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1. GIRiS

Son yillarda diinya genelinde obezite denilen asir1 sismanligin artmasi, insanin
kan ve idrar gibi viicut sivilarinda lipid miktar1 tayininin pratik olarak yapilmasini ¢ok
onemli hale getirmistir. Lipidlerin alt sinifindan olan trigliseridler (TG) (nétral yaglar),
kan lipidlerinin ¢cogunlugunu olusturur. TG’ler, ii¢ mol yag asiti ve gliserinin esterlesme
reaksiyonu ile olusurlar. Viicutta fazla TG'ler adipoz yag dokularinda depolanir. TG
seviyesi saglikli insanda 150—-190 mg/dl arasindadir. Yiiksek trigliserid seviyesi: 200—
499 mg/dl ve asirt yiiksek seviyede >500 mg/dl dir. Kandaki TG yiiksekliginin
sebepleri arasinda; kronik hepatit, ikincil hipolipoproteinemia, arteroskleroz, bobrek

sendromu ve seker hastaligi (Diabetes mellitus) (Haim vd., 1999) vardir.

Lipazlar (Triagilgliserol hidrolaz; EC. 3.1.1.3) canlilarda, fizyolojik kosullarda,
hayvansal ve bitkisel yaglarin hidrolizlerini katalizleyen enzimlerdir. Yaglarin
enzimatik hidrolizi tersinirdir, su varliginda hidroliz yoniinde, su azliginda ya da

yoklugunda esterifikasyon yoniinde reaksiyonlar1 katalizlenmektedir (Paiva vd., 2000).

Lipazlar; serin hidrolazlar1 sinifi i¢inde yer alir ve bu nedenle kofaktore ihtiyag
duymazlar. Genis substrat spektrumlari, yiiksek sicaklik, pH ve organik ¢oziiciilere kars1
kararliliklar1 gibi nedenlerle lipazlar, giiniimiizde en 6nemli endiistriyel biyokatalizorler
arasinda yer almaktadir. Lipazlar; hem sulu hem de susuz ortamda ¢alisabildiklerinden

gerceklestirilmesi giic reaksiyonlarin basarilmasini saglarlar (Villeneuve vd., 2000).

Bugiin lipaz aktivitesinin ve triagilgliserol diizeyinin belirlenmesi i¢in ¢ok farkl
biyokimyasal yoOntemler kullanilmaktadir. Bunlardan baslicalari; titrimetrik,
spektrofotometrik,  kolorimetrik,  fluorimetrik, tiirbidometirk,  kromotografik,
radyometik, enzimatik, fiziksel ve immiinolojik ydntemlerdir. Deeth vd., (2000)
calismalarinda bu yontemler karsilastirilmis ve bu caligmalarda daha ekonomik,
uygulama kolayligi olan titrimetrik ve kolorimetrik metotlar1 onerilmekle birlikte
glinlimiizde, planlanan lipaz katalizli organik reaksiyon tiirii ve islem hacmi bakimindan
diisiiniildiiginde Onerilen yontemler de yetersiz kaldigindan, yeni yontem gelistirme

arastirmalart bu alanin ¢alisanlar tarafindan siirdiiriillmektedir.



Lipaz aktivitesini kontrol etmek i¢in mevcut yontemlerin ¢ogunun maliyet ve
zaman gerektirdigi agiktir. Mevcut yontemler saflastirilmis 6rnekler ve biiyiik dlgekli
analizler i¢in heniiz yeterince uygun degillerdir. Bu biiyiik 6l¢ekli endiistriyel lipaz
teknolojileri iizerine daha hizli bir gelismeyi engelleyen temel sebep, bu enzimlerde
bazen karsilasilan, diisiik aktivite, diisiik kararlilik ya da secicilik ve dogal enzimin
maliyetleri olmustur. Dolayisiyla bu dezavantajlardan kurtulmak icin, lipazlarin ¢esitli
desteklere fiziksel ve kimyasal immobilizasyonlar1 gergeklestirilmistir (Villeneuve vd.,
2000). Bununla birlikte, biitiin pratik taleplerin eksiksiz yerine getirilmesi biyosensor
ilkelerine dayali enstriimental yaklagimlarin uygulanmasiyla yapilabilir. Bunlar
arasinda, degisik Olciim esaslhi lipaz biyosensorleri gelistirme ¢alismalar dikkati
cekmektedir. pH metreye dayali potansiyometik biyosensor (Kartal vd., 2007), iyon
hassas alan etkili transistore (ISFET) dayali potansiyometrik biyosensor (Pijanowska
vd., 2001), oksijenmetreye dayali amperometrik biyiosensér (Bhambi vd., 2006)
bunlardan bazilaridir. Potansiyometrik biyosensorler, biyolojik reaksiyonu bir elektrik
sinyaline doniistiirmek i¢in iyon secici elektrotlardan yararlanirlar. En basit biyosensor,
kataliz reaksiyonun olustugu veya hidrojen iyonlarinin absorbe edildigi pH metre
elektrodunu cevreleyen immobilize bir enzim membran1 bulundurur. Boéylece pH
metrenin ince cam membraninda degisiklik algilanir ve meydana gelen reaksiyona bagh
pH degisikligi, pH metre ekraninda dogrudan okunabilir. Bu elektrodlarin tipik
kullaniminda, olusan potansiyel farki, reaksiyon ile herhangi bir girisime neden
olmadan, c¢ok yiiksek i¢ direncte, etkin sifir akimi saglayacak sekilde tespit edilir.
Ardindan lipaz katalizorliiginde H™  iyonlar1 almmasi veya verilmesini igeren
reaksiyonlar Onerilen potansiyometrik lipaz biyosensorii ile algilanabilir (Chaplin M.,
2004). Huang ve arkadaslar1 (2001) cam elektrod esasli lipaz biyosensor gelistirirken,
cam elektrot iizerine lipaz immobilizasyonu i¢in jelatin membranin kullanildig:
prosediirii tarif etmislerdir. H' iyonlar1 algilanirken diger katyonlarla arasinda 6zel
baglanma yerleri i¢in derisime bagli rekabete girerler. Bu nedenle potansiyeli olusturan

H" iyon farki cam pH elektrodlarinda algilanir (Huang vd., 2001).

Gliseridlerin  lipaz katalizorliigiinde hidroliz reaksiyonlart  ¢ozeltide  pH
degisimine neden olur (Reddy vd., 2001) ve hidroliz sirasinda kapasitans—voltaj (C-
V) ozelliklerindeki degisimle pH degisikliklerini tespit etmek icin kullanilir.

Biyosensoriin 6l¢iim prensibi milivolt olarak Slgiilebilen pH de§isimine dayanir.



Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi; biyosensorii, bir elektronik
dontstiiriicii ile temas halinde olan biyolojik bir algilayic1  (biyokimyasal reseptor)
kullanarak ortamdaki analitlerin miktarlar1 hakkinda bilgi elde etmek i¢in tasarlanan
aygitlar olarak tanimlanir (Starodub N.F., 2006). Bir ornege ek araglar eklemek
gerektiginde, biyosensoriin biyoanalitik sistemden kolayca uzaklastirilabilmesi gerekir.
Biyosensorlerin, ekonomik olusu, wuygulama kolayligt yaninda, kararliligi,
depolanabilirligi ve tekrar kullanilabilirligi temel 6zellikleridir. Biyosensorler, sadece

tek bir analiz i¢in kullanilabilen biyotestlerden bu yonleriyle tistiindiir.

Lipaz aktivitesi ve substratlarinin miktarin1 belirlemek i¢in farkli biyosensorler
gelistirilmistir. Ancak elektrokimyasal biyosensorler uygun saklama kosullarinda
cevresel faktorlerden etkilenmeden calisma kolayligi sagladigindan daha yaygin
kullanilabilecegi oOngoriilmektedir. Lipaz kaynagi, elektrot cinsi, Ol¢iim esas1 ve
immobilizasyon maddelerinin cinsi ve miktarlarinin reaksiyon cinsine goére optimize
edilmeleri gerekir. Bazi biyosensor c¢alismalarinda lipazlar, elektrotlara ¢esitli
immobilizasyon materyalleri kullanilarak immobilize edilmislerdir. Bu materyallerden
bazilari; kollajen membran (Winartasaputra vd., 1982), Prusya mavisi modifiye screen-
printed elektrot (Rejeb vd., 2007), gozenekli silikon (Setzu vd., 2007), seliiloz asetat
(CA) (Minakshi ve Pundir, 2008) ve polivinil kloriir (PVC) (Narang vd., 2010a) olarak

sayilabilir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda; kanda lipid tayini i¢in ekonomik bir enzim olan
lipaz kolay temin edilen pH elektrodu iizerine immobilize edilerek, pH 6l¢iim esasli,
karmagik olmayan bir biyosensor gelistirilmesi amaglandi. Ticari olarak temin edilen
enzimler, jelatin ve glutaraldehid yardimiyla, cam pH elektroduna immobilize edildi.
Lipid tayini i¢in enzim cinsi ve miktari, biyoaktif tabaka bilesenlerinin miktarlar
optimize edildi. Boylece hazirlanan pH biyosensoriiniin - ¢alisma  kosullarinin
optimizasyonu ve katalitik karakterizasyon ¢aligmalar1 da yapildi. Son olarak gelistirilen
biyosensoriin optimize kosullarda kan orneklerinde lipid tayini i¢in uygulanabilirligi

gosterildi.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Enzimler

Enzimler canli organizmalarda meydana gelen tiim reaksiyonlarin, 1limh
kosullarda gerceklesmesini saglayan ve bu reaksiyonlari diizenleyen protein yapili
spesifik biyolojik katalizorlerdir. Bir biyolojik sisteme ait genetik bilgi, protein
zincirinde yer alacak aminoasitlerin dizilis sirasini belirler. Genetik bilgi tarafindan
kodlanan proteinlerin ¢ogu biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyebilme yetenegine

sahiptirler (Telefoncu, A. 1997).

Enzimlerin katalizledikleri tepkimelerde tepkimeye giren bilesenler ‘substrat’
olarak adlandirilir. Enzimlerin ii¢ boyutlu katlanmig protein molekiillerinden olusan
yapisinda ancak 6zgiin substrat molekiillerinin baglanabildigi, katalizden sorumlu bir
bolge vardir. Bu bolgeye enzimin aktif bolgesi denir. Bunlar, aminoasit kalintilarindan
olugmus ve 6zel geometrisi olan yerlerdir. Bu nedenle enzimler 6zgiinliigii oldukga fazla
olan katalizorlerdir. Her enzim, gosterdigi aktivite ile degerlendirilir. Enzim aktivitesi;
tanimlanmis kosullarda, birim zamanda gergeklesen kataliz ya da katalitik tepkimenin

hiz1 olarak tanimlanir (Tiiziin, C. 1997).

Enzimler spesifik oluslar1 ve ¢ok diislik derisimlerde bile substrat reaksiyonlarini
katalizlemelerinden dolay1 sanayide onemli kullanim alanlarina sahiptirler. Enzimler
gida ve kimya endiistrisinde; tip, eczacilik, ziraat gibi alanlarda teshis, tedavi ve

biyolojik savas gibi amagclarla kullanilirlar (Park ve Hoffman, 1993).

2.1.1. Enzimatik bir tepkimenin hizim etkileyen faktorler

Sicakhik: Diger kimyasal tepkimelerde oldugu gibi, enzimatik tepkimelerde de
sicakligin artmasi ile molekiiller arasi carpismanin artisina bagli olarak genellikle
tepkimenin hizi artmaktadir. Ancak, maksimum bir hiza ulagildiktan sonra sicakligin
artist ile hizda tekrar bir azalma gdzlenmektedir. Maksimum hiza ulasildigindaki

sicakliga optimum sicaklik adi verilmektedir. Enzimler protein yapisinda oldugu i¢in bu



sicakligin iizerinde denatiirasyona ugramaktadirlar. Bundan, 6nce enzimin molekiil

yapisi etkilenir. Daha sonra enzimin aktif merkezide etkilenerek, tepkime hiz1 diiser.

pH: Enzimlerin aktiviteleri, ortamin hidrojen iyon derisimine bagli olarak
degismektedir. Enzimatik tepkimenin hizinin en yiliksek oldugu ve her enzim igin
degisik olan bir optimum pH degeri bulunmaktadir. pH degisikligi ile aminoasit
zincirinin iyonik ozelligi degistigi i¢in denatiire olan enzimin katalitik aktivitesi

kaybolmaktadir.

Enzim derisimi: Enzimatik bir tepkime ortaminda diger kosullar sabitken, fazla
miktarda substrat bulunmasi halinde tepkimenin hizi, enzim derisimi ile orantili olarak
artar. Denge halinde enzim derisiminin denge sabiti iizerine etkisi yoktur. Enzimler

tepkime hizini etkilerken, hiz ve denge sabitleri iizerine etkisizlerdir.

Substrat derisimi: Ortamda bulunan enzim derisimi ve diger kosullar
degismediginde tepkimenin hizi, baglangicta substrat derisiminin artirilmasi ile dogrusal
bir artis gostermektedir. Fakat substrat arttirildikca hiz giderek daha az artmakta ve
belirli bir substrat derisiminde maksimum hiza (Vmax) ulagarak sabit kalmaktadir.
Substrat derisiminin daha fazla artmasina ragmen tepkime hizi degismemektedir

(Erarslan A., 2002).
2.1.2 Enzimlerin Siiflandirilmasi

Enzimler katalizledikleri reaksiyonun tipine bagl olarak alti sinifa ayrilirlar.
Isimlendirilmeleri; katalizledikleri reaksiyon adinin sonuna —az eki getirilerek yapilir.
Ornegin; hidroliz reaksiyonlarmi katalizleyenler hidrolazlar, izomerizasyon

reaksiyonlarini katalizleyenler izomerazlar olarak isimlendirilir.

Ayrica her enzimin Uluslararast 4 rakamli bir kod numarasi vardir, kod
numaralarinin ilki enzimin ana sinifin1 gosterir. Bu yiizden enzim smiflamasinda sira
kesinlikle degistirilemez. Enzim kodu E.C. X.X.X.X seklinde gosterilir. E.C. enzim
sinifinin (Enzyme Classification) gostergesidir. Ornegin, 3.6.1.3. "ATP fosfohidrolaz"
da birinci numara sinifini, ikinci numara alt sinifini, ligiincii numara grubunu, dérdiincii

numara da kendine 6zgii sira numarasini verir.



Enzim siiflar1

1. Oksidorediiktazlar: Redoks tepkimelerini katalizler.

2. Transferazlar: Hidrojenin disinda bir atomun veya atom grubunun (metil,
karboksil, glikozil, amino, fosfat gruplari) bir molekiilden digerine aktarilmasini
saglarlar.

3. Hidrolazlar: Bir molekiil su sokmak suretiyle ya da su molekiilii aracilifiyla
molekiillerin yikilmasimi saglayan enzimlerdir. Ester, peptit, asitanhidrit ve
glikozidik baglaria etki ederler.

4. Liyazlar: Su molekiilii ¢itkarmadan molekiilleri yikan enzimlerdir, 6rnegin C-C
bagi, aldolaz ve dekarboksilazla yikilir. Keza C-0 ve C-N bagim yikanlar da
vardir.

5. Izomerazlar: Molekiil icinde degisiklik yaparak onun uzayda dizilisini degistiren
enzimlerdir. Ornegin razemaz, epimeraz.

6. Ligazlar: Enerji kullanarak substrat molekiillerinin birbirine baglanmasini;
Ornegin  aminoasitlerin ve yag asitlerinin  aktiflesmesini  saglarlar.

(http://www.genetikbilimi.com/genbilim/enzimler.htm)

2.2 Lipaz Enzimleri

Lipazlar normal sartlar altinda bitkisel ve hayvansal yaglarin; C-N, C-O, C-C
baglarmi su yardimiyla tersinir olarak hidrolizleyen hidrolaz sinifi enzimlerdir.

Adlandirmasi; Triagilgliserol Ag¢il Hidrolaz (E.C. 3.1.1.3) seklindedir.

Lipaz yapilari; aminoasit dizisi bakimindan birbirinden ¢ok cesitli olabilir.
Lipazlar protein zinciri ve katalitik merkez bakimindan incelendiginde birkag tipten
olusurlar. Cogu Sekil 2.1°de gosterilen kobay pankreatik lipazinin sematik yapisinda
goriildiigli gibi alfa/beta hidrolaz katlanmasina sahiptirler. Kullandiklar1 hidroliz
mekanizmasi kismen bir proteaz enzimi olan kimotripsininkine benzer. Lipazlarin aktif
merkezi genelde bir serin niikleofili, bir aspartik asit kalintis1 ve bir histidinden olusur

( http://www.msxlabs.org/) .



Sekil 2.1. Kobay pankreatik lipazinin sematik yapisi
(http://tr.wikipedia.org/wiki/Lipaz)

Son yillarda lipaz enzimi arastirmalarina olan ilgi artmistir. Bunun sebepleri;
lipazlarin ¢ok cesitli substratlar1 kullanabilme yetenegi, yiiksek-diisiik sicaklik ve pH
degerlerinde ve organik ¢oziiciilere karsi yiliksek kararliliklari, muhtemel {iriinlerine
kars1 yiiksek secicilige sahip olmalar1 ve ekonomik oluslar1 sayilabilir. Bu 6zellikler
lipaz enzimlerine genis bir sicaklik ve basin¢ aralifinda reaksiyonlar1 katalizleme

olanagi saglamaktadir (Wiseman, A., 1986; Tiirk B., 2008).

Lipazlarin genel katalitik hidroliz reaksiyonu Sekil 2.2°de verilmistir.

CHyOCOR CH;OH CH:OH

| +H0 | sHo |

CHOOOR —— CHOCOR + RCOOH ——— CHOH + RCOOH
| | |

CHOCOR CH;OO0R: CHaQCOR,
Trighserid Dighsend Menoghserid

Sekil 2.2. Lipazlarin genel katalitik hidroliz reaksiyonu



Lipazlar serin hidrolazlar1 siifi i¢cinde yer alir ve bu nedenle higbir kofaktore
ihtiya¢ duymazlar. Lipazlar; hem sulu hem de susuz ortamda gerceklestirilmesi gii¢

reaksiyonlarin basarilmasini saglayabilen biyokatalizorlerdir.

Bitkisel, hayvansal ve dogal veya genetik olarak iyilestirilmis mikrobiyal
kaynaklardan izole edilebilirler. Bu kaynaklar arasinda en genig uygulama alan1 bulan
lipazlar; mikrobiyal lipazlardir. Bunun sebebi; mikroorganizmalarin  kolay
yetistirilebilmeleri, iiretim ve genetiklerine kolaylikla miidahale edilebilmeleridir (Tiirk

B.,2008).

Giliniimiizde enzimlerin kullanildig1 pek ¢ok alanda lipazlarin 6nemi giderek
artmaktadir. Lipazlarin enzim pazarindaki paymin biiyiimesinde, bu enzimlerin
enantiosecicilik, bolgesel seciciligi ve genis substrat ozgilligii gibi ozellikleri etkili

olmustur (Jaeger ve Eggert, 2002).

Lipazlar, aktif konumu koruyan sarmal bir oligopeptid birimine sahiptirler. Bu
birim tipki bir yag damlacii gibi hidrofobik ara ylizeylerle etkilesime ge¢mekte,
boylece aktif merkez ile substrat daha kolay bir araya gelmektedir (Paiva vd., 2000).

Katalitik serin aminoasidine ilave olarak ¢ogu lipazin aktif merkezi histidin ve
baska bir aminoasit (Asp veya Glu) daha igerir. Niikleofilik serin bir B-bandi ile o-
heliksinin arasinda yer alirken histidin, aspartik asit veya glutamik asit ise serinin diger
yanlarinda yer alir. Katalitik bolgeyi iceren aminoasitler ¢ogu lipaz yapisinda korunur.
Lipazlar i¢in tahmin edilen katalitik mekanizma aktif merkezde bulunan serin
aminoasidi lizerinde yogunlagsmistir. Serinin niikleofilik oksijeni trigliserid ile
tetrahedral hemiasetal bir ortam olusturur. Hemi asetalin ester bagi hidroliz olur ve
diagilgliserid serbest kalir. Sekil 2.3' te lipaz katalizorli trigliserid hidrolizi asamalar
verilmistir. Aktif merkezdeki serin acil esterinin bir su molekiilii ile tepkimeye girdigi,
daha sonra agil enzimin bdliindiigli ve yag asidinin ayrildigi tahmin edilmektedir.
Katalitik prosesin bu asamasinda {irlinlin aktif merkezden ayrilmasi 6zellikle dnem

tasimaktadir (Petersen vd., 2001).



H,C—OH

Il H,C—OH
H,C—0—C—R 0
[ \ Q
9 HC—0—C—R' .
He—o-c—R M0 o : _Ho
lipase  A— e lipase
i =GR H,C—OH
H,C—0—C—R Digliserid .
o 5 - Monogliserid
Trigliserid (yag) t g
+
/ Vs
R—C i
N R—C
OH \OH
Yag asidi Yag asidi

Sekil 2.3. Lipaz katalizorlii trigliserid hidrolizi

Lipazlar katalitik aktivitelerini substrat emiilsiyonunun yag-su ara ylizeyinde
gerceklestirir ve enzimatik reaksiyonun hizi, olusan ylizey alanina baglidir. Lipazlar;
yag asitlerinin zincir uzunlugu, doymusluk derecesi, yag asidinin pozisyonu ve
substratin fiziksel durumuna uygun spesifite gosterirler. 4-10 karbonlu yag asitleri daha
uzun karbonlu yag asitlerine gore daha hizli bir sekilde hidroliz olarak yagin yapisindan

ayrilir ve serbest hale gegerler (Oztiirk B., 2006).

Bazi lipazlar yag asitleri ve gliserin arasindaki baglar1 rastgele pargalar; gliserin
molekiiliiniin yerlesimi 6nemli degildir. C.rugosa, Chromobacterium spp. ve
Staphylococcus aureus gibi mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar bunlara 6rnek
verilebilir. Pozisyon se¢iciligi olan lipazlar ise sadece sn-1,3 pozisyonundaki ester
baglarini pargalar. Bu gruba 6rnek olarak ise Aspergillus niger, Mucor miehei, Rhizopus
arrhizus ve Rhizopus delemar gibi organizmalardan elde edilen lipazlar verilebilir. Bazi
lipazlar ise yag asidinin zincir uzunluguna gore segicidir, yani bazilar1 uzun zincirli yag
asitlerini pargalarken bazilar1 kisa zincirli yag asitlerini pargalar. Penicillium cyclopium
lipaz1 uzun zincirli yag asitlerini parcalarken Aspergillus niger ve Aspergillus delemar
lipazlari ise kisa zincirli yag asitlerine segicilik gdsterir. Son grup lipazlar ise yag asidi
secici lipazlardir, bunlar ise Cis-9 pozisyonundaki ¢ift baga duyarhidir. Geotrichum
candidum lipazi cis-9 pozisyonunda ¢ift bag igeren uzun yag asitlerine segicidir (Oztiirk
B., 2006).
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Lipid karakterli substrat suda c¢oziinmemesine ragmen lipaz suda ¢oziiniir.
Kataliz reaksiyonu lipid-su ara yiizeyinde gerceklesir. Lipazin aktif merkezinin giriginde
yer alan, sarmal oligopeptid birimi, lipid-su araylizeyinde katalizin etkili olmasini
saglar. So6zl edilen birim lipid damlaciklarinin hidrofobik aktif merkeze erisimini

kolaylastirir (Alberchina ve Lotti, 1998).

2.2.1. Lipazlarin o6zellikleri
Lipazin aktivasyon ve inhibisyonu

Iyonlarim ve reaktiflerin lipaz aktivitesine olan etkilerinin incelenmesi sonucu,
agir metal iyonlarinin lipaz aktivitesini inhibe ettigi bunun tersi olarak alkali metal
iyonlarinin ise arttirdigi goriilmiistiir. Lipaz aktifligi {izerine en etkili iyon Ca*"dur.
Lipaz aktivitesini inhibe eden iyonlara Co®", Ni*", Hg*", Sn*", borasitleri ve dietil-p-
dinitrofenil fosfat 6rnek olarak verilebilir. Tablo 2.1°de bazi lipazlara ait ozellikler

verilmistir (Akoh ve Min, 1998).

Tablo 2.1. Bazi lipazlar ve 6zellikleri

Kaynak | Spesifik pozisyonu pl Inhibitérler Aktivatorler
Domuz
Zn*", Cu*', Hg™,
Pankreasi 1,3 Spesifik - Ca®", Sr*’, Mg* .
Iyodin, PCMB
Phycomyces Ag’, Hg”", Pb*" ,Cu”, _
_ B Memeli safrasi
nitens 5.9 KmnO4, NBS
Aspergillus niger . . '
1,3 Spesifik 1 Ag', Iyodasetamit _
Candida rugosa . Hg™', Fe’", Ca™",
Non-Spesifik R, _
4.5 Mg~, Cu™, Co
Candida '
] Non-Spesifik _ _
cylindracea 4.0
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Optimum pH

Lipazlar belli pH degerlerinde katalitik olarak aktiftir. Lipazlarin ¢ogu igin
optimum pH 7-8 aras1 degisir. Mikrobiyolojik kaynakli lipazlarin pH kararlilik aralig
6.0-7.5 civaridadir.

Optimum sicaklik ve termal kararhhk

Genel olarak lipazlarin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik araligi 30-40°C
dir. Genellikle hayvan ve bitki lipazlarinin, mikrobiyal hiicre dis1 lipazlara gore termal
kararliligi daha disiiktiir. Pankreatik lipazlar ise genelde 40°C’nin {iizerindeki

sicakliklarda aktivitelerini kaybederler.
Izoelektrik nokta (pI)

Proteinlerin bulundugu ¢o6zeltide net yiikiiniin sifir oldugu pH noktasina
izoelektrik nokta (pI) denir. pl civarinda proteinler daha c¢ok c¢okelirken, pI' dan
uzaklastikga daha fazla c¢oziiniirler. Tablo 2.1’de bazi lipazlarin izoelektrik noktalari

verilmistir (Fadiloglu S., 1996; Petersen vd., 2001).

2.2.2. Lipazlarin simflandiriimasi
Lipazlar1 spesifisite 6zelliklerine gore li¢ grupta incelenir.
2.2.2.1. Spesifik olmayan (Non-spesifik) lipazlar

Bu gruba giren enzimler trigliseridlerin tiim pozisyonlarindaki agil gruplarim
hidrolizleme yetenegine sahiptirler. Reaksiyonda ara iiriinler diacil ve monoagil
gliseridlerdir. Reaksiyon sonucunda; trigliseridlerin tamami dengeye gore gliserin ve
yag asitlerine ayrilirlar. Bu calismada Tablo 2.1.'de c¢esitli 6zellikleri agiklanan Sigma
Firmasindan temin edilen spesifik olmayanlar grubuna giren Candida rugosa lipazi

(E.C. 3.1.1.3) biyosensor biyobileseni olarak kullanildi.
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2.2.2.2. Gliserinin 1,3 yerine spesifik lipazlar

Bu gruba giren lipazlar nétral yaglari esdeger konuma sahip olan 1 ve 3
pozisyonlarindan spesifik olarak hidrolizlerler. Reaksiyon sonunda triagil gliseridlerden
yag asitleri, 1,2 (2,3)-diagil gliseridler ve 2-monoagilgliseridler olusur. 1,2 (2,3)-diagil
gliseridler ve 6zellikle 2-monoagilgliseridler kimyasal olarak kararsiz olup sirasiyla 1,3-
diacil gliseridlere ve 1(3)-monoagil gliseridlere izomerlesirler. Bdylece olusan izomerler
enzim tarafindan tekrar substrat olarak kullanilabilirler ve sonugta 1,3-spesifik
lipazlarda spesifik olmayan lipazlar gibi trigliseridleri gliserin ve serbest yag asitlerine

kadar parcalarlar. Pankreatik lipaz bu gruba girmektedir.
2.2.2.3. Yag asiti spesifik lipazlar

Bu grup lipazlar agil gliseridlerdeki baz1 yag asitlerine spesifik olup bu yag

asitlerinin olusturdugu ester baglarini hidrolizlerler.
2.3. Enzim immobilizasyonu

Immobilizasyon kelime anlami olarak, tutuklanmis, hareketi sinirlandirilmus,
¢Oziinmez hale getirilmis demektir (Zaborsky O., 1974). Genel anlamda ise, enzim
molekiillerinin suda c¢o6ziinmeyen kati destek maddelerine baglanmas1 veya
hapsedilmesidir. Enzimler polimer veya gozenekli tasiyicilara baglanarak, yine suda
¢Oziinmeyen yiizey aktif tagiyicilarda adsorplanarak, biyofonksiyonel reaktiflerle ¢capraz
baglanarak ve polimer matrikste, yari gecirgen membran veya mikrokapsiillerde

hapsedilerek immobilize edilirler (Akoh ve Min, 1998).
Enzim immobilizasyonunun baslica avantajlar1 sunlardir:

* Defalarca kullanilabilmekte ve bu da iiretim maliyetini diisiirmektedir.
* Istenildigi anda ortamdan uzaklastirilabilir.
* Serbest enzime gore kararlilig1 yliksektir.

* Siirekli yontemlerde kullanilabilir.
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Son yillarda immobilize enzim sistemlerinin tedavi amaciyla yapay hiicre ve
organ yapiminda kullanilmaya baslanmasi bu alanda ¢ok biiylik bir asamadir. Tip ve
eczacilik gibi saglik alanlarinin yani sira immobilize enzim sistemleri gida, ¢evre ve
kimya endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle enzim elektrotlarinin
yapmmi, analitik amaclh kullanimini yayginlastirmistir. Immobilize enzimler organik

sentezler gibi ¢ok daha spesifik alanlarda da kullanilmaktadir (Bickerstaff G.F., 1997).
Bununla birlikte immobilizasyonun dezavantajlar1 da vardir.

1.Immobilizasyon sirasinda sicaklik, pH degisimi, serbest radikaller olusmasi gibi
etkenler enzimin denatiire olmasina, dolayisi ile aktivitesini kaybetmesine sebep olur.
Bu nedenle enzim immobilizasyonu sirasinda aktif gruplar korunmali ve

immobilizasyon ¢ok 1liml1 kosullarda (oda sicakligi, notral pH vb.) gergeklestirilmelidir.

2.Cok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim kararlilig1 sinirlidir.
3.Enzim tasiyicilarinin maliyeti bazen ytiksektir.
4 Immobilizasyon sirasinda enzim molekiilleri konformasyonel degisiklige ugrayabilir.

Bunlardan bagka; immobilize enzimlerde, enzim cinsine, destek materyaline ve
immobilizasyon metoduna bagl olarak bazi yeni 6zellikler de ortaya c¢ikabilir. Bunlar
aktiviteyi olumlu ya da olumsuz olarak etkileyebilirler. Asagida genel olarak bu

olasiliklara deginilmistir.

Immobilize enzimlerin aktivitelerine etkiyen cesitli faktorler vardir. Bunlar,
immobilizasyonda kullanilan kimyasallarin tipi, destekle enzimin karsilikli etkilesmesi,
aktiflestirici veya c¢apraz baglayici kimyasallar ile enzimin etkilesmesi olarak
belirtilebilir. Enzimler i¢inde bulunduklar1 ¢evre tarafindan etkilenirler. Enzimin kat1
destek iizerinde immobilizasyonu enzimin etrafindaki mikro cevreyi etkiler, bu da
enzimin gorlinen davranislar {izerinde asagida belirtildigi gibi bazi degisiklikler

olusturur (Gloger ve Tischer, 1981).

Bolme etkisi: Iyonik yapiya sahip bir substrat, poliiyonik destekli tepkime
ortaminda homojen olarak dagilamayabilir. Bu durumda immobilize enzim ¢evresinde

farkli derisimler de bulunabilir. Olgiilen derisim degerleri de dogal olarak farkl
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olacaktir. Bolme etkisi denilen bu durum sik gézlenir. Buna ilaveten, ¢6zlinen madde ile

polimerik destek arasinda hidrofobik etkilesmeler de olabilir.

Difiizyon Sinirlamasi: Subsratin ve destek materyalinin gézeneklerinin fiziksel
blyiikligi ile ilgilidir. Eger polimer desteginin gézenek ¢api substrat molekiiliinden
kiigiik ise substratin destek icine difiizlenerek enzime ulagmasi engellenir ve bunun

sonucu olarak katalitik tepkime meydana gelmez.

Yapisal degisiklikler: immobilize enzimin belli bir pozisyonda uzun siire
kullanilmasi sirasinda enzim ve destek materyali arasinda daha ¢ok sayida baglanma
olabilir. Bu enzimin katalitik aktifliginde, K, ve V. degerlerinde de degismelere

sebep olabilir.

Sterik simirlamalar: Eger immobilize enzimin aktif uglar1 substrat molekiiliiniin
yaklasmasma elverisli pozisyonda degil ise sterik problemler ortaya ¢ikar. Ornegin
enzimin aktif gruplar1 destek maddesine doniik ise substratin aktif merkeze yaklagsmasi
engellenir. Enzim polimerik kafeste hapsedildiginde, substrat molekiillerinin enzime

yaklasip direk temasa gecmesi matriks tarafindan engellenebilir.

Inaktivasyon: Immobilizasyon islemi sirasinda olabilecek keskin pH
degisimleri ve serbest radikallerin olusumu gibi zor tepkime sartlarinda gergeklesen
immobilizasyon islemleri, enzimin kismen veya tamamen aktifligini yitirmesine sebep
olabilir. Boylece immobilize enzimin aktivitesi, serbest enzimin aktivitesinden daha

diistik olabilir.
2.3.1. Tasiyic1 destek materyali

Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik bir¢ok organik ve inorganik
destek materyali kullamlmaktadir. Ideal bir destekten beklenen 6zellikler sunlardir:
mekanik, kimyasal ve 1sisal dayaniklilik, yiiksek immobilizasyon kapasitesi, iiriin
inhibisyonunu azaltmasi, pH’t degistirmemesi, tekrar kullanima uygun olmasi,

hidrofilik karakteri, suda ¢oziinmeme, gdzenekli yapi, zehirsizlik, ekonomik olmasidir.

Enzim immobilizasyonunda genellikle sentetik kimyasal maddeler ve sentetik

makromolekiiller destek materyali olarak kullanilmaktadir. Destek materyalinde
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hidroksil, karboksil ve amino gruplar1 gibi aktif gruplar bulunmaktadir. Enzimlerin
immobilizasyonu sirasinda bu gruplar korunmali ve enzim aktifligini yitirmemelidir.
Bununla birlikte, destek i¢in kullanilan kimyasallar, bazi durumlarda enzimleri kismen
veya tamamen c¢alisgamaz hale getirebilir. Enzim immobilizasyonunda kullanilan
malzemelere akrilamit ve akrilat esasli polimerler, polipeptitler; dogal malzemelere ise

agaroz, dekstran, seliiloz, kollajen ve cam o6rnek olarak verilebilir (Yahsi A., 2005).

Organik destekler; dogal polimerler, proteinler, aktif karbon ve sentetik
polimerler olmak {izere siniflandirilabilir. Organik desteklere olduk¢a fazla sayida ve
cesitli fonksiyonel gruplar katilabildigi icin ticari olarak kullanilan pek ¢cok immobilize
enzim sistemi bu desteklerle hazirlanir (Chen vd., 1996). Yaygin olarak kullanilan
polisakkarit desteklerinden olan agaroz, dekstran, seliiloz tiirevleri enzimleri baglamada
ve aljinat ile karregenan ise hapsetme amaciyla kullanilir (Bachman vd., 2006; Cabral,
vd., 1991). Enzimlerin immobilizasyonunda kullanilan polisakkarit tiirevlerinin en
biiylik avantaji hidroksil gruplarina sahip olmasidir. Polisakkarit desteklerde hidroksil
gruplar1 enzimlerin elektrofilik gruplarn ile etkileserek enzim immobilizasyonu saglar.
Bununla birlikte polisakkarit desteklerin niikleofilik 6zelliklerinin zayif olmasi nedeni

ile aktivasyonu alifatik veya aromatik, karboksil veya tiyol gruplari ilavesi ile saglanir.

Sentetik polimerler; fiziksel ve kimyasal 0Ozelliklerinden dolayr enzim
immobilizasyonunda destek materyali olarak ¢ok kullanilirlar. Sentetik polimerler
mikroorganizmalarin saldirilarina karsi direnclidirler ve safliklarint korurlar. Yaygin
olarak kullanilan sentetik tastyicilar polistiren, vinil ve allil polimerler, poliamitler,
poliakrilatlar, polimetakrilatlar ve bunlarin tiirevleridir. Tablo 2.2°de enzim
immobilizasyonunda kullanilan bazi destek materyaller verilmistir. Akrilik polimerleri
enzim immobilizasyonunda en c¢ok kullanilan asidik sentetik polimerlerdir. Bu
polimerler, enzim hapsetme veya kovalent baglama amaciyla kullanilmistir (Kennedy

ve Cabral, 1985).
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Tablo 2.2. Enzim immobilizasyonunda kullanilan destek materyalleri

Dogal Polimer Sentetik Polimer Anorganik
Seliiloz Stiren esasli polimerler Kil

Nisasta Akrilamit esasli polimerler Cam

Aljinat Naylon Silikajel
Karragenan Vinil ve allil polimerler Ponza tasi
Kollagen Akrilat esasli polimerler Aktif karbon
Jelatin Iyon degistirici regineler Metaller
Albiimin Maleik anhidrit polimerleri Metal oksitler
Ipek Bentonit

24. Lipid Tayin Yontemleri

Lipazlar hidrolazlar sinifindan triacilgliseridler basta olmak {izere benzer
esterleri tersinir olarak hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Yag asidi esterlerini gliserin
ve yag asitlerine ayirirlar ve serbest kalan asit derisimine bagli olarak lipaz aktivitesi
tayin edilir. Lipaz aktiviteleri; serbest kalan yag asitlerinin kalitatif olarak Jel-difiizyon
testi ve kantitatif olarak titrimetrik, spektrofotometrik, kolorimetrik, tiirbidimetrik,

kromotografik (TLC- GC- HPLC) ve immiinolojik yontemlerle belirlenir.

Jel-difiizyon yontemi: Genis Olciide cesitli mikroorganizmalarin
kiiltiir siipernatantlarinda lipazlar1 taramak i¢in kullanilir. Triagilgliseridlerin lipolizi ile
olusan asitler, fenolfitaleyin, mavi nil siilfat1 veya victoria mavisi gibi indikatorlerle
renklendirilerek tayin edilir. Bu testler agar plaklarinda biiyiiyen lipolitik

mikroorganizmalarin hizli taranmasi i¢in uygundur (Lawrence vd., 1967).

Titrimetrik yontem: Bu kantitatif yontem, lipaz aktivitesi tayininde kolayligi,
giivenilirligi, dogrulugu ve tekrarlanabilirligi nedenleriyle en eski ve yaygin kullanilan

bir tekniktir (Ferrato vd., 1997).
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Uluslararas1 kabul goéren lipaz substratlar triolein ya da % 70 triolein iceren
zeytinyagidir (Jensen R.G., 1983). Bunlara ilaveten tercih edilen diger subsratlar
tribiitirin, triasetin ve tripropiyonindir (Staubmann vd.,1999; Lanz ve Williams, 1973).
pH-stat yontemi 1 dakikada agiga c¢ikan 1 mol serbest yag asidini dlgebilen oldukga
hassas bir yontemdir (Jaeger vd., 1994). Ancak, serbest yag asitleri tamamen iyonize
olmadig1 i¢in, 7’den diisiik pH degerinde, bir diizeltme faktorii tanimlamak gerekebilir
(Gargouri vd., 1986). Bu yontem, ham ve rafineyaglarda serbest yag
asitlerini belirlemek i¢in sik kullanilir (Ghosh vd., 1996).

Spektrofotometrik yontem: Maddelerin kantitatif Ol¢limiinde basit fotometre
her zaman laboratuvarin vazgecilmez bir aygiti olmustur. Isik dalga formunda 1s1yan bir
enerji formudur. Renkli bir ¢ozeltinin rengi bazi dalga boylarindaki 15181 emip
digerlerini  gecirmesinden  kaynaklanmaktadir. Tiim  spektrofotometrelerde
monokromatik 1s1k (tek dalga boyu) belli derinlikteki emici bir kolondan ya da renkli bir
cozeltiden gectiginde Ol¢iilen absorbans yalnizca 6l¢iilen maddeye degil sivinin igindeki
diger maddelere de aittir. Bu yilizden kor deneyle diger maddelerin absorbansi

belirlenmeli ve sifirlanmalidir. Fotometrede 6l¢iimii etkileyen iki faktor maddenin rengi

ve rengin siddetidir. Absorbansa bagli hesap islemi Beer Kanunu (A= €.l.c) ile yapilir.

Burada A: absorbans, €: renkli bilesigin absorbtivite katsayisi, 1: ¢ozeltideki 15181n 151k
yolu ve c de konsantrasyondur. Klinik Biyokimya Laboratuarlarinda trigliserid
tayininde rutin kullanilan bir yontemdir.

Olgiim Prensibi: Trigliserid, lipoprotein lipaz tarafindan gliserol ve yag asitlerine
hidrolize edilir. Daha sonra gliserol, gliserol kinaz tarafindan katalize edilen bir
reaksiyonla adenozin trifosfat tarafindan gliserol-3-fosfata ve adenozin difosfata
fosforile edilir. Gliserol-3-fosfat daha sonra gliserolfosfat oksidaz tarafindan
dihidroksiaseton fosfat ve hidrojen peroksite doniistiiriilir. Daha sonra hidrojen
peroksit, peroksidaz tarafindan katalize edilen bir reaksiyonla kirmizi renkli kinonimin
boyasi liretmek iizere 4-aminoantipirin ve p-klorofenol ile reaksiyona girer. Bu dort
reaksiyon sonucunda olusan renkli kompleksin renk siddeti, fotometrede Olg¢iiliir.

Standart degeri kullanilarak trigliserit miktar1 hesaplanir (Adam ve Ardigoglu, 2002).

Kolorimetrik yontem: Toplam lipid tayininde “siilfo-fosfo-vanillin” reaksiyonu

kullanilir. Ayrica hizl, giivenilir ve kolay bir yontem oldugu igin tercih edilir. Serum
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igerisindeki toplam lipid miktarinin kantitatif olarak saptanmasi i¢in iiretilmis olmakla
birlikte uygun kalibrasyon grafigi cizilmesi durumunda lipid igerikli diger 6rneklerin
lipid derisimlerinin saptanmasi i¢inde kullanilmaktadir. Hazir test kitleri ile de
uygulanabilir (Jacobs ve Henry, 1962). Siilfo-fosfo-vanillin yonteminde lipid siilfiirik
asit ile reaksiyona girmekte ve karbonyum iyonlar1 olusturmaktadir. Karbonyum
iyonlar1 ise vanillin fosfat esterleri ile reaksiyona girerek renkli kompleksler meydana
getirir. Fosfovanilin metodu ile total lipid tayinin prensibini, lipidin siilfiirik ve fosforik
asitli ortamda vanilin ile pembe renkli kompleks meydana getirmesi olusturur. Renk
yogunlugu takip edilerek ortamdaki toplam lipid miktar1 6lgiilebilmektedir (Knight vd.,
1972).

Tiirbidimetrik yontem: Kolloidal parcaciklar igeren bulanik bir ¢ézeltinin 15181
sagma Ozelligini temel alir. Cozeltinin bulanikligi ile bu bulaniklig1 yaratan maddenin
derisimi arasinda bir iligki vardir. Bu iliski kalibrasyon egrilerinin hazirlanmas ile

belirlenir.

Kromatografik yontem: Kromatografi dogrudan enzim katalizli
lipid substratinin hidroliziyle aciga c¢ikan yag asitlerinin belirlenmesi yontemlerini

kapsar. Baglicalari; TLC, GC ve HPLC'dir. Bunlar asagida kisaca agiklanmustir.

TLC: Triacilgliseridlerden agiga ¢ikan serbest yag asitlerinin kantitatif —analizi
radyoaktif triacilgliseridler ile dansitometrik veya otoradyografik  yontemleri
kullanilarak yapilabilir.  Bu  yontemler cok  hassastir ~ ve  birka¢ pikomol yag
asidini tespit edebilir. Bu islemlerin ana dezavantaji ise ¢ok zaman alict ve kesintili

olmasidir (Ruiz ve Rodriguez-Fernandez, 1982). TLC daha yiiksek performans gosterir.

GC: Resmi Amerikan Kimyagerler Dernegi yonteminde; yag asitleri, metil esterlerine
doniistiiriilir. Hazirlanan metil esterinin GC analizinin ardindan yag asitleri tayin
edilmektedir. Ayrica, lipaz aktivitesi ve segiciligini c¢esitli reaksiyon kosullarini test

etmek i¢in sicakliga bagl GC prosediirii de gelistirilmistir (Bereuter ve Lorbeer, 1995).

HPLC: Lipazin hidroliz iiriinleri kolayca HPLC cihaz1 kullanilarak tayin edilebilir.
Onemli olan uygun ¢dziicii  sistemin  bulunmasidir.  Pseudomonas sp.,

C.rugosa, Rhizopus arrhizus, Geotrichum candidum (Brune ve Gotz, 1992) ve
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Penicillium sp. (Gulomova vd.,1996) lipazlarinin hidroliz riinlerinin

analizinde kullanilmustir.

2.5. Biyosensorler

Tim canlilar yasadiklar1 ortamdaki degisimleri derhal algilayip yasamlarini
siirdiirebilmek icin degisimlere uymaya calisirlar. Iste bu algilama mekanizmasi
biyosensorlerin in vitro kullanimi igin temel olusturmustur (Telefoncu A., 1999).
Canlilarda ilgili mesajlar1 algilamay1 saglayan sistemlerin elektriksel analiz sistemleri

ile birlestirilmesi biyosensdrleri meydana getirir (Timur vd., 2003).

Klasik elektrokimya ile sadece anyonlar1 ve katyonlar1 belirleyen sensor
hazirlanabilirken sisteme biyobilesenin de katilmasi ile diger bircok maddenin tayini
miimkiindiir. Boylece hazirlanan analiz sistemlerine “Biyosensorler” adi verilir

(Telefoncu A., 1999a).
2.5.1. Biyosensorlerin bilesenleri

Biyosensorler; biyobilesenler (reseptdr) ile fiziksel bilesenlerden (transdiiser)
olusurlar. Biyosensorlerin gorevi, biyolojik bir degisimin elektriksel bir sinyale
donistiiriilmesidir. Biyosensorler, spesifik bir analit ya da analitler grubunun derisimine
bagl olarak sinyal olustururlar (Telefoncu A., 1999b). Asagida Sekil 2.4' de biyosensor
semasi, biyobilesenleri (biyoreseptor) ve fiziksel bilesenler (doniistiiriicii) gosterilmistir.

Tablo 2.3 ' de ise biyosensorlerde kullanimi muhtemel biyobilesenler verilmistir.
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Sekil 2.4. Biyosensorlerin biyoreseptor ve doniistiicii ¢esitliligi

Tablo 2.3. Biyosensorlerdeki kullanim1 muhtemel biyobilesenler

Biyoreseptor Cesitleri

Yapisal biitiinliik icin
gerekli olan ana ihtiyac

Uretilen sinyal cesidi

Organ pargasi

Bozulmamis doku

Aksiyon potansiyeli

Doku

Hiicrenin kendisi

Besin ve oksiyen temini

Metabolik son uriin

Hiicre organeli
(6rn.:mitokondri)

Ozmotik ve asidik kararlilik

Elektron zincir uriinleri

Biyomembran
(6rn.:reseptorler)

Mekanik koruma

Salinan igerikler

Enzim

pH ve elektrolikit kararlilik

Reaksiyon {irlinii

Antikor

pH kararlilig

Antijen tutumu/ kiitle farki

Biyosensorlerin biyolojik bileseni; katalitik olan ve olmayan biyobilesenler
olarak iki 6nemli gruba ayrilirlar. Katalitik 6zellikteki grup; enzim, mikroorganizma ve
dokular igerirken, katalitik olmayan 6zellikteki grup; antibadiler, reseptor ve niikleik
asitlerden olusur (Sharma vd., 2003). Bu biyomolekiillerden en ¢ok kullanilani
enzimlerdir. Enzimler hedef molekiillere kars1 olduk¢a 6zgiildiir. Binlerce farkli analit
icinden hedef analiti

reaksiyon olusturabilen bu biyokatalizatorlerin

secip

doniistiirticiilere bir sekilde immobilize edilmesi yani yapistirilmas: gerekmektedir.
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Biyomolekiillerin doniistiiriicilere immobilizasyonunda amaca bagli olarak c¢esitli
yontemler kullanilir. Doniistiiriiciiler, biyobilesenin analiti tanidiktan sonra ortamda
olusan fiziksel veya kimyasal degisimi algilayip bunu Olgiilebilir dijital sinyallere
doniistiiren aletlerdir (Shah ve Wilkins, 2003). Biyosensorlerin, analitlerin tayini igin
gerekli olan fiziksel bileseni amperometrik, potansiyometrik ve kondiiktometrik gibi
elektrokimyasal ol¢iimler, optik, termometrik, piezolelektrik Slgiimler ya da manyetik

Ol¢limlerden olusabilir (Sharma vd., 2003).

2.5.2. Biyosensorlerde doniistiiriicii tipleri

Baslica tipleri; piezoelektrik, elektrik kapasitans, iletkensel, termometrik, iyon

derigimi degisimi (FET) tipi ve geleneksel doniistiiriictilerdir.

Ornegin; glukoz biyosensdrii verilebilir. Kandaki glukoz tayininde glukoz
biyosensorii kullanildiginda analit glukoz iken glukozoksidaz enzimi biyobilesendir.

Asagidaki reaksiyona gore glukoz yiikseltgendiginde iki iiriin olustugu goriiliir.

Glukoz oksidaz
Glukoz + O, » Glukonik asit + H, O,

Uriinlerden biri asit, digeri H,O, iken reaktif olarak da O, harcanir. Buna gére
kullanilacak dontistiiriiciiler, bu 3 farkli bilesigi 61¢ebilen 3 farkli doniistiiriiciiden

herhangi biri olabilir.

1. Oksijen sensorii: Ortamda kullanilan oksijen miktarina bagli degisen bir sinyal

olan elektrik akimina doniistiiriir.

2. pH sensorii: Glukonik asit ortamin pH’mi diistiriir. Bir pH sensorii yardimiyla,
ortamin pH’1 bulunur ve bagl olarak yikilan glukoz miktarini tayin edilir. Doniistiirticti

ile pH degisimi voltaj degisimine de sebep olur.

3. H,O, sensorii: Doniistiirlicii ortamdaki H,O, derisimini 6lcer ve elektrik

akimina doniistiiriir (Shah ve Wilkins, 2003).
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Bu tez calismasinda; elektrokimyasal doniistiiriiciillerden  biri  olan
potansiyometrik temele dayali pH elektrodu kullanildi. Potansiyometrik esasli bir

biyosensoriin gematik gosterimi Sekil 2.5 ’de gosterilmektedir (Murthy vd., 2010).

1- klorur
elektrodu

2-referans
elektrodu

Jveri analizdrii

Sekil 2.5. Potansiyometrik biyosensor sistemi (Murthy vd., 2010)

2.5.3. Biyosensorlerde aranan ozellikler
Biyosensorler sekiz parametreye gore nitelendirilirler:

Duyarlilik: Cihazin analitteki degisime birebir cevap vermesi demektir.

Duyarlilik yiiksekse analitteki birim degisim sensoriin ekraninda aynen goziikiir.

Secicilik: Cihazin sadece analite 6zgiinliigiinii gosterir. Cihaz baska reaktiflere

ilgi gdstermez ve hatali sonug vermez.

Olgiim araligi: Cihazin 6lgebildigi analit derisiminin araligidir. Analit belli bir

derigsimden az veya ¢oksa cihaz iyi bir duyarlilikta sonug vermeyebilir.

Olgiim siiresi: Analit derisimindeki bir basamak degisime karsi cihazin verecegi

son yanitin sadece % 63’liik kismin1 6l¢mek i¢in gosterdigi 6l¢iim siiresidir.

Tutarhilik: Cihazin sonuglarindaki tutarlilig: ifade eder.
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Tesbit sinir1: Cihazin tesbit edebilecegi en diisiik analit derisimidir.

Omrii: Cihazin, performansinda gozle goriiliir azalma olmadan verdigi hizmet

omrunt ifade eder.

Kararlilik: Belirli bir siire i¢inde cihazin duyarliligindaki degisimleri dikkate

alan bir kalite 6l¢iim degeridir.

2.5.4. Biyosensor tasarimi

Biyosensor tasarimlarinda Once biyosensoriin hangi analiti taniyacagi tesbit

edilmelidir. Sonrasinda ise;

1. Analite uygun biyobilesenin se¢imi,

2. Biyobilesenin doniistiiriiciiye sabitlemede kullanilacak uygun ve verimli
immobilizasyon metodunun se¢imi,

3. Biyobilesenin analiti tamimasiyla olusan kimyasal veya fiziksel sinyali
anlasabilir sinyal formuna doniistiirecek olan donistiiriiciiniin  se¢imi  ve
tasarimi,

4. Olgiim araliginin, duyarliligin dikkate alinmasi olarak siralanabilir (Gooding

J.J., 2006).
2.6.  Biyoaktif tabakanin hazirlanmasi

Analitlerin tayini i¢in kullanilan biyoajanlar; tiim hiicre (bakteri, fungus, hayvan
ya da bitki), enzimler, dokular, mikroorganizmalar, hiicre reseptdrleri, antibadiler,

niikleik asitler ya da olabilir (Sharma vd., 2003).

Genel olarak biyolojik komponent uygun bir sekilde immobilizasyonla
transdiisere baglanir. Immobilizasyon metodu immobilize edilecek biyokomponentin

yapisina gore belirlenir. Bes yaygin metot bulunmaktadir (Mehrvar vd., 2000).

1-Adsorbsiyon: Seliiloz, silikajel, cam ve kollagen; enzimleri adsorplamak i¢in

kullanilan baslica yapilardir. Hidrojen baglari, multiple tuz kopriileri, Van der walls
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baglar1 ve elektron transisyon kompleksleri olusumu sayesinde baglanma gergeklesir.

Kararlilig1 az oldugundan biyosensoérlerde pek tercih edilmez.

2- Mikroenkapsiilasyon: Aktif bir maddenin ¢evresinin bir veya daha fazla
kaplama maddesi olan nisasta, sakkaroz, maltoz gibi karbonhidratlar veya jelatin, peynir
altt suyu proteinleri, kazein, gam arabik ile sarilip kaplanmasini saglayan bir

teknolojidir (Kog vd.,2010).

3-Tutuklama: Biyomolekiilii igeren ¢ozelti iginde poliakrilamid, nisasta, naylon

gibi polimerik yapilarla hazirlanan jel donarak biyomolekiilii matriks i¢inde tutuklar.

4-Capraz baglama: Glutaraldehid, hekzametilen di-izosiyanat, 1,5-difloro.-2,4-
nitrobenzen gibi bifonksiyonel ve multifonksiyonel reaktiflerin kullanilmasiyla

biyomolekiillerinin kat1 desteklere molekiiler ¢apraz baglanmasi saglanir.

5-Kovalent baglama: Enzimde katalitik aktivite i¢cin gerekli olmayan fonksiyonel
gruplarin baglanmas1 yoluyla gergeklestirilir. Aminoasit yan zincirlerinde bulunan
amino, karboksil, imidazol, tiyol, hidroksil gibi niikleofilik fonksiyonel gruplarla

kovalent baglama yapilir (Sharma vd., 2003).

2.7.  Elektrokimyasal Dedektor Olarak Biyosensorler

Uygun dedektér ve etkili bir ornek hazirlama teknigi; her bir yiiksek
performansli ayirma metodu icin gerekli olan kompleks orneklerin analizinde matriks
etkilerinin eliminasyonunu saglar. Yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ve
kapiler elektroforezde (CE) biyosensorlerin - uygulanmast  genel metodlarla

analizlenemeyen diger bilesiklerin analizlenmesine izin verir.

Kromatografik metodlar ya da kapiler elektroforezde kompleks matrikslerde
tayin siklikla zor olmaktadir; ¢linkii sinyal iireten ¢ok fazla bilesik vardir ya da bazi
analitler i¢in dedeksiyon limiti (LODs) ¢ok diisiiktiir. Bu gibi durumlarda analitlerin
uygun bir yontemle tiirevlendirilmesine ihtiya¢ duyulur. Bu tip durumlar yiiksek
performans ayirma metodlar1 (HPLC, GC ve CE) ve uygun biyokimyasal reaksiyonlarin
birlikte  kullanimiyla  azaltilabilir  veya  tamamen  ortadan  kaldirilabilir.

Biyodedeksiyonun yiiksek performans ayirma teknikleriyle birlestirilmesi ile
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kromatografi ve migrasyon teknikleri i¢in temel olan genel fizikokimyasal 6zelliklerden

cok molekiiler tanima mekanizmalarina dayal1 analit tayini yapilir.
2.7.1. Enzim Biyosensorleri

Biyosensor teknolojisinin tarihsel gelisimine bakildiginda bu alandaki ilk
calismalarin enzim sensorleriyle basladigi goriilmektedir. 1962°de Clark ve Lyons ve
1967°de Updike ve Hick tarafindan rapor edilen glukoz tayinine yonelik glukoz oksidaz

enzim elektrodlar: bu konudaki ilk 6érnekleri olusturmaktadir

Temel bilimlerdeki ilerlemeler enzimlerin yanisira diger biyolojik materyallerin
fonksiyonlarinin da ¢ok daha ayrintili bir sekilde ortaya ¢ikarilmasina imkan vermistir.
Bu ilerlemelerin dogal bir sonucu olarak farkli biyolojik materyallerin ve iletim
sistemlerinin birlestirilmesiyle ¢ok cesitli biyosensorler gelistirilmis ve gelistirilmeye
devam etmektedir. Bugiinkii sonuca bakildiginda hangi temel iletim sistemi s6z konusu
olursa olsun ki elektrokimyasal esasli olanlarin tartisilmaz bir agirhigi s6z konusudur,
pratik ve ticari uygulamalarda enzim elektrodlarinin biiyiik bir istiinliigii goze

carpmaktadir.

Bu sonugtaki en biiylik etmen canli sistemlerle ilgili hemen hemen her tiirli
maddenin dogrudan veya dolayli olarak analizinde kullanilabilecek binlerce enzimin
varligidir. Bilinen enzimlerin yanisira bilinmeyenlerin potansiyel varligi, piyasada
ylizlerce enzim preparatinin bulunabilirligi ve bu saymin her gegen giin yiikselmesi
enzim sensOrlerinin tartisilmaz istiinliigiiniin devam edeciginin bir gdstergesidir

(Dingkaya E., 1999).
2.7.2. Doku biyosensorleri

1981°de ilk defa bitki dokusu temelli elektrot hazirlanmasindan itibaren, birgok
bitki dokusu temelli biyosensor gelistirilmistir. Bitki doku materyalleri kullanilarak
olusturulan biyosensorler, izole enzimlerle olusturulan biyosensorlere bir alternatiftir
(Sidwell ve Rechnitz, 1986). Hayvansal ve bitkisel dokularin ve organellerin kimi

enzimlerce oOzellikle zengin oldugu bilinmektedir. Iste bu enzimlerin izole edilmis
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preparatlart  yerine dogrudan yogun bulunduklar1 bu kaynaklar biyosensor

hazirlanmasinda kullanilir (Telefoncu A., 1999a).

Doku biyosensorlerinde enzimin saflastirilmasi gerekliligi ortadan kalkar, ayrica
doku biyosensoérleri bazi enzimler i¢in dogal ortamda artan kararlilik ve diisiik maliyet

gibi avantajlara sahiptirler (Macholan, 1987).

2.7.3. Mikrobiyal biyosensorler

Genis bir pH ve sicaklik araliginda caligabilir olmasi, uzun Omiirlii olmasi
yaninda ilave kofaktorlere ve pahali saflastirma proseslerine gerek duymamasi
bakimindan mikroorganizmalarin kantitatif tayinler amaciyla biyosensor ¢alismalarinda

uygulanabilir olabilecegi anlagilmistir.

Mikrobiyal biyosensorlerde iki temel faktorii baz alarak Olglim yapmak
miimkiindiir. Bunlar, subsrat yok iken mikroorganizmalarin solunum hiziyla dogru
orantil1 olarak baslangicta elde edilen akimin; substrat ilavesi ile baslayip substratin
tamamen doniisiime ugratildig1 ana kadar gegen zaman dilimindeki degisimin izlendigi
son nokta Sl¢iimii ve yine substratin tamamen doniisiimiine kadar ki solunum hizinin

zamanla degisiminin tespitine dayanan kinetik 6l¢timlerdir (Akyilmaz E., 2002).

2.8. Biyosensoriin Uygulama Alanlarn

Kisa siirede sonuca ulastirmasi ve uygulama kolaylig1 biyosensorlerin en énemli

avantajlarindandir. Uygulama alanlarini su bagliklar altinda siralayabilliriz;

Tip: Metabolitlerin 6l¢iilmesi, insiilin eksikligi belirtilerinin dl¢lilmesi, hastane

kosullarinin gozlenmesi, yapay pankreasin ¢alisma kosullarinin kontrolii, vb.

Endiistri: Endiistriyel {iretim izlenmesinde gereklidir. Biyoreaktorlerin

kontrolii, giren hammadde ve ¢ikan tirlinlerin 6l¢lilmesi, vb.
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Cevresel Denetim: Cevre Koruma Ajansi tarafindan hava ve su diizenli olarak
izlenmektedir. Ayrica yerel idari yoOnetimlerin de bolgesel izleme birimleri

bulunmaktadir. Bu birimler diizenli olarak hava ve suyu tahlil etmektedirler.

Savunma (askeri ve sivil): Askeri ve sivil savunma alaninda kullanilmak iizere
bir¢cok sensor ve biyosensor imalatina, Irak'ta 1990 korfez krizi ve Amerika'da ki 11

Eyliil 2001 saldiris1 sonrasinda hiz verilmistir (Gooding J.J., 2006).

2.9. Tezde kullanilan biyobilesenlere genel bakis

Biyosensorde biyobilesen kaynagi olarak kullanilan enzim Candida rugosa
lipazi, lipazin substrati olarak tribiitirin, enzim immobilizasyonunda kullanilan jelatin ve

capraz baglayici glutaraldehid hakkinda bilgiler asagida verilmistir.
2.9.1. Candida rugosa lipaz1

C. rugosa lipaz enzimi bitkisel, hayvansal ya da mikrobiyal kaynakli olabilir. Bu
kaynaklar arasinda en genis uygulama alani bulan lipazlar; mikrobiyal lipazlardir.
Bunun sebebi; mikroorganizmalarin kolay yetistirilebilmeleri, iiretim ve genetiklerine
kolaylikla miidahale edilebilmeleridir. C. rugosa lipaz enzimi lipidlerin biyolojik
doniislimiinde anahtar role sahiptir. Lipazlar, lipidlerin biyolojik membranda
bulunmalarindan dolay1 hiicre i¢i metabolizmada da gorev alirlar (Schmidt ve Verger,

1998).

Giliniimiizde lipazin ve 6zellikle C. rugosa lipazinin biyotransformasyonlarda
potansiyel uygulamalari iyi belirlenmistir. Hem sulu ortam ve hem organik ortamda
gerceklestirilen reaksiyonlarda kataliz performansi yiiksektir (Schmid ve Verger, 1998;
Bornscheuer ve Kazlauskas, 1999; Drauz ve Waldmann, 2002; Faber K., 2004). C.
rugosa yaklasik 154 cins i¢ceren Candida ailesi i¢indedir. C. rugosa’nin belirlenen ti¢

boyutlu yapis1 Sekil 2.6' da goriilmektedir.
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Sekil 2.6. C. rugosa’nin ii¢ boyutlu yapisi. A¢ik mavi; merkezde her iki taraftan alfa
heliksler ile kaplanan hidrofobik beta-diizlemini, koyu yesil; merkez beta-diizlemini kaplayan
heliksleri, sar1; kapali konformasyonu, kirmizi; agik konformasyonu gostermektedir (Cygler ve

Schrag, 1999)

Birgok lipaz iireten maya arasinda; C. rugosa ticari lipaz kaynagi olarak en
sik kullanilan mayadir (Vakhlu J., 2006). Bu kullanimiin nedeni hem hidroliz hem
sentez gibi ¢esitli proseslerdeki yiiksek aktivitesinden dolayidir (Redondo vd., 1995).

Non-spesifik lipaz enzimleri, 6zellikle yiiksek spesifik aktivitesiyle C. rugosa
gliserinin hizli hidrolizini saglamak iizere se¢ilmis olup hidroliz, alkoliz, esterlesme ve
triagilgliseridlerin ve diger hidrofobik esterlerin transesterifikasyonu katalizleyen c¢ok

yonlii bir biyokatalizordiir (Pandey vd., 1999).

2.9.2. Lipaz subtsrati tribiitirin

Lipaz cinsine bagli olarak spesifik substratlar1 degismektedir. Candida rugosa
lipaz1 spesifitesi keskin olmadigindan triolein, tribiitirin gibi substratlar1 benzer sekilde
hidrolizini katalizler. Bu tez ¢alismasinda, tribiitirinin substrat olarak kullanildig:

deneylerde digerlerine gore daha yiiksek aktivite ile hidrolizi katalizlendigi igin substrat
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olarak secildi. Tribiitirin biitirik asit ve gliserolden olusan bir triesterdir. Pankreatik
lipaz, Candida rugosa gibi olasi diger lipazlar tarafindan hidrolizlendiginde biitirik
asitler ve gliserin serbest hale geger. Tribiitirin, siit ve siit iiriinlerinin 6zellikle tereyag:
gibi c¢esitli gida maddelerinin ana bilesenidir. Genellikle tereyagindaki 6zel tadi
veren sivi  yag olarak tarif edilebilir, adi da tereyagindan (butter oil)  gelir.
Margarin yapiminda da katki maddesi olarak kullanilir. Karaciger hasar1 ve baz1 kritik
hastaliklara biitirat mekanizmasinin nasil bir etkisi oldugu heniiz tam olarak

aydinlatilmadigi belirtilmistir (Miyoshi vd. 2011).

Ayrica tribiitirin;  literatiirlerde yayginlikla mikrobiyoloji laboratuarinda
Moraxella catarrhalis bakterisini tanimlamada kullanilmaktadir (Pérez vd., 1990). Sekil

2.7°de yapis1 verilmistir.

0
i

0 GHO-C{OHy},0Hy
CHa{CH,J,—C—OCH e

CHO=C—(CHsl,CHa

Sekil 2.7. Tribiitirin yapisi

2.9.3. Jelatin

Jelatin, s1g1r, koyun ve domuz gibi hayvanlarin deri, kemik ve tendonlarindaki
kolajenin hidrolizi ile elde edilen diisiik maliyetli bir iiriindiir (Ribéreau-Gayon vd.,
2000). Kollajen ile biyolojik 0Ozellikleri benzer olan jelatin ¢esitli biyomedikal
uygulamalarda, enzim immobilizasyonunda ve biyosensdrlerde ¢ok kullanilir (Meyer ve

Morgenstern, 2003).

Jelatin yapisinda; yiiksek oranda glisin, prolin ve hidroksiprolin aminoasitlerini
icerir. Bu aminoasitler jelatinin {i¢lii heliks bir yap1 olusturmasinda ve jellesme 6zelligi
kazanmasinda oldukga etkilidir (Rose vd., 1987). Sekil 2.8°de jelatinin yap1 formiilii

goriilmektedir.
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Sekil 2.8. Jelatinin yap1 formiilii

Jelatinin, ucuz ve kolay bulunur olmasi yaninda, jel olusumu icin herhangi bir
molekiile, iyona, tuza ya da pH ayarlanmasina gerek duymamasi immobilizasyonda sik
kullanilan baz1 polisakkaritlere gore tstiinliikleridir. Bu sebeplerle jelatin enzim, hiicre

ve doku immobilizasyonunda siklikla tercih edilir.

Jelatin biyomedikal alanin yani sira ilag endiistrisinde yaygin olarak kullanilir;
sert ve  yumusak kapsiil, mikrokiireler, vaskiiler protezler = i¢in  sizdirmazlik
tiriinleri, cerrahi kullanim i¢in yara ve emici ped en sik uygulamalar1 arasindadir (Rose

vd., 1987; Hastings ve Ducheyne, 1984; Digenis vd., 1994; Otani vd., 1998)

Jelatin sulu ¢6zeltide ¢Oziiniir oldugundan jelatin materyalleri uzun vadeli
biyomedikal uygulamalar i¢in biyopolimerin termal ve mekanik kararliligini arttirdigi
icin ¢apraz baglamaya maruz birakilir. Termal ve mekanik kararliliginin arttirilmasi
amaciyla immobilizasyonda cogunlukla capraz baglayici ajan olan glutaraldehid ile

birlikte kullanilir (Scardi V., 1987; Esposito vd., 1995).

2.9.4. Glutaraldehid

Glutaraldehid, o6zellikle enzimlerin kovalent immobilizasyonunda siklikla
kullanilan bifonksiyonel bir reaktiftir. Biyosensor gelistirilmesinde kullanilan enzim,
hiicre doku vb. biyoaktif materyallerin, jelatin, kollajen, kitosan gibi biyolojik
molekiillerle birlikte glutaraldehid ile capraz baglar olusturmasi esasina dayali
immobilizasyon yontemi olduk¢a yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Guilbault ve

Kauffmann, 1987).
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Jelatin sulu ¢o6zeltide ¢oziinlir oldugundan, jelatin uzun vadeli biyomedikal
uygulamalar ic¢in biyopolimerin termal ve mekanik stabilitesini arttiran capraz
baglamaya maruz birakilmalhidir. Kimyasal c¢apraz baglayic1 ajanlar arasinda
glutaraldehid kollajen6z malzemelerin stabilitesinin yiiksek verimliligi nedeniyle agik

farkla en yaygin kullanilandir.

Glutaraldehid kolay hazirlanan, ucuz ve nispeten kisa bir siirede sulu ¢ozeltileri
etkili bir sekilde kollajen6z dokular1 ¢apraz baglayabilir (Khor E., 1997). Kollajenoz
orneklerinin glutaraldehid ile capraz baglanmasi; lizin veya hidroksilizin polipeptid
zinciri aminoasit artiklarinin serbest amino gruplarinin, glutaraldehidin aldehit gruplari
ile reaksiyonlarini igerir (Olde Damink vd., 1995). Yontem kolay uygulanabilir olmasi
yaninda immobilize sistemin termal ve operasyonal ayni zamanda da depo kararliligini
arttirmas1  bakimindan tercih edilmektedir. Sekil 2.9°da gluteraldehidin formiili

verilmistir.

i
H—C—(CHz)z— C—H
O

Sekil 2.9. Glutaraldehid formiilii

Glutaraldehid mikroorganizmalar i¢in kismen toksik etki gdstermesine ragmen
biyoaktif sisteme kazandirdigt avantajlardan  dolayi, % 1’in  altindaki
konsantrasyonlarda glutaraldehid kullanilarak toksik etkisi en aza indirilip hiicre

immobilizasyonlar1 da gerceklestirilmektedir (Hemachander vd., 2001).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyaller
3.1.1. Kimyasallar

Denemelerde substrat olarak kullanilan trigliseridlerden triasetin, triolein
Sigma-Aldrich Chemical Co. (USA)’den ve tristearin, tribiitirin, trikaprilin ve ¢apraz
baglayici ajan olarak kullanilan glutaraldehid (% 25 v/v) Merck (Almanya) firmasindan

temin edildi.

Enzim olarak kullanilan Candida rugosa lipazi, Domuz pankreatik lipazi ve
biyoaktif tabakanin elektroda immobilizasyonu i¢in kullanilan jelatin Sigma-Aldrich

Chemical Co. (ABD)’den satin alind.

Tamponlarin ve diger ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan tiim kimyasallar

Merck (Almanya) firmasindan alindu.
3.1.2.  Cihazlar

Aktivite olgtimleri i¢in WTW 330i pH metre ve bu pH metreye ait cam pH

elektrodu biyosensoriin hazirlanmasinda kullanildi.

Tampon ¢ozeltileri hazirlamak i¢in de ayn1 pH metreden yararlanildi. Eppendorf

otomatik pipetler, hassas ¢ozelti hacimlerinin hazirlanmasinda kullanildi.

Diizenli karistirmalar IKA RH Basic 2 manyetik karistiriciyla ve hassas tartimlar

da Precisa marka analitik teraziyle yapildu.

Biyoaktif tabaka materyalinin hazirlanmasi igin ve biyosensoriin c¢aligmalari
stiresince, su ceketli reaksiyon hiicresinin istenilen sicaklikta tutulabilmesi i¢in sabit

sicakliga ayarlanabilen Niive BM 302 model sirkiilasyonlu bir su banyosu kullanildi.
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3.2. Metodlar
3.2.1. pH’1n 6l¢ciim metodu

Elektrik sinyali iireten bir arag (elektrot) kullanilarak, pH metre cihazi sayesinde
bu elektriksel sinyali, pH birimine geviren potansiyometrik bir dlgiimdiir. Uretilen ve
oOlgiilen sinyal bir voltajdir. pH Ol¢iimiinii yapabilmek i¢in iki gerilime ihtiya¢ vardir,
pH olciimii i¢in gerekli olan elektriksel sinyal bu iki gerilim arasindaki fark ile olusur.

Bu iki gerilim sunlardir:

1. Algilama elektrodu {iriin i¢indeki hidrojen iyon aktivitesinin logaritmasina

oransal bir gerilim saglar.

2. Referans elektrod ideal olarak {irlinlin aktivitesinden bagimsiz sabit ve stirekli

bir gerilim saglar.

Referans ve algilama elektrodu arasindaki bu gerilim farki pH metre tarafindan
Olciiliir ve pH degerine g¢evrilir. pH 0Ol¢limii {i¢ parcadan olusur. Bunlar; pH 6l¢iim
elektrodu, referans elektrodu ve verilerin alindig1 bir cihazdir. Bu cihaz elektrodla pH "1
Olclilen ¢ozeltinin pH’1na gore potansiyel farki olusturan bir pil gibi diistintilebilir. pH
Olciim elektrodu hidrojen iyonuna hassas bir cam haznedir. Haznenin iginde ve

disindaki bagil hidrojen derigimi degisimine gore farkli milivolt ¢iktis1 verir.

Referans elektrodu ¢iktis1 hidrojen iyonu aktivitesi ile de8ismez. pH
elektodunun i¢ direnci ¢ok yiiksektir. pH degisimine gore ortaya ¢ikan potansiyel fark
degisimini voltaj olarak Olgcmede zorluk c¢ikarir. pH metre temel olarak yiiksek 6z
dirence sahip bir yiikseltici olup anlik elektrod voltajlarin1 6l¢iip sonuglart analog veya
dijital bir gostergede pH birimi cinsinden gosterir. Bazi hallerde, 6zel kullanim alanlar1
veya iyon-segici ya da ylikseltgeme-indirgeme potansiyeli elektrodlar i¢in voltaj da

okunabilir (ph metre.com.tr).
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3.2.2. pH elektrodunun ve biyosensoriin hazirlanmasi

Kullanim i¢in segilen pH elektrodu temizlendi. Elektrodun kiiresel yapili cam
ucunda enzimin immobilize edilebilmesi ve reaksiyon sirasinda yerinde saglam
kalabilmesi i¢in elektrod ucu hazirlandi. Bunun i¢in; cama zarar vermeyen, kullanilan
reaksiyon materyallerinden etkilenmeyen bir malzeme olan ependorf mikro pipet uglari
uygun Ol¢iilerde kesildi, elektrodun cam ucuna dikkatle gecirilerek yerlestirildi. Boylece
biyobilesenlerin elektrot ucunda yerlestirilebilecegi bir bosluk elde edildi. Elektrodun
bu durumu Sekil 3.1°de goriilmektedir.

Sekil 3.1. Hazirlanan mikropipet ucu takili elektrot

Biyosensoriin hazirlanmasi i¢in; segilen lipaz enzimi (9 mg) ve jelatin (200 mg)
tartilarak bir flakonun igine alindi ve 150 pL fosfat tamponu (pH: 7.5; 50 mM) ilave
edilerek calkalandi ve bu karisim 35 °C’deki su banyosunda 10 dk jelatin ¢oziiniinceye
kadar bekletildi. Su banyosunda akigkan hale gelen enzim-jelatin karigimimin 100 pL’si
elektrot ucunda olusturulan silindirik bosluga diizgiin sekilde mikro pipetler vasitasiyla
hava kabarcigi kalmayacak sekilde yerlestirildi. Elektrot bu halde +4 °C’deki
buzdolabinda 30 dk jelatinin katilagmasi i¢in bekletildi. Bu siirede katilagan tabakanin
pH:7.5, 50 mM fosfat tamponununda hazirlanan % 2.5’lik (v/v) glutaraldehid ¢ozeltisi
icine daldirihp icinde 5 dk bekletilerek glutaraldehidle c¢apraz baglanmasi
gergeklestirildi. Sonra biyosensor distile su ile pek c¢ok kez yikanarak kullanima

hazirlandi. Kullanilmadiginda buzdolabinda nemli olarak muhafaza edildi.
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3.2.3. pH biyosensoriiniin ol¢iim ilkesi

Hazirlanan biyosensér, pH metre cihazina baglanir. Belirlenen ¢alisma
kosullarinda, tampon ¢ozelti bulunduran reaksiyon kabina yerlestirilir. Sabitlenen pH
kaydedilir. Belirlenen substrat ilavesinin ardindan, biyoaktif tabakadaki enzimin
katalizorliigiinde enzimatik hidroliz reaksiyonu baslar. Bu sirada reaksiyon kabinda
asagidaki reaksiyon gerceklesirken agiga ¢ikan yag asiti derisimine bagl olarak

meydana gelen ortam pH’indaki diisme pH biyosensoriinden algilanir.
Trigliserid 22, Gliserol + 3 Yag Asidi

Dolayistyla biyosensoriin - olgtim ilkesi; reaksiyon ortamindaki hidrojen
derisiminin artisina bagl olarak enzimin aktivite 6l¢timii esasina dayanir. Biyosensdriin
aktivite birimi: Hazirlanan biyosensére immobilize edilen enzimin mg basina, sabit
zaman araliginda substratin hidrolizi ile a¢i§a ¢ikan yag asidinin olusturdugu pH
diismesi (ApH) miktar1 olarak tanimlandi. Biyosensoriin bagil aktivitesi: Maksimum

ApH degisimi % 100 alinip diger pH farklar1 buna gore hesaplanarak bulundu.

Hazirlanan biyosensor ile dlglim calismalarinin yapildigi diizenegin fotografi

Sekil 3.2°de verilmistir.

Biyosensir
elektrodu

Su ceketli
reaksivon kah

Termostath ve
sirkiilasyonlu su

pH-metre banyosu

Kanstnia

Sekil 3.2. Kullanilan pH esasli biyosensor diizenegi
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Su ceketli reaksiyon hiicresine 10 ml gum arabik (%10 luk), 0.5 ml substrat
eklendi. Siirekli karigmas1 saglanarak substrattan gelebilecek serbest asitlerin meydana
getirdigi pH diismesini noétrallestirinceye kadar 0.01 N NaOH ¢o6zeltisinden eklendi.
Uzerine hiicredeki toplam hacmi 20 ml'ye tamamlamak igin 4 ml Tris- HCI tamponu

(pH:7.5, 200 mM) konuldu.

Manyetik karistirici ile sabit bir hizda karisan reaksiyon hiicresine hazirlanan
biyosensor daldirildi. Olgiimii almak icin; daldirildig: andan itibaren ¢alisma tamponu
ve elektrot arasindaki diflizyondan dolay1 hidrojen derisiminin dengelenmesi beklendi
(vaklasik 2dk). Okunan pH degeri kaydedildi. Biyosensoriin biyoaktif tabakasindaki
enzim ile ortamdaki substrat arasindaki enzimatik reaksiyon ©On calismalarda
belirlendigi gibi 30 dakikada denge durumuna ulasildi. Bu durumda ortam pH'indaki
diisiis kaydedildi. Enzimatik reaksiyonun baglangicinda ve sonundaki denge durumlari
arasindaki azalan pH degerleri farki kaydedildi. Substratin farkli derisimlerinde benzer

sekilde 6l¢iilen pH farki degerleri belirlendi.
3.2.4. pH biyosensorii icin uygun enzimin sec¢ilmesi

Biyosensorde biyobilesen olarak kullanilacak olan enzimi belirlemek amaciyla;
literatiir bilgileri degerlendirilerek domuz pankreatik lipazi ve C. rugosa lipaz enzimleri
kullanild1. Triagilgliserol hidrolaz aktiviteleri titrasyon yontemi ile karsilagtirild.
Titrasyon yonteminde, substrat emiilsiyonu i¢in; 30 ml %10 luk Gum arabik 1siticili
manyetik karistiricida ¢ozdiiriildii. Santrifiijlenerek berrak c¢ozelti elde edildi. Bunun
tizerine kullanilacak substrattan 3.5 ml, ve saf sudan dondurulmus 2.5 gr buz eklendi. 15
dakika 30 °C’nin altinda karigtiriciyla homojenize edildi. Substrat karisimindaki
olabilecek asiditeyi gidermek icin 0.1 N NaOH ile pH:7’e nétiirlendi. Bu substrat
karistminin 10 ml’si, 6 ml Tris-HCI tamponu eklendi ortam pH'1 tekrar 37 °C’de 0.01 N
NaOH ile 7.7’e ayarlandi. Sonra aktivite tayini i¢in 1 ml (0.1 mg/ml) lipaz ¢ozeltisi
ortama eklendi. 30 dakika boyunca azalan pH 0.01N NaOH ile titre edilerek 7.7°de sabit
tutuldu. Harcanan NaOH hacmi kullanilarak enzimlerin hacimsel ve spesifik aktiviteleri
hesaplandi. Sonuglar degerlendirilerek C. rugosa lipazinin biyosensdrde biyobilesen

olarak kullanilmasina karar verildi.
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3.2.5. Substrat spesifitesi

pH biyosensorii gelistirilmesinde optimizasyon c¢alismalarina ge¢cmeden Once
standart grafigi elde etmek i¢in en uygun substratin se¢imi yapildi. Bunun i¢in ayni
derisimde (82.5 mM) triasetin, trikaprilin, triolein, tristearin, tribiitirin gibi lipaz
substratlar1 ortama eklenerek, hazirlanan biyosensor ile reaksiyon ortamindaki pH
degisimleri 6l¢iildii. Sonuclar karsilastirildiginda en iyi biyosensor cevabu tribiitirin ile
elde edildiginden bundan sonraki caligmalarda standart substrat olarak tribiitirin

kullanildi.

3.2.6. pH biyosensoriiniin caliyma kosullarinin optimizasyonu

Biyosensoriin ¢alisma kosullarini optimize ederek en iyi biyosensor cevabini
verdigi kosullarin bulunmasi i¢in ortam tampon pH'l, tampon derisimi ve ortam
sicakliginin biyosensor cevabina etkileri incelendi. Her bir degiskene ait % biyosensor

cevaplari grafiklerle gosterildi.

3.2.6.1. pH optimizasyonu

pH: 6.0, 6.5, 7.0 olan 50 mM Fosfat tamponlar1 ve pH: 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 olan 50
mM Tris-HCI tamponlar1 hazirlandi. Bu tamponlar kullanilarak daha once belirlenen
enzim ve substrat miktarlar1 ile reaksiyonlar gergeklestirildi. En 1yi biyosensor

cevabinin hangi pH degeri ile alindig1 grafik vasitasiyla belirlendi.

3.2.6.2. Uygun tampon derisimi

Gelistirilen biyosensoriin optimum pH degeri ve bu pH degerindeki uygun
tampon sisteminin belirlenmesinden sonra tampon derisimlerinin biyosensdr cevabi
lizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla, hazirlanan biyosensorler i¢in Tris-HCI
tamponunun (pH: 7.5) 25, 50, 75, 150, 200, 250 mM derisimlerinde Ol¢iimler
gerceklestirildi ve bagil aktiviteye kars1 grafiklendirildi.
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3.2.6.3. Optimum sicakhk

Optimum sicakligin belirlenmesi icin diger optimum degerler kullanilarak 25,
30, 35, 40, 45, 50 °C sicakliklarda olgtimler gerceklestirilerek gelistirilen biyosensor

icin biyosensor cevaplari belirlendi ve bagil aktiviteye karsi grafigi elde edildi.

3.2.7. Biyoaktif tabaka bilesenlerinin optimizasyonu

Enzim esasli biyosensor ile optimum biyosensdr cevabinin alinacagi en uygun
immobilizasyon kosullarinin belirlenmesi i¢in biyoaktif tabakayir olusturan enzim
miktarinin, jelatin miktariin ve ¢apraz baglayici ajan olan glutaraldehidin biyosensor

cevabi lizerine etkileri arastirildi.

Hazirlanan biyosensorler ile yapilan dl¢limlerle elde edilen standart grafiklerden
yararlanarak enzim miktarinin, jelatin miktarinin ve glutaraldehid ytizdesinin biyosensor

cevabi lizerine ne gibi etkileri oldugu incelendi.

3.2.7.1. Enzim miktarmin etkisi

Biyoaktif tabakadaki enzim miktarinin optimizasyonu ig¢in jelatin miktar1 ve
glutaraldehid oranmi sabit tutularak enzimin farkli miktarlarinin biyosensér cevabi
tizerine etkisi incelendi. Bunun i¢in 150 pl fosfat tamponu (50 mM; pH: 7.5) i¢in 20mg
jelatin, % 2.5’1ik glutaraldehid sabit olmak sartiyla 6, 8, 9, 12, 15, 18 mg olarak degisen
enzim iceren biyosensorler hazirlandi. Reaksiyonlar gerceklestirilerek biyosensor

cevaplar kaydedildi.

3.2.7.2. Jelatin miktarinin etKisi

Gelistirilen biyosensor i¢in en uygun enzim miktar1 9 mg olarak belirlendikten
sonra, yine glutaraldehid orani sabit tutularak jelatin miktarinin biyosensdr cevabi
tizerine etkisi incelendi. Bunun i¢in 9 mg enzim, % 2.5’lik glutaraldehit sabit tutularak
5, 7.5, 10, 20, 30 mg jelatin igeren biyosensorler hazirlandi. Her biyosensor ile

belirlenen kosullarda reaksiyonlar gergeklestirildi ve sonuclar kaydedildi.
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3.2.7.3. Glutaraldehid yiizdesinin etkisi

Biyosensor i¢in en uygun enzim ve jelatin miktari belirlendikten sonra kullanilan
glutaraldehid yiizdesinin biyosensor cevabi iizerine etkisinin incelenmesi amactyla 150
ul fosfat tamponu (50 mM; pH: 7.5) i¢in belirlenen optimum enzim (9 mg) ve jelatin
miktar1 (20 mg) sabit tutularak sadece glutaraldehid yiizdeleri 1, 2.5, 3, 3.5, 4 oraninda
degistirilerek her biriyle yeni biyosensorler hazirlandi. Bu biyosensorlerle trigliserid

hidroliz reaksiyonlar1 gerceklestirildi. Elde edilen veriler grafiklendirildi.

3.2.8. Biyosensoriin karakterizasyon calismalari

3.2.8.1. Dogrusal dlciim arahigimin belirlenmesi

Gelistirilen biyosensoriin ¢alisma kosullar1 ve biyoaktif tabaka bilesenlerinin
optimizasyonlarindan sonra belirlenen optimum kosullarda bir biyosensor hazirlandi.
Tribiitirinin farkli derisimleri i¢in Slgiimler alinarak belirlenen biyosensor cevaplar ile
standart grafik elde edildi. Bu grafikte dogrusal bir artigin gézlendigi substrat derigimi

araligi, belirlenmis kosullarda biyosensoriin dogru 6l¢iim araligi olarak belirlendi.

Buraya kadar yapilan ¢aligmalar ile bulunan optimum degerler; enzim 9 mg,
jelatin 20 mg (150 pl 50 mM pH: 7.5 fosfat tamponu iginde), % 2.5’1lik glutaraldehid
olarak belirlenmistir. Bu miktarlarla biyoaktif tabakasi hazirlanan biyosensdriin
optimum tampon derisimi 200 mM, pH'1 7.5 olan Tris-HCI tamponu ve optimum
sicakligl 35 °C olarak bulunmustur. Bu degerler kullanilarak asagidaki karakterizasyon

calimalar1 yapildi.

3.2.8.2. Analizlerin tekrarlanabilirligi

Gelistirilen  biyosensorle yapilan analiz sonuglarmin tekrarlanabilirligi
denemelerinde, belirlenen optimum kosullarda, tribiitirinin 82.5 mM derisiminde
hazirlanan biyosensor ile ara vermeksizin yeni Olgiimler alindi. Bulunan degerlerin
standart sapma ve varyasyon katsayilart hesaplanarak biyosensoriin - tekrar

kullanilabilirligi incelendi.
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3.2.8.3. Islem kararlihg

Belirlenen optimum kosullarda hazirlanan biyosensor ile tribiitirinin 82.5 mM
derigimi igin arka arkaya ol¢iimler alinarak islem kararlilig1 incelendi. Baglangicta elde
edilen biyosensor cevabt % 100 kabul edilerek tekrarlanan oOlctimler ile bagil

aktivitedeki degisim incelendi ve hazirlanan biyosensoriin islem kararliligi belirlendi.
3.2.8.4. Depo kararhih@

Gelistirilen enzim esasli biyosensor ile aktivitesini kaybetmeden ne kadar siire
boyunca Ol¢lim alabilecegini belirlemek i¢in optimum kosullarda bir biyosensor
hazirlandi. Bu biyosensor ile degisik saatler boyunca tribiitirinin 82.5 mM derisimi igin
dlgiimler alindi. Olgiim aralarinda biyosensér Tris-HC1 tamponunun buharinda +4 °C’de
buzdolabinda bekletildi. Olgiim almacagi zaman buzdolabindan gikariip 5 dk oda
sicakliginda bekletildi. Biyosensor ile ilk alinan dl¢iimiin aktivitesi % 100 olarak kabul
edilerek, devam eden zamanlardaki Slgtimlerin biyosensor cevaplari ilk olglime gore %

bagil aktivite cinsinden ifade edildi.
3.2.9. Gelistirilen biyosensoriin lipid tayinlerinde uygulanabilirlik testleri
Kandaki trigliseridlerin tayini

Edirne Tip Fakiiltesi Hastanesi, Merkez Biyokimya Laboratuari’dan trigliserid
icerigi belirlenmis (diistik—normal-yiiksek trigliserid olacak sekilde) ii¢ farkli hastanin
kan serumu Ornekleri, gelistirilen pH biyosensorii kullanilarak trigliserid icerikleri
oliildii. Orneklerin standart substratin dogrusal o6lgiim arahigina girecek sekilde
trigliserid derisimleri ayarlandi. Sonra oOrnekler substrat gibi kullanilarak optimize

kosullar altinda 6l¢iimler yapilarak, sonuclar kaydedildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Uygun Enzimin Secilmesi

Trigliseridlerin tayini i¢in denenen enzimlerden; domuz pankreatik lipazi ve
C.rugosa lipazi, titrasyon yOntemi ile tribiitirin substratina kars1 elde edilen ii¢ tekrarh
aktiviteleri Tablo 4.1°de verilmistir. Sekil 4.1°de ise bu iki enzimin tribiitirinin farkl

derisimlerine kars1 ApH degerleri goriilmektedir.

Tablo 4.1. Titrasyon yontemiyle enzim aktiviteleri

Titrasyon yontemi
Lipaz cinsi Hacimsel aktivite Spesifik aktivite
(pmol/mlepzim.dK) (pmol/mgepyim.dK)
Domuz pankreatik lipazi 2,05 10,25
Candida rugosa lipazi 2,36 11,8
0,15 -
0,14 - _-_C. rgasd
0,13 - lipa;
= .
= 0,12 - _ o Domuz pankreatik
lipam
0,11
U, 1 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Tribiitirin (mM)

Sekil 4.1. Enzim cinsinin biyosensor cevaplarina etkisi

Goriildigl gibi titrasyon yontemiyle C. rugosa lipazina ait aktivite domuz

pankretik lipaza gore daha yiiksektir. Biyosensor cevaplari sonucunda ise grafikten
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anlasilabilecegi gibi C.rugosa lipazi i¢in alinan degerlerde daha dogrusal bir grafik elde

edilmistir.

4.2. pH biyosensoriiniin substrat spesifitesi

pH biyosensoriinde kullanilacak standart trigliserid substratin se¢imi icin; 82.5
mM derisimdeki triasetin, trikaprilin, triolein, tribiitirin ve tristearin trigliseridleriyle pH
degisimi Ol¢iimleri alindi. Bunun i¢in hazirlanan pH biyosensorii 35 °C’de, Tris-HCI
tamponunda (200 mM; pH: 7.5) azalan pH 0lgiimleri yapildi. Sekil 4.2’de biyosensdriin
degisen substratlara kars1 spesifitesi bagil aktivite cinsinden verildi. Goriildigii gibi en
yiiksek biyosensor cevabt % 100 olarak kabul edildi. En diisiik bagil aktivite
tristearinin, en yiiksek ise tribiitirinin bulundu. Candida rugosa lipazi substrat
spesifikligi keskin olmadigindan diger substratlara degisen oranda aktivite gostermistir.

Sonug olarak tribiitirin trigliserid standart substrati olarak belirlenmistir.

120
100
2
; 80
0;
fq 60
=
& 40
=]
20 —
0
triasetin trikaprilin triolein tribiitirin tristearin

Sekil 4.2. pH biyosensoriiniin bagil substrat spesifitesi
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4.3. pH Biyosensoriiniin Calisma Kosullarinin Optimizasyonuna Mliskin
Bulgular
4.3.1. Optimum pH

Belirlenen sartlarda hazirlanan pH biyosensdriiyle optimum pH’1 belirlemek i¢in
50 mM fosfat tamponunun 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 ve Tris-HCl tamponunun 8.5, 9.0

pH’1nda 6l¢iimler alindi.

Optimum biyosensor cevab1 pH: 7.5 (Tris-HCl tamponu 50 mM ) olarak
belirlendi. pH: 7.5’daki biyosensér cevabi % 100 olarak kabul edildi. pH:7.5 ile
karsilagtirildiginda pH: 7 ve pH: 8’deki pH degisim orani sirasiyla % 86.6 ve % 87.15
olarak belirlendi. Daha diisilk ve daha yiiksek pH’larda ise daha diisiik biyosensor
cevaplar1 alindi. Bundan sonraki denemelerde pH: 7.5 Tris-HCl tamponu (50 mM)

kullanildi. Biyosensdr cevabi iizerine pH’1n etkisi Sekil 4.3’ te goriilmektedir.

120

[y

o
o O O
I B

o
1

o

Bagil Aktivite (%)
N 8 a

Sekil 4.3. Biyosensor cevabi tizerine pH’1n etkisi
4.3.2. Optimum tampon derisimi

pH optimizasyonu ¢alismalarindan uygun tampon cinsi ve pH’t Tris-HCl
tamponu 7.5 oldugu belirlendikten sonra bu tampon sisteminin hangi derisimleri ile

calisildiginda en iyi biyosensor cevaplarinin belirlenmesine yonelik ¢caligmalara gecildi.
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Bu amag¢ dogrultusunda 25, 50. 75, 150, 200, 250 mM pH: 7.5 Tris-HCI
tamponlar1 hazirlandi. Hazirlanan derisimlerdeki tamponlarin subsrat derisimlerine karsi

biyosensor cevaplari Sekil 4.4 ’te gosterildi.

0,14 -
0,12 -~
R 01 -
<
0,08 -
0,06 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Tampon derisimi (Tris-HCl mM)

Sekil 4.4. Biyosensor cevabi lizerine tampon derisiminin etkisi

Optimum tampon derisimi Sekil 4.4’ten de goriilecegi gibi ilk dl¢iimii dogrusal
biyosensor cevabi veren 200 mM pH: 7.5 Tris-HCI tamponu olarak belirlendi ve bundan
sonraki ¢aligmalarda calisma tamponu olarak 200 mM pH: 7.5 Tris-HCl tamponu
kullanildi.

4.3.3. Optimum sicakhk

Sekil 4.5 ’te biyosensdr cevabi {izerine sicakligin etkisi gosterilmektedir. En iyi
biyosensor cevabi 35 °C olgiildii ve grafikte biyosensor cevabr %100 olarak kabul

edilerek diger sicakliklar i¢inde biyosensor cevaplart % bagil aktivite cinsinden verildi.

Olgiimler 150 ul 50 mM pH: 7.5 fosfat tamponu icinde 9 mg enzim, 20 mg
jelatin olacak sekilde ve % 2.5’lik glutaraldehid ile hazirlanmis biyosensorle tribiitirinin

82.5 mM derisimi i¢in ger¢eklestirildi.
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Sekil 4.5. Biyosensor cevabi tizerine sicakligin etkisi

Sekil 4.5’te de goriildigi gibi sicakligin 35 °C’ye artmasiyla biyosensor
cevabinin da arttig1 ve bu dereceden sonra diistiigii gozlendi. Bu, sonug olarak enzim
aktivitesi ve sicaklik iliskisinin 6nemli bir prensibidir. Sicaklik artisina paralel olarak
aktivite artist gozlendi. Optimum sicakligin asilmasiyla birlikte enzim aktivitesinde

diisiis gozlendi.

4.4. Biyoaktif Tabaka Bilesenlerinin Optimizasyonu

4.4.1. Enzim miktarinin etkisi

Enzim miktar1 optimizasyonu i¢in 150 pl 50 mM; pH: 7.5 fosfat tamponu icinde
6, 8, 9, 12, 15, 18 mg enzim iceren biyosensorler hazirlandi. Olgiimler belirlenen
optimum pH, optimum sicaklik ve optimum tampon derisiminde gergeklestirildi. Enzim

miktarinin biyosensdr cevabi iizerine etkisi Sekil 4.6’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.6. Biyosensor cevabi ilizerine enzim miktariin etkisi

Enzim miktarinin optimizasyonu i¢in alinan 6l¢timlerde 8 ve 10 mg enzim ile
hazirlanan biyosensorde difiizyon engelinden dolayr diisiik biyosensor cevaplar1 elde
edildi. 4 ve 6 mg enzim ile hazirlanan biyosensorlerde ise baslangigta yakin cevaplar
alindi ama subsrat derisimi arttikca 8 mg enzim igeren biyosensor subsrata
doydugundan sabit degerler vermeye basladi. 9 mg enzim igeren biyosensorle ise
substrat derisimi artisiyla dogru orantil1 bir grafik elde edildi. En iyi biyosensor cevabini

veren 9 mg enzim optimum enzim miktar1 olarak belirlendi.
4.4.2.  Jelatin miktarinn etkisi

Jelatin miktarinin optimizasyonu i¢in 150 pl 50 mM; pH: 7,5 fosfat tamponu
icinde optimum enzim miktar1 olarak belirlenen 9 mg enzim ve 5, 7.5, 10, 20, 30 mg
jelatin iceren biyosensorler % 2.5°lik glutaraldehid ¢ozeltisi kullanilarak hazirlandi.
Olgiimler belirlenen optimum kosullarda gerceklestirildi ve elde edilen sonuclar Sekil

4.7°de grafik olarak verildi.
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Sekil 4.7. Biyosensor cevabi {izerine jelatin miktarinin etkisi

Jelatin miktarinin optimizasyonunda 10 mg jelatin ile hazirlanan biyosensorde
difiizyon engeli digerlerine gére daha az oldugundan daha diisiik derisimler i¢in yiiksek
biyosensor cevabi verdi ama derigim artisiyla dogru orantili bir artis gézlenmedi. Jelatin
miktart ¢ok diisiik oldugu icin de fiziksel olarak dayanikli bir biyoaktif tabaka

hazirlanamadi.

30 mg jelatin ile hazirlanan biyosensdriin biyoaktif tabakasi daha dayanikliydi
ama 20 mg ile hazirlanan biyosensor subsrat derisimiyle dogru orantili ve daha yiiksek

biyosensor cevabi verdi. Bu nedenle optimum jelatin miktar1 20 mg olarak belirlendi.
4.4.3. Glutaraldehid yiizdesinin etkisi

Glutaraldehid yiizdesinin optimizasyonu i¢in 150 ul 50 mM; pH: 7.5 fosfat
tamponu i¢inde optimum olarak belirlenen 9 mg enzim ve 20 mg jelatin iceren
biyosensorler farkli yiizdelerdeki glutaraldehid ¢ozeltileri ile hazirlandi. Bu amagla 1,
2.5, 3, 3.5 ve % 4’liik glutaraldehid ¢ozeltileri kullamldi. Olgiimler belirlenen optimum
kosullarda gerceklestirildi ve elde edilen sonuglar Sekil 4.8’de grafik olarak verildi.
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Sekil 4.8. Biyosensor cevabi tizerine glutaraldehid yilizdesinin etkisi

Glutaraldehid ylizdesinin biyosensor cevabi iizerine etkisini belirlemek i¢in
aliman Ol¢timlerde % 1’lik glutaraldehidle hazirlanan biyoaktif tabaka fiziksel olarak
dayaniksizdi. % 4’liikk glutaraldehid ile hazirlanan biyosensorde c¢apraz baglanma
oraninin fazla olmasindan dolay1 difiizyon engeli nedeniyle daha diisiik biyosensor
cevaplari verdi. Daha dogrusal biyosensor cevaplart veren % 2.5’lik glutaraldehid
optimum olarak belirlendi. Bundan sonraki denemelerde ¢apraz baglayici ajan olarak %

2.5’1ik glutaraldehid ¢6zeltisi kullanildi.

4.5. Biyosensoriin Karakterizasyon Calismalar:

4.5.1. pH biyosensoriiniin dogrusal ol¢iim arahgi

Belirlenen optimum kosullarda hazirlanan pH biyosensorii ile lipidlerin dogrusal
tayin aralifinin tespit edilmesi i¢in standart olarak kullanilan tribiitirinin farkli
derisimlerinde Sl¢iimler alindi. Bu 6l¢limler arasinda dogrusal bir egri veren 16,5- 82.5
mM tribiitirin derisim aralig1 lipidlerin dogrusal tayin araligi olarak belirlendi.
Gelistirilen pH biyosensdriiniin dogrusal tayin araligini gosteren grafik asagida Sekil

4.9°da verildi.
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Sekil 4.9. pH biyosensoriiniin dogrusal 6lgiim araligi

4.5.2.  Analiz sonuclarmin tekrarlanabilirligi

Gelistirilen pH biyosensdriiyle yapilan tekrarlanabilirlik ¢aligmalarinda tribiitirin
derisimi 82.5 mM kullanilarak ardigik 6lgiimler alind1 ve Tablo 4.2°de verildigi gibi
tribiitirin tayini i¢in alinan tekrarlanabilirlik sonuglarinda ortalama deger (X)) 91.25
mM; standart sapma (S.D) + 4.732 ve varyasyon katsayist (C.V) % 10.97 olarak
hesaplandi.

Tablo 4.2. Tribiitirin tayini i¢in alinan tekrarlanabilirlik sonuglari

Standart tribiitirin Olgiilen derisim Standart % Varyasyon katsayisi
derisimi ortalamasi sapma
82.5 mM 91.25 mM +4.732 10.97

Bir biyosensor sisteminin tekrarlanabilirliginde standart sapma ve varyasyon
katsayilar1 onemlidir. Bir biyosensdr sisteminin arka arkaya kac¢ kez kullanilabilir
oldugunu gosterir. Bu say1 goreceli olarak ne kadar yiiksek ise ayni sensorle daha ¢ok
sayida Ornekte lipid analizi yapilabilir. Bunun i¢in varyasyon katsayisinin % 5’ten

kii¢iik olmasi istenir.
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4.5.3. Islem kararhhg

Belirlenen optimum kosullarda hazirlanan pH biyosensorle sabit tribiitirin igin
ara vermeksizin Ol¢limler alindi. Biyosensor ile alinan ilk 6l¢iimiin aktivitesi % 100

kabul edilerek, her 6l¢iim i¢in bulunan bagil aktivite Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Islem kararlilig1

4.5.4. Depo kararhihg:

pH biyosensoriiriin depo kararliligini belirlemek i¢in dnce optimum kosullarda
biyosensor hazirlandi. Bu biyosensor ile degisik saatler boyunca tribiitirinin substratinin
sabit derisimi i¢in Ol¢iimler alindi. Bu odlgiimlerde ilk saat alinan biyosensor cevabi
%100 kabul edilerek diger biyosensor cevaplari buna gore hesaplandi. Son veriler

Olclim saatlerine gore % bagil aktivite Sekil 4.11°de verildi.
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Sekil 4.11. Depo kararlilig

Sekilden gortildiigli gibi yaklasik ilk 8 saatte baslangig aktivitesinin % 80’ini
korumustur. Ilk 12 saatteki aktivitenin, baslangicin % 6011 korudugu goriilmektedir.

Yaklasik 24 saatin sonunda aktivite tamamen diismiistiir.
4.6.0rneklerde Trigliserid Tayininde Uygulanabilirlik Testleri

Temin edilen kan oOrneklerinin spektrofotometre metoduyla mg/ml cinsinden
trigliserid miktarlar1 ¢alismada tribiitirin standard ile belirlenen biyosensoriin dogrusal
tayin araliginin altinda bulunmustur. Bu yiizden daha diisiik trigliserid derisimleri
kullanilarak yeni dogrusal tayin araligi belirlendi (Sekil 4.12). Kan o&rneklerinin
gelistirilen pH biyosensorii ile ornekler, substrat gibi kullanilarak optimize kosullar

altinda, trigliserid igerikleri, daha 6nce anlatilan sekilde tayin edildi. Sonucglar Tablo

4.3°de verildi.
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Sekil 4.12. Ornek tayinde kullanilan dogrusal 6l¢iim aralig

Tablo 4.3. Orneklerde Trigliserid Tayini

Kan Spektrofotometrik Biyosensor ile Ol¢iilen trigliserid miktari
Ornekleri | yontem ile trigliserid
miktart (mg/ml) ApH mg/ml
1 0,58 0,054 0,39
2 1,55 0,116 1,49
3 3,03 0,152 2,31
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

pH biyosensorii hazirlanmasinda enzim olarak; domuz pankreatik lipaz1 ve
C.rugosa lipaz1 denendi. Her iki lipaz kullanilarak hazirlanan biyosensorler ile
denemeleri yapildiginda, her iki enzim igin, tribiitirinin artan derigimiyle orantili olarak
azalan pH degisimi elde edildi. Ancak C. rugosa lipazli biyosensorle gozlenen pH
degisimi, pankreatik lipazli sensére gore daha dogrusal ve biraz daha fazla bulundu.
Bununla birlikte aralarinda anlamli bir fark bulunmadi. C. rugosa lipazli sensor
caligmalarinda, bu enzimin klinik ve gida uygulamalarinda yaygin sekilde kullanildigi
ve kismi aktivite fazlaligindan dolay1 C. rugosa lipazi biyosensor biyobileseni olarak
secildi. Tribiitirin substrat1 kullanilarak C. rugosa lipaz enziminin gézenekli silikonla
immobilizasyonu ile potansiyometrik bir biyosensor gelistirilmistir (S. Setzu vd., 2007).
pH biyosensorii olmamasina karsin olusan ve dlgiilen potansiyel fark pH degisiminin
sonucu oldugundan bu tez ¢alismas1 C. rugosa lipazinin, klinik ve gida uygulamalari
yaninda yiiksek aktivitesi, enantiosecici reaksiyonlardaki performansi gibi 6zellikleriyle
yaygin sekilde kullanildigi belirtilmistir. Diger bir calisma da; lipazlarin spesifik
substratlarini belirlemede 2-aril propiyonik asit alkil esterleri, steroid olmayan anti-

inflamatuar ilaglarin bir sinifi C. rugosa lipazi ile hidrolizlenmistir. (Vakhlu J., 2006)

Substrat spesifitesi calismasinda; trigliseridlerden triasetin, triolein, tribiitirin,
trikaprilin, tristearin substratlar1 hazirlanan pH biyosensorii ile verdigi biyosensor
cevaplari incelendi. En yiiksek spesifisiteyi tribiitirine kars1 gosterdi. Vijayalakshmi A.
vd.’nin (2008) trigliseridin belirlenmesi i¢in pH esasli enzim biyosensorii olarak
hazirlanan g¢aligmasinda tribiitirin, triolein, trioktonat subsratlari denenerek trioleine
spesifik Bacillus subtilis lipaz1 ile yapilmis olan manyetik nanopartikiil kullanilarak
hazirlanan enzim alan etkili (ENFET) biyosensorii gelistirilmistir. Bir diger calisma
olan tribiitirin ve pestisid tayini i¢in hazirlanan pH esasli enzim biyosensdriinde de C.
rugosa lipazinin tribiitirine kars1 aktivitesi en yiiksek bulunmustur (Kartal vd., 2007).
Amperometik enzim esasli diger bir calismada C.rugosa lipazinin en yiiksek substrat

spesifikligi trioleine kars1 bulunmustur (Tka¢ vd., 2000).
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Biyosensoriin ¢alisma kogsullarinin optimizasyon ¢alismalarinda;

pH optimizasyonu icin; Fosfat tamponunun (50 mM) pH 1 6.0, 6.5, 7.0 ve
Tris-HCI tamponunun (50 mM) pH’1 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 olan tamponlar hazirlandi. Bu
tamponlarda hazirlanan biyosensdrle ol¢timler yapildi. Sonugta; degisen pH'a karsi bagil
aktivite grafigi elde edildi. Sekil 4.3'ten optimum biyosensor cevabir pH: 7.5 olarak
bulundu. Setzu vd.’nin (2007) gelistirdigi C. rugosa lipazinin immobilizasyonu ig¢in
gbzenekli silikonun kullanildig1 potansiyometrik biyosensérde optimum pH:7 fosfat
tamponu bulunmustur. Tribiitirin ve pestisid tayini i¢in gelistirilen C. rugosa lipazinin
biyobilesen olarak kullanildigi pH biyosensdriinde ise optimum pH:7.5 fosfat tamponu
olarak belirtilmigtir (Kartal vd., 2007). Mikroemiilsiyon esasli jelle cam elektroda
immobilize edilen C. rugosa lipazinin biyobilesen olarak kullanildigi bir calismada

optimum pH Tris-HCI tamponunda 8.5'tur (Huang vd., 2001).

Tampon derisiminin belirlenmesi ¢alismasinda; 25, 50, 75, 150, 200, 250 mM
derisimlerinde pH: 7.5 Tris-HCI tamponlar1 hazirlandi. Gelistirilen biyosensor ile alinan
Olctimlerde en iyi biyosensor cevabr 200 mM’lik tamponu ile (pH: 7.5) saglandi. Kartal
vd., (2007) calismasinda ayni enzimli pH biyosensoriinde en iyi biyosensor cevabr pH
7.5, 50 mM fosfat tamponu ile almmistir. C. rugosa lipaz1 ile hazirlanan
nanoyapilt seryum oksit film kapl trigliserid biyosensoriinde optimum tampon derigimi

fosfat tamponunda 50 mM, (pH 6.5 % 0.9 NaCl)’dir (Solanki vd., 2009).

Optimum sicakhigin denemelerinde; sirasiyla 25, 30, 35, 40, 45, 50 °C
sicakliklarda reaksiyonlar gerceklestirildi. Hazirlanan biyosensor ile alinan biyosensor
cevaplar1 bagil aktiviteye karsi grafiklendirildi. Sekil 4.5'ten optimum sicaklik en
yiiksek biyosensor cevabinin goriildiigii 35 °C olarak bulundu. Kartal vd.’nin (2007)
gelistirdigi pH esasli enzim biyosensdrde en iyi biyosensor cevabi 30 °C’dir. C. rugosa
lipazinin cam elektroda mikroemiilsiyon esasli jelle immobilize edildigi calismada

optimum sicaklik 37 °C olarak belirlenmistir (Huang vd., 2001).

Biyosensoriin biyoaktif tabaka bilesenlerinin optimizasyon ¢alismalarinda;

Enzim miktarmin belirlenmesi; denemelerinde diger bilesenlerden jelatin ve

glutaraldehid miktarlar1 sabit tutularak, elektroda sirasiyla 6, 8, 9, 12, 15, 18 mg
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enzimin immobilizasyonu ile biyosensor hazirlandi. Alinan olgiimlerde 15 ve 18 mg
enzim ile hazirlanan biyosensérde muhtemelen difiizyon engelinden dolayr diisiik
biyosensor cevaplari elde edildi. En iyi biyosensor cevabini veren 9 mg enzim optimum
enzim miktar1 olarak belirlendi. Kartal vd.’nin (2007) gelistirdigi pH esasli enzim
biyosensoriinde 0.5, 1, 2 mg C. rugosa lipazi immobilize edilerek alinan Slgiimler
sonucunda en yliksek biyosensér cevabi 1 mg enzim olarak bulunmustur. Domuz
pankreatik lipazinin gozenekli silikonla immobilize edilmesiyle trigliseridlerin
belirlenmesi i¢in olusturulan bir potansiyometrik biyosensor ¢alismasinda en yiiksek
biyosensor cevabl 30 mg olarak bulunmustur (Reddy vd., 2003). Farkli bir biyobilesen
olan probiyotik bakteri (Lactobacillius acidiphilus) ile hazirlanan biyosensor ile yapilan
calismada 2.5, 5, 10 mg bakteri miktarlar1 denenmistir. Optimum 5 mg bakteri
bulunmustur (Sagiroglu vd., 2011).

Jelatin miktarimin optimizasyonunda daha once metodlarda belirtilen jelatin
miktarlarin1 iceren biyosensorler hazirlandi. Hazirlanan biyosensorlerde jelatin
miktarinin azligi veya fazlaligi biyoaktif tabakanin fiziksel dayamikliligini etkiler
(Yahsi, A., 2005). Dayanikli ancak substrat diflizyonunu engellemeyen jelatin miktar
Sekil 4.7'den gorildiigii gibi 20 mg olarak belirlendi. Kartal vd.’nin (2007) gelistirdigi
pH esasli enzim biyosensoriinde C. rugosa lipazi immobilize edilebilmesi i¢in gereken
jelatin miktar1t 20 mg bulunmustur. H. Paliizar’m (2009) mikrobiyal esash
biyosensoriinde jelatin miktar1 optimizasyonu i¢in 2.5, 5, 10 mg jelatinle biyosensor

cevaplari karsilagtirilmis ve en yiiksek biyosensor cevabi 5 mg olarak bulunmustur.

Glutaraldehid yiizdesinin belirlenmesinde; % 1, 2.5, 3, 3.5 ve 4’lik
glutaraldehid c¢ozeltileri kullanildi. Verilere bagli olarak hazirlanan sekil 4.8'de
goriildiigl gibi optimum glutaraldehid ytizdesi 2.5 olarak bulundu. Kartal vd.’nin (2007)
gelistirdigi Candida rugosa lipazi immobilize pH biyosensoriinde optimum
glutaraldehid % 2.5 olarak bulunmustur. Ayn1 immobilizasyon yonteminin kullanildig:
bitkisel doku esasli bir biyosensdr caligsmasinda optimum glutaraldehid % 1.25

bulundugu belirtilmistir (Ozcan ve Sagiroglu, 2010).

pH biyosensoriiniin karakterizasyon c¢aligmalarinda; yukarida belirlenen tim

optimum deger ve kosullar kullanilarak karakterizasyon ¢aligsmalar1 yapildi.
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Trigliseridlerin dogrusal ol¢iim arahgmmin; ilk karakterizasyon c¢aligsmasi
olarak, degisen tribiitirin derisimlerine karsilik gelen ApH'lar ile Sekil 4.9 grafigi elde
edildi. Dogrusal ol¢iim araligr 16.5-82.5 mM tribiitirin olarak belirlendi. Domuz
pankreatik lipazinin goézenekli silikonla immobilize edilmesiyle trigliseridlerin
belirlenmesi i¢in olusturulan potansiyometrik biyosensér ¢aligmasinda tribiitirin
substratinin 10-25 mM derisimleri araligi bulunmustur (Reddy vd., 2003). Tribiitirin
tayini i¢in gelistirilen pH biyosensoriinde dogrusal tayin araligi 65-455 uM olarak
belirlenmigtir (Kartal vd., 2007). C. rugosa lipazinin cam elektroda mikroemiilsiyon
esasl jelle immobilize edildigi calismada dogrusal dlgiim araligi 0.002-2 mM olarak

bulunmustur (Huang vd., 2001).

pH biyosensoriin tekrarlanabilirliginin ve islem kararhhgmin belirlenmesi
icin tribiitirin ile arka arkaya Ol¢limler alindi. 5 6l¢iim icin ortalama deger (Xox): 91.25
mM, standart sapma (S.D): £ 4.732 ve varyasyon katsayisi (C.V): % 10.97 olarak
hesaplandi. Cam elektroda C. rugosa lipazinin mikroemiilsiyon esasl jelle immobilize
edildigi c¢alismada; 8.6 x 10 mol/l zeytinyagi igin islem kararhligi 7 6lgiim ve
varyasyon katsayisi: % 2.8 bulunmustur (Huang vd., 2001). Baz1 bitkisel dokularda
fenol oksidaz enziminin kullanilabilirligi caligmasinda standart sapma (S.D): &+ 0.3294,
varyasyon katsayisi: % 1.4, islem kararlilign 7 dlgiim ¢ikmustir (Sagiroglu ve Ozcan,
2009). Serumda trigliserid tayini i¢in gelistirilen amperometrik enzim biyosensodriinde
iki farkli immobilizasyon destekleri i¢in varyasyon katsayilari: % 6.2 ve 7.4
bulunmustur (Narang J. vd., 2010b). Etanol tayini i¢in Candida tropicalis hiicrelerinin
kullanildig1 bir biyosensdriin tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda varyasyon katsayisi: %

3.39, islem kararlilig1 10 6l¢tim ¢ikmistir (Akyilmaz ve Dingkaya, 2004).

Depo kararhihg calismalarinda, yaklasik ilk 8 saatte baslangi¢ aktivitesinin %
80’ini korumustur. Ilk 12 saatteki aktivitenin, baslangicin % 60'm1 korudugu
gorlilmektedir. Yaklastk 24 saatin sonunda aktivite tamamen diigmiistiir. Depo
kararlilig1 beklenenin altinda bulunmustur. Literatiirlerde biyosensorlerde kullanilan
enzimin, immobilizasyon bilesenleri ve yonteminin ve 6l¢iim metodunun degismesine
bagl olarak elde edilen biyosensorlerin depo kararliliklar1 saatler en c¢ok ta giinler
mertebesinde  bulunmustur. Benzer c¢alismalardan saat mertebesinde c¢alisma

bulunamamigstir. Ayn1 immobilizasyon yonteminin kullanildig: bitkisel doku esasli bir



57

biyosensor calismasinda 10 giin civarinda depo kararliligi % 80 oraninda korudugu
belirtilmistir (Ozcan ve Sagiroglu, 2010). Etanol tayini i¢in Candida tropicalis
hiicrelerinin kullanildig1 bir biyosensoriin depo kararliligi calismasinda depolama 6mrii

9 giin olarak rapor edilmistir (Akyilmaz ve Dingkaya, 2004).
Sonugc olarak;

Bu tez kapsaminda trigliserid tayini amaciyla lipaz enzimi immobilize edilmis

bir pH biyosensorii gelistirilmesi amaglanmasti.

Bu amacla; pH elektrodu ve pH metre kolay calisilan ve temin edilen alet olmas1
sebebiyle kullanildi. Biyosensor gelistirilmesi i¢in pH elektrodunun yuvarlak cam ucu
enzim immobilizasyonu i¢in pratik olarak uygun olmadig: gibi kararli da olmayabilir.
Bu gbz oniine alinarak pH elektrodu coziiciilerden etkilenmeyen mikropipet uglari
kullanilarak enzim immobilizasyonuna uygun olacak sekilde modifiye edilmistir.
Boylece kullanigl, ortamda pH degisiminin algilanmasina olnak saglayan bir

biyosensor elde edildi.

Bu biyosensoriin ¢alisma kosullari, immobilizasyon bilesenlerinin miktarlari

optimize edildi. Ayn1 zamanda biyosensoriin karakterizasyon ¢alismalar1 da yapild.

Biyobilesen olarak kullanilan Candida rugosa enzimi varliginda ortamdaki pH
degisimi algilamasi ¢iplak pH elektrodunun algilamasina yakin bulundu. Belirlenen
substrat icin dogrusal Ol¢iim araligi oldukca genistir. Gelistirilen biyosensoriin
istenildigi kadar olmayan islem ve depo kararliliginin biraz daha arttirilmasi igin

caligsma yapilmasi gerekmektedir.

Biyosensoriin kan serumu 6rneklerinde lipid tayini uygulanabilirlik ¢alismasinda
Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuar: tarafindan yapilan dl¢timlerde bulunan degerlerle,
gelistirilen biyosensorle Olgililen degerler arasinda anlamli bir farklilhik bulunmadi.
Dolayisiyla biyosensoriin kararlilig arttirildiginda kan 6rneklerinde lipid tayinlerinde

uygulanabilecegi goriildii.
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