiicrenin icine yerlestirilmis ve 50
mM pH 7.0 fosfat tamponu igerisinde -1 ve +1 V
arasinda 50 mV/s tarama hizinda siklik voltametri
(CV) teknigiyle voltamogramlar alinmistir. Bu
isleme ayn1 voltamogram goriintiilerine ulagincaya
kadar devam edilmistir. Son olarak altin elektrot
ultra saf su ile yikanarak elektrot temizleme
basamagi tamamlanmistir. Destek materyali olarak
kullanilan 10 mg/mL PCI/MWCNT modifiye
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polimerinden altin elektrot yiizeyine 3 puL
damlatilmis ve oda sicakliginda kurutulmustur.
Ardindan 2 mg/mL konsantrasyona sahip piruvat
oksidaz ¢ozeltisinden 6 pL, modifiye polimerik film
kapli elektrot yiizeyine damlatilmis ve enzim
immobilizasyonunun  gergeklesmesi i¢in  oda
kosullarinda yaklasik 2 saat kurumasi beklenmistir.
Son olarak immobilizasyonu saglanamamis enzimi
ylizeyden uzaklastirabilmek icin elektrot ultra saf su
ile hafifce yikanmistir. Sekil 1’de biyosensor
elektrotunun hazirlanma siireci  sematik  bir
diyagramla 6zetlenmistir.

< N
.- .-

Au elektrot  PCL/AMWCNT/Au PCLMWCNT/PyOxidu
elektrot elektrot
Au elektrot

Sekil 1. Biyosensor elektrotu hazirlanma siirecinin sematik
gosterimi

1. BULGULAR VE TARTISMA

Hazirlanan Au c¢alisma elektrotunun yiizey
ozelliklerindeki degisimi inceleme amaciyla temiz
Au c¢alisma elektrotunun, sadece PCl ile kaplanan
elektrodun ve PCI/MWCNT ile kaplanan elektrotun
siklik voltametri (tarama hizi; 100 mV/s, potansiyel
aralik; -1 V - +1 V) deneyleri 50 mM, pH 7.0
kofaktorlii fosfat tamponunda tiglii elektrot sistemi
ile gerceklestirilmistir. Elde edilen voltamogramlar
iist Uste yerlestirilerek Sekil 2’de sunulmustur.
Temiz Au ve PCl kaphi elektrotlarin
voltamogramlart incelendiginde, Au elektrodun
yalitkan bir polimer olan PCL ile kaplanmas1 akim
degerlerinin  diigmesine ve bu  durumun
voltamogramin i¢ce dogru kapanmasina yol actigi
gbzlenmistir. Bu baglamda yiizey iletkenligini ve
alanim artirabilmek amaciyla elektrot MWCNT ile
modifiye  edilmistir.  Modifiye  elektrotun
voltamograminda akim degerlerinin  artmasi
MWCNT’nin pozitif yonde etki ettigini acikca
gostermistir. Sonug¢ olarak c¢alismada MWCNT
modifiye PCL, calisma elektrodunun destek
materyali olarak kullanilmistir.
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Sekil 2. Biyosensor elektrotu hazirlanma siirecinin sematik
gosterimi Temiz Au elektrot, PCl kapli Au elektrot ve
MWCNT/PCI kapli Au elektrot siklik voltamogramlari
(A : PCL/MWCNT modifiye Au elektrot, +: PCL modifiye
Au elektrot, ==: Au elektrot )

Piruvat’in uygun voltaj altinda piruvat oksidaz ile
enzimatik reaksiyonu sonucu asetil fosfat, CO2 ve
H202 aciga c¢ikmaktadir (Esitlik 1). Reaksiyon
irinii  olarak aciga c¢ikan H202 {izerinden
elektrokimyasal bir Ol¢iim gergeklestirilmektedir.
Daha sonra bu 6l¢iim bir dontistiiriicii sayesinde
elektrik  sinyallerine  c¢evrilir ~ ve  analit
konsantrasyonu ile iligkilendirilir. Bu durumda,
olusan H202’nin yiizeyde farkli voltajlardaki
elektrokimyasal aktivitesinin belirlenerek, piriivat
Ol¢limii i¢in voltajin dogru tespit edilmesi son
derece 6nemlidir. Olgiim voltajinin belirlenebilmesi
icin  pirlivat  oksidaz  (PyOx) immobilize
PCL/MWCNT modifiye Au elektrodu
(PCL/MWCNT/PyOx) ftiglii elektrot sisteminde
farkli konsatrasyonlarda H202 (100 uM, 200 uM,
300 uM, 400 uM ve 500 pM H202) ¢ozeltileriyle -
1V - +1 V arasinda diferansiyel puls voltametri
teknigiyle test edilmistir. DPV voltamogrami Sekil
3’de sunulmustur. Voltamogram incelendiginde -
040 V - -0.60 V civarinda artan H202
konsantrasyonuyla orantili olarak bir akim diisiisii
gozlenmistir. Enzimatik reaksiyon sonucunda
iretilen H202, kimyasal reaksiyona gore tiiketilen
piriivat konsantrasyonunu dogru/dogruya en yakin
bulmaya olanak saglayacaktir. Dolayisiyla -0.40 V -
-0.60 V civarinda gelen akim piki pirlivatin
konsantrasyonunun tespit edilecegi voltaj araligi
olarak belirlenmistir.
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Sekil 3. Biyosensor elektrotu hazirlanma siirecinin sematik
gosterimi Farklt H202 konsantrasyonlarmin (100pM,
200uM, 300pM, 400 uM ve 500 uM) diferansiyel puls

voltamogramlari

Biyosensor elektrodu, farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmis piruvat ¢ozeltileri (100 uM - 500 uM
arisinda) ile DPV teknigi kullanilarak -0.8 V ile -
0.2V arasinda test edilmistir. DPV voltamogrami
Sekil 4’te sunulmustur. Sekil 4’ten, artan piruvat
konsantrasyonu ile -0.5 V civarinda diizenli bir
akim diistisii agikga gozlenmektedir. Elde edilen
akim sonuglarinin piruvat konsatrasyonuna karsi
grafigi c¢izilmistir ve Sekil 5’te biyosensoriin
kalibrasyon egrisi sunulmustur. Tasarlanan piruvat
biyosensoriinin =~ 100  pM-500 pM  piriivat
konsantrasyon araliginda lineerlik gosterdigi ve bu
aralikta pirtivat1 dogru bir sekilde analiz edebilecegi
anlagilmistir.  Arai  ve ¢alisma  arkadaslari,
poli(merkapto-p-benzokinon) polimerine piriivat
oksidaz enzimini immobilize ederek bir biyosensor
probu hazirlamislardir. Calismada, piriivatin 1-2000
uM’lik konsantrasyon araliginda hassas bir sekilde
tayin edilebilecegi rapor edilmistir [9]. Bir bagka
calismada glikoz ve piriivatt ayni1 biyosensor probu
ile tayin etmeye yonelik bir prob dizayn edilmistir.
Bu amagla glikoz oksidaz ve piriivat oksidaz,
iletken poli(nétral red) filmi iizerine ¢apraz baglama
ajan1 olarak kullanilan gluteraldehit yardimiyla
immobilize edilmistir. Piriivat i¢in elde edilen lineer
aralik 0.09-0.6 uM olarak rapor edilmistir [10]. 6-
aminokaproik ve 3-merkaptopropiyonik asitlerinin
ince film olarak kullanildig: piriivat oksidaz tabanh
bir biyosensor ¢alismasinda lineer aralik 2.5-50 uM
olarak rapor edilmistir [3]. Tasarlanan baska bir
biyosensor probunda piruvat oksidaz
nanoparcaciklarinin grafen kuantum noktalar ile
capraz baglandig1 ve daha sonrasinda prusya mavisi
ile modifikasyonunun saglandigr sunulmustur.
Calismada, biyosensoriin 10-100 pM konsantrasyon
aralifinda lineerlik gosterdigi ve bu aralikta pirtivati
Olgebildigi rapor edilmistir [5]. Caligmalar

incelendiginde tasarlanan biyosensoriin genis bir
aralikta piriivat konsantrasyonunu Olcebildigi
sOylenebilir. Kalibrasyon egrisinden elde edilen
egim biyosensdriin hassasiyetini vermektedir. Egim
kalibrasyon egrisinden elde edilen denklemden (y=-
0.0031x+4.0165) kolayca tespit edilmektedir. Bu
dogrultuda  piriivat  biyosensoriiniin =~ 0.0031
pA/uM’lik bir hassasiyet degerine sahip oldugu
belirlenmistir.
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Sekil 4. Farkl piruvat konsantrasyonlarinin (100uM, 200uM,
300uM, 400 uM ve 500 uM) diferansiyel puls
voltamogramlart.
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Sekil 5. Piruvat biyosensorii kalibrasyon egrisi
IV.SONUCLAR

PCI/MWCNT modifiye film iizerine piruvat
oksidaz enzimi immobilize edilerek bir piruvat
biyosensér  probu  hazirlanmistir. Piriivat
konsantrasyonunun net olarak analiz edilebildigi
voltaj aralifi tespit edilmis ve sonrasinda
diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak
yapilan Ol¢limlerde probun 100 pM-500 uM
arasinda piruvat konsantrasyonunu hassas bir
sekilde tespit edebildigi ve hassasiyetinin 0.0031
LA/uM oldugu bulgusuna varilmastir.
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