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OZET

Biyosensorler, analiz edilecek madde ile biyoaktif maddenin biyokimyasal bir tepkimesi
sonucunda olusan degisiklikleri, uygun bir ¢evirici ile elektriksel sinyale c¢eviren analitik
cihazlardir. Bir biyosensoriin amaci, analiz edilecek madde miktar1 ile orantili olarak bir
elektrik sinyali iretmektir. Biyosensorlerin kullanim alanlar1 ¢ok genistir. Basta klinik
orneklerin analizi ve tip alaninda olmak {izere, gida giivenligi, agir metal analizi, askeri,
cevresel atik kontrolli, biyomedikal sektor, tarim, ilag analizi gibi bircok alanlarda
kullanilmaktadir. Giiniimiizde yaklasik 200’e¢ yakin biyosensor gelistirilmesine ragmen,

sadece 25 kadar ticari olarak tiiretilebilmistir.

Ure, ozellikle bobrek hastaliklarinda kanda gdzlemlenebilen bir yan iiriindiir ve iiremik
toksinlerin seviyesinin degerlendirilmesinde iyi bir belirtegtir. Ureaz enzimi, {irenin
dekompozisyon reaksiyonunun katalizlenmesinde biiyiik bir rol oynar. Toksik bir madde olan
tirenin, Ozellikle kandaki miktarinin kisa siirede analizi ve bu analizlerin ekonomik agidan

uygun olmasi ¢ok 6nemlidir. Bu nedenlerden dolay1 yeni iire biyosensorleri gelistirilmektedir.

Bu calismada da kanda iire tayini yapabilmek i¢in, PVC ve palmitik asit membran
elektrodlart kullanilan potansiyometrik tire biyosensorii gelisitirildi ve PVC-COOH membran
elektrodu ile hazirlanan {ire biyosensorii ile karsilastirildi. Soya fasulyesinden ve helicobacter
pylori mikroorganizmasindan izole edilen iki farkli {ireaz kullanildi. Enzim elektrodunun
optimum ¢aligma kosullarini belirlenmesi i¢in pH etkisi, ortamin sicaklig1 ve tampon ¢ozeltisi
konsantrasyonu i¢in Slgiilen potansiyel degerleri arastirildi. Sonra, biyosensoriin kararliligi ve

elektrot cevabina girisim yapabilecek taneciklerin etkisi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Ureaz, iire biyosensorii, potansiyometri, helikobakter pylori, PVC
membran elektrodu, P\VC-COOH membran elektrodu



ABSTRACT

A biosensor is an analytical device that comprises two essential components - an immobilized
biocomponent, in intimate contact with a transducer that converts a biological signal into a
measurable electrical signal. The aim of a biosensor is to produce proportional electrical
signal with the component. Biosensors are used in a wide area including, analysis of clinical
samples in medicine, food safety, heavy metal analysis, military, enviromental waste control,

biomedical area, agriculture, drug analysis

Recently, in spite of the developing 200 biosensdrs, only 25 biosensdrs produce
commercially. Urea is a by-product; which can be monitored in the blood on kidney disease
and it is the best marker for evaluating the level of uremic toxins. Urease has a important role
to catalyze the decomposition reaction of the urea. Specially, the short-time analyse of the
urea in the blood and economical analyses are very important. For these reasons, the new urea

biosensors are being devepoled.

In these study, we devepoled potantiometric urea biosensor using PVC with palmitic asid
membrane electrodes for the determination of the urea in the blood and these biosensor
compared with PVC-COOH membrane electrode biosensor. We used two different urease
enzyme which were purficated from jack bean and helicobacter pylori microorganisms. For
the determination of optimum working conditions of the enzyme electrode the effects of the
pH, temperature of the medium, concentration of the buffer solution on the measured potential
values were investigated. Then, the stability of the biosensor and the effects of the interfering
species on the response of the electrode were determined.

Keywords: Urease, urea biosensor, potantiometric, helicobacter pylori, PVC membrane
electrode, PVC - COOH membrane electrode
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1. GIRIS

Ure tayini, biyomedikal ve klinik uygulamalar igin olduk¢a &nemlidir. Kanda iire
konsantrasyonunun artmast ve idrarda azalmasi bobrek bozuklugunun O6nemli bir
gostergesidir. Ure tayini i¢in de birgok yontem kullanilmakta olup bunlardan enzimatik
olanlarin oldukga spesifik olmalarina ragmen, bu tiir analizlerin maliyeti fazla miktarda enzim
kullanilmasini gerektirdigi i¢in oldukga yliksektir. Ayrica, yontemlerde kullanilan reaktiflerin
hazirlanmasinin zaman almasi, ¢abuk bozulmasi ve deneyin yapiminin uzun zaman almasi

gibi dezavantajlar1 da vardir.

Bu amagla, son yillarda iire tayinine yonelik olarak gelistirilen biyosensdrler spesifik,
ekonomik, pratik, girisim etkilerinden miimkiin oldugunca uzak ve tiim laboratuvar
sartlarinda kullanilabilecek sistemler oldugu i¢in, diger yontemlere gore oldukca avantajlidir.
Literatiirde iire tayini icin gelistirilmis ¢esitli potansiyometrik ve amperometrik enzim
sensorlerine rastlanmaktadir. Bu c¢alismalarda enzim immobilizasyonu icin gerekli matriks

ortami olarak PVC, karboksilli PVC, polipirol ve polianilin gibi polimerler kullanilmaktadir.

Biyolojik aktif materyal olarak enzim igeren biyosensorler, temel olarak elektrokimyasal
sinyalleri alan bir elektrot ve bu elektrot iizerine immobilize edilmis enzim veya enzimler
icermektedir. Iyon secici elektrotlar iizerine bir veya daha fazla enzim immobilize edilerek,
bunlarin ¢esitli substrat tayinlerinde kullanilmalar1 son yillarda olduk¢a 6nem kazanmaktadir.
Biyosensorler, vitaminler, antibiyotikler, metabolitler gibi organik maddelerin, baz1 inorganik
bilesiklerin, enzimlerin, virilislerin ve mikroorganizmalarin tayininde kullanildigi gibi

biyoteknoloji ve gida endiistrisi alanlarinda da kullanim alan1 bulmaktadir.

Bu calismada amonyum-se¢ici membran elektrot {izerine belli oranlardaki iireaz enzimlerinin
birlikte immobilize edilmesi ile bienzimatik biosensor gelistirerek iirenin potansiyometrik
tayininin yapilmasi amaglanmaktadir. Membran materyali olarak PVC ve uzun zincirli bir yag
asidi olan palmitik asit kullanilarak elde edilen membranla amonyum-seigici elektrot
hazirlanmistir. Bu elektrodun membranina enzimler immobilize edilerek kreatin biyosensorii
yapilmustir. Bu sensorle elde edilen sonuglar ayni sekilde ama karboksilli PVC (PVC-COOH)

kullanilarak elde edilen iire biyosensorii ile karsilagtirilmastir.

Biyosensoriin en iyi ¢alisma kosullarini belirlemek amaci ile tampon konsantrasyonu, pH,
ortam sicakliginin elektrot cevabi lizerine etkileri incelenmis, enzim elektrodun raf 6mrii,

tekrarlanabilirligi, tayin araligi, yabanci iyon girisimi Ve cevap zamani belirlenmistir.



1.1 Ure

Ure, 1773 yilinda Hilaire Rouelle tarafindan kesfedildikten sonra 1828 yilinda Friedrich

Woehler tarafindan ilk defa yapay olarak sentezlenmistir.

1.1.1 Organizmada Ure Sentezi

Memelilerde deamidasyon ve daha ¢ok deaminasyon reaksiyonu sonucu olusan amonyak,
suda ¢oziinen oldukca giiglii bir bazdir, canli ortamim pH’in1 hiicre i¢in zararl bir diizeye
cikarabilir. Baliklar gibi suda yasayan hayvanlar olusan amonyagi dogrudan suya birakirken
karada yasayan hayvanlarda amonyak karacigerde toksik olmayan bir bilesik olan {ireye
dondistiirir. Olusan amonyagin, metabolizma iriinii olarak kanda mevcut olan CO; ile

karacigerde birlesmesi sonucu iire sentezlenir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1 Urenin sentezi

Olusan tirenin % 90’1 bobreklerden idrarla, geri kalani ise sindirim sistemi ve deriden atilir.
Normal yetiskin bir insanda 24 saatte idrarla yaklasik 30 gram kadar iire atilmaktadir. Idrar ile
atilan lire miktari, protein alimina, karacigerdeki iire sentez hizina ve bobreklerden iirenin
atim hizina baghdir. Bu nedenle sadece idrarla yapilan lire miktar tayini tek basina bir 6nem
tasimaz. Ancak buna paralel olarak yapilan kan {iresinin saptanmasiyla birlikte bir deger tasir.
Urenin kandaki normal degeri 10,2-49,8 mg dL™* (Eggenstein vd 1999) arasindadir. insanlarda
serumdaki iire derisimi, akut bobrek hastaliklarmda 720-900 mg dL™ ye, kronik bébrek
hastaliklarinda ise 300-420 mg dL™ ye kadar ¢ikabilmektedir (Luo and Do, 2004).



Urenin fizyopatolojik artis1 (iiremi)nin nedenleri sunlardr:

- Prerenal iiremi: Devamli kusma hali, ishal, diyabet komasi, kalp yetmezligi gibi
nedenler sonucunda renal kan akimimin azalmasi ile kanda iire artisi meydana
gelmektedir. Toksik durumlar, yliksek ates ve yaniklarda protein yikimi hizlandigi i¢in
kan tiresi artar. Bu durumda {ire atilimini azaltan en 6nemli faktor olan dehidratasyon
da goriliir.

- Renal iiremi: Nefrit gibi bobrek bozukluklarinda kronik enfeksiyonlar, neoplazma
(timor) ve polikistik bobrek hastaliklarinda kanda {ire artis1 goriilmektedir.

- Postrenal iiremi: Prostat, lireter taglari ve mesanede olusan bazi kanser tiplerinde

goriilmektedir.

1.1.2 Ure Tayin Yontemleri

Urenin tayini biyomedikal ve klinik uygulamalar igin ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Ure
konsantrasyonunun kanda artmasi ve idrarda azalmasi bobrek bozuklugunun Onemli bir

gostergesidir (Hamlaoui vd 2002).

Klasik iire tayin yontemleri enzimatik ve enzimatik olmayan spektrofotometrik yontemlere

dayanmaktadir (Caraway ve Fanger 1956, Colasanti vd 1995).

1.1.2.1 Direkt Yontemler

Ksanthidrol yontemi ve kolorimetrik yontem (Diasetil monoksim = Fearon reaksiyonu)

1.1.2.2 indirekt Yontemler

Gazometrik yontem (Kowarsky yontemi); {irenin iireaz ile reaksiyonu sonucu meydana gelen

amonyak veya karbondioksitin tayini ile yapilmaktadir.

1.1.2.3 Kolorimetrik Yontemler

Berthelot reaksiyonu; iirenin iireaz enzimi ile reaksiyonu sonucu meydana gelen amonyak,
sodyum nitroprussiyat ile kolorimetrik olarak tayin edilir (Fawcett and Scott, 1960). Nessler
reaksiyonu ise iirenin iireaz enzimi ile reaksiyonu sonucu meydana gelen amonyak ile Nessler

reaktifinin reaksiyonunu esas alan kolorimetrik bir yontemdir.



1.1.2.4 Enzimatik Yontem

1.1.2.5 Elektrokimyasal Yontemler
Kondiiktometrik ve potansiyometrik yontemler olmak iizere ikiye ayrilir.

Berthelot ve Nessler yontemlerinde son asama spektrofotometrik dl¢iime dayanmaktadir. Her
iki yontem de enzimatik reaksiyona dayandigindan dolayr enzimatik olmayanlara kiyasla
oldukca spesifiktir. Fakat bu tiir analizlerin maliyeti fazla miktarda enzim kullanildig1 i¢in
oldukca yiiksektir. Ayrica yontemlerde kullanilan reaktiflerin hazirlanmasinin zaman almasi,

cabuk bozulmasi ve deneyin yapiminin uzun zaman almasi gibi dezavantajlar1 da vardir.

1.1.2.6 Biyosensor Esash Yontemler

Urenin daha basit, ucuz, dogru ve duyarli tayinine olanak saglayan iireaz enziminin
kullanildig1 biyosensérlerin gelistirilmesi ¢ok énemli bir ilerlemedir. Ure tayini i¢in gok
sayida biyosensorler gelistirilmistir. Bunlar; termal (Xie vd 1995), amperometrik (Adeloju vd
1996), kondiiktometrik (Chen vd 1994), optik (Stamm vd 1993), piezoelektrik (Xu vd 1996)
ve potansiyometrik (Mascini and Palleschi 1983, Alegret and Martinez-Fabregas 1989, Glab
vd 1994) yontemlerdir.

Potansiyometrik iire biyosensorlerinde ¢ok az alete ihtiyag duyulmasi avantajdir. Bunlarda
sadece iyon - segici elektrot, pH - secici elektrot ve iyon - segici alan etkili transistorlere

ithtiya¢ duyulmaktadir. Potansiyometrik iire sensorlerinden en dnemlileri sunlardir:

- Enzimatik reaksiyon sonucu olsan amonyum iyonlarinin tayinine yonelik olanlar
(Alegret and Martinez-Fabregas 1989, Gil vd 1992, Zamponi vd 1996).

- Amonyak gaz duyar iire sensorleri (Mascini and Palleschi 1983, Narinesingh vd
1991)

- Enzimatik reaksiyon sonucu meydana gelen pH degisiminin tayinine yonelik olanlar
(Walcerz vd 1995).

1.2 Ureile Ilgili Yapilan Calismalar

Guilbault ve Montalvo 1969°da ilk amonyum iyon - seg¢ici potansiyometrik iire biyosensoriinii
gelistirmistir. Guilbault ve Shu 1972’de karbondioksit 6l¢timlerine dayanan iire biyosensorii

gelistirmislerdir.

Guilbault ve Nagy 1973’de iire tayini i¢cin amonyum iyonlarimin belirlenmesine yonelik

silikon kauguk esasli nonaktin iceren elektrodun iizeri poliakrilik jelde immobilize edilmis



iireaz kaplanarak biyosensér hazirlamiglardir. Silikon kauguk ve nonaktin karistirip
preslenerek pasta haline getirilmistir. Bu pastadan 5 mm ¢apinda kesilen diskler bir cam tiipiin
lizerine monte edilerek iireaz igeren jel ile kaplanmistir. Daha sonra i¢ doldurma ¢ozeltisi
olarak 0.1M amonyum Kkloriir eklenerek 0.IM TRIS tamponunda (pH 7.0) ol¢timler
yapilmistir. Biyosensoriin cevap zamani 60-180 saniye arasinda olup lire konsantrasyonu ve
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reaksiyonun gergeklestigi tabakanin kalinligina bagli olarak degistigi belirtilmistir.

Mascini ve Guilbault 1977°de amonyak gaz membran elektrodu teflon membran iizerine
yerlestirilerek iireaz kimyasal olarak immobilize edilmis ve serumda iirenin Ol¢iimii
yapilmistir. Teflonun enzimatik reaksiyonun gergeklesme siiresini kisalttigi, elde edilen
sonuclarin bilinen spektroskopik yontemlerden daha kesin oldugu ve cevap zamaninin Orion

NHj; elektrodunun iki kat daha fazla oldugu belirtilmistir.

Nilsson vd 1973’te cam pH elektrodu {izerine iireazin fiziksel olarak immobilize edilmesi ile

pH degisimine dayanan iire sensorii gelistirmislerdir.

Cha ve Meyerhoff 1989°da seliiloz asetat membranin bir tarafindaki asetil gruplar baz ile
hidrolizleyerek —OH gruplar1 baglanmis ve membrani karbonildiimidazol ile aktive ettikten
sonra bazik ortamda etilendiamin ile muamele ederek kurutmuslardir. Membranin bu sekilde
tiirevlendirilen yilizlinii bir cam elektroda yerlestirmislerdir. Modifiye olmamis yiiziiniin
metilen klorilir ile muamelesinden ve nonaktin ilave edildikten sonra enzim membrana
glutaraldehit ile capraz baglanarak amonyum iyonlarmin tayinine yonelik {ire sensorii

gelistirilmistir.

Narinesingh vd 1991°de amonyak gaz - duyar elektrodunun hidrofobik membrani iizerine
FMP ile aktive olmus polivinil alkol (PVA)e lireazin kimyasal olarak immobilize edilmesi ile
amonyak tayinine yonelik sensorii gelistirmislerdir. Elektrodun lineer ¢aligsma araliginin 10 -

10™M arasinda oldugunu ve 28 giinde aktivitesinde %14 azalma oldugunu belirtmislerdir.

Butt ve Cammann 1992’de modifiye edilmis PVC, nonaktin ve dibutil sebakat esteri
kullanilarak amonyak tayinine yonelik iire sensorii gelistirmislerdir. Referans elektrot olarak
Ag/AgCI elektrot kullanilmistir. Elektrodun maksimum Nernst egimi 53 mV/[NH,4"] ve lineer
caligma araligi 4x107°-6x10"M arasindadir.

Koncki vd 1994°te hidrojen iyonoforu olarak N-tridodesilamin (TDDA), karboksilli PVC
(PVC-COOH), potasyum tetrakis (p-klorofenil)borat ve bis-(2-etilhekzil)sebakat (DOS)
kullanarak hazirladiklar1 pH-membran elektroduna fiireazi karbonildiimidazol (CDI) ve

glutaraldehit (GA) kullanarak immobilize etmislerdir. Lineer araligi pH 4,5-10 ve bu aralikta



elektrodun egimi pH birimi basina 50 mV, cevap zamani 0,5-2 dakika arasinda olan sensoriin

Omriiniin 2 ayin lizerinde oldugu belirtilmistir.

Walcerz vd 1995’te PVC’nin 1,4-diaminobutan ile modifiye edilmesi ile PVC’ye —NH;
gruplart  baglanmis (PVC-NH;) potasyum tetrakis (p-klorofenil)borat ve bis-(2-
etilhekzil)sebakat (DOS) kullanarak olusturduklart membrani cam elektrot govdesine monte
ederek hazirladiklart pH-membran elektroduna tirecazi glutaraldehit (GA) kullanarak
immobilize etmislerdir. Calismalar 0.005M fosfat tamponunda (pH 6.0) yapilmistir. Lineer
araligi pH 4.5-9.5 ve bu aralikta elektrodun egimi pH birimi bagina 50 mV, cevap zamani 0.5-

2 dakika arasinda olan sensoriin dmriiniin 2 ayin iizerinde oldugu belirtilmistir.

Walcerz vd 1996’da amonyum ve hidrojen karbonatin belirlenmesine yonelik {ire
biyosensorleri gelistirmislerdir. Her iki elektrodun hazirlanmasinda karboksilli PVC
kullanilmistir. Iyonofor olarak amonyum — secici membranda nonaktin kullanilmistir. Ureaz
membrana karbonildiimidazol (CDI) ve glutaraldehitin (GA) kullanildigi yontem ile
immobilize edilmistir. Bu sekilde hazirlanmigs amonyum - segici elektrotlarin analitik
parametreleri modifiye edilmemis PVC ile elde edilenler ile mukayese edilmistir. Amonyum-

segici tire biyosensorii ile 0.02M fosfat tamponunda pH 6,0°da ¢alisiimustir.

Magalhaes ve Machado 1998’de amonyum-segici ¢itosan membran elektrotlara iireazin
immobilizasyonu ile iireazin potansiyometrik olarak tayinini gergeklestirmistir. PVC, bis-(2-
etilhekzil)adipat ve iyonofor olarak da nonaktin igeren membran daha sonra glutaraldehit ile
muamele edilmis ve lireaz buna immobilize edilmistir. Elektrodun lineer ¢alisma araliginin
10-10"M arasinda, egiminin 56 mV’e kadar, cevap zamaninin ise 30 saniye ve 2 dakika
arasinda oldugunu ve dmriiniin 2 ay oldugunu belirtmislerdir. Hazirlanan biyosensor ile kanda

iirenin tayini de yapilmigtir.

Walcerz vd 1998’de membraninda PVC-COOH, nonaktin ve DOS igeren amonyum-segici
membran elektrotlara lireazin immobilizasyonu ile potansiyometrik iire sensorii yapmislardir.
Urenin tayini FIA sistemi ile yapilmistir. Lineer ¢aligma araligmin 0.5-10 mM arasinda, cevap
zamaninin 1.5-3 dakika arasinda ve Oomriiniin 2 aya kadar oldugu bu biyosensor ile kanda
tirenin tayini gergeklestirilmistir. Koncki vd 1999°da PVC-COOH, hidrojen iyonoforu olarak
n-tridodesilamin ve plastiklestirici olarak DOS kullanarak hazirladiklar1 amonyum-segici
membran elektrot lizerine EDC ile lireazin immobilizasyonunu yaparak potansiyometrik iire
sensoOrli hazirlamiglardir. FIA teknigi ile iire tayini yaparak referans yontemlerle elde edilen

sonuglarla mukayese etmislerdir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Biyosensorler

Hizla gelismekte olan biyoteknoloji ve gida islenmesi alanlarinda, klinik laboratuarlarinda,
kirlilik kontroliinde ve teknolojinin daha bir ¢ok dalinda alinan 6rnegin istenilen 6zellikleri
hakkinda hassas ve hizli bilgi verme 06zelligi olan analitik cihazlara ihtiya¢ vardir. Boyle
cihazlarin en 6nde geleni, bir fiziksel transduser (sinyal iletici) ve bir kimyasal tabakadan
olusan kimyasal sensorlerdir. Ayrica konularinin 6zelligi ve cesitliligi nedeniyle biyokimyasal
ve klinik uygulamalar oldukea ilgi cekmektedir. Biyokimyasal analizlerde karsilasilan baglica

giicliikler sOyle siralanabilir:

- Analizi yapilacak maddenin genellikle ¢ok karisik bir biyolojik ortamda bulunmasi
nedeni ile girisim veren maddelerin ¢oklugu, bunlardan ayirma ve saflastirma
problemleri

- Tayini yapilacak maddenin yapisal 6zellikleri nedeniyle ¢ogu kez 6zel ve pahali
reaktiflere gerek duyulmasi

- Analiz edilecek madde konsantrasyonunun bazi durumlarda ¢ok diisiikk olmasi
sebebiyle ¢ok spesifik ve duyarli 6lgme yontemlerinin gerekmesi

- Ogzellikle kan, doku vb. gibi biyolojik &rneklerde, analiz igin kullanilabilecek madde

miktarinin sinirli olmasi

Bunlar ve benzeri sorunlar biyokimyasal analizler igin spesifik, duyarli, ¢abuk sonug veren,
giivenilir ve ucuz tekniklerin gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir. Enzimler ¢ok spesifik
katalizorler olduklarindan biyokimyasal analizlerde kullanmaya uygundur (Guilbault et.al.,
1977). Bunlarin elektrokimyasal Olcii aletleri ile birlestirilmesi 6lgmede siirati ve duyarlilig:
sagladig1 i¢in arastirmacilara cok cazip gelmistir. Cesitli substratlar uygun enzim ve
kofaktorler vasitasiyla membran elektrotlarin 6lgebilecegi {iriinlere dontistiiriilebilirse veya
meydana gelen bazi yan iiriinler bu elektrotlar i¢in aktif olursa amaca erisilmis olur. Boylece
cok spesifik katalizorler olan enzimlerin yardimi ile bunlarin katalizledigi reaksiyonlar
incelemek ve bu reaksiyonlara katilan substrat, koenzim ve olusan triinlerin miktarlarini tayin
etmek miimkiin olur. Bu prensipten hareket eden Hassan ve Rechnitz (1981), L-Tirozinin,
tirozin dekarboksilaz ile dekarboksilasyonunda olusan karbondioksitin ortamdaki koenzim
miktari ile degismesinden yararlanarak, karbondioksitin potansiyometrik 6l¢iilmesine dayanan

cok duyarli bir piridoksal fosfat tayin yontemi gelistirmislerdir.



Biyosensdrlerin tarihi 50’1i yillarin ortalarinda L.C. Clark’in Cincinnati Hastanesinde (Ohio,
ABD) ameliyat sirasinda kanin O, miktarini bir elektrot ile izlemesi ile baslar. 1962 yilinda
Clark ve Lyons’un Glukoz Oksidaz (GOD) enzimini oksijen elektrodu ile birlestirerek kanin
glukoz diizeyini 6lgmeyi basardilar (Clark ve Lyons, 1962). Boylece yeni bir analitik sistem
olustu. Bu sistem bir yandan biyolojik sistemin yiiksek spesifikligini (enzim) diger taraftan ise

fiziksel sistemin (elektrot) tayin duyarliligini birlestirmistir.

2.1.1 Biyosensorlerin Yapisi ve Fonksiyonlar:

Biyosensdrler, immobilize olmus bir biyokimyasal komponentin analit ile etkilesmesi
sonucunda analitin miktar ve aktivitesi ile orantili olarak bir sinyalin olusmasini saglayan
cihazlar ve sistemler olarak tanimlanmaktadir. Biyosensordeki iki temel komponentten birisi
bir sensor, digeri bir transduser (sinyal iletici)dir. Sensor, ornek ¢ozeltisinde bulunan bir
biyomolekiil ile etkilesen, biyolojik olarak duyarli bir materyal ile kaplanmistir. Bu
materyalin 6rnekle etkilesmesi sonucunda meydana gelen degisiklikler transduser tarafindan
saptanir. Transduser, biyomolekiildeki bu degisimleri Slgiilebilen elektrik sinyallerine ¢evirir

(Sekil 2.1).

ORNEK

SENSOR

TRANSDUCER

CIKTI

Sekil 2.1 Bir biyosensoriin genel sematik gosterimi

Biyosensorlerde biyokomponent olarak enzimler yaninda doku kiiltiirleri, mikroorganizmalar,
organeller, antikorlar ve niikleik asitler de kullanilabilmekte olup o6l¢iim teknigine gore
amperometrik, potansiyometrik, termal, piezoelektrik, akustik ve optik sensorler olarak

adlandirilmaktadir (Sekil 2.2).



< BIYOSENSOR >
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* Termistorler
Kiitle defisimi SINVAL VERi TOPLAMA
* Piczoclehtrk > VE DEGERLENDIRME
BIYOKOMPONENTLER TRANSDUCERLER

Sekil 2.2 Biyosensorlerin genel ¢calisma prensibi

Biyosensorlerin yiiksek spesifikliklerinin yani sira, renkli ve bulanik ¢ozeltilerde genis bir
konsantrasyon alaninda dogrudan dlgiime olanak saglamasi gibi Ustlinliikleri de vardir. Fakat
kullanilan biyokomponentin pH, sicaklik, iyon siddeti gibi ortam kosullarindan etkilenmesi

biyosensoriin kullanim 6mriinii kisalttigindan bir dezavantajdir (Telefoncu, 1999).

Biyosensor teknolojileri gesitli alanlarda pek ¢ok bilim alanindaki bilgi birikimini, gelismeler
paralelinde ve gereksinimler dogrultusunda kullanarak ¢ok hizli bir sekilde ilerlemektedir.
Biyosensorlerin klasik tayin yontemlerine kiyasla ¢cogu zaman spesifik ve duyarli sonuclarin
pratik ve kisa siirede alinmasini saglamalari, tekrar kullanilabilir ya da diisiik maliyetle tek
kullanimlik sekilde seri olarak {iiretilebilmeleri ve bu tiirlerin ¢ogu zaman kullanirken 6zel
deneyim gerektirmemeleri, onlar1 gelecek vaat eden biyoanalitik sistemler olarak 6n planda

tutmaktadir.

2.1.2 Biyosensorlerin Uygulama Alanlar:

Biyosensorler tip, tarim, gida, eczacilik, ¢evre kirliligi, savunma ve bir¢ok endiistriyel
aktivitede ozellikle otomasyon, kalite kontrolii ve durum tespitinde ¢ok onemli rol oynar

(Telefoncu, 1999). (Cizelge 2.1)
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Cizelge 2.1 Biyosensorler i¢in uygulama olanaklari

- Klinik diyagnostik ve biyomedikal sektor
- Proses kontrolii

- arim ve veterinerlik

- Tlag analizi

- Endiistriyel atik su kontrolii,

- Cevre koruma ve kirlilik kontrolii,

- Maden isletmelerinde toksik gaz analizi

- Askeri uygulamalar

Biyosensorler, gida maddeleri, metabolitler, vitaminler, antibiyotikler, ilaclar gibi organik
maddeler, bazi anorganik bilesikler yaninda enzimler, viriisler ve mikroorganizmalarin

tayininde kullanilirlar (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2 Biyosensor gruplar1 ve kapsadiklar1 analiz alanlari

Enzim sensorleri Kiigiik molekiillii organik ve anorganik maddeler (metabolitler,

ilaclar, gida maddeleri, vitaminler, antibiyotikler, pestisitler)

Mikrobiyal sensorler Enzim sensoriiniin kullanildig alanlar, biyolojik O, gereksinimi,

toksisite, mutajenite
DNA sensorleri Viriisler, patojen mikroorganizmalar

Immiinosensérler Virtisler, patojen mikroorganizmalar, ksenobiyotikler

2.1.2.1 Gida Sekroriinde Biyosensor Kullanimi

Gidalara yonelik kantitatif analizler baslica kalite ve gilivenlik konularina aciklik getirmeyi
hedef alir. Renk, aroma, vitamin ve kimyasal miktarlarinin yaninda zararh
mikroorganizmalarin, toksinlerin, alerjenlerin gidaya etkisine dikkat edilmelidir.
Biyosensorler, gida analizlerinde besinin dogal bilesenlerinin, ortama karisan maddelerin izin

verilen sinirlar i¢inde olup olmadiginin belirlenmesinde biiyiik 6nem tasir.
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Gida analizlerinde dogal oOrneklerin, hammaddelerin, islem basamaklarinin, mamiil
tirtinlerinin, tasima adimlarinda dogal bilesenlerin bozunumu, mikrobiyal kontaminasyon ve
bunu Onlemek i¢in kullanilan katki maddelerinin tayini 6nemlidir. Bunlarin tayinlerinde
HPLC ve gaz kromatografisi duyarli analiz imkan1 saglamasina ragmen bunlar ¢ok masrafli
yontemlerdir. immunoassay teknikleri ise zaman alici olmalari, dl¢iim sistemiyle dogrudan
baglantili olmamalar1 ve laboratuvar ortami gereksinimlerinden dolayr gida sektoriinde
kullanish degildirler. Bu olumsuzluklarin yaninda, biyosensor teknolojisi, gida analizlerinde
biiylik alternatifler saglamaktadir. Ancak gida sektorii icin, ticari olarak pazarlanabilir
biyosensorlerin sayisi ¢ok azdir. Bunlar; glukoz, L-laktat, galaktoz ve alkol tayinine yonelik

biyosensorlerdir.

Sekerlerin meyve ve sebzelerde, siit ve bal gibi liriinlerde, kola, sarap, meyve sularinda tiretim
ve fermantasyon islemleri tayinleri 6nemlidir. Bu islemlerin, duyarli, pratik, ekonomik ve kisa
siirede gerceklesmesi i¢in cesitli biyosensorler gelistirilmistir. Bu biyosensorlerin biiyiik
kismi, hidrojen peroksit veya oksijen duyarli amperometrik sensorleri esas alan enzim

elektrotlardir.

Gidalardaki, dogal bilesenlerin yani sira biyosensdorlerle analiz edilebilecek dnemli bir madde
grubunu, besinlere karisabilen pestisitler, toksit bilesikler, alerjenler ve mikroorganizma
kontaminasyonlar1 olusturur. Diger madde grubunu ise, bilingli olarak besinlere eklenen

antioksidan ve antibakteriyal maddeler olusturur.

Pestisit atiklarinin belirlenmesinde 6zellikle organofosfat pestisitlerinin inhibitor olarak etki
ettigi asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzimlerinin immobilizasyonuyla hazirlanan

biyosensorlerden yararlanilir.

Gidalarda tazelik kontrolli, meyvelerde alkol; yaglarda aldehid ve baliklarda histamin
tayiniyle yapilir. Gidalarda alkol tayini, alkollii igeceklerin olgunlagsma islemlerinin izlenmesi
ile 6nem kazanir. Alkol tayininde daha c¢ok alkol oksidaz immobilize edilmis amperometrik

esasli enzim sensorleri kullanilir.

2.1.2.2 Savunma Sektoriinde Biyosensor Kullanim

Kimyasal ve biyolojik silahlar, insan yasamina yanlis yansiyan uygulamalardan biridir. Cok
sik1 denetim altinda olmalarina ragmen kimyasal ve biyolojik silahlarin tehlikeleri her zaman
stirmektedir. Sentetik kimyasallar, bitki, hayvan ve mikroorganizma kaynakli toksinler,

bakteri ve viriisler biyolojik silahlarin ana materyalleridir.



12

Kimyasal silahlarin toksik kimyasal reaktifleri; organofosfor ve siyaniir tlrevleridir.
Organofosfor bilesikleri asetilkonilesteraz inhibisyonu ile etki ederler ve bu yiizden “sinir
gaz1” olarak adlandirilirlar. Temel sensor olarak bir pH elektrodunun kullanilan sistemlerde
asetilkolinesteraz immobilize edilir. Bu biyosensorlerde organofosfor bilesiklerinin
konsantrasyonu ile orantili inhibisyonu izlenir ve sonuca ulasilir. Hidrojen siyaniir ve
siyanojen kloriir; toksik kimyasallarin diger 6nemli bir grubunu olustururlar. Bunlar solunum
zincirinde sitokrom oksidazla tepkimeye girerek islevlerini gergeklestirirler. Bu ilke temel

alinarak, siyaniir tayinine yonelik amperometrik esaslt modifiye altin elektrotu gelistirilmistir.

Biyolojik kokenli toksinleri baslicalari; mikrobiyal, bitkisel ve hayvansal toksinlerdir.
Mikrobiyal toksinlere 6rnek; Clostridium botullinum tarafindan iiretilen botulinum toksin
A’nin, norotransmitter salinimini inhibe eder. Bu toksinin tayini i¢in optik esaslt bir sensor
tizerinde toksin A antikorlart uygun maddelerle immobilize edilerek biyosensor
hazirlanmistir. Bitkisel toksinlere drnek; hint yagi bitkisinin tohumlarindan elde edilen bir
glikoprotein olan Ricin verilebilir. Ricin protein sentezini inhibe eder. Ricinin analizi i¢in de
cesitli biyosensorler hazirlanmistir. Hayvansal toksinlerin biiyiik bir ¢ogunlugunu yilan

zehirleri olusturmaktadir.

Biyolojik silahlar kitle imha silahlar1 i¢indeki en problemli ve tehlikeli olanlaridir. Niikleer
veya kimyasal silahlara gore cok daha fazla insan1 hedef alirlar. Diger silahlara gore
maliyetlerinin diisiik olmasi, rutin glivenlik sistemleriyle tespit edilememeleri gibi degisik

nedenlerle insanlik i¢in ciddi tehdit olustururlar. (Ozmen, 2009)

Biyolojik silahlarin temelini, canlilarda hastalik ve Gliime yol acgabilecek bakteri, viriis ve
mantarlar olusturmaktadir. Mikroorganizmalar yiizeylerinde ©nemli diizeyde antijenik
determinantlara sahiptir. Bu 0zellik, mikroorganizma tayinine yonelik biyosensor

hazirlanmasinda immunojenik ilkeleri 6n plana ¢ikartmaktadir.

2.1.2.3 Cevresel Ol¢iimlerde Biyosensor Kullanimi

Cevresel olciimler insan sagligi ve ekosistemin korunmasi agisindan onemlidir. Hava, su,
toprak kirliligi ol¢timleri, endiistriyel ve tarimsal atik kontrolii ve aritma etkinliginin

saptanmasi gibi alanlarda kullanilirlar.

Biyosensor hazirlanmasinda, aktif biyolojik materyalin, kararligin1 koruyarak immobilize
edilmesi gerekir. Bu nedenle genellikle jelde tutuklama yontemi kullanilir. Biyomateryal

olarak, uzun yasam siireleri, ucuz ve kararli olmalari, pH ve sicaklik gibi dis etkenleri tolere
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etme Ozelliklerinden dolayr mikroorganizmalar; enzimlere ve antikorlara gore daha

kullanighdirlar.

Biyokimyasal oksijen istemi (BOD) atik sularda organik kirliligin ol¢iisiidiir ve olgiim
genellikle 5 giin siirmektedir. Fakat Trichosporon cutaneum kullanilan biyosensorlerle bu
Ol¢iim siiresi 15 dakikaya indirilebilir. BOD sensdrleri genellikle oksijen elektrodu yiizeyinde
tutturulmus  immobilize mikroorganizma membranlarindan  olusur. Pseudomonas,
Clostridium, Bacillus tiirleri ve karisik mikrobiyal kiiltiirleri kullanilan birgok amperometrik

oksijen elektrodu gelistirilmistir.

Kirlilik kaynag1 emiisyon derecelerinin ve atmosfer kirliliginin 6l¢timii i¢in, mikrobiyal esasli
COy, NOy, NHs, CH4, SO, gibi gaz temelli bircok biyosensor gelistirilmistir. Sensor {izerine
enzim immobilizasyonu ile siirekli bir 6lglim sistemi olusturulabilir ve gevresel numunelerde

toksik madde tayini yapilabilir.

2.1.2.4 Tibbi Alanda Biyosensér Kullanim

Biyosensorlerin tibbi analitik sistemlere {istiin gelmesinin nedeni, spesifik bir metabolitin
veya tedavi de kullanilan ilacin miktarinin kisa bir siirede tayin edilebilmesidir. Kisa siireli

tayin gerektiren bazi hastaliklar;

e Yogun bakim iinitelerinde ve cerrahi girisimlerde hizli doz ayarlama i¢in ilacin
kan konsantrasyonunun hizli tespiti
e Prematiir cocuklarin bakim ve takibi
e Implante proplarin yerlestirilmesi sirasinda, ilacin kanda uzun siireli
konsantrasyonunun tayini
e Hemodiyaliz
e Yapay pankreas
e Canliya transplante edilmeden organlarin canliligimi korumak ve islevlerini
degerlendirmek {izere organin prezervasyonu
Enzim ve elektrot yilizeyi arasinda elektrodlarin gidis gelisini saglayan elektron transfer
mediatdrlerin kullanilmasiyla enzimatik redoks islevini elektrotla birlestiren yaklasim en
basarili amperometrik enzim elektrotlardir. Mediatorler, oksijenden daha kolay
rediiklenebilen bilesiklerdir. Bunlar oksijenden bagimsiz olarak calisma imkani sunarlar ve

numune ¢ozeltisinde ¢oziiniir halde ve elektrot yiizeyinde immobilize edilerek bulunabilirler.

Gliniimiizde en bagarili mediatorle birlikte kullanilan enzim elektrodu, diyabet teshisi i¢in kan
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ve idrarda glukoz tayinini miimkiin kilan amperometrik glukoz biyosensoriidiir. Glukoz
biyosensoriinde, bir biyolojik sividaki glukoz ve ¢Ozlinmiis oksijen, elektrod etrafindaki
membrant gegerek elektrot ylizeyine ulastiginda glukoz oksitlenerek glukonik aside doniisiir
ve bu sirada O, harcanir. Ortamdaki glukoz bittiginde O, tiiketimi durur. O, elektrodu ile
baslangigtaki ve reaksiyon sonundaki ¢oziinmiis O, Olgtiliir. Aradaki fark ortamdaki glukozun

oksidasyonu i¢in harcanan O; olup buradan biyolojik sividaki glukoz miktar1 hesaplanir.

Bir baska alanda, gaz duyarli potansiyometrik esasa dayali enzim elektrodlarinin
gelistirilmesidir. Bununla birlikte ilk potansiyometrik enzim elektrodlar1 pH ve katyon olup,
anyon secici elektrod esasina dayanir. Bu tip biyosensorlere en gilizel 6rnek iireye duyarh

elektrodlardir.

Insan viicuduna yerlestirilen biyosensérler sayesinde, biyolojik sivilar viicut disina alinmadan
ve tiiketilmeden analiz edilebilmektedir. In vivo Olgiimlerde, beyin veya diger dokularda
stirekli analiz ve izleme yapilabilen, enzimlerin degistirilebildigi ve bu sayede farkli
maddelerin de analizine imkan veren igne tip mikrodiyaliz biyosensorleri de son yillarin
ilging ©Orneklerindendir. Ilaglarin, viicuttaki diizeylerinin ayarlanmasi, kotii amagcla

kullaniminin engellenmesi ve uyusturucu ile miicadele i¢in biyosensér ¢alismalari

yapilmaktadir. (Ozdemir, 2006)

2.1.3 Enzim Sensorleri

Biyosensor teknolojisinin tarihsel gelisimine bakildiginda bu alandaki ilk ¢alismalarin enzim
sensorleri ile bagladig goriilmektedir. Biyosensor teknolojisindeki ilk ornekler ozellikle
amperometrik ve potansiyometrik enzim elektrotlar seklinde ortaya ¢ikmigtir. Bu durumun en
o6nemli nedeni o tarihteki bilgi birikiminin s6z konusu ¢alismalar i¢in yeterli diizeye ulagsmis

olmasidir (Telefoncu 1999).

Biyosensor teknolojisinde elektrokimyasal esasli enzim sensorlerinin tartisilmaz bir iistlinliigi
vardir. Bunun en 6nemli nedeni canli sistemlerle ilgili hemen hemen her tiirlii maddenin
tayininde dogrudan ya da dolayli olarak kullanilabilecek binlerce enzimin varligidir. Diger
biyosensorlerde oldugu gibi enzim sensorleri de biyoaktif tabaka, iletici ve dl¢lim sisteminden
olusur. Diger biyosensorlerden tek farki biyoaktif tabakada biyomolekiil olarak enzimlerin yer

almasidir (Telefoncu, 1997).

Enzimler, spesifiklik ve duyarliliklarindan dolayr miikemmel analitik ajanlardir. Klinik
laboratuvarlarinda tedavi amaci ile yaygin olarak kullanilmaktadir. Enzimler, insan

viicudunda meydana gelen Onemli biyolojik reaksiyonlar1 c¢ok diisiik substrat
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konsantrasyonlarinda (10'8 M ve daha diisiik) ve ¢ok spesifik olarak katalizleyen
biyokimyasal katalizorlerdir. Spesifiklik ve hassasiyetlerinden dolayr miikkemmel analitik
ajanlardir. Klinik laboratuvarlarda tedavi igin ¢cok yaygin olarak kullanilirlar. Ornegin, glukoz
oksidaz (GOD) ve heksokinaz, [B-D-glukozun analizi ile diyabet indikatorii olarak
kullanilirlar. Bobrek fonksiyonu tayini, lireaz ile iirenin, kreatininaz ile kreatinin’in analizi ile
yapilmaktadir. Her iki analiz yontemi de giinlimiizde kabul edilmistir. Benzer sekilde degisik

enzimlerle ¢ok sayida tayin yapilabilemektedir (Guilbault, 1976).

Ancak, enzimin kararsizligi, girisim, aktivator ve inhibitorler, analizin maliyeti vb. gilicliikler
enzimlerin analitik amaglarla kullanimini kisitlamaktadir. Bu giigliikler, enzimler igin ¢esitli
immobilizasyon teknikleri gelistirilerek azaltilmistir. Serbest enzim immobilize edilerek

katalitik aktivitesini daha fazla korumas1 saglanir ve ¢ok fazla analizde kullanilabilir.

Bir enzim elektrodu, Sekil 2.3’de goriildigi gibi bir elektrokimyasal sensor iizerine enzimin

ince bir tabaka halinde immobilizasyonundan olusmustur.

Kaydedici

Sinyal lletici (transducer)

Immobilize enzim tabak:

*** ** Analizlenecek madde

Sekil 2.3 Bir enzim sensoriiniin genel sematik gosterimi.

2.1.3.1 Enzim Sensorlerinin Genel Calisma flkesi

Biyosensorlerde oldugu gibi enzim sensorleri de biyoaktif tabaka, iletici ve sistemlerinden
olusur. Diger biyosensorlerden farki enzim sensorlerinde biyoaktif tabakada biyomolekiil
olarak enzimlerin yer almasidir. Bir enzim sensoriiniin ¢aligma ilkesi enzim veya enzimlerin
immobilize edilmis oldugu biyoaktif tabakadaki olaylarin biraz daha yakindan incelenmesi ile
daha kolay anlagilabilir. Sekilde biyoaktif tabakada gerceklesen olaylar acgisindan bir enzim

sensoOriiniin genel ¢alisma ilkesi 6zetlenmistir.
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_Sekil 2.4 Enzim sensoriiniin genel galisma ilkesi (S: Substrat, K: Koenzim, U: Uriinler, ¢:
Olctim ¢ozeltisi i¢indeki, t: biyoaktif tabakadaki ve y: elektrot yilizeyindeki konsantrasyonlar)

Sekil 2.4’den goriildiigl gibi bir enzim elektrodunda enzimi iceren biyoaktif tabaka, enzimin
katalizledigi reaksiyona uygun bir iletim sistemi ile birlestirilmektedir. iletim sistemi
biyoaktif tabakada gerceklesen enzimatik reaksiyon sonucu substrat ve/veya koenzim
konsantrasyonundaki azalig yada iirlin konsantrasyonundaki artisi tesbit edebilecek sekilde
secilebilmektedir. Konsantrasyonlarin dengeye daha hizli ulasabilmesi i¢in ve difiizyon
engelini en aza indirmek amaciyla biyoaktif tabaka kalinliginin miimkiin oldugunca ince
olmas1 gerekmektedir. Ayrica biyoaktif tabakada sabit bir substrat konsantrasyonu
saglayabilmek i¢in Ol¢lim ¢ozeltisinin yeterli bir sekilde karistirilmasi gerekmektedir. Tayin
edilecek tiirlerin Ol¢im ¢ozeltisindeki, biyoaktif tabakadaki ve biyoaktif tabaka-iletici
arayiizeyindeki konsantrasyonlar1 farkli olmaktadir. Iletici sistemin Slcecegi sinyal biyoaktif
tabaka-iletici araylizeyindeki konsantrasyonlara aittir.

2.1.4 Enzim immobilizasyonu

Enzimler ¢ok spesifik katalizor olmalarina ragmen Ozellikle endiistriyel uygulamalarda
serbest enzim reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklastirilamadigindan reaksiyonun
kontrolii olduk¢a giictiir ve enzimin yeniden kullanilmasi miimkiin degildir. Bu duruma

enzimlerin pahali katalizorler olmasi da eklenirse maliyet cok artmaktadir.
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Enzimleri endiistri i¢in daha c¢ekici hale getirebilmek i¢in otuz yildan bu yana enzim

immobilizasyonu tizerine ¢aligmalarda ¢ok hizli artis olmustur.

Immobilize enzimin serbest enzime iistiinliikleri su sekilde 6zetlenebilir:

- Serbest enzimden daha kararlidir.

- Aktivitesini kaybetmeden defalarca kullanilabilir.

- Reaksiyon sonunda ortamdan siizme, santrifiijleme gibi yontemlerle kolayca
uzaklastirilabilir.

- Daha genis sicaklik ve pH araliginda ¢alisilmasina imkan verir.

- Siirekli ve kesikli islemlerde rahatlikla kullanilabilir.

- Cok basamakli reaksiyonlarda daha fazla miihendislik tasarimina olanak saglar.

- Daha kararl1 oldugu i¢in mekanik ¢aligmalarda ¢ok uygundur.

- Enzimatik reaksiyon sonucu {iriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik organik ve inorganik materyal

kullanilmaktadir. Tastyicinin asagidaki 6zellikleri tagimasi gerekmektedir.

- Suda ¢6zlinmemesi,

- Yapismin gozenekli olmasi,

- Hidrofilik olmasi,

- Mekanik kararlilik géstermesi,

- Kimyasal ve termal kararlilik gostermesi,

- Kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilar enzimle kovalent bag olusturabilecek
fonksiyonel gruplar tagimasi,

- Mikroorganizmalara kars1 direngli olmasi,

- Zehirli olmamasi,

- Ucuz ve yenilenebilir olmas1 gerekmektedir.

2.1.5 Immobilizasyon Yontemleri

Immobilizasyon yontemi enzimlerin kimyasal yapisi ve fiziksel durumuna gore
belirlenmektedir. Enzimler i¢in uygulanan tim immobilizasyon yontemleri protein
yapisindaki diger biyoreseptorler i¢in de uygulanabilir. Enzim immobilizasyon yontemlerinin

siniflandirilmasi Sekil 2.5. ‘de verilmistir.
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Enzim immobilizasyon Yontemleri
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Sekil 2.5 Onemli enzim immobilizasyon ydntemlerinin smiflandirilmasi

Bir enzimin immobilizasyonu igin ¢esitli yontemler vardir. Bunlar kimyasal ve fiziksel olmak
tizere iki kategoride ele alinmaktadir.

2.1.5.1 Tasiyiciya Baglama Yontemleri

Kovalent Baglama; enzimin ¢6ziinmez bir molekiil ile kovalent olarak baglanarak kimyasal
modifikasyonu esasina dayanmaktadir (Zaborsky, 1973; Snere et al., 1976). Kovalent
baglanma, enzim molekiilii iizerindeki fonksiyonel gruplar lizerinden gerceklestirilir. Enzimin
sterik  olarak

yapisinda bulunan aminoasitler iizerinden yapilmamast ve gruplarin

engellenmemesi gerekir. Biyoreseptorlerin  kovalent baglama ile immobilizasyonu

biyosensoriin pH, iyon siddeti ve sicaklik degimlerine karsi direncini artirarak defalarca

kullanimina olanak saglar.

Enzimler dogrudan transdusere baglanabilecegi gibi dnceden uygun bir film tabakasi ile

kaplanmis transdusere de kovalent olarak baglanabilirler. Biiyiik molekiil agirlikli

substratlarin ve makromolekiillerin sterik engellemesi ve immobilizasyon sirasindaki enzim
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inaktivasyonundan dolay1r immobilize enzim, serbest enzime gore genellikle daha diisiik
aktivite gostermektedir (Axen et al., 1971). Ancak immobilize enzimin kararliligi ve
dayaniklilig1 artacagi icin aktivitesinde azalma ve kinetik 6zelliklerinde degisme olsa dahi
serbest enzime gore daha iistlin fiziksel ve kimyasal 6zellikler gosterebilmektedir (Weetall,
1988). Kimyasal olarak kovalent baglarla immobilize edilmis enzimlerin 6zellikleri genellikle
baglanma yontemine, tasiyict maddenin yapisina ve immobilizasyon kosullarina baglidir.
Kimyasal olarak immobilize edilmis enzimler ortamdan geri alinamayacagindan bu tiir

immobilizasyon islemi tersinmezdir (Zaborsky, 1973) .

Kimyasal yontemler 3 ana grupta incelenmektedir;

- Enzimin ¢6ziinmez bir polimere baglanmasi
- Enzimin biiyiimekte olan bir polimer zincirine baglanmasi

- Diisiik molekiil agirlikli bilesikler ile enzimin ¢apraz baglanmasi

Adsorpsiyon yontemi; immobilizasyonda kullanilan en eski ve en basit yontemdir. Yiizey
aktif, suda ¢ozlinmeyen bir adsorbanin enzim ¢dzeltisi ile karistirilmasi ve enzimin asirisinin
lyice yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanir. Adsorpsiyon yontemi enzimin sulu ¢ozeltisi
ile adsorplama kapasitesi yiiksek olan tasiyict maddenin etkilesmesi ile gerceklesmektedir.
Adsorpsiyon islemi sonrasi adsorplanmamis enzim yikanarak uzaklastirilmaktadir. Bu
yontemde pH, sicaklik, ¢oziicliniin dogasi, ortamin iyonik derisimi ile adsorban ve enzim

konsantrasyonlar1 gibi parametreler onem tagimaktadir.

Bu yontemin avantaji, enzimin immobilizasyonunun basit olmasi, degisik bicim ve yiikteki
tastyicilart segme olanagi vermesi ve adsorbe olmus enzimin kolaylikla kosullarina bagh
olarak desorbe olabilmesidir. Seliiloz asetat membranlari, polistiren, polivinilkloriir (PVC),

silika en ¢ok kullanilan adsorbanlar arasindadir.

Iyonik Baglama; iyon degistirme yetenegine sahip, suda ¢oziinmeyen tasiyicilara enzimin
iyonik baglanmasi esasina dayanir. Iyonik baglama ¢ok yumusak kosullarda gerceklestiginden
enzimin konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklige neden olmaz. Ancak enzim-
tasiyici arasindaki bag ¢ok giiclii olmadigi i¢in enzim kagisi s6z konusu olabilir.

Selat Baglama; bazi metallerin selatlasma 6zellikleri sayesinde enzimlerin organik veya
inorganik tagiyicilara baglanmasi esasina dayanir.

Biyospesifik Baglama; enzimler ile antikorlar ve lektinler arasindaki biyospesifik

etkilesimden yararlanarak immobilizasyon gergeklestirilir.
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2.1.5.2 Capraz Baglama Yontemleri

Bu yontem tutuklama yontemi ile kimyasal baglamanin birlestirilmis sekli olarak uygulanir.
Tutuklanmig biyomolekiil glutaraldehit gibi reaktiflerle film veya tabakaya kovalent olarak
baglanir. Capraz baglayict reaktif olarak glutaraldehit, hekzametilendiizosiyanat,

diflorodinitrobenzen ve distiksinilsuberat yaygin olarak kullanilir.

e N=C=0
cH,—CT_ /
/ H (HoC)s
CH2 \
N=C=0
\CHZ—C¢O
\ H
Glutaraldehit Hekzametilendiizosiyanat
NCO NO,
o
NCS — CH3 NO2 é % F
F
2-lzosiyanato-4-izotiyosiyonato-toluen 1.5-difloro-2,4-dinitrobenzen

Sekil 2.6 Baz1 bifonksiyonel reaktiflerin kimyasal formiilleri

Capraz baglamada daldirma ve dogrudan baglama yontemi olmak tizere iki yontem kullanilir.

Daldirma yontemi: Elektrot dnce enzim ve reaktif polimeri veya enzim, albumin, jelatin gibi
inert bir protein ve capraz baglayici reaktifi iceren karisgima daldirilir, daha sonra elektrot
kendi ekseni etrafinda homojen bir enzim tabakasi elde edilecek sekilde dondiirtiliir. Bundan
sonra elektrot glisin ¢ozeltisine daldirilarak notiirlestirilir ve capraz baglayici ve diger
reaksiyona girmeyen maddeler yikanarak uzaklastirilir. Yontem ¢ok kolay ve 6zellikle kiigiik

transduserler (sinyal ileticiler) i¢in ¢ok uygundur (Telefoncu 1999).

Dogrudan baglama yontemi: Bu yontemde yaklagik 10 puL enzim ¢dzeltisi bir kilcal boru
yardimiyla doniistiiriicli yilizeyine ince bir tabaka olusturacak sekilde damlatilir. Daha sonra
capraz baglayici reaktif ilave edilir. Bu yontemde daldirma yontemine gore daha az madde ile
calisilabilmektedir. Ozellikle kullanilacak enzimin ¢ok pahali oldugu durumlarda kullanilmasi

uygundur (Telefoncu 1999).



21

2.1.5.3 Kopolimerizasyon Yontemleri

Enzimler bir kopolimerizasyon reaksiyonunda monomerlerden biri gibi davranarak polimer

matrikse baglanir. Bu yontemle enzimin kagis1 dnlenir.

2.1.5.4 Tutuklama Yontemi

Enzimlerin bir membran veya tabaka (matriks) icerisinde hapsedilmesidir. Bu yontem
enzimlerin yani sira organeller, hiicreler ve antikorlar i¢in de uygulanabilmektedir. Updike ve
Hicks tarafindan hazirlanan ilk enzim elektrodunda glukoz oksidaz, poliakrilamid jelinde
tutuklanmustir. Guilbault vd hazirladigi iireaz elektrodunda ise lire silispansiyonu elektrot
yiizeyinde diyaliz membrani tarafindan sarilarak tutuklanmistir. Tutuklama icin en yaygin
kullanilan film veya matriksler nisasta, poliakrilamid, silikon lastigi, polivinil kloriir ve

polivinil alkoldiir.

Polimer jel matrikslerde tutuklama: Yontem yiiksek derecede ¢apraz bagli bir polimerin
enzim ¢Ozeltisi iginde olusturulmasi esasina dayanir. Polimerizasyon sonucu enzim
molekiilleri ¢apraz bag aglar1 arasinda tutuklanarak ¢ozeltiye ge¢meleri engellenmektedir.
Polimer matriks, biyokatalizoriin disar1 ¢ikisint engellerken, kiiciik substratlar ve iiriin
molekiillerin ¢ikisina izin verir. Nisasta, poliakrilamid, silikon lastigi, polivinil kloriir (PVC),

polivinil alkol (PVA) en ¢ok kullanilan polimer matrikslerdir.

Mikrokapsiilleme: Bu yontem enzim molekiillerinin yar1 gecirgen bir membran
mikrokapsiiller i¢inde tutuklanmasidir. Yar1 gecirgen membranin goézenek caplari substrat
molekiillerinin kapsiil i¢ine girisine ve {riin molekiillerinin ¢ikisina olanak verecek

biiyiikliikte olmalidir.

Elektrokimyasal polimerizasyon ile tutuklama: Elektrokimyasal polimerizasyon yontemi
ile enzim immobilizasyonu; enzim, monomer ve sulu ¢ozelti igeren elektrokimyasal bir
hiicrede yapilmalidir. Elektrot yiizeyinde iletken polimerin birikmesi sirasinda enzim
polimere immobilize olur. Reaksiyonun gergeklesmesi i¢in pH ve sicaklik gibi parametrelerin
enzim aktivitesini etkilemeyecegi sekilde 1liml sartlar saglanmalidir. Son yillarda bu amagla

kullanilan iletken polimerler polipirol, polianilin, politiyofen ve poliindoldiir.
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2.1.6 Enzim Sensorlerinin Siniflandirilmasi

Enzim sensorleri enzimatik reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan sinyalin iletilmesi ilkesine gore

simiflandirilir. Cizelge 2.3’de enzim sensorlerinin siniflandirilmasi verilmistir.

Cizelge 2.3 Enzim sensorlerinin siniflandirilmasi

1. Elektrokimyasal esash enzim sensorleri
e Amperometrik esasli enzim elektrotlar
- Birinci nesil amperometrik enzim elektrodlari

- ikinci nesil amperometrik enzim elektrodlari
- Ugiincii nesil amperometrik enzim elektrodlart

® Potansiyometrik esasl enzim elektrotlar
- Amonyum duyar potansiyometrik enzim elektrodlart

- Proton duyar potansiyometrik enzim elektrodlari
- Karbondioksit duyar potansiyometrik enzim elektrodlari
- Diger iyon duyar potansiyometrik enzim elektrodlari

e Yar iletkenlik esasli enzim elektrotlari
- Enzim alan etki transistor leri (ENFET)

2. Optik Esash Enzim Sensorleri
® Absorpsiyon esasli optik enzim sensorleri
® Flouresans esasl optik enzim sensdrleri
® Biyoliiminesans esasl optik enzim sensorleri

3. Piezoelektrik Esashh Enzim Sensorleri

4. Kalorimetrik Esashh Enzim Sensorleri

2.1.6.1 Amperometrik Enzim Sensorleri

Amperometri sabit bir potansiyeldeki akim siddetinin Ol¢limiinii esas alir. Belli bir
potansiyeldeki akim siddetinin Ol¢limiinii esas alan sensorlerdir. Akim yogunlugu c¢alisma

elektrodunda yiikseltgenen veya indirgenen elektroaktif tiirlerin konsantrasyonunun bir



23

fonksiyonudur. Sinyal, elektrot yiizeyine kiitle aktarim hizina baglidir. Elektroaktif bir iir{iniin
salintvermesi ya da reaktifin biyokatalitik reaksiyona bagli olarak tiikketimi platin gibi inert bir
calisma elektrodunda dogrudan izlenebilir. ikinci elektrot referans elektrot olarak is goriir.

Sekil 2.3.de amperometrik esasli bir enzim sensoriiniin semasi verilmistir.

I
A i
<«T—B
D\ “d—c
E : . TG
E SR e R

Sekil 2.7 Amperometrik esasli bir enzim sensoriiniin sematik gosterimi

(A) Calisma elektrodu (Pt), (B) Referans elektrot (Ag/AgCl), (C) Elektrolit ¢ozelti (KCI), (D)
I¢c gaz gecirgen membrane (Teflon), (E) Immobilize enzimi iceren biyoaktif tabaka, (F) Dis

koruyucu membrane (Seliiloz asetat), (G) O-ring

Sinyal olusturan tiiriin sensor yiizeyinde tiiketilmesi nedeniyle, iletici ile biyoaktif tabaka ara
yiizeyindeki liriin derisiminin sifir oldugu varsayilir. Bu nedenlerden dolayi, amperometrik
enzim sensorlerinde denge durumundaki reaksiyon hizi, enzim igeren biyoaktif tabakanin bir
yar1 gegirgen membranla ¢evrelenmis oldugu kosulda, substratin s6z konusu membrandan
difiizyon hizina esittir (Telefoncu 1999).

2.1.6.2 Potansiyometrik Enzim Sensorleri

Potansiyometri, bir ¢caligma ve referans elektrot arasindaki potansiyel farkinin 6l¢iimiinii esas
alir. Elektrot potansiyelinin belirlenmesi dogrudan analit konsantrasyonunu tanimlar. Elde
edilen sinyal Nernst Kanunu uyarinca konsantrasyonun logaritmas1 ile orantilidir.
Potansiyometrik enzim sensorlerinde kullanilan temel sensorler pH veya tek degerlikli
iyonlara duyar iyon-segimli elektrotlar, anyon veya katyonlara duyar iyon-se¢imli elektrotlar
ve karbondioksit ve amonyaga yonelik gaz duyar sensorlerdir. Potansiyometrik esasli enzim
sensorleri bu sensorler iizerine uygun immobilizasyon yontemleri kullanarak bir veya birden

cok enzimin pratik yontemlerle immobilize edilmesi ile hazirlanir.
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Elektrot dis

T ceketi

Ic doldurma

¢Ozeltisi

Cam pH
elektrot

L O-ring

Koruyucu — Immobilize enzim

membran tabakasi

Sekil 2.8 Potansiyometrik esasli enzim sensoriiniin sematik gosterimi

Sekilde gosterilen sistemde cam elektrot ile gaz duyar membran arasinda ince bir doldurma
¢ozeltisi bulunur. Doldurma ¢dzeltisi karbondioksit duyar sensdrlerde sodyum bikarbonat,
amonyak duyar sensorlerde amonyum kloriirdiir. Potansiyometrik cevap, enzimatik reaksiyon
sonucu aciga cikan gazin (CO; veya NHj) gaz gecirgen membrani gegerek doldurma

¢oOzeltisine diflizlenmesi ve bir pH degisimi olusturmasiyla belirlenir.

Calisma elektrodu, cozeltideki tiirlerden bazilarina se¢imlilik gosterir. Analizi yapilacak
cozeltiye daldirilan bu elektrot ile ayni c¢ozeltiyle temasta olan bir karsilastirma elektrodu
arasinda olusan gerilim degeri ile analizi yapilan tiirlin derisimi arasinda logaritmik bir iligki
vardir. Potansiyometrik enzim sensorlerinde referans elektrot (genellikle doygun kalomel
elektrot) kullanildig1r durumlarda hazirlanan enzim sensorii 6l¢lim yapilacak ¢dzeltinin yanina

yerlestirilir. Enzim elektrodu ile referans elektrodun iligkisi bir mV metre ile saglanir.

2.1.6.3 Yar Iletkenleri Esas Alan Enzim Sensorleri

Temel sensor olarak metal oksit yar1 iletken alan etkili transistorleri yada iyon duyarlt etkili
transistorleri esas alan bu tiir enzim sensorleri, enzim ile alan etki transistorlerinin

birlestirilmesini ifade edecek sekilde enzim alan etki transistorii olarak adlandirilirlar.
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2.1.6.4 Optik Esash Enzim Sensorleri

Enzimatik reaksiyon sonucu olusan kimyasal yada fizikokimyasal bir degisimin dl¢timiinii
esas alir. Sinyal 151k yansimasi, sagilim1 ya da yayimi sonucu olusur. Optik lifin {izerine enzim

immobilizasyonuyla gerceklestirilir.

1. Absorpsiyon Esasli Optik Enzim Sensorleri
2. Flouresans Esasli Optik Enzim Sensorleri

3. Biyoliiminesans Esasli Optik Enzim Sensorleri

2.1.6.5 Kalorimetrik Esashh Enzim Sensorleri

Enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminden yararlanarak substrat konsantrasyonunu
belirlemekten olusur. Enzimatik reaksiyon sonucu olusan sicaklik degisimi ile substrat

konsantrasyonu arasindaki dogrusal iligkiden sonuca ulagilir.

Biyosensorlerin temel iletici izerinde immobilize enzim tabakasi icerme, az enzim ve substrat
miktar1 ile ¢alisma, pompa ve reaktor sistemlerine gereksinim gostermeme gibi ortak
nitelikleri goz Oniine alindiginda termal biyoanalizor sistemlerinin ideal biyosensor olarak

kabul edilmesi miimkiin degildir.

Cizelge 2.4 Baz1 enzim katalizli reaksiyonlarin molar entalpi degerleri

Substrat Enzim -AH (kJ/mol)
Hidrojen peroksit Katalaz 100,4
Kolesterol Kolesterol oksidaz 52,9

Glukoz Glukoz oksidaz 80

Glukoz Hegzokinaz 27,6

Sodyum piruvat Laktat Dehidrogenaz 62,1

Ure Ureaz 6,6

Urat Urikaz 491
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2.1.6.6 Piezoelektrik Esasli Enzim Sensorleri

Bir piezoelektrik sensoriin iizerinde enzim immobilizasyonuyla gergeklestirilen piezoelektrik
enzim sensorlerinde, enzim molekiillerine substratlarin baglanmasindan dolay1 olusan kiitle
degisimlerinin piezoelektrik kuartz diskin titresiminde neden olduklar1 farklanmadan
yararlanilarak madde miktarina ulasilir. Piezoelektrik esasli enzim sensdrlerinin yilizey akustik
dalga (SAW) oOl¢iimiinii esas alan farkli modellerinde ¢ok daha duyarli tayinler yapmak

mimkindiir.

Piezoelektrik esasli enzim sensorlerinde nemlilik ve enzim hidrasyonu gibi enzimatik
reaksiyon haricinde kiitle artisina neden olabilecek parametrelerin girisim etkileri gdzden

uzak tutulmamalidir.

2.1.7 Enzim Elektrotlarinda Performans Faktorleri

Hazirlanan biyosensoriin hedeflenen amaglar ¢ergevesinde kullanilir olup olmadigina, ancak

performans faktorlerinin ayrintili bir sekilde belirlenmesinden sonra karar verilebilir.

2.1.7.1 Kalibrasyon ve duyarhhk:

Duyarlilik derisimdeki bir birim degisiklik i¢in biyosensor sinyalinin zamanla degisimi olarak
tanimlanir. Ideal olarak bir biyosensdriin duyarlilig biyosensér 6mrii boyunca sabit
kalmalhidir. Biyosensoriin ~ duyarliligi, analizi yapilacak maddenin bir dizi belli
konsantrasyondaki ¢dozeltilerini iceren standart ¢ozeltiler ile yapilan Olgiimler sonucu
kalibrasyon grafigi c¢izilerek kolaylikla belirlenebilmektedir. Zamanla biyosensoriin
duyarliligindaki degisimin belirlenebilmesi icin genellikle hergiin kalibrasyonun yapilmasi

gerekmektedir (Telefoncu 1999).

2.1.7.2 Kararhhk:

Kararlilik biyosensor dmriiniin uzunlugu hakkinda bilgi verir. Uzun 6miir ayn1 materyalle cok
sayida analizin yapilabilecegini anlatir. Bu durumda isgiicii ve maliyet acisindan 6nemli
avantajlar saglanir. Biyolojik materyal acisindan biyosensoriin kararliligi incelendiginde
enzimin saflik diizeyi, kaynagi ve immobilizasyon yontemi gibi parametreler 6nem tasir.
Genellikle fiziksel immobilizasyon yontemlerinin kullanilmasi durumunda biyosensér omrii

kimyasal yontemlere gére daha kisadir (Telefoncu 1999).

2.1.7.3 Tayin aralig ve tayin siniri:

Kalibrasyon grafiginde substrat derigimi ile sensor cevabi arasindaki iliskinin dogrusal oldugu
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derisim aralifina “dogrusal ¢alisma arali§i” denir. Bu dogrusal grafigin en alt siir tayin
sinirt  olarak tanimlanir. Dogrusal tayin araligmin ve tayin sinirinin uygunlugu igin,
analizlenecek maddenin analiz ortamindaki diizeyi ve girisim yapabilecek baska maddelerin
olmast olduk¢a Onemlidir. Bunun yani sira biyosensor cevabini etkileyen parametreler
dogrudan sensér kalibrasyonunu da etkiler. Ornek olarak enzim sensorlerinde baslica pH,

sicaklik ve bozucu tiirlerin sensor cevabini etkileyerek tayin araligini degistirebilecegi goriiliir
(Telefoncu 1999).

2.1.7.4 Cevap siiresi:

Cevap zamani biyosensoriin analizlenecek maddenin bulundugu ortama temas ettigi andan
sinyalin kararli hale geldigi ana kadar gecen siiredir. Cok sayida numunenin s6z konusu
oldugu analizlerde en kisa siirede elde edilen sonug biiylik 6nem tasidigindan biyosensoriin

cevap siiresinin kisa olmasi istenir (Telefoncu 1999).

2.1.7.5 Secicilik:

Ideal bir biyosensoriin sadece hedef analitin derisimindeki degisikliklere cevap vermesi ve
diger tiirlerin varhigindan etkilenmemesi gerekir (Telefoncu 1999). Enzimatik reaksiyonun
substrat ve {irlinleri ile girisim yapan maddelerin bulunmasi durumunda sensdr sinyali
etkilenerek hedef analitin derisimi yanlis tayin edilir. Bu problem, girisim veren maddenin bir
on islemle uzaklastirllmasi veya bunlardan etkilenmeyen bir sensor kullanilmasi ile

giderilmesi ile giderilebilir.

2.1.7.6 Tekrarlanabilirlik:

Enzim sensorlerinde tekrarlanabilir sonuclar elde edilmesinde kullanilan enzimin aktivitesi,
kararlilig1 ve saflik diizeyi bliyiik 6nem tasir. Ancak karakteristik 6zellikleri ¢ok iyi bilinen
enzim preparatlarinin kullanilmasi durumunda bile sensoér hazirlama asamalar1 ve calisma
ortam ve kosullart acisindan beklenen niteliklerde biiyiik farklanmalar goézlenebilir. Bu
nedenle hazirlanan sensdrle tekrarlanabilirlik denemelerinin  gerceklestirilmesi  bir

zorunluluktur (Telefoncu 1999).

2.1.7.7 Sicaklhik:

Enzim Kkatalizli reaksiyonlarin hizlar1 sicakliga ¢ok duyarlidir. Enzimin optimum
sicakligindan uzaklasilmast durumunda Ozellikle termal kararliligi diisiik olan enzimlerin

tersinmez denaturasyonuna neden olarak sensor cevabini olumsuz yonde etkiler.



28

2.1.7.8 Tibbi uygulamalarda kullanilacak biyosensorler i¢in biyouyumluluk:

Hastalik tedavisinde veya biyosensoriin insan viicuduna uzun siireli implantasyonlarinda
onem kazanmaktadir. Biyosensoriin bulundugu biyolojik elementlerin  aktivitesini

etkilememesi gerekmektedir.

2.2 Ure Tayininde Kullamlan Biyomateryallere Genel Bakis

2.2.1 Ureaz

Urenin amonyum ve bikarbonat iyonlarina katalizini gerceklestirir. Ureaz, bakteriyel liimen
metabolizmasinda kritik dneme sahip bir enzimdir. Ureaz, bakterilerde, mayalarda ve bircok
bitkide bulunur. Potansiyometrik iire biyosensorlerinin hepsinde iireaz enzimi kullanilir.

ureaz
Ure — & NH; + HCOy'

2.2.1.1 Soya fasiilyesi (Jack bean) Ureaz1

Canavalia cinsi, baklagiller familyasindandir ve yaklasik 70-75 farkli koken igermektedir.
Odun aris1 gibi bocekler ile tozlasan parlak fasiilye ciceklerine sahiptirler. Genellikle “jack
bean” olarak bilinirler. Canavalia ensidormis (jack bean), C. Gladiata (Sword bean), C.
Cathartica iceren birgok ¢esidi vardir.

Canavalia ensidormis, glikoprotein biyokimyasinda ve immunolojide ticari 6nemi ¢ok fazla
olan bir ayiragtir. Canavalia ensidormis yiiksek miktarda iireaz enzimi igerir ve iireden
zararli amonyag serbest birakir. Bu yilizden bilimsel arastirmalar i¢in baslica saf iireaz enzim

kaynagidir.

2.2.1.2 Helicobacter pylori Ureaz1

Helicobacter tiirleri insan ve hayvanlarin gastrointestinal sisteminde yaygin olarak goriilen
mikroaerofilik spiral seklinde gram negatif mikroorganizmalardir. Helicobacter pylori, mide
suyunun asitligine ragmen mukozanin koruyucu mukus katmaninin altina yerleserek gastrit,

tilser gibi klinik tablolarin olusmasinda etken olan bir bakteridir.

H.pylori ’nin katalaz ve oksidaz reaksiyonu pozitiftir. En belirgin biyokimyasal karakteri
yiiksek tireaz liretmesidir. Cok gii¢lii bir iireaz enzimi vardir. H.pylori iireaz1 61 kD ve 28 kD
subunitlerinden olusan bir hekzadimerdir. Ureazin regiilasyonu ¢ok kompleks bir olaydir ve
en azindan 8 genin yer aldig1 gosterilmistir. Bu enzimden bakterinin hizli tanisinda

yararlanilir. Ureaz enzimi pH: 4 — 10 arasinda aktiftir. insan mide mukusunu bozan proteaz
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enzimi ve fosfolipaz enzimleride vardir.

2.2.2 Nonaktin

Giiniimiizde valinosimin ve makrotetrolit grubu antibiyotikler sirastyla K ve NH;" katyonlari
icin en uygun notral komplekslestirici ligandlardir. Bunlardan bazilar1 ISE’da kullanilir.
Komplekslestirici molekiil, ¢ok disli bir ligand olmali ve i¢inde oyuk bulunduran kararli bir
yaptya Sahip olabilmelidir. Oyuk, katyonu ic¢ine almaya uygundur. Katyonlar i¢in polar
koordinasyon gruplari, ligand atomu olarak tercihan oksijen igermelidir. Nonaktin, NH,"
katyonu i¢in en uygun liganddir, aktinomiset kiiltlirlerinden elde edilir (Sekil 2.10).
Nonaktinin dort eter oksijeni amonyum iyonu ile hidrojen bagi olustururken dort karbonil

oksijeni katyonu dipol interaksiyonu ile kararli hale getirir.

Nonaktin, son zamanlarda amonyum gibi katyonlarin mikromolar seviyesinde tayini i¢in
ticari iyon secici elektrotlarda kullanilmaktadir. Bdyle iyon-segici sensorler, biyolojik

orneklerde iire ve kreatin konsantrasyonlarinin indirekt olarak olgiilmesinde faydalidir.

S [N T
N vl o
= A, H

H-0 2
+r,, FHs
1 |
A o o
i ﬁE HE
Nonaktin M R1=R2=R3=R4= CH3
Monaktin : R1= CH.CHj3, R>=R3=R4= CH3
Dinaktin ! R1=R3= CH2CH3;, R>=R4= CHg3
Trinaktin i Ri=R>=R3= CH2CH3, R4= CH3

Sekil 2.9 Nonaktin in yapis1

2.2.3 Palmitik asit

Palmitik asit (hekzadekanoik asit) bitki ve hayvanlarda yaygin olarak bulunan doymus yag
asitlerinden biridir. Molekiil formulii CH3(CH2)14COOH olan beyaz kati goriinlimdedir.
Adindan da anlagilacagi gibi palm yaginda bulunur ancak tereyagi, peynir, siit ve ette de

bulunur. Palmitik asit tiirevleri II. Diinya Savasinda napalm iiretiminde kullanilmustir.
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2.2.4 Dioktil Sebakat (DOS)

Dioktil sebakat (DOS) renksiz veya agik sar1 renkte ve 6zel bir kokuya sahip yagimsi bir
stvidir. Hidrokarbon, alkol, ester tipi, eter, benzen ve diger organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir. Az
buharlasan ve plastiklestirme hizi yiiksek olan DOS, soguga ve 1s18a karsi dayaniklilik

gosterir.

Genellikle PVC, kloroetilen kopolimeri, nitroseliiloz (NC), etil seliiloz ve sentetik kauguk,
gibi maddeler de plastiklestirici madde olarak kullanilir. Ozellikle soguga kars1 direngli
kablolarin, cilt bezinin, ince film, serit materyalleri vb yapiminda kullanilmaktadir. Yapisal

formulii Sekil 2.11°de verilmistir.

CH;3CH,CH,CH;CHCH,00C(CH;)sCO0O CH,CH CH,CH,CH; CHj3

Sekil 2.10 Dioktil sebakat’in yapisal formulii

2.2.5 Glutaraldehit

Glutaraldehit, 0©zellikle enzimlerin kovalent immobilizasyonunda siklikla kullanilan
bifonksiyonel bir reaktiftir. Biyosensor gelistirilmesinde kullanilan biyoaktif materyallerin
(enzim, hiicre, doku, vb.), jelatin, kollajen, kitosan gibi biyolojik molekiillerle birlikte
glutaraldehit ile capraz bag olusturmasi esasina dayali immobilizasyon yontemi oldukg¢a sik
kullanilmaktadir. Yontem kolay uygulanabilir olmas1 yaninda immobilize sistemin termal,

operasyonel ve depo kararliligini artirmasi bakimindan tercih edilmektedir (Akyilmaz 2002).

2.2.6 Poli(vinilkloriir) (PVC)

Iyonoforlar ile birlikte poli(vinil kloriir) (PVC) nin kullanim: (Butt and Cammann 1992,
Saurina vd 1998) biyosensorlerin cevap siiresinin daha kisa olmasi, tekrarlanabilirliginin iyi

olmasi ve tasariminin kolay olmasi gibi avantajlar saglamaktadir.

Genellikle enzimler PVC iyon-segici membranlara glutaraldehit ¢apraz baglama reaksiyonlari
ile immobilize edilirler (Butt and Cammann 1992, Bilitewski vd 1992). Fakat PVC
membranin hidrofobik yiizeyine enzimin immobilize edilmesi zordur. PVC membranda
fonksiyonlu gruplar olusturarak daha etkili enzim immobilizasyonu gerceklestirilebilir. Bu
amagla Koncki vd (1994) karboksilli PVC kullanarak {ireazin immobilizasyonunu

gerceklestirmiglerdir. Walcerz vd (1995), PVC’yi 1,4- diaminobutan ile modifiye ederek,
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PVC-NH; sentezlemisler ve lireaz1 buna immobilize etmislerdir.

2.2.7 1-etil - 3 - (3 - dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC)

Formulii Sekil 2.12°de goriilen 1 - etil - 3 - (3 - dimetilaminopropil) karbodiimid, ¢alismada

poli(vinilkloriir) membran1 aktiflestirmek amaci ile kullanilmustir.
(CH3)2 N- (CH2)3— N=C=N-CyHs

Sekil 2.11 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) karbodiimid’in formulii



32

3. MATERYAL VE METOD

3.1 Kullanmilan Cihazlar

Cozeltilerin potansiyel ve pH 6lgmeleri ORION 720A pH - iyonmetre ile yapildi. Referans
elektrot olarak ¢ift temash giimiis - giimiis kloriir elektrot kullanildi (Orion 90-02). Bu
elektroda i¢ dolgu ¢ozeltisi olarak ORION 900002 ve 900003 katalog numarali ¢ozeltiler
dolduruldu. Cozelti ilaveleri igin Brand marka mikro pipetler kullanildi. Bu calismada
kullanilan bidestile su PURELAB Classic cihazi kullanilarak temin edildi.

3.2  Serum Numuneleri

Ure tayininde kullanilan serum numuneleri Rentek Diyaliz Merkezi’nden temin edildi.

3.3 Kullanilan Enzimler

Calismada kullanilan iireaz enziminin numarasi, elde edildigi kaynak ve temin edildigi firma

Cizelge 3.1°de verildi.

Cizelge 3.1 Kullanilan enzimlerin adlar1, numaralari, kaynaklari ve temin edildikleri firmalar

Enzimin Adi Numarast Kaynagi Firmas1
E. Merck
Ureaz (5 U/mg) EC3.5.15 |Jack Beans (Darmstadt, FRG)

3.4 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan glutaraldehit, palmitik asit, 1-etil-3,3-dimetilaminopropil karbodiimid
(EDC), Trizma Bazi ve Trizma HCI Sigma’dan; nonaktin, bis-(2-etil) hekzil sebakat (DOS),
poli(vinil kloriir) (PVC), karboksilli poli(vinil kloriir) (PVC-COOH), iire ve amonyum Kkloriir
Fluka’dan, tetrahidrofuran (THF) Merck’den temin edildi ve saflagtirilmadan kullanildi.
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3.5 Kullanilan Cozeltiler

3.5.1 TRIS tampon ¢ozeltisi

Trizma baz1 ¢6zeltisi: 6,055 g Trizma bazi suda ¢oziilerek hacmi 500 mL’ye tamamlanarak

0,1 M’lik stok ¢ozelti hazirlandi.

Trizma-HCI ¢6zeltisi: 7,88 g trizma-HCI suda ¢6ziilerek hacmi 500 mL’ye tamamlanarak 0,1
M’lik stok ¢bzelti hazirlandi.

Hazirlanan stok ¢ozeltilerden belli oranlarda karistirilarak pH 7,2’ye ayarlandi. Tampon

¢oOzeltiler kullanilmadiklari zaman buzdolabinda saklandi.

3.5.2 Amonyum Kkloriir ¢cozeltileri

Stok amonyum Kloriir ¢ozeltileri: 1,0 M standart amonyum kloriir ¢6zeltileri kullanilarak
1,0x10™" — 1,0x10° M konsantrasyon araliginda bir seri stok amonyum kloriir ¢ozeltileri

hazirlandi.

Amonyum Kkloriir kalibrasyon cozeltileri: Kalibrasyon egrilerinin ¢izilmesi i¢in kullanilan

amonyum kloriir ¢ozeltileri Cizelge 3.2°de belirtildigi sekilde ii¢ giinde bir taze olarak

hazirlanda.
Cizelge 3.2 Amonyum kloriir kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi
Hazirlanan .
Ilave edilen stok amonyum kloriir ¢ozeltileri (M) (mL) 0,1 M
Amonyum TRIS
Kkloriir
cozeltileri Tamponu
o 10 11,0x10%|1,0x107|1,0x10°| 1,0x10%|1,0x10°|1,0x10°| (ML)
1,0x10" | 5,00 5,00
5,0x10% | 2,50 5,00
2,5x10% | 1,25 5,00
1,0x1072 5,00 5,00
5,0x10° 2,50 5,00
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25x10° 1,25 5,00
1,0x07 5,00 5,00
5,0x10 2,50 5,00
2,5x10™ 1,25 5,00
1,0x10™ 5,00 5,00
5,0x10° 2,50 5,00
25x10° 1,25 5,00
1,0x10° 5,00 5,00
5,0x 0° 2,50 5,00
2,5x10® 1,25 5,00
1,0x10® 5,00 5,00
5,0x107 2,50 5,00
2.5x107 1,25 5,00
1,0x107 5,00 5,00
pH lar 7,0’ye ayarlandiktan sonra herbir ¢6zeltinin hacmi bidestile su ile 50,00 mL’ye
tamamlandi.

3.5.3 Ure ¢ozeltileri

1,5015g iire bidestile suda ¢oziiliip hacmi 25 mL’ye tamamlanarak 1,0 M’lik ¢ozeltisi
hazirlandiktan sonra gerekli seyreltmeler yapilarak 1,0x10™- 1,0x10® M konsantrasyon

araliginda stok tire ¢ozeltileri hazirlandi.

Ure tayini icin kalibrasyon c¢ozeltileri: Kalibrasyon egrilerinin ¢izilmesi igin kullanilan iire

cozeltileri Cizelge 3.3°de belirtildigi sekilde {i¢ giinde bir taze olarak hazirlandu.
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Cizelge 3.3 Ure kalibrasyon ¢dzeltilerinin hazirlanmasi

Hazirlanan . ] . . . 01 M
Ilave edilen stok iire ¢ozeltileri (M) (mL) ’
iire TRIS
cozeltileri Tamponu

(M) 10 11,0x10%|1,0x10?|1,0x10°| 1,0x10%|1,0x10°|1,0x10°| (ML)
1,0x10* 5,00 5,00
5,0x107? 2,50 5,00
2,5x107 1,25 5,00
1,0x107 5,00 5,00
5,0x10° 2,50 5,00
2.5x107° 1,25 5,00
1,0x07 5,00 5,00
5,0x10™ 2,50 5,00
2,5x10™ 1,25 5,00
1,0x10* 5,00 5,00
5,0x10° 2,50 5,00
2.5x10° 1,25 5,00
1,0x10° 5,00 5,00
5,0x 0° 2,50 5,00
25x10° 1,25 5,00
1,0x10® 5,00 5,00
5,0x107 2,50 5,00
2,5x107 1,25 5,00
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1,0x107 5,00 5,00

pH lar 7,0’ye ayarlandiktan sonra herbir ¢ozeltinin hacmi bidestile su ile 50,00 mL’ye

tamamlandi.

3.5.4 Cahsma elektrodu i¢ dolgu cozeltisi

Amonyum, iire tayini i¢in hazirlanan ¢alisma elektrotlarinda i¢ dolgu ¢6zeltisi olarak Cizelge

3.2°de belirtildigi gibi hazirlanan 1,010 amonyum kloriir (pH 7,0) ¢ozeltisi kullanildu.

3.5.5 Serumda iirenin tayini icin (Standart Katma Yonteminde) kullanilan ¢ozeltiler

Standart katma yontemiyle amonyum elektrodu ile iire biyosensdrleri yardimiyla amonyum ve

tire tayininde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5°de verildi.

Cizelge 3.4 Amonyum kloriir ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Cozelti No.
1 2 3 4 5 6 7
flave edilen 10°M
0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

NH4Cl1 ¢ozeltisi (mL)

0,01 M TRIS tamponu

1,75 | 1,75 | 1,75 | 1,75 | 1,75 | 1,75 | 1,75
(pH 7,0) (mL)

Serum (pL) 100 100 100 100 100 100 100

Saf su ilave edilerek ¢ozeltiler belirlenen optimum pH’a

ayarlanarak ¢ozelti hacmi 25,0 mL’ye tamamlandi.
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Cizelge 3.5 Ure ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Cozelti No.
1 2 3 4 5 6 7
flave edilen 10?M iire
0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

¢oOzeltisi (mL)

0,01 M TRIS tamponu

1,75 | 175 | 1,75 | 1,75 | 1,75 | 1,75 | 1,75
(pPH 7,0) (mL)

Serum (puL) 100 100 100 100 100 100 100

Saf su ilave edilerek c¢ozeltiler belirlenen optimum pH’a

ayarlanarak ¢ozelti hacmi 25,0 mL’ye tamamlandi.

3.6 Amonyum - Segici Elektrotlar

3.6.1 Amonyum - secici elektrotlarin hazirlanmasi

Karboksilli PVC ve palmitik asit iceren PVC kullanilarak hazirlanan amonyum-segici

membranlarin bilesimleri sirasiyla Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7°de verildi

Cizelge 3.6 PVC ve palmitik asit kullanilarak hazirlanan amonyum-se¢ici membranlarin

bilisimi
Membran I

Membran bilesenleri % Kiitle, mg
PVC 30,0 118,0
Palmitik asit 3,0 13,6
Nonaktin 3,0 12,6
Bis-(2-etil)hekzil sebakat(DOS) 64,0 255,8
Tetrahidrofuran(THF) 5mL
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Cizelge 3.7 Karboksilli PVC (PVC-COOH) kullanilarak hazirlanan amonyum-segici
membranlarin biligimi

Membran 11
Membran bilesenleri % Kiitle, mg
PVC-COOH 32,5 151,6
Nonaktin 3,0 12,6
Bis-(2-etil)hekzil sebakat(DOS) 64,5 257,8
Tetrahidrofuran(THF) 5mL

Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7°de verilen I ve II numarali membranlar1 hazirlamak i¢in toplam
400 mg civarindaki membran bilesenleri 5 mL THF’de ¢6ziildii ve 45 mm’lik cam halkaya
dokiliip 24 saat THF nin uzaklasmasi igin bekletildi. Olusan membrandan 5 mm ¢apinda
yuvarlak diskler kesilerek cam bir tiipiin ucuna monte edildi. Bu tiipiin icerisine i¢ dolgu
cozeltisi olarak 1,0x102 M NH,4CI (pH 7,0) dolduruldu ve i¢ine AgCl ile kaplanmis giimiis

tel daldirilarak amonyum-segici elektrotlar hazirlandi.

Cift temash giimiis-giimis kloriir referans elektrot kullanilarak olusturulan elektrokimyasal

hiicrenin semas1 soyledir:
Referans elektrot / deney ¢izeltisi/ membran /1,0 x 102 M NH4CI (pH 7) / Ag;AgCI

Elektrotlar deney ¢o6zeltisine 1,5 cm kadar daldirildi ve ¢ozelti manyetik karistirict ile
kanistirildi ve kararli potansiyel degerleri elde edildikten sonra mV degerleri okundu. Tiim

deneysel ¢alismalar 25,0 = 1,0 °C’de yapildi.

3.6.2 Amonyum elektrotlarinin analitik 6zellikleri

3.6.2.1 Calisma araliklarinin ve egimlerinin belirlenmesi

Cizelge 3.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan amonyum kloriir ¢6zeltileri kullanilarak her bir
¢Ozeltinin potansiyelleri (mV olarak) okundu ve amonyum konsantrasyonlarinin
logaritmasima kars1 (log [NH,'] - E ) grafige gegirilerek elektrotlarin dogrusal galisma aralig

ve egimleri belirlendi.



39

3.6.2.2 Tampon konsantrasyonunun etkisinin belirlenmesi

Amonyum elektrotlarinin performansina tampon konsantrasyonunun etkisini incelemek igin,
6 farkli konsantrasyonda (5, 10, 15, 20, 25 ve 30 mM) TRIS tamponu kullanilarak hazirlanan
amonyum kloriir ¢6zeltilerinin pH’lar1 7,0’ye ayarlandi. Hazirlanan amonyum elektrodunun
her biri ile potansiyel Olgiimleri yapilarak kalibrasyon grafikleri ¢izildi ve amonyum

elektrotlariin egimleri belirlendi.

3.6.2.3 pH’min etkisinin belirlenmesi

Amonyum elektrotlarinin performansina pH’nin etkisini incelemek i¢in 8 farkli pH’da (6,0;
6,5, 7,0; 7,2; 7,4; 7,6; 7,8 ve 8,0) ve 5 mM tampon konsantrasyonunda amonyum kloriir

hazirland1 ve kalibrasyon grafikleri ¢izilerek egimleri belirlendi.

3.6.2.4 Karistirma hizinin etkisinin belirlenmesi

Amonyum elektrotlarinin cevabina karistirma hizinin etkisini arastirmak amaciyla, manyetik
karistiricinin hizi 100, 250 ve 750 olmak {izere ayarlanarak iire ¢ozeltilerinin potansiyellerinin

kararl1 hale gelmesi i¢in beklendi ve kararli potansiyele ulasmak i¢in gegen siire kaydedildi.

3.6.2.5 Cevap siiresinin belirlenmesi

Amonyum elektrotlarinin cevap siiresini bulabilmek i¢in Cizelge 3.2°deki gibi hazirlanan
amonyum klorilir kalibrasyon ¢ozeltilerinin her birine amonyum elektrotlar1 daldirilarak

potansiyellerinin kararli hale gelmesi i¢in gerekli siire kaydedildi.

3.7 Ure Biyosensorleri

3.7.1 Ure biyosensorlerinin hazirlanmasi

Boliim 3.6°da belirtildigi sekilde hazirlanan ve amonyuma duyarliliginin iyi oldugu belirlenen
iki farklt membran kullanilarak hazirlanan amonyum elektrotlarin membranlarina hem ticari
tireaz enzimi, hem de Helicobacter pyroli’den elde edilen iireaz enziminin kimyasal olarak
immobilize edilmesi ile lire biyosensorleri hazirlandi. Bu amagla dort farkli immobilizasyon

islemi yapildi:

Islem A: 30 mg iireaz ve 5 mg karbodiimid 1 mL bidestile suda ¢oziildii. Bu ¢dzeltiden 50 pL
alimarak membranlarin ylizeyine kondu ve suyun uzaklasmasi i¢in bir gece buzdolabinda

bekletildi.
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Islem B: islem A’da hazirlanan iki farkli elektrodun membranina % 2,5’luk glutaraldehit
¢ozeltisinden 50 pL uygulanarak yarim saat bekletildi. Daha sonra elektrot yiizeyi bidestile su

ile yikanarak glutaraldehitin asiris1 uzaklastirildi.

Islem C: Islem B’de hazirlanan iki farkli elektrodun membranina 50 pL iireaz ¢ozeltisi (30

mg iireaz/mL deiyonize su) kondu ve bir gece buzdolabinda bekletildi.

Islem D: islem C’de hazirlanan iki farkli elektrot membran1 20 mL TRIS tamponu (0,1 M,
pH 7,0) i¢ine daldirildi ve daha sonra manyetik karistirici ile hizla karistirildi. 15 dakika sonra
TRIS tamponuna kiigiik bir miktar sodyum tetrahidroborat (NaBH,) ilave edilerek tampon
cozeltisi 15 dakika daha karistirilarak immobilizasyon islemi sirasinda olusan imin gruplari

indirgendi.

Immobilizasyon yonteleri sonunda 4 farkl: iire biyosensérii elde ettik. Cizelge 3.8.’de her bir

tire biyosensorii i¢in kullanilan membran ve iireaz ¢esidi gosterilmektedir.

Cizelge 3.8 Ure biyosensorlerinde kullanilan membran ve iireaz gesitleri

Biyosensoriin Adi  Kullanilan Membran  Kullanilan Ureaz

I PVC + Palmitik Asit Ticari (Jack bean) iireaz
1 PVC - COOH Ticari (Jack bean) lireaz
i PVC + Palmitik Asit H.pyloriden saflastirilmis iireaz

v PVC - COOH H.pyloriden saflastirilmis iireaz

Hazirlanan biyosensorler kullanilmadigi zaman buzdolabinda saklandi.

3.7.2 Ure biyosensérlerinin cahsma aralhiklarinin ve egimlerinin belirlenmesi

Dort farkli islemle hazirlanan iire biyosensoriiniin analitik 6zelliklerini incelemek amaci ile,
hazirlanan iire elektrotlar1 ile asagida semasi verilen elektrokimyasal hiicre olusturuldu ve

sicaklik 25,0 + 1,0°C’ta ayarlandi.
Referans elektrot / iire ¢ozeltisi /membran/1 ,0x102 M NH4CI (pH 7) / Ag;AgClI

Elektrokimyasal hiicredeki iire ¢ozeltilerinin konsantrasyonu 1,0x10™ - 1,0x10°M arasinda

degistirildi. Ure ¢ozeltilerinin pH’lar1 Trizma baz ile optimum pH’a ayarlandi ve hazirlanan
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elektrotlar i¢in ayr1 ayri1 hiicre potansiyelleri kaydedildi. Her bir elektrot igin log [{ire]’ye kars1
potansiyel degerleri (mV) grafige gegirildi ve biyosensorlerin dogrusal ¢alisma araligi ve

egimleri belirlendi.

3.8 Ure Biyosensorlerinin Amonyuma ve Ureye Cevabinin Belirlenmesi

3.8.1 Ure biyosensorlerinin amonyuma cevabinin belirlenmesi

Hazirlanan iire biyosensorlerinin amonyuma duyarli olup olmadigmi anlamak icin her bir
biyosensor ile amonyum kloriir kalibrasyon ¢ozeltilerin potansiyelleri okunarak kalibrasyon

grafikleri ¢izildi.

3.8.2 Ure biyosensorlerinin iireye cevabinin belirlenmesi

Hazirlanan iire biyosensorlerinin iireye duyarli olup olmadigini anlamak i¢in her bir
biyosensor ile Cizelge 3.3’te belirtildigi gibi hazirlanan {ire ¢ozeltilerinin potansiyelleri

okunarak kalibrasyon grafikleri ¢izildi.

3.9 Ure Biyosensorlerinin Performanslarina Etki Eden Faktorlerin Belirlenmesi

Ure biyosensorlerinin  cevabi {izerine tampon konsantrasyonunun, pH’nin, sicakligin,
karigtirma hizinin etkisi ve bu biyosensorlerin segicilik katsayilari, cevap siiresi ve omrii tayin

edildi.

3.10 Ure Biyosensérlerinin Tekrarlanabilirligi

Tekrarlanabilirlik, karakterize edici bir parametredir. Enzim preparatinin aktivitesi, kararligi,
saflik diizeyi hazirlanacak enzim sensorii ile tekrarlanabilir sonuglar alinmasinda nemlidir.
Ancak biyosensOr hazirlama asamalari ve calisma ortami agisindan beklenen niteliklerde
oldukca biyiik farkliliklar gozlenebilir. Hazirlanan bir biyosensor ile tekrarlanabilirlik
denemelerinin en basiti ayn1 6rnekte ardi ardina 6l¢iim yapilmast ve elde edilen degerlerden

standart sapma ve korelasyon katsayisinin hesaplanmasidir.

Ayni giin i¢inde ayn1 biyosensor ile hazirlanan iire kalibrasyon ¢ozeltileri ile iki saatte bir, bes
defa dlgim alinarak kalibrasyon grafikleri ¢izilerek her bir grafigin egimi belirlendi. Egim
degerlerinin bagil standart sapma (B.S.S) degerleri hesaplandi. B.S.S degeri %10 dan az ise

biyosensoriin tekrarlanabilirligi yiiksektir.



42

3.11 Ure Biyosensorleri ile iInsan Serumunda Ure Tayini

Hazirlanan iire biyosensorleri ile hemodiyaliz hastalarinin serumunda standart katma yontemi
kullanilarak iire tayini yapildi. Bulunan sonug, diyaliz merkezinden aldigimiz sonug ile

kiyaslandi.

Ure biyosensdrii ile serumda iire tayini igin ilk olarak, amonyum elektrodu ile Standart katma
yontemi kullanilarak Bolim 3.5.5.°deki gibi hazirlanan ¢d6zeltilerde ayr1 ayr1 potansiyel
Olctimleri yapildi ve mV-ilave edilen amonyum kloriir (mL) grafige gecirilerek a_degeri

bulundu.

Ayrica lire biyosensorii ile yine standart katma yontemi kullanilarak Boliim 3.5.6.2°deki gibi
hazirlanan iire ¢ozeltilerinde ayr1 ayri potansiyel dl¢timleri yapildi ve mV-ilave edilen iire

(mL) grafige gegirilerek b degeri bulundu.
Ure biyosensorii ile hesaplanan toplam amonyum miktarindan bu miktar ¢ikarilip sonug ikiye

boliinerek (b - a/ 2 ) serumdaki iire derisimi hesaplandi (Magalhaes and Machado, 1998).

Amonyum elektrodu ile elde edilen amonyum degeri: a
Ure biyosensérii ile elde edilen amonyum degeri : b ise

Hasta serumunda bulunan iire miktar1 = b-a/2 olmaktadir.

Diyaliz merkezinden ve standart katma yonteminden elde edilen sonuglar grafige gecirilerek

her iki yontemle elde edilen sonuglarin birbiri ile uyumlu olup olmadig1 incelendi.

3.12 Helicobacter Pyroli’den iireaz enziminin elde edilmesi
3.12.1 Bakteri izolasyonu ve Cogaltimi
3.12.1.1 Kiiltiir I¢in Biyopsi Numunelerinin Toplanmasi

Kiiltiir i¢in alinan biyopsi 6rnegi antrum biiylik kurvaturdan alindi. Ag1z ve mide arasindaki

bolgede cok sayida baska bakteri olabileceginden biyopsi alimi i¢in asagida gosterilen 6zel bir
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yontem uygulandi (Abasiyanik, 2005).

1) 500 ml steril su, 100 ml % 0.8’lik steril tuzlu ¢ozelti (salin), 1.5 ml’lik steril ependorf
tiipler, 20 ml %70’lik etil alkol, steril igne ucu hazir edildi.

i) Biyopsi pensi ve endoskopi cihazi biyopsi alimi dncesi hemsireler tarafindan 15 dakika

rutin kullanilan %10’luk formalin igeren dezenfektanlarla muamele edildi.

iii) Dezenfeksiyon sonrast endoskopi cihazinin biyopsi kanalindan 50 ml steril su gecirildi.

Ayrica biyopsi pensinin ucu dnce alkol i¢ine daha sonrada steril salin i¢ersine daldirildi.

iv) Operasyon esnasinda alinan ilk biyopsinin kiiltiir i¢in alinmasina dikkat edildi.

V) Antrumdan alinan bu ilk biyopsi steril ependorf tiibiine birakilip tistiine 2-3 damla steril

salin damlatild.

vi) Biyopsili tiip 6zel soguk akiiler igine konup 4°C’de muhafaza edildi.

Bu sekilde 4-5 saat muhafaza edilmesi halinde ciddi bir verim kayb1 olmadigi1 gézlendi. Hatta,

3 giin 4°C’de saklanan biyopsilerden bile bakteri izole edildi.

3.12.1.2 Biyopsi Numunelerinden Bakterinin izolasyonu

Bu basamak sadece simptomatik hastalara ve takip programina dahil olan hastalara uygulandi.

Helicobacter pylori’nin biyopsi’den izolasyonu i¢in konvansiyel yontemlerden faydalanarak

yeni bir metot gelistirildi.

i)  4°C’de saklanan biyopsiler steril bir ortamda (laminar flow altinda ) steril cam yiizeyler
tizerinde steril lansetlerle parcalandi (Homojenizator’e gore lanset kullaniminin daha etkili

oldugu goriildii). Bu basamakta ozellikle parcalanan biyopsi kaltilarmin kurumamasina
dikkat edildi.
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ii) Inokiilasyon 6zesiyle biyopsi parcalari yeni hazirlanmis (en ge¢ 1 haftalik olmali) tripton

soya agar (%5 at kani1 iceren) veya kolombiya agarlarina (%5 at kan1 igeren) ekildi.

i) Yeni ekilmis besiyeri tabakalar1 CO’lu inkiibatorde (%10 CO,, 37°C, %90’1n {izerinde
nemli mikroaerobik atmosfer) bir hafta inkiibe edildi. Burada en ¢ok dikkat edilen nokta
inkiibatoriin i¢indeki nemin muhafaza edilmesidir. Bu amagla inkiibatoriin raflarina 1slak kagit

havlu konuldu.

iv) Bir hafta sonunda besiyerlerinde bakteri olup olmadigi kontrol edildi. Bakterilerin koloni
morfolojileri (gri, parlak, ufak koloniler), gram boyamaya negatif cevap vermeleri, mikroskop
altinda spiral yapilar, {ireaz, katalaz ve oksidaz testlerine pozitif cevap vermeleri

besiyerindeki bakterinin H. pylori oldugunu gostermekteydi.

3.12.1.3 H. pylori Uretimi ve Hasad1

Birincil (primer) iiretimden sonra uygun koloniler secildi. Bu besiyerinde farkli H. pylori
suslar1 bulunabilecegi ihtimalinden dolay1 yeni bir besiyerine tek koloni ekimi yapildi. Tek
koloni ekimi sonucu elde edilen H. pylori susu iiretime alindi. Yaklagik 40 tabaka bakteri elde

edildiginde tiretim durduruldu.

Besiyerindeki bakteri kolonileri steril gubuklar kullanilarak steril fosfat tampon salin igersine
aktarild1 ve hasat edildi. Agar {izerinden toplanan koloniler i¢inde tamponlu salin ihtiva eden
1,5 ml’lik ependorf tiip i¢inde toplandi. Elde edilen yaklasik 40 ml’lik hasat immobilizasyon

anina kadar -70°C’de muhafaza edildi.

Gelecekte yapilacak ¢alismalar i¢in steril gliserinli saklama ¢ozeltisine alinan yarim tabaka

bakteri azot tankinda sokla dondurularak -20°C derin donduruda muhafaza edildi.

3.12.2 Bakteriden Ureaz Enziminin Ekstraksiyonu

Ureaz enzimi hiicre iginde ve bakteri yiizeyinde bulunur. Arastirmamizda sadece yiizeye bagl
tireaz enzimi ekstrakte edildi. Enzimin ekstraksiyonu icin, sekildeki yontem kullanildi

(Abasiyanik, 2005). Uygulanan islem asagida verilmistir.
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i) Hasat edilip derin dondurucuda saklanan bakteri suspansiyonlar1 oda sicakliginda

¢oziiliip 50 mI’lik Falkon tiipiinde birlestirildi.

ii)  Toplanan siispansiyon 5000 rpm’de 5 dakika 4°C’de santrifiij edildi.

iii)  Olusan stipernetant (S1) ve pellet (P1) ayrildi.

iv)  S1 5000 rpm’de 90 dakika, 4°C’de tekrar santrifiij edildi.

V)  Olusan yeni siipernetant (S2) ve pellet (P2) baska bir falkon tiipiine ayrildi.

vi) 10X’lik saflagtirma tamponu (pH: 7) S2’ya 1:10 oraninda eklendi. Boylece son ¢ozelti
(S3) 1X’lik tampon (pH: 7) 6zelligi kazandx.

vii) S3 c¢ozeltisi 50 ml’lik siringaya aktarildi ve 0.20 mm’lik siringa filtreden siiziiliip

sterilize edildi.

viii) Siiziintiiniin enzim aktivitesi ve protein miktari tayin edildi. Aktivite gorildii ve enzim

immobilizasyonu igin 4°C’de saklandh.

ix) PI ve P2 distile su ile yeniden suspansiyon haline getirilip birlestirildi ve tekrar v-viii

basamaklarindan gegirildi. En son basamakta ¢6zeltide enzim aktivitesi goriilmedi (Sekil 3.1).
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Besiyerlerinden elde
@ HH edilen H. pylori Onemli agsamalardaki aktivite ve protein miktanni belirlemek
bakterileri 12 adet icin d, d, fve h evrelerinde ornek alinmigtir. Nihayi olarak h
tipe (1,5 ml) toplandi.  evresinde elde edilen solusyonda Ureaz aktivitesi tespit edildi
- ve immobilizasyon agamasi igin saklandi.

® e — e 0%wm
- 5 dakika

@ 5000 rpm

4°C,15s

é [ — -
* t
@ W ......... d u
Yortex (1 dk)

l 4°C,15s @

Aktivite
tayid Pozitf
@ - 5 Fosfat tampon,
iire, fonef
Sterile (0,2 um) kwrmzis: pH 6.8

&l ©

Sekil 3.1 Ureaz enziminin ekstraksiyon semasi

a-d basamaklarinda ekstraksiyon tamamlandi.
e-h basamaklarinda pH ayarlamasi ve sterilizasyon islemleri yapildi.

i basamaginda enzim varlig1 kontrol edildi.

A Ekstre veya standart absorbansi
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu caligmada iireaz enzimi kullanilarak, iireye duyarli potansiyometrik biyosensor yapilmasi

amagland1. Ureaz enzimi, iireyi amonyum ve bikarbonat iyonlarina déniistiirmektedir.
Ure + HLO — > NH;+ CO;

Yukaridaki reaksiyondan da goriildiigl gibi, lireaz enzimi, bir elektrot yiizeyine immobilize
edildigi zaman potansiyometrik olarak belirlenebilecek olan amonyum ve bikarbonat iyonlari
olusmaktadir. Bu reaksiyona dayanarak, ¢alismamizda, amonyuma duyarli yeni bir elektrot
hazirlanarak bu elektrot iizerine iireaz immobilize edilip {ire biyosensorii hazirlanmasi

diistinildii.

Literatiirde performanst en iyi olan amonyum elektrodunun, nonaktinin iyonofor olarak
kullanildig1 ve matriks materyali olarak da karboksilli PVC’nin kullanildigi amonyum
elektrodu oldugu belirtilmektedir (Koncki vd 1994 ). Sadece PVC igeren amonyum
elektrotlarinin (Ikeda vd 1998, Fraticelli ve Meyerhoff, 1981, Eggenstein vd 1999) da
amonyuma cevabi1 iyi olmakla birlikte bu tip elektrotlarin biyosensor yapimi i¢in ¢ok iyi
olmadig1 goriilmektedir. Ciinkii bu tip elektrotlarla biyosensor hazirlanirken enzimlerin
yiizeye sadece adsorpsiyon yolu ile tutunmasi séz konusudur. Bu da, biyosensér cevabinin
cok iyl olmasina ragmen dmriiniin ¢ok kisa olmasina neden olmaktadir. Bu nedenle PVC ile
hazirlanacak amonyum elektrotlar: igerisine enzimlerin kovalent olarak baglanabilecegi aktif
uclar igeren biiylik molekiillii bilesiklerin eklenmesinin uygun olduguna karar verildi. Bu
amacla nonaktin kullanilarak hazirlanan PVC iceren membranlara 18 karbonlu uzun zincirli
yag asidi olan palmitik asit ilave edilerek Bolim 3.5.1’de Cizelge 3.5 ve 3.6’da belirtilen
amonyum duyarli membranlar kullanilarak amonyum elektrotlar1 hazirlandi ve bu
elektrotlarin  performansini  karsilagtirmak amaciyla, ayrica matriks materyali olarak
karboksilli PVC’nin kullanildigi amonyum elektrotlar1 hazirlandi. Bu amonyum elektrotlari

lizerine iireazin immobilize edilmesi ile iire biyosensorleri olusturuldu.

Caligmamizda, palmitik asit igeren PVC ile hazirladiimiz amonyum elektrotlar: {izerine
Helicobacter pyroli’den elde edilmis lireaz enzimi immobilize edilerek hazirlamis oldugumuz
tire biyosensorleri ile bilgilere literatiirde karsilasilmamis olmasi, bu konunun orijinal
oldugunu gostermektedir. Bu tez ¢alismasinda elde ettigimiz sonuclar ve ilgili tartigmalar

asagida sirasiyla verilmistir.
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4.1 Amonyum Elektrotlar ile flgili Sonuclar

4.1.1 Amonyum elektrotlarinin kalibrasyon grafikleri

Boliim 3.5.1°de belirtildigi gibi hazirlanan amonyum elektrotlarindan her biri ile olusturulan
elektrokimyasal hiicre kullanilarak bir seri amonyum kloriir ¢ozeltisi i¢in potansiyeller (mV
olarak) okundu ve kalibrasyon grafikleri ¢izildi (Sekil 4.3- 4.6). Bu grafiklerden amonyum
elektrodu i¢in dogrusal caligma araligi ve egimleri belirlendi ve Cizelge 4.1°de verildi. Bu
elektrotlarin kalibrasyon grafiklerinden, hazirlanan elektrotlarin hepsinin 1,0x107-1,0x10° M
amonyum konsantrasyon araliginda dogrusal cevap verdigi ve egimlerinin 57-58 mV/p[NH;']

araliginda oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.1 25,0+1 °C’da amonyum elektrotlariin egimleri ve ¢alisma araliklart

Elektrot No

Egim’, mV/p[NH,'] £s

Calisma Arahg

58,0£0.1

57,1+£0.1

1,0x107%- 1,0x10° M

1,0x107%- 1,0x10° M

“s: Standart sapma.

Cizelge 4.1°de palmitik asit igeren PVC kullanilarak hazirlanan amonyum elektrodunun (I)

egimi karboksilli PVC ile hazirlanandan (II) daha iyi oldugu goriilmektedir.

300

250

200

E,mV

50

-50

Sekil 4.1 Membran I ile hazirlanan amonyum elektroduna ait kalibrasyon grafigi

150

100 t

log [NH,4']
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log [NH,*]

Sekil 4.2 Membran II ile hazirlanan amonyum elektroduna ait kalibrasyon grafigi

4.1.2 Amonyum elektrodun cevabina tampon konsantrasyonunun etkisi

Amonyum elektrotlarinin performansina tampon konsantrasyonunun etkisini incelemek igin,
6 farkli konsantrasyonda (5, 10, 15, 20, 25 ve 30 mM) TRIS tamponu kullanilarak hazirlanan
amonyum kloriir ¢ozeltilerinde (pH 7,0), hazirlanan iki farkli elektrotla potansiyel dl¢timleri
yapilarak c¢izilen kalibrasyon grafiklerinin egimleri belirlenerek Sekil 4.3’te tampon
konsantrasyonuna kars1 grafige gecirildi. Her bir tampon konsantrasyonunda, elektroda ait

egimler ise Cizelge 4.2°de verildi.

Cizelge 4.2 25.0+1 °C’da amonyum elektrotlarinin cevabina tampon konsantrasyonunun etkisi

Tampon Konsantrasyonu (mM) Egim , mV/p[NH,']) s
| 11
5 58,0+0,1 57,1 +0.1
10 48,7+1,5 47.3+0.7
15 42,9+0,1 40,9+1,7
20 40,9+0,3 37,2+0,6
25 36,8+0,5 34,6+0,9
30 34,3+0.3 30,9+0,5

“s: Standart sapma.
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70

——||

40 -

30 ~

Egim, mV [ log[lre]

20 ~

O T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

Tampon kons. {mM]}

Sekil 4.3 Amonyum elektrotlarinin egimlerinin tampon konsantrasyonu ile degisimi

Cizelge 4.2°de amonyum elektrotlarinin egimlerinin tampon konsantrasyonu ile degisimi
incelendiginde en yiiksek egimin elde edildigi tampon konsantrasyonunun 5 mM oldugu
goriilmektedir. Iki elektrot i¢in elde edilen egimler analitik amaglarla kullanilabilecek kadar
yiiksek ve Nernstian deger olan 59 mV’a yakin oldugundan 5 mM tampon konsantrasyonunda

iki elektrodun da amonyum tayininde kullanilabilecegi sdylenebilir.

4.1.3 Amonyum elektrodun cevabia pH’nin etKkisi

Amonyum elektrotlarinin performansina pH’nin etkisini incelemek i¢in 8 farkli pH’da (6,0;
6,5; 7,0; 7,2; 7,4; 7,6; 7,8 ve 8,0) ve 5 mM tampon konsantrasyonunda hazirlanan amonyum
kloriir ¢ozeltilerinin kalibrasyon grafikleri ¢izilerek egimleri belirlendi. Elde edilen sonuglar

Cizelge 4.3 te toplanda.
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Cizelge 4.3 25,0+1 °C’da amonyum elektrotlarinin cevabina pH’nin  etkisi

pH Egim , mV/p[NH,"] s
| 1

6,0 - -

6,5 26,0406  25.0+0,1
6,8 487409 46,8407
7.0 58,0+0,1 57,1 £0.1
7.2 56.8£02  52.9+0.7
7,4 54,6+0,2 51,3+0,4
7,6 53,8+0,2 50,4+0,6
7.8 46.9+0,5  48.8+0.1
8,0 458405 477406

"5 : Standart sapma.

Egim, mV / log[iire]

pH

Sekil 4.4 Amonyum elektrotlarinin egimlerinin pH ile degisimi



52

Cizelge 4.3 ve Sekil 4.4’den goriildiigi gibi, iki farkli sekilde hazirladigimiz amonyum-segici
elektrodun potansiyel cevabinin pH 7-8 arasinda en yiiksek ve dogrusal olmasi, bunlarin iire
biyosensorleri yapiminda bagarili bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir. Ciinkii

immobilize edilecek {lireaz enziminin optimum pH’1 bu araliga diismektedir.

4.1.4 Kanstirma hizinin etkisi

Amonyum elektrotlarinin cevabina karistirma hizinin etkisini arastirmak amaciyla manyetik
karistiricinin - hizi 100, 250 ve 750 rpm olmak {iizere ayarlanarak {iire c¢ozeltilerinin
potansiyelinin kararli hale gelmesi i¢in beklendi. Karistirma hizinin amonyum elektrodunun

cevabina onemli bir etkisi olmadig1 gézlendi.

4.1.5 Cevap siiresi

Amonyum elektrotlarinin cevap siiresini bulabilmek i¢in optimum sartlarda hazirlanan gesitli
konsantrasyonlardaki amonyum kloriir ¢ozeltilerine, amonyum elektrotlar1 daldirilarak
potansiyellerinin kararli hale gelmesi i¢in gerekli siire kaydedildi. Bu siirenin 30-60 saniye
arasinda oldugu goriildii. Diisiik amonyum konsantrasyonlarinda cevap siiresi daha uzun (40-

60 sn) iken yiiksek konsantrasyonlarda daha kisa (30-40 sn) oldugu gozlendi.

4.2 Ure Biyosensorleri

Amonyum iyonu Ol¢limiine dayanan biyosensdr yapiminda kullanilabilecegi diisiiniilen iki
adet amonyum elektrodunun, her birinin membranina, Bolim 3.6.1°de belirtildigi sekilde
tireaz (Jack bean ve Helicobacter pyroli) immobilize edildi. Koncki vd (1994) tarafindan da

kullanilan bu immobilizasyon iglemlerinin her biri Sekil 4.5 - 4.9°de verildi.

Islem A’da palmitik asit iceren PVC ve karboksilli PVC membranlar ile hazirlanan iire
biyosensorlerinin EDC ile aktive edildikten sonra iireazin membran yiizeyine baglanmasi

sagland1 (Sekil 4.5).
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COOH L C-0O- !—\
CHz \ X

COOH CH3 P N_(CH2)3_N= C=N_C2H5 HzN_ TTreaz
COOH » |—COOH - 5
COOH R-N=C=N-R'
(Karbodiimid) —CO—- 0—-C— NH-R
Membran I
N—R
—COOH

Membrani EDC ile aktivasyonu
—CO—NH -Ureaz

—COOH

CO— NH -Ureaz Ureazin baglanmasi
—COOH

Sekil 4.5 Palmitik asit iceren PVC ve karboksilli PVC membranlarla hazirlanan iire
biyosensorlerinin 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) karbodiimid ile aktive edildikten sonra
tireazin membran yiizeyine baglanmasi

Islem B’de Islem A’da hazirlanan dort ayr elektrodun membranmna  bagh iireaz
molekiillerinin  glutaraldehit 1ile ¢apraz baglanmasi saglandi. Glutaraldehit, iireaz
molekiiliindeki amino (-NH) gruplart ile etkileserek membrana baglanmis olan {lireaz
enziminin daha saglam baglanmasi icin molekiil i¢ci ve molekiiller arasi ¢apraz baglari

olusturuldu (Sekil 4.6).
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(@)
Membran
Ueaz | _ NH - O=CH-(CHy)3;-CH=0 + H,N _| Ureaz
Membran

N =CH - (CH2)3—CH =N

Ureaz — Ureaz
(b)
[ Membran }
N:CH—(CH2)3 -CH=N — \\
| CH
h ]
C‘I‘—| cH — (CHa)s
\
CH>)3

:

Sekil 4.6 Ureaz molekiiliiniin glutaraldehit ile molekiiller aras1 (a) ve molekiil ici (b) ¢apraz
bag olusturmasi

Membrana bagh iireaz molekiillerinin glutaraldehit ile capraz baglanmasi ile glutaraldehitin
baz1 uglari serbest kalir (Sekil 4.7). Islem C’de ikinci iireaz ilavesiyle {ireaz molekiilleri, PVC
membran iizerinde glutaraldehit ile yine molekiil i¢i ve molekiillerarasi ¢apraz bag yaparak (-

CHO uglarindan Schiff bazi olusturabilir) bir tabaka olusturmaktadir.
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( Membran )

N —CH—-(CH); -CH= N*I Ureaz

Sekil 4.7 Membrana bagli lireaz molekiillerinin glutaraldehit ile ¢apraz baglanmasi ile
glutaraldehitin baz1 uglarinin serbest kalmast

Bu c¢alismada glutaraldehit kullanmamizin amaci, baglanmis iireaz molekiilleri arasinda
molekiil i¢ci ve molekiilleraras1 capraz bag olusturarak immobilize enzim tabakasini daha
kararli hale getirmek ve birinci lireaz tabakasini destek molekiil tabakasi olarak kullanarak

ikinci tireaz molekiiliinii buna baglamaktir.

Immobilize olmus enzimdeki azometin baglar1 kararli degildir. Asidik veya bazik ortamda

hidrolizlenebilir (Koncki vd 1994) (Sekil 4.8).

{ Membran }
Ureaz %N= CH=-(CHp); ~-CH=N
lHidroliz
( Membran

J
i
Ureaz ___NH,+ OHC—(CH,); -C —0 + HoN

Sekil 4.8 Immobilize olmus enzimdeki azometin baglarinin hidrolizlenmesi

Azometin baglarinin hidrolizine engel olmak i¢in hazirlanan iire biyosensorlerine NaBHy ile
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indirgeme islemi yapilmistir (Sekil 4.9). Indirgeme isleminden sonra hazirlanan biyosensérler

olarak adlandirildi.

Membran ]
Ureaz —N=CH—(CH,); =C H:N‘[ Ureaz
NaBH,
[ Membran ]
Ureaz —NH—CH2 —(CH,); ~CH,—HN= Ureaz

Sekil 4.9 Ure biyosensdrlerinde immobilize olan iireazdaki azometin baglarmin NaBHy ile
indirgenmesi

Islem A ile immobilizasyonla hazirlanan iire biyosensdrlerinin amonyuma cevap verip iireye
cevap vermemesi, bu immobilizasyon yonteminde iireaz molekiillerinin kimyasal baglanma
sirasinda  aktivitesinin ¢ok azaldigini gostermektedir. Islem B ile ortama glutaraldehit
ilavesinde ise zaten aktivitesi iyice azalmis olan iireazin serbest kalan uglarinin da
glutaraldehit ile bloke edilmesi sonucu aktivite gosterecek {iireaz molekiilii sayisi gok
azalmaktadir. Bu nedenle bu elektrotlar amonyuma cevap verirken iireye cevap
verememektedir. Calismamizda sadece Islem D ile hazirlanan iire biyosensorlerinin analitik

ozellikleri belirlenmistir.

Deneysel c¢aligmalarimizda kullanilan tire biyosensorlerine verilen simgeler, Cizelge 3.8.’de

gosterilmistir.

4.2.1 Ure biyosensorlerinin amonyuma cevabi

Islem D ile hazirlanan iire biyosensorlerinin amonyuma duyarli olup olmadigmi anlamak igin
her bir iire biyosensorii ile amonyum kloriir ¢dzeltisinin potansiyelleri okunarak ayri ayri
kalibrasyon grafikleri ¢izildi. Kalibrasyon grafiklerinden amonyum iyonu i¢in dogrusal

caligma aralig1 ve elektrotlarin egimleri hesaplandi ve Cizelge 4.4 *da verildi.
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Cizelge 4.4 25,0 + 1 °C°da iire biyosensdrlerinin amonyum iyonu i¢in dogrusal ¢alisma
araliklar ve elektrotlarin egimleri

Elektrot No Egim*,(mV/p[iire]) +5 Calisma Arahgi

| 40,3+2,4 1,0x10™- 1,0x10° M
I 35,6+2,3 1,0x10™- 1,0x10° M
1 33,5+1,5 1,0x10™- 1,0x10° M
\Y 30,4+1,8 1,0x10™- 1,0x10° M

“s: Standart sapma.

Cizelge 4.4’ dan de goriildiigii gibi, enzim immobilizasyonundan sonra da bu elektrotlarin
amonyuma duyarlilignin iyi oldugu ve 1,0x107-1,0x10° M konsantrasyon araliginda
amonyuma cevabmin yine dogrusal oldugu bulundu. Bu nedenle, bu sekilde hazirlanan

amonyum elektrotlar iire tayininde kullanilabilir.

4.2.2 Ure biyosensorlerinin kalibrasyon grafikleri

Amonyuma duyarliliginin iyi oldugunu anladigimiz iire biyosensdrlerinin iireye karsi
kalibrasyon grafikleri de ¢izildi (Sekil 4.11 - 4.13). Her bir biyosensor icin kalibrasyon

grafiklerinden caligma araliklar1 ve egimleri belirlendi.

Cizelge 4.5 25,0+1 °C’da iire biyosensérlerinin egimleri ve ¢aligma araliklari

Biyosensorler Egim (:I:s)* (mV/pliire]) Calisma arahg

| 33,440,7 1,0x102-1,0x10°M
[ 22,240,3 1,0x102 - 1,0x10°M
11 18,2+0,5 1,0x102-1,0x10°M
Y 14,6 +0,2 1,010~ 1,0x10°M

“s: Standart sapma.

Cizelge 4.5’de goriildiigii gibi, palmitik asit iceren PVC kullanilarak hazirlanan iire
biyosensorlerinin egimleri (I) karboksilli PVC ile hazirlananlardan (11) biraz daha iyidir. Ayni

sekilde Helikobacter pyroli iireaz biyosensorlerinin egimlerine bakildiginda palmitik asit
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iceren PVC kullanilarak hazirlanan iire biyosensorlerinin egimleri (I11) karboksilli PVC ile

hazirlananlardan (IV) daha iyidir.

Walcerz ve arkadaglar1 (1996), bu ¢alismadakine benzer membran bilesiminde hazirladiklar
iire biyosensorlerinin ¢alisma araligini 7,0x107% — 3,0x10™*M olarak tespit etmislerdir. Bu
calismada ise daha iyi sonug elde edilmistir. Butt ve Camman (1992), membran bilesimindeki
karboksilli PVC yerine PVC kullanarak yaptiklari iire biyosensoriinde 1,0x10 - 1,0x10° M
‘lik bir ¢alisma araliginda serumda {ire tayini yapmislardir. Eggenstein vd (1999) ise bu degeri
2,1x102 — 7,2x10™* M olarak bulmuglardir. Bizim hazirladigimiz {ire biyosensdriiniin ¢calisma
araligr ise 1,0x102 — 1,0x10™* M olarak bulundu. Bunun sonucu matriks materyali olarak
palmitik asit kullanilarak hazirlanan iire biyosensoriiniin fizyolojik sivilarda iirenin tayini i¢in

avantajli oldugunu sdyleyebiliriz.
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Sekil 4.10 I nolu tire biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.11 II nolu iire biyosensdriiniin kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.12 I nolu iire biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.13 1V nolu iire biyosensdriiniin kalibrasyon grafigi

4.2.3 Tampon konsantrasyonunun etkisi

Ure biyosensérlerinin performansina tampon konsantrasyonunun etkisini incelemek igin, 6
farkli konsantrasyonda (5, 10, 15, 20, 25 ve 30 mM) TRIS tamponu kullanilarak hazirlanan
tire ¢ozeltilerinde (pH 7,0) tim biyosensorlerle potansiyel dl¢limleri yapilarak kalibrasyon
grafikleri ¢izildikten sonra belirlenen biyosensorlerin egimleri Cizelge 4.6°de verildi. Ayrica

tampon konsantrasyonuna kars1 egim degerleri grafigi de Sekil 4.14 ve Sekil 4.15°de verildi.
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Cizelge 4.6 25,0+1 °C’da iire biyosensorlerinin cevabina tampon konsantrasyonunun etkisi

Egim , (mV/p[iire])+s

Tampon I 1 i v
Kons.

(mM)

S) 37,0+5,6 27,3t4,4 18,5+1,3 13,6+1,4
10 38,8+4,7 39,745,2 15,7£2,4 9,4+0,8
15 44,4453 25,1+3,0 14,2+1,6 6,7+0,3
20 42,6+4,3 18,2+1,6 10,2+0,8 5,7+0,3
25 40,845,1 14,5+£2 4 9,1+0,5 4,5+0,6
30 33,1+5,5 12,8+1,5 8,9+0,7 3,1+0,5

“s: Standart sapma.
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Sekil 4.14 1 ve II nolu iire biyosensdriiniin egimlerinin tampon konsantrasyonu ile degisimi
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Sekil 4.15 111 ve 1V nolu iire biyosensoriiniin egimlerinin tampon konsantrasyonu ile degisimi

Cizelge 4.6 ile Sekil 4.14’den de goriilecegi gibi, I ve II nolu iire biyosensorleri i¢in en
yiiksek egimin elde edildigi optimum tampon konsantrasyonunun 10 mM oldugu bulundu. 5
mM’dan daha diisiikk tampon konsantrasyonlarinda, ¢ozeltinin tamponlama kapasitesi diisiik
oldugundan calisilmadi. Cizelge 4.6 ile Sekil 4.15’den de goriilecegi gibi, III ve IV nolu iire
biyosensorleri igin en yiiksek egimin elde edildigi optimum tampon konsantrasyonunun 5 mM

oldugu bulundu.

Koncki ve arkadaslari (1994) hazirladiklari tire biyosensorti ile yaptiklari ¢alismada 1, 5 ve 25
mM tampon konsantrasyonunda ¢alismiglar ve tampon konsantrasyonunun artmasi ile
biyosensoriin duyarliliginin azaldigini ve tayin smirinin arttigini belirtmislerdir. Bu bizim
sonuglarimizla uyumludur. Bu ¢aligmada da tampon konsantrasyonunun artmasi ile

biyosensorlerin cevabinda azalma goriilmiistiir.

4.2.4 pH’nin etkisi

Ure biyosensérlerinin performansima pH’ nin etkisini incelemek igin 8 farkli pH’da (6,0; 6,5;
7,0; 7,2; 7,4, 7,6; 7,8 ve 8,0) ve optimum tampon konsantrasyonunda iire ¢Ozeltileri
hazirlandiktan sonra kalibrasyon grafikleri ¢izilerek egimleri belirlendi. Elde edilen sonuglar

Cizelge 4.7°da toplu olarak verildi.
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Cizelge 4.7 25,0+1 °C’da iire biyosensérlerinin cevabina pH’nin etkisi

Egim ,(mV/pliire])+s

pH

| 1 i v
6,0 10,9+1,5 10,7£2,2 25,2419 15,2+0,7
6,5 24,2+3,6 12,4+3,5 20,2+2,1 14,2+1,9
6,8 27,5+1,4 15,5+2,8 12,9+0,9 12,5+1,1
7,0 32,3+2,8 17,3£3,5 9,3+1,4 8,7+0,2
7,2 35,3+3,9 29,4+3,5 8,6+1,2 6,4+0,8
7,4 13,8+£2,5 19,5+£2,0 7,7+0,6 5,6+1,0
7,6 10,5+2,3 10,5+1,6 6,7+0,7 4,9+0,9
7,8 8,9+2,1 8,4+1,6 5,4+0,3 3,6+0,4
8,0 8,5+1,5 6,5+0,9 5,0£0,4 3,2+0,6

“s: Standart sapma.
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Sekil 4.17 111 ve IV nolu iire biyosensdriiniin egimlerinin pH ile degisimi

Cizelge 4.7 ile Sekil 4.16 goriildiigii gibi, pH 7,2‘¢ kadar | ve Il nolu iire biyosensorlerinin
egiminin, dolayist ile duyarliliginin, kademeli olarak arttii ve sonra diistiigii gozlendi.
Dolayisiyla optimum g¢alisma pH’s1 olarak 7,2 secildi. pH 7,0’nin lizerinde iireazin aktif
merkezinden proton ayrilacagindan enzim denatiire olabilir (Adeloju et.al., 1996) ve bu pH
degeri disinda iireaz maksimum aktivite ile iireyi NH," ve HCO; ™ hidrolizleyememektedir.
Ru-Qin vd (2000) de potansiyometrik sensor sistemlerinin en Onemli performans
ozelliklerinden biri olan tampon pH’sinin artmasi sonucu biyosensoriin cevabinin azaldigini

belirtmislerdir.
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Cizelge 4.7 ile Sekil 4.17 goriildiigii gibi ise pH 6,0‘dan itibaren III ve IV nolu iire
biyosensorlerinin egiminin, dolayist ile duyarliliginin, diistigi gozlendi. Boylece optimum

calisma pH’1 6,0 olarak belirlendi.

4.2.5 Sicakhgin etkisi

Ure biyosensérlerine sicakligin etkisini incelemek igin, 6 farkli sicaklikta (20, 25, 30, 35, 40
ve 45°C), her bir biyosensdr icin optimum tampon konsantrasyonunda ve optimum pH’da
hazirlanan iire ¢ozeltileri ile ayr1 ayr1 potansiyel l¢limleri yapilarak kalibrasyon grafikleri

cizilerek egimler belirlendi (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 Ure biyosensdrlerin cevabina sicakligim etKisi

Sicaklik (°C) Egim’, (mV/pl[iire])s
| [ 11 IV

20 27,4+3,1 23,9422 8,2+0,4 7,3£1,0
25 32,442.5 28,4+1,5 15,5+1,8 8,0+1,2
30 26,3+3,2 23,042,1 17,2+1,3 12,4+0,9
35 15,2+1,5 15,342,0 9,1+0,5 5,8+1,0
40 9,5+1,5 7.4+1,4 5,8+0,6 4,3+0,3
45 5,7+0,9 6,5+1,1 6,3+0,9 3,5+0,4

“s: Standart sapma.



65

35

——|
30 +
—=—1I

25

20

15 +

Egim, mV [ log[lire]

10

20 25 30 35 40 45 50

Sicakhk {oC)

Sekil 4.18 I ve II nolu iire biyosensoriiniin egimlerinin sicaklik ile degisimi
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Sekil 4.19 11l ve IV nolu iire biyosensoriiniin egimlerinin sicaklik ile degisimi

Cizelge 4.8 ile Sekil 4.18°de goriildiigii gibi, I ve II nolu iire biyosensérleri igin 20-25°C
araliginda egimin fazla degismedigi goriildii ve bu nedenle iire tayinlerinin oda sicakliginda
yapilabilecegi diisiiniildii. 25°C’dan sonra egimdeki diisiis, biyosensdrdeki immobilize edilmis
lireazin aktivitesinin diismiis oldugunu gostermektedir. Literatiirde iire biyosensorleri ile
yapilan ¢alismalarda genellikle 20-25 °C sicaklikta calisilmistir (Koncki vd 1994, Walcerz vd
1996, Magalhaes ve Machado, 1998). Ancak iireazin farkli yontemler kullanilarak immobilize
edilmesi ile hazirlanan {ire biyosensoriiniin optimum c¢alisma sicakliginin 37°C oldugu
bulunmustur (Karube et.al., 1986). Cizelge 4.8 ile Sekil 4.19’de goriildiigii gibi, 111 ve IV nolu

iire biyosensorleri i¢in optimum ¢alisma sicakligi 30 OC olarak bulunmustur.
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4.2.6 Secicilik katsayilarinin hesaplanmasi

Biyolojik ortamlarda en ¢ok bulunabilen iyonlarm (Na*, K* ve Ca*?) iire biyosensérlerinin
cevabina etkisini belirlemek amaciyla bu biyosensorlerin sézkonusu iyonlar igin segicilik

katsayilar1 ayr1 ¢ozelti yontemi ile tayin edildi.

Cizelge 4.9 Ure biyosensérlerinin secicilik katsayilart

Iyon Secicilik katsayisi, K s x

| 1 11 v

Na+ 1,2x10% 26x10% 4,7x10° 9,4x107
K* 1,1x10* 56x10 15x10! 1,3x10%

Ca®* 1,1x10° 25x10° 43x10° 84x10°

Bu sonuglar, iire biyosensorleri iizerine Na®, K* ve Ca*? iyonlarinin bozucu etkisinin az
oldugunu gostermektedir. En fazla bozucu etkisi olan tiir ise K* iyonudur. Walcerz ve
arkadaslar1 (1996) ayni katyonlar i¢in secicilik katsayilarini tespit etmisler ve bu katyonlar
arasinda bozucu etkisi en fazla olan katyonun K* oldugunu belirtmislerdir. Koncki ve
arkadaglart (1994) da Na*, K* ve Ca®* iyonlarinin biyosensér performansma etkisini
incelemisler ve bu iyonlarin girisim etkilerinin ihmal edilecek diizeyde oldugunu tespit

etmislerdir. Bizim sonuglarimiz da literatiir verileri ile uyum ic¢indedir.

4.2.7 Kanistirma hizinin etkisi

Ure biyosensorlerinin cevabina karistirma hizinin etkisini arastirmak amaciyla manyetik
karnigtiricinin hizi 100, 250 ve 750 rpm olmak fiizere {i¢ farkli hiza ayarlanarak iire
coOzeltilerinin potansiyelinin kararli hale gelmesi i¢in beklendi. Amonyum elektrotlarinda
oldugu gibi iire biyosensorlerinde de 100 ve 750 rpm karistirma yapildiginda kararl
potansiyele ulagmak i¢in gegen siire, 250 rpm hizda karistirildiginda gegen siireden daha uzun
oldugu bulundu. Bu nedenle manyetik karigtiricinin hiz1 yaklagik 250 rpm’e ayarlandi ve

biitiin ¢aligmalarda ¢ozeltiler bu hizda karistirildi.

Karigtirma hizinin artmasinin biyosensorlerin potansiyeline herhangi bir etkisinin olmadigy,

ancak cevap zamaninda bir artisa neden oldugu goriilmiistiir. Bu durum, diisiik karistirma
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hizlarinda enzimatik reaksiyonun yavas oldugu, yliksek karistirma hizlarinda ise enzimin
konformasyonu bozulacagindan enzimatik reaksiyonun gerceklesme olasiliginin azaldigi
seklinde aciklanabilir. Bu nedenle 250 rpm en uygun karistirma hizi olarak bulundu. Walcerz
ve arkadaslar1 (1995) biyosensoriin analitik 6zelliklerine karistirma hizinin etkisinin ihmal

edilebilir diizeyde oldugunu belirtmislerdir.

4.2.8 Cevap siiresi

Ideal bir biyosensor kisa siirede sonug¢ verebilmelidir. Ure elektrotlarinin cevap siiresini
bulabilmek i¢in optimum sartlarda hazirlanan ¢esitli konsantrasyonlardaki iire ¢ozeltilerine
tire biyosensorleri ve referans elektrot daldirilarak potansiyellerinin kararli hale gelmesi icin
gecen siire kaydedildi. Cevap zamani ile belirtilen, biyosensoriin analizlenecek maddenin
bulundugu ortama temas ettigi andan itibaren Ol¢lim diizeneginden sonucun okundugu ana
kadar gegen siiredir. Biyosensorler i¢in cevap zamani 5 dakikaya kadar olan degerler uygun
kabul edilirken, 10 dakika uzun bir siire olarak goriiliir (Cubuk, 2001). T ve II nolu {ire
biyosensorlerinin cevap zamanlari, yaklasik 1 — 2 dakika arasindadir. III ve IV nolu iire
biyosensorlerinin cevap zamanlart ise 1 — 5 dakika arasinda degismektedir. Bu sonuglar
literatiirde pek cok iire biyosensdriiniin cevap siiresinden daha kisadir (Walcerz et.al.,1996;

Butt and Camman,1992; Eggenstein et.al., 1999).

4.2.9 Raf Omrii

Ure biyosensérlerinin dmiirlerini belirlemek amaciyla, 2 ay boyunca haftada iki defa iire
biyosensorleri i¢in kalibrasyon egrileri ¢izildi (Sekil 4.20 ve 4.21) ve c¢alisma araligi ve
egimleri belirlendi. Caligma aralig1 degismeksizin egim degerinde 2 ay sonunda I nolu fiire
biyosensoriinde % 47,5, II nolu iire biyosensoriinde % 75,8, III nolu iire biyosensdriinde
% 44, IV nolu iire biyosensériinde ise % 62,5 degerlerinde diisme oldugu gdzlemlendi. Ure
biyosensorlerinin egimleri 60 glinden sonra dereceli olarak azaldi. Sonuglardan da goriildiigi
gibi, palmitik asit kullanilarak hazirlanan iire biyosensorlerinin raf émrii, karboksilli PVC

kullanilarak hazirlanan iire biyosensorlerinin raf dmriine gore daha iyidir.
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Sekil 4.21 Iki ay siiresince |11 ve IV nolu iire biyosensérlerinden elde edilen egim
degerlerindeki degisme

4.2.10 Tekrarlanabilirlik

Ure biyosensdrlerinin tekrarlanabilirligini belirlemek igin ayni giinde aym biyosensor ile 5
defa kalibrasyon grafigi cizilerek her bir biyosensoriin egimi belirlendi. Egim degerlerinin
bagil standart sapmalar1 hesaplandi. Biyosensorlerin bagil standart sapma degerleri Cizelge

4.10’de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.10 Ure biyosensérlerinin Bagil Standart Sapma (B.S.S.) degerleri

I 1 i v

Bagil Standar Sapma (B.S.S.) 0,08 0,05 0,2 0,25

Bagil standart sapma degerleri % 10 degerinden az oldugunda membranin tekrarlanabilirligi
yiiksek olduguna gore, membranlarimizin tekrarlanabilirli§inin  ylksek oldugunu

sOyleyebiliriz.

4.2.11 Serumda iire tayini

Hazirladigimiz palmitik asit iceren PVC membranli {ire biyosensoriiniin biyolojik ortamlarda
tire tayininde kullanilip kullanilamayacag arastirildi. Bu amagla, tic hemodiyaliz hastasindan
alman serumlarda iire tayini standart katma yontemi kullanilarak yapildi. Standart katma
yonteminde elde edilen iire ¢ozeltileri i¢in kalibrasyon grafiklerine birer 6rnek Sekil 4.22.°te
verildi. Bu tip grafiklerden yararlanarak ii¢ hasta i¢in kan serumundaki toplam amonyum
miktarlar1 hesaplandi. Ure miktarmin hesaplanabilmesi icin, serumda bulunan amonyum
miktarinin da belirlenmesi gereklidir. Bunun i¢in de, aynmi sartlarda hazirlanan amonyum
elektrodu kullanilarak standart katma yontemi yardimiyla serumdaki amonyum miktarlart
belirlendi (Sekil 4.23). Ure elektrodu ile belirlenen toplam amonyum miktarindan, amonyum
elektrodu ile belirlenen amonyum miktar1 ¢ikarilarak her bir hasta icin serumdaki tire

miktarlari tayin edildi ve Cizelge 4.11.”de verildi.
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Sekil 4.22 Ure biyosensorii ile standart katma yontemi kullanilarak 10 M iire ¢ozeltisi ilave
edilmesi ile yapilan mV 6l¢iimleri sonucu elde edilen kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.23 Amonyum elektrodu ile standart katma ydntemi kullamlarak 10% M NH,CI
cozeltisi ilave edilmesi ile yapilan mV 6l¢iimleri sonucu elde edilen kalibrasyon grafigi

Cizelge 4.11 Serumda iirenin tayini igin iire biyosensorii ve diyaliz merkezinden elde edilen

sonugclar
Hasta No Ure miktar1 (mg/dL)
Diyaliz Merkezi I I i v
1 114 112,7 108,1 69,3 65,2
2 122 1195 111,7 829 739
3 149 158,2 136,99 97,3 919

Ure biyosensorii ile elde edilen sonuglar, hastane laboratuarinda elde edilen sonuglarla
karsilastirildi ve sonuglarin uyum i¢inde oldugu gozlendi. Her bir biyosensor igin, o

biyosensorii i¢in daha 6nceden belirlemis oldugumuz optimum sartlar kullanildu.



71

5. SONUCLAR

Bu caligmada kanda iire tayini yapabilmek ic¢in, uzun zincirli bir yag asidi olan palmitik asit
iceren PVC membran elektrotlar1 kullanilarak iire biyosensorii gelistirildi ve gelistirilen bu
biyosensér PVC — COOH membran elektrodu kullanilarak hazirlanan iire biyosensorii ile

karsilastirildi.

Boliim 4.’teki sonuglara bakildiginda palmitik asit igeren PVC membran elektrodunun, PVC —
COOH igeren membran elektroduna gore bircok parametrede {stiinliik sagladigini

gormekteyiz.

Ure biyosensériimiizii hazirlarken iki farkl iireaz kullandik. Bu iireazlardan biri ticari olarak

temin edilen Jack bean iireazi, digeri ise Helicobacter pylori’den saflastirilan tireazdir.

Bolim 4.’te gouldigi gibi, Helicobacter pylori ile yapilan arastirmalarda, ticari iireaz ile
yapilan ¢alismalar kadar iyi sonu¢ alinamamamis olmamiza ragmen biyosensoriimiiziin iireye
kars1 diisiik de olsa bir cevap vermesi c¢alismanin basarili oldugunu goéstermektedir.
Helicobacter pylori iireazi ile hazirlanan biyosensorlerin diisiik egim degerleri vermesinin

nedeni, enzimin aktivitesinin diisiikliigiinden kaynaklanmaktadir.

Daha 6nce iire biyosensorii gelistirilmesine yonelik bir¢ok calisma yapilmis olmasina ragmen,
bizim c¢alismamizda kullanidigimiz Helicobacter pylori {ireazi 6nceki ¢alismalarda

kullanilmamastir. Bu da bizim ¢aligmamiza orjinallik katmaktadir.
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