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Yiiksek Lisans Tezi

Fenolik Madde Tayini i¢in Lakkaz Temelli Amperometrik Bir Biyosensor Gelistirilmesi
ve Gida Analizinde Kullanim1

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Uygulamali Bilimler ve Teknoloji Anabilim Dali

OZET

Gidalarin  karakterizasyonunda ve insan sagligina olasi etkilerinin ortaya
cikarilmasinda fenolik bilesik iceriklerinin belirlenmesi biiyilk 6nem tasimaktadir.
Gidalarda fenolik bilesik analizi i¢in geleneksel teknikler maliyetlidir ve zaman alan
numune hazirlama adimlart gerektirir. Giinlimiizde biyosensdrler, bu tiir geleneksel
tekniklere alternatif olarak fenolik bilesikler i¢in gilivenilir, uygun maliyetli, pratik ve

yerinde analizlere olanak saglamaktadir.

Bu tezde, toplam fenolik bilesik tayini i¢in basit ve kullanim1 kolay bir lakkaz
temelli amperometrik biyosensor gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amagla Trametes
versicolor ticari lakkazi, tutuklama yontemiyle jelatine immobilize edildi. Karbon pasta
elektrot, immobilize enzimin grafit tozu ve mineral yag ile homojenize edilmesiyle
hazirlanmistir. Uglii elektrot sistemi ile yapilan amperometrik olgiimlerde standart
fenolik bilesik olarak gallik asit kullanilmistir. Lakkaz temelli biyosensoriin galisma
kosullar1 ve immobilizasyon kosullar1 gibi deneysel degiskenler optimize edildi.
Optimum immobilizasyon kosullarina gore hazirlanan biyosensoriin karakterizasyonu
ve gercek numunelerin toplam fenolik iceriklerinin belirlenmesinde kullanilabilirligi
arastirildi. Deneysel sonuclara gore lakkaz temelli biyosensor icin reaksiyon kosullari,
50 mM derisimli fosfat tamponu (pH 6,0) ve 40°C; biyosensoriin biyoaktif tabakasi icin
immobilize edilen enzim miktar1 1,25 U/5,0 pL; jelatin miktar1 2,0 mg olarak optimize
edildi. Gelistirilen biyosensoriin karakterizasyon ¢aligmalari sonucunda, gallik asit i¢in
dogrusal tayin araligi 0,5-100 uM, cevap siiresi 50-100 saniye ve tayin siir1 (LOD)
0,1323 uM olarak belirlendi. Tekrarlanabilirlik ¢aligmalarinda (n=10) 20 uM gallik asit



derisiminde ortalama deger (X), standart sapma (£S.S.) ve varyasyon katsayis1 (% V.K.),
20,83544 +0,774916 uM ve % 3,7 olarak hesaplandi. Oda kosullarinda depolanan
biyosensor, 10 giiniin sonunda immobilize enzim aktivitesinin % 86'sin1 korumustur.
Geleneksel yontemlerle elde edilen iiziim fermente igeceklerden hardaliye ve sarap
orneklerinde toplam fenolik madde tayini i¢in gelistirilen biyosensoriin performansi
degerlendirilmistir. Esdeger gallik asit miktarina gore biyosensor tarafindan olgiilen
toplam fenolik madde miktar1, likid kromatografi-kiitle/kiitle spektrometrisi (LC-
MS/MS) yonteminden elde edilen sonuglarla karsilagtirilmistir. Ayrica hardaliye ve
sarabin iceriginde bulunan bazi maddelerin biyosensdr cevabina girisim etkileri
aragtirtlmistir. Lakkaz temelli biyosensor sonuglari, LC-MS/MS kullanilarak yapilan
analiz sonuclariyla karsilastirildiginda, hardaliye ve sarap icin sirasiyla % 100,44 ve %

97,2 korelasyon gosterdigi hesaplanmistir.

Yil 12021
Sayfa Sayis1 112
Anahtar Kelimeler : Fenolik bilesik, Amperometrik biyosensor, Enzim biyosensorii,

Lakkaz, Hardaliye



Master Thesis

Development of a Laccase Based Amperometric Biosensor for the Determination of
Phenolic Compounds and Its Use in Food Analysis

Trakya University, Institute of Natural Sciences

Department of Applied Science and Technology

ABSTRACT

The determination of phenolic compound contents is of the great importance to
characterizing foods and finding out the potential human health effects. Traditional
techniques for phenolic compound analysis in foods are costly and require time-
consuming sample preparation steps. Nowadays, the biosensors, as an alternative to
such conventional techniques, enable to reliable, cost-effective, practical and on-site

analyses for phenolic compounds.

In this thesis, the development of a simple and easy-to-handle laccase based
amperometric biosensor for the determination of total phenolic compound was aimed.
For this purpose, commercial Trametes versicolor laccase was immobilized to gelatin
by the entrapment method. Carbon paste electrode was prepared by homogenized of
immobilized enzyme with graphite powder and mineral oil. Gallic acid was used as the
standard phenolic compound for the amperometric measurements performed with the
triple electrode system. Experimental variables such as operating conditions and
immobilization conditions of the laccase based biosensor were optimized. The
characterization of the biosensor prepared according to the optimum immobilization
conditions and its utility for the determination of total phenolic contents of real samples
were investigated. According to the experimental results, the reaction conditions for the
laccase based biosensor were 50 mM of phosphate buffer (pH 6.0) and 40°C; for the
bioactive layer of the biosensor, the amounts of immobilized enzyme and gelatin were
optimized as 1.25 U/5.0 pL and as 2.0 mg, respectively. As a result of the
characterization studies of the developed biosensor, the linear detection range for gallic
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acid was determined as 0.5-100 uM, the response time as 50-100 seconds and the
detection limit (LOD) as 0.1323 puM. In the reproducibility studies (n=10), the mean
value (X), standard deviation (£S.S.) and coefficient of variation (%V.K.) at 20 uM
gallic acid concentration were calculated as 20.83544 +0.774916 uM and, 3.7%
respectively. The biosensor storaged at room conditions maintained 86% of the
immobilized enzyme activity at the end of the 10 days. The performance of the
developed biosensor was evaluated for the determination of total phenolic compounds
in hardaliye and wine samples which are grape fermented beverages obtained by
traditional methods. The total amount of phenolic substance measured by the biosensor
according to the equivalent amount of gallic acid were compared with the results
obtained from the liquid chromatography-mass/mass spectrometry (LC-MS/MS)
method. In addition, the interference effects of some substances in the content of
hardaliye and wine on the biosensor response were investigated. The results of laccase
based biosensor correlated that 100.44% and 97.2% for hardaliye and wine,

respectively, compared with the results of the analysis using LC-MS/MS.

Year : 2021
Number of Pages 112
Keywords : Phenolic compound, Amperometric biosensor, Enzyme biosensor,

Laccase, Hardaliye

vii



TESEKKUR

Tez calismamin her asamasinda, yardim ve tecriibelerini esirgemeyen tez
danigmanim Saym Dr. Ogr. Uyesi Didem TUNCAY a, gerekli ekipman ve kimyasallart
temin ederek Biyokimya Arastirma Laboratuvarin1 kullanmami saglayan, ayrica bilgi ve
tecriibeleri ile ¢alismama katkida bulunan Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii Biyokimya
Ana Bilim Dali Bagkani Prof. Dr. Hiilya YAGAR ve degerli gretim iiyeleri Prof. Dr.
Sebnem SELEN ISBILIR, Prof. Dr. Hakki Mevlit OZCAN’a, laboratuvar
caligmalarimda yardimlarmi esirgemeyen Dr. Ogretim Uyesi Engin ASAV ve
Biyokimya Yiiksek Lisans 6grencisi Dilek Nur ALTAY’a, LC-MS/MS analizlerinin
gerceklestirilmesinde calismama destek olan TUTAGEM’e, kullandigimiz hardaliye ve
sarab1 geleneksel yontemlerle hazirlayarak kullanmamiza izin veren Ferudun UZUN’a
ve tez calismam boyunca desteklerini esirgemeyen sevgili aileme sonsuz tesekkiirlerimi

sunuyorum.

Bu ¢alisma, Trakya Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Birimi tarafindan

TUBAP 2019/236 no’lu proje ile desteklenmistir.

viii



ICINDEKILER

OZET ... e \Y
ABSTRACT ... vi
TESEKKUR.........coooviiiiiiieisieie e viii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINi.........cccccooooviiviiiiiiiininn, Xiii
SEKILLER DIZINI .......ooioiiiieeeeeeeeeeeeeeeee ettt XV
CIZELGELER DIZANI .........coooooviiiiiiiiciseee s Xvii
BOLUM L.t 1
GIRIS ..o 1
BOLUM 2.ttt 5
KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI .................. 5
2.1, Fenolik BileSiKIOT ........coiiiiiiiiiiiie e 5
2.1 1. FIAVONOIUIET ...t e e 6
2.1.1.1. ANLOSIYANINIEE ...t 8

2.1.1.2. ANTOKSANTINIEE ... 8

2.1.2. FENOIK ASIEIEN ..o 10
2.1.2.1. Hidroksibenzoik ASIt...........ccccviiiiiiieieeie e 11

2.1.2.2. HIidroksiSinamik ASIL...........cccoiiiiiiiieieeie e 11

A 0 R IV T o T SR 12
2.1.3.1. Hidrolize Olabilen Tanenler..........cccccovieiiiienieiice e 13

2.1.3.2. KONAENSE TaANENIET .......oiuieiiiiecieeie et 13

2.2. Gidalarda Fenolik Bilesiklerin Onemi ve Tayin Yontemleri ...........cccoveverrirevnnene, 13
2.3, BIYOSENSOTIET ... 14
2.3.1. Biyosensorlerin Smiflandirtlmast ..o 16

2.4. Enzim BiyOSenSOTIETT.......cccuiiiiiiiiiiiiiiic e 17
2.5. Enzim Biyosensérleri igin Enzim Immobilizasyonu ...........c.cccoceevreersicveinnenennne, 17



2.5.1. Enzim Immobilizasyon YoOntemleri...........cccovevrververerererceeisereseseeeseeae e, 17

2.5.1.1. Kovalent Baglama ...........ccccooiiiiiiiiiiiiicice e 18

2.5.1.2. AASOIPSIYON......eiitieiiiieiieecie et ettt ae e beesae e sreeneenneennas 18

2.5.1.3. Capraz Baglama ...........ccceiiiiiiiiiiiiiiie e 19

2.5.1.4. MiKroKapstlleme...........ccoueiuiiiiiiiiiniisicec e 19

2.5.1.5. TULUKIAMA. ..o 19

2.6, LaKKAZIAT ..o 20
2.7. Enzim Biyosensorlerinin Simiflandirtlmast........cccoocvveiiiiiiiiiieiie e 24
2.7.1. Elektrokimyasal Temelli Enzim Biyosensorleri.........cccocooviieiiiiciicinnnnn 25
2.7.1.1. Amperometrik Temelli Enzim Biyosensorleri ..........c.cccoovvviiicinnnnne. 25

2.7.1.2. Potansiyometrik Temelli Enzim Biyosensorleri ..........cccooceviieniennnene 26

2.7.1.3. Yari Iletken Temelli Enzim Biyosensorleri........c.ccoveevrvceruererrneecnnne, 26

2.7.2. Optik Temelli Enzim BiyosensOrleri........ccoccovveiiiiiriciiiiicsece e 27
2.7.3. Piezoelektrik Temelli Enzim Biyosensorleri..........cccooviiiiiiiciiiicniciecn 27
2.7.4. Kalorimetrik Temelli Enzim Biyosensorleri .........cccooveviiiieiiiiiiciicceee, 27

2.8. Biyosensoriin Performans Faktorleri.........cocvvvviiiiiiiiiiiiie e 28
2.9. Gidalarda Fenolik Bilesik Tayini ile ilgili Biyosensor Calismalari ......................... 29
2.10. Fenolik Madde Tayini Amagh Gelistirilen Biyosensor i¢in Kullanilan Materyallere
GENEIL BAKIS ...t 36
2.10.1. Karbon Pasta EleKtrotlar..............cccoovviiiiiiiiiiicceeeece 36
2.00.2. JEIALIN ... 37
2.11. Uziim ve Uzim ULGNIETT .....cvcveviiececreieieesecvee e 38
2. 111, UZEM ittt 38
2.10.2. HArdaliye......ccveeiecee e e 39

2.1 130 SATAP it 40
13300 DLUJLY (K JS TSP 42
MATERYAL ve YONTEM .......c.cocooiiiiiiiieeseeeee e 42
301 MALETYAL .o 42
3.1.1. Kullanilan Cihazlar............ccooeiiiiiiiiiie e 42
3.1.2. Kullanilan Kimyasallar...........cccccooiiiiiiiiiiice e 42
3.1.3. Kullanilan COZEItIer..........coiiiiiiiiiieiiic e 43
3.1.3.1. Tampon COZEIIETT.......ccuveiiiieiieiiie e 43



3.1.3.2. ENZIM COZEIEIST .eeuvveiviieiieiiie ettt 43

3.1.3.3. SUDSHAt COZILIST. . eeuvieiieiiieiiie ittt 43

3.1.3.4. Girisime Neden Olabilecek Maddelerin Cozeltileri.............cccvveennneee. 43

3.2, YONIEIM coeiiiiiiisii i 44
3.2.1. Calisma Elektrodunun TemizIenmesi..........cccovueeieriiiiierniieeiee e 44
3.2.2. Lakkaz Temelli Biyosensoriin Hazirlanmasi..........cccocooiiiiiciiiciicncnn, 44
3.2.3. Lakkaz Temelli Biyosensoriin Olgiim ProSediirii.........ccocovevevevevereverrnrnenennnn. 45

3.3. Biyosensoriin Calisma Kosullarinin Optimizasyonu .........cccooeeeeiiieennieesnieesnneennns 46
3.3.1. PH OPUIMIZASYONU ...ttt 46
3.3.2. S1caklik OptimiZaSYONU.......cceeiuiiiiiiieiiiiesiesie e 46

3.4. Lakkaz Temelli Biyosensor i¢in Iimmobilizasyon Kosullarinin Belirlenmesi ......... 47
3.4.1. Enzim Miktarinin Biyosensor Cevabi Uzering EtKisi ............cccoeivivicvnnnne, 47
3.4.2. Jelatin Miktarmin Biyosensdr Cevabi Uzerine EtKisi .....cococovevveceerevernennnn. 47

3.5. Biyosensor i¢in Karakterizasyon Cali$malart ..........ccoveeviieiiiiiiin e 47
3.5.1. Lakkaz Temelli Biyosensoriin Dongilisel Voltamogrami .............cccoevveenene 47
3.5.2. Gallik Asit i¢in Dogrusal Tayin Araliginin Belirlenmesi...........c.ccoccoeevnenes 48
3.5.3. Lakkaz Temelli Biyosensoriin Cevap Siiresinin Belirlenmesi ............c......... 48
3.5.4. Lakkaz Temelli Biyosensoriin Tayin Sinirinin (LOD) Belirlenmesi ............ 48
3.5.5. Lakkaz Temelli Biyosensor i¢in Tekrarlanabilirlik Calismast ...................... 49
3.5.6. Lakkaz Temelli Biyosensor icin Girisime Neden Olabilecek Maddelerin
Etkisinin Belirlenmesi..........cocoviiiiiiiiic 49

3.5.7. Lakkaz Temelli Biyosensoriin Depo Kararliligt.........ccooviiiiiiiiiiinine 49

3.6. Gercek OrNEK ANANIZE .....c.cvevevevcecececececeeececeeecteaeeeeeeeeseeae e eeesesesesesesesesesessseseseseeees 50
BOLUM ...ttt ettt ettt ettt en e ee e 51
SONUC ve TARTISMA ..ot 51
4.1. Biyosensoriin Caligma Kosullarinin Optimizasyonu ...........c.ccoeveviieiiiiniininnieennns 51
4.1.1. PH OPUMIZASYONU ...vviriiiiiteiie sttt 51
4.1.2. S1caklik OptiMIZASYONU.......eeiireeiiieiieiie et 53

4.2. Lakkaz Temelli Biyosensor icin Immobilizasyon Kosullarinin Belitlenmesi ......... 56
4.2.1. Enzim Miktarmin Biyosensér Cevabi Uzerine EtKisi .........ccevvveveriiveirinnnns 56
4.2.2. Jelatin Miktarinin Biyosensor Cevab1 Uzerine BtKisi ......oovvvvevrececuceeeeennnee. 58

4.3. Biyosensor i¢cin Karakterizasyon Calismalart ..........ccoceevviiiiiiiiiiiiicncice e, 60

Xi



4.3.1. Lakkaz Temelli Biyosensoriin Dongiisel Voltamogrami ...........ccccccocvvieennne 60

4.3.2. Gallik Asit i¢in Dogrusal Tayin Araliginin Belirlenmesi...........cccccvcvvnienne 61
4.3.3. Lakkaz Temelli Biyosensoriin Cevap Siiresinin Belirlenmesi ...........c.cc....... 63
4.3.4. Lakkaz Temelli Biyosensor i¢in Tekrarlanabilirlik Calismasi ...........c..c....... 64
4.3.5. Lakkaz Temelli Biyosensor icin Girisime Neden Olabilecek Maddelerin
EtKisinin BelITENMESI.........coviiiiii e 65

4.3.6. Lakkaz Temelli Biyosensoriin Depo Kararliligl.........cocvvcvviiiieniiininiienninen, 66

4.4, Gergek Ornek ANALIZI.......ccocviveeeeieieseseee ettt 67
KAYNAKLAR .t 77
OZGECMIS ...ttt ettt 95

Xii



ABTS
BOD

CVv

Da

dk

EPR

GC
GC/MS
GQDs
HPLC
IUPAC
LC-MS/MS
MAPLE
mg

mM
MWCNT
nA
ng/mL

ppm
PVA

sa
SWCNT
+S.S.

T1

SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZiNi

2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
Biyolojik Oksijen Thtiyac1

Dontistimlii Voltametri

Dalton

Dakika

Elektronik Paramanyetik Rezonans

Gaz Kromatografisi

Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi
Grafen Kuantum Noktalar1

Yiiksek Performansli Likid Kromatografisi
Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
Likid Kromatografi-Kiitle/Kiitle Spektrometresi
Matriks Destekli Darbeli Lazer Buharlastirma
Miligram

Milimolar

Cok Duvarli Karbon Nanotiip

Nanoamper

Nanogram/Mililitre

[zoelektrik Nokta

Milyonda Bir Kisim

Polivinil Alkol

Saniye

Saat

Tek Duvarli Karbon Nanotiip

Standart Sapma

Tip 1 Bakar

Xiii



Tip 2 Bakir

Tip 3 Bakir

Unit

Ultraviyole

Volt

% Varyasyon Katsayist
Ortalama Deger
Mikroamper

Mikrolitre

Mikromolar

Xiv



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.

Sekil 2.4.

Sekil 2.5.

Sekil 2.6.

Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3. (a)

Sekil 4.3. (b)

SEKILLER DiZINI

Flavonoidlerin genel yapisi ve alt gruplarinin temel yapilari.........
Biyosensoriin ¢alisma prensibi..........covvviiiiiiiiiiiiiiiiiie,
Biyosensorde kullanilan yaygin immobilizasyon yontemleri; (A)
kovalent baglama, (B) adsorpsiyon, (C) capraz baglama, (D)
mikrokapsiilleme ve (E) tutuklama .......................co,
T. versicolor lakkazi’nin 3 boyutlu modellenmis yapisi..................
T. versicolor lakkazi’'mn 3 boyutlu modellenmis bakir
koordinasyon merkezinin sematik gosterimi.....................ccce...e.
(a) Substrat oksidasyonu i¢in lakkaz katalizli redoks dongiilerinin
semast; (b) hidrokinonun lakkaz ile oksidasyonu......................
Lakkaz temelli biyosensor ile yapilan amperometrik ol¢limlerde
kullanilan diizenek. ... ..ot
Uclii eleKtrot SISteMi. . .....vueen e,
Biyosensor cevabina pH degerinin etkisi; reaksiyon ortamindaki
gallik asit cozeltileri (2,5 uM) i¢in 25°C’de, +0,7 V’da alinan
amperometrik olglimlere gore hesaplanan degerler.....................
Biyosensor cevabina sicaklik degerinin etkisi; 50 mM fosfat
tamponu (pH 6,0) iceren reaksiyon ortamina eklenen gallik asit
cozeltileri (2,5 uM) icin +0,7 V’da alinan amperometrik 6l¢iimlere
gore hesaplanan degerler...............c.ooiiii
Biyoaktif tabakadaki immobilize lakkaz miktarinin biyosensor
cevabina etkisine ait kalibrasyon grafigi..........................o..e.
Biyoaktif tabakadaki immobilize lakkaz miktarimin biyosensor
cevabi tizerine etkisi; 1,25 U/5,0 puL lakkaz kullanilarak hazirlanan
biyosensoriin 5-100 uM calisma araligindaki degisen gallik asit

derisimlerine kars1 +0,7 V’da verdigi cevaplar.........................

XV

18
21

22

23

45

46

52

54

56



Sekil 4.4. (a)

Sekil 4.4. (b)

Sekil 4.5.

Sekil 4.6. (a)

Sekil 4.6. (b)

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.
Sekil 4.9.

Biyoaktif tabakadaki jelatin miktarmin biyosensdr cevabina
etkisine ait kalibrasyon grafigi...............coooiiiiiiiiiiiiiiii,
Jelatin miktarinin biyosensér cevabina etkisi: 2,0 mg jelatin
kullanilarak hazirlanan biyosensoriin 5-100 uM ¢alisma araliginda
degisen gallik asit derisimlerine karsti +0,7 V’da verdigi
CRVAPIAT. ...
Lakkaz temelli biyosensor i¢in gallik asit eklenmesi Oncesi
(baseline) ve sonrasinda elde edilen dongiisel voltamogramlar:
Olgiimler, 50 mM pH 6,0 fosfat tamponu ¢ozeltisinde, 0,05 V/s
tarama hizinda, £0,1 V potansiyel araliginda gerceklestirildi.........
Lakkaz temelli biyosensoriin kalibrasyon grafigi: 0,5-100 pM
araliginda gallik asit derisimleri i¢in 50 mM fosfat tamponu, pH
6,0; 40°C reaksiyon kosullarinda +0,7 V’da amperometrik
Olctimler gergeklestirildi...........oooeviiiiiiiiiii i
Lakkaz temelli biyosensoriin 0,5-100 uM araliginda gallik asit
derigimleri i¢in 50 mM fosfat tamponu, pH 6,0; 40°C reaksiyon
kosullarinda +0,7 V’da verdigi cevaplar.....................ooiieennn.
Lakkaz temelli biyosensor ic¢in depo kararliligi calismasi:
Olgiimler, reaksiyon ortaminda 10 pM gallik asit icin 50 mM
fosfat tamponunda (pH 6,0), 40°C sicaklikta, +0,7 V sabit
potansiyelde amperometrik olarak gergeklestirildi.....................
Ev yapimi hardaliye i¢cin LC-MS/MS kromatogrami..................
Ev yapimi sarap i¢in LC-MS/MS kromatogrami.......................

XVi

59

59

61

62

63



Cizelge 2.1.
Cizelge 2.2.
Cizelge 2.3.
Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.
Cizelge 4.4.
Cizelge 4.5.
Cizelge 4.6.

Cizelge 4.7.

CIZELGELER DiZiNi

Bitkilerdeki fenolik bilesiklerin temel siniflart.................ccoceeeeie.
Fenolik asit gruplarinin kimyasal yapilari..........................o.
Biyosensor cesitleri ve analiz kapsamlart......................o.
Lakkaz immobilizasyonunda tutuklama ajani1 olarak kullanilan
jelatin matriksinin kararliliginin belirlenmesi igin, biyosensor ile
optimum ¢alisma kosullarinda (50 mM fosfat tamponu, pH 6,0;
40°C) art arda gerceklestirilen amperometrik 6l¢clim sonuglari.........
Optimum c¢alisma kosullarinda (50 mM fosfat tamponu, pH 6,0;
40°C) gerceklestirilen tekrarlanabilirlik ¢aligmasinin sonuglart.......
Girisime neden olabilecek maddelerin biyosensor cevabina etkileri..
Ev yapimi1 hardaliyedeki toplam fenolik bilesik miktari................
Ev yapimu saraptaki toplam fenolik bilesik miktart.....................
Lakkaz temelli biyosensor kullanilarak elde edilen gallik asitin
mililitresinde miligram olarak ifade edilen toplam fenolik madde
icerigi ve LC-MS/MS metodu uygulamasi ile elde edilen sonuglarla
karstlagtirtlmasi.........ooeii i e
Toplam fenolik madde tayini igin gelistirilen lakkaz temelli
biyosensoriin  literatiirdeki ~ diger  biyosensor  sistemleriyle

karstlagtirtlmast..........oeiii i

XVii

55

65
66
68
69

70



BOLUM 1

GIRIS

Fenolik bilesikler meyve, sebze, tahil ve ¢esitli bitkisel triinlerin sekonder
metabolitleri olup bitkilerin savunma mekanizmasinda gorev almaktadirlar. Gidalarin
renk, tat ve koku gibi ¢esitli karakteristiklerini belirleyen fenolik bilesikler, ayni
zamanda gidalar icin saflik kontrol kriteri olarak degerlendirilmektedirler. Insan saghg
tizerinde biyolojik olarak aktif etki gdstermeleri onlar1 gidalardaki en popiiler bilesik
grubu haline getirmistir.  Fenolik  bilesiklerin, antioksidatif, antimikrobiyal,
antiinflamatuvar ve antiviral etkilere sahip oldugunu bildiren ¢ok sayida calisma

bulunmaktadir (Kulys & Bratkovskaja, 2007).

Gidalarin karakterizasyonu ve insan saghgi tizerindeki etkilerinin belirlenmesi
acisindan fenolik maddelerin tayini 6nem kazanmis ve giiniimiize kadar farkli teknikler
gelistirilmistir. Fenolik bilesiklerin belirlenmesinde kullanilan en yaygin teknikler,
yiiksek basingl likid kromatografisi ve gaz kromatografisi (Revilla, Garcia Beneytez,
Cabello, Martin Ortega & Ryan, 2001; Rodriguez-Delgado, Malovana, Perez, Borges &
Garcia-Montelongo, 2001) gibi kromatografik yontemler ile kolorimetrik indirgenme
reaksiyonlarmin izlenmesi temelli spektrofotometrik yontemlerdir. Ancak bu yontemler,

karmasik ve zaman alicidir (Gomes, Nogueira & Rebelol, 2004; Shleev vd., 2005).

Biyosensorler ile yapilan analizler, 6rnek hazirlama ve iiretim basamaklarinin
basit olmasi, hizli ve yerinde Ol¢limler yapilabilmesi, Olgiimlerde hassas ve
tekrarlanabilir sonuglara ulasilabilmesi gibi bir¢ok nedenden dolayr kromatografik ve
spektrofotometrik tekniklere gore oldukga avantajlidirlar. Biyosensorler, biyolojik bir
element (biyoreseptdr) ve bir doniistiiriiciiden (transduser) olusan cihazlardir. Analit

tespiti i¢in kullanilan bu cihazlar, klinikten ¢evresel ve tarimsal uygulamalara kadar



genis bir uygulama alanina sahiptirler. Ayrica, gida endiistrisinde de kullanilmaktadir.
Giliniimiizde, analitik amaglar i¢in yeni biyosensorlerin gelistirilmesi ile ilgili ¢aligmalar
hiz kesmeden devam etmektedir. Gelistirilmelerinde kullanilan biyoreseptore bagh
olarak, enzim biyosensorleri, immiinosensorler, DNA biyosensorleri, termal ve

piezoelektrik biyosensorler olmak iizere siniflandirilmaktadirlar (Gomes vd., 2004).

Enzim biyosensorlerinin kullanimi, spesifik ve kendine 6zgii 6zelliklerinden
dolayr zamanla artmustir. Enzimler, canli organizmalarda gergeklesen tiim
reaksiyonlarin  1limli  kosullarda hizli bir sekilde gerceklesmesini saglayan
biyokatalizorlerdir. Elektrokimyasal biyosensorlerin ¢alisma prensibi, enzimatik kataliz
sonucu elektron iiretimine dayanmaktadir. Hedef analit, elektrodun aktif yiizeyindeki
kataliz reaksiyonunda kimyasal degisime ugrar ve reaksiyon sonucu iiretilen iyonlar,
Olgtilebilir bir sinyal vermek igin referans elektrodunkinden ¢ikarilan bir potansiyel
yaratir. Dedektor sistemi tarafindan Olglilecek ozellige bagli olarak, amperometrik,
voltametrik, potansiyometrik, yar1 iletkenlik Ol¢imler gergeklestirilebilmektedir.
Amperometrik dlglimler, gercek zamanli algilama imkani sunmakta ve seri iiretim igin
kolaylik saglamaktadir (Campana vd., 2019). Amperometrik 6lgiim yapan bir elektrot
(transdiiksiyon) ile bir oksidorediiktaz enzimi kombinasyonu, en ¢ok calisilan enzimatik

elektrot konseptidir (Yashas, Shivakumara, Udayashankara & Krishna, 2018).

Literatiirde, oksidorediiktaz ailesinden tirozinaz ve yaban turpu peroksidaz gibi
enzimler kullanilarak gelistirilen ¢esitli biyosensor ¢alismalar: bulunmaktadir. Ancak bu
iki enzim, stabilite diisiikligii, reaksiyon tiriinleri tarafindan inhibe edilebilme, katalitik
islevini tamamlamak ic¢in hidrojen peroksitin varligina ihtiyag duyma gibi ¢esitli
dezavantajlar barindirmaktadir. Diger bir oksidorediiktaz ailesi enzimi olan lakkazlar ise
ek Kkofaktorlere ihtiyag duymadan elektron transfer reaksiyonlarini katalize etme, iyi
stabilite gosterme, molekiiler oksijen varliginda fenolleri ve 0-, m-, p-benzendiol
bilesiklerini oksitleme yetenekleri nedeniyle, biyosensor gelistirilmesinde spesifik

avantajlar saglayan enzim grubudur (Rodriguez-Delgado vd., 2015).

Lakkazlar (p-difenol: oksijen oksidorediiktaz, E.C: 1.10.3.2), mavi multi-bakir-
oksidaz ailesinin bir iiyesidir. Bu enzimler, ¢esitli fenolik ve fenolik olmayan aromatik
hidrokarbonlar1 oksitlemek i¢in ¢ok yonliiliigli nedeniyle uzun siiredir aragtirma tercihi

olmustur. Bakteri, mantar, bitki ve bocekler gibi ¢esitli biyotik tiirlerden hiicre dis1



enzimler olarak ekstrakte edilmektedirler. Literatiirde, yaygm ticari lakkaz
kaynaklarinin Trametes versicolor, Rhus vernicifera, Aspergillus oryzae, Cerrena
unicolor, Coriolus hirsutus, Pleurotus ostreatus oldugu bildirilmistir. Lakkazlar, o-, m-
ve p-benzendiollerin ve fenoliin 0-, m-, p-kinonlara veya radikal tiirlere oksidasyonunu
herhangi bir ko-substrat ya da kofaktdre ihtiya¢ duymadan Kkatalizleyebilmektedirler.

Reaksiyon sirasinda serbest oksijen kullanirlar ve agiga ¢ikan {iriin sudur.

Lakkaz temelli biyosensorler, elektrot ve enzim arasinda medyator
gerekmeksizin  dogrudan  elektron  transferinin  gergeklestigi  tiglincii  nesil
biyosensorlerdir. Girisime neden olabilecek maddelerin yoklugunda, yiiksek secicilik ve
hassasiyette cevaplar vermektedirler. Tim bu 6zellikler, lakkazlarm basta fenolik
madde tayini i¢in olmak iizere biyosensor gelistirme proseslerinde siklikla kullanilan bir
enzim grubu olmasini saglamaktadir (Mousty, Vieille & Cosnier, 2007; Shleev vd.,
2005).

Uziim, diinyada en ¢ok tiiketilen, yaklasik % 75’i ¢ekirdek ve kabuklarinda
olmak iizere fenolik bilesikler bakimindan olduk¢a zengin meyvelerden biridir.
Antosiyaninler, flavan-3-ollar, flavanollar, stilbenler, hidroksibenzoik asit ve
hidroksisinamik asit {iziim i¢in tanimlanan en 6nemli fenolik bilesik gruplaridir.
Ozellikle yapisinda bulunan antosiyaninler nedeniyle giiclii antiinflamatuvar,
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahiptirler. Gliniimiizde tiiketicilerin, gidalarin
niteliklerini ve saglik iizerindeki etkilerini sorgulamaya baslamalar1 nedeniyle, fenolik
madde igerigi yiiksek olan gida iriinlerine olan ilgi artmigtir. Hardaliye de bunlardan
biridir. Trakya Bolgesi basta olmak {izere gegmisten giinlimiize geleneksel yontemlerle
tizimden elde edilen hardaliye, alkolik olmayan fermente bir icecektir. Ticari iiriin
olarak raflarda daha sik gormeye bagladigimiz bu icecekle ile ilgili literatiir
caligmalarinin sayis1 da yaygin tiiketimiyle birlikte artmaktadir (Aydogdu, Yildirim,
Halkman & Durgun, 2014).

Bu tez ¢aligmasinda, gida analizlerinde fenolik madde tayininin hizli ve pratik
bir sekilde gerceklestirilmesi icin lakkaz temelli amperometrik bir biyosensor
gelistirilmesi amaglandi. Biyosensor igin ¢alisma ve immobilizasyon kosullar1 optimize
edildi ve ardindan karakterizasyon ¢alismalar1 gergeklestirildi. Biyosensoriin 6rneklerde

uygulanabilirligini belirlemek i¢in, gliniimiizde popiilerligi artan geleneksel ev yapimi



fermente iceceklerden “Hardaliye” model alinarak yapisindaki toplam fenolik madde
tayini gerceklestirildi. Gelistirilen biyosensor, hardaliye ile ayni1 {iziimden elde edilen ev
yapimui sarap gibi farkli bir iiriiniin de fenolik madde igeriginin 6lgiimiinde kullanildi.
Elde edilen sonuglar, fenolik madde tayini igin kabul goren likid kromatografi-

kiitle/kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) yontemi ile karsilastirildi.



BOLUM 2

KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler veya polifenoller, bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan ve
yapilarinda, bir veya birden fazla aromatik halka ve bu halka/halkalara bagli en az bir
hidroksil grubu iceren organik bilesiklerdir. Bitkilerin ikincil metabolizmasinin iiriinleri
olan ve ¢esitlilik gosteren bu bilesikler, ¢ogunlukla hiicrede hidroksil gruplarindan
ozellikle seker tiirlerine (en sik olarak glukoz) baglanmigs formda bulunmaktadirlar.
Fenolik bilesiklerin, bitkilerin biiytimesini diizenleme, bitkileri zararli UV 1ginlari,
zararli organizmalar ve olusabilecek enfeksiyonlardan koruma, bocekleri g¢ekerek
tozlagsmay1 saglama gibi bircok Onemli fizyolojik gorevi bulunmaktadir (Dorman,
Peltoketo, Hiltunen & Tikkanen, 2003).

Fenolik bilesiklerin, bircok meyve, sebze ve onlardan elde edilen gida
tirtinlerinin organoleptik (tat, koku vb.) 6zelliklerinden sorumlu olduklari bilinmektedir
(Gamella, Campuzano, Reviejo & Pingarron, 2006; Torrecilla, Mena, Yanez-Sedeno &
Garcia, 2007). Ayrica, insan sagligi {izerindeki koruyucu etkilerinin ¢ogu, antioksidan,
antimutajenik, antikanserojenik, antiinflamatuar, antimikrobiyal ve diger biyolojik
ozelliklerine atfedilmistir (Xu, Ye, Liu, Ma & Chen, 2008). Meyvelerin, otlarin,
sebzelerin, tahillarin ve diger bitki materyallerinin fenolik bakimindan zengin ham
ozlerinin biyolojik aktivitesinin gidalarin kalitesini ve besin degerini iyilestirdiginin
ortaya konulmasiyla birlikte bu bilesiklere olan ilgi gida sektorii i¢in de giderek
artmistir (Kahkonen vd., 1999; Shahidi & Ambigaipalan, 2015).



Fenolik bilesiklerin ti¢ 6nemli grubu, fenolik asitler, flavonoidler ve tanenlerdir

(Ge, Li & Lisak, 2020). Cizelge 2.1’de bitkilerdeki fenolik bilesiklerin temel siniflart

karbon iskeletlerine gore siiflandirilmistir.

Cizelge 2.1. Bitkilerdeki fenolik bilesiklerin temel smiflar1 (Urquiaga & Leighton,

2000)
Basit Formiiller Simif Ornekler
c Basit fenoller Katesol, Hidrokinon
° Benzokinonlar 2,6-Dimetoksibenzokinon
Cs-C1 Fenolik asitler Gallik asit, Salisilik asit
Asetofenon 3-Asetil-6-metoksibenzaldehit
Ce-C2 Tirozin turevleri Tirozol
Fenilasetik asitler p-Hidroksifenilasetik
H|drok3|§|nnam|k asitler Kafeik, Ferulik
Fenilpropenler .
) Miristisin, Eugenol
Cs-Cs Kumarinler ) .
. . Umbelliferon, Aeskuletin
Izokumarinler Eugenin
Kromonlar g
Ce6-Ca Naftokinonlar Juglon, Plumbagin
Cs-C1-Cs Ksantonlar Mangiferin
Stilbenler Resveratrol
Co-Co-Co Antrakinonlar Emodin
Flavonoidler Kuersetin, Siyanidin
Cs-C3-Cs . ) y
1zoflavonlar Genistein
Lignanlar Pinoresinol
(Co-Ca)o Neolignanlar Eusiderin
(Ce-C3-Ce)2 Biflavonoidler Amentoflavon
Ligninler
(C6-C3)n g )
Katesol melaninler
(Con Flavolanlar
(Ce-C3-Cé)n

(Kondense tanenler)

2.1.1. Flavonoidler

Flavonoidler, bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin en genis grubudur.

Giiniimiize kadar bitkisel dokularda 6000'den fazla flavonoid yapili bilesik

tanimlanmistir. Pek cok meyve ve sebzenin yani sira kirmiz1 sarap, ¢ay, sogan, elma ve

soya gibi ¢esitli Uriinlerde bulunan flavonoid yapili bilesik miktar1 oldukga yiiksektir



(Zand, Jenkins & Diamandis, 2002). Flavonoidler, genel olarak, oksijen iceren bir
heterosiklik halkaya bagli iki fenil halkasindan olusan 15 karbonlu (Ce-C3-Cs) iskelet
yapisina sahiptirler. Sekil 2.1°’de A ve B aromatik halkalari, C ise hetero halkayi
gostermektedir. A ve C halkalarinda karbon atomlarinin numaralandirilmasi, oksijen
atomundan baglayarak yapilmaktadir. B halkasinin i¢erdigi atomlar, (rakam)” seklinde
numaralandirilmaktadir. Flavonoidlerin yap1 cesitliligi, A ve B aromatik halkalarina
bagli metil, hidroksil, mono-, di- ve trisakkarit gibi ornatiklarin tiirii, sayilar1 ve
baglanma pozisyonlar1 ile belirlenmektedir. Flavonoidler, antosiyaninler ve
antoksantinler olmak tizere iki ana gruba ayrilmaktadirlar. Sekil 2.1°de flavonoidlerin
genel yapist ve alt gruplarinin temel yapilar1 gosterilmektedir. Antosiyaninler,
antosiyonidin yapilarin seker molekiilleri ile bag yapmasi sonucu olusan kirmizi, mavi
ve mor gibi bazi renk pigmentlerine sahip molekiillerdir. Antoksantinler ise renksiz
veya renkleri beyazdan sariya degisen pigmentler olup bes grupta incelenirler. Bunlar
flavonlar, flavonollar, flavanonlar, flavan-3-ollar ve izoflavonlardir (King & Young,
1999).
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flavan-3.ollar antosivonidinler

\ I /

flavonollar
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flavonlar flavanonlar izofMMavonlar

Sekil 2.1. Flavonoidlerin genel yapis1 ve alt gruplarinin temel yapilar1 (Fraga, 2010)



2.1.1.1. Antosiyaninler

Flavonoid pigmentlerinin en 6nemli grubu olan antosiyaninler, antosiyonidin
yapisinin seker molekiilleri ile bag yapmasi sonucu olusan glikozit yapili, suda
¢Ozlinebilen bilesiklerdir. Gelismis bitkilerin kirmizi, mavi ve mor renklerinden sorumlu
olan antosiyaninler, meyve ve ¢igek dokulari basta olmak tizere bitkilerin yaprak, govde
ve koklerinde de sentezlenmektedirler. Antosiyaninler, seker ¢esitliligi ve C halkasinda
seker molekiiliiniin baglandig1 yere gore (C3; C3-C5 veya C3-C7) mono-glikozitler ve
di-glikozitler seklinde siiflandirilabilmektedirler (Sekil 2.1). Bitkilerin zor kosullara
dayanmasinda ve verdikleri parlak renkler sayesinde bocek ve diger hayvanlari ¢ekerek
polen yayiliminda o6nemli rol oynamaktadirlar (Prior & Wu, 2006). Meyvelere,
kendilerine 6zgli ve canli renkleri saglayan antosiyanin bilesiklerinden en yaygini
siyanidin-3-glukozittir. Kizilcik, bogiirtlen ve miirver sadece siyanidin tiirevlerini
icerirken, yaban mersini ve siyah frenk {iziimiiniin yapisindaki antosiyaninler cesitlilik
gostermektedir. Bununla birlikte, malvidin glikozitler de kirmizi tiziim cesitleri ve
tirtinlerinde bulunan karakteristik antosiyanin yapili bilesiklerdir. Yapilan ¢alismalarda,
bu bilesik grubunun antioksidan, antimikrobiyal ve antiinflamatuar 6zellikleri nedeniyle
insan sagligi i¢in yararl etkileri hakkinda 6nemli bulgular tespit edilmistir (Fraga, 2010;
Prior & Wu, 2006).

2.1.1.2. Antoksantinler

Bitkilerde bulunan bir flavonoid tiiriidiir. Renksiz veya renkleri beyazdan sariya
degisen suda ¢Oziiniir pigmentlerdir. Bu pigmentler asidik ortamda beyaz, alkali
ortamda sar1 renklidirler. Sogan, salgam, karnabahar, patates ve beyaz lahanada
bulunurlar (Aydin, 2021; Dutta & Halder, 2021). Flavonlar, flavonollar, flavanonlar,

flavan-3-ollar ve izoflavonlar olmak tizere bes grupta incelenirler.

o Flavonlar: Flavonlar, heterosiklik halkada (C4) bir karbonil grubu igeren
antoksantin grubu bilesiklerdir (Sekil 2.1). Bitkilerde yaygin olarak bulunan flavon ve
flavon glikozitleri acik sari renklidir. Apigenin ve luteolin en o6nemli flavon
ornekleridir. Kereviz, maydanoz, enginar ve zeytin, flavon igerigi yiiksek olarak

bildirilen gidalardandir (Crozier, Ashihara & Clifford, 2006a).



o Flavonollar: Flavonollar, flavonoidlerin en yaygin tiiriidiir. Flavonlarin C
halkasindaki 3 numarali karbona hidroksil grubunun eklenmesi, bir flavonol
molekiiliinii olusturmaktadir (Sekil 2.1) (Cowan, 1999). Kuersetin, kamferol ve
mirisetin, dogada yaygin olarak bulunan ii¢ flavonol tiiriidiir. Sogan, elma, karalahana
ve cay, flavonol seviyeleri yiiksek bitkilere 6rnek olarak verilebilir (Coban, 2008).
Ayrica, moringa, ¢ilek, hint inciri, 1spanak ve karnabaharda da ¢esitli flavonol yapili

bilesikler saptanmigtir (Sultana & Anwar, 2008).

o Flavan-3-ollar: Flavan-3-ollar yapisal olarak basit monomerlerden, (+)-katesin
ve izomeri (-)-epikatesin gibi oligomerik ve polimerik proantosiyanidinlere kadar
degiskenlik gosteren en karmasik flavonoid alt smifidir. Kondense tanenler olarak da
bilinmektedirler (Crozier, Jaganath & Clifford, 2006b). Gidalardaki varligi, burukluk,
acilik, eksilik, tatlilik, aroma ve renk olusumu gibi kalite parametrelerini etkilemektedir
(Aron & Kennedy, 2007). Kayist, vigne, iiziim, bogiirtlen gibi meyvelerde bol miktarda
bulunmaktadirlar. Baklagil ve tahillarda, ¢ayda oldugu gibi gallik asit tiirevi olan
tanenler ile kondense halde bulunmaktadirlar. Kirmizi sarap ve bira gibi flavan-3-ollar
acisindan zengin igeceklere ornek olarak verilebilir. Ayrica, islenmis gidalarda, bitkisel
ilag ve takviye iriinlerde fonksiyonel bilesenler olarak kabul edilmektedirler (Fraga,
2010).

o Izoflavonlar: izoflavonlar, Sekil 2.1°de goriildiigii gibi diger flavonoidlerin
aksine B-halkasinin C2 pozisyonundan ziyade C3'e baglanmasiyla karakterize
edilmektedir. Bitki aleminde ¢ok smirli bir dagilima sahiptirler ve 6zellikle soya
fasulyesi olmak iizere baklagil ailesine 6zgii fenolik bilesik grubudurlar. En bilinen
izoflavonlar, genistein ve daidzein'dir. Bitkilerde izoflavonlar agirlikli olarak -
glukozitler (genistein, daidzein, glisitin), asetil-B-glukozitler veya malonil-p-glukozitler
olarak bulunmaktadirlar ve bu nedenle suda ¢oziiniir bilesiklerdir. izoflavonlar ayrica
metilasyon, hidroksilasyon veya polimerizasyon gibi ¢esitli modifikasyonlara ugrayarak
izoflavanon, izoflavan ve izoflavan-3-ol gibi basit izoflavonlarin yani sira rotenoidler,
glisinoller ve coumestanlar gibi daha karmasik yapilar1 olusturmaktadir (Coban, 2008;
Fraga, 2010).



2.1.2. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, bitkiler aleminin en basit fenolik bilesik grubudur. Bitkilerde
glikozitlerin veya organik asitlerin esterleri formunda protein ya da hiicre duvarinin
polimerlerine bagli durumdadirlar. Sadece kii¢iik kismi dogada serbest olarak
bulunmaktadir. Fenolik asitlerin gidalardaki varligi, besinlerin kararliligini, besin
degerini, renk, koku ve Kkalitesini belirgin olarak etkilemektedir. Fenolik asit i¢eren
bircok bitki vaskiiler, viral, gastrointestinal, mikrobiyal ve inflamatuar hastaliklarda
tedavi edici olarak kullanilmaktadir (Robbins, 2003). Uziim ¢ekirdegi, iiziim kabugu
(Yilmaz & Toledo, 2004), bugday kepegi (Ferguson & Haris, 1999; Yu & Zhou, 2005),
greyfurt gibi narenciye tiirleri (Gorinstein vd., 2004a), adagay1 (Bozan, Oztiirk,
Tunalier, Kosar & Baser, 2002), ballibabagiller familyasindan sideritis (Tunalier vd.,
2004) ve baz1 baharatlar (tar¢in, kimyon, karabiber vb.) (Bozan, Kosar, Tunalier, Oztiirk
& Bager, 2003), sarap (Minussi vd., 2003), zeytinyag1 (Morozzi, Servili, Selvaggini,
Esposto & Taticchi, 2004; Owen vd., 2000) gibi bitkisel {irlinlerin igerdikleri fenolik
asitlerden kaynaklanan antioksidan aktivite gosterdikleri bildirilmistir (Ferguson &
Haris, 1999; Gorinstein vd., 2004b; Minussi vd., 2003; Morozzi vd., 2004; Owen vd.,
2000; Yu & Zhou, 2005).

Fenolik asitler, hidroksibenzoik asit ve hidroksisinamik asit tiirevleri olarak iki
smifta incelenmektedir (Ho, 1991). Cizelge 2.2°de kimyasal yapilar1 verilen gallik asit,
prokatesik asit, vanilik asit, p-hidroksibenzoik asit ve siringik asit hidroksibenzoik
tirevli; p-kumarik asit, o-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit ve sinapik asit ise
hidroksisinamik asit tiirevli gruba aittirler (Cadenas & Packer, 2002; Lodovici,
Guglielmi, Meoni & Dolara, 2001; Minussi vd., 2003). Yapilan gesitli antioksidan
aktivite c¢alismalarinda, hidroksisinamik asit tiirevlerinin hidroksibenzoik asit

tiirevlerinden daha etkili oldugu ortaya konmustur (Marinova & Yanishlieva, 2003).
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Cizelge 2.2. Fenolik asit gruplarinin kimyasal yapilar1 (Fraga, 2010; Jackson, 2000)

Hidroksibenzoik Asit

R1 R2 R3 R4
R1 Tiirevleri
R Gallik asit H OH OH OH
2
Protokatesik asit H OH OH H
R, OH Vanilik asit H OCH; OH H
p-hidroksibenzoik asit H H OH H
R4 O Siringik asit H OCHs OH OCHs
Hidroksisinamik Asit
R1 R2 R3 R4
R1 Tiirevleri
R2 p-kumarik asit H H OH H
o-kumarik asit OH H H H
R, P OR, Kafeik asit OH OH H H
o) Ferulik asit OCHs OH H H
Sinapik asit OCHjs OH OCHjs H

2.1.2.1. Hidroksibenzoik Asit

Hidroksibenzoik asitler fenilpropan yapisindadirlar ve hidroksisinamik asit
tirevlerine gore bitkilerde daha az miktarda bulunurlar. Hidroksisinamik asitlerin
oksidasyonu ile olusan bu grup bilesikleri, sogan, yaban turpu gibi sebzeler, iiziim ¢ilek,
narenciye gibi meyveler ve sert kabuklu yemislerde bulunmaktadir. Bitkilerde bagli
formda bulunan bu asitler, karmasik yapili lignin ve hidrolize olabilen tanenlerin
bilesenleridir (Fraga, 2010). Hidroksibenzoik asit tiirevlerinin en 6nemlilerinden biri
olan gallik asit veya 3,4,5-trihidroksibenzoik asit yesil ¢ay, izlim, kirmiz1 sarap ve bira
gibi gidalarda bulunmaktadir. Lipid peroksidasyonun ve bozulmanin neden oldugu
acilagsmay1 onlemek icin gida, ilag ve kozmetik gibi alanlarda kullanilmaktadirlar ve
antioksidan, antimutajen, antikanserojen ve antiinflamatuar ozelliklere sahiptirler
(Crozier vd., 2006c; Tang, Covington & Hancock, 2003a; Tang, Covington & Hancock,
2003b).

2.1.2.2. Hidroksisinamik Asit

Hidrosisinamik asitler yapilarinda bir fenilpropan halkasi bulundurmaktadirlar.

Bu halkaya bagli hidroksil grubunun sayisina ve konumuna gore ¢esitli alt gruplari
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bulunmaktadir. Hidrosisinamik asitlerin, antimikrobiyal, antikanserojen ve antidiyabetik

etkisinin oldugu kanitlanmistir (Fraga, 2010).

Hidroksisinamik asitler bogiirtlen, meyve ve iceceklerde ve ayn1 zamanda birgok
sebze ve tahil tiirlerinde bulunmaktadir. Kafeik, p-kumarik, o-kumarik ve ferulik asitler,
hidroksisinamik asitlerin 6rnekleridir. Sinamik ve kafeik asitler, yiiksek oksidasyona
sahip genis bir fenilpropan tiirevli bilesik grubunun ortak temsilcileridir. Bu fenolik asit
gruplari, 1siya duyarhdirlar. Yaygmn otlardan tarhun ve kekigin her ikisi de bakteri,

mantar ve viriislere etkili olan kafeik asit icermektedir (Cowan, 1999).

Hidroksisinamik asitlerin dogada en ¢ok bulunan tiirevi olan kafeik asit, elma,
tiziim, erik gibi meyvelerin yapisinda bulunmaktadir. Oda kosullarinda sar1 renkli
kristalize formdadir. Coziiniirligii, sicak suda ve alkolde oldukga iyidir. Nitritin hizli bir
sekilde nitrik oksite indirgenmesinde rol almaktadirlar (Akkan, 2008).

Tahillarda bol miktarda bulunan ferulik asit, fenilalanin ve tirozin
metabolizmasindan kaynaklanan bir fenoliktir. Bitkilerin birincil ve ikincil hiicre
duvarlarinda  bulunan  polisakkaritlerle  esterlestirilmektedir. ~ Ferulik  asit,
monokotiledonlarin hiicre duvarlarinda meydana gelen ana fenolik asittir ve cis-trans
izomerler olarak goriinmektedir (Klepacka & Forna, 2006). Ferulik asit ester formunda
bugday, misir, ¢avdar, arpa, yulaf gibi tahillarda, 1spanak, seker pancari ve su
kestanelerinde bulunmaktadir. Nadiren arpada oldugu gibi serbest formda da
bulunmaktadir (Clifford, 1999; Yu, Vasanthan & Temelli, 2001). Birincil hiicre
duvarlarinda, 1spanak veya bugday kepeginde oldugu gibi aleuron tabakasinda ve

perikarpta arabinoksilanlara esterlestirilmektedir (Fraga, 2010).
2.1.3. Tanenler

Bitkisel tanenler (bitki polifenolleri), su anda bilinen 8000'den fazla fenolik yap1
ile bitkiler aleminde en fazla ¢esitlilik gosteren ve yaygin olarak bilinen kategorilerden
biridir (Liao, Lu & Shi, 2003). Tanenler, molekiiler agirligi 500 ila 3000 Da arasinda
olan suda ¢oziiniir fenolik bilesiklerdir. Bu fenolik bilesikler, ¢cok sayida hidroksil veya
diger fonksiyonel gruplart igermektedir. Proteinler ve diger makromolekiiller ile gapraz
baglar olusturmaktadirlar (Coban, 2008). Bu fenolik grubu iki kategoride
incelenmektedir: Hidrolize olabilen tanenler (gallik asit ve polisakkaritlerin
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poliesterleri) ve kondense tanenler (flavan-3-ollar ve flavan-3,4-diollerin polimerize
tirtinleri veya ikisinin bir karisimi). Diger tanen tiirleri de bu iki temel yapimin bir

kombinasyonu olarak goriilmektedir (Liao vd., 2003).
2.1.3.1. Hidrolize Olabilen Tanenler

Hidrolize olabilen tanenler, kismen veya tamamen gallik asit (gallotanninler)
veya heksahidroksidifenik asit (ellajitanninler) ile esterlenen glukoz ve hidroksil
gruplar1 gibi bir merkezi polihidrik alkol ¢ekirdegi igermektedir. Asitlerle, bazlarla veya
belirli enzimlerle hidrolizden sonra, gallotanninler glukoz ve gallik asitler vermektedir.
Ellajitanninlerin hekzahidroksidifenik asidi, elajik asit tiretmek icin laktonizasyona

ugramaktadir (Coban, 2008).
2.1.3.2. Kondense Tanenler

Kondense tanenler yapisal olarak hidrolize olabilen tanenlerden daha
karmagiktir. Tam yapilar1 heniiz belirlenmemistir. Esas olarak flavan-3-ollar ve flavan-
3,4-diollerin polimerize edilmis iirlinleri veya ikisinin bir karigimidir. "Flavolanlar"
olarak adlandirilan polimerler, yaygmn olarak kondense tanenler olarak
adlandirilmaktadir. Kondense tanenler meyveler, sebzeler, yem bitkileri, bitkiler, kakao,
kirmiz1 sarap ve sorgum, parmak dar1 ve baklagil gibi belirli gida tahillarinda yaygin

olarak bulunmaktadir (Coban, 2008).
2.2. Gidalarda Fenolik Bilesiklerin Onemi ve Tayin Yontemleri

Bitkilerde ¢esitli fizyolojik gorevlerinin yaninda tat, koku ve renk olusumu
tizerinde de etkileri olan fenolik bilesikler, gida bileseni olarak enzim inhibisyonuna
sebep olmalari, antioksidan, antiviral ve antimikrobiyal o6zellikler gostermeleri
nedeniyle insan saglig1 agisindan 6nem tagimaktadirlar. Ayrica, fenolik bilesikler, taze
ve islenmis gidalarin duyusal ve besleyici kalitesi ile de yakindan iliskilidir (Macheix,
Fleuriet & Billot, 1990). Gidanin istenen ve istenmeyen aroma ve tatlarina dogrudan
katkida bulunan bu bilesikler ayrica gida maddelerinde esmerlesmeye neden olmakta ve
onlarin piyasa degerini diisiirmektedir. Uziim ve patatesin kahverengilesme
reaksiyonlarindan oksijen varliginda polifenoloksidaz adli enzimin sorumlu oldugu

bildirilmistir. Meyvelerdeki enzimatik esmerlesme reaksiyonu genellikle fenolik
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icerigin ve polifenoloksidaz aktivitesinin dogrusal bir fonksiyonu olarak kabul
edilmistir (Sapis, Macheix & Cordonnier, 1983). Ayrica, son yillarda yapilan ¢aligmalar
sonucunda, fenolik bilesiklerin sebze ve meyvelerdeki suda ¢ozlinen antioksidanlarin en

onemli grubunu olusturmalar1 nedeniyle bu bilesenlere olan ilgi daha da artmistir.

Dogal sularin kirlenmesinden sorumlu olan toksik fenolik bilesiklerin sulardaki
varligi, tekstil, komiir, madencilik, kimya, petrokimya, ilag kagit, boya endiistrilerinin
atik sularindan ve {irlinlerinden kaynaklanmaktadir (Decker vd., 2007; Karim &
Fakhruddin, 2012). Canli saghigim tehdit eden toksik fenoliklerin sulardaki diisiik
derisimlerinin tayin edilebilmesi de bu anlamda 6nem kazanmistir (Annachhatreve &
Gheewala, 1996; Kulys & Bratkovskaja, 2007).

Uziim, nar, mor havug gibi meyve ve sebzeler ile bunlardan iiretilen gidalarda,
dogal ¢evre sularinda ve atik sularda, fenolik bilesik tiirevlerinin belirlenmesi igin gesitli
analitik yontemler Onerilmistir. En yaygin kullanilanlar gaz kromatografisi (GC)
(Padilla-Sanchez vd., 2011), yiiksek performansli likid kromatografisi (HPLC)
(Tanigawa, Watabe, Kubo & Hosoya, 2011), gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi
(GC/MS), likid kromatografi-kiitle/kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) (Kelebek, Diblan,
Kadiroglu, Kola & Selli, 2018) gibi kromatografik yontemler; Folin-Ciocalteu yontemi
(Magalhaes, Segundo, Reis, Lima & Rangel, 2006) gibi spektrofotometrik yontemler ve
elektrokimyasal yontemlerdir (Jing vd., 2011; Vidal vd., 2008).

Adi gecen yontemler, diisiik fenolik madde derisimlerinde dogru sonuglar
verseler de karmasik On islem siiregleri ve zaman alic1 tespit yontemleri nedeniyle
kullanim alanlar1 oldukc¢a kisithdir. Secicilikten yoksun analizler yapabilmelerinin
yaninda olduk¢a maliyetli islemlere ihtiya¢ duymaktadirlar. Tiim bu dezavantajlar
nedeniyle, arastirmacilar fenolik bilesik analizleri i¢in biyosensor gibi basit, hassas,

spesifik, dogru ve tasinabilir sistemler gelistirmeye odaklanmistirlar (Sarika vd., 2017).
2.3. Biyosensorler

Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (International Union of Pure
and Applied Chemistry, IUPAC) terminolojisine gore biyosensorler; kimyasal

bilesikleri genellikle elektrik, termal veya optik sinyallerle belirlemek icin enzimler,
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antikorlar, dokular, organeller veya hiicreler tarafindan aracilik edilen ozel

biyokimyasal reaksiyonlari kullanan bir cihazdir (McNaught & Wilkinson, 1997).

Biyosensorlerin baslangici, biyosensor kavraminin babasi olarak bilinen Leland
C. Clark Jr.'m, glukoz oksidazin bir oksijen elektroduna, diyaliz membrani kullanilarak
tutuklanmast ile ilgili deneyini yaymladigi 1962 yili olarak tarihlendirilebilir. Boylece
kandaki glukoz seviyesini 6lgerek yeni bir analitik sistem olusturmuslardir. Bu yeni
analitik cihaz, yiiksek spesifiklige sahip bir biyolojik sistem (enzim) ile elektrot gibi
fiziksel bir sistemin tayin duyarliligin1 birlestirmektedir (Clark Jr. & Lyons, 1962).

Biyosensor, biyoreseptor (biyobilesen) ve transduser (donistiiriicii) adli iki ana
boliimden olusan bir cihazdir. Biyoreseptorler, biyosensoriin hedef analiti ile etkilesen
ve bu etkilesim sonucunda biyolojik reaksiyona girerek sinyal lireten biyolojik kismidir.
Enzimler, doku  Ornekleri, organeller, niikleik asitler, immiinoajanlar,
mikroorganizmalar ve biyoreseptor molekiilleri biyosensorlerde biyoreseptor olarak
kullanilabilmektedir. Biyoreseptorler analizlenecek maddeyi doniisiime ugrattiginda
tiretilen kimyasal veya fiziksel sinyaller transduserler tarafindan algilanir. Biyokimyasal
reaksiyona gore transduser se¢imi yapilmaktadir. Bu transduser sistemleri

elektrokimyasal, optik, piezoelektrik, kalorimetrik, manyetik temelli olabilir (Sekil 2.2).

= Elektrokimyasal

n ’ Antikorlar
) Niikleik asitler

Optik
p Y. = Opei Sinyal E:> (]
organizmalar Yikseltici

||

b P B o rimens —
Hiicreler

= | _

} , Immuno .=1_|a.n.l,a|.t|::> Alcustile

Amnalit Bivoreseptir Transduser Elektronik Veri isleme

Sekil 2.2. Biyosensoriin ¢aligma prensibi (Telefoncu, 1999; Vargas-Bernal, Rodriguez-
Miranda & Herrera-Perez, 2012)
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Bir biyosensoriin tasarimi i¢in izlenecek adimlardan en 6nemlisi, biyobilesenin
immobilize edilmesi asamasidir. Biyosensorlerin performansi, kimyasal ve fiziksel
kosullar (pH, sicaklik ve kirleticiler), biyoaktif tabakanin kalinlig1 ve stabilitesi gibi
faktorlere de baghdir (Kissinger, 2005; Mittal, Kaur, Gautam & Mantha, 2017).

Hedef analit hakkinda hizli, ger¢ek, dogru ve giivenilir bilgi saglamalari, diisiik
maliyetli ve tasmabilir cihazlar olmalari nedeniyle biyosensorlerin kullanim alanlar
oldukga genistir (Verma & Bhardwaj, 2015). Gida isleme ve giivenligi (Huet vd., 2010),
cevre analizleri, veterinerlik ve tarim uygulamalari (Hernandez-Vargas vd., 2018),
biyoproses goriintiileme (Scheper, Hilmer, Lammers, Miiller & Reinecke, 1996), ilag
gelistirme, hastalik teshisi ve klinik analizlerde (Aydindogan, Balaban, Evran, Coskunol
& Timur, 2019; Aydindogan, Giiler-Celik & Timur, 2018; Balaban vd., 2020; Wang,
2006) kullanilmaktadir. Biyosensorlerin, yiiksek spesifiteye sahip cevaplar vermeleri,
renkli ve bulanik ¢ozeltilerdeki analitlerin tayini igin genis derisim araliginda Glgim

yapabilmeleri gibi 6nemli avantajlar1 vardir (Telefoncu, 1999).
2.3.1. Biyosensorlerin Siniflandiriimasi

Biyosensorler, kullanilan biyoreseptor tiiriine goére smiflandirilabilmektedirler
(Cizelge 2.3). Biyosensorler ile gergeklestirilen analizler, gida igerikleri, pestisit gibi
toksik kimyasallar, ¢esitli metabolitler, vitamin, antibiyotik, ilag gibi organik maddeler
ile baz1 anorganik bilesikler disinda ayrica viriis ve patojen mikroorganizma tayinlerini
kapsayabilmektedir. Biyolojik oksijen ihtiyaci (BOD), toksisite ve mutajenite analizleri

de biyosensorlerin dnemli uygulama alanlarindandir (Gékdogan, 2011).

Cizelge 2.3. Biyosensor gesitleri ve analiz kapsamlari (Yarar, 2014)

Biyosensor Cesitleri Analiz Kapsami

Gida igerikleri, vitamin, metabolit, ilag, antibiyotik ve
Enzim biyosensorleri pestisitler vb. diisiik molekiil agirlikli organik ve
anorganik maddeler
Enzim biyosensdrlerinin kapsadigi analiz alanlari, BOD,
toksisite ve mutajenite analizleri

Mikrobiyal biyosensorler

DNA biyosensorleri Patojen mikroorganizmalar, viriisler

Immunosensérler Patojen mikroorganizmalar, viriisler, ksenobiyotikler
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2.4. Enzim Biyosensorleri

Enzimler, substrata 6zgii reaksiyonlart son derece hizli katalize eden biyolojik
katalizorlerdir. Analitik bir islemde enzimler, substratlarinin spesifik analizleri igin
kullanilabilmektedir. Enzim biyosensorleri, substratin hassas olarak tespiti i¢in 6nemli
bir amplifikasyon sistemi saglamaktadir (Coban, 2008). Enzim temelli biyosensorlerin
¢ogu, amperometrik transdiiksiyon yontemini kullanmaktadir (Pejcic & Marco, 2006).
Enzimler, spesifite ve duyarliliklarindan dolay1r olduk¢a Onemli analitik ajanlardir.
Ancak, enzim aktivitesinin ortam kosullarma bagli olmasi, inhibisyon problemleri,
enzim aktivitesine etki eden girisime neden olabilecek maddelerin varligi, enzimin
aktivitesini uzun silire koruma kapasitesi ile ilgili kisitlamalar, enzim izolasyonu ve
saflastirma maliyetleri gibi giicliikler, enzimlerin analitik amaglarla kullanimim
siirlandirmistir. Gliniimiizde, enzimler i¢in uygulanan immobilizasyon prosediirleri
sayesinde enzimlerin kullanim kisitlamalar1 azaltilmis olup, 6zellikleri iyilestirilmis ve

uygulama alanlar1 genisletilmistir (Yarar, 2014).
2.5. Enzim Biyosensérleri icin Enzim immobilizasyonu

Immobilizasyon, enzimin biyosensér yiizeyine baglanmasi igin yaygin olarak
kullanilan yontemdir (Roy, Abraham, Abhijith, Kumar & Thakur, 2005). Enzim
immobilizasyonunun genel olarak iki yontemi tanimlanmistir; birincisi adsorbans,
mikrokapsiilleme ve tutuklamay1 kapsayan fiziksel yontem, ikincisi ¢apraz ve kovalent

baglamay1 kapsayan kimyasal yontemdir (Sheldon, 2007).

Immobilizasyon y&nteminin segimi biyoreseptdriin dogasma ve uygulanmasina
baghdir. Ayrica, biyosensér uygulamalari i¢in kullanilan transduser tipini, analitin
fizikokimyasal Ozelliklerini ve biyosensoriin c¢alisacagi c¢alisma kosullarini dikkate

almak gerekmektedir (Singh, Verma, Garg & Redhu, 2008).
2.5.1. Enzim immobilizasyon Yontemleri

Biyosensorlerde yaygin immobilizasyon yontemleri kovalent baglama,
adsorpsiyon, ¢apraz baglama, mikrokapsiilleme ve tutuklamadir (Sekil 2.3) (Fernandez-
Fernandez, Sanroman & Moldes, 2013).
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Sekil 2.3. Biyosensorde kullanilan yaygin immobilizasyon yontemleri; (A) kovalent
baglama, (B) adsorpsiyon, (C) ¢apraz baglama, (D) mikrokapsiilleme ve (E)
tutuklama (Rodriguez-Delgado vd., 2015)

2.5.1.1. Kovalent Baglama

Bu yontem, tasiyict ile enzim arasinda olusan kovalent bag olusumuna
dayanmaktadir. Enzim veya proteinlerdeki aminoasitlerin yan zincirlerinden
kaynaklanan fonksiyonel gruplar kimyasal olarak aktiflestirilmis desteklere kovalent
olarak baglanabilmektedir. Kovalent baglama yontemine gore immobilizasyon,
tastyicinin  aktivasyonu, biyomolekiiliin baglanmast ve sadece adsorblanmis
biyomolekiillerin uzaklastirilmasi olmak iizere {ic asamada gerceklestirilmektedir. Bu
yontemle ilgili en sik karsilagilan dezavantajlardan biri, enzimin aktif merkezinden
gergeklesen bir kovalent baglanmanin enzimin aktivitesini kaybetmesine neden
olmasidir (Coban, 2008).

2.5.1.2. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, basit, diisiik maliyetli ve hizli bir immobilizasyon yontemidir. Bu
yontemde enzim, Van der Waals baglari, hidrojen baglar1 veya iyonik etkilesimler gibi
zayif ¢ekim Kuvvetleri etkisiyle bir destege sabitlenebilmektedirler. Bu yontemle
immobilize edilen enzimler mekanik olarak kararsiz olabilir ve reaksiyon kosullari

altinda tasiyicidan kolayca ayrilabilmektedir (Brady & Jordaan, 2009).
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2.5.1.3. Capraz Baglama

Capraz baglama, kimyasal veya fiziksel yontemlerle gerceklestirilmektedir.
Kimyasal yontem, enzim ile tasiyici arasinda glutaraldehit veya toluen diizosiyanat gibi
bir veya c¢ok islevli reaktifler araciligiyla kovalent baglarin olusumunu i¢ermektedir.
(Vastarella, 2001). Capraz baglama yontemi, basit bir yontem olmanin yani sira
biyomolekiillerin giiglii bir sekilde kimyasal bag olusturma avantajlarini sunmaktadir.
Yontemin ana dezavantaji, proteinin Katalitik olarak gerekli bolgelerinin kimyasal

degisimlerinden kaynaklanan aktivite kayiplari olasiligidir (Coban, 2008).
2.5.1.4. Mikrokapsiilleme

Mikrokapsiilleme, biyolojik bilesenlerin yari gegirgen bir membran iginde
cevrelenmesiyle elde edilmektedir. Tutuklama yoOntemine c¢ok benzerdir, ancak
molekiiller belirli bir alanda sinirlandirilmigtir. Molekiillerin membran igine veya disina
transferi igin itici gii¢ molekiiler agirliktir. Biiylik molekiil agirlikli molekiiller membran
disina ¢ikamamakta veya igine girememektedirler. Ancak, kiigiik molekiil agirlikli
substratlar ve tiriinler yari gecirgen membrandan serbestce gecebilmektedirler. Bu
yontemin belirgin bir avantaji, enzim/hiicrenin istenen herhangi bir oranda birlikte
immobilize edilebilmesidir. Ancak, difiizyonla ilgili sorunlarla sik¢a karsilasilmakta
olup reaksiyon firtinlerinin hizli bir sekilde birikmeleri membranin yirtilmasina neden

olabilmektedir (Vastarella, 2001).
2.5.1.5. Tutuklama

Tutuklama yontemi kullanilarak immobilizasyonu gergeklestirilen enzimler,
¢ozelti icinde serbest ancak tutuklama sisteminin kafes yapisi tarafindan siirlandirilmig
durumdadirlar. Tutuklama i¢in {i¢ genel ydntem vardir. Birincisi, enzimler
elektrokimyasal dedektorii kaplayan ince bir film olarak analit gecirgen bir membran
arkasma tutuklanabilirler. Ikincisi, poliakrilonitril, agar jel, poliiiretan veya polivinil
alkol membranlari, sol jeller veya redoks hidrojelleri gibi polimerik bir matriks i¢inde
biyoreseptorler tutuklanabilmektedir. Son olarak, biyoreseptorlerin tek tabakali veya ¢ift

tabakali lipid membranlar i¢ine tutuklanmasidir (Coban, 2008).

19



En cok kullanilan teknik, dokme veya elektropolimerizasyon yoluyla polimerik
filmde ve redoks jel kafesinde tutuklamadir. Tutuklama yonteminde jelin gozenek
yapist 6nemli bir parametredir. Jelin gbézenek yapisi, enzim ¢ozeltisinin sizintisini
Onleyecek kadar sik1 olmali ve ayn1 zamanda substratlarin ve {iriinlerin serbest gecisine

izin vermelidir (Vastarella, 2001).
2.6. Lakkazlar

Enzimler, kimyasal reaksiyon mekanizmalarina gore altt ana smifa
ayrilmaktadir. Bunlar oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar
ve ligazlardir (Streffer, 2002). Ticari olarak temin edilebilen enzimler arasinda
oksidazlar, biyosensér uygulamalarinda en sik kullanilanlardir. Bu tip enzim, stabil
olma avantajlarin1 sunmaktadir ve bazi durumlarda koenzim veya kofaktor
gerektirmemektedir (Mello & Kubota, 2002). Oksidorediiktazlar alt1 gruba
ayrilmaktadir; oksidazlar, dehidrojenazlar, peroksidazlar, rediiktazlar, monooksijenazlar
ve dioksijenazlar. Oksidazlar, hidrojeni bir substrattan molekiiler oksijene aktarabilen
enzimlerdir. Oksidazlar ayrica kataliz swrasinda olusan {riine gore iki gruba
ayrilmaktadir. Bunlar, su iireten (bakir igceren) oksidazlar ve hidrojen peroksit {ireten
oksidazlardir. Bakir iceren oksidaz enzimi olan lakkaz, biyosensor uygulamalarinda en

sik kullanilan enzimdir (Streffer, 2002).

Lakkazlar (EC 1.10.3.2, p-difenol:dioksijen oksidorediiktaz), fenolik bilesikler
ve aromatik ya da alifatik aminler gibi fenolik olmayan ¢esitli substratlarin
oksidasyonunu  katalize eden  multimerik ve monomerik bakir igeren
oksidorediiktazlardir. Substratin katalizi sirasinda “elektron alicis1” olarak molekiiler
oksijen gorev yapar ve suya indirgenir. Lakkaz ilk kez 1883'de Yoshida tarafindan
Lacquer agacinda tanimlanmistir. Simdiye kadar tanimlanan en eski enzimdir (Mayer &
Staples, 2002). Lakkazlar dogada bitkiler, funguslar, bocek ve hatta bakteri tiirleri de
dahil olmak tizere yaygin sekilde farkli formlarda bulunmaktadirlar. Farkli lakkazlar
arasinda, Trametes suslarindan izole edilen enzimlerin digerlerine gore genellikle kararl
oldugu belirtilmektedir (Ncanana, Baratto, Roncaglia, Riva & Burton, 2007). T.
versicolor lakkazi’nin 3 boyutlu modellenmis yapis1 Sekil 2.4'te verilmistir
(Malinowski, Herbert, Rogalski & Jaroszynska-Wolinska, 2018).
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Sekil 2.4. T. versicolor lakkazi’nin 3 boyutlu modellenmis yapis1 (Malinowski vd.,
2018)

Lakkazlar, dimerik veya tetramerik glikoproteinlerdir. Enzimin Kkatalitik
mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynayan {li¢ merkezde bulunan 4 farkli bakir atomu
icermektedir. Bu bakir bolgeleri, agiga ¢ikan Kendilerine 6zgii elektronik paramanyetik

rezonans (EPR) sinyallerine gore ii¢ tipe ayrilmaktadir:

e Tip 1 bakir (T1): Paramanyetik ‘mavi’ bakir, okside formda 610 nm’de

absorbans gosterir.

e Tip 2 bakir (T2): Paramanyetik ‘mavi olmayan’ bakir, goriiniir bolgede

absorbans gostermez.

e Tip 3 bakir (T3): Diamanyetik spin eslesmeli bakir-bakir cifti, okside formda

330 nm’de absorbans gosterir.

T1, korunmus ekvatoral ligandlar olarak iki histidin-bir sistein ve genellikle
degisken bir ligand iceren trigonal bir koordinasyona sahiptir. Yaklasik +790 mV'luk
yiiksek redoks potansiyeli nedeniyle substrat oksidasyonunun gergeklestigi bolgedir.
T2, goriinlir spektrumda absorpsiyon gostermediginden renksizdir ve EPR
calismalarinda paramanyetik ozelliklerini ortaya ¢ikarmaktadir. T3 bakirin yakininda
stratejik olarak konumlanan T2, T3 ile birlikte triniikkleer merkezi meydana

getirmektedir. T3, UV spektrumuna yakin degerlerde zayif bir sogurma saglamaktadir.
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T. versicolor lakkazi’nin 3 boyutlu modellenmis bakir koordinasyon merkezinin

sematik gosterimi Sekil 2.5°te verilmistir (Malinowski vd., 2018).

His-401

Sekil 2.5. T. versicolor lakkazi’nin 3 boyutlu modellenmis bakir koordinasyon
merkezinin sematik gosterimi (Malinowski vd., 2018)

T1’in bulundugu mononiikleer merkezde substratin oksidasyon reaksiyonu
gerceklesirken, T2 ve T3’ igeren triniikleer merkezde ise molekiiler oksijen suya
indirgenmektedir (Gtil vd., 2017).

Lakkazin aktif bolgesindeki bakir iyonlari, oksidasyon durumlarini Cu (I1) ve Cu
() arasinda degistirerek elektron transfer mekanizmasi saglar. T1 merkezinin islevi,
substrattan T2/T3 redoks bakir merkezine uzun menzilli molekiil i¢i elektron transferini
saglamaktir. T2/T3 bakir merkezi, oksijenin indirgenmesinde énemli bir rol oynar. ki
T3 bakir arasinda, T2 ve T3 bakir iyonlar ile koordine olan OH™ veya O olan bir
oksijen ligandi bulunmaktadir. Coziicii ve oksijenin T2/T3 merkezine iki kanaldan
erisimi vardir. Tamamen indirgenmis triniikleer bakir merkezi, dioksijen ile reaksiyona
girerek peroksit seviyesinde bir ara iiriin olusturur ve son olarak da molekiiler oksijen
suya indirgenir (Decker & Terwilliger, 2000; Duran, Rosa, D’Annibale & Gianfreda,
2002; Ivnitski & Atanassov, 2007; Madhavi & Lele, 2009).
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Lakkazlar, radikal Kkatalizli mekanizmaya sahip reaksiyonlar verirler.
Peroksidazlar ve tirozinazlar ile birlikte fenol oksitleyici enzimler grubunun en biiyiik
toplulugunu olusturan bu oksidorediiktaz enzimleri, reaksiyon tiiriine bagli olarak
elektronlarin substrattan bir elektron alicisina transferini Katalizlemektedirler. Olusan
kataliz reaksiyonlarinda, lakkaz ve tirozinaz igin elektron alicis1 serbest O2 molekiili

iken peroksidaz i¢in H2O2 dir (Sekil 2.6).
(a) HzO Lakicaz (ox) K Substrat (red)
Dz X Lakkaz (red) Subsirat (o
(L=}]

Dimerder veva oligomerier
weya polimerler

Sekil 2.6. (a) Substrat oksidasyonu i¢in lakkaz katalizli redoks dongiilerinin semast; (b)
hidrokinonun lakkaz ile oksidasyonu (Su, Fu, Wang, Silva & Cavaco-Paulo,
2018)

Tipik bir lakkaz reaksiyonunda, fenolik substratlar birer elektron kaybederek
fenoksil radikallere donlismektedir. Toplamda 4 kez oksitlenerek olusan reaktif
radikaller enzimatik olmayan oksidasyona ugrayabilmekte ya da oksidatif eslesmeler
sonucunda oligomer ve/veya polimerlere dontisebilmektedirler (Duran vd., 2002;
Minussi, Pastore & Duran, 2002).

Lakkazlarin substrat spesifitesi, fenolik ve fenolik olmayan bilesik gruplarinin
dahil oldugu oldukga genis bir araliktadir. Yiiksek redoks potansiyeline sahip biiyiik
molekiiller ve baz1 fenolik olmayan bilesikler, lakkazlar tarafindan “medyator” denilen

elektron tasiyict kiigiik molekiiller yardimu ile okside edilebilmektedirler.

Lakkazlarin farkli endiistriyel alanlarda kullanilan ¢ok cesitli fenolik bilesikleri
oksitleyebilmesi, biyoteknolojik potansiyellerini arttirmigtir. Kataliz tepkimeleri

sirasinda yardimer substrat olarak hidrojen peroksit (H202) kullanmamalar1 ve herhangi

23



bir kofaktore ihtiyag duymadan gerceklestirdikleri kataliz reaksiyonlar1 lakkazlarin
kullanimini oldukg¢a avantajli kilmaktadir (Gamella vd., 2006; Roy vd., 2005).
Lakkazlarin en yaygin kullanim alanlari, tekstil ve kagit sanayilerinde lignin agartma ve
parcalama (Morozova, Shumakovich, Shleev & Yaropolov, 2007), atik su aritiminda
boyalarin renginin giderilmesi ve ksenobiyotiklerin par¢alanmasi (Almansa,
Kandelbauer, Pereira, Cavaco-Paulo & Guebitz, 2004; Junghanns, Moeder, Krauss,
Martin & Schlosser, 2005), gida endiistrisi (Morozova vd., 2007) ve biyoyakit
hiicrelerinin gelistirilmesidir (Jensen vd., 2012; Tan vd., 2009).

Enzim biyosensdrlerinin tasariminda genis yer bulan lakkazlar, ¢cevresel ve tibbi
analizlerde, gida ve atik sulardaki fenolik bilesiklerin tespitinde yaygin olarak
kullanilmaktadirlar (Di Fusco, Tortolini, Deriu & Mazzei, 2010; Ferreira, Silva, Freitas,
Rocha-Santos & Duarte, 2009; Gamella vd., 2006; Ghindilis, Gavrilova & Yaropolov,
1992; Quan & Shin, 2004; Tang vd., 2008; Torrecilla vd., 2007).

2.7. Enzim Biyosensoérlerinin Siniflandirilmasi

Biyosensor ile yapilan Sl¢iimlerde, biyoaktif tabakada gerceklesen enzimatik
reaksiyonlar sonucu olusan sinyalin belirlenme ilkesine gore, enzim biyosensorleri

yaygin olarak asagidaki sekilde siniflandiriimaktadir:

1. Elektrokimyasal temelli enzim biyosensorleri

e Amperometrik temelli enzim biyosensorleri

e Potansiyometrik temelli enzim biyosensorleri

e Yari iletken temelli enzim biyosensorleri
2. Optik temelli enzim biyosensorleri

e Absorbsiyon temelli optik enzim biyosensorleri

e Flurosans temelli optik enzim biyosensorleri

e Biyoluminesans temelli optik enzim biyosensdrleri
3. Piezoelektrik temelli enzim biyosensorleri

4. Kalorimetrik temelli enzim biyosensorleri (Telefoncu, 1999).
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2.7.1. Elektrokimyasal Temelli Enzim Biyosensorleri

Elektrokimyasal temelli enzim biyosensorleri, analitlerin oksidasyonundan
kaynaklanan akim degisimini, potansiyel farki veya iletkenlikteki degisimi 6l¢mektedir.
Dedektor sistemi tarafindan olgiilen bu 6zelliklere bagl olarak elektrokimyasal temelli
enzim biyosensorleri; amperometrik, potansiyometrik, yari iletken temelli enzim
biyosensorlerine seklinde siniflandirilmaktadir (Rodriguez-Delgado vd., 2015). En
yaygin kullanim alanina sahip biyosensor tasarimlari elektrokimyasal temellidir (Arora,
Sindhu, Dilbaghi & Chaudhury, 2011).

2.7.1.1. Amperometrik Temelli Enzim Biyosensorleri

Amperometrik temelli enzim biyosensorleri, potansiyelin zamanin bir
fonksiyonu olarak sabit tutuldugu voltametrik biyosensorlerin  6zel  bir
siiflandirmasidir. Bu yontem, belirli bir hedef analitin taninmasi i¢in enzimin
seciciligini, biyokatalitik reaksiyon hizinin dogrudan bir akim sinyaline doniistiiriilmesi
ile birlestirerek ¢esitli bilesiklerin hizli, basit ve dogrudan belirlenmesine olanak

tanimaktadir.

Amperometrik Olglimlerde genellikle iiclii elektrot sistemi kullaniimaktadir.
Calisma elektrodu, elektrokimyasal bir sistemde reaksiyonun meydana geldigi elektrot
olarak ifade edilmektedir. Karsit elektrot, ¢alisma elektrodu bir anot olarak ¢alistiginda
katot iglevi gormektedir ve bunun tersi de gegerlidir ve ¢alisma elektroduna gore yiizey
alan1 daha genistir. Karsit elektrotta meydana gelecek yari reaksiyonun hizi, ¢alisma
elektrodunda gergeklesen islemin smirlanmasini engelleyecek yiikseklikte olmalidir.
Karsit elektrodun potansiyeli, referans elektroda karsit oOlgiilemiyor olsa da calisma
elektrodunun yiizeyinde meydana gelecek reaksiyonu dengeleyecek sekilde
ayarlanabilmektedir. Bu konfigiirasyon, c¢alisma elektrodunun potansiyeli bilinen
referans elektrodununkine karsi1 6l¢iim yapabilmesini saglamaktadir. Karsit elektrotlar
elektrokimyasal olarak daha inert olan malzemelerden iretilmektedir. Bu elektrotlara,
altin, platin veya karbon Ornek olarak verilebilir. Referans elektrot, bir tiir standart
hidrojen elektrottur. Hidrojen patlayict bir madde oldugundan dolayr Sl¢iimler igin
hidrojen gazi igeren bir elektrot kullanilmasi ¢ok uygun degildir. Referans elektrot
olarak siklikla, Ag/AgCl elektrodu kullanilmaktadir. Genellikle, akim diisiikse karsit
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elektrot olarak referans elektrodu islev géormektedir. Referans elektroduna gore platin,
altin veya karbon temelli ¢alisma elektrodunda sabit potansiyel korunarak ol¢iimler
gergeklestirilmektedir (Coban, 2008).

Amperometrik esasli enzim biyosensorleri, sabit bir potansiyelde, enzimatik
reaksiyon sirasinda harcanan ya da agiga ¢ikan maddenin derigimi ile orantili olarak
gerceklesen akim degisiminin dl¢lilmesi esaslidir. Bu yiiksek duyarlilikli biyosensorler,
biyolojik test numunelerinde bulunan elektroaktif tiirleri tespit edebilmektedir (Koyun,
Ahlatgioglu & Koca-ipek, 2012). Amperometrik temelli enzim biyosensérleri, ¢oziicii
ortaminda hizli ve segiciligi yliksek analiz uygulamalarma sahiptir. Ayrica, diisiik
maliyetle {iretilebilen, taginabilir ve otomasyona uygun biyosensor tasarimlart igin
avantajh sistemlerdir (Goode, Rushworth & Millner, 2015; Sharma & Mutharasan,
2013).

2.7.1.2. Potansiyometrik Temelli Enzim Biyosensorleri

Potansiyometrik temelli enzim biyosensorleri, tiim biyosensorler arasinda en az
yaygin olandir, ancak yine de bu tip biyosensorlerde farkli teknikler bulunabilmektedir.
Olgiilen parametre bir elektrokimyasal reaksiyonun oksidasyon veya rediiksiyon
potansiyelidir. Caligsma prensibi, ¢ozeltideki bir elektroda voltaj uygulandiginda, olusan
elektrokimyasal reaksiyonlar sonucunda bir akimin meydana gelmesine dayanmaktadir.
Bu reaksiyonlarin meydana geldigi voltaj, belirli bir reaksiyonu ve belirli tiirleri

gostermektedir (D’Souza, 2001; Syam, Davis, Pratheesh, Anoopraj & Joseph, 2012).
2.7.1.3. Yar iletken Temelli Enzim Biyosensérleri

Yart iletken temelli enzim biyosensorleri, numune ¢ozeltisinin elektrik
iletkenligindeki degisikliklerin izlenmesini igermektedir. Olgiilen parametre, ¢dzeltinin
elektriksel iletkenligi veya direncidir. Elektrokimyasal reaksiyonlar iyon veya elektron
rettiginde, cozeltinin genel iletkenligi veya direnci degismektedir. Bu degisiklik
dlgiilmektedir ve uygun bir dlgekte kalibre edilmektedir. Iletkenlik 6l¢iimleri nispeten
diisiik duyarliliga sahiptir (Lazcka, Del Campo & Munoz, 2007).
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2.7.2. Optik Temelli Enzim Biyosensorleri

Optik temelli enzim biyosensorleri, fenolik bilesiklerin belirlenmesi i¢in yiiksek
spesifiklige, duyarliliga ve maliyete sahip analitik cihazlar olarak gelistirilmistir. Bu
enzim biyosensorleri, optik kirinim veya elektrokemiliiminesansa dayali olarak
yapilabilmektedir. Optik transduserler, bakterilerin dogrudan (etiketsiz) tespitine
yonelik uygulama igin Ozellikle idealdir. Bu biyosensorler, hiicreler transduser
yiizeyinde immobilize edilmis biyoreseptorlere baglandiginda meydana gelen kirilma
indisi veya kalinhigindaki kiigiik degisiklikleri tespit edebilmektedir. Isik
ozelliklerindeki dogrudan degisikliklerle derisim, kiitle veya molekiil sayisindaki
degisiklikleri iliskilendirmektedirler. Bakteriyel patojenlerin tespiti i¢in monomod
dielektrik dalga kilavuzlar, yiizey plazmon rezonansi, elipsometri, rezonans aynasi ve
interferometre vb. dahil olmak tizere ¢esitli optik teknikler bildirilmistir (Lazcka vd.,
2007; Syam vd., 2012).

2.7.3. Piezoelektrik Temelli Enzim Biyosensorleri

Piezoelektrik temelli enzim biyosensorlerinin genel amaci, kuvars denilen
kendine oOzel titresime sahip materyallerin tizerinde biriken hedef analitin kiitle
miktarmin artmasiyla frekans miktarindaki azalmaya bagli olarak analit miktarinin
belirlenmesidir. Yiizeye segici olarak baglanan bir analitin kuvarstaki kiitlesi artarken
aciga cikan titresimin rezonans frekansi orantili olarak azalacaktir. Piezoelektrik temelli
enzim biyosensorleri, immunosensor uygulamalari basta olmak {izere amonyak, azot
oksitler, karbonmonoksit, hidrokarbonlar, hidrojen, metan, siilfiir dioksit ve bazi
organofosfat bilesiklerinin 6lgiimii igin de kullanilmaktadir (Lazcka vd., 2007; Syam
vd., 2012).

2.7.4. Kalorimetrik Temelli Enzim Biyosensorleri

Kalorimetrik temelli enzim biyosensorleri, biyolojik reaksiyonlarin temel
ozelliklerinden birini, yani 1sinin sogurulmasini veya iiretilmesini kullanmaktadir ve bu
da reaksiyonun gerceklestigi ortamin sicakhigini degistirmektedir. Immobilize enzim
molekiillerini termal biyosensorleriyle birlestirerek olusturulmaktadirlar. Analit enzimle

temas ettiginde, enzimin 1s1 reaksiyonu dl¢iilmektedir ve analit derisimine gore kalibre

27



edilmektedir. Bu tiir biyosensoriin yaygin uygulamalari, pestisitlerin ve patojenik

bakterilerin tespitini igermektedir (Syam vd., 2012).
2.8. Biyosensoriin Performans Faktorleri

Ideal bir biyosensorde istenen dzellikler sunlardir:

Secicilik: Ideal bir biyosensdr igin aranan ©6nemli parametrelerden biri
seciciliktir ve biyosensoriin sadece hedef analite 6zgilinliigiinii ifade etmektedir. Hedef
analit miktarinin tam olarak tayin edilebilmesi igin, 6l¢iimler sirasinda girisime neden
olabilecek maddelerin biyosensor cevabina etkisi incelenmelidir. Girisime neden
olabilecek maddelerin reaksiyon ortamindan veya ¢aligilan 6rnekten uzaklastirilmasi ya

da girisime neden olabilecek maddelerden etkilenmeyen biyosensor tasarlanmasina
dikkat edilmelidir.

Kullanom  Omrii:  Biyosensdriin ~ performansinin ~ zamanla  degisiminin
belirlenmesi cihazin ne kadar siire hizmet verebilecegini belirleyecektir. Biyosensoriin
transduserinin aktivitesindeki diisiisler, cihazin kullanim omriinii sinirlayan en 6nemli
faktordiir. Ayrica bu durum, biyosensoriin kalibrasyon siirecini, kararliik ve

tekrarlanabilirlik parametrelerini 6nemli oranda degistirebilmektedir.

Kalibrasyon ve Duyarlilik: Duyarlilik, bir birimlik derisim degisikliginin
biyosensor tarafindan algilanmasi sonucu zamanla verdigi sinyalde gergeklesen degisim
olarak tanmimlanmaktadir. Biyosensoriin  aktif tabakasinda immobilize edilen
biyoreseptoriin sadece belirli maddelere duyarli olmasi ideal biyosensor igin istenen
ozelliklerden biridir. Biyosensoriin duyarliligi, analiz edilecek maddenin farkli derigimli
cozeltileri icin yapilan Olglimlerin sonuglari bir kalibrasyon grafigine gecirilerek
belirlenebilmektedir. Duyarlilik degisimi, kalibrasyon Ol¢iimleri ile

degerlendirilebilmektedir.

Tekrarlanabilirlik: Ideal bir biyosensdrde, ayni kosullar altinda gergeklestirilen
ardisik dlgiimlerde yaklasik ayni sonuglarin elde edilmesi istenmektedir. Olgiimlerden
elde edilen degerlerin standart sapma ve korelasyon katsayilart hesaplanarak
tekrarlanabilirlik sonuglar1 degerlendirilebilmektedir. Tekrarlanabilirlik parametresinin
karakterizasyonu son derece Onemlidir ve iyi sonuglarin elde edilmesi biyosensor

uygulamalarinin iyi oldugunu ifade etmektedir.
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Kararlilik: Biyosensoriin kullanim émriinii belirleyen bir parametredir. Belirli bir
stire boyunca biyosensoriin duyarliligindaki veya taban cizgisindeki degisiklikleri
dikkate alarak belirlenmektedir. Kullanilan biyoreseptoriin fiziksel dayanikliliginin iyi
diizeyde olmasma bagl olarak ideal bir biyosensor igin istenen, yiiksek elektrot
kararlilig1 saglanabilmektedir. Enzim biyosensorlerinde, enzimin saflik diizeyi, enzim
kaynagi ve enzim immobilizasyonu i¢in seg¢ilen teknikler bu cihazlarin kullanim

stirecini belirlemektedir.

Tayin Aralig1 ve Tayin Sinir1: Biyosensor uygulamalarinda tayin araligi olarak
adlandirilan bolge, biyosensor cevabi (akim)-derisim degerlerinden dogrusalligin elde
edildigi derisim araligidir. Tayin sinir1 ise, biyosensoriin analiz edebilecegi analitin en
diisiik derisimini ifade etmektedir. Belirtilen bu sinir, elektrot yiizeyinin boyutu,
biyoreseptdriin belirlenecek maddeye affinitesi, immobilize edilen madde miktar1 gibi

etkenlerden etkilenmektedir.

Cevap Siiresi: Biyosensoriin hedef analitle temas etmesi ile biyosensdrden alinan
sinyalin kararli duruma gegtigi zaman araligina cevap siiresi denmektedir. Olgiimler
sirasinda elde edilen sinyal-zaman egrilerine gore, adimlarin sekli diiz ve genisse cevap

siiresi Uzun, dar ise kisadir (Ozcan, 2010).
2.9. Gidalarda Fenolik Bilesik Tayini ile ilgili Biyosensor Calismalar:

Fenolik bilesiklerin gidalardaki tayini i¢in genellikle lakkaz, yaban turpu
peroksidaz ve tirozinazlar gibi polifenol oksidaz enzimleri tarafindan katalizlenen

reaksiyonlarin kullanildig: farkli enzim biyosensorleri gelistirilmistir.

Literatiir incelendiginde, biyosensor uygulamalarinda diger oksidorediiktaz
enzimlerine gore 6nemli avantajlar sunan lakkaz enzimlerin kullanildig1 ¢aligmalarin
sayisinin oldukca yiiksek oldugu ve enzimin gesitli immobilizasyon yontemleri ile
karbon pasta elektrot, camsi karbon elektrot, altin elektrot, karbon fiber elektrot, grafit
elektrot, screen-printed elektrot ve platin elektrot gibi farkli elektrotlara immobilize
edildigi goriilmektedir (Gomes vd., 2004).

Gomes vd. (2004), kirmiz1 saraptaki fenolik bilesikleri belirlemek igin platin
elektroda lakkazin adsorpsiyonu temelli amperometrik bir biyosensor gelistirmislerdir.

Gelistirilen biyosensor ile katesin ve kafeik igin +100 mV potansiyelde gergeklestirilen
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Olctimler sonucunda, 0,1 M asetat tamponu, pH 3,5’te en yliksek cevabin elde edildigi
ve her iki fenolik bilesik i¢in de dogrusal tayin araliginin 2,0-14,0 uM oldugu rapor

edilmistir.

Carralero-Sanz, Luz-Mena, Gonzalez-Cortes, Yanez-Sedeno & Pingarron (2005),
tirozinaz enzimini altin nanopargacik ile modifiye edilmis camsi karbon elektrota
glutaraldehit kullanilarak ¢apraz baglanmasina dayali bir biyosensor gelistirmislerdir.
Kirmizi ve beyaz saraplardaki fenolik bilesik igerigini tespit etmek ic¢in Kullanilan
biyosensor ile fenol, katesol, kafeik asit, klorojenik asit, gallik asit ve protokatesik
aldehit i¢in -100 mV sabit potansiyelde, 0,1 M fosfat tamponu ve pH 7,4’te en yliksek
cevabr verdigi ve gelistirilen biyosensoriin Omriiniin en az 18 giin oldugu rapor

edilmistir.

Gamella vd. (2006) saraplardaki toplam fenolik bilesik iceriginin 6l¢iimii igin,
lakkaz temelli amperometrik bir biyosensor gelistirmislerdir. Lakkaz, camsi karbon
elektrot lizerine glutaraldehit ile gapraz baglanarak immobilize edilmistir. Biyosensor ile
-200 mV sabit potansiyelde gallik asit ve kafeik asit i¢in gerceklestirilen kesikli ve akis
enjeksiyonlu kesiksiz dl¢timler sonucunda, 0,1 M sitrat tamponu, pH 5,0 degerinde en
yiiksek cevabin elde edildigi rapor edilmistir. Olgciilen dogrusal tayin araliklari gallik
asit i¢in, 0,003-0,80 mg/L; kafeik asit i¢in 0,07-10x102 mg/L’dir.

Abhijith, Kumar, Kumar & Thakur (2007), siyah caydaki fenolik bilesiklerin
tayini i¢in tironaz temelli amperometrik bir biyosensor gelistirmisler ve biyosensoriin en
yiiksek cevabin1 0,1 M fosfat tamponu, pH 7,0 ve 30°C’de elde etmislerdir. Gelistirilen
biyosensor ile katesinin dogrusal tayin araligr 10-80 mM olarak karakterize edilmis olup
+4°C’de depolanan biyosensoriin 10 giin ve 80 analiz sonucunda aktivitesinin % 50’sini

korudugunu gozlemlemislerdir.

ElKaoutit vd. (2008), ¢esitli bira 6rneklerindeki fenolik bilesiklerin tayini icin
camst karbon elektroda lakkazin tutuklama ydntemiyle immobilizasyonuna dayali
amperometrik bir biyosensor gelistirmiglerdir. -150 mV ¢alisma potansiyelinde yapilan
amperometrik Olclimler sonucunda en yiiksek biyosensor cevaplarini 0,05 M asetat
tamponu (pH 5,0) ve 22°C sicaklikta elde etmislerdir. Elde edilen sonuglara gore, kafeik

asit i¢in dogrusal tayin aralig1 ve cevap siiresi sirasityla 0,04-2,00 uM ve 16 s olarak
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belirtilmis olup biyosensoriin {i¢ hafta sonunda aktivitesinin % 84,6’sin1 korudugu tespit

edilmistir.

Cortina-Puig, Munoz-Berbel, Calas-Blanchard & Marty (2010), ¢aydaki fenolik
bilesiklerin belirlenmesi igin tirozinazin diazonyum tiirevli altin screen-printed
elektroda immobilize edilmesine dayali amperometrik bir biyosensor gelistirmiglerdir.
Enzim glutaraldehit ile ¢apraz baglanarak elektrota immobilize edilmistir. Biyosensor
ile 6l¢limler sabit potansiyel degeri -200 mV’ta gergeklestirilmis olup katesol i¢in en
yiiksek cevap pH degeri 7,0 olan 0,1 M fosfat tamponunda elde edilmistir. Katesoliin
dogrusal tayin araligini 0,1-22 uM olarak belirlemislerdir.

Diaconu, Litescu & Radu (2010), Salvia officinalis ve Mentha piperita nane
Ozlerinin toplam fenolik igeriklerinin belirlenmesi i¢in altin-lakkaz-¢ok duvarli karbon
nanotiip-kitosana dayali amperometrik bir biyosensor gelistirmislerdir. Gelistirilen
biyosensor ile rozmarinik asitin dogrusal tayin araligi 0,91-12,1 pM olarak
belirlenmistir. Lakkazin tutuklanma yOntemiyle immobilizasyonu ile hazirlanan
biyosensoriin, Mcllvaine tamponunda (pH 4,5) 15 6l¢iim sonunda aktivitesinin % 90’1

korudugu rapor edilmistir.

Di Fusco vd. (2010), sarap orneklerinde fenolik bilesik igeriginin belirlenmesi
igin lakkaz temelli amperometrik bir biyosensér gelistirmislerdir. immobilizasyon
yontemi olarak capraz baglama yontemi Kkullanilmistir. Gallik asit igin -100 mV
degerindeki sabit potansiyelde gerceklestirilen 6l¢iimler sonrasinda biyosensériin en iyi
cevabinin 0,1 M Britton-Robinson tamponu, pH 5,0, kullanilarak elde edildigi rapor
edilmistir. Gelistirilen biyosensoriin gallik asit ile 0,1-17 uM dogrusal tayin araliginda

calisilmasina uygun oldugu belirtilmistir.

Granero, Fernandez, Agostini & Zon (2010), sarap ve ¢aydaki toplam fenolik
icerigin belirlenmesi igin peroksidaz enzimine dayali amperometrik bir biyosensor
gelistirmislerdir. Immobilizasyon yéntemi olarak tutuklama yoéntemi kullanilmustir.
Peroksidaz temelli biyosensor ile resveratrol ve kafeik asit i¢in gergeklestirilen 6l¢timler
sonrasinda optimum c¢alisma kosullar, fosfat tamponu pH 7,0 ve 25°C olarak
belirlenmis olup gelistirilen biyosensoriin sarap ve ¢ay orneklerindeki fenolik madde

tayininde kullanilabilir oldugu belirtilmistir.
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Ibarra-Escutia, Gomez, Calas-Blanchard, Marty & Ramirez-Silva (2010), c¢ay
inflizyonlarinda fenolik bilesiklerin belirlenmesi igin indirgenmis polivinil alkol
fotopolimeri i¢inde grafit screen-printed elektrot tizerine lakkazin tutuklanmasina dayali
amperometrik bir biyosensor gelistirmisler ve kafeik asit, katesol, hidrokinon, rezorsinol
icin Olglimler gerceklestirmislerdir. Biyosensoriin en iyi aktiviteyi 0,1 M asetat
tamponunda ve pH 4,7’de verdigini belirtmislerdir. Tim o6lgiimleri -300 mV
potansiyelde ve 30°C’de gergeklestirmislerdir. Biyosensoriin +4°C’de depolandiginda 2

aylik siirenin sonunda aktivitesinin % 90’1n1 korudugunu gézlemlemislerdir.

Litescu, Eremia, Bertoli, Pistelli & Radu (2010), Salvia officinalis 6zlerinin
fenolik bilesiklerinin belirlenmesi i¢in screen-printed elektrotlar1 iizerine lakkazin
adsorpsiyon ile immobilize edilmesine dayali amperometrik bir biyosensor
gelistirmislerdir. Biyosensor ile 0,1 M sitrat tamponunda (pH 4,5) ve -200 mV
potansiyelde ¢alismiglardir. Yapilan karakterizasyon c¢alismalari sonucunda, rozmarinik
asit i¢in cevap siiresi 100 s, +4°C’de depolanan biyosensdriin 98 giinliik siire sonunda

korunan aktivitesinin % 92 oraninda oldugu belirtilmistir.

Montereali, Della Seta, Vastarella & Pilloton (2010), sira ve saraptaki fenolik
bilesiklerin belirlenmesi igin grafit screen-printed elektroda immobilize edilen lakkaz-
tirozinaz ikili enzim sistemine dayali bir amperometrik biyosensor gelistirmislerdir.
Enzimleri ferrosen ile tutuklayarak immobilize etmislerdir. Biyosensoriin en iyi
aktiviteyi 0,1 M fosfat tamponunda, lakkaz enzimi i¢in pH 6,0’da, tirozinaz enzimi i¢in
pH 6,5’te verdigini belirtmislerdir. Fenol igin 6l¢timleri, +50 mV potansiyelde ve oda
sicakliginda gerceklestirmislerdir. Gelistirilen biyosensor, sira ve sarap gibi {iziim

irlinleri i¢in beklenen sonuclar1 vermistir.

Unal & Kasikara-Pazarlioglu (2011), meyve sularmin fenolik igeriginin
belirlenmesi i¢in lakkaz temelli amperometrik bir biyosensor gelistirmislerdir. Enzimi
jelatin matriksine tutuklayarak immobilize etmislerdir. Kafeik asit ve ferulik asit igin
biyosensoriin optimum c¢alisma kosullar1 0,1 M sodyum asetat tamponu (pH 4,5) ve
35°C olarak belirtilmis olup dogrusal tayin aralig1 her iki fenol bilesigi i¢in de 0-100
uM olarak rapor edilmistir.

Chawla, Rawal, Sharma & Pundir (2012), meyve sularindaki fenolik igerigin

belirlenmesi i¢in nikel nanopargacik/karbosilatl ¢ok duvarli karbon nanotiip/polianilin/
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altin elektrot ylizeyine Ganoderma sp. lakkazini kovalent baglama yontemi ile
immobilize ederek amperometrik bir biyosensor gelistirmislerdir. Biyosensor ile 0,1 M
asetat tamponu (pH 5,5), 35°C calisma kosullarinda 6l¢timler alinmistir ve gayakol igin
dogrusal tayin araligi, cevap siiresi ve tayin sinir1 sirasiyla; 0,1-10 uM, 8,0 s ve 0,05 uM
olarak belirtilmistir. +4°C’de depolanan enzim elektrotu igin 4 aylik siire boyunca 200

kez kullanildiginda aktivitesinin % 85’ini korudugu rapor edilmistir.

Han vd. (2012), yesil caydaki fenoliklerin belirlenmesi i¢in camsi karbon
elektrot ylizeyine tirozinazin immobilize edilmesine dayali amperometrik bir biyosensor
gelistirmislerdir. Immobilizasyon yontemi olarak adsorpsiyonu kullanmislardir.
Biyosensor ile katesol, kafeik asit ve kuersetin i¢in 0,1 M fosfat tamponunda (pH 6,6),
50°C optimum ¢alisma kosullarinda oOlgiimler gerceklestirmislerdir. Biyosensoriin
+4°C’de depolandiginda 1 aylik siirenin sonunda aktivitesinin % 72’sini korudugu

belirtilmistir.

Pundir, Rawal, Chawla, Renuka & Kuhad (2012), meyve sulari ve alkolli
iceceklerdeki toplam fenolik igerigin belirlenmesi i¢in nitroseliiloz membran {izerine
kovalent baglanarak immobilize edilen Ganoderma sp. lakkaz temelli amperometrik bir
biyosensor gelistirmislerdir. 0,1 M asetat tamponunda (pH 6,0), 35°C ve +0,4 V sabit
potansiyelde biyosensor ile yapilan 6l¢iimler sonucunda, gayakol igin dogrusal tayin
araligi ve cevap siiresi sirasiyla, 0,05-30 uM ve 10 s olarak tespit edilmistir.
Biyosensoriin +4°C’de depolandiginda 4 aylik siire boyunca 100 kullanimdan sonra ilk

aktivitesinin % 60’11 korudugunu rapor etmislerdir.

Rawal, Chawla, Devender & Pundir (2012), cay yapragi oziindeki fenolik
icerigin belirlenmesi i¢in demir oksit nanoparcgaciklar/karboksilatli ¢ok duvarli karbon
nanotiipler/polianilin/altin elektrodu iizerine immobilize edilmis Ganoderma sp. lakkaza
dayali bir amperometrik biyosensor gelistirmislerdir. Immobilizasyon yéntemi olarak
kovalent baglamay1 kullanmislardir. Biyosensor ile +0,3 V potansiyelde alinan 6lgiimler
sonrasinda ¢alisma kosullart 0,1 M fosfat tamponu (pH 6,0), 35°C olarak optimize
edilmistir. Gayakol i¢in dogrusal tayin araligi, cevap siiresi ve tayin sinirt sirastyla, 0,1-
500 uM, 4 s ve 0,03 uM olarak bulundugu rapor edilmistir. +4°C’de depolanan enzim

elektrodunun 5 aylik siire sonunda aktivitesinin % 75’ini korudugu belirtilmistir.
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Amatatongchai, Sroysee, Laosing & Chairam (2013), toplam fenolik bilesik
iceriginin degerlendirilmesi i¢in akis enjeksiyon sistemini kullanarak lakkaz temelli bir
biyosensor gelistirmislerdir. Biyosensor ile olgimler gallik asit i¢in -0,05V sabit
potansiyelde gergeklestirilmistir. Gallik asitin dogrusal tayin araligi 3-60 uM olarak
belirlenmistir. Biyosensor ile asya kurusu, bael yapraklari, lahana, zencefil, guduchi,
yasemin ve dut agaci c¢ayr Ornekleri i¢in toplam fenolik bilesik icerikleri tespit

edilmistir.

Eremia, Vasilescu, Radoi, Litescu & Radu (2013), ¢ay infiizyonlarinda toplam
fenolik icerigin belirlenmesi igin screen-printed karbon elektrodu kullanarak platin
nanopargacik ve indirgenmis grafen oksit ile lakkazin adsorbe edilmesine dayali
amperometrik bir biyosensor gelistirmislerdir. Amperometrik oSlgiimler -100 mV
potansiyelde gercgeklestirilmistir. Biyosensor igin en iyi cevaplar 0,1 M asetat
tamponunda, pH 5,0 ve 24°C’de elde edilmistir ve gelistirilen biyosensor ile kafeik asit
igin yapilan Olgtimler sonrasinda dogrusal tayin araligi, cevap siiresi ve tayin siniri
sirasiyla, 0,2-2 uM, 60 s ve 0,09 uM olarak rapor edilmistir. Biyosensoriin +4°C’de
depolandiginda 6 haftalik siirenin sonunda aktivitesini % 87,4 oraninda korudugu

belirtilmistir.

Nadifiyine vd. (2013), zeytinyagindaki fenoliklerin belirlenmesi i¢in karbon
pasta elektroduna c¢apraz baglama ile immobilize edilmis tirozinaza dayali
amperometrik bir biyosensor gelistirmislerdir. Amperometrik Sl¢iimler, -150 mV sabit
potansiyelde, 0,1 M fosfat tamponu, pH 6,5 reaksiyon ortaminda yapilmistir. Katesol
i¢in dogrusal tayin araligi ve cevap siiresi sirasiyla, 0,013-150 uM ve 20 s olarak tespit
edilmistir. +4°C’de depolanan biyosensoriin 21 giinliik siirenin sonunda aktivitesinin %

100’iinii korudugunu gézlemlemislerdir.

Lanzellotto vd. (2014), saraptaki fenoliklerin belirlenmesi i¢in altin elektroda
lakkazin  kovalent baglanmasi ile hazirlanan amperometrik bir biyosensor
gelistirmislerdir. Biyosensor igin ¢alisma kosullari, 0,1 M asetat tamponu (pH 4,5),
25°C ve -100 mV sabit potansiyel olarak rapor edilmistir. Ayn1 kosullarda gelistirilen
biyosensor ile gallik asit i¢in dogrusal tayin araligini 30-300 pM olarak tespit
etmislerdir. Biyosensoriin +4°C’de 120 giin depolanmasi sonucunda aktivitesinin %

87’sini korudugu rapor edilmistir.

34



Boujakhrout vd. (2016), bitki caylarinin toplam fenoliklerinin belirlenmesi igin
cams1 karbon elektrot iizerine lakkazin immobilize edilmesine dayali amperometrik bir
biyosensdr gelistirmislerdir. Immobilizasyon yontemi olarak ¢apraz baglamayi
kullanmislardir. Biyosensor ile katesol ig¢in en iyi aktiviteyi 0,1 M sodyum fosfat
tamponunda, pH 5,5’te, 25°C’de ve -150 mV potansiyelde verdigini ve katesoliin
dogrusal tayin araligin1 0,2-15 uM olarak belirlemislerdir. Biyosensoriin cevap siiresi 7
S olarak tespit etmislerdir. Biyosensoriin 4°C’de depolandiginda 2 haftalik siirenin

sonunda aktivitesinin % 100’iinii korudugunu gézlemlemislerdir.

Vasilescu vd. (2016), kirmiz1 saraptaki toplam fenolik icerigin belirlenmesi i¢in
lakkaz temelli amperometrik bir biyosensor gelistirmiglerdir. Biyosensor ile kafeik asit
i¢in 0,1 M asetat tamponunda (pH 5,0), 24°C’de, 50 mV s tarama hizinda ve 50 mV
potansiyelde ¢alismiglardir. Kafeik asitin dogrusal tayin araligimi1 0,38-100 uM olarak
belirlemiglerdir. Biyosensoriin 4°C’de depolandiginda 4 haftalik siire boyunca

aktivitesinin % 85’ini korudugunu gézlemlemislerdir.

Verrastro vd. (2016), MAPLE teknigi ile screen-printed bir elektrot iizerine
immobilize edilmis lakkaz temelli amperometrik bir biyosensor gelistirmislerdir.
Biyosensorii ¢ay inflizyonunda, Muscari comosum soganlarindaki etanolik 6zde, siyah
turp kokiinde ve enginar yapraklarinda toplam fenolik bilesik icerigini tespit etmek i¢in
uygulamiglardir. Biyosensoriin en iyi aktiviteyi 0,1 M asetat tamponunda, pH 5,5’te ve -
200 mV potansiyelde verdigini belirtmislerdir. Katesol i¢in dogrusal tayin araligi 1-60
UM olarak tespit edilmistir.

Vlamidis, Gualandi & Tonelli (2017), meyve sularinda fenolik bilesiklerin
belirlenmesi igin cams1 karbon elektrodu kullanarak indirgenmis grafen oksit ve ¢ok
duvarli karbon nanotiip ile lakkazin immobilize edilmesine dayali amperometrik bir
biyosensor gelistirmislerdir. Enzimi glutaraldehit, sigir serum albiimin, kitosan ve
nafyon gibi farkl ajanlar ile ¢capraz baglayarak immobilize etmislerdir. Biyosensoriin en
iyi aktiviteyi -100 mV potansiyelde, lakkaz enzimi i¢in 0,1 M asetat tamponunda, pH
4,5’te, tirozinaz enzimi i¢in 0,05 M fosfat tamponunda, pH 6,5’te verdigini
belirtmislerdir. Katesol i¢in dogrusal aralig1 ve cevap siiresi 1-300 pM ve 30 s olarak
tespit etmislerdir. Biyosensoriin 4 haftalik siirenin sonunda aktivitesinin % 93,3’{ini

korudugunu gézlemlemislerdir.
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Lakkaz temelli biyosensoriin  performansi, diger faktorlerin yani sira,
immobilizasyon verimliligine, test kosullarina (pH, sicaklik, elektrolit c¢ozeltisi,
medyatdrler), yiizey alani basina immobilize edilen enzimlerin sayisina, kullanilan
transdiiksiyon sistemine ve ayni zamanda kullanilan enzimin tipine baglidir (Freire,
Duran & Kubota, 2001; Leite, Fatibello-Filho & Barbosa, 2003a; Leite, Lupetti,
Fatibello-Filho, Vieira & Barbosa, 2003b; Rosatto, Freire, Duran & Kubota, 2001).

2.10. Fenolik Madde Tayini Amach Gelistirilen Biyosensor icin Kullamlan
Materyallere Genel Bakis

2.10.1. Karbon Pasta Elektrotlar

Karbon pasta elektrotlar, 1958 yilinda Adams tarafindan gelistirilmesinden bu

yana elektroanalitik uygulamalar igin kullanilan en yaygin karbon elektrotlardir
(Mailley vd., 2004).

Bazi aragtirmacilar karbon pasta elektrotlarin gelistirilmesini yillara gore

asagidaki bolimlere ayirmiglardir (Svancara, Vytras, Barek & Zima, 2001).

e 1959-1963 Karbon pasta ile ilgili ilk uygulamalari

e 1964-1965 Karbon pasta i¢in ilk modifikasyonlar

e 1974-Elektrolitik baglayicili karbon pastanin ilk kullanimi
e 1981-1990 Kimyasal olarak modifiye karbon pasta donemi
e 1988-Biyolojik olarak modifiye karbon pasta elektrotlar

e 1991-Karbon pasta ile karsilastirilan direngli karbon kompozitler

Bu elektrotlarin ana malzemesi olan karbon pasta, karbon (grafit) tozu ve
elektrolitik olmayan bir baglayici karisimi igermektedir (Svancara, Vytras, Kalcher,
Walcarius & Wang, 2009). Elektrolitik olmayan baglayici, parafin yagi veya teflon gibi
hidrofobik bir malzeme veya poliakrilamid gibi hidrofilik bir malzeme olabilmektedir.
Baglayicinin viskozitesi elektrot performansi lizerinde 6nemli bir etki gostermektedir.
Karbon pasta, biyolojik bilesenlerin dahil edilmesi i¢in uygun bir matrikstir. Bu matriks,
enzimler, medyatdr ve biyosensor arasindaki hizli elektron transferi igin yakin
temaslarina izin vermektedir. Enzim ile modifiye edilmis karbon pasta elektrotlari, 6nce

enzim ¢ozeltisi ve grafit tozunun karistirilmasiyla hazirlanmaktadir. Daha sonra elde
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edilen enzimatik toz mineral yag ile karistirilmaktadir. Elde edilen son pasta karigima,

plastik bir silindirik kartusa doldurulmaktadir (Sassolas, Blum & Leca-Bouvier, 2012).

Karbon pasta elektrotlar, genis bir potansiyel aralik ve yiiksek elektrik iletkenligi
sunmaktadirlar. Ayrica, hazirlanmasi oldukca pratiktir. Bircok biyosensér materyalini
bir arada icerebilen, ylizeyi kolayca yenilenebilen, kararli, tekrarlanabilirlik 6zellikleri
iyi ve diisik maliyetli elektrotlardir. Bu nedenle biyosensér ve biyosensor
uygulamalarinda sik¢a kullanilmaktadir (Coban, 2008; Kiralp, Toppare & Yagci, 2003;
Pedano & Rivas, 2000).

2.10.2. Jelatin

Jelatin, kolajenin hidrolizi ile elde edilen bir proteindir. Membran olusturma
yetenegi, biyolojik olarak parcanabilirligi, biyouyumlulugu, diisiik maliyetli olmas1 ve
toksik olmamasi gibi pek ¢ok avantajindan dolayr gida ve ilag endiistrisindeki
uygulamalar1 yaygindir (Liu vd., 2010; Yao, Li, Xu & Zhu, 2007). Jelatin,
biyomolekiillerin, nanoparcaciklarin ve diger maddelerin bir araya getirilmesi igin bir
matriks gorevi gormektedir (Emregiil vd., 2013). Oda sicakliginda kati halde bulunan
jelatinin sulu ¢ozeltisi hazirlanarak belirli bir sicaklik araligina getirildiginde sisme
davranisi nedeniyle jel kivamini almaktadir. Bu durum sicaklik degisimine bagli olarak
geri doniisiimliidiir. Biyomolekiillerin tutuklama yoOntemiyle immobilizasyonunda
destek olarak kullanilmaktadir. Jelatin, sulu c¢ozeltideki sisme davranisi ile birlikte
molekiiller arasi etkilesimler yardimiyla biyomolekiiller ¢evresinde hidrofilik bir ag
olusturarak onlarin matriksinde tutuklanmasini saglamaktadir. Kullanimi kolay bir
immobilizasyon malzemesidir. Enzim biyosensorlerinin = gelistirilmesinde siklikla
kullanilan jelatin enzime dogal bir mikro ortam saglamaktadir ve ayrica enzim ile
elektrot arasinda gerceklesmesi beklenen elektron gecisleri igin yeterli erisilebilirlik
saglamaktadir (Esposito, Cortesi & Nastrazzi, 1996; Odaci, Timur & Telefoncu, 2004;
Periasamy, Chang & Chen, 2011; Sezgintiirk, Goktug & Dingkaya, 2005).
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2.11. Uziim ve Uziim Uriinleri
2.11.1. Uziim

Uziim, asmagiller (Vitaceae) familyasi, Vitis cinsine ait olan sarilgan bir bitkidir.
M.O. 3500’lere kadar dayanan iiziim yetistiriciligi Anadolu’da baslamistir. Iklim ve
toprak yoniinden secici olmamasi ve genis iiriin ¢esitliligine sahip olmasi nedeniyle
diinyada ve Tiirkiye’de iiretilen en &nemli ana meyve iiriinlerinden biridir. Ulkemizde
sofralik, kurutmalik, siralik {iziim, iiziim suyu, pekmez, hardaliye, sarap vb. gibi
riinlere dontstiiriilerek katma degeri arttirilmaktadir (Giiger, Poyrazoglu & Artik,

2021).

Uziim, basta fenolik bilesikler olmak iizere antioksidan madde igerikleri
acisindan oldukca zengin bir meyvedir. Igerigindeki en 6nemli fenolik bilesikler,
antosiyaninler, flavan-3-ollar, flavonollar ve fenolik asitlerdir. Uziim ve iiriinleri, seker,
mineral maddeler, organik asit, azotlu bilesik, aroma maddeleri, enzimler ve vitaminler
yoniinden olduk¢a zengindir. Bir kilogram {iziim, 12-15 mg kuersetin, 2 mg'den az
kemferol, 4,5 mg mirisetin, 19 mg katesin ve 1-3 mg kumarik asit igermektedir
(Coskun, 2017). Uziimde fenolik bilesiklerin en genis ve en ©Onemli grubu
antosiyaninlerdir. Dogal renk pigmentleri olarak bilinen antosiyanin igerigi, iiziim ve
iziim {irlinlerinin (sarap, hardaliye vb.) kendilerine has kirmizi, mavi ve mor renklerini
belirlemektedir. Antosiyaninler de dahil olmak iizere fenolik igerikleri ile yiiksek oranda
iliskili etkileyici antioksidan 6zellikleri nedeniyle iiziim ve iiziimden yapilan iiriinlerin
insan sagligina yararlar1 acisindan potansiyel olusturdugu bilinmektedir. Kirmizi
tiztimden elde edilen {iziim suyu ve kirmiz1 saraptaki flavonoid igeriginin, 500 mg/L'den

fazla oldugu belirlenmistir (Coskun, 2017).

2017 yili Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun raporladigi verilere gére Tiirkiye’nin
yaklastk 417,000 hektarlik alaninda 4,2 milyon ton civarinda {iziim iretimi
gerceklestirilmistir. Bolgemiz, Edirne ili ve ilgeleri toplam bag alan1 18,985 da olup,
10,705 dekarinda sofralik ve 8,280 dekarinda saraplik {iziim cesitleri yetistirilmektedir.
Edirne ili, Uzunk&prii ilgesi, Kircasalih Beldesi’nde en ¢ok Papazkarasi ve Merlot {iziim
cesitleri yetistirilmektedir. Tarihsel olarak da bagcilik ge¢misi bulunan Kircasalih
Beldesi’nde iiziim, sofralik, saraplik ve son zamanlarda hardaliye {iretimi i¢in kullanilan

ticari bir tirtindiir (Gtiger vd., 2021; Korkutal, Bahar & Giivemli-Diindar, 2019).
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2.11.2. Hardaliye

Hardaliye, liziim suyu ve posasina ezilmis hardal tohumu eklenerek hazirlanan
geleneksel alkolsiiz laktik fermente bir icecektir. Tiirkiye'de genellikle Trakya
bolgesinde tercih edilmektedir. Hardaliye iiretimi i¢in kiigiik 6lgekli zanaat yontemleri
uygulandigindan, mevcut literatlir geleneksel iiretim yoOntemlerinden bahsetmektedir
(Aydogdu vd., 2014). Hardaliye iiretimi igin tercih edilen iiziim tiirleri, Alphonse,
Papazkarasi, Pamit, Miiskiile, Razaki, Kardinal, Cabarnet’tir. Hardaliyenin renk
yogunlugunun iizim cesitlerine ve iiretim yontemlerine bagli olarak genis Olclide
degistigi bilinmektedir (Arict & Coskun, 2001; Coskun, 2017; Prado, Parada, Pandey &
Soccol, 2008; Unal, Sener, Sen & Yilmaztekin, 2015). Hardaliyenin besin degeri elde
edildigi iizlimlere ve T{ziimlerin fermantasyon siirecine gore degismektedir.
Fermantasyon, gida korumasinda kullanilan en eski yontemlerden biridir (Coskun,
2017). Fermente gidalar diinyanin bir¢ok yerinde yaygin olarak tiiketilmektedir.
Mikroorganizmalar ~ (bakteri, kiif ve mayalar) fermantasyon islemlerinin
gerceklestirilmesinde onemli bir rol oynamaktadir (Coskun, Arici, Celikyurt & Giilcii,
2012). Hardaliyenin fenolik igerigi nedeni insan viicudu i¢in yiiksek antioksidan etkiler
saglamaktadir ve oksidatif stresi onlemektedir, boylece kanser hiicrelerinin olusumunu
engellemeye yardimci olmaktadir. Ayrica, besin degerine ilaveten sindirim sistemlerine
yardimer etkide bulundugu bilinmektedir (Prado vd., 2008). Hardal yaglart soguk
alginligl, dolasim bozukluklar1 ve brongitin yani sira antimikrobiyal 6zellikler tizerinde

tibbi etkiye sahiptir (Aktag, Haskoyli & Giines, 2015).

Hardaliye iretimi i¢in; Kirmizi tiziimlerin yikanip preslenmesinden sonra,
ogiitiilmiis hardal tohumlar1 (% 0,2) ve visne yapraklari {ist {iste dizilerek tercihen ahsap
(veya plastik, cam) musluklu bir ficiya konur. Karisim yaklagik 50°C’ye 1sitilip tekrar
sogutulduktan sonra koruyucu olarak benzoik asit (% 0,1) eklenebilmektedir.
Fermantasyon bagladiktan sonra, meyve suyu bir giin arayla sirkiile edilmektedir.
Fermantasyon siireci yaklagtk 10 giin olmak {izere oda sicakliginda
gerceklestirilmektedir (Arict & Coskun, 2001; Coskun & Arici, 2006). Fermantasyon
tamamlandiktan sonra, meyve suyu filtrelenip siselenmektedir. Fermente edildikten
sonra hardaliye, 3 ila 4 ay boyunca 4°C'de saklanmaktadir. Hardal tohumu ve benzoik

asit sirada gergeklesecek maya faaliyetlerini engellemektedir. Ayrica hardal tohumu
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iceriginde allil izotiyosiyanat adi verilen ugucu yaglar bulunmaktadir. Bu yaglar, sirada
c¢esitli mikroorganizmalarin olusumunu 6nleyerek hardaliyenin raf 6mriiniin uzamasina
katkida bulunur. Siyah hardal tohumu ve istenirse ilave edilen visne yapragi
hardaliyenin aromasini olusturmaktadir. Hardaliye pH degerinin 3,21 ila 3,97 araliginda
oldugu bildirilmistir (Arict & Coskun, 2001; Giiven & Aksoy, 2009; Unal vd., 2015;
Coskun, 2017).

2.11.3. Sarap

Sarap, tiziim sirasinin fermantasyonu sonucu elde edilen alkolli i¢ecektir. Tarih
boyunca iretilen, sarap, toprak, iklim, dogru {izim se¢imi ve dogru {iretim
basamaklarina bagli olarak olusan kaliteli bir son tiriindiir (Kennedy, 2007). Mevsimlik
lizimlin degerlendirilmesi agisindan biiylikk 6nem tasiyan sarap, iliziim cesidine ve
kullanilan {iretim tekniklerine gore kirmizi, beyaz veya pembe renkli sekilde elde
edilmektedir. Kirmizi sarap iiretiminde genellikle Merlot, Cabarnet Sauvignon,
Bogazkere, Okiizgozii, Kalecik Karasi, Pinot Noir, Shiraz ve Nebbiolo cinsi iiziimler
tercih edilirken, beyaz sarap tiretiminde Chardonnay, Sauvignon Blanc, Narince, Misket
ve Sultaniye cinsi tiziimler tercih edilmektedir. Basta fenolik bilesikler olmak iizere
ozellikle kirmizi sarabin biyolojik yonden aktif bilesik igerigi ¢ok yiiksektir. Fenolik
bilesikler, saraplarin rengini, aci, buruk tadini belirleyici bir dizi 6nemli isleve sahip
olup saraplarin kalitesine onemli Ol¢lide katkida bulunmaktadir. Ayrica, antioksidan
giiciinii de belirlemektedirler (Campanella, Bonanni, Finotti & Tomasetti, 2004). Bir
bardak kirmizi sarapta bulunan toplam fenol miktar1 200 mg iken, bir bardak beyaz

sarapta 40 mg oldugu belirtilmistir (Luximon-Ramma vd., 2005).

Sarap tiretim asamalari, salkim ayrimi, maserasyon, pres, filtrasyon,
fermantasyon, yillandirma ve siselemedir. Sarabin kalitesini belirleyen duyusal, fiziksel-
kimyasal ve mikrobiyolojik kriterler bulunmaktadir. Duyusal kriterler, sarabin renginin,
berrakliginin, dolgunlugunun, tat ve kokusunun Kkalitesini belirlemektedir. Alkol
yiizdesi, alkol derecesi, asidite oranlar1 (toplam, sabit, ugar), yogunluk, toplam ve
serbest SOy, indirgen seker ve sakkaroz, yabanci madde, kiil ve agir metal miktarlari ise
sarabin fiziksel ve kimyasal kalite kriterlerini belirler. Mikrobiyolojik kalite kriterleri

ise kiif, maya ve bakteri tiirlerinin varligiyla iliskilidir (Aktan & Kalkan, 2000).
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Bu c¢alismada, Trakya Bélgesi, Edirne ili, Kircasalih Beldesi'nden toplanan
Papazkarasi {iziim ¢esitlerinden geleneksel iiretim yontemleriyle yapilan hardaliye ve
sarap Orneklerinin toplam fenolik madde tayini i¢in enzim temelli amperometrik bir
biyosensor gelistirildi. Biyosensor, karbon pasta elektroda ticari T. versicolor lakkazinin
immobilizasyonu ile hazirlandi. Biyosensoriin  optimum ¢aligma kosullarinin
belirlenmesi i¢in substrat olarak gallik asit kullanilarak amperometrik ol¢timler yapildi.
Elde edilen optimum c¢alisma kosullarinda biyosensoriin karakterizasyon c¢alismalari
gergeklestirildi. Gergek ornek calismalarinda, ev yapimi hardaliye ve ev yapimi sarap
icin biyosensor ile elde edilen toplam fenolik madde tayin sonuclari elde edildi ve ayni

ornekler i¢cin LC-MS/MS ile elde edilen sonuglarla karsilagtirildu.
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BOLUM 3

MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Biyosensor ile yapilan elektrokimyasal 6l¢timler, karbon pasta ¢alisma elektrodu
(BASI® MF 2010), platin tel karsit elektrot (Gamry, 0,4 mm ¢apl1) ve RE-5B Ag/AgClI
referans elektrot (BASI® MF 2010) (3,0 M KCI iginde) iiglii elektrot sistemi ile
PalmSens BV (Utrecht, Hollanda) sirketinden alman PalmSens3® potansiyostat ve

PSTrace® yazilimi kullanilarak gergeklestirildi.

Calismamizda, ultrasonik su banyosu (Wiseclean DAIHAN, WUC-AO3H,
Kore), hassas terazi (Citizen Scale, CX 220), 1sitic1 ve manyetik karistirici (IKA RH
Basic 2 ve Magnetic Stirrer, MSH 300), mikropipetler (10 pL, 20 pL, 1000 pL,
Eppendorff), pH metre (WTW ProfiLine pH 3310), derin dondurucu (Vestel, -20°C),
buzdolab1 (Argelik, ev tipi), dis sirkiilasyonlu su banyosu (Nuve BM 302) kullanildi.

3.1.2. Kullamilan Kimyasallar

Grafit tozu, jelatin, mineral yag, gallik asit, asetik asit, sodyum bisiilfit, sodyum
benzoat, glukoz ve askorbik asit Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA)’dan; KClI,
potasyum dihidrojen fosfat, disodyum hidrojen fosfat, etanol (% 99,9 saflikta), sodyum
asetat, benzoik asit Merck KGaA (Darmstadt, Almanya) firmasindan saglandi.
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3.1.3. Kullanilan Cozeltiler
3.1.3.1. Tampon Cozeltileri

50 mM Fosfat tampon ¢ozeltisi: 3,549 g NaaHPO, tartilarak, destile su ile 500
mL’ye tamamlandi. 3,4015 g KH2PO;4 tartilarak destile su ile 500 mL’ye tamamlandi.
Hazirlanan stok c¢ozeltilerden belirli oranlarda karistirilarak pH degeri 6,0-8,0

araligindaki degerlerde fosfat tampon ¢ozeltileri elde edildi.

0,1 M Sodyum asetat tampon ¢ozeltisi: 0,82 g CoHzO2Na tartilip saf suda
¢oziilerek 100 mL'ye tamamlanarak, 0,1 M sodyum asetat stok ¢ozeltisi hazirlandi. 0,57
mL CH3COOH saf suyla 100 mL'ye tamamlanarak, 0,1 M stok asetik asit ¢ozeltisi
hazirlandi. Elde edilen stok ¢ozeltilerin belirli oranlarda karistirilmasi ile pH 4,0-5,5

degerleri arasinda tampon ¢ozeltileri elde edildi.

Tampon ¢ozeltiler buzdolabinda +4°C’de saklandi.
3.1.3.2. Enzim Cozeltisi

Ticari olarak mevcut T. versicolor lakkaz enzimi (EC 1.10.3.2) (13,6 U/mg)
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA)’dan temin edilerek kullanildi. Calismada
kullanilacak enzim c¢ozeltileri, ultra saf suda 5,0 U/5,0 pL’lik porsiyonlar halinde

hazirlandi. Hazirlanan enzim porsiyonlari, derin dondurucuda -20°C’de depolandi.
3.1.3.3. Substrat Cozeltisi

2 mM Gallik asit ¢ozeltisi: Fenolik bilesik modeli olarak belirlenen gallik asit
¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in, 3,4 mg gallik asit tartilip saf suda ¢oziilerek 10 mL’ye
tamamlandi. Elde edilen c¢ozelti, stok gallik asit ¢ozeltisi olarak kullanildi. Stok

¢oOzeltisi, her ¢calisma i¢in giinliik hazirlanarak koyu renk sisede bekletildi.
3.1.3.4. Girisime Neden Olabilecek Maddelerin Cozeltileri

e 30 mg/L Sodyum bisiilfit ¢ozeltisi: 6 mg sodyum bisiilfit tartilip 50 mM pH 6,0
fosfat tamponunda ¢oziilerek 10 mL’ye tamamlandi.
e 9% 0,2 (w/v) Sodyum benzoat ¢ozeltisi: 400 mg sodyum benzoat tartilip 50 mM

pH 6,0 fosfat tamponunda ¢oziilerek 10 mL’ye tamamlandi.
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e 9% 0,015 (w/v) Benzoik asit ¢ozeltisi: 30 mg benzoik asit tartilip 50 mM pH 6,0
fosfat tamponunda ¢oziilerek 10 mL’ye tamamlandi.

e 2 mg/L Askorbik asit ¢ozeltisi: 0,4 mg askorbik asit tartilip 50 mM pH 6,0
fosfat tamponunda ¢6ziilerek 10 mL’ye tamamlandi.

e 100 puM Glukoz cozeltisi: 3,6 mg glukoz tartilip 50 mM pH 6,0 fosfat

tamponunda ¢oziilerek 10 mL’ye tamamlandi.
3.2. Yontem
3.2.1. Calisma Elektrodunun Temizlenmesi

Calisma elektrodu temizleme islemi i¢in; elektrot, sirasiyla, saf etanol ve saf su
ile 10’ar dk ultrasonik su banyosunda bekletildi. Ardindan, bol saf suyla yikanarak %
99,99 safliktaki argon gaziyla kurutuldu. Olgiimler tamamlandiginda, calisma
elektrodundaki biyoaktif tabaka kiirdan yardimiyla temizlenerek elektrot yine sirasiyla,
saf etanol ve saf su ile 10’ar dk ultrasonik su banyosunda muamele edildi. Bol saf su ile

yikanarak argon gazi ile kurutma islemi gergeklestirildi.
3.2.2. Lakkaz Temelli Biyosensoriin Hazirlanmasi

Geligtirilen  biyosensoriin  biyoaktif tabakasini olusturan karbon pasta
homojenatinin hazirlanmasi i¢in, Saat caminda spatiil yardimiyla homojenize edilen 18
mg grafit tozuna, 2,0 mg jelatin, 5,0 U’lik enzim aktivitesine sahip 5,0 uL T. versicolor
lakkaz ¢6zeltisi eklendi ve tekrar spatiil ile karistirilarak homojenize edildi. Homojenata
6,5 mg mineral yag eklendi ve homojenizasyon islemi tekrar edildi. Her bir
homojenizasyon islemi 15°er dk’lik siirelerde gerceklestirildi. Son asamada, elde edilen
biyoaktif tabaka, temizlenen c¢alisma elektroduna dolduruldu ve biyosensér 30 dk
boyunca karanlikta, oda sicakliginda bekletildi. Bekleme siiresinin sonunda, 10 dk
sinterleme islemi gerceklestirilerek biyoaktif tabakanin piiriizsiiz hale getirilmesi
saglandi. Saf suyla yikanan elektrot, her Ol¢limden 6nce 5 dk boyunca caligma

kosullarinda rejenere edildi.
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3.2.3. Lakkaz Temelli Biyosensoriin Ol¢iim Prosediirii

Hazirlanan lakkaz temelli biyosensor ile yapilacak Olgimler, amperometrik
olgiim prensibine uygun olarak gerceklestirildi. Olgiimler i¢in Sekil 3.1°de verilen
diizenek hazirlandi. Su banyosunun sicakligi 25°C olarak ayarlandi. Reaksiyonun
gerceklesecegi su ceketli reaksiyon hiicresine 20 mL 0,1 M asetat tamponu, pH 5,0
konuldu. Karbon pasta ¢alisma elektrodu, Ag/AgCl referans ve Pt karsit elektrotlarindan
olusan tglii elektrot sistemi reaksiyon hiicresine yerlestirildi (Sekil 3.2). Manyetik
karistirici yardimiyla reaksiyon hiicresi i¢in sabit bir karistirma hizi ayarlandiktan sonra,
PalmSens3® potansiyostat agildi ve devre icin potansiyel fark +0,7 V olarak sabitlendi.
Olgiimlerin basinda, devreden gecen akimin dengelenmesi beklendikten sonra reaksiyon
hiicresine belirli derisimde stok gallik asit ¢ozeltisinden eklendi. Amperometrik
Olgtimlerde, elektrot yiizeyinde meydana gelen enzimatik reaksiyon sirasinda lakkaz,
ortamdaki substrat derisimi ile orantili olmak {izere serbest oksijeni kullanir ve harcanan
oksijen miktartyla birlikte devreden gegen akim miktar1 da degisir. Buna bagli olarak
reaksiyon tamamlandiginda, azalan oksijen miktari nedeniyle gergeklesen sistemdeki
akim degisiminin tekrar dengeye gelmesi beklendi ve akim sabitlendikten sonra

devreden gecen akim miktari kaydedildi.

Sirkiilasyonlu Su Ceketli gléait::(;élr:
Su Banyosu Rejenerasyon N Bilgisayar
Hiicresi

Manyetik [ Potansiyostat ]
Karistirict

Sekil 3.1. Lakkaz temelli biyosensor ile yapilan amperometrik 6l¢iimlerde kullanilan
diizenek
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Pt Karsit
Elektrot

Ag/AgCl

Referans
Elektrot

Karbon Pasta
Calisma
Elektrodu

(BIYOSENSOR)

Su Ceketli
Reaksiyon Hiicresi

Sekil 3.2. Uclii elektrot sistemi

3.3. Biyosensoriin Calisma Kosullarimin Optimizasyonu
3.3.1. pH Optimizasyonu

Lakkaz temelli biyosensoriin, gallik asite karsi en yiiksek cevabi verdigi pH
degerini belirlemek i¢in farkli pH degerlerine sahip 0,1 M sodyum asetat (pH 4,0; 4,5;
50; 55) ve 50 mM fosfat (pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0) tamponlar1 hazirlandi.
Amperometrik ol¢timler, Boliim 3.5.3’de anlatildig1 sekilde, 25°C’de +0,7 V’luk sabit
bir potansiyel uygulanarak gerceklestirildi. Farkli pH degerlerinde, reaksiyon
ortamindaki derigimi 2,5 uM olacak sekilde eklenen gallik asit i¢in gerceklestirilen her
bir 6l¢iimden 6nce biyosensor, kullanilacak tampon igerisinde 5’er dk rejenere edildi.
Gergeklestirilen Olgiimler sonucunda, calisilan pH degerleri ve biyosensoriin verdigi
cevaplara gore ¢izilen Bagil Aktivite (%)-pH grafigine gore optimum pH degeri

belirlendi.
3.3.2. Sicaklik Optimizasyonu

Lakkaz temelli biyosensoriin, gallik asit i¢in en iyi cevabi verdigi sicakligin
belirlenmesi amaciyla, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50°C’de 2,5 puM gallik asit igin
amperometrik Olctimler gercgeklestirildi. Farkli sicakliklarda Olctimler
gerceklestirilmeden dnce hazirlanan biyosensor her bir ¢alisma sicakliginda, 50 mM

fosfat tamponunda (pH 6,0), 5 dk boyunca rejenere edildi. Yapilan amperometrik
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Ol¢iimler sonrasinda, biyosensoriin optimum sicaklik degeri, ¢izilen Bagil aktivite (%)-

Sicaklik grafigine gore belirlendi.
3.4. Lakkaz Temelli Biyosensor i¢cin Immobilizasyon Kosullarinin Belirlenmesi
3.4.1. Enzim Miktarinin Biyosensér Cevabi Uzerine Etkisi

Gelistirilen biyosensoriin  biyoaktif tabakasina immobilize edilen lakkaz
miktarinin biyosensor cevabina etkisini incelemek i¢in, 5,0 uL’si 1,0 U, 1,25 U, 2,5 U,
5,0 U enzim aktivitesine sahip lakkaz ¢ozeltileri kullanilarak dort biyosensor hazirlandi.
Diger immobilizasyon kosullar1 sabit tutuldu. Hazirlanan biyosensorlerle, standart
fenolik bilesik olarak kullanilan gallik asit i¢in, belirlenen optimum kosullarda (50 mM
fosfat tamponu, pH 6,0 ve 40°C) amperometrik Ol¢iimler gerceklestirildi. Her bir
biyosensor i¢in, reaksiyon ortaminda bulunan farkli gallik asit derisimlerine kars1 (5-
100 uM) biyosensor tarafindan olciilen akim degisimlerinin Al (nA), grafige gecirilmesi
ile kalibrasyon grafikleri elde edildi. Grafikten, her bir deger i¢in dogru denklemleri ve

R? degerleri hesaplandi.
3.4.2. Jelatin Miktarinin Biyosensor Cevabi Uzerine Etkisi

Biyosensor i¢in biyoaktif tabakanin hazirlanmasi asamasinda, T. versicolor
lakkazinin immobilizasyonu i¢in tutuklama matriksi olarak kullanilan jelatin miktarinin
biyosensOr cevabina etkisi incelendi. Biyoaktif tabaka olarak hazirlanan ve elektrota
doldurulacak olan pasta homojenatinin kiitlesi (26,5 mg) sabit tutulmak kosulu ile 1,0,
2,0 ve 3,0 mg jelatin degerleri ile calisildi. Hazirlanan ii¢ biyosensor ile belirlenen
optimum kosullarda (50 mM fosfat tamponu, pH 6,0; 40°C; 1,25 U/5,0 uL lakkaz
miktar1) amperometrik olgtimler gergeklestirildi. Her bir biyosensor igin elde edilen
akim degisimleri Al (nA) ile gallik asit derigsimleri (5-100 uM) arasinda dogru grafikleri
¢izildi. Kalibrasyon grafiginden, dogru denklemleri ve R? degerleri hesaplandi.

3.5. Biyosensor i¢in Karakterizasyon Cahismalari
3.5.1. Lakkaz Temelli Biyosensoriin Dongiisel Voltamogrami

Optimize edilen kosullarda hazirlanan lakkaz temelli biyosensor ile 50 mM

fosfat tamponu (pH 6,0) ve 40°C sicaklikta, (-1,0)-(1,0) V potansiyel araliginda, 0,05
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V/s tarama hizinda CV yontemi ile voltametrik Ol¢limler alindi. Artan derisimlerde
eklenen gallik asit ¢ozeltileri igin elde edilen 6lgiim sonuglari, gallik asit eklenmeksizin

yapilan dl¢iimlerin sonuglari ile karsilastirildi.
3.5.2. Gallik Asit i¢cin Dogrusal Tayin Arahiginin Belirlenmesi

Lakkaz temelli biyosensor ile standart fenolik bilesik olarak belirlenen gallik
asitin 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10, 25, 50, 75, 100 ve 200 uM derisimleri igin optimize edilen
kosullarda (50 mM fosfat tamponu, pH 6,0, 40°C ve +0,7 V sabit potansiyel)
amperometrik Olclimler gerceklestirildi. Kalibrasyon grafigi, reaksiyon ortamina
eklenen gallik asit derisimlerine kars1 (uM) biyosensoriin 6l¢tiigii akim degisimlerinin,
Al (nA), grafige gecirilmesi ile elde edildi. Grafikten elde edilen dogrunun egimi ve R?

degeri hesaplanarak biyosensor i¢in dogrusal tayin araligi belirlendi.
3.5.3. Lakkaz Temelli Biyosensoriin Cevap Siiresinin Belirlenmesi

Lakkaz temelli biyosensoriin cevap siiresinin belirlenmesi i¢in, dogrusal tayin
araligir sonuglarma bagl olarak 0,5-100 uM aras1 derigimlerde hazirlanan gallik asit
cozeltileri ile Ol¢limler gergeklestirildi. Gallik asitin reaksiyon ortamina eklenmesi ve
reaksiyonun sonlanmasi ile devreden gecen akim farki degisiminin tekrar dengelendigi

zaman aralig1 (s), hazirlanan biyosensoriin cevap siiresi olarak kabul edildi.
3.5.4. Lakkaz Temelli Biyosensoriin Tayin Simirimin (LOD) Belirlenmesi

Lakkaz temelli biyosensor ile tespit edilecek en diisiik gallik asit derisimini temsil
eden tayin sinirin1 (LOD) belirlemek igin, farkli glinlerde hazirlanan biyosensorler ile 50
mM fosfat tamponu (pH 6,0), 40°C, +0,7 V’luk sabit potansiyel degerlerinde, gallik asit
icin belirlenen dogrusal tayin araliginda Ol¢iimler gerceklestirildi. Elde edilen
biyosensor cevaplarina karsilik gelen gallik asit miktarlar1 (uM), Bolim 3.5.2°de
anlatildig1 sekilde elde edilen grafigin dogru denklemi ile hesaplandi. Hesaplanan
sonuglarin standart sapma degeri (S.S) ve grafigin dogru denklemindeki egim (m)
degeri, [(3xS.S.)/m] formiiliinde yerine konularak LOD elde edildi. Hesaplamalarda,
Microsoft Excel® yazilimi kullanildi (Shrivastava & Gupta, 2011; Uhrovéik, 2014).
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3.5.5. Lakkaz Temelli Biyosensor icin Tekrarlanabilirlik Calismasi

Lakkaz temelli biyosensoriin tekrarlanabilirli§inin incelenmesi amaciyla, giin
icinde hazirlanan bir biyosensor ile, optimum calisma kosullar1 saglanarak (50 mM
fosfat tamponu, pH 6,0, 40°C) sabit potansiyelde amperometrik 10 6l¢iim alindi.
Olgiimler igin reaksiyon ortamima 20’ser mL gallik asit eklendi. Bulunan sonuglar ve
elde edilen kalibrasyon grafiginden yararlanilarak, ortalama deger (X), standart sapma
(£S.S.) ve varyasyon katsayis1 (% V.K.) belirlendi.

3.5.6. Lakkaz Temelli Biyosensor i¢cin Girisime Neden Olabilecek Maddelerin

Etkisinin Belirlenmesi

Gelistirilen lakkaz temelli biyosensoriin gidalarda yapilacak fenolik madde
analizleri i¢in spesifik olup olmadigini belirlemek amaciyla, girisime neden olabilecek
maddelerin 6l¢limlere etkisi ¢alisildi. Gidalarda koruyucu ve asidik diizenleyici
maddeler olarak kullanilan bazi girisime neden olabilecek maddelerin ¢alisma
tamponunda hazirlanan ¢ozeltilerinin (30 mg/L sodyum bisiilfit, % 0,2 (w/v) sodyum
benzoat, % 0,015 (w/v) benzoik asit, 100 uM glukoz ve 2 mg/L askorbik asit) her biri
varhginda 25 uM gallik asit igin biyosensér cevaplart incelendi. Olgiim prosediiriine
bagl kalarak, gergeklestirilen Ol¢imler arasinda, ¢alisma elektrodu bol saf suyla
yikanarak 15 dk boyunca reaksiyon kosullarinda rejenere edildi. Biyosensoriin, girisime
neden olabilecek maddeler eklenmeksizin, 25 uM gallik asit i¢in gosterdigi akim
degisimi % 100 kabul edilerek girisime neden olabilecek maddeler varliginda elde

edilen akim degisimleriyle karsilastirildi.
3.5.7. Lakkaz Temelli Biyosensoriin Depo Kararhihgi

Lakkaz temelli biyosensdriin depo kararliligini incelemek amaciyla, 30 giin
boyunca 50 mM fosfat tamponu (pH 6,0) icerisinde oda kosullarinda ve karanlikta
depolanan biyosensoriin, belirli araliklarla 10 uM gallik asit i¢in verdigi cevaplar
belirlendi. Depolama siiresi boyunca her bir 6l¢iim igin bagil aktivite (%) degerleri,
biyosensor ile elde edilen en yiiksek aktivite degeri % 100 olarak kabul edilerek
hesaplandi.
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3.6. Ger¢ek Ornek Analizi

Gelistirilen amperometrik biyosensor ile bu calismada belirlenen optimum
kosullarda ev yapimi hardaliye ve ev yapimi sarap icin toplam fenolik madde igeriginin
olgiimii gerceklestirildi. Orneklerdeki toplam fenolik madde igeriginin belirlenmesi igin,
standart fenolik bilesik olarak kullanilan gallik asit ¢6zeltisi (5-100 uM) ile olusturulan
kalibrasyon grafiklerine karsilik gelen amperometrik sinyallerin interpolasyonu

gergeklestirildi.

Optimum kosullarda hazirlanan biyosensor, 20 mL, 50 mM fosfat tamponu (pH
6,0) igeren elektrokimyasal hiicreye daldirildi ve 40°C’de siirekli manyetik karistirma
altinda +0,7 V'luk bir potansiyel uygulandi. Kararli ve sabit akim degerine
ulasildiginda, hardaliye ve sarap orneklerinden ayri ayri 1000’er pL elektrokimyasal
hiicreye eklendi ve akim degisimi kaydedildi. Elde edilen akim degisimi, daha once
gallik asit stok ¢ozeltileri ile olusturulan kalibrasyon grafigine interpole edildi ve gallik
asit esdeger derisim degerine gore toplam fenolik madde igerigi hesaplandi.
Karsilastirma amaciyla, ev yapimi hardaliye ve sarap ayrica LC-MS/MS kullanimini

iceren kromatografik yontemle analiz edildi.
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BOLUM 4

SONUC ve TARTISMA

4.1. Biyosensoriin Calisma Kosullarinin Optimizasyonu
4.1.1. pH Optimizasyonu

Enzim biyosensdrlerinin cevabini, ortam pH’ina gére hem enzim aktivitesi hem
de substratin diflizyon hizindaki degisimlerin etkiledigi bilinmektedir (Prideaux, 1931).
Bu calismada, biyosensoriin biyoaktif tabakasinda immobilize edilen lakkaz ile fenolik
bilesik modeli olarak segilen gallik asit arasindaki yiikseltgenme-indirgenme
reaksiyonunun ortam pH’ma bagimliligini incelemek igin; pH 4,0-8,0 araligindaki
hazirlanan tampon c¢ozeltilerde (0,1 M asetat tamponu, pH 4,0-4,5-5,0-5,5; 50 mM
fosfat tamponu, 6,0-6,5-7,0-7,5-8,0) biyosensoriin 2,5 pM gallik asit ¢ozeltisi igin
verdigi cevaplar olciildii. Elde edilen cevaplar, Bagil Aktivite-pH grafigine geg¢irildi
(Sekil 4.1).

Sekil 4.1 incelendiginde, biyosensoriin pH degisimine karsi genis bir aralikta
kararli oldugu ve gallik asite kars1 aktivitesini kaybetmedigi goriilmektedir. immobilize
lakkazin aktivitesine bagli olarak, pH 5,5 ila 6,5 araliinda biyosensoriin verdigi
cevaplar birbirine oldukga yakindir. Ayrica, ortam pH’1 daha asidik ve daha bazik
bolgelere kaydirildiginda cevapta bir miktar diisiis gozlenmektedir. Elde edilen
sonuclara gore, biyosensor i¢in optimum pH 6,0 olarak kabul edilerek bundan sonraki

tiim ¢alismalar 50 mM fosfat tamponu, pH 6,0°da gergeklestirilmistir.

51



120

100 H

60

40 -

Bagl Aktivite (%)

Sekil 4.1. Biyosensor cevabina pH degerinin etkisi; reaksiyon ortamindaki gallik asit
cozeltileri (2,5 uM) i¢in 25°C’de, +0,7 V’da alinan amperometrik ol¢iimlere
gore hesaplanan degerler

Literatiirde, serbest mantar lakkazlari i¢in optimum pH degeri araligi genellikle
asidik bolgede, 3,5-6,0 araligindadir. Ancak bu deger araligi, substrata baglh olarak 2,7
ila 7,5 degerlerine kadar genisleyebilmektedir (Call & Mucke, 1997; Gianfreda, Xu &
Bollag, 1999).

T. versicolor lakkaz temelli biyosensorlerin farkli fenolik bilesik tayinleri igin en
iyi aktivite gosterdigi pH degerleri 4,5 ila 6,0 arasinda degismektedir (ElKaoutit vd.,
2008; Eremia vd., 2013; Garcia vd., 2015; Ibarra vd., 2010; Montereali vd., 2010;
Portaccio vd., 2006; Roy vd., 2005).

Calismamizda, hazirlanan biyosensoriin biyoaktif tabakasinda bulunan jelatin
matriksine tutuklu T. versicolor lakkazi i¢in belirlenen optimum pH’1inin bir miktar notr
degerlere dogru kaydigi goriilmektedir. Immobilize enzimler icin optimum pH
degerindeki kayma, genellikle immobilizasyon matriksinin proton degisim 6zelliklerine
bagli olmas: ile agiklanmaktadir. Jelatin gibi protein yapili biyopolimerler, izoelektrik

nokta (pl) degerleri nedeniyle ortamin pH degerine bagh olarak pozitif ya da negatif
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elektriksel yiikle yiiklenebilmektedir (Cho vd., 2008). Bu durum, ¢alismamizda lakkaz

temelli biyosensor i¢in optimum pH degerinin 6,0 olarak bulunmasini agiklamaktadir.

Garcia vd. (2015), antioksidan kapasitesi i¢in gelistirdikleri Pycnoporus
sanguineus lakkaz temelli amperometrik biyosensor ile pH 2,0-8,0 araliginda; Rawal
vd. (2012), cay ozlerinde fenolik igerik belirlemek igin gelistirilen demir oksit
nanopargacik/karboksilatli ¢ok duvarli karbon nanotiip/polianilin/Au elektrot iizerine
immobilize edilen Ganoderma sp. lakkaz temelli amperometrik biyosensor ile pH 3,0-
7,0 araliginda; Montereali vd. (2010), screen-printed grafit elektrot lizerinde ferrosene
tutuklama yontemi ile immobilize edilen lakkaz-tirozinaz temelli amperometrik
biyosensor i¢in pH 5,1-6,5 araliginda yaptiklar1 optimizasyon ¢aligmalarinda, optimum

pH degerini 0,1 M fosfat tamponu, pH 6,0 olarak belirlediklerini bildirmislerdir.

Bu ¢aligmalara bagli olarak lakkaz temelli amperometrik biyosensoriin optimum

pH degerinin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir.
4.1.2. Sicaklik Optimizasyonu

Enzimlerin katalitik aktivitelerini etkilemesinden dolay1 biyosensér cevabini
etkileyen diger cevre kosulu sicakliktir. Sicaklik, enzimin aktivitesi yaninda enzimin
immobilize edildigi tabakanin davraniglarini ve buna bagli olarak biyosensoriin aktif

tabakasinin difiizyon 6zelliklerini de etkilemektedir.

Lakkaz temelli biyosensoriin optimum caligsma sicakliginin belirlenmesi igin, 25-
50°C arasindaki sicaklik degerlerinde diisiik sicakliktan yiiksek sicaklia dogru
gelistirilen biyosensor ile amperometrik dl¢iimler gerceklestirildi. 2,5 pM gallik asit i¢in
biyosensor cevabi, 50 mM fosfat tamponu, pH 6,0 ortaminda izlendi. Elde edilen en iyi
cevap degeri % 100 kabul edilerek, Bagil aktivite (%)-Sicaklik grafigi ¢izildi (Sekil
4.2).
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Sekil 4.2. Biyosensor cevabina sicaklik degerinin etkisi; 50 mM fosfat tamponu (pH
6,0) iceren reaksiyon ortamina eklenen gallik asit ¢ozeltileri (2,5 uM) icin
+0,7 V’da alinan amperometrik dl¢timlere gore hesaplanan degerler

Sekil 4.2 incelendiginde, biyoaktif tabakada bulunan immobilize enzimin
calisilan sicaklik araliginda elde edilen en yiiksek biyosensor cevabinin 40°C’de elde
edildigi daha yiiksek sicakliklarda ise cevabin azaldigi goriilmektedir. Lakkazlar
genellikle 30-50°C sicaklik araliginda kararlidirlar ve 60°C sicaklik iizerindeki
degerlerde enzimatik aktivitelerini hizlica kaybederler (Chefetz, Chen & Hadar, 1998;
Galhaup, Goller, Peterbauer, Strauss & Haltrich, 2002; Jung, Xu & Li, 2002; Palonen,
Saloheimo, Viikari & Kruus, 2003; Wood, 1980; Xu vd., 1996). Daha yiiksek sicaklikta
enzimin denatiire olmasi ya da immobilizasyon matriksinin bozunmasi nedeniyle

katalitik aktivitenin diistiigii sdylenebilir.

Jelatin, belirli sicakliktaki sisme kabiliyeti nedeniyle uygun bir hidrofilik ag
olusturarak lakkaz gibi biyomolekiillerin tutuklama yontemiyle immobilizasyonu i¢in
destek olarak kullanilmaktadir. Hazirlanan jelatin ¢ozeltisinin sisme davranist
gostererek jellesmesi ¢ok kisa bir sicaklik aralifinda gergeklesir ve olusan jel sicaklik
degisimine bagli olarak tekrar c¢ozelti haline donebilmektedir. 40°C ve daha yiiksek
sicakliklarda jelatinin stabilitesini kaybettigi ve bu nedenle eriyerek reaksiyon

ortaminda ¢oziildigi bildirilmektedir (Vakil-Nasliyan, 2012).
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Calismada gelistirilen biyosensor i¢in en yiiksek biyosensor cevabinin 40°C’de
gdzlenmesi ve bu sicaklik degerinin, jelatinin olusturdugu hidrofilik ag yapisi i¢in kritik
bir sicaklik olmasi nedeniyle, hazirlanan biyosensor ile 2,5 uM gallik asit i¢in art arda 7
Olctim aliarak biyoaktif tabakadaki jelatinin kararlilig1 test edildi. Her 6l¢lim arasinda,
elektrodun 50 mM fosfat tamponu (pH 6,0) ve 40°C sicaklikta, 5 dk rejenerasyon islemi
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglara gore (Cizelge 4.1) % V.K. 4,24 olarak hesaplandi.

Cizelge 4.1. Lakkaz immobilizasyonunda tutuklama ajanm1 olarak kullanilan jelatin
matriksinin kararliliginin belirlenmesi i¢in, biyosensor ile optimum
calisma kosullarinda (50 mM fosfat tamponu, pH 6,0; 40°C) art arda
gercgeklestirilen amperometrik 6l¢iim sonuglari

Olciim sayis1 Akim Degisimi (AA)

508
518
565
553
544
570
540

~NoO ok~ WD

*Ortalama deger (X), standart sapma (£S.S.) 542,57 £22,99 nA ve varyasyon katsayisi
(% V.K.) 4,24 olarak hesaplanmuistir.

Varyasyon katsayisinin kabul edilebilir degerler arasinda olmasindan dolay1
biyosensor ile 40°C’de yapilacak olglimler i¢in biyoaktif tabakadaki jelatinin hidrofilik
ag yapisinin kararli kaldigi sonucuna varildi. Tiim bu sonuglara gore, lakkaz temelli

biyosensor i¢in optimum sicakligin 40°C olmasina karar verildi.

Sarika, Rekha & Narasimha-Murthy (2016), Clark tipi oksijen elektrodu
kullanarak gelistirdikleri amperometrik biyosensorde, 5,0 U T. versicolor lakkazin 2,5
mg jelatin ile karistirarak naylon membran ylizeyine tutuklamislardir. 0,2 M fosfat
tamponu (pH 6,8), 30-70°C sicaklik araliginda 2,6-dimetoksifenol i¢in yaptiklar
amperometrik  olgiimler sonrasinda optimum sicaklik degerini 45°C olarak

belirlediklerini bildirmislerdir.

Bu calismalara bagl olarak lakkaz temelli amperometrik biyosensoriin optimum

sicaklik degerinin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir.
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Lakkaz temelli amperometrik biyosensor i¢in optimum ¢alisma kosullari; 50
mM fosfat tamponu (pH 6,0) ve 40°C olarak belirlendi ve bundan sonraki ¢aligmalarda

bu kosullara bagli olarak olgiimler gerceklestirildi.
4.2. Lakkaz Temelli Biyosensér i¢cin immobilizasyon Kosullarinin Belirlenmesi
4.2.1. Enzim Miktarinin Biyosensor Cevabi Uzerine EtKisi

Enzim biyosensoriiniin performansi, biyosensor duyarliligini dogrudan etkileyen
immobilize enzim miktarma baglidir. Bu etkiyi incelemek i¢in, 1,0 U, 1,25 U, 2,5 U ve
5,0 U lakkaz aktivitesine sahip 5,0 pL’lik enzim ¢6zeltileri ile elektrotlar hazirlandi ve
her bir biyosensor ile gallik asitin artan derisimlerine (5-100 uM) baglh olarak
amperometrik ol¢limler yapildi. Her bir biyosensor igin 6l¢iimlerden elde edilen akim
degisimlerine gore kalibrasyon grafigi c¢izildi ve en iyi dogrusalligin elde edildigi
immobilize enzim miktarini igeren biyosensor i¢in Akim (pA)-Zaman (s) diyagrami
verildi (Sekil 4.3. (a) ve (b)).

3000
2500 -
@S
2000 - _—
/ y = 17,741x + 458,15
R —2 R? = 10,9836
251500 .
<
1000 - y = 23,832x + 334,52
2=(),9997
500 A
©5,0U/5,0 ul 2,5U0/50pul  ©1,25U/5,0 ul 1,0 U/5,0 pl
0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Gallik Asit (uM)

Sekil 4.3. (a) Biyoaktif tabakadaki immobilize lakkaz miktarinin biyosensor cevabina
etkisine ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.3. (b) Biyoaktif tabakadaki immobilize lakkaz miktarinin biyosensor cevabi
tizerine etkisi; 1,25 U/5,0 pL lakkaz kullanilarak hazirlanan
biyosensoriin 5-100 uM c¢alisma araligindaki degisen gallik asit
derigimlerine kars1 +0,7 V’da verdigi cevaplar

Kalibrasyon grafigi incelendiginde, 1,25 U/5,0 puL enzim aktiviteli lakkaz
cozeltisi ile hazirlanan biyosensoriin dogru denkleminin y=23,832x+334,52 oldugu ve
en yiiksek dogrusalligin (R?= 0,9997) bu deger i¢in hesaplandig1 gériilmektedir ve Sekil
4.3. (b), 1,25 U/5,0 uL enzim kullanilarak hazirlanan biyosensor ile gallik asitin artan
derisimine baglhh olarak (5-100 uM c¢alisma araliginda) elde edilen akim

degisimlerindeki artis1, agcik¢a vermektedir.

5,0 U/5,0 uL ve 2,5 U/5,0 pL lakkaz igeren biyosensorler i¢in elde edilen dogru
denklemleri sirasiyla y=17,741x+458,15 (R?=0,9836) ve y=16,793x+519,96
(R?=0,9882)’d1r. Elde edilen degerler incelendiginde, calismada kullanilan immobilize
enzim miktar1 arttik¢a biyosensor cevaplarimin distiigli ve dogrusalligin azaldig
goriilmektedir. Bunun nedeni olarak, immobilize lakkaz miktarindaki artisin biyoaktif

tabakada difiizyon sorunlarina neden oldugu sdylenebilir.

Diisiik lakkaz aktivitesi (1,0 U/5,0 uL) ile hazirlanan biyosensor igin elde edilen

degerler incelendiginde ise, cevaplarin yiiksek olmasina ragmen elde edilen dogru
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denkleminin y=23,02x+548,49 ve dogrunun R? degerinin de 0,8608 oldugu
goriilmektedir. R? degerinin diisik olmasinin nedeni, daha az enzim miktarmin
matriksteki capraz baglarin gevsemesine neden olmasi ve bu nedenle difiizyonun
kolaylasmas1 ve dolayisiyla biyoaktif tabakadan substrat kagisin olasi olmasiyla
aciklanabilir (De Wael vd., 2010; De Wael vd., 2012). Ayrica, kullanilan enzim
cozeltisinin aktivitesinin yetersiz olmasi nedeniyle, gallik asit i¢in 5-100 uM ¢alisma
aralifinda substrat doygunlugunun meydana geldigi de kalibrasyon grafiginden

goriilmektedir.

Bu sonuglara gore, bundan sonraki c¢alismalar i¢in immobilize edilecek lakkaz

miktar1 1,25 U/5,0 pL olarak secildi.

Sarika, Rekha & Narasimhamurthy (2015), hazirladiklart lakkaz temelli
amperometrik biyosensor ile 0,5-10 U araligindaki enzim aktivitesi degerlerinde
calismiglardir. 0,1 M fosfat tamponu (pH 6,8) ve 45°C’de yaptiklar1 ¢alisma sonucunda
immobilize edilecek lakkaz miktarmi 2,0 U/20 pL olarak optimize ettiklerini
bildirmislerdir. Portaccio vd. (2013), hazirladiklar1 lakkaz temelli amperometrik
biyosensor ile 0,05 M sitrat tamponu (pH 4,5) ve 25°C’de 0,59-6,52 U araligindaki
enzim aktivite degerleri igin yaptiklar1 ¢alisma sonucunda immobilize edilecek lakkaz

miktarini 1,19 U olarak rapor etmislerdir.

Bu caligmalara bagli olarak, lakkaz temelli amperometrik biyosensor

gelistirilmesinde optimum lakkaz miktarmnin literatiire uygun oldugu goriilmektedir.
4.2.2. Jelatin Miktarinin Biyosensor Cevabi Uzerine Etkisi

Biyoaktif tabakada bulunan jelatin miktarinin biyosensoér cevabina etkisinin
belirlenmesi i¢in, sirastyla, grafit tozu:jelatin:mineral yag miktart1 mg cinsinden
19:1,0:6,5; 18:2,0:6,5; 17:3,0:6,5 olacak sekilde hazirlanan biyosensorler ile
amperometrik Ol¢limler gerceklestirildi. Sekil 4.4. (a) ve (b)’de sirasiyla gallik asitin
degisen derigimleri i¢in (5-100 uM) elde edilen kalibrasyon grafigi ve en iyi biyosensor
cevabinin elde edildigi 2,0 mg jelatin kullanilarak hazirlanan biyosensor cevaplarini

gosteren grafik verilmektedir.
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Sekil 4.4. (a) Biyoaktif tabakadaki jelatin miktarnin biyosensér cevabina etkisine ait
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Sekil 4.4. (b) Jelatin miktarinin biyosensor cevabina etkisi: 2,0 mg jelatin kullanilarak
hazirlanan biyosensoriin 5-100 uM c¢alisma araliginda degisen gallik asit
derisimlerine kars1 +0,7 V’da verdigi cevaplar
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Biyoaktif tabakada 3,0 mg jelatin miktar1 kullanilarak hazirlanan biyosensor igin
dogru denklemi ve R? degeri sirasiyla; y=26,216x+723,82; R?=0,9816 olarak
hesaplanmistir. Sekil 4.4. (a) incelenerek diger sonuglarla karsilastirildiginda,
biyosensor cevaplart i¢in dogrusalligin iyi oldugu ancak akim degisimlerinin diistik
oldugu goriilmektedir. Cevaplardaki diisiis, artan jelatin miktarina baglh olarak sulu
¢ozeltide olusturdugu hidrofilik agin sikilagsmasi ve bu nedenle substrat, {iriin ve ko-
substrat gibi molekiillerin giris-gikisinin engellenmesi olarak agiklanabilmektedir (De
Wael vd., 2012).

1,0 mg jelatin kullanilarak hazirlanan biyosensor ile yapilan Olgiimler
sonucunda, y=41,146x+495,32 (R?=0,973) dogru denklemi elde edilmistir. Calismadaki
diger biyosensorler ile karsilastirildiginda, biyosensoriin, dogrusal tayin araligindaki en
yiiksek derisimli gallik asit ¢ozeltisi (100 pM) igin en yiiksek cevabi verdigi ancak
dogrusalligin diger biyosensorlere gore daha diisiik oldugu gériilmektedir (R?=0,973).
Elde edilen yiiksek cevap, kullanilan jelatin miktarinin enzimin tutuklanmasi i¢in yeterli
olmamasi ve enzimin art arda dl¢timler sirasinda sulu ¢ozeltiye gecerek ortama eklenen
substratla direkt tepkimeye girmesi ile agiklanabilir. Bu durumun tekrarlanabilirlik

caligmalarinda da sorun yaratabilecegi diisiiniilmektedir.

Timur vd. (2007), calismalarinda karbon pasta elektrodunu hazirlamak i¢in grafit
tozu:jelatin:mineral yag miktarim1 kiitlece 17:2,0:6,5 mg:mg:mg olarak optimize

ettiklerini bildirmislerdir.

Elde edilen sonuglara bagh olarak, bundan sonraki ¢aligmalarda biyosensoriin
aktif tabakasinin 1,25 U/5,0 uL lakkaz ¢ozeltisi, 18 mg grafit tozu, 2,0 mg jelatin ve 6,5

mg mineral yagin birlikte homojenize edilerek hazirlanmasina karar verildi.
4.3. Biyosensor icin Karakterizasyon Calismalar:
4.3.1. Lakkaz Temelli Biyosensoriin Dongiisel Voltamogram

Tez kapsaminda elde edilen optimum immobilizasyon kosullarima gore
hazirlanan lakkaz temelli biyosensor igin; 50 mM fosfat tamponu, pH 6,0 ve 40°C
sicaklikta (-1,0)-(1,0) V arasinda CV taramalar1 yapilarak biyosensdriin artan gallik asit

derisimine bagli olarak dongiisel voltamogramlarindaki degisimler gozlendi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Lakkaz temelli biyosensor igin gallik asit eklenmesi dncesi (baseline) ve
sonrasinda elde edilen dongiisel voltamogramlar: Olgiimler, 50 mM pH 6,0
fosfat tamponu ¢ozeltisinde, 0,05 V/s tarama hizinda, £0,1 V potansiyel
araliginda gergeklestirildi.

Sekil 4.5’teki dongiisel voltamogramlar incelendiginde, reaksiyon ortamina
eklenen gallik asit ile birlikte anodik pik olusumu ve eklenen substratin artan derisimine
uygun olarak hem katodik hem de anodik piklerde yiikselmeler goriilmektedir. Bu
durum, lakkaz temelli biyosensoriin ortamdaki gallik asite cevap verdigini
kanitlamaktadir. Reaksiyon ortamina gallik asit eklenmesi ile ortamin elektrokimyasal

aktifligi arttirmistir (Roushani, Valipour & Valipour, 2016).
4.3.2. Gallik Asit i¢in Dogrusal Tayin Araliginin Belirlenmesi

Biyosensorler ile gergeklestirilen dlgiimler i¢in dogrusal tayin aralifi, belirli bir
varyasyona bagli olarak calisilan substrat icin elektrot duyarliligmin sabit oldugu
derisim aralig1 olarak tanimlanmaktadir. Biyosensor ile ¢alisilacak derisim degeri ya da
degerleri, biyosensoriin cevap verebilecegi bu dogrusal derisim araliginda olmalidir

(Nejem, 2004).

Gelistirilen lakkaz temelli biyosensdriin dogrusal tayin araligin belirlenmesi igin,

0,5-200 puM derisim arahigindaki gallik asit c¢ozeltileri ile optimum kosullarda
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amperometrik Ol¢iimler gerceklestirildi. Sekil 4.6. (a) ve (b)’de sirasiyla, gallik asit
derigimleri (x ekseni) ve her bir derisim i¢in elde edilen akim farklari (y ekseni)
kullanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi ve gerceklestirilen amperometrik Olgiimler

sonucu her bir derisim i¢in elde edilen zamana (s) bagli akim degisimleri (nA)

goriilmektedir.
7000
y = 61,995x + 243,38
6000 - 2=0,9985
5000
< 4000
s

= 3000
2000

1000

0 T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Gallik Asit (uM)

Sekil 4.6. (a) Lakkaz temelli biyosensoriin kalibrasyon grafigi: 0,5-100 uM araliginda
gallik asit derisimleri i¢cin 50 mM fosfat tamponu, pH 6,0; 40°C
reaksiyon  kosullarinda  +0,7 V’da  amperometrik  Ol¢limler
gerceklestirildi.
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Sekil 4.6. (b) Lakkaz temelli biyosensoriin 0,5-100 uM araliginda gallik asit derisimleri
icin 50 mM fosfat tamponu, pH 6,0; 40°C reaksiyon kosullarinda +0,7
V’da verdigi cevaplar

Kalibrasyon grafiginden elde edilen dogru denklemi y=61,995x+243,38 ve
R?=0,9985 degeri ele alindiginda dogrusalligin 0,5-100 pM ¢alisma araligi igin
saglandig1 goriilmektedir. 200 uM gallik asit ortama eklendiginde biyoaktif tabakadaki
immobilize lakkazin substrat i¢in doygunluga ulastig1 belirlenmistir. Ayrica, Sekil 4.6.
(b), dogrusal tayin aralig1 sinirlari igerisinde, artan gallik asit derisimine bagli olarak

akim degisimlerinin de arttigin1 gostermektedir.

Bu ¢alismaya gore, gelistirilen biyosensoriin dogrusal tayin araligi 0,5-100 uM
ve dogrusallik katsayis1 R?=0,9985"dir. LOD degeri, Boliim 3.5.4’te anlatildig1 sekilde
hesaplanarak gallik asit i¢in 0,1323 uM olarak bulundu.

4.3.3. Lakkaz Temelli Biyosensoriin Cevap Siiresinin Belirlenmesi

Biyosensoriin  cevap siiresi, biyosensoriin  dogrusal tayin araligi igin

gerceklestirilen olglimlere gore belirlendi. Sekil 4.6. (b)’deki grafik incelendiginde,
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devreden gegen akim sabitlendikten sonra, reaksiyon hiicresine gallik asit ¢ozeltisinin
eklenmesi ile devreden gegen akimin tekrar sabitlenmesi arasinda gegen siirenin

yaklasik 50 ila 100 saniye oldugu goriilmektedir.

Eremia vd. (2013), karbon screen-printed elektrodu kullanarak platin
nanopargacik ve indirgenmis grafen oksit ile lakkazi adsorbe ederek gelistirdikleri
amperometrik biyosensoriin kafeik asit icin cevap siiresini 60 saniye; Litescu vd.
(2010), screen-printed c¢alisma elektrodu {izerine lakkazin adsorpsiyonu ile
gelistirdikleri lakkaz temelli amperometrik biyosensoriin katesol i¢in cevap siiresini 100
saniye olarak belirlediklerini rapor etmislerdir. Literatiirde, ideal biyosensorlerden
beklenen cevap siiresi i¢in 5 dk’ya kadar olan degerler kabul edilebilmekte iken 10
dk’lik siire biyosensor ile yapilan Olgiimler i¢in uzun bir cevap siiresi olarak
degerlendirilmektedir (Yarar, 2014).

Bu sonuglara gore, calismamizda elde edilen deger, lakkaz temelli biyosensoriin

cevap siiresi acisindan ideal bir biyosensor oldugunu gostermektedir.
4.3.4. Lakkaz Temelli Biyosensor icin Tekrarlanabilirlik Calismasi

Biyosensoriin tekrarlanabilirlik ¢aligmasi kapsaminda, hazirlanan biyosensor ile
ayni giin igerisinde, optimum kosullar saglanarak reaksiyon ortaminda 20’ser uM gallik
asit olacak sekilde substrat eklenerek 10 farkli Olgiim gerceklestirildi. Her ol¢iim
arasinda ¢alisma tamponunda, 15 dk boyunca rejenerasyon islemi gerceklestirildi.
Gallik asit i¢in ¢izilen kalibrasyon grafiginin dogru denklemi kullanilarak, 10 6l¢iim
sonucunda elde edilen akim degerlerine karsilik gelen gallik asit derisimleri belirlendi
(Cizelge 4.2). Belirlenen derisim degerleri igin, ortalama deger (X), Standart sapma
(£S.S.) ve varyasyon katsayisi (% V.K.) sirasiyla, 20,83544 +0,774916 uM ve % 3,7

olarak hesaplandi.

Gamella vd., 2006, Di Fusco vd., 2010 ve Montereali vd., 2010 tarafindan
gelistirilen biyosensorler ile gerceklestirilen tekrarlanabilirlik calismalarinda sirasiyla
20, 6 ve 12 ol¢lim alindig1 ve elde edilen % V.K. degerlerinin, % 5,2, % 3-4 ve % 9,8
olarak hesaplandigi rapor edilmistir. Bu sonuglara gore elde edilen veriler kabul

edilebilir sinir degerleri icerisindedir.
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Cizelge 4.2. Optimum calisma kosullarinda (50 mM fosfat tamponu, pH 6,0; 40°C)
gergeklestirilen tekrarlanabilirlik ¢alismasinin sonuglari

Olciim sayis1 Gallik Asit (uM) Akim Degisimi (nA) Olgiilen derisim (uM)

1 20 1340 21,78225
2 20 1323 21,4088
3 20 1292 20,7278
4 20 1239 19,5635
5 20 1297 20,83764
6 20 1234 19,45366
7 20 1310 21,12322
8 20 1304 20,99141
9 20 1330 21,56258
10 20 1300 20,90354

*Ortalama deger (X), standart sapma (S.S.) 20,83544 +0,774916 uM ve varyasyon
katsayist (% V.K.) 3,7 olarak hesaplanmistir. Hesaplamalar, Microsoft Office Excel
programi ile yapildi.

4.3.5. Lakkaz Temelli Biyosensor i¢in Girisime Neden Olabilecek Maddelerin

Etkisinin Belirlenmesi

Bu calismada, hardaliye ve sarap gibi gida iriinlerinde kullanilan gida katki
maddelerinin lakkaz temelli biyosensoriin cevabina girisim etkilerinin belirlenmesi
amacityla, katki maddesi olarak koruyucu goérevini iistlenen; sodyum benzoat, sodyum
bisiilfit, benzoik asit; antioksidan ve asidik diizenleyici olarak kullanilan askorbik asit

ve tatlandirici olarak kullanilan glukoz seg¢ildi.

Hardaliye ve sarapta bulunan ve girisime neden olabilecek maddelerin; 30 mg/L
sodyum bisiilfit, % 0,2 (w/v) sodyum benzoat, % 0,015 (w/v) benzoik asit, 100 uM
glukoz ve 2 mg/L askorbik asit g¢ozeltileri hazirland1 (Coskun, 2017; Gamella vd.,
2006). Biyosensor ile her bir girisime neden olabilecek maddelerin bulundugu reaksiyon
ortaminda 25 pM gallik asit i¢cin optimum kosullarda ol¢iimler gergeklestirildi. Bu
calismada kullanilan, reaksiyon ortamindaki girisime neden olabilecek maddelerin

isimleri, reaksiyon ortamindaki derigimleri, girisime neden olabilecek maddeler
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yoklugunda ve varliginda 25 uM gallik asit i¢in elde edilen akim degisimleri (nA) ve
maddelerin girisim etkisi bagil (%) seklinde Cizelge 4.3’te verilmektedir.

Cizelge 4.3. Girisime neden olabilecek maddelerin biyosensor cevabina etkileri

Girisime Neden Girisime Neden  Girisime Neden

Olabilecek Olabilecek Olabilecek
Girisime Neden )
] Madde Madde Maddenin
Olabilecek Derisim
Olmaksizin Varhginda Biyosensor
Madde Tiirii ..
Biyosensor Biyosensor Cevabina Etkisi?
Cevabi (nA) Cevabi (nA) Bagil (%)
Sodyum benzoat % 0,20 (w/v) 1137 1247 109,67
Sodyum bisiilfit 30 mg/L 14925 1323,33 88,67
Askorbik asit 2 mg/L 1336,6 1434,3 107,31
Benzoik asit % 0,015 (w/v) 1449 1457,5 100,59
Glukoz 100 uM 1545 1598,75 103,48

% Girisime neden olabilecek madde varliginda elde edilen akim degisiminin, girisime
neden olabilecek madde eklenmeksizin elde edilen akim degisimine orani

Cizelge 4.3 incelendiginde, en fazla girisim etkisi olan maddenin siilfit iceren
koruyucu madde grubundan sodyum bisiilfit oldugu goriilmektedir. Sodyum benzoat, ve
askorbik asitin girisim etkileri % 10’dan disiik, benzoik asit ve glukozun girigsim etkileri
ise ithmal edilebilir diizeydedir. Fenolik madde modeli olarak segilen gallik asit
cozeltileri icin elde edilen biyosensdr cevaplarina gore, gelistirilen biyosensoriin

gidalarda gergeklestirilecek fenolik madde analizlerinde kullanilabilecegi sdylenebilir.
4.3.6. Lakkaz Temelli Biyosensoriin Depo Kararhhg:

Lakkaz temelli biyosensoriiniin depo kararliligini  belirlemek amaciyla,
biyosensor 50 mM fosfat tamponu (pH 6,0) icerisinde, 25°C’de ve karanlikta depolandi.
Depolanma siiresince, belirli araliklarla 10 uM gallik asit icin amperometrik 6l¢iimler
gerceklestirildi. Biyosensorden elde edilen en yiiksek akim degisimi % 100 kabul
edilerek her bir dl¢lim i¢in bagil aktivite degerleri hesaplandi. 30 giinliik depolanma
siiresince elde dilen sonuglar, Bagil aktivite (%)-Zaman (giin sayisi) grafiginde
gosterildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Lakkaz temelli biyosensor igin depo kararliligi calismasi: Olgiimler,
reaksiyon ortaminda 10 uM gallik asit i¢cin 50 mM fosfat tamponunda (pH
6,0), 40°C sicaklikta, +0,7 V sabit potansiyelde amperometrik olarak
gerceklestirildi.

Sekil 4.7 incelendiginde, oda kosullarinda depolanan biyosensoriin ilk 7 giin
boyunca immobilize enzim aktivitesini yaklasik % 100; 10 giin boyunca % 86 oraninda

korudugu goriilmektedir.

Lakkaz, depo kararliligi olduk¢a yiiksek olan dayanikli bir enzimdir.
Immobilizasyon ydntemine bagli olarak depo kararliliginda degisiklikler olabilmektedir.
Literatiir incelendiginde, fenolik madde tayini igin gelistirilen lakkaz temelli
biyosensoriin raf omriiniin analitik c¢aligmalar i¢in kullanilabilecek diizeyde oldugu

goriilmektedir (Rodriguez-Delgado vd., 2015).
4.4. Gercek Ornek Analizi

Gelistirilen lakkaz temelli biyosensor ile ev yapimi hardaliye ve ev yapimi sarap
icin toplam fenolik madde tayini gerceklestirilerek biyosensoriin uygulanabilirligi
incelendi. Ayrica Kkarsilastirma i¢in  6rnekler, likid  kromatografi-kiitle/kiitle
spektrometresi (LC-MS/MS) kullanilarak ti¢glii kuadrupol performansiyla da analiz
edildi. Bu analiz i¢in 32 tane fenolik madde standart olarak kullanilarak tarandi. Elde
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edilen sonuglar ev yapimi hardaliye ve sarap i¢in ng/mL cinsinden Cizelge 4.4 ve

Cizelge 4.5°te sirasiyla verildi. Biyosensor ile elde edilen sonuglar, LC-MS/MS

yonteminden elde edilen sonuglarla karsilastirildi (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Ev yapimi hardaliye i¢in LC-MS/MS kromatogrami

Cizelge 4.4. Ev yapimu hardaliyedeki toplam fenolik bilesik miktar:

Fenolik Bilesik Final Derisimi (ng/ml)
Gallik Asit 1578,9894
Protokatesik Asit 207,6827
2,5-Dihidroksibenzoik Asit 169,3591
Salisilik Asit 580,3782
Siringik Asit 512,1782
Katesin 9263,1043
Kafeik Asit 2315,3912
Tirozol 1198,5066
Florizin 75,1006
p-Kumarik Asit 1619,2402
Absisik Asit 204,8295
Etil Galat 5183,0898
Trans Ferrulik Asit 190,7684
Mirisetin 176,9562
Kuersetin 31759,2429
Resveratrol 1757,9117
Isorhamnetin 5732,3197
Toplam 62525,0487
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Sekil 4.9. Ev yapimu sarap i¢in LC-MS/MS kromatogrami

Cizelge 4.5. Ev yapimu saraptaki toplam fenolik bilesik miktari

Fenolik Bilesik Final Deisimi
(ng/ml)
Gallik Asit 4056,0695
Protokatesik Asit 462,1772
2,5-Dihidroksibenzoik Asit 266,2497
Salisilik Asit 910,0109
Siringik Asit 976,0796
Katesin 10829,6402
Kafeik Asit 1565,3803
Tirozol 696,7778
Florizin 85,3551
p-Kumarik Asit 193,4642
Absisik Asit 527,9567
Etil Galat 23621,0387
Trans Ferrulik Asit 197,1850
Mirisetin 57,1957
Propil Galat 10,5415
Kuersetin 23513,8458
Resveratrol 2722,0243
Isorhamnetin 15867,8265
Toplam 86558,8187

Gelistirilen biyosensor, ev yapimi hardaliye ve ayn liziimden yapilan ev yapimi
kirmiz1 sarabin toplam fenolik madde igeriginin elektrokimyasal tahmini i¢in kullanildi.

Gergek ornek numunelerinin analizi i¢in gallik asit stok ¢ozeltisi ile olusturulan
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kalibrasyon grafigine karsilik gelen amperometrik sinyallerin interpolasyonu elde edildi.
Gergcek Ornek analizi bashigi altinda agiklanan prosediir, her numune igin ii¢ kez
tekrarlandi. Giiven araliklar1 0,05 anlamlilik diizeyi i¢in hesaplandi ve % V.K. degerleri

tiim durumlarda <%3 bulundu. Sonuglar, Cizelge 4.6'da 6zetlendi.

Cizelge 4.6. Lakkaz temelli biyosensor kullanilarak elde edilen gallik asitin
mililitresinde miligram olarak ifade edilen toplam fenolik madde igerigi
ve LC-MS/MS metodu uygulamas: ile elde edilen sonuglarla

karsilastirilmasi
Ornek Biyosensor LC-MS/MS Geri kazamim
N L
(mg/mL) yontem (mg/mL)
Hardaliye 0,0628 0,062525 100,44
Kirmizi sarap 0,0841 0,086558 97,2

Biyosensorle yapilan ¢aligmada, bir 6rnek analizi i¢in toplam siirenin yaklasik
200 saniyeden uzun olmadigina dikkat edilmelidir. Biyosensor ile yapilan amperometrik
Ol¢iimler incelendiginde fenolik madde igeriginin degerleri, kirmizi sarap igin

hardaliyeden daha yiiksektir.

Bu numuneler i¢in gallik asitin mililitresi bagina nanogram olarak ifade edilen
toplam fenolik madde icerigi, LC-MS/MS yontemi uygulanarak elde edilen sonuglarla
dogrudan karsilastirilmistir. Biyosensor ile elde edilen sonuglar verilen tim numuneler

icin LC-MS/MS yontemiyle elde edilen sonuglarla iyi korelasyonlar gostermektedir.

Cizelge 4.7°de toplam fenolik madde tayini i¢in gelistirilen lakkaz temelli
biyosensoriin  literatiirdeki  diger biyosensOr sistemleriyle baz1  ozellikleri

kiyaslanmaktadir.
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Cizelge 4.7. Toplam fenolik madde tayini igin gelistirilen lakkaz temelli biyosensoriin literatiirdeki diger biyosensor sistemleriyle

karsilastirilmasi
Enzim Biyoaktif Tabaka Optimum Substrat Dogrusal Aralik LOD Cevap Depo Ornek Referans
Kaynag Icerigi ve pH ve Siiresi Kararhhg Uygulamasi
Immobilizasyon Sicakhik
Teknigi

T. Platin elektrot- pH 3,5 Katesin 2,0-14,0x10% M 1,0x10% M - - Kirmizi Gomes vd.,
versicolor polietersiilfon 0,1 M asetat Kafeik asit sarap 2004
0,83 U/mg membran tamponu ornekleri

0,083 U lakkaz
Adsorpsiyon

T. Camsi karbon pH 5,0 Gallik asit 0,003-0,80 mg/L 2,6x1073 30s - Sarap Gamella
versicolor elektrot 0,1 M sitrat Kafeik asit 0,07-10x1072 mg/L ornekleri vd., 2006
23,7 U/mg Glutaraldehit tamponu mg/L 7,2x10*

1,18 U/pL lakkaz mg/L
Capraz baglama

T. Camsi karbon pH 5,0 Kafeik asit 0,04-2 uM 0,06 uM 16s 3 haftalik Bira ElKaoutit
versicolor elektrot 0,05 M Ferulik asit 0,04-2 uM 0,16 uM stirenin sonunda Ornekleri vd., 2008
23,3 U/mg Sonojel-nafyon asetat Gallik asit 0,1-22 uM 0,41 uM aktivitesinin %

23 U lakkaz tamponu (+)-Katesin 0,04-3 uM 0,10 uM 84,6’s1m1
Tutuklama ve 22°C (-)-Epikatesin 0,04-8 uM 0,16 uM korumustur
T. Altin/ pH 4,5 Kafeik asit 0,735-10,5 uM 2,75x107 M 120s - Nane 6zleri Diaconu
versicolor Kitosan/ MWCNT Mcllvaine Rozmarinik asit 0,91-12,1 uM 1,51x107 M (Salvia vd., 2010
25 U/mg elektrot sistemi tamponu Klorojenik asit 0,793-6,71 uM 2,33x107 M officinalis
25 U/mL lakkaz Gallik asit 0,79-2,1 uM 1,61x107 M ve Mentha
Tutuklama piperita)

T. Screen-printed pH 5,0 Gallik asit 0,1-17 uM 0,1 mg/L - - Sarap Di Fusco
versicolor elektrot 01M Ornekleri vd., 2010
30,6 U/mg MWCNT Britton-

Poliaziridin Robinson
0,80 U lakkaz tamponu
Capraz baglama
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Cizelge 4.7. Toplam fenolik madde tayini igin gelistirilen lakkaz temelli biyosensoriin literatiirdeki diger biyosensor sistemleriyle

karsilastirilmasi (devam)

Enzim

Biyoaktif Tabaka | Optimum Substrat Dogrusal Arahk LOD Cevap Depo Ornek Referans
Kaynag Icerigi ve pH ve Siiresi Kararhhg Uygulamasi
Immobilizasyon Sicakhk
Teknigi
T. Screen-printed pH 4,7 Katesol 0,5-175 uM 0,558 uM - 2 aylik siirenin Cay Ibarra-
versicolor grafit elektrot 0,1M Kafeik asit 0,5-130 uM 0,524 M sonunda inflizyonlar1 | Escutia vd.,
18,000 PVA fotopolimeri asetat Hidrokinon 1,1-130 uM 1,071 uM aktivitesinin % 2010
U/mg 10 mg/mL lakkaz tamponu Rezorsinol 50-250 uM 35,432 uM 90’11
(100 puL) ve korumusgtur
Tutuklama 30°C
T. Screen-printed pH 4,5 Katesol 1,2-10 yM 4,3x107 M 100 s 98 giinliik Bitki 6zleri | Litescu vd.,
versicolor elektrot 0,1 M Kafeik asit 3-15uM 2,5x10°M stirenin sonunda (Salvia 2010
26 U/mg Nafyon sitrat Klorojenik asit 3-15uM 2,8x10°M aktivitesinin % officinalis)
300 mU lakkaz tamponu Gallik asit 2-7 M 1,55x10° M 92’sini
Adsorpsiyon Rozmarinik asit 3-15uM 2,4x10°M korumustur
T. Screen-printed pH 6,0 Fenol - 620 uM - - Sira ve sarap | Montereali
versicolor grafit elektrot 0,1M Gallik asit 380 uM ornekleri vd., 2010
30,6 U/mg Ferrosen fosfat Kafeik asit 6,0 uM
30,6 U/10 uL tamponu Katesin 20 uM
lakkaz Katesol 10 uM
Tutuklama
T. Clarke tipi elektrot pH 4,5 Kafeik asit 0-100 uM - - - Meyve sular1 Unal &
versicolor Jelatin 0,1M Ferulik asit 0-100 uM Kagikara-
1000 400 U/mL lakkaz sodyum Pazarlioglu,
U/mL Tutuklama asetat 2011
tamponu
ve 35°C
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Cizelge 4.7. Toplam fenolik madde tayini igin gelistirilen lakkaz temelli biyosensoriin literatiirdeki diger biyosensor sistemleriyle
karsilastirilmasi (devam)

Enzim Biyoaktif Tabaka | Optimum Substrat Dogrusal Arahk LOD Cevap Depo Ornek Referans
Kaynag Icerigi ve pH ve Siiresi | Kararhhg | Uygulamasi
Immobilizasyon Sicakhik
Teknigi
T. Cams1 karbon pH 5,0 Kafeik asit 0,3-45 uM 0,49 uM - - Cay Amatatongchai
versicolor elektrot 0,1M Katesin 1,7-30 uM 0,20 uM ornekleri vd., 2013
21,8 U/mg CNT-NHy/altin sitrat Gallik asit 3-60 uM 0,71 uM
nanopargaciklar tamponu Klorojenik asit 1,5-30 uM 0,10 uM
bovine serum Troloks 2-35 uM 0,10 uM
alblimin
4,5 mg/mL lakkaz
Kovalent baglama
T. Screen-printed pH 5,0 Kafeik asit 0,2-2,5 uM 0,09 uM 60 s 6 haftalik Cay Eremia vd.,
versicolor karbon-platin 0,1M Rozmarinik asit 0,45-2,5 uM 0,15 uM stirenin inflizyonlar1 2013
1,34 U/mg nanopargaciklar- asetat Gallik asit 0,25-2,5 uM 0,15 uM sonunda
indirgenmis grafen tamponu Luteolin 0,25-3,0 uM 0,12 uM aktivitesinin
oksit-nafyon ve 24°C % 87,4 ini
300 mU/5,0 uLL korumustur
lakkaz
Adsorpsiyon
T. Altin elektrot/Altin pH 4,5 Gallik asit 30-300 uM 1,1 mg/L - 120 giinliik Sarap Lanzellotto vd.,
versicolor nanopargaciklar/ 0,1M stirenin Ornekleri 2014
30,6 U/mg fulleren asetat sonunda
0,076 U/uL lakkaz tamponu aktivitesinin
Kovalent baglama ve % 87’sini
25°C korumustur
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Cizelge 4.7. Toplam fenolik madde tayini igin gelistirilen lakkaz temelli biyosensoriin literatiirdeki diger
karsilastirilmasi (devam)

biyosensor sistemleriyle

Enzim Biyoaktif Tabaka | Optimum Substrat Dogrusal Arahk LOD Cevap Depo Ornek Referans
Kaynag Icerigi ve pH ve Siiresi Kararhhg Uygulamasi
Immobilizasyon Sicakhik
Teknigi
T. Camsi karbon pH 5,5 Katesol 0,2-15 uM 76,00 nM 7s 2 haftalik Bitki ¢aylar1 | Boujakhrout
versicolor elektrot 0,1M 3,4-Ksilenol 9,9-30 uM 5000 nM stirenin sonunda vd., 2016
10 U/mg Glikol-kitosan sodyum Fenol 5-30 uM 4900 nM aktivitesinin %
2 U/20 pL lakkaz fosfat Hidrokinon 5-30 uM 2500 nM 100’tini
Capraz baglama tamponu 4-Kloro-1-Naftol 5-19 uM 4300 nM korumustur
ve 25°C
T. Screen-printed pH 5,0 Kafeik asit 0,38-100 uM 0,32 uM - 4 haftalik Kirmiz1 Vasilescu
versicolor karbon elektrot, 0,1 M Klorojenik asit 0,38-100 uM 0,19 uM stirenin sonunda sarap vd., 2016
> 10 U/mg MoS,-GQDs asetat (-)-Epikatesin 2,86-100 uM 2,04 uM aktivitesinin % ornekleri
0,129 U/5,0 uL tamponu 85’ini
lakkaz ve korumustur
Adsorpsiyon 24°C
T. Cams1 karbon pH 4,5 Katesol 1-300 uM 0,3 uM 30s 4 haftalik Meyve sular1 | Vlamidis
versicolor elektrot 0,1M stirenin sonunda vd., 2017
>0,5U/mg | Indirgenmis grafen asetat aktivitesinin %
oksit-MWCNT tamponu 93,3’linii
0,02 U/10 pL korumustur
lakkaz
Capraz baglama
T. Karbon pasta pH 6,0 Gallik asit 0,5-100 uM 0,1323 uM | 50-100 10 giinliik Hardaliye ve | Bu ¢alisma
versicolor elektrot 50 mM S stirenin sonunda sarap
13,6 U/mg 1,25 U/5,0 ulL fosfat aktivitesinin % Ornekleri
lakkaz tamponu 86’s1m1
Jelatinde tutuklama ve 40°C korumustur
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Cizelge 4.7, literatiirde platin, altin, cams1 karbon, screen-printed ve Clark tipi
elektrotlar kullanilarak toplam fenolik madde tayini igin gelistirilen lakkaz temelli
biyosensorler ile bu ¢alismada karbon pasta elektrot kullanilarak hazirlanan lakkaz
temelli biyosensoriin immobilizasyon kosullari, ¢alisma kosullar1 ve bazi performans
ozelliklerini karsilastirmaktadir. Diaconu vd., 2010, Amatatongchai vd., 2013, Eremia
vd., 2013, Lanzellotto vd., 2014 tarafindan gelistirilen biyosensdrlerin hazirlanma
siireclerinde kullanilan materyaller ve islem adimlar1 bu c¢alisma ile kiyaslandiginda,
karbon pasta elektrodun hazirlanmasiin daha basit adimlara ihtiya¢ duydugu ve buna
bagli olarak hazirlama metodunun daha diisiik maliyetli oldugu sdylenebilir. Gallik asit
icin gelistirdigimiz biyosensor ile elde edilen dogrusal tayin araligi (0,5-100 uM),
ElKaoutit vd., 2008, Di Fusco vd., 2010, Diaconu vd., 2010, Litescu vd., 2010,
Amatatongchai vd., 2013 ve Eremia vd., 2013 nin ¢alismalarindaki sonuglara gére daha
genis bir Olgiim araliginda olup fenolik madde analizlerinde 6nemli bir avantaj
sunmaktadir. Ayrica hesaplanan LOD degerine gore gelistirilen lakkaz temelli
biyosensoriin tayin sinirinin (0,1323 puM), Diaconu vd., 2010 ve Eremia vd., 2013
tarafindan rapor edilen biyosensorlerin tayin sinir1 degerlerine yakin oldugu, ElKaoutit
vd., 2008, Litescu vd., 2010, Montereali vd., 2010 ve Amatatongchai vd., 2013
tarafindan hesaplanan degerlere gore ise daha diisiikk oldugu goriilmektedir. Literatiir
incelendiginde, biyosensoriin cevap siiresinin (50-100 saniye arasinda degisen) analizler
i¢cin uygun oldugu belirlenmistir. Lakkazin tutuklama yontemi ile immobilizasyonuna
dayanarak ElKaoutit vd., 2008, Ibarra-Escutia vd., 2010, Montereali vd., 2010 ve Unal
& Kagsikara-Pazarlioglu, 2011 tarafindan gelistirilen biyosensorler ile optimum c¢aligsma
kosullar1 karsilastirildiginda, ¢alismamizda nétr pH degerine daha yakin (50 mM fosfat
tamponu, pH 6,0) ve daha yiiksek sicaklikta (40°C) en iyi cevaplarin elde edildigi
goriilmektedir. Yapilan tekrarlanabilirlik ¢aligsmalarina gore de lakkazin immobilize
edildigi jelatin matriks yapisinin 40°C’de kararli oldugu tespit edilmistir. Ayrica,

biyosensoriin oda kosullarinda depolanma siiresi literatiire uygundur.

Bu calisma ile ilk kez hardaliyenin toplam fenolik madde tayininin analizi i¢in
lakkaz temelli amperometrik bir biyosensor gelistirildi. Biyosensoriin hazirlanmasi
oldukea kisa siirede, basit islem adimlar1 kullanilarak gerceklestirildi. Ornek analizleri
icin herhangi bir 6n islem uygulanmadan biyosensor Olclimleri yapildi. Ev yapimi

hardaliye ve ev yapimu sarap icin biyosensor ile elde edilen sonuglarin, LC-MS/MS ile
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elde edilen sonuglarla 1yi Kkorelasyon gosterdigi belirlendi. Bu sonuglara gore,

gelistirdigimiz biyosensdriin toplam fenolik tayini i¢in giivenilir oldugu belirtilebilir.

fleriki ¢alismalarda, lakkazin aktiflestirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiiplere
immobilizasyonu temelli bir biyosensor gelistirilmesi ve farkli gida Orneklerinin

analizlerinde toplam fenolik madde tayini i¢in kullanilmasi hedeflenmektedir.
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