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OZET

Klenbuterol, sempatik sinir sistemi uyaricisi olarak kullanilan bir Bp-reseptoriidiir.
Klenbuterol azot tutucu, yag depolamay1 azaltici 6zellige sahiptir ve besin doniistimiini
etkiler. Anabolik etkisi, protein sentezini artirmasmin sonucudur. Klenbuterol anabolik
etkisinden dolayr oOzellikle sporcular tarafindan viicut gelistirmek amaciyla da
kullanilmaktadir. Ciftlik hayvanlarinin beslenmesinde klenbuterolun, yem katki maddesi
olarak kullanildig1 yasadis1 bir¢ok uygulama da mevcuttur. Bu nedenle, hassas, spesifik ve
kullanishi bir analiz, hayvan beslemelerinde, dokularda, kanda ve idrarda bulunan

klenbuterol kalintilarinin yerinde tespiti igin gereklidir.

Bu amagla, klenbuterol tayini igin; basit, ucuz ve etkili bir yontem gelistirilmesi
hedeflenmistir. Klenbuterol molekiilii i¢in yiiksek segicilikte olan nano anti-klenbuterol
antibadi polimeri hazirlanmis ve immunosensér yapiminda kullamlmistir. Ik asamada;
nano anti-klenbuterol antibadinin sentezinde kullanilacak monomer olan MAT-Ru-MuABt
sentezlenmis, karakterizasyonu *H NMR ile gergeklestirilmistir. Anti-klenbuterol antibadi
ile modifiye edilen MAT-Ru-MuABt monomerleri, uygun ¢apraz baglayic1 varliginda

polimerlestirilip, nano anti-klenbuterol antibadi elde edilmistir.

Ikinci asamada; altin nanopartikiil (AUNP) sentezlenmis ve nano anti-klenbuterol

antibadinin modifiyesinde kullanilmistir. Karakterizasyonu SEM ile gergeklestirilmistir.

Son asamada ise; hazirlanan nano anti-klenbuterol antibadi ve altin nanopartikiil
modifiye edilmis nano anti-Klenbuterol antibadi ile iki farkli immunosensér hazirlanmistir.
Hazirlanan bu immunosensdrlerin potansiyel cevabi, pH, cevap siiresi, segiciligi ve tekrar

kullanilabilirligi incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Klenbuterol, immunosensér, Potansiyometrik sensor, AuNP
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SUMMARY

Clenbuterol is a B,-receptor used as a stimulator of the sympathetic nervous system.
Clenbuterol nitrogen retainer has oil storage reduction function and affects nutrient
conversion. The anabolic effect is the result of increasing protein synthesis. Clenbuterol is
also used by bodybuilding athletes due to its anabolic effect. A lot of cases which illegal
application of clenbuterol as feed additives in feeding farm animals exist. Therefore, a
sensitive, specific and convenient assay is essential for on-site detection of ultra trace

residue of clenbuterol in animal feeds, tissues, bloods and urines.

For this purpose, a simple, inexpensive and effective method was developed for the
determination of clenbuterol. The highly selective nano anti-clenbuterol antibody polymer
for the clenbuterol molecule was prepared and used in immunosensor construction. First
stage; MAT-Ru-MuABt, a monomer for synthesis of nano anti-clenbuterol, was
synthesized and characterized by *"H NMR. MAT-Ru-MuABt monomers modified with
anti-clenbuterol antibody were polymerized in the presence of a suitable crosslinker and

nano anti-clenbuterol antibody was obtained.

In the second stage; gold nanoparticle (AuNPs) was synthesized and used in the

nano anti-clenbuterol modification. Gold nanoparticle characterized by SEM.

In the last stage; two different immunosensors were prepared with the prepared
nano anti-clenbuterol antibody and gold nanoparticle-modified nano anti-clenbuterol
antibody. Potential response, pH, response time, selectivity and reusability of these

prepared immunosensors were examined.

Keywords: Clenbuterol, Immunosensor, Potentiometric sensor, AUNPs
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1. GIRIS VE AMAC

Gunumiizde veteriner ilaglarinin kullanim zorunluluklar ile birlikte, bilingsizce
uygulanmalari, besinlerin, veteriner ilag kalintilar1 ile kirlenme riskini artirmistir.
Hayvanlarda, hastaliklarin tedavisi ve gelismenin hizlandirilmasi amactyla yem ya da suya
katilan kimyasal maddeler, doku ve organlarda birikme yapar. ilag uygulanmis
hayvanlardan elde edilen gidalarda bulunan, farmakolojik etkiye sahip etkin maddenin
kendisi, pargalanma iiriinleri ya da metabolizma tiriinleri “kalint1” olarak tanimlanir. Besin
degeri olan hayvanlara uygulanan bu tiir ilaglarin, hayvansal iiriinlere gegen kalintilar
besin kirlenmesine neden olarak tiiketicilerde zehirlenmelere, cinsiyet ozellikleri ve
davraniglarda degisimlere, lireme bozukluklarina, teratojenik, mutajenik, Kkarsinojenik
etkilere ve direngli suslarin ortaya ¢ikmasiyla uygulanan ilaglarin etkilerinin azalmasi gibi
olumsuzluklara yol agmaktadir (Paulson vd., 1992; Threlfall vd., 1994; Thomson ve
Sporns, 1995; Coffman ve Beran, 1999; Kaya vd., 2002a; Oztiirk, 2002).

Anabolik steroidlerden olan klenbuterol, p;-agonist bir ilagtir. Insanlarda astim
tedavisinde akcigerde nefes darligindan olusan salgilarin azaltilmasini saglamasi sebebiyle,
uterus gevsetici (tokolitik) olarak da veteriner hekimlikte kullanilmaktadir. Bunlarin
disinda, anabolik etkisi sebebiyle sporcular tarafindan da viicut gelistirme amaciyla sik¢a
kullanilir. Klenbuteroliin anabolik etkisi, protein sentezini artirmasi, yag depolamayi
azaltmasi ve azot tutucu ozellikte olmasindan kaynaklanmaktadir. Veterinerlikte et ve siit
tretiminde kullanilan klenbuterolun sebep oldugu artiklari, insanlarda saglik acisindan
yiiksek risk olugturmaktadir (Nan Liua, 2009). Hatta klenbuterol tedavisi gormiis hayvanin
etinin ya da siitiiniin tiiketilmesi halinde 6liime bile sebep olabilmektedir. Bu nedenle,
biyolojik Orneklerde klenbuteroliin analitik tayini biiylik 6nem tasimaktadir. Bu amacla

cesitli yontemler kullanilmistir. Bunlardan birkagz;

e HPLC (Yiksek performansh sivi kromatografisi) (Botterblom vd., 1993; Chang
vd., 2005; Morales-Trejo vd., 2013).

e GC-MS (Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi) (Amendola vd., 2002; Ramos
vd., 2003).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0015
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0030
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0030
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0105
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0005

e LC-MS (Siv1 kromatografisi-kiitle spektrometrisi) (Blanca vd., 2005; Courant vd.,
2009; Dominguez-Romero vd., 2013).

e ELISA (Enzim baglh immunosorbent test) (Prezelj vd., 2003).

e ki boyutlu s1iv1 kromotografisi (Guo vd., 2016).

e Elektrokimyasal immunosensor (Talib vd., 2016).

e Elektrokemiliiminesans immiinosensor (Li vd., 2013).

e Iyon segici elektrot (Liang vd., 2012).

Bahsedilen bu yontemlerde, Kullanilan ekipmanlarin pahali olmasi, uzun islem
gerektirmesi ve pratik olmamasimnin yaninda, ekipmanlari kullanmak ve sonuglart
degerlendirmek icin uzman Kkisilere ihtiyag duyulmasi tayini zorlagtirmaktadir. Bu
nedenlerle klenbuterolun tayini i¢in yiiksek hassasiyete sahip, kolay uygulanabilir, diisiik
maliyetli ekipmana sahip, ¢ok diisiik derisimlere inebilen ve ek saflastirmaya ihtiyag

duymayan bir yontemin uygulanmasi hedeflenmistir.

Calismamizda, altin nanopartikiil (AUNP) modifiye edilmis ve modifiye edilmemis
nano anti-klenbuterol ile hazirlanan immunosensorlerin potansiyometrik davranislari
incelenmistir. Ik asamada; nano anti-klenbuterolun sentezinde kullanilacak monomer olan
MAT-Ru-MuABt sentezlenmistir. Anti-Klenbuterol antibadi ile modifiye edilen MAT-Ru-
MuABt monomerleri, uygun capraz baglayici varliginda polimerlestirilip nano anti-
klenbuterol antibadi elde edilmistir. Ikinci asamada; altin nanopartikiil sentezlenmis ve
nano anti-klenbuterol antibadi, altin nanopartikiil ile modifiye edilmistir. Son asamada ise;
hazirlanan nano anti-klenbuterol antibadi ve altin nanopartikiil modifiye edilmis nano anti-
klenbuterol antibadi ile iki farkli immunosensdr hazirlanmistir. Hazirlanan bu
immunosensorlerin - potansiyel cevabi, pH, cevap siiresi, segiciligi ve tekrar

kullanilabilirligi incelenmistir.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0010
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0045
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0045
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0065
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0110

2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Kalint1 Analizi

Hayvanlarda hastaliklarin tedavisi, onlenmesi ve kontroliinliin yaninda gelisimi
hizlandirmak i¢in dogrudan, yem veya suya katilan ilag ve diger kimyasal maddeler, doku
ve organlarda birikme yapar. Biriken bu kimyasal maddeler ve ilaglar “kalint1” olarak

adlandirilmaktadir.

llag ve kimyasal maddelerin, insan ve hayvanlar tarafindan tiiketilene kadar
yemlerde ve besinlerde bulunmasina izin verilen miktarina “tolerans diizeyi” denir. Doku
ve organlardaki tolerans diizeyinin istliindeki tiim kalintilar, toksikolojik olarak Onem

tasimakta ve tehlikeli kabul edilmektedir (Kaya ve Unsal, 2000).

Hayvanlarda, biiylimeyi hizlandirmak, hayvansal iiriinlerin verimini artirmak ve
kilo kaybin1 6nlemek amaciyla, anabolik maddeler, antibiyotikler, vitamin ve mineraller,
rumen sindirimi degistiricileri, ndroleptikler, [, reseptdér uyaricilari, enzim ve bakteri

kiiltiirleri siklikla kullanilmaktadir (Kaya ve Piringei, 2007).

2.1.1. Antibiyotikler

Antibiyotiklerin biliyiik ¢ogunlugu mantarlar ve bakteriler tarafindan sentezlenen ya
da yar sentetik olarak elde edilen, ¢ok diisiik yogunluklarda bile, hastalik etkenlerinin
gelisme ve iiremelerini durduran veya onlari 6ldiiren kimyasal maddelerdir (Libby, 1975;
Sanli, 1988).

Antibiyotiklerin, tedavi edici ve koruyucu olarak kullanilmalar1 1928’de
Penisilin’in kesfi ile baslamaktadir. Penisilin enfeksiyonal hastaliklar tizerindeki kesin
etkisi anlagildiktan sonra diger dogal kaynakli antibiyotiklerin arastirilmasi

yogunlagtirtlmistir. Boylece 1942’de Klortetrasiklin - ve  Aueomisinin, 1944’de
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Streptomisin, 1947’de Polimiksin, 1950’de Kloramfenikol ve Kloromisetin ile diger

antibiyotiklerin bulunmasi birbirini izlemistir (Kayaalp, 1989; Sanli, 1988).

Ulkemizde, veteriner hekimlikte, 1991 yil1 sonu itibariyle ruhsatlandirilip iiretimi
yapilan 350'den fazla ilacin 100'den fazlasini antibiyotik ve benzer etkili ilaglar
olusturmaktadir. Ayr1 ayr1 veya bir kagini birlikte iceren ve 46 etkin madde halinde ¢esitli
sekillerde hazirlanmis 1ilag, arilar da dahil, evcil hayvanlarda c¢esitli amaclarla
kullanilmaktadir. Bunlar i¢inde 6zellikle aminoglikozid, penisilin, tetrasiklin ve makrolid
grubundaki bazi ilaglar ile kloramfenikol sigirlarda genis uygulama alani bulmustur

(Anonim, 1991; Nouws, 1981; Tmaz, 1992).

Modern hayvan yetistiriciliginde geng¢ hayvanlara, yetistirme hastaliklarinin 6niine
gecilmesi i¢in belirli miktarlarda antibiyotigin verilmesi Onerilmektedir. Antibiyotikler,
genc hayvanlarin beslenme degisikliginde, iklim ve ahir degistirmede ve transport
sirasinda olusan yorgunluk ve halsizliklerin 6nlenmesinde de kullanilmaktadir. Yapilan bir
caligmada yem rasyonlarina katilan antibiyotiklere bagl olarak, kanatlilarda %15-16, geng
hayvanlarda %20, danalarda %5-10, domuzlarda %8-12 oraninda viicut agirlig1 artisinin

meydana geldigi saptanmistir (Ugur, 1978).

Antibakteriyel ilaglar veteriner hekimliginde, bakteriyel ve tek hiicreli
mikroorganizmalarin sebep oldugu hastaliklarda, tedavi ve koruma amagli siklikla
kullanilmaktadir. Tedavi amaciyla ve saglikli hayvanlarda ise koruyucu dozlarda genellikle
iki haftaya kadar kullanilan antibakteriyel ilaglar, hastaliklarin olugma riskinin azaltilmasi,
gelisimin hizlandirilmasi, yemden yararlanma ve verimi artirmak sebebiyle bazen, tiim

hayatlar1 boyunca uygulanmaktadir (Goldman, 2004; Kaya vd., 1992).

Amerika Birlesik Devletleri’'nde kullanilan antibiyotigin %84’ti hayvancilik
sektoriinde kullanilmaktadir. Bu oranin %78,5°1 ¢iftlik hayvanlarinda koruma ve biiylimeyi
hizlandirma, %5,7’1 ise tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica, antibiyotiklerin az bir
miktar1 (%0,1), baz1 bitkilerde bakteriyel patojenlerden korumak igin pestisid olarak;
%2,8’1 kii¢iik hayvan hekimliginde kdpek ve kedilerin tedavisinde ve %13 niin insanlarin

tedavisinde kullanildig1 bildirilmektedir (Goldman, 2004).
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Antibiyotiklerin biiyiime ve beslenmedeki etkileri asagidaki teorilerle agiklanmistir;

e Antibiyotikler, besin elementlerini kullanan mikroorganizmalar1 inhibe edebilirler.

e Yedek besin elementleri olabilirler (Vitamin, aminoasit ve enerji aliminda yedek
madde olabilirler).

e (Gida maddesi veya su alinimini artirabilirler.

e Toksin iireten mikroorganizmalar1 inhibe edebilirler.

e Besin unsurlarinin sindirim ve absorbsiyonunu hizlandirabilirler (Webb ve Taylor,
1990).

2.1.1.1. Kullanilan antibiyotiklerin saglhik voniinden etkileri

Hayvanlarda, koruyucu ve biiyiime hizlandirict olarak antibiyotik kullanimi sonucu
meydana gelen direngli bakteri suslarinin, bu hayvanlarin tiiketilmesi sirasinda insanlara
bulagmasi sonucu hastaliga sebep olabilmekte ve tedavisinde ise bakterilerin direng
gosterdigi ilaglar kullanildiginda tedavi basarisiz olabilmektedir (Goldman, 2004).
Besinlerde var olan bazi antibakteriyel ilag kalintilari, gesitli alerjik reaksiyonlara, bazi
doku ve organlarin hasar gérmesine sebep olmaktadir (Edder vd., 1999).

Sindirim sisteminde; bulanti, kusma, istahsizlik, ishal, siiper enfeksiyon.

Hemopoetik sistemde; kansizlik, alyuvarlarda pargalanma, trombositlerde azalma, serum
hastalig1, kemik iliginde depresyon.

Sinir sisteminde; norolojik bozukluklar, epilepsi, suur bulanikligi, denge yetenegi
bozuklugu, periferik sinirlerde bozukluk ve fel¢ler.

Idrar yollarinda; idrar yapamama, idrarda albiimin ve kristal goriilmesi.

Dolasim siteminde; arterial basincin diismesi, 6dem, damar cidari iltihabi.

Diger sistemlerde; Cesitli alerjik reaksiyonlar, hepatit, solunum merkezi felci, solunum

giicliigii, troid bezinde bliylime, gézde ¢esitli bozukluklar, dislerde bozukluklar, biiylimede
yavaslama, deri dokiintiileri, agirlik kaybi (Sanli, 1984; Kamber, 1990).

2.1.2. Anabolik maddeler

1930’larda cinsiyet hormonu strojenin, kanatli ve sigirlarda biiyiimeyi artirdiginin
tespit edilmesi ve kimyasinin anlasilmasiyla bircok miktarda hormonun sentetik olarak

tiretimi miimkiin olmustur. Boylece, 1947°de tavuklarin ve 1954°te de sigirlarin gelisimini
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hizlandirmak amaciyla sentetik Ostrojenler kullanilmaya baslanmistir. Dietilstilbestrol
(DES), piliglerde ABD’de ticari kullanilan ve 0Ostrojenik olarak tretilen ilk sentetik
hormonlardan biridir. Ayrica, dietilstilbestrol insanlarda da ilag olarak kullanilmistir.
Dietilstilbestrolun kansere sebep oldugu anlasildiktan sonra 1959°da piliglerde ve 1979’da
sigirlarda kullanimi yasaklanmistir (Kaya ve Piringci, 2007).

Hormonlar kimyasal olarak steroid veya protein yapida bulunurlar. Steroid yapili
hormonlar, sindirim kanalindan emilerek vicutta etkinliklerini devam ettirirler. Omegin,
steroid hormonu olan dogum kontrol haplari da agizdan aliirlar. Protein yapidaki
hormonlarsa midede pargalanir ve agizdan alinmalari durumunda viicutta etkinlik
gosteremezler. Bu nedenle, protein yapili hormonlarin etki olusturmasi igin viicuda

enjeksiyon ile verilmesi gerekir (Kaya ve Piringci, 2007).

Anabolik maddeler, viicutta azotun tutulmasina, proteinler ve aminoasitlerin
parcalanmasinin azalmasina sebep olarak kas kitlesini artirirlar ve viicutta, azot yaninda,
Na, K, S, P ve Cl tutulmasina da yol agarlar. Bunun disinda anabolik maddeler,
eritropoetin (glikoprotein hormonu) sentezinin artmasinin yaninda, kemik iligindeki kan
yapict merkezin uyarilmasina yol agarak, kan yapiminin da artmasina neden olmaktadir.
Androjenik-anabolik maddeler kemiklerde uzunlamasma biiylimeyi hizlandirirak, geng-
biiylime donemindeki hayvanlarda boy uzamasina sebep olurlar (Sener, 1994; Kayaalp,
1990; Kaya, 1994; Kaya, 1984; Ergiin, 1988). Bu etkileri ile anabolik maddeler
hayvanlarda canli agirlik artisin1 %10-25, yemden faydalanmayi %5-10 artirirlar. Anabolik
maddeler, kas kitlesi ve kemik bigimlenmesini artirici, yag depolarini ise azaltict yonde
degistirirler; ¢iinkii, kas ve kemik dokunun sentezi i¢in gerekli enerji miktar1 ayni
agirliktaki yagin sentezi i¢in gerekenden daha az ve karkastaki (yapi iskeleti) su orani da
viicut yagindan daha yiiksektir. Bunun sonucu olarak, hormon uygulanan hayvanlarda
hormon uygulanmayan hayvanlara gore belirli miktarda verilen yem daha fazla canl

agirlik artis1 saglamaktadir (Kaya ve Piringci, 2007).

Anabolik maddelerin kullanilma amaglari;

. Gelisimi hizlandirmak ve yemden yararlanma oranini artirmak,

. Kronik olarak zayiflatan hastaliklarda protein sentezini artirmak,



. Anemilerde kan yapimini artirmak.

Hayvanlarda gelisimi hizlandirmak amaciyla anabolik madde kullaniminin en
onemli sakincasi, kesim Oncesi bekletme siiresine uyulmadigr takdirde, hayvanlarin
yenilenebilir doku ve organlarinda kalint1 birakmalaridir. Istenmeyen bu durum nedeniyle,
88/146/EEC numarali talimatla 01.01.1989 tarihinden itibaren AB iilkelerinde anabolik
maddelerin kullanilmas1 ve hormonlu etlerin ithalati yasaklanmistir. Ulkemizde Tarim
Bakanligi, Koruma ve Kontrol Genel Miidirligi’niin 07.08.1989 tarih ve 6 sayili
genelgesiyle ithalati yapilan canli hayvan ve karkas (yapi iskeleti) etlerinin hormon
kalintilar1 bakimindan analizlerinin yapilmasini zorunlu kilmistir. Bu sebeple, 1989-1995
yillar1 arasinda, ¢esitli hayvan tiirlerine ait 18161 et ve idrar 6rnegi analiz edilmis; 67 idrar
numunesinde 19-nortestosteron (32 ornek), zeranol (2 6rnek) ve 6stradiol-7b (33 ornek)
kalintis1 bulunmustur. Bakanlik tarafindan ayn1 donemde i¢ piyasadan saglanan 1317 sigir
etinin (0rneklerin kulak alt1 bolgesinden alindig: belirtilmistir) 7°sinde 21-180 ppb arasinda
zeranol kalintisi tespit edilmistir (Kaya ve Piringci, 2007).

Kalinti miktar1 ve maruziyet siiresi dikkate alimmadan bir degerlendirme
yapildiginda, bu tiir kalinti igeren besinleri tiikketen insanlarin, cinsiyet Ozelliklerinde
degisikliklerin yaninda, ¢esitli doku ve organlarda timor artisi olabilecegi Ongoriiliir.
Ozellikle gebelik &nleyici olarak, uzun siireli kullanildiginda, dstrojenik maddeler basta
meme bezi, bobrek, testis, uterus, kemik, diger doku ve organlarda tiiméorlerin gelisimine
neden olurlar. Ornegin; strojenik maddeler endometriyal kanser sikliginda 5-15, meme
timorlerinde ise 2-6 kat artisa sebep olabilir. Deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda
ise, bu maddelerin ¢esitli doku ve organlardaki tiimoral gelismelere kendi reseptorlerine
olan etkilerinin aracilik ettii ve bu yapilarin cinsiyet hormonu reseptor sikligiyla yakin
iligkili olmakla birlikte, bu etkiye fizyolojik miktarin ¢ok iizerindeki miktarlarda yol
acildig1 ortaya konulmustur.

Anabolik maddelerin uygulandigt hayvan {izerinde de olumsuz etkileri
bulunmaktadir. Ornegin; dstrojenler igdis danalarda disilik belirtilerinin ortaya ¢ikmasina

yol agarak, hayvanin besicilikten ¢ikarilmasina ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
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ABD’de (Yeni Zelanda, Avustralya ve Kanada’da da) gelismeyi artirici olarak
kullanilmak {izere onaylanmis 6 farkli steroid hormon bulunmaktadir. Bunlar; ostradiol,
progesteron, testosteron, zeranol, trenbolon asetat ve melengestrol asetattir. Ostradiol ve
progesteron dogal disi cinsiyet hormonlari, testosteron dogal erkek cinsiyet hormonu,
zeranol, trenbolon asetat ve melengestrol asetat ise sentetik biiylime artirict (hayvanlarin
hizli biiylimesini saglayan hormon benzeri kimyasal maddeler) maddelerdir. ABD federal
yasalar1 bu hormonlarin koyun ve sigirlarin gelisimini hizlandirmak amaciyla kullanimina
izin vermekte ancak, kanatli (tavuk, hindi, ordek) ve domuzlarda kullanima izin

vermemektedir.

Ulkemizde de bu tiir maddelerin kullanimi 1992 yili itibari ile yasaklanmustir.
Bugiin tilkemizdeki mevcut uygulama 2003 yilinda ¢ikarilan “Gida degeri olan hayvanlara
uygulanmasi yasaklanan ve belli sartlara baglanan hormon ve benzeri maddeler hakkinda
Teblig” (2003/18) ile diizenlenmektedir. Bu Teblige gore stilbenler, antitroidal maddeler,
anabolizan amagli kullanilan steroidler, zeranol dahil beta rezorsilik asit laktonlar ve beta
agonisti maddelerin anabolizan amaciyla kullanilmalar1 yasaktir. Ayni sekilde, bu tiir
maddelerin iiretilmesi, satilmasi, bulundurulmasi ve uygulamalari da yasaktir. Ancak
ozellikle erkeklik ve disilik hormonlarinin tedavisel amacgla ve zootekni amaciyla
kullanilmalar1 veteriner hekim kontroliinde ve regete ile olmak iizere miimkiindiir. Ancak
bu durumda da uygulama ile ilgili belirli kriterler s6z konusudur. Bu tiirden ilaglar implant
seklinde olamazlar; enjeksiyonluk, vaginal siinger ya da spiral tarzda olmalar

gerekmektedir (Kaya ve Piringci, 2007).

2.1.2.1. Anabolik maddelerin siniflandirilmasi

e Viicutta sekillenen dogal endojen hormonlar;  testosteron, Ostradiol 17b,

progesteron gibi maddelerdir.

Testosteron, dihidroependesteron (DHA) ve progesteron, viicutta hizla
metabolize edildikleri i¢in (testosteronun yar1 émrii 10-20 dk, progesteronun yari
omrii 5-20 dk) ve dolayisiyla etki siirelerinin kisa olmasi nedeniyle anabolik amagla

kullanilmalar1 pratikte tercih edilmez.



e Anabolik steroidler; testosteronun tiirevi olup, bir kismi anabolizan olarak
kullanilir. Bunlar, 19-nortestosteron, 17-a. alkiltestosteron, dihidrotestosteron ve

androstenodion tiirevleri ile diger tiirevler olarak siniflandirilabilir.

Bu grupta yer alan anabolik streoidler ozellikle kas ig¢i enjeksiyonla
verildiginde, uygulama yerinden yavas yavas emilir, dolasima gecen ilagtaki ester

bagimin kopmasiyla serbest kalir ve uzun stireli etki olusturur.

e Yapay (sentetik nonsteroid) Ostrojenler; dietilstilbestrol (DES), hekzestol,
dienestrol ve etinilstandrol gibi maddelerdir.

Genellikle bu tiir maddeler enjeksiyon seklinde verildiklerinde sindirim

sisteminde tahrip olduklarindan, etkileri ¢ok azdir ya da verimi ¢ok az artirirlar

(Kaya, 1991; Liman, 1994; Sener, 1994).

2.1.3. Vitamin ve mineraller

Hayvan yemlerine az miktarda katilan vitamin A, As, Co, Cu gibi maddeler
hayvanlarda gelisimin hizlanmasina ve yemden faydalanmanin artmasma neden

olmaktadir.

2.1.4. Rumen sindirimi degistiricileri

Gevis getiren hayvanlarin mideleri 4 bélimden olusmaktadir. Bu béliimlerin en
bliyligii rumen (6n mide) olup, bedenin sol tarafinda bulunur ve karnin biiyiikk kismini

olusturur.

Gevis getiren hayvanlarda, bazi maddeler rumendeki bakteri toplulugunu etkileyip,
sindirimi daha yiliksek oranda propiyonik asidin olusacag: sekilde degistirerek, daha ¢ok
ATP hazirlanmasina neden olurlar. Buna karsilik, asetik asit ve butirik asit ile hidrojen
sekillenmesi azalir; sonugta, hidrojen ve karbondioksitin birleserek metan sekillenmesi ve

enerji kaybi Onlenir. Boylece, hayvanlarin nisastali-sekerli maddelerden olusan enerjiyi
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daha yararli bir sekilde kullanmalar1 saglanir. Bu amagla siklikla kullanilan maddelerden

biri monensindir; ayrica, lasalosid, narasin, avoparsin gibi maddeler de kullanilabilir.

2.1.5. Enzimler ve probiyotikler

Hayvan yemlerine katilarak ve besin maddelerinin sindirimini gergeklestiren
amilaz, lipaz, proteaz gibi enzimleri igeren prepatlar; bazi 6zel Lactobacilli ve Streptococci

suslarini igeren yem katki maddeleri hayvanlarda yemin degerlendirilmesini artirirlar.

2.1.6. Noroleptikler

Gelisimi hizlandirict etkileri, farmokolojik etkilerinin dogal bir sonucu olarak enerji
harcanimin1 azaltmalarindan kaynaklanmaktadir. Noroleptiklerin bu amagla kullanimi

biiyiik 6l¢iide azalmistir.

2.1.7. Bo-adrenerjik reseptor uyaricilari

Bu grupta yer alan klenbuterol, salbutamol, simaterol gibi maddeler yag dokuda
dagilan P,-adrenerjik reseptorlere (bu reseptorler bazen Ps-olarak da adlandirilir) olan
etkileri (yaglarin erimesine yol agici ve sentezini azaltici etkileri) nedeniyle, son yillarda
hayvanlarda gelisimi hizlandirici olarak kullanima girmislerdir. Birgok iilkede
Klenbuteroliin gelisimi hizlandirict olarak kullanilmasi yasaklanmistir (Kaya ve Piringci,

2007).

2.1.7.1. Klenbuterol

Anabolik steroidlerden olan klenbuterol oral yolla aktif olan B,-agonist bir ilagtir.
Tedavide, uterus kaslarmin motilitesini durdurmak (tokolitik) ve bronkospazmolitik olarak

kullanilmaktadir. Planipart® ve Ventipulmin® adli ticari preparatlar1 bulunmaktadir (Pfaftl
vd., 2003).
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Klenbuterol SSS stimulani olarak kullanilan bir B, agonistidir. Insanlarda
bronkolitik (akcigerde nefes darligindan olusan salgilarin azaltilmasini saglayan) ajan
olarak astim tedavisinde, brons ve uterus gevsetici (tokolitik) olarak da veteriner
hekimlikte kullanilmaktadir. Klenbuterol anabolik etkisinden dolayr 6zellikle viicut
gelistirici sporcular tarafindan da kullanilmaktadir. Klenbuterol ilk kez 1972 yilinda Kect
ve ark. tarafindan sentezlenmistir. Kapali formiilii, C1,H18CI2N2O; agik ismi, klen,4-amino-
alfa(t-butil-amino)metil-3,5-diklorobenzil alkol’diir. Molekiiler agirligi, 277,18 g’dir. Sekil
2.1°de klenbuteroliin kimyasal yapis1 gosterilmistir. Beyaz renkli ve kokusuzdur. Ergime

noktast 174 °C’ dir. Suda, metanolde ve etanolde iyi, kloroformda az ¢oziiniir, benzende

OH H
Cl N7<
H2N
Cl

Sekil 2.1. Klenbuterol’iin yapisi

ise ¢oziinmez.

Klenbuterol azot tutucu, yag depolamayi azaltici Ozellige sahiptir ve besin
doniistimiinii etkiler. Anabolik etkisi protein sentezini artirmasinin sonucudur. Hiicre
zarinda [(-reseptoriinde bir dizi biyokimyasal tepkimenin baglatilmasindan sorumludur.
Klenbuterol’in benzen halkasinda -OH olmayist lipofilikligini artirir. Klenbuterol bu
ozelliginden dolay1 kan beyin bariyerini agar ve santral sinir sistemine dogrudan etki yapar.
Klenbuteroliin alfa karbonu tizerindeki -OH substitiienti, ilacin monoaminoksidaza (MAO)
kars1 dayanikliligmi artirdigr igin etki siiresi uzundur. Azot lizerinde biitil grubunun
bulunmasi, B2-reseptorler lizerinde secici etkinlik gosterir.

Klenbuterol’iin yarilanma dmriiniin hayvanlarda 30 saat civarinda oldugu, serbest
olarak atildig1 ve terapotik doz uygulamasindan sonra idrarla atilan miktarin hi¢bir zaman
10-20 pg/mL diizeyini asmadigi gorilmiistiir (Polettini, 1996). Farelere propranolol,
labetalol ve klenbuterol verildiginde, bu ilaglarin dogum 6ncesi ve sonrasi serbest olarak

beyinde biriktigi ve kan beyin bariyerini gectigi bildirilmektedir (Botterblom vd., 1993).
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Klenbuterol, hayvan kas ve dokularinda birikerek, bu hayvanlarin etlerini yiyen insanlarda

zehirlenmeye neden olmaktadir.

Klenbuterol’lin en belirgin yan etkileri; titreme, bas agrisi, bas donmesi, tasikardi,
kusma, ates, hipokalemi ve hipoglisemi gibi doz bagimli laboratuvar degerleri
anormallikleri, uzun donem tedavilerde adale yorgunlugudur. Bunun yaninda anabolik doz

aliminda [, -agonistlerin tiim yan etkilerini géstermektedir.

Insan sagh@ acisindan biyolojik 6rneklerde klenbuteroliin hizli ve hassas bir
sekilde tespiti onem arz etmektedir. Tarim ve hayvancilikta kullanilan bazi kimyasallar
uygulandiklar yerlerde ve canlilarin viicudunda kismen parcalanarak etkisiz ya da zararsiz
hale getirilirken, bazilar1 (organik klorlu bilesikler, dioksinler, dibenzofuranlar, metaller,
bazi mantar ilaglari, klenbuterol gibi) da olduk¢a yavas ayrigmalari nedeniyle, artan
miktarlarda birikirler; gida zincirine giren bu maddeler, nihai tiiketici durumundaki
insanlara kadar ulasirlar. Insanlara ulastiktan sonra ise hastalanmaya, hatta Sliime bile

sebep olabilirler.

Klenbuterol tayin yontemleri soyledir;

e HPLC (Yiiksek performansh sivi kromatografisi) (Botterblom vd., 1993; Chang
vd., 2005; Morales-Trejo vd., 2013).

e GC-MS (Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi) (Amendola vd., 2002; Ramos
vd., 2003).

e LC-MS (Sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisi) (Blanca vd., 2005; Courant vd.,
2009; Dominguez-Romero vd., 2013).

e ELISA (Enzim bagl immunosorbent test) (Prezelj vd., 2003).

e ki boyutlu s1iv1 kromotografisi (Guo vd., 2016).

e Elektrokimyasal immunosensor (Talib vd., 2016).

e Elektrokemiliiminesans immiinosensor (Li vd., 2013).

e Iyon segici elektrot (Liang vd., 2012).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0015
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0030
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0030
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0105
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0005
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0010
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0045
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0045
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0065
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615009590?np=y#b0110
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2.2. Literatiir Taramasi

Guo P. ve ark., ¢alismalarinda; iki boyutlu sivi kromatografisi ile molekiiler
baskilanmis monolitik kolona yeni bir yontem kazandirmis ve domuz karacigeri ve domuz
idrar orneklerinde klenbuterol analizi gergeklestirmislerdir. Dogruluk, karaciger ve idrarda
sirastyla, %94,3 ile % 99,7 ve % 93,7 ile % 99,6 arasinda degisen degerlere sahipken,
tekrarlanabilirlik bagil standart sapmasini (RSD), her iki analiz i¢in % 8,6'dan diisiik elde
etmiglerdir. Tayin sinirlarini ise karaciger i¢in 16 ng/mL, idrar igin 25 ng/mL olarak tespit
etmislerdir (Guo vd., 2016).

Cao H. ve ark., bir hibridom kiiltiir siipernatantindan elde edilen klenbuterol (CL
mAb) monoklonal antikoru, farkli polietilen glikol (PEG) konsantrasyonlarinda, PEG
molekiil agirliklarinda, pH degerlerinde ve NaCl konsantrasyonlarinda sulu iki fazli bir
sistem (ATPS) ile saflastirmislardir. Daha sonra CL mAb, CL mAb'yi igeren bir PEG
fazina dogrudan polistiren mikro kiireler (PSMS'ler) ekleyerek yerinde immobilize
etmiglerdir. Hareketsizlestirilmis antikor kullanarak, domuz Orneklerinde klenbuterol
kalintilarini tespit etmek i¢in bir immiinosensor kurmuslardir. Sonuglari, pH 8,0'de % 15
(a/a) PEG6000, % 15 (a/a) fosfat ve % 15 (a/a) NaCl'den olusan bir ATPS'nin
kullanilmasiyla bolimleme katsayis1 7,24, aktivite geri kazanimi1 % 87,86 ve saflagtirma
katmanini 2,88 olarak elde etmislerdir. PEG-CL mAb-PSMS 30 mL fosfat tamponu (PBS)
ile yikamalart yapildiktan sonra ilk faaliyetinin % 98'ini muhafaza ettigini tespit etmislerdir
(Cao vd., 2015).

Dou Y. ve ark., klenbuterol molekiillerinin hizli ve yiiksek hassasiyette algilanmasi
icin elektrik alan giidiimlii ivme stratejisine dayali akilli telefon tabanli bir immiinosensor
gelistirmisglerdir. Immiinosensor ilkesi, elektrot yiizeyindeki sinirli anti-klenbuterol
antikorlar1 i¢in drneklerdeki serbest klenbuterol (CL) ile CL-HRP konjugeleri arasindaki
rekabet reaksiyonuna dayanmaktadir. CL monoklonal antikorlarini, ¢ok duvarli karbon
nanotiipleri ve kegi-anti-fare 19G'si (MWNTSs-IgG) i¢eren nano-biyo katman tizerine monte
etmis ve kullanima hazir immiinosensor elektrotlart olusturmuslardir. Optimal kosullar
altinda, immiinosensoriin, 6 dakika i¢cinde en az 0,076 ng/mL CL tespit edebildigini

gozlemlemislerdir (Dou vd., 2016).
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Talib N.A.A. ve ark., klenbuterol tespiti i¢in, PEDOT/MWCNT hibrit kompoziti
tabanli elektrokimyasal immunosensor gelistirmislerdir. Poli(3,4-etilendioksitiyofen)
(PEDOT)’in yiiksek iletkenlik 6zelligi ve karbon nanotiip (CNT)’lin yiiksek yilizey alan
0zelliginin kombinasyonu ile immunosensor elde etmislerdir. Potasyum ferrisiyanid (Ksz[Fe
(CN)g])'daki siklik voltametri (CV) Olglimiine dayanarak, modifiye edilmemis elektrotla
(114,75 mV ve 0,163 mA) karsilastirildiginda, daha diisiik pik potansiyel ayrimi (90,33
mV) ve daha yiiksek tepe akimi (0,197 mA) elde etmislerdir (Talib vd., 2016).

Li C. ve ark., domuz idrarinda az miktarda CL kalintisi tayini i¢in uygulanan, ultra-
duyarl bir elektrokemiliiminesans immiinosensor gelistirilmistir. Antijen immobilizasyonu
icin altin nanopartikiil katkili kitosan kompozit film kullanilmis ve izleyici antikor olarak
Ru (bpy)s?* isaretli antikor kullamlmustir. Onerilen yéntem dogrusal bir aralikta 0,010-1,0
ng/mL'yi gosterirken, CL i¢in de 0.0050 ng/mL'lik bir tayin limiti mevcut olup, onceki
birgok raporunkinden diisik bir tayin limiti elde edilmistir. Bu yOntem, basit
manipiilasyon, kisa tahlil siiresi ve yiiksek tespit hassasiyeti nedeniyle az miktarda CL

kalintis1 taramasi igin uygun bulunmustur (Li vd., 2013).

Liang R.N. ve ark., klenbuterol tayini i¢in, bir polimerik membran iyon segici
elektrot hazirlamistir. Kalip molekiil olarak, ¢okeltme polimerizasyonu ile sentezlenebilen,
molekiiler tanima i¢in bir iyonofor olan klenbuterol hidrokloriir kullanilmistir. Optimize
edilmis kosullar altinda, Onerilen membran elektrodu, 1,0x107 M ile 1,0x10* M
konsantrasyon araliginda protonlanmis klenbuterolun tayin limiti 7,0x10® M olarak elde
edilmistir. MIP tabanli sensor mitkemmel segicilik, hizli tepki siiresi ve tatmin edici uzun
vadeli istikrar gosterir. Potansiyometrik sensor, domuz idrar numunelerinde %98 ve %107
arasindaki geri kazanimlar ve 3 dakikadan kisa bir analiz siiresi ile klenbuterol tayininde

basarili bir sekilde uygulanmistir (Liang vd,, 2012).

Ozkiitiik E.B. ve ark., klenbuterol kalit: tayini i¢in, karbon nanotiipe dayali klenbuterol
baskili polimeri, hem PVC hem de karbon pasta elektrot yapiminda kullanmisti5r. 1,010
mM derisim i¢inde PVC membran elektrodun vyaklasik 2 dakikada, karbon pasta
elektrodun ise yaklasik 1 dakika gibi kisa bir siirede karara geldigi tespit edilmistir. PVC
membran elektrodun tayin limiti 4,9x10°° mM, karbon pasta elektrodun ise 9,1x10"° mM
olarak belirlenmistir (Ozkiitiik vd., 2015).
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2.3. Antikor-Antijen Tliskisi

2.3.1. Antikorlar

Antikorlar, viicudun immiin (bagisiklik) sisteminin bir pargasi olan lenfositler
tarafindan ihtiyag duyuldugunda iiretilir ve viicuda giren yabanct maddeyi (antijen)
taniyarak immiin sistemini harekete gecirirler. Antikorlar immunoglobulinler olarak da
bilinen (1gG, IgM, IgA, IgD ve IgE) bir glikoprotein ailesidir. “Ab” ile simgelenir. Antijen
ise bir immiin yanita neden olan ve viicut tarafindan yabanci olarak taninan herhangi bir
molekiiler maddedir ve “Ag” ile simgelenir. Antikorlarin genel yapisi Sekil 2.2°de

gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. Antikorlarin genel yapisinin sematik gosterimi

Bir immiinglobulin molekiiliiniin %90°1 polipeptid, %10’u karbonhidrattan
olugsmaktadir. Ig’ler elektron mikroskobunda Y harfi seklinde gézlemlenen, her birinden

ikiser tane olan iki ¢esit polipeptid zincirinden olusurlar.

Agir Zincir (Heavy: H); Molekiil agirligi fazla olan, uzun zincirlerdir. Yaklasik
450-500 aminoasit (50-60 kDa) igerirler. Ig’nin hem kol hem de goévde kisminda

bulunurlar.

Hafif Zincir (Light: L); Molekiil agirligi daha az olan kisa polipeptit zincirleridir.
Yaklasik 220 aminoasit (25 kDa) igerirler. Y harfi seklindeki Ig’nin kol kisimlarinda

bulunurlar.
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Ig molekiiliiniin kollarinda bulunan hafif ve agir zincir ile govdesinde bulunan agir
zincirler birbirlerine disiilfit baglari ile baglidir. Her polipeptit zincirinde oldugu gibi H ve
L zincirlerinde de NH, ile sonlanan bir amino terminal u¢ ve COOH ile sonlanan bir
karboksi terminal u¢ bulunmaktadir. Ig molekiiliinde Y harfinin iki kolunun ug¢ kisimlari
amino terminal uglar olup, antijenler bu kisimlara baglanir. H ve L zincirlerinin amino
terminal uca yakin olan kisimlarindaki aminoasitlerin dizilis siras1 degisebilir 6zellikte
oldugu i¢in bu bolgelere V Bolgesi (Variable: Degisken) adi verilmektedir. Bu degisken
kisimlar Ig molekiiliiniin olusumuna sebep olan antijen molekiiliine uyacak ozellikte
sentezlenirler (Bilgehan, 1993). Eger bir Ig, 6zellikle belirli bir antijeni kavrayacak sekilde
tiretilmisse, Ozgiil bir antikordur ve genellikle hafif zincirleri sabittir (Aydin, 2000).
Polipeptit zincirlerinin geri kalan kisimlarinda degiskenlik goriilmediginden bu kisimlara C

bolgesi (Constant: Degismez) adi verilir.

Antikorlar, agir ve hafif zincirlerden olusan Fab (The fragment antigen binding:
antijen baglama kismi1) parcasindan, antijenle spesifik bir sekilde birlesir. Antikorun antijen
ile birlestigi bu bolge “paratop” olarak adlandirilir (Rhoades vd., 2000). Y seklindeki
molekiiliin tek par¢a halinde kalan ve birgok biyolojik aktiviteden sorumlu gévde kismina
ise sogukta kristallesme Ozelligine sahip oldugu i¢in Fc (Fragment crystallizable: kristalize
olabilen par¢a) adi verilmektedir. Fc parcasinda sadece agir zincirler bulunur ve sert bir
molekiildiir. Genellikle Ig tipine ve konaga ait olan bir ug¢ ile sonlanmaktadir. Bu
molekiiliin Fc pargasi rijit olup antikor gérevi gérmez, bakteri hiicresine veya antijene
baglanamaz. Fakat immiin hiicrelerin ylizeylerindeki reseptorlere baglanabilir. Dolayisi ile
bir antikor molekiilii Fab pargalar1 ile antijeni tutar, Fc pargasi ile immiin hiicrelere tutunur

(Abbas vd., 1994; Aydin, 2000).

Antijen iizerinde antikor se¢imliligini yaratan 6zel bolgeler antijenik determinant
veya “epitop” olarak adlandirilir. Bir antijen molekiilinde birden fazla determinant grup
vardir. Antikorun paratop bolgesi 8-12 aminoasitlik determinant grubunu kavrayacak
Ozellige sahiptir. Antijen ile antikor arasindaki bu baglanma anahtar kilit iliskisi
seklindedir (Abbas vd., 1994). Teoride antikorlar sinirsiz sayida antijenik determinant i¢in
hazirlanabilmektedir. Baz1 antikorlar antijenin etkinligine bagli olarak antijenin farklh
bolgelerine baglanabilir ve bu antijen i¢in farkli spesifiklige sahip olarak iiretilebilirler.

Epitop spesifikliginde farkliliklara sahip olan ve farkli alt siniflara ait olan bu heterojen
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antikorlar “poliklonal antikor” olarak adlandirilmaktadir. Ayni antijenin ayni epitopuna
baglanan, antijen i¢in ayni ilgi ve spesifiklige sahip antikorlara ise *“monoklonal
antikorlar” denilmektedir. Monoklonal antikorlar poliklonal antikorlardan daha yiiksek
spesifiklige sahip olmalarina ragmen, antijene daha diisiik ilgi gosterirler (Abbas vd., 1994;
Madigan ve Martinko, 2010).

Orijinal kemirgen hibridoma yontemine gére (Kohler ve Milstein, 1975), kemirgen
B lenfositleri ile iiretken olmayan fare myelomasi birlestirilerek orijinal B lenfositlerinden
monoklonal antikor iireten dliimsiiz bir hiicre serisi popiilasyonu olusturulmaktadir. insan
B lenfositlerinin tiretken olmayan fare myelomasi ile birlestirilmesiyle (genellikle Epstein-
Barr viriisii (EBV) kullanilarak transfer edilir) kemirgen-insan heterohibridomalar1 elde
edilir ve bunlar dogal olarak insan monoklonal antikorlarini iiretirler (Teng ve Lam, 1983).
Hibridoma teknolojisinin ilk zamanlarinda, monoklonal antikorlar genellikle in-vivo fare
kiiltiirleri ile elde edilmekteydi ve ilk lisansh terapotik monoklonal antibadi (OKT3) bu
yontemle elde edilmistir. Ancak, kalite, hayvan etikleri ve 6l¢ek biiyiitme imkansizliklar
dikkate alinarak bu yontem hizla tarihe karismis ve yerini in-vitro hiicre kiiltiiriine

birakmustir.

Monoklonal antikorlar gegmis yillarda sadece diagnostik test ajanlari olarak ele
alinirken, simdi in-vivo teshis (goriintiileme) ajanlar1 olarak ve gerek dogrudan kendileri,
gerekse de hedeflemeyi saglayan kisim olarak toksinler, ilaglar ve enzimlerle birlikte
terapotik ajan olarak tipta 6nemli bir role sahiptir. Monoklonal antikor molekiiliiniin
islenmesi i¢in tekniklerin gelistirilmesi ile antikorlarin antijenik segicilige sahip
parcaciklarinin insan esdegerleriyle degistirilmesi, Ozellikle terapotik ajan olarak

monoklonal antikorlarin tiretilmesinde 6nemlidir (Winter ve Milstein, 1991).

2.3.2. Antikor-antijen baglanma o6zellikleri

Antijen-antikor birlesmesi 6zgiildiir. Bir antijen sadece olusumuna neden oldugu
antikor ile birlesebilir. Antijen-antikor birlesmesi, antijen yilizeyindeki epitop ile antikor
molekiiliiniin Fab kismmin ucundaki V bolgesi arasinda olur. Ag-Ab birlesmesinde ¢ok
kuvvetli olmayan, diisiik enerjili baglar rol oynar ve olay tersinir Ozelliktedir. Birlesme
sonunda antijen veya antikor yapisinda degisiklik veya parcalanma olmaz. Ag-Ab birlesmesi

strasinda 1ki molekiil birbirine ne kadar yakinsa ve baglanma bolgeleri birbirine ne kadar
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uygunluk gosteriyorsa; baglanma o kadar giiglii olmaktadir (Anahtar-Kilit modelinde
oldugu gibi) (Luppa, 2001; D’Orazio, 2003).

Ag-Ab birlesmesi sirasinda etkin olan kuvvetler; hidrojen baglari, elektrostatik

etkilesimler, Van der Waals etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimlerdir.

Elektrostatik etkilesimler, polaritesi yiiksek molekiiller arasinda dipol-dipol
etkilesimler ya da yiiklii molekiiller arasindaki itici veya ¢ekici kuvvetler olabilirler.
Proteinlerde polipeptit omurgasinin karbonil gruplari ve polar aminler kalici dipollerin

olusumuna sebep olur. Ayrica polar ve yiiklii zincir bolgeleri dipollere katkida bulunur.

Hidrojen baglar1 elektrostatik etkilesimlerin bir alt grubu olarak disiiniilebilir.
Hidrojen baglari, elektronegatifligi yiiksek bir proton alici lizerindeki baglanmamis bir ¢ift
elektron ile elektronegatifligi yiiksek bir proton verici arasinda meydana gelmektedir.
Antikorlarda, amin gruplar1 proton verici ve karbonil gruplari, proton alici olarak gérev
yapmaktadir. Hidrojen baglari ve elektrostatik etkilesimler baglanmanin giiciine katkida
bulunurlar ve sulu ¢ozeltide bu etkilesimler, molekiiller aras1 kararlilik i¢in biiylik bir

katkiya sahiptir.

Van der Waals kuvvetleri ise, elektrostatik etkilesimlerden daha zayif dipoller
arasinda meydana gelir. Yakin molekiillerin elektrik alanlar1 bu kuvvetlerden sorumlu
gecici dipollerin olusumuna neden olmaktadir. Bu etkilesimler kismen zayif olmasina
ragmen, birgok etkilesimden meydana geldigi i¢in toplam baglanma siddetinin %50°sini

olusturabilir. Antikor antijen arasi uzaklik 1-2 A° indiginde bu kuvvetler etkinlesir.

Hidrofobik etkilesimler, yiizeylerinde glisin, alanin, 16sin, izolosin gibi hidrofobik
aminoasit igeren iki protein arasinda su molekiillerinin itilmesiyle olusan baglardir.

Antikor antijen birlesmesinde en 6nemli rolii bu baglar iistlenir.

Antikordaki dipoller antijenin dipolleriyle etkilesir ve baglanma i¢in uygun bir
yonelmeyi saglamak igin ortak hareket ederler. Bu elektrostatik etkilesimler ve hidrojen
baglar1 molekiiller aras1 kararlilik i¢in birincil katki saglarken, diger gii¢ler tamamlayici

olarak gorev yapmaktadir (Martin, 2001).
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2.3.3. Antijen-antikor baglanma Kinetigi

Cozeltide antikor ile antijen arasinda gerceklesen reaksiyon denklemi asagidaki
gibidir. Ab, serbest antikoru, Ag serbest antijeni, AbAg antijen-antikor kompleksini

gosterir ve k, ve Kqg sirasiyla birlesme ve ayrisma sabitidir.

Ab+Ag e~ AbAgkompleksi (2.1)

Ab-Ag arasinda gelisen etkilesimlerin temel termodinamik prensibi ise esitlikte
verildigi gibidir.
ka Ab X Ag

“~kd ~ bl x [Ag] 2.2)

Immiinosensérlerde kullanilan antikorlar ve antijenler tipik olarak kat1 bir yiizeye
immobilize edilirler. Immobilizasyon antikorun (ya da antijenin) yapisina gore

degisebilmekte ve boylece baglanma kinetigini etkileyebilmektedir.

2.4. Nanopartikiiller

Giliniimlizde, nanopartikiillerin farkli bilesimleri ve oOlgiileri; bircok amag
dogrultusunda, hassas tayin yontemleri olarak kullanilmaktadir. Nanopartikiillerin sensor
uygulamalarina getirdigi avantajlar; gelistirilmis hassasiyet, artan yiizey alanlarn,

giiclendirilmis etkileri ve kiiglik boyutlar1 seklinde siralanabilir (Wang, 2005).

Boyutlar1 100 nm ve altinda olan nanopartikiiller, nanoboyutlu malzemelerin ve
dolayisiyla da nanoteknolojinin temelini olusturmaktadir (Glirmen ve Ebin, 2008).
Nanomateryaller son yillarda, farkli yardimci yapilar, kompozitler ve o6zellikle cesitli

sensorlerin tiretilmesinde basariyla kullanilmaktadir (Asefa vd., 2009).

Nanopartikiiller farkli kimyasal yapidaki materyallerden iiretilebilirler. Bu
materyallerden en ¢ok kullanilanlar; metaller, metal oksitler, silikatlar, organik ve karbon
materyaller ile biyomolekiillerdir. Morfolojik olarak ise nanopartikiiller genellikle kiire,

silindir, tiip seklinde olabilmektedir. Nanopartikiiller spesifik uygulamalara uygun yiizey
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modifikasyonlarinin kolaylikla gergeklestirilebilecegi sekilde dizayn edilebilirler (Temur,
2010).

Nanopartikiillerin en ©Onemli avantajlari, ylizey alani hacim oranmin yiiksek
olmasidir. Nanopartikiillerle modifiye edilen elektrotlarda, nanopartikiiller hem elektrodun
yiizey alanini artirarak immobilizasyon verimini artirmakta hem de elektron aktarim hizin
artirarak daha diisiik tayin limitlerine inilebilmesine olanak saglamaktadir. OKsit
nanopartikiiller genelde yiiksek biyo uyusabilirliklerinden dolayr biyomolekiilleri
immobilize etmek amaciyla kullanilirken, yari iletken nanopartikiiller elektrokimyasal

analizlerde etiketleme ajani1 olarak kullanilmaktadirlar (Luo vd., 2006).

Altin ve giimiis nanopargaciklar literatiire bakildiginda en ¢ok kullanilan
nanoparcaciklardir. Giimiis nanoparcaciklara kiyasla altin nanoparcaciklarin birgok
avantaji vardir. Kolay hazirlanabilmesi ve yiiksek homojenliginin yaninda altin
nanoparcaciklar biyolojik molekiillere kars1 (antijen, antikor veya DNA, RNA gibi) ¢ok iyi
bir biyouyumluluk gosterir. Bu nedenle altin nanopargaciklar gen analizlerinde ve antijen-

antikor tayininde siklikla kullanilmaktadir.

2.5. Sensorler

Sensorler fiziksel ortam ile endiistriyel amagh elektrik/elektronik cihazlari birbirine
baglayan bir koprii gorevi gormektedir. Bu cihazlar endiistriyel siiregte koruma ve
goriintiileme gibi ¢ok genis bir kullanim alanina sahiptir. Giiniimiizde iiretilmis yiizlerce tip
sensorden soz edilebilir. Mikro elektronik teknolojisindeki hizli gelismeler bu konuda her

giin yeni bulus ya da yeni bir uygulama tipi gelistirilmesine olanak saglamaktadir.

Sensorlerin dogasi, girdi miktarina yanit olarak gelen sinyalleri tiretmektir. Cikis
sinyali genellikle elektrikseldir. Sensorler algilama gesitlerine gore; mekanik, termal,
elektriksel, manyetik, optik ve kimyasal sensorler olmak iizere farkli gruplarda

incelenebilir. Sensoriin ¢aligma mekanizmasit Sekil 2.3’deki gibi sematize edilebilir.
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Sekil 2.3. Bir sensoriin ¢aligma mekanizmasi.

2.5.1. Kimyasal sensorler

Kimyasal sensorler, analiz edilen bilesene karsi spesifik bir numunenin
konsantrasyonundan yararlanarak elde edilen kimyasal bilgiyi analitiksel olarak yararl bir
sinyale doniistiiren sistemlerdir (Gtire, 2005).

Kimyasal sensorlerin baz1 6zellikleri su sekildedir,
1) Kimyasal sensorlerde; duyarl: bir tabaka analit ile kimyasal etkilesim igindedir.
i) Tek bir fiziksel ya da kimyasal 6zelligin dl¢iilmesi gerekli degildir.
iii) Minyatiirize edilebilirler.
iV) Analite maruz birakildiktan sonra, duyarli tabakanin kimyasinda bir degisiklik

olmaktadir.

V) Ayni kimyasal dlglimler igin karsilik gelen esdeger aletlerden tipik olarak daha az

masraflidir.
Sensorler i¢in en sik kullanilan smiflandirma sekilleri Slgiilen biiyiiklik ve
kullanim alanlarina gore siniflandirmadir.

Olgiilen biiyiikliige gore siniflandirma;

e Mekanik
e Elektriksel

e Termal
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e Manyetik
e [sima

o Kimyasal (Stetter ve Penrose, 2002)

Kullanim alanlarina gore siniflandirma;

> Kaiitle sensorler

Kiitle sensorlere 6rnek olarak kuvars kristal mikrobalans sensor verilebilir. Kuvars
Kristal Mikrobalans (Quartz Crystal Microbalance, QCM) farkli sensér uygulamalarinda
kullanilan, yiiksek frekansli, ylizeyindeki kiitle degisimlerine hassas bir yontemdir. Sensor
yiizeylerine adsorbe edilmis olan tabakalarin neden oldugu rezonans frekansindaki

degisimlerin (Af) belirlenmesi temeline dayanir.

» Termal sensorler

Termal sensorler, goriintiileme yontemi olarak gozle goriilmeyen infrared 1sin
enerjisini (isiy1) esas alan ve goriintiiniin genel yapisini infrared 1sin enerjisine gore

olusmus renkler ve sekillerin belirledigi goriintiileme sistemidir.

» Optik sensorler

Optik sensor, 151k 1sinlarimi elektronik sinyallere doniistiiriir. Optik sensor 1s181n
fiziksel miktarin1 6lger ve daha sonra bir ara¢ tarafindan okunabilen bir form haline ¢evirir.
Optik sensor genellikle, bir 151k kaynagi, bir 6lgme cihazi ve optik sensorii entegre eden

daha genis bir sistemin parcasidir.

Optik sensorler; gaz sensorler, elektrooptik sensorler ve biyosensorler olmak iizere

li¢ tiptir.
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2.5.1.1. Biyosensorler

Biyosensorler; biyolojik analizlerde sikga kullanilan bir cesit kimyasal sensordiir
ve "International Union of Pure and Applied Chemistry" (IUPAC) tarafindan, kimyasal bir
bilesige kars1 verilen biyolojik yanit1 optik, termal ya da elektriksel sinyallere doniistiiren
cihazlar olarak tanimlanir. Biyosensorler, bir¢ok sensor gibi reseptor ve iletici olmak iizere
iki ana yapidan olusmaktadir. Eger reseptor biyomolekiiler bir yapiya sahipse biyoreseptor

olarak adlandirilir.

Biyoreseptorler, biyosensor teknolojisinde spesifikligin anahtar1 olup, analitlerin
ilgili kisimlarmin sensore baglanmasindan sorumludur. Baslica biyoreseptorler; antikor-
antijen, enzimler, niikleik asitler-DNA, hiicresel yapilar-hiicreler olmak iizere siniflandirilir

(Vo-Dihn ve Cullum 2000).

Biyosensorler, kullanilan biyoreseptor tiiriine gore, biyokatalitik esashi ve
biyoafinite esasli olmak {izere iki grupta smiflandirilabilir. Biyokatalitik esash
biyosensorler, sensor ortaminda var olan makromolekiiller (biyokatalizor) tarafindan
katalizlenen bir reaksiyon temeline dayanir. Yaygin olarak, enzim, hiicre ve doku kesitleri
kullanilir (Thevenot vd., 1999). Biyoafinite esasli biyosensorler ise, biyosensoriin biyolojik

yapisinda bulunan makromolekiiller ile analitin etkilesmesi temeline dayanmaktadir.

Biyoafinite esasli  biyosensorlerde  biyoreseptor ~ olarak  genellikle
antikorlar/antijenler ve reseptor hiicreler kullanilir. Biyoreseptoér olarak, antijen/antikor

ciftinin kullanildig1 biyosensorler “immiinosensor” olarak adlandirmaktadir.

Antikor tabanli biyosensorlerin en onemli avantaji immunojen olmalaridir. Bu
Ozellik sayesinde, hedefin saptama Oncesinde saflastirilmasina ihtiya¢ duyulmamaktadir

(Chambers vd., 2008).

Immiinosensdrler, biyospesifik duyar element olarak immiinoaktif maddelerin
kullanildig: bir biyosensor tipidir ve uygun antijen ile antikorun kompleks olusumu esasina
dayanmaktadir (Luppa vd., 2001).
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Antijen ile antikor reaksiyonu oldukga spesifik bir reaksiyondur. Genellikle
baglanma ve afinite sabiti ¢ok yiiksek oldugu i¢in, bu gibi sistemler tersinir degildir, ancak
gerekli tampon ¢ozeltilerin kullanilmasi1 sonucu kompleksin ¢oziinmesi ile sistemin tekrar

kullanim1 saglanabilmektedir (Thevenot vd., 1999).

Antijen ya da antikorlarin sensor ylizeyine immobilizasyonu ile iiretilen
immiinosensorler, genellikle 6l¢iim prensibine gore siniflandirilmaktadir. Elektrokimyasal
(potansiyometrik, amperometrik, kondiiktometrik), optik, piezoelektrik ve termometrik

duyar elementler immiinosensorler i¢in sensor platformu olarak kullanilmaktadir.

2.5.1.2. Elektrokimyasal sensorler

Cevirici olarak bir elektrokimyasal ol¢lim sisteminin kullanildigi kimyasal
sensordiir. Kimyasal sensorlerin gesitlilik agisindan en genis grubunu icermektedir. Onemli

ozelliklerinden biri bu tip sensorlerin minyatiirize edilebilmeleridir.

Elektrokimyasal sensorler ilk olarak, 1950°li yillarda oksijen ol¢iimleri igin
kullanilmistir.  Son yillarda, sinirli alan uygulamalarinda yanabilen gazlar ve toksik
gazlarin kontrollerinde daha secici ve yeni elektrokimyasal sensorler gelistirilmistir (Skoog

vd., 1990).

Elektrokimyasal sensorlerin gelismesindeki en 6nemli sebeplerden biri analite karsi
iyl bir segicilik sergilemesidir. Bu husus hem potansiyometrik sensorler hem de
amperometrik sensorler i¢in basarili bir sekilde gergeklestirilmektedir. Her iki durumda da
spesifik analitler icin etkili sensorler gelistirilerek, ticari olarak {iretilmistir ve cesitli

numunelere uygulanmistir (Stetter ve Penrose, 2002).

Olgiim birimlerine gére siiflandirmasi su sekildedir;

a) Amperometrik Sensorler (Voltametrik Sensorler)

Amperometri genel anlamda, belli bir potansiyeldeki akim siddetinin 6l¢limiinii

esas alir. S6z konusu akim yogunlugu c¢alisma elektrodunda yiikseltgenen veya indirgenen
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elektroaktif tiirlerin konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak tanimlanir ve ikinci
elektrodun fonksiyonu referans elektrot olarak is goriir. Amperometrik sensoriin temeli,
elektrot yiizeyinde bir yiikseltgenme/indirgenmeden dolayr akimin Olgiilmesi ve

elektrokimyasal hiicrede bir potansiyelin uygulanmasidir.

b) Kondiiktometrik Sensorler

Elektrolitlerde iletkenlik Olgiimiine dayali olarak yapilan analiz yontemine
kondiiktometri denir. Kondiiktometrik sensorler, elektrolit ¢ozeltilerin elektrik akimini
iletmeleri lizerine kurulmus metotlarla olusturulan sensdrlerdir. Kondiiktometri iki elektrot

arasindaki ¢ozeltinin yiik tasima yetenegini yansitmaktadir.

c) Potansiyometrik sensorler

Akimin ¢ok az gectigi veya hi¢c gegmedigi sistemlerde, indikator elektrodun referans
elektroda kars1 gosterdigi, konsantrasyon degisimine bagli olarak degisen potansiyelin
olgiildiigii elektrokimyasal tayin yontemine potansiyometri denir (Covington, 1974). Bu

metotta kullanilan sensorlere ise potansiyometrik sensor denir (Eren, 2006).

Potansiyometrik sistem; bir test hiicresi (analit ¢ozeltisi), buna baglantili olan
indikator elektrot (degisken potansiyel) ve referans elektrot (sabit potansiyel) ile kararli bir
potansiyometreden olusur. Bunlara “potansiyometrik hiicre elemanlar’” da denir.
Analit c¢ozeltisine daldirilan indikatdr elektrotta mevcut iyon veya iyonlarin
konsantrasyonuna bagli olan bir potansiyel degisimi meydana gelir ve bu degisim iyonlarin
konsantrasyonu ile iligkili oldugu icin konsantrasyonlariin tayininin yapilmasini saglar

(Oliva vd., 2001).

Potansiyel dlciimlerinde genellikle potansiyometre ve pH metre kullanilmaktadir.

Sekil 2.4’de potansiyometrik bir sistem goriilmektedir.
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Sekil 2.4. Potansiyometrik bir sistem

Potansiyometrik bir sistem 3 kisimdan olusur:
e Referans elektrot
e indikator elektrot

e Potansiyel 6l¢gme cihazi

2.5.1.3. Referans elektrotlar

Bir potansiyometrik hiicrede kullanimi sirasinda potansiyeli degismeden kalabilen
elektrotlara “karsilastirma elektrodu” denir. Bu elektrotlara “standart elektrotlar” veya
“referans elektrotlar” da denir. Elektrot potansiyeli tam olarak bilinen bir yar1 hiicredir
ve referans elektrotlarin potansiyeli, lizerinde g¢alisma yapilan ¢ozeltiye bagli degildir.
Potansiyel, incelenen ¢6zeltide bulunan analitin veya diger iyonlarin konsantrasyonundan
etkilenmez. Fakat, sicaklikta meydana gelen degismeler referans elektrotlarin
potansiyellerinde bir miktar degismeye neden olmaktadir. Referans elektrot tersinir olmali
ve Nernst denklemine uymalidir. Bu elektrotlarda bulunan i¢ ¢ozelti seviyelerinin l¢iim
esnasinda numune c¢ozeltisinin seviyesinden daha yliksekte tutulmasi Onerilmektedir.
Ciinkii numuneden gelen bazi iyonlar elektrot icerisine difiize olarak Ag" ya da Hg*
iyonlariyla ¢okelek olusmasina neden olabilir. Bundan kaynaklanan hatalarin en aza

indirilmesi igin ¢ift bolmeli referans elektrotlarin kullanilmasi oOnerilmektedir (Settle,
1997).
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En yaygin kullanilan referans elektrotlar, kalomel elektrot ve Ag/AgCl
elektrotlardir (Skoog, vd., 1998). Potansiyometrik olgiimlerde referans elektrot genellikle

anot gorevi gormektedir (Eren, 2006).

a) Kalomel elektrotlar

Kalomel elektrot kolay hazirlanabilmesi 6zelligi sebebiyle en sik kullanilan
referans elektrottur. Kalomel referans elektrot, doygun civa (1) kloriir (kalomel) ile temasta
olan civadan olusur ve ayrica bilinen derisimde potasyum kloriir icerir. Kalomel yar1

hiicreleri agsagidaki gibi gosterilebilir:

Burada x, ¢6zeltideki KCl molar derisimini ifade eder. Bu yar1 hiicrenin elektrot

potansiyeli,

HgCl (k) + 2e’< 2Hg(K) + 2CI° (2.4)

reaksiyonu ile belirlenir ve x ile gdsterilen kloriir derisimine baglhidir.

KCl yoniinden doygun i¢ referans c¢ozeltisinin kullanildigi kalomel elektrota,
“doygun kalomel elektrot” denir. Doymus KCI ¢6zeltisi kullanilmasinin avantaji bir
miktar s1vi buharlagsa dahi kloriir konsantrasyonunun degismemesidir. Doygun kalomel
elektrot (DKE) kolay hazirlanmasi nedeniyle analitik kimyacilar tarafindan yaygin olarak
kullanilir ve 25°C’deki potansiyel degeri 0,2444 V’tur. Sekil 2.5°de kalomel elektrot

gorilmektedir.
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Kalomel elektrodun dezavantaji, sicaklikla potansiyelinin degisim gostermesidir

ancak bu durum yiiksek sicaklik (50°C’nin iizerindeki sicakliklar) degisimlerinin

goriildiigii hallerde 6nem kazanmaktadir. Bir diger dezavantaji ise civanin toksik bir madde

olmasidir (Eren, 2006).

b) Ag/AgCl referans elektrot

Bir glimiis telin yiizeyinin elektrokaplama yoluyla AgCl ile kaplanmasiyla tiretilir.

Elektrot derisik KCI ¢ozeltisine yerlestirildiginde standart hidrojen elektroduna kars1 25°C

sicaklikta 198 mV’luk bir potansiyel iiretir. Uretilen potansiyel, Nernst esitligi ile de

tanimlandig1 gibi, ¢ozeltinin kloriir konsantrasyonu tarafindan belirlenir. Kloriir elektrot

sematik olarak asagidaki gibi gosterilebilir:

(2.5)
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Elektrot potansiyeli;

AGCI (K) + &> Ag* (K)+CI (2.6)

reaksiyonu ile belirlenir.

E = E°agoniag — 0,0592 log [CI] 2.7)

Kloriir konsantrasyonu sabit kaldig1 miiddetce elektrodun potansiyeli de sabit kalir.
KCI bu elektrotta en ¢ok kulanilan elektrolittir. Clinkii pH 6l¢iimlerinde girisim yapmaz ve
potasyum iyonu ile kloriir iyonunun mobiliteleri neredeyse birbirine esittir. Elektrodun
hiicre ile baglantisin1 gozenekli bir tuz kopriisii saglamaktadir. Tipik bir Ag/AgCI elektrot
Sekil 2.6’de goriilmektedir.

= kablo
O .
- hava girisi

Ag tel

KClve AgClile doygun
sulu cozelt

AgCl pastasi

kati KCl ve biraz AgCl

dis cozelti ile temasi
saglayan gtzenekli tkac

(tuz kdprisi)

Sekil 2.6. Ag/AgCI elektrot

AQ/AQCI elektrot; basit, ucuz, kararli olmasi ve 275 °K’lik sicakliklar1 bile
kapsayan genis bir sicaklik araliginda kullanilabilmesi dolayisiyla en yaygin kullanilan
referans elektrottur. Ayrica ¢ok kiiciik ebatlarda fiiretilebilmesi de toksik civa iceren

kalomel elektroda karsi en onemli istiinliiklerinden biridir. Ancak, Ag/AgCl elektrotta
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cozeltilerle temas eden tuz kopriisiiniin ¢éziinmeyen glimiis kompleksleri ile tikanma

egilimi en 6nemli dezavantajlardan birisidir (Harvey, 2000).

¢) Referans hidrojen elektrot

Referans elektrotlar i¢inde en 6nemli olanidir. Referans hidrojen elektrodu (SHE)
daha cok hiicre (pil) potansiyeli ve pH oOlgiimlerinde kullanilmaktadir. Diger referans
elektrotlarin potansiyelleri SHE’ye gore belirlenir ve bu durum potansiyellerin yaninda
belirtilir. Bu sebeple SHE “primer referans elektrot” olarak da adlandirilir. Diger
referans elektrotlara ise “sekonder referans elektrotlar” denir. Standart hidrojen elektrot,
hazirlanisinin ve ¢alistirilmasinin gili¢ olmasi, elektrodun yiikseltgen ve indirgen maddelere
karsi duyarli olmast ve elektrotta kullanilan platin yiizeyinin bazi maddelerden
zehirlenmesi nedenleriyle nadir durumlarda kullanilmaktadir. Sekil 2.7°de bir referans

hidrojen elektrot gosterilmistir.

1 atm saf H,
e

Sekil 2.7. Referans hidrojen elektrot

2.5.1.4. indikator elektrotlar

Potansiyometrik bir hiicrede referans elektrotla birlikte kullanilan, tayini yapilacak
iyonun aktivitesinde meydana gelen degisimi Olgen elektrotlara “indikator elektrotlar”

denir. Bir indikator elektrot, analizi yapilacak iyonun aktivitesindeki degisimlere ¢ok kisa
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siirede cevap vermektedir. Bu tiir elektrotlar belirli bir iyona kars1 segicilik gostermesine
ragmen diger iyonlara karsi da tamamen duyarsiz degildir. Indikatdr elektrotlar; metalik
indikator elektrotlar ve iyon seg¢ici (membran indikator) elektrotlar olarak iki grupta

incelenmektedir.

a) Metalik indikator elektrotlar

Tersinir olarak ylikseltgenerek iyonlarin1 olusturan Ag, Cu, Cd, Hg ve Pb
elektrotlar1 kendi iyonlarmin tayininde kullanilabilir. Ayrica bunlar iyonlar1 ile

cOziinmeyen tuz olusturan anyonlarin tayin edilmesinde de uygulanabilir.

Bir ¢ozeltide iki ayr1 oksidasyon basamaginda bulunan bir iyonun iki ayri
degerliginin konsantrasyon oranini izlemek icin Pt, Pd, Au, Ir gibi inert elektrotlar

kullanilir.

b) Iyon secici (membran indikator) elektrotlar

Membran elektrotlarin gelismesi cam elektrotlarin kullanilmasiyla baglamistir. Cam
elektrotta, iki asit ¢ozeltisi bir cam membranla ayrilir ve ¢ozeltideki diger bilesiklerin
cinsine bagli olmaksizin yalniz bu iki ¢ozeltideki hidrojen iyonlar1 konsantrasyonuna bagl
olan bir potansiyel elde edilir. Cam membranin hidrojen iyonlarina kars1 olan duyarliginin
mekanizmas1 incelenip, Na®, K*, Li*, F gibi diger iyonlara karsi duyarliliklar1 olan
membranlar kullanarak uygulanmistir. Boylece bu iyonlarin elektrokimyasal ydntemle
direkt tayinlerine olanak veren elektrotlar gelistirilmistir.

Bir metalik elektrodun potansiyeli, elektrot yiizeyinde olusan bir yiikseltgenme ve
indirgenme reaksiyonu egilimi nedeniyle artarken, membran elektrotlarda gozlenen
potansiyel, analit ¢ozeltisini referans ¢ozeltiden ayiran bir membran boyunca gelisen bir

temas potansiyelinden kaynaklanmaktadir.

Cok sayida anyon ve katyonun dogrudan potansiyometrik dl¢timlerle hizli ve segici

tayinine imkan veren ¢esitli ticari membran elektrotlar bulunmaktadir. Bu tiir diizeneklerin
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cogunun yiiksek secicilikleri nedeniyle membran elektrotlar ¢ogunlukla iyon secici

elektrotlar olarak da adlandirilir.

Iyon secici elektrotlar en uzun ge¢mise sahip kimyasal sensérlerdir. ISE alan1 temel
membran bilimi ile temel kimya arasinda bir koprii olusturur (Wang, 2006).
Potansiyometrik sinyal veren, elektrokimyasal sensor sinifinin en énemlilerinden biri, iyon
secici elektrotlardir. Sekil 2.8 iyon segici elektrot kullanilarak olusturulan potansiyometrik

bir hiicre semasidir.

\ /

Ag/AgCl [T

elektrot

2 k‘\\\:

™~

ic dolgu

-~ gozeltisi \».,\
i
= e e
~~ \-\\
membran ivon secici referans ™ g tomas
elektrot elekirot noktas

Sekil 2.8. Iyon secici elektrot kullanilarak olusturulan potansiyometrik
hiicrenin semasi

Iyonlara duyarli membran indikatdr elektrotlar, genellikle, iyon segici veya p-iyon
elektrotlar olarak adlandirilir. p-iyon terimi bu elektrotlardan elde edilen verilerin

genellikle rapor edilme tarzina (6rnegin, pH, pCo veya pNOs gibi) dayanmaktadir.

Bir numunedeki iyon karigimlart igerisinde tercihen tek bir iyona karsi cevap
verebilen elektrotlara “iyon secici elektrotlar (ISE)” denir. Diger elektrotlar sadece tek
bir iyon ¢esidine karsi cevap sergilemez ve diger iyonlara karsi da az miktarda segici
davranir. Iyon-secici elektrotlar ise genel olarak bir iyona karsi belirli bir secicilik

gostermektedir.

Potansiyometrik iyon-secici elektrotlari olusturan membranlarda bulunmasi istenen

bazi1 6zellikler vardir. Bunlar;
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» Sadece analit iyona se¢ici davranmali,
» Analit ¢ozeltisi i¢inde ¢oziinmemeli ya da ¢oziinmesi ihmal edilebilecek seviyede
olmali,

» Membranin bir yiizeyi ile digeri arasinda bir miktar iletkenlik gostermelidir.

Iyon secici elektrotlarda bir iyona bagli membran potansiyelinin olusabilmesi i¢in
elektrodun membran ylizeyinin her iki tarafinda bir iyon degisim dengesinin mevcut
olmas1 gerekmektedir. Bu potansiyelin 6l¢iimii i¢in membrandan ¢ok kiiclik bir elektrik
akiminin gecmesi gerekir. Bu akim, elektrodun segici oldugu iyonun elektrot membrani ile

¢ozelti ara ylizeyindeki hareketi ile saglanir.

Potansiyometrik sensorlerde, c¢ozeltideki yiiklii tiirler ile segici bilesenlerin
kimyasal etkilesimleri sonucunda bir indikatér elektrot, referans elektroda gore
elektrokimyasal bir potansiyel gosterir. Potansiyometrik indikator elektrodun segici
bileseni bir iyon secici membran olabilir. Iyonofor bazli ISE membranlar1 genellikle,
plastiklestirilmis bir polimerik faz (PVC gibi), lipofilik iyon degistirici bolgeler ve bir

lipofilik veya kovalent olarak hareketsiz kilinmis iyonofor icerir.

Potansiyometrik bir hiicrede iyon-segici elektrotlar indikator elektrot olarak
kullanilir. Ideal bir indikator elektrot, ¢dzeltideki tek bir iyonun veya iyon grubunun
konsantrasyonundaki degisimlere hizli ve tekrarlanabilir olarak cevap verir. Iyon tasiyicili
polimerik membran esasli iyon-se¢ici elektrotlar, 1960°larin sonlarindan bu yana, belirli
tyonlar i¢in yiiksek segicilige sahip bir¢cok iyon-tasiyici, hazirlama kolayligi, hizli 6l¢iim,
daha iyi segcicilik, genis konsantrasyon araligi ve diisiik maliyet gibi bir¢ok avantaj
sunmakta ve gesitli ¢cevresel orneklerde farkli iyonik tiirlerin tayininde kullanilmaktadir

(Bithlmann vd., 1998; Yu vd., 2007; Mahajan vd., 2009).

Iyon secici elektrotlar iki gruba ayrilirlar.

a) Kristalin membran elektrotlar: Homojen ve heterojen olmak tizere iki tip kristal

membran elektrot gelistirilmistir. Heterojen kristalin membran elektrotlar, ince toz halinde
kat1 maddelerin polivinilkloriir, parafin veya silikon kauguk gibi inert bir madde icinde

dagilmasi ile hazirlanmaktadir. Membranlar, bu katt maddeyi olusturan iyonlardan birine
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kars1 secici davranmaktadir. Homojen membranlar, en énemli tip kristal membranlardir.
Iyonik bir bilesikten veya iyonik bilesiklerin homojen bir karigtmindan hazirlanmislardir.
Olusturulan bu membranlar teflon veya polivinilkloriir gibi inert bir maddeden yapilan bir
tiiplin ucuna tutturularak elektrot olusturulur. Bu tip elektrotlarda membran;

e Tek kristalli olanlar:
Ornek: F iyonu tayin etmede kullanilan LaF3 tek kristali.

e Cok kristalli veya karisik kristalli olanlar:
Omek: S* ve Ag' iyonlarmi tayin etmede kullanilan Ag,S kristali seklinde

smiflandirilabilir.

b) Kristal olmayan membranlar:

e Cam membran elektrotlar (Na* ve H" i¢in silikat camlar)
e Sivi membran elektrotlar (Ca®" igin sivi iyon degistiriciler ve K* i¢in iyonoforlar)
e Bir polimerin gdzeneginde tutturulmus iyon degistirici sivilardan olusturulan

elektrotlar (Ca** ve NOs™ i¢in polivinilkloriir matriksi) bu tip elektrotlara drnektir.

2.5.1.5. iyon secici membranlarin ézellikleri

Baz1 katyon ve anyonlara karst membranlarin duyarli ve secici olmasiyla ilgili
olarak iyon-se¢ici membranlarin ¢esitli ortak oOzellikleri Buck (1974) tarafindan

Ozetlenmistir. Bu 6zellikler su sekildedir;

a) Minimum ¢oziiniirliik: Tyon segici ortam igin gerekli olan dzelliklerden biri, iyon
secici membranlarin analit ¢ozeltilerindeki (genellikle sulu ¢ozeltiler)
¢ozliniirliiklerinin sifira yaklagmasidir. Bu sebeple membranlarin ¢ogu, silika
camlar veya polimerik regineler gibi biiyilk molekiillerden olusmaktadir.
Glimiis halojeniirler gibi ¢oziiniirliigli az olan, iyonik anorganik bilesiklerden de
membranlar hazirlanabilir (Skoog, vd., 1998). Uygun materyaller anorganik
coziiclilerde neredeyse hi¢c c¢oziinmemeli, ancak bu c¢oziiclileri belirli bir

dereceye kadar absorplayabilmelidir. Membran fazi ile ¢Ozelti arasindaki ara
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fazda gerceklesen iyon degisimi prosesinin hizli ve geri doniisiimlii olmasi
gerekir (Morf, 1981).

b) Elektriksel iletkenlik: Bir membran az da olsa bir elektriksel iletkenlige sahip
olmalidir. Bu iletkenlik genellikle, tek yiiklii iyonlarin membran i¢inden gogii
yoluyla meydana gelmektedir (Kaplan, 2007).

C) Tayin edilecek tiire karst segicilik: Bir membran ya da membran matriksinde
bulunan bazi tiirlerin, analite se¢ici olarak baglanma yetenekleri olmalidir. Bu
baglanma; iyon degisimi, kristallenme ve komplekslesme olmak {iizere ii¢

sekilde gergeklesmektedir (Skoog ve Holler, 1998).

2.5.1.6. Ivon secici elektrotlarin performansim belirleyen faktorler

Secicilik: Bir numune igerisinde uygun bir 6l¢limiin yapilip yapilamayacaginin 6l¢iisii olan
secicilik, elektrodun en 6nemli karakteristik 6zelliklerinden biridir. Bir iyon segici elektrot
spesifik bir iyona cevap verirken ¢ozeltide bulunan diger iyonlara da cevap verebilir. Diger
iyonun fiziksel ve kimyasal olarak incelenen iyona benzemesi durumunda bu cevap
ozellikle s6z konusudur. Boyle bir durumda elektrodun, bozucu etki yapan iyon varliginda
primer iyon adi1 verilen asil tayin edilen iyona kars1 duyarliliginin nasil oldugu bilinmelidir.
Elektrodun tersinir olarak cevap verdigi iyonlardan baska tiirleri de igeren bir deney
cozeltisinde elektriksel potansiyel, membranin diger tiirlere olan segiciligine bagli olarak
degismektedir (Kaplan, 2007). Bir iyon segici elektrot i¢in en st segicilik sinir1, yalnizca
analit iyona kars1 segicilik gosterdigi zaman elde edilir. Ancak ¢ogu analit i¢in boyle ideal

bir membran elde edilememektedir.

Duyarhhk: Birim aktivite bagina sinyaldeki degisim olarak tanimlanmaktadir. Bir
kalibrasyon egrisinin dogrusal kisminin egimi o elektrodun duyarliligint verir. Geleneksel

ISE’ler Nernst esitligine gore cevap vermektedir. Analit iyonun yiikiiniin (Zi) artmasiyla

elektrot duyarliligr ciddi bir sekilde diiser. Tek yiiklii bir iyonun her bir 10 kat aktivite
degisimi i¢in 59 mV civarinda bir EMK degisimi gozlenirken cift yiiklii bir iyon i¢in
bunun yarist beklenir. Iyon-secici elektrotlarin bilinen kullaniminda, numune ile iyon

secici elektrot membraninin faz temas yerindeki analit iyonlarmin dengeli bir sekilde
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paylasilmasi etkilidir. ai(org) biiyiikliigiiniin numuneden bagimsiz olmasi nedeniyle ortaya

¢ikan cevaplar Nernst esitligine uygundur (Amemiya vd., 1998).

£~ E0 4+ KL | &:(Suda)
zF @, (org) 2.8)

Dogrusal Cahsma Arahgi: [UPAC’a gore bir hiicrede, elektrotlarin potansiyel
cevaplarinin analit ¢6zeltisinin eksi logaritmasina kars1 grafige gegirildiginde elde edilen
egrinin dogrusal kismi1 dogrusal c¢alisma araligini ifade eder. Bir iyon segici elektrodun
dogrusal calisma aralifinin miimkiin oldugunca genis konsantrasyon araliginda olmasi
istenmektedir. Dogrusal c¢alisma araliginin diisiik derisimlerden baslamasi elektrodun
kullanim alanin1 genisletmekte ve anyon ya da katyonlarin diisiik derisimlerde dl¢limiinii
miimkiin kilmaktadir. Tipik olarak, ISE kalibrasyon egrilerinde 10%-10° M araliginda
dogrusal bir cevap gozlenirken son yillarda yapilan ¢alismalar, bu dogrusal araligi daha

diisiik derisim bolgesine dogru gotiirmek amacindadir (Kaplan, 2007).

Dogrusal ¢aligma aralifi, tayin edilebilen en kiiciik analit derisiminden (LOQ)
kalibrasyon egrisinin dogrusalliktan sapma gosterdigi (LOL) derisime kadar olan araliktir.

Dogrusal ¢alisma aralig Sekil 2.9’de gosterilmistir.
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S P
£
= |
S ;
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Sekil 2.9. Dogrusal ¢alisma araligi

Tayin smr1: Belirli bir giiven seviyesinde tayin edilebilen en kii¢iik analit derisimi veya

kiitlesi tayin limiti (gdzlenebilme sinir1) olarak adlandirilir. Iyon secici elektrotlar igin tayin
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limiti, membran ara fazinda Ol¢iilebilir bir potansiyel farki meydana getiren en diisiik iyon

konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir.

IUPAC’a gore (IUPAC, 1994, 2000); genellikle tayin limiti, tek yiikli anyon ve
katyonlara duyarli elektrotlarda, elektrodun sabit potansiyel sergiledigi potansiyel
degerinden +18 mV farklilik gosterdigi potansiyel degerine karsilik gelen madde miktari
olarak almmir. Bu potansiyel farki ¢ift yiiklii anyon ve katyonlar i¢in £9 mV, ii¢ yiikli
iyonlar i¢in ise £6 mV olarak kabul edilmistir. Cogu iyon segici elektrot i¢in tayin limiti
10 M civarinda iken bazilarinda ise bu degerin 10”7 M’a kadar diisebildigi goriiliir. Bu
limitler, ortamda bulunan girisim yapan iyonlar ve molekiiller ile ters yonde etkilenebilir
(derisik sulu ¢ozeltilerde su molekiilleri iyonlarin hidrofobik membrana girigini onler ve

tayin limiti ters yonde etkilenir).

Iyon secici bir elektrodun kalibrasyon grafigi genel olarak Sekil 2.10°deki gibidir.
Sekilde goriildiigli gibi kalibrasyon grafigi iki dogrusal kisimdan olusur. Pratik
kullanimlara uygunluk agisindan; durgun ortam 6l¢iimlerinde elektrotlarin tayin limitleri,
bu iki dogrusal bolgenin ekstrapolasyonlarinin kesistigi noktaya karsilik gelen aktivite

degeri olarak verilmektedir (Buck ve Lindner, 1994).

Potansivel

ortalama ve
std. hata

- O % Tayvin siun

-

loga;

Sekil 2.10. Iyon-Secici elektrotlarin tayin sinirlarmin belirlenmesini gésteren grafik

Iyonofor bazli ISE’larm tayin sinirlarnin diisiiriilmesinde son zamanlarda énemli

gelismeler kaydedilmistir. Temel iyonun tayin sinirlarmi gelistirmek igin i¢ dolgu ¢ozeltisi,
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bozucu iyonun olduk¢a yiiksek bir derisimine ve temel iyonun diisiik (neredeyse 0)

derisimine sahip olmali veya inert bir i¢ dolgu ¢ozeltisi (CaCl, gibi) kullanilmalidir
(Sokalski vd., 1999).

Cevap siiresi: Temelde elektrodun fiziksel yapisiyla ilgili bir 6zellik olan cevap zamani
genel olarak membranin duyarli kismiyla ¢ozeltideki iyon arasinda bir dengenin
kurulabilmesi i¢in gecen siire olarak bilinir. [UPAC’a gore ise, dengenin kurulabilmesi i¢in
gegen siirenin %95’ olarak belirtilip tos seklinde gosterilir (Buck ve Lindner, 1994). Sekil
2.11°de IUPAC’a gore cevap zamani grafiksel olarak gosterilmistir.

o

Av %95 AV

Potansiyel

(!
tes

Zaman

Sekil 2.11. IUPAC’a gore cevap zamant (tgs)

Girisim yapan tiirler, bir Nernst cevabi olugmasi i¢in ana iyonlarin taginmasini
geciktirir ve cevap zamanint etkiler. Elektrotlarin cevap stireleri asagidaki islemlerle

kisaltilabilir;

» Etkili karistirma (veya akig hizinin artirilmasi)

» Membran yiizeyinden kirliliklerin uzaklastirilmas1 ya da ¢ok kiiciik membran

yiizeyli mikroelektrotlar kullanilmasi

> Olgiim sirasinda ¢dzelti konsantrasyonunun diisiikten yiiksege dogru olmast.

Omiir: ISE icin en 6nemli karakteristik 6zelliklerden biri kullanim émriidiir. Elektrotlarm
kullanim Omiirleri Nernst cevabi sergiledikleri siire olarak bilinmektedir (Erdem vd.,
2000).
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Elektrotlarin kullanim Omiirleri on katlik konsantrasyon degisiminde belirli
periyotlarla sergiledikleri potansiyel farklarin incelenmesi ile belirlenir. Bu potansiyel
farklar kullanilarak zamana kars1 grafikler olusturulur. Egimde 6nemli bir farkin meydana

geldigi siire, kullanim 6mrii olarak verilebilir (Ngeontaea vd., 2008).

pH calisma arahgi: Elektrotlarin pH ¢alisma araliklar1 arastirilirken genellikle elektrodun
secici oldugu ana iyonun 10T M, 10° M veya 10° M derisimini iceren tampon ¢ozeltiler
kullanilir. Tampon ¢ozeltilerin pH’s1 genelde 2-9 arasinda degigsmektedir. Bu ¢ozeltilerin
potansiyelleri 6l¢iiliir ve pH’a kars1 grafige gegirilir. Potansiyelde énemli bir degismenin

meydana gelmedigi pH aralig1 elektrodun pH ¢alisma aralig1 olarak alinir.

Tekrarlanabilirlik: Hazirlanan iyon segici elektrotlarin tekrarlanabilir potansiyeller
vermesi, analiz islemlerinde hatalarin en aza indirilebilmesi ve analizin giivenilirligi
yonlerinden istenilen bir 6zelliktir. Tekrarlanabilirlik, standart ¢dzeltilerde okunan bir seri

potansiyel degerinin standart sapmasi olarak verilmektedir (Buck ve Lindner, 1994).

2.5.1.7. ivon secici elektrotlarin secicilik yvontemleri

Iyon secici elektrotlarin segicilik sabitleri, iki sinifa ayrilan; karisik (mixed) ¢ozelti
metotlart ve ayr1 ¢ozelti metotlar olmak tizere farkli yontemlerle hesaplanabilir. Bunlardan
en sik kullanilan metot ise, 1975 yilinda IUPAC tarafindan onerilen ve bir karisik (mixed)

¢ozelti metodu olan sabit girisim metodudur (Umezawa vd., 2000).

a) Karisik (mixed) cozelti metotlar:

Bu metotlar dort ana gruptan olugsmaktadir:

1) Sabit girisim metodunda; ISE ve referans elektrottan olugan hiicrenin potansiyeli
girisim yapan iyonun aktivitesinin (aB) sabit tutuldugu fakat ana iyon aktivitesinin (aA)
degistirildigi c¢ozeltiler yardimiyla ol¢iiliir. Elde edilen potansiyel degerleri ana iyonun

aktivitesine kars1 grafige gegcirilir. Bu grafigin ekstrapole edilmis dogrusal kisminin
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aktivite eksenini kestigi nokta asagidaki esitlikten segicilik sabitinin hesaplanmasinda

kullanilan ana iyonun aktivitesini verir.

ke =aa/(ag) ™" (2.9)

2) iki ¢zelti metodu; saf ana iyon ¢dzeltisinin potansiyeli (Ea) ile ana iyon ve girisim
yapan iyonun karisimindan olusan ¢ozeltinin potansiyelinin (Ea+g) Ol¢limiinii kapsar.
Secicilik sabiti potansiyel farki degerinin (AE= Ea+g-Ea) asagidaki esitlikte yerine

yazilmasiyla hesaplanir.

kZOIIB = aA[(':‘AEZEAF/(R-D _1]/(aB)ZA/ZB (210)

3) Sabit ana iyon metodunda; ISE ve referans elektrottan olusan hiicrenin potansiyeli
ana iyonun aktivitesinin (aa) sabit tutuldugu fakat girisim yapan iyonun aktivitesinin (ag)
degistirildigi ¢ozeltiler kullanilarak Sl¢iiliir. Elde edilen potansiyel degerleri girisim yapan
iyonun aktivitesine kars1 grafige gegirilir. Bu grafigin ekstrapole edilmis dogrusal kisminin
kesisimi asagidaki esitlikten secicilik sabitinin hesaplanmasinda kullanilan girisim yapan

iyonun aktivitesini verir.

kﬂfé = aA/(aB)ZA/ZB (2.11)

4) Potansiyel esitleme metodu; potansiyometrik segicilik sabitleri ayn1 kosullar altinda
ayn1 potansiyel degisimini veren ana iyon ve girisim yapan iyonun aktiviteleri oran1 olarak
tanimlanir. ilk olarak, ana iyonun bilinen aktivitedeki (aA') bir ¢ozeltisi ana iyonun
aktivitesinin (aa) onceden ayarlanmis oldugu referans ¢ozeltiye ilave edilir ve potansiyel
degisimi kaydedilir. Daha sonra, girisim yapan iyonun c¢ozeltisi (ag) ayni potansiyel
degisimi kaydedilene kadar referans c¢ozeltisine ilave edilir. Bu yontemde segicilik sabiti

asagidaki esitlikten hesaplanir (Umezawa vd., 2000).

ki(,)é = (aIA _aA)/aB (2_12)
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b) Avyn cozelti metotlari

Ayri ¢ozelti metoduyla segicilik sabiti hesaplamasi iki farkli bigimde yapilabilir.
ISE ve referans elektrottan olusan hiicrenin potansiyeli iki ayr1 ¢ozeltiyle ol¢iiliir. Bu
cozeltilerin birincisinde aA aktivitede A iyonu bulunurken hi¢ B iyonu bulunmaz. Bu
¢ozeltinin odlgiilen potansiyeli Ea’dir.  Ikinci c¢ozeltide ise ilk ¢ozeltideki iyonunun
aktivitesine esit aktivitede B iyonu (ag) bulunurken A iyonundan hi¢ bulunmaz. Bu
¢Ozeltinin Ol¢iilen potansiyeli Eg’dir. Bu veriler kullanilarak bu yonteme gore segicilik

sabitleri asagidaki esitlik yardimiyla hesaplanir. Bu yontemde ap=ag durumu dikkate alinir.

E, —E,)Z.F
lo kp°t':w+ 1-Z,/Z.)loga
g ke S (1-Z,/Zg)loga, 213

ISE’lerdeki log, ve E arasindaki iliski ana iyon ve girisim yapan iyon i¢in elde
edilir. Bu iliski yardimiyla ayni1 potansiyel degisime neden olan aktiviteler hesaplanarak
asagidaki esitlik yardimiyla secicilik sabitleri belirlenir. Bu yontemde Ea=Eg durumu
dikkate alinir (Umezawa vd., 2000).

Iog k,pA(,)é = aA/(aB)ZA/ZB (2.14)

2.5.1.8. Iyon secici elektrotlarin avantaj ve dezavantaijlar

Iyon secici elektrotlarin avantaj ve dezavantajlar1 sunlardir:

Iyon secici elektrotlarin avantajlar

> Elektrotlar, bir¢gok kimyasal tiir i¢in genis bir derisim araliginda dogrusal olarak
degisim gostermektedirler.

» Bilinmeyen numunenin bozunmasina neden olmaz, sadece numuneyi ihmal
edilebilir 6l¢iide kirletirler.

» Spektrofotometrik Olglimlere uygun olmayan, koyu renkli ve bulanik ¢ozeltiler

elektrotlarla kolaylikla 6lgiilebilir.
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» Elektrotlar, kromatografik ve akis enjeksiyon analiz yontemlerinde dedektor olarak
kullanilabilirler.

» Elektrotlarin cevap siireleri genellikle kisadir (saniye ve dakika seviyelerinde). Bu
nedenle klinik ve endiistriyel numunelerin tayininde kullanilirlar.

» Hem pozitif hem de negatif iyon derisimini 6lgebilirler.

> Ogzel olarak hazirlanan elektrotlar ile degisik yollarla ulagilamayan zor ortamlarda
(canl1 hiicrelerin i¢i gibi) 6l¢iim yapilabilir.

» Hazirlanmasi, kullanilmasi kolay ve ekonomiktir. Tamamiyla kat1 hal kontakt ve jel

dolgulu modelleri saglam ve kararlidir.

Iyon-secici elektrotlarin dezavantajlar

» Elektrotlar1 hazirlarken ve elektrotlarla ¢aligirken olumlu sonug elde edebilmek i¢in
cok dikkatli olmak gerekmektedir

» Bazi iyonik tiirler girisim yapar ya da elektrotlar1 zehirler.

» Elektrotlar, proteinler ve diger organik maddeler vasitasiyla kirlenir ve bu kirlenme
potansiyellerin kararsiz olmasina ve kaymasina yol agabilir.

» Elektrotlar kompleks halinde olmayan iyonlara cevap verirler. Bu nedenle iyon
secgici elektrotlarla yapilan Ol¢iimler, ortamda ligand bulunmamasini, varsa da
varolan ligandlarin maskelenmesini gerektirir.

» Analiz islemlerinin dogrulugu acisindan olglimler sirasinda ortamin iyonik

siddetinin sabit tutulmasi gerekir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan kimyasallar

Asetik asit (CH3COOH) ve metanol (CH3;OH) Merck’ten, potasyum kloriir (KCI)
Fluka’dan temin edilmistir. Monoklonal anti-klenbuterol antibadi/fare, polivinil alkol
(PVA), amonyum persiilfat (APS), dibutil ftalat (DBF) C16H2,04, kloraurik asit (HAuCly),
trisodyum sitrat (Na;CgHs0O7), amonyak (NHj3), hidroklorik asit (HCI), RuCl,(DMSO), 2-
2’-bipiridil, kloroform (CHCI3), aseton (C3HgO), eter, trietilenamin (N(CH2CHs)s),
magnezyum  silfat (MgSO,), disiklohekzilkarbodiimid  CH,Cy;,  a-siyano-4-
hidroksisinnamik asit (CHCA), asetonitril (C,H3N), trifloroasetik asit (CF3CO,H), Aldrich
Chemical (USA)’den temin edilmistir. Deneylerde kullanilan saf su; Eutech Cybernetics alpha-

CON- 1000 marka saf su cihazindan saglanmistir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

pH-iyon metre: Metler Toledo Seven Multi

Manyetik karistirici: Variomag Multipoint

Isitici-karistiricr: Heidolph MR3001

Hassas terazi: Ohaus Adventurer-Pro

'H NMR: JEOL GX-400

SEM: FESEM, ZEISS Ultraplus

MALDI-TOF/MS: Voyager Biyospektrometri STR Work Station
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3.2. Yontem

3.2.1. MAT-Ru-MuABt hazirlanisi

Rutenyum tabanli aminoasit monomerlerden yola c¢ikilarak MAT-Ru-MuABt
ANADOLUCA (Say R., 2009) yaklasimi ile sentezlenmisti. ANADOLUCA
[AmiNoAcid (monomer) Decorated and Light Underpining Conjugation Approach]
metodu, enzim, protein ve antibadiler gibi biyomolekiillerin yapisinda ve aktivitelerinde
bozulma olmaksizin nano Ol¢ekte sentez imkami saglar. Bu yontem, mikroemiilsiyon
polimerizasyon teknigine dayanir ve biyomolekiilleri rutenyum selatlar ile ¢apraz baglar.
Hazirlanan nano Olgekli  biyomolekiiler parcaciklarin  yapisi, mikroemiilsiyon
polimerizasyonunun fiziksel ve kimyasal kararliligi ile giliclendirilmistir, bu da
molekiillerin faaliyetlerinde herhangi bir azalma olmadan tekrar kullanilabilmesine olanak

saglamaktadir.

3.2.1.1. Diklorobis (2-2’-bipiridil) rutenyum (RuCl,(bipy),:

RuCl,(DMSO0), (0,1 g; 2,06x10™ mol) ve 2-2’-bipiridil (0,064 g, 1,3x10"° mol)
Kloroform (30 mL) igerisinde 1 saat reflaks edilmistir. Reaksiyon bitiminde ¢6ziicii doner
buharlastirici yardimiyla uzaklagtirilmistir. Kalinti aseton igine alinmistir. Asetondaki
cozeltiye dietileter eklenerek turuncu renkli madde ¢oktiiriilmiistiir. Coken kati siiziilerek

ayrilmistir. Ayrilan kati, eter ile yikanmis ve vakumda kurutulmustur (E.N.: 205-210 °C).

3.2.1.2. Klorobis (2-2’-bipiridil) MAT-rutenyum (RuUCIMAT (bipy),):

RuCl,(bipyr); (0,1 g; 2,064x10™ mol) metanolde ¢oziilmistir. Cozelti 0°C’ye
sogutulup, tizerine N(CH,CHs)s (trietilenamin) eklenmistir. Oda sicakligina getirilen
¢ozelti lizerine metanolde ¢oziinmiis Ma-T (0,172 g, 4,8x10° mol) damla damla ilave
edilmis ve ardindan 55 °C’de 2 giin reflaks edilmistir. Reaksiyon siiresinin bitiminde
¢Oziicli uzaklastirilmistir. Kalinti diklorometanda ¢oziilmiis ve 3 kez H,O ile ekstrakte

edilmistir. Organik fazlar toplanarak MgSO, ile kurutulmustur. Coziicii rotary
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evaporatorde uzaklastirildiktan sonra sirasiyla eterle yikama ve vakumda kurutma iglemleri

gergeklestirilmistir (E.N.:125-128 °C).

3.2.1.3. Bis (2-2’-bipiridi)-MAT-MuABt-rutenyum (RUMAT (MuABt)(bipy),):

RUCIMAT(bipy),) (0.1 gr; 1,43x10™ mol) MetOH i¢inde ¢oziilmiistir. MuABt
(0,046 g, 1,43x10™* mol), DMSO icerisinde ¢oziindiiriilmiis ve oda sicakliginda damla
damla birinci ¢ozeltiye ilave edilmistir. Karisim, 110 °C'de 6 saat karistirilmustir.
Solventler azaltilmis basing altinda ¢ikarilip tortu, CH,C;, igerisine alinmistir. Organik
katman, H,O (3x10 mL) ile yikanip, MgSO, tizerinde kurutulmustur. Daha sonra, eter ile
yikanmis ve vakum altinda kurutulmustur (E.N.:> 220 °C). Sekil 3.3’de Klorobis (2-2’-
bipiridil) MAT-rutenyum yapisi goriilmektedir.

3.2.2. Karakterizasyon

Rutenyum tabanli aminoasit monomerlerin karakterizasyonunda, MALDI-TOF/MS
(Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi)

ve 'H NMR’ dan yararlamlnustir.

3.2.2.1._ MALDI-TOF/MS

Tim MALDI-TOF/MS kiitle spektrumlari, bir Voyager Biyospektrometri STR
Work Station'da alinmistir ve 337 nm'lik bir pulslu azot lazer kullanmistir. Hizlanma
voltaj1 20 kV'a ve gecikme siiresi ise 100 ns ayarlanmistir. Kiitle analizi pozitif reflektor
modunda gergeklestirilip, gecikmeli ekstraksiyon modu uygulanmistir. a-Siyano-4-
hidroksisinnamik asit (CHCA) matris ¢ozeltisi kullanilmigtir. 10 mg CHCA, 1:1 oraninda
hazirlanmis 1 mL %0,3 TFA soliisyonu ve asetonitril ¢ozeltisinde ¢oziilmistiir. 2 pL
numune ¢ozeltisi, asetonitril/%0,3 TFA igindeki 23 pL 10 mg/mL'lik CHCA ile
karistirtlmistir. Bu karisim (1 pL) bir MALDI-TOF/MS numune plakast iizerine

yerlestirilip ve kurumaya birakilmistir.



46

3.2.2.2. 'HNMR

(RuCly(bipy)2, (RuCIMAT(bipy);) ve (RuMAT(MuABt)(bipy)2)’nin 'H-NMR
spektrumu, CDCl3 igerisinde JEOL GX-400 500 MHz NMR cihaz1 kullanilarak elde

edilmistir. Kimyasal kaymalar (8 ppm) cinsinden CDClI; referans alinarak rapor edilmistir.

3.2.3. Altin nanopartikiil sentezi

300 mL 0,5 mM HAuUCI,(aq) sitilmigtir. Cozelti kaynamaya basladiktan sonra, 30
mL 38,8 mM NazCeHsO7 ilave edilip, 5-6 dakika daha kaynatilmstir.

3.2.4. Nano anti-klenbuterol antibadi hazirlamsi

50 uL monoklonal anti-klenbuterol antibadi/fare 450 pL suda ¢ozilmistiir.
Cozeltiye, 400 uL 1000 ppm MAT-Ru-MuABt eklenerek 1 saat karistirilmistir. Uzerine,
45 mL suda ¢6ziilmiis 0,5 g PVA’dan 18 mL ve 45 mL suda 20 mg ¢oziilmiis APS’den 600
uL eklenerek polimer hazirlanmistir.

3.2.5. Nano anti-klenbuterol antibadi-AuNP hazirlanisi

50 uL monoklonal anti-klenbuterol antibadi/fare 450 pL suda ¢oziilmiistiir.
Cozeltiye 400 pL 1000 ppm MAT-Ru-MuABt eklenerek 1 saat karistirilmistir. Uzerine, 45
mL suda ¢6ziilmiis 0,5 g PVA’dan 18 mL ve 45 mL suda 20 mg ¢ozlilmiis APS’den 600
uL eklenerek nano anti-klenbuterol hazirlanmistir. Daha sonra bu karisimdan 8 mL
alinarak tizerine 1 mL altin nanopartikiil eklenerek, nano anti-klenbuterol antibadi-AuNP

hazirlanmastir.

3.2.6. immunosensériin hazirlamsi

Membran bilesimi; 20 mg aktif komiir (GP), 125 uL polimer, 15 pL dibutil fitalat
(DBF)’tan olugmaktadir.
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Oncelikle; 20 mg aktif komiir ile 15 pL dibiitil fitalat karistirilarak bulamag haline
getirilmistir. Daha sonra tizerine AuNP modifiye edilmemis immunosensor igin, 125 pL
nano anti-klenbuterol antibadi polimeri, AuNP modifiye immunosensor i¢in ise, nano anti-
klenbuterol antibadi-AuNP polimeri eklenerek karismaya birakilmistir. 1 saatlik karistirma
isleminden sonra, bakir tel varligindaki cam borulara doldurulmustur. Kontrol
immunosensorii ise, 20 mg aktif komiir ile 15 pL dibiitil fitalat karistiriimasiyla elde edilen
bulamag¢ ile hazirlanmis, ig¢ine polimer eklenmemistir. Hazirlanan elektrotlar oda
sicakliginda bir gece beklemeye birakilmistir. Sekil 3.1°de tipik bir karbon pasta elektrot

goriilmektedir.

Sekil 3.1. Karbon pasta elektrot

Elektrotlar kuruduktan sonra, membran baget ile iyice sikistirtlarak 6lgiime hazir

hale getirilmistir.

3.2.6.1. Potansivyel 6lciim sistemi

Olgiimlerden once indikator elektrot ve referans elektrot saf su ile yikanmustir.

Potansiyel 6l¢timleri Ag/AgCl referans elektroduna karsi Multi Meter ile yapilmistir. Her
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6lgtimden sonra elektrot yaklasik 30 dakika 0,25 M metanol/asetik asit (9:1, v/v) ve 3 M
KClI ile muamele edilmistir. Elektrot kullanilmadig: siire igerisinde, saf suda bekletilmistir.
Bir sonraki 6l¢iime gecerken, karbon pasta elektrodun membran yiizeyi yenilerek isleme

baslanmistir. Sekil 3.2°de potansiyometrik 6l¢iim sistemi goriilmektedir.

; H-_‘. e

Sekil 3.2. Potansiyel 6l¢iim sistemi

3.2.6.2. Immunosensorin performansinin degerlendirilmesi

a) Derisim etkisi

Modifiye edilmemis immunosensér, AUNP modifiye immunosensér ve kontrol
immunosensor ¢esitli derisimlerdeki (1,0><10'1-1,0><10'10) M 5 mL klenbuterol ¢ozeltileri
ile muamele edilmistir. Oda sicakliginda, diisiikk derisimden yiiksek derisime olacak sekilde
hazirlanan klenbuterol ¢ozeltilerinde 30 dk’lik Olgiimler alinmistir. Her 6l¢iimden sonra
elektrot yaklasik 30 dakika 0,25 M metanol/asetik asit (9:1, v/v) ve 3 M KCI ile muamele

edilmistir. Olgiimler, belirlenen optimum pH degerinde gerceklestirilmistir. Bu islemler, 3



49

immunosensOr i¢in de ayni sekilde gerceklestirilmistir. Potansiyel degisimleri Multi

Meter’de belirlenmistir.

b) pH etkisi

Modifiye edilmemis immunosensér ve AuNP modifiye immunosensor i¢in, pH
yanit profilini incelemek i¢in 5 mL 1,0x10™* M’lIik klenbuterol ¢dzeltisinin pH’s1 0,1 M
HCI ve 0,1 M NHj; ¢ozeltileri ile farkli pH’lara (pH:2,0-9,0) ayarlanmistir. Her pH i¢in 30
dakikalik Ol¢imler alinmistir. Her Olglimden sonra elektrot 30 dakika, 0,25 M
metanol/asetik asit (9:1, v/v) ve 3 M KCI ile muamele edilmistir. Olgiimler oda
sicakliginda, Multi Meter’de gergeklestirilmistir. Bu islemler sonucunda optimum pH

degeri belirlenmistir.

c) Analitik performansin degerlendirilmesi

Derisimi belli ¢ozeltiye karbon pasta elektrot ve Ag/AgCl referans elektrot
daldirilarak elektrokimyasal hiicre olusturulmustur. Hiicrenin potansiyel ol¢iimleri; oda
sicakliginda ve diisilk klenbuterol derisiminden yiiksek klenbuterol derigimine dogru
gerceklestirilmistir. Her bir ¢ozelti icin okunan hiicre potansiyeli, ¢ozeltilerin derisimine
kars1 grafige gecirilerek, nano anti-klenbuterol antibadi igeren elektrotlarin kalibrasyon
egrisi elde edilmistir. Kalibrasyon egrilerinden; dogrusal ¢aligma aralifi ve tayin sinir
tespit edilmistir. Bu parametreleri belirleyebilmek i¢in standart klenbuterol kullanilarak bir
seri (1,0x10™-1,0x10™° M) 50 mL’lik kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanmustir. Bu ¢ozeltilerin
pH’lart 6,0 olacak sekilde ayarlanmistir. Bu islemler iki immunosensdér i¢in de

uygulanmigtir.
d) Cevap siiresinin belirlenmesi

Cevap zamaninin belirlenmesi, immunosensoriin algilama yetenegini dlgen dnemli
faktorlerden birisidir. Immunosensdriin referans elektroda karsi belli derisimlerdeki
klenbuterol  ¢ozeltilerinin  potansiyelleri  farkli zaman dilimlerinde  Olgiilerek
immunosensoriin cevap siiresi belirlenmistir. Potansiyelin kararli hale gelmesi i¢in, gerekli
stireler kaydedilmistir. Potansiyel degerlerinin kararli hale geldigi slire immunosensoriin

cevap siiresi olarak belirlenmistir.
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e) Tekrar kullamilabilirlik ve 6mriiniin belirlenmesi

Immunosensériin tekrar kullanilabilir olmasi, 6nemli kriterlerden biridir. Sensoriin
tekrar kullanilabilirligini belirleyebilmek igin, aym1 derisim ve pH’daki klenbuterol
¢ozeltilerinin potansiyeli Olgiilmiistiir. Her bir Ol¢glimden sonra referans ve indikator
elektrot saf su ile yikanmis, daha sonra diger Ol¢iim alinmistir. Bu islemler her iki
immunosensor i¢in de uygulanmistir.

Sensorlerin tekrar kullanilabilirligini incelemek amaciyla potansiyometrik 6lglim
islemi 10 kez tekrarlanmistir. Bu islem pH=6,0"da 1,0 10" M’lik klenbuterol ¢ozeltisi ile
yapilmistir. Her 6l¢imden sonra elektrot yaklagik 30 dakika 0,25 M metanol/asetik asit
(9:1, v/v) ve 3 M KCl ile muamele edilmistir.

f) Seciciligin belirlenmesi

Immunosensériin, ¢esitli molekiiller ile etkilesebilecegi ve molekiillerin sensoriin
performansini etkileyebilecegi diisiiniilmiistir. Bu nedenle, sensoriin molekiiler olarak
benzerlik gosteren terbiitalin hemisiilfat (C12H19NO3. Y2 H,SO,) molekiiliine karst segiciligi
belirlenmigtir. Terbiitalin hemisiilfatin potansiyometrik sensoriin cevabina etkilerini
belirlemek ve secicilik katsayilarini tayin etmek i¢in, Fixed metodu ve Matched metodu

kullanilmastir.

3.2.7. Ger¢ek ornek hazirlanmasi

Stipermarketten satin alinmis siit Ornekleri, 10 mL'lik bir volumetrik siseye
aktarilmigtir. Ardindan, klenbuterol soliisyonu ilave edilmis ve damitilmig su ile
seyreltilmistir. Siitteki klenbiiterol, potansiyometrik immunosensor kullanilarak standart

ilave yontemi ile tespit edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Karakterizasyon

Rutenyum tabanli aminoasit monomerlerden yola c¢ikilarak MAT-Ru-MuABt
ANADOLUCA (Say R., 2009) yaklasimi ile sentezlenmis ve karakterize edilmistir.
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Sekil 4.1. MALDI-TOF/MS Ru(bpy).Cl, spektrumu

2 uL Ru(bpy)2Cl, ¢ozeltisi, 23 pL 10 mg/mL asetonitril / % 0.3 TFA igindeki
CHCA c¢ozeltisi ile karistirildi. Hizlanma voltaji 20 kV, gecikme stiresi 100 ns, 1zgara

voltaj1 % 65, lazer yogunlugu 2200 ve yansitici moda ayarlanmistir.

Sekil 4.1°de MALDI-TOF/MS Ru(bpy).Cl, spektrumu gériilmektedir. Iyon,
bipiridil ile ilgili olarak 79, 128 ve 157 m/e'de tepe noktalaridir. m/e 101, 413 sirasiyla Ru
ve Ru (bpy).'yi gosterir. m/e 293, 327, 448 ve 484 sirasiyla RubpyCl, RubpyCly,
Ru(bpy).Cl ve Ru(bpy).Cl,. Bu spektrumda Ru(bpy),Cl, yapisinin tam olarak tiretildigi
teyit edilmistir. m/e 172, 190, 212 ve 379 ise CHCA matriksi ile ilgilidir.
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4.1.2. Klorobis(2-2’-bipiridil)MAT-rutenyum (RUCIMAT (bipy).):

oE

N\ L Ny
/ n cl ) \>

Sekil 4.2. Klorobis (2-2’-bipiridil) MAT-Rutenyum

Sekil 4.2’de molekiiler yapisi goriilen Klorobis (2-2’-bipiridil) MAT-Rutenyum

i¢in;

Elementel analiz: C33H33CINsO4RuU: Deneysel: C 56.75%, H 5.01%, N 10.23%, Teorik: C
56.85%, H 4.34%, N 10,05%.

'H NMR (500 MHz, CDCl3), ppm: 9.7 (d, 4H, %)= 5.08 Hz), 8.56 (d, 4H, 3J= 7.92 Hz),
7.92 (t, 4H, %)= 7.82 Hz), 7.3 (t, 1H, %)= 7.4 Hz), 7.23 (t, 2H, %)= 7.47 Hz), 7.18 (d, 2H,
3)=7.46 Hz), 7.12 (t, 4H, *J= 6.30 Hz), 5.3 (d, 1H, %)= 1.52Hz), 5.3 (d, 1H, %)= 1.54 Hz),
1.8 (s, 3H).
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4.1.3. Bis(2-2’-bipiridil)-MAT-MuABt-rutenyum(l1) (RUMAT(MuABt)(bipy),):
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Sekil 4.3. Bis(2-2’-bipiridil)-MAT-MuABt-Rutenyum(ll)

Sekil 4.3’de molekiiler yapis1 goriilen Bis(2-2’-bipiridil)-MAT-MuABt-Rutenyum(ll)

bilesigi i¢in;

Elementel analiz: CsoHssNgOsRuS: Deneysel: C 61.53%, H 4.92%, N 12.99%, Teorik.: C

59.07%, H 5.45%, N 11.02%.

'H NMR (500 MHz, CDCl3), ppm: 8.32 (d, 1H, J= 9.72 Hz), 8.14 (d, 1H, J= 8.26 Hz), 7.89
(s, 2H), 7.67 (t, 1H, J=7.66 Hz), 7.52 (t, 1H, J= 7.65 Hz), 7.41 (d, 2H, J=5.86 Hz), 3.68 (s,
10H), 3.44 (t, 2H, J= 7.48 Hz), 2.88 (t, 6H, J= 7.33 Hz), 2.33 (m, 16H), 1.92 (p, 3H), 1.74

(t, 8H, J=7.35 Hz).
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4.1.4. Nano anti-klenbuterol antibadi-AuNP

WD= 80mm Mag=21507KX EHT= 500KV  AnadoluUniversity
Signal A = SE2 Faculty of Science

Sekil 4.4. Nano anti-klenbuterol antibadi-AuNP SEM goriintiisii

Nano anti-klenbuterol antibadi-AuNP, taramali elektron mikroskobu ile karakterize
edilmistir (FESEM, ZEISS Ultraplus). Sekil 4.4 SEM fotografinda gortildiigii gibi, nano
anti-klenbuterol antibadi-AuNP’ nin her biri kiiresel sekle sahiptir ve boyut dagilimi 200

nm civarindadir.

4.2. immunosensor ile Yapilan Ol¢iimler

4.2.1. Derisim etkisi

Modifiye edilmemis immunosensor, AuNP modifiye immunosensér ve kontrol
immunosensdr cesitli derisimlerdeki (1,0x107-1,0x10"° M) klenbuterol cozeltileri ile
muamele edilmistir. Bu sistemin bagli oldugu potansiyometrede klenbuterol derisimine
bagli olarak potansiyel degerleri mV cinsinden okunmustur. Cihazda okunan degerler

derigime kars1 grafige gegirilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. immunosensore klenbuterol derisiminin etkisi ( pH:6, C: 1,0x10- 1,0x10™%°
mM, T: 25 °C)

Sekil 4.5° de gortldigi gibi altin nanopartikiil (AuNP) modifiye immunosensor,
modifiye edilmemis immunosensére gore daha yiiksek potansiyelde tepki verdigi
gozlenmistir. Sensorler nanopartikiillerle modifiye edildiklerinde hem sensoriin yiizey
alanin1 arttirarak immobilizasyon verimini arttirmakta hem de elektron aktarim hizini
arttirarak daha diisiik tayin limitlerine inilebilmesine olanak saglamaktadir. (Luo, vd.,
2006). Bu sebeple, AuNP modifiye immunosensorde daha yiiksek potansiyel elde
edilmistir. En diisiik potansiyel degeri ise kontrol immunosensoriinde goézlenirken, artan
derisimin kontrol immunosensdriiniin potansiyeli izerinde herhangi bir etkisinin olmadigi

tespit edilmistir.

4.2.2. pH’nin etkisi

Immunosensérlerin, optimum pH’smin belirlenmesi igin, 1,0x10* M klenbuterol
¢ozeltisinin  pH’st  2,0-9,0 araliginda degistirilerek  potansiyeli ~ dl¢lilmiistiir.

Immunosensore, pH etkisi Sekil 4.6°da verilmistir.
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Sekil 4.6. immunosensére pH etkisi (C:1,0x 10 mM, T: 25 °C)

Sekil 4.6’dan da goriildigi gibi her iki immunosensérde de, pH 6,0’ya kadar

potansiyel onemli Ol¢lide artis gdstermis, pH 6,0’da maksimum degere ulagsmistir. pH

arttikga ise, potansiyelde diisiis gézlenmistir. AUNP modifiye immunosensoriin iletkenligi

daha yiiksek oldugu i¢in AuNP modifiye edilmemis immunosensore gore daha yiiksek

potansiyel gozlenmistir.

4.2.3. Cevap siiresi

Cevap zamanmin belirlenmesi, immunosensoriin algilama yetenegini Glgen bir

diger 6nemli faktordiir. Bir sensoriin analitik galismalarda etkin sekilde kullanilabilmesi

igin cevap siiresinin kisa olmasi tercih edilir. Hem AuNP modifiye edilen hem de

edilmeyen immunosensorde, 1,0X10'4 MM klenbuterol ¢ozeltileri ile immunosensoriin

zamana kars1 potansiyometrik davranisi incelenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Immunosensériin cevap zamani ( pH:6.0, C: 1,0x10 mM, T:250C)

Sekil 4.7° de goriildiigii gibi, 1,0x10™* mM AuNP modifiye immunosensér yaklasik
2 dakikada, modifiye edilmemis sensoriin ise, yaklasik 3 dakikada karara geldigi tespit

edilmistir.

4.2.4. Secicilik ¢calismalar:

Terbiitalin hemisiilfatin, potansiyometrik sensoriin cevabina etkilerini belirlemek ve
segicilik katsayilarini tayin etmek igin, Fixed metodu ve Matched metodu kullanilmustir.
Fixed metodunda, seciciligi incelenecek olan terbiitalin hemisiilfata, farkli derisimlerde
klenbuterol ¢ozeltileri eklenerek bir grafik olusturulmus ve kalibrasyon grafiginden elde
edilen degerler dogrultusunda segicilik katsayilar1 hesaplanmistir. Matched metodunda ise,
Klenbuterol ¢6zeltisine segiciligi incelenecek olan terbiitalin hemisiilfat farkli derisimlerde
eklenerek elde edilen potansiyel dlgiimleri yardimiyla segicilik katsayilari hesaplanmustir.
AUNP modifiye immunosensér ve AuNP modifiye edilmemis immunosensor i¢in farkli
metodlarla yapilan hesaplamalar sonucu elde edilen segicilik katsayilar1 Cizelge 4.1°de

verilmistir.
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immunosensoriin - ve  AuNP modifiye edilmemis
immunosensoriin farkli metodlarda hesaplanmis secicilik katsayilar

Metod AuNP modifiye Modifiye edilmemis
immunosensor immunosensor
Fixed Metodu 0,3 2,6
Matched Metodu 0,02 1,8

IUPAC’ a gore eger secicilik katsayisi 1’den biiylikse, iyon segici elektrot diger
iyonlara hedef iyondan daha ¢ok se¢icilik gosterir. Cogu durumda segicilik katsayisi 1’den
kiigliktiir, bu da iyon segici elektrodun hedef iyona daha segici davrandigimi
gostermektedir. Cizelge 4.1° ¢ gore AUNP modifiye immunosensoriin segicilik katsayilar
1’den kiiciik, AUNP modifiye edilmemis immunosensdriin segicilik katsayilart ise 1°den
biiyliktiir, bu da modifiye elektrodun hedef molekiile karsi daha segici oldugunu

gostermistir.

4.2.5. Analitik performans
Modifiye edilmemis immunosensoriin tayin limiti 0,5x10° mmol/L olarak

bulunmustur. Ayrica sensoriin, 1,0x107 ile 1,0x10° mol/L derisim araliginda algilama

siirinin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Modifiye edilmemis immunosensoriin dogrusal calisma araligi (pH:6,0, T:25°C)
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AuNP modifiye immunosensériin tayin limiti 0,2x10™° mmol/L olarak bulunmustur.
Sensoriin, 1,0x107° ile 1,0x10°mol/L derisim araliginda lineerlik gosterdigi tespit
edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. AUNP modifiye immunosensoriin dogrusal ¢alisma araligi (pH:6,0, T:25°C)

Cizelge 4.2. immunosensdriin tayin limitinin literatiir ile karsilastiriimasi

Calisma Tayin Limiti
Bu ¢alisma, modifiye edilmemis 0,5x10° mM
Iimmunosensor

Bu ¢alisma, AUNP modifiye 0,2x10° mMm
Immunosensor

Liang vd., 2012, iyon segici elektrot 7,0x10° mM
Dou vd., 2015, Immunosensor 2,710 mM
Wang vd., 2014, Elektrokimyasal sensor 2,2% 10° mM
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Yao vd., 2013, Elektrokemiliiminesans 7,2% 108 mM
immunosensor

Zhan vd., 2013, Amperometrik

. 3,6 x10° mM
Immunosensor

Cizelge 4.2’ de goriildiigii gibi hem AuNP modifiye edilmis immunosensor hem de
AuNP modifiye edilmememis immunosensor literatiire iistiinlik saglamigtir. AuNP
modifiye edilmis immunosensor ile AUNP modifiye edilmememis immunosensor
kiyaslandiginda ise, AuNP modifiye edilen immunosensoriin daha diisiik tayin limitine
sahip oldugu goriilmiistiir. Nanopartikiiller, elektrotlara modifiye edildiklerinde elektron
aktarim hizin1 artirarak daha diisiik tayin limitlerine inilebilmesine imkan saglamaktadir.
AUNP modifiye edilen immunosensorde bu etki goriilmiis ve AuNP modifiye edilmeyen

immunosensore listiinliik saglamistir.

4.2.6. Immunosensoriin tekrar kullanilabilirligi ve 6mriiniin belirlenmesi

Sekil 4.10°da goriildiigi gibi, belirlenen optimum derisim ve pH degerlerinde ard
arda yapilan 10 0Ol¢lim sonucunda, modifiye edilmemis immunosensoriin ve AuNP
modifiye edilmis immunosensoriin potansiyelinde kayda deger bir azalma olmamustir.
Hazirlanan immunosensorler, kararli bir yapiya sahip olup 5-6 ay siireyle kullanilmustir.
Kayip olmadan 10’a kadar tekrar edilebilir ¢alismalar ortaya koyulmus ve yeteneklerinde

herhangi bir kayba rastlanmamustir.
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Sekil 4.10. immunosensériin tekrar kullanilabilirligi (pH:6,0, C:l,OXlO'4 mM klenbuterol,
T:25°C)

Immunosensérlerin - émriiniin ~ belirlenmesi i¢in ise, her giin kalibrasyon
cozeltilerinde Ol¢lim alinarak potansiyel degisimi gozlenmistir. AuNP modifiye edilmis
immunosensoriin ve modifiye edilmemis immunosensdriin 5-6 ay siiresince kararli bir

sekilde kullanilabildikleri goriilmiistiir.

4.3. Gergek ornek analizi

Siitteki klenbuterol miktarin1 belirlemek i¢in potansiyometrik immunosensor
kullanilmis ve numunelerde klenbuterol tespit edilmemistir. Ayni kosullar altinda farkl
konsantrasyonlardaki klenbuterol standartlari numuneye eklenerek analiz edilmistir. RSD
% 8,2 olarak elde edilmistir, bu da potansiyometrik immunosensorden elde edilen
sonuglarin kabul edilebilir oldugunu gostermistir. Klenbuterol igerigi standart ekleme
yontemi ile belirlenmis ve sonucglar Cizelge 4.3°de verilmistir. Geri kazanim degeri % 87
ile % 95 araliginda elde edilmistir ve bu da yontemin dogru ve uygulanabilir oldugunu

gostermistir.



Cizelge 4.3. Standart ilave yontemi ile siitteki klenbuterol tayini

Eklenen Modifiye edilmemis AuNP modifiye immunosensor
(ngL™) immunosensér (ugL™) (ngL™)
Bulunan Gerikazanim Bulunan Gerikazamim
(%) (%)
- - - 0,01 -
6 49 81 5,25 87
18 15,75 85 17,1 95
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5. SONUC VE ONERILER

Klenbuteroliin hayvan dokularinda birikmesi, hayvansal gidalar1 tiiketen insanlar
icin ciddi onem tasimaktadir. Bu nedenle klenbuterol tayini olduk¢a Gnemlidir.
Klenbuteroliin tayini i¢in farkli yontemlerle yapilan birgok ¢alisma mevcuttur. Fakat bu
yontemlerde kullanilan ekipmanlarin pahali olmasi, uzun islem gerektirmesi, zaman alici
olmasi ve pratik olmamasi gibi olumsuzluklar yeni yontemlerin gelistirilmesine sebep
olmustur. Bu ydntemlerden biri de, potansiyometrik immunosensordiir. Immunosensérler,
uygun antijen ile antikorun kompleks olusumu esasina dayanan biyosensorlerdir.
Calismamizda, klenbuterole karsi oldukga yiiksek spesifiklige sahip olan nano anti-
klenbuterol antibadi kullanilmistir. Altin nanopartikiil modifiye edilmesi iletkenligin

artirilmasini saglamis ve daha hizli, segici, hassas bir tayin gergeklestirilmistir.

Ik olarak MAT-Ru-MuABt sentezlenmis, monoklonal anti-klenbuterol antibadinin
sulu ¢ozeltisine eklenerek 1 saat karistirilmistir. Uzerine suda ¢oziilmiis PVA ve APS
eklenip nano anti-klenbuterol antibadi hazirlanmustir. Ikinci asamada, altin nanopartikiil
sentezlenmis ve hazirlanan karisima eklenerek, nano anti-klenbuterol antibadi, altin
nanopartikiil ile modifiye edilmistir. Elde edilen bu polimerler, karbon pasta elektrot

yapiminda kullanilmaistir.

AuNP modifiye edilmemis immunosensér, AUNP modifiye immunosensér ve
kontrol immunosensor olmak iizere ii¢ c¢esit karbon pasta elektrot hazirlanmis ve
elektrotlarin potansiyometrik davraniglar incelenmistir. Karbon pasta elektrotlar kolayca
yenilenebilen ve modifiye edilen bir yiizeye sahip olup, diisiik maliyet ve ¢ok diigiik zemin
akimi gostermektedir. Yapim ve yenilenmeleri kisa siireli ve kolaydir. Karbon pasta
elektrotlar yapisinda bulunan elektrolitik madde olan grafit tozundan dolay1 hi¢bir 6n
isleme gerek duyulmadan kolaylikla hazirlanip islemler i¢in kullanima uygun hale
getirilebilir. Karbon pasta elektrotlarin laboratuvar ortaminda karistirilarak hazirlanmasi

avantajdir ¢linkii bilesikleri ve oranlarini arastirmaci kendi segebilir.

Yapilan c¢aligmalar sonucunda, AuNP modifiye immunosensoriin, modifiye

edilmemis immunosensore gore yiiksek potansiyelde tepki verdigi gozlenmistir.
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Iki immunosensériin de pH yanit profili incelenmis ve her iki immunosensériin pH

6,0’da maksimum potansiyel gosterdigi belirlenmistir.

AUNP modifiye immunosensoriin ve AuNP modifiye edilmemis immunosensoriin
seciciligi Fixed, Matched metodu kullanilarak incelenmis, Elde edilen sonuglar
karsilastirildiginda AuNP modifiye immunosensoriin, AuNP modifiye edilmemis

immunosensore Uistlinliik sagladig goriilmistiir.

Modifiye edilmemis immunosensériin, 1,0x10™ mM derisimde yaklasik 3 dakika gibi
kisa bir siirede karara geldigi, AuNP modifiye immunosensériin ise, 1,0x10™ mM derisim

icinde yaklagik 2 dakika gibi kisa bir siirede karara geldigi tespit edilmistir.

Her iki immunosensoriin de tayin limiti literatiirle kiyaslandiginda daha diisiik
degerler elde edilmistir ve sensérlerin 1,0x10® ile 1,0x10° mM derisim araliginda
algilama smirinin oldugu tespit edilmistir. AUNP modifiye immunosensoriin tayin limiti
0,2x10° mmol/L olarak bulunurken, modifiye edilmemis immunosensériin tayin limiti
0,5x10° mmol/L olarak bulunmustur. Hazirlanan immunosensorlerin tayin limitleri
kiyaslandiginda; AuNP modifiye edilen sensoriin daha diigiik tayin limiti degerine sahip

oldugu ve dolayisiyla daha avantajli oldugu goriilmiistiir.

Her iki immunosensorle de potansiyometrik dlgiimler almmustir. Olgiimler ard:
ardina yapilarak sensorlerin tekrar kullanilabilirligi incelenmistir. 10 kez tekrardan sonra
bile sensorlerin potansiyometrik davraniginda herhangi bir degisime rastlanmamuistir.
Kullanim Omiirleri incelendiginde ise, 5-6 ay kararli bir yapiya sahip sekilde

kullanilabildikleri goriilmuistiir.

Son olarak, siitteki klenbuterol, potansiyometrik immunosensor kullanilarak
standart ilave yontemi ile tespit edilmis, elde edilen sonuglar dogrultusunda RSD 8,2 ve
geri kazanim degerleri %87 ile %95 araliginda elde edilmistir ve bu da yontemin dogru ve

uygulanabilir oldugunu gostermistir.

Hazirlanan immunosensoérler, klenbuterol tayininde daha basit, pratik ve ucuz tayin

imkan1 saglamistir. Potansiyometrik sensorlerin genelde diisiik tayin simirlarina
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ulagamamas1 dezavantajlaridir. Hazirlanan sensorlerde ise, literatiirle kiyaslandiginda
gerek segicilik, gerekse tayin sinir1 agisindan literatlire istiinliik saglanmistir. AuNP
modifiye immunosensoériin, modifiye edilmemis immunosensore gore daha kisa siirede
dengeye geldigi, daha diisiik tayin limitine sahip oldugu, kullanim émriiniin daha uzun ve
kullaniminin daha pratik oldugu goriilmiistiir. Hazirlanmis olan potansiyometrik
immunosensorlerin, ekonomik ve etkin analizinden dolay: veterinerlikte, gida teknolojisi,

polimer ve sensor teknolojisinde kullanim imkan1 bulacag diisiiniilmektedir.
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