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OZET

Giiniimiizde tirik asit tayininde ¢esitli kolorimetrik, polarografik, kromatografik,
spektrofotometrik yontemler kullanilmaktadir. Ancak bunlar genel olarak 6zel ekipman

ve uzman gerektiren zaman alic1 ve pahali sistemlerdir.

Biyosensorler; enzim, hiicre ve doku gibi biyolojik unsurlarm uygun bir iletim
sistemiyle birlestirilmesi ile olusan biyoanalitik cihazlardir. Biyosensorlerin diger
yontemlere karsi en 6nemli avantaji, tayin edilecek maddeler i¢in ekonomik, pratik ve

spesifik dlgiimlere imkan vermesidir.

Saf enzimleri igeren dokularn kullanilmasiyla hazirlanan doku temelli
biyosensorler, saf enzimlerin immobilize edilmesiyle hazirlanan biyosensorlerle
kiyasladiklarinda olduk¢a ucuz, yiikksek kararlilikli ve yiiksek aktiviteli tayin

sistemlerini olusturmaktadir.

Bu c¢alismada, Lactobacillus casei probiyotik bakterisi dogal enzim kaynagi
olarak kullanilarak iirik asit tayini i¢in bakteriyal temelli bir biyosensor hazirlandi. L.
casei bakterisinin liyofilize formu ile hazirlanan biyosensériin optimizasyon ve
karakterizasyon calismalar1 gerceklestirildi. Caligmalarda ana substrat olarak iirik asit
kullanildi. ilk &nce biyosensdriin biyoaktif tabaka bilesenlerini olusturan bakteri
miktari, jelatin ve glutaraldehid miktarlarmin biyosensor cevaplar1 iizerine etkisi
incelendi. Sirastyla bakteri, 10 mg, jelatin ve glutaraldehid miktarlar1 10 mg ve % 0,5

olarak tayin edildi.

Biyosensoriin  karakterizasyon c¢aligmalarinda, belirlenen optimum biyoaktif
tabaka bilesen miktarlar1 kullanilarak hazirlanan biyosensor ile iirik asit tayini igin

lineer konsantrasyon aralik sinirlar1 10 — 40 mM olarak belirlendi.

Deney kosullarinin optimizasyonu i¢in; hazirlanan biyosensoriin, lineer

cevaplar1 lizerine tampon pH’1i, tampon konsantrasyonu ve sicaklik degisimlerinin



etkileri incelendi. Kullanilan fosfat tamponu i¢in biyosensoriin optimum pH 8.0, tampon

konsantrasyonu 150 mM ve optimum sicaklig1 40 ° C olarak belirlendi.

Biyosensoriin  karakterizasyon  testlerine  gecildiginde; Olciimlerin
tekrarlanabilirliginin belirlenmesinde; her defasinda 10 mM {irik asit kullanilarak
hazirlanan biyosensér ile optimum kosullarda arka arkaya 7 dl¢iim alindi. Olgiimlerde
Xort= 10,022 mM karsilik, standart sapma (S.D.) £ 0,045, varyasyon katsayisi (C.V.) %
4,39 olarak belirlendi. Bu degerler hazirlanan biyosensoriin, lirik asit tayini i¢in kararli

ve uygun bir sistem oldugunu gosterdi.

Gelistirilen biyosensoriin depo kararliligi optimum kosullarda; 22 giin boyunca
belirli araliklarla aliman 6l¢iimlerde ilk 10 giin, aktivite % 100 korundu. 18. giinde
biyosensoriin baglangi¢ aktivitesinin % 80’sini korudugu gozlendi. 19 giinden sonra,

biyosensor hizli bir sekilde aktivitesini kaybettigi gézlendi.

Optimum kosullar1 belirlenen, karakterizasyon testleri yapilan bakteri esasli tirik
asit biyosensorii kullanilarak; hasta ve saglikli kisilerin kan ve idrar 6rneklerindeki tirik
asit tayininde uygulanabilirligi incelendi. Yapilan ol¢timlere ait standart sapma ve
varyasyon katsayilar1 dikkate alindiginda; analizi yapilan biitiin 6rneklerde iirik asit

tayini i¢in uygulanabilecegi goriildii.

Anahtar kelimeler: Biyosensor, irik asit, Lactobacillus casei, probiyotik

bakteri, turikaz



ABSTRACT

Nowadays,  various  colorimetric, polarographic, chromatographic,
spectrophotometric methods are used for uric acid determination. However these are in
general time consuming and expensive systems which require special equipment and

expertise.

Biosensors are bio-analytical devices which combine such biological
components as enzymes, cells and tissues in an appropriate transmission system. The
most important advantage of biosensors against other methods is that it enables

economic, practical and specific measurements for substances to be determined.

Being prepared by using tissues containing pure enzymes, the tissue based
biosensors create considerably cheap determination systems with high stability and high

activity compared to the biosensors prepared by immobilizing pure enzymes.

In this study, a bacteria-based biosensor has been used as the source of natural
enzyme for uric acid determination using L.casei probiotic bacterium. Optimization and
characterization studies of bacteria-based biosensor prepared with lyophilized form of
L.casei bacterium have been performed. In the studies, uric acid was used as main
substrate. Firstly the effect of quantities of bacteria, gelatin and glutaraldehyde which
are the components of bioactive layer of the biosensor, on the biosensor responses has
been investigated. The quantities have been determined as 10mg, 10mg and 0,5%

respectively for bacteria, gelatin and glutaraldehyde.

In the characterization studies of the biosensor, the linear concentration range
was established 10 — 40 mM for uric acid determination by the biosensor prepared using

the determined bioactive layer component quantities.



For the optimization of test conditions, the effects of buffer pH, buffer
concentration and temperature changes on the linear responses of the biosensor prepared
have been studied and pH has been determined as 8.0, phosphate buffer concentration as

150mM and optimum temperature as 40°C as the optimum values.

In the durability tests of biosensor, seven consecutive measurements were taken
in determining the repeatability of measurements by using proposed biosensor and each
time using 10 mM uric acid. Upon measurements, the followings have been determined;
Xort=10,022 mM, standard deviation (S.D.) £ 0,045, coefficient of variation (C.V.)
4,39%. This result demonstrated that the biosensor prepared is a suitable and stable

system for uric acid determination.

For determination of storage stability of the biosensor developed, measurements
were taken at certain intervals during 22 days under optimum conditions. During the
first 10 days, activity was maintained at 100%. Then it was observed that biosensor
maintained 80% of its initial activity at the 18" day. After the 19" day, biosensor started

to lose its activity quickly.

Using the bacteria biosensor whose optimum conditions were determined and
durability tests were performed, its practicability in determining uric acid in the blood
and urine specimens of sick and healthy persons has been studied. In consideration of
the standard deviations and coefficients of variation pertaining to the measurements
made using the biosensor developed; it has been observed that it could be applied in all

specimens subject to uric acid analysis.

Key words: Biosensor, uric acid, Lactobacillus casei, probiotic bacteria, uricase.
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1. GIRIS

Son 1970° 1i yillardan beri biyosensorler, biyolojik ve kimyasal analizlerin
hemen her alaninda ¢ok biiyiik ilgi gérmektedir. Urik asit tayini i¢in bazi biyosensdr
gelistirme raporlar1 yaymlanmustir (E. Miland, vd., 1996; A. S. Kuwabata, T. vd., 1998;
Y.-Q. Zhang, vd. 1998; H. Frebel, vd., 1997; S. Uchiyama and H. Sakamoto., 1997;
Dobay, G. vd., 1999; M. Shaolin., 1997, Hunor Santha., 2003).

Biyosensorler, ¢ogunlukla immobilize enzimlerin spesifik enzimatik
reaksiyonuna dayahdir, ancak {rik asit tayininde bu esastan farkli yayinlarda
bulunmaktadir (J.M. Zen vd., 2002). Saf iirikaz enzimi veya bir bakteri ya da dokunun
icerdigi tirikaz enziminin, iirik asit substratini tamponlu ortamda c¢oziinmiis O
varhiginda oksidadif katalizledigi zaman reaksiyon iiriinleri olarak allantoin, H,O, ve
CO; cikar. Bu reaksiyon, oksijen elektroduna immobilize edilen {iirikaz kaynagi
kullanilarak hazirlanan oksijen biyosensorii ile tiiketilen O, Olgiilerek yapilabilir. Ancak
genel olarak biyosensdrlerde oksidaz enzim aktiviteleri kullanildig1r durumlarda yaygin
olarak amperometrik dlgiim metodu tercih edilmektedir. Urik asit 6zelinde uygulanan
anodik oksidasyon yoluyla iiretilen akim Olciilir ve bu akim miktarindaki degisim,
yiikseltgenen iirik asit miktar1 ile orantilidir. Idrarda iirik asit tayini i¢in yeni bir
amperometrik biyosensor de; iirat oksidaz-peroksidaz ikili enzim sistemine dayali
olarak gelistirilmistir. Metot, birlikte elektroda immobilize edilen enzimlerden {irat
oksidazin ¢6ziinmiis oksijeni kullanarak iirik asitin yiikseltgenmesi ve bu arada olusan
yan lirlin olan hidrojen peroksitin, peroksidaz tarafindan parcalanmasi esasina dayanir.

(Akyilmaz E vd., 2003).

Biyosensorlerde, saf enzim yerine ¢esitli dokular ve mikroorganizmalarda enzim
kaynagi biyobilesen olarak kullanilmaya baglamistir. Bunlardan bakteriyal kaynaklar

icerdikleri dogal iirtinlerle birlikte bu iirlinlerin canli sistemde doniisiim reaksiyonlarini



katalizleyen enzimleri de bulundururlar. Mikroorganizmalarin enzim aktiviteleri genel
olarak, etkiledigi substratin canlhidaki veya canlinin yasadigi ortamdaki miktariyla
orantilidir. Bakteriyal kaynakla hazirlanmig biyosensorler canli sistemin spesifikliginin
elektronik sinyale doniisiimii yoluyla duyarli ve kisa siirede sonug¢ verebilmektedir.
Kolay hazirlanir, ucuzdur, tekrar kullanilabilir. Bu bakimdan enzim kaynagi olarak
kullanilabilecek, aktivitesi, islem kararlilig1 yiiksek olan yeni mikroorganizmalarin
aragtirtlmast ve uygun olanlarin biyosensorlerde kullanilabilirliginin belirlenmesi
onemlidir. Biyosensor gelistirilmesinde mikroorganizmalarin kullanildigi ¢ok sayida
caligma vardir (Telefoncu, 1999; Rotariu vd., 2004; Tkac vd., 2002; Srisawasdi vd.,
2006. Timur vd. 2003).

Ancak bu alanda biyosensorle lirik asit tayin ¢alismalar1 daha kullanish, hassas
biyosensorii bulmak amaciyla devam etmektedir. Heniliz pratik kullanima gecen
bulunmamaktadir. Bu tez calismalar1 kapsaminda enzim kaynagi olarak kullanilan
probiyotik bakteri (Lactobacillus casei) iirik asit tayininde beklentilerin tizerinde bir
performans gostermistir. Bu sebeple bu alandaki arastirmalar i¢inde dikkate deger bir

biyosensor olacagini diistindiirmektedir.

Kanda, idrarda ve diger viicut sivilarinda yapilacak madde tayinlerinde
kullanilacak biyosensordeki immobilize biyobilesenin viicudun yabancisi olmayan
probiyotik bakteriler olmasi, ekonomik olarak temini, kolay hazirlanmasi, ek islemlere
gerek olmamasi, spesifikligi 6nemli avantajlar saglar. Bu ¢alismada biyobilesen olarak
kullanilan liyofilize Lactobacillius casei probiyotik bakterisi, sozii edilen avantajlarin

tiimiint saglamaktadir.

Canli hiicrelerinin yapisinda genetik materyal olarak bulunan niikleik asitler
omriinli doldurdugunda yikima tabi tutulur. Bu molekiillerinin insanda yikimi sonucu
serbest kalan temel iki piirin bazi ( adenin ve guanin) metabolizmada daha da yikilarak
son {irlin Uirik asidi olustururlar. Saglikli insan kan plazmasinda trik asit miktar1
ortalama 3-7 mg/100 mL (178-416 mol/L) araliginda degisir. Saglikli insanda gesitli

sebeplerle bu degerlerin {istiinde iirik ait kana gecerse fazlasi idrarla atilir.



Urik asitin kandaki artisi; beslenme aliskanligina, metabolizma bozukluguna ve
bobrek harabiyeti ve yetmezlikleriyle meydana gelebilir. Beslenmede, sakatat, etler,
sardunya, hindi, somon balig1, 1spanak, kuskonmaz, findik, fistik gibi piirinlerce zengin
besinler asir1 tiiketildiginde, fazla alkol kullaniminda kanda ve idrarda iirik asit artar.
Karaciger hastaliklar1 ve genetik yap1 sebepleriyle de plirin metabolizmasi bozulabilir.
Urik asidin bobreklerden atilmasini etkileyen aliskanliklarla ya da bobrek yetmezlikleri
de iirik asit miktari yiikseltir. Dolayisiyla kanda artan tirik asidin idrara gegisi bobrek

problemleri dolayisiyla azalirsa da iirik asit artar.

Urik asit gerektigi kadar atilamadiginda eklemlerde iirat kristalleri halinde
birikerek, ¢ok agrili gut (damla, nigris hastaligl) nobetlerinin ortaya ¢ikmasinda rol
oynar. Ayrica, travma, cerrahi ve bazi ilaglar da bu hastaligin ortaya ¢ikigmi
kolaylastirabilir. Gut nobetleri, sik olursa eklemlerdeki yap1 bozulur, bobreklerde tas
olusturabilir. Bu nedenle viicudumuzdaki trik asit miktarmin tayini biiyilkk 6nem

kazanmustir.

Biyolojik sivilarda iirik asidin miktar1 bazi hastaliklarin teshisinde ©nem
tasimaktadir. Gut hastaligi, bobrek hastaligi, Lesch-Nyhan sendromu ve organik
asidemi gibi hastaliklarda biyolojik sivilardaki tirik asit artar. Bunun sonucu olarak
hiperiirisemi, bobrek hastaliklari, hipertansiyon ve kalp damar hastaliklar1 ile baglantili

oldugu bazi makalelerde belirtilmektedir (Akyilmaz E., 2004).

Gilinlimiizde {irik asit tayinine yonelik olarak kolorimetrik, polarografik,
kromotografik, spektrofotometrik yontemler kullanilmaktadir. Ancak bunlar pahali
kimyasallar ve cihazlara gereksinimi olan, uzman gerektiren ve zaman alici
yontemlerdir. Son yillarda bu tiir bilesiklerin analizi i¢in pratik ve cabuk sonu¢ veren
biyosensdrik metodlara ilgi giderek artmaktadir. Ozellikle saf enzim biyosensérlerinin
yerine uygun enzimleri iceren doku ya da bakteriyal biyosensorlerinin tercih edilmesi

pratik ve ekonomik olmas1 bakimindan avantajli goriilmektedir.



Bu tez ¢alismasi kapsaminda; Once kolay temin edilen Lactobacillus casei
probiyotik bakterisi ile irik asit tayinine yonelik, hazirlanmasi kolay, ucuz, pratik,
giivenilir ve hassas bakteriyal esasli biyosensoriin hazirlandi. Sonra hazirlanan
biyosensoriin hazirlama ve c¢alisma kosullarinin optimizasyonu ve karakterizasyon
calismalar1 yapild1 ve son olarak gelistirilen biyosensoriin kan ve idrar 6rneklerinde tirik

asit tayini i¢cin uygulanabilirligi gdsterildi.

2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Niikleik Asitlerin Yapilar ve Gorevleri

Canlilarda iki temel poliniikleotid (Niikleik asit) vardir. Bunlardan biri
Dezoksi ribonikleik asit (DNA) digeri riboniikleik asittir (RNA). Hayatin ve
canliligin sirr1 DNA yapisinda yer alan dort bazin milyonlarca degisik dizilisinde
ve her dizilisin belirli bir hayatsal anlam ifade edilmesinde gizlidir. Nikleik
asitler yalniz kalitsal bilgiyi tasiyan makromolekiiller olmakla kalmayip bu
bilgiyi protein sentezine aktarmaktan da sorumludurlar. Bir polipeptidin
sentezinden sorumlu DNA parcasina ‘Gen’ ad1 verilmektedir. Deoksiriboniikleik
asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA), genetik bilgilerin korunmasi ve tasimmasi
gorevini Ustlenen niikleotidlerin olusturdugu polimer zincir seklindeki
makromolekiillerdir. Biitiin hiicrelerin kuru agirhginin % 5-15’ini olustururlar.
Niikleik asit adi ilk defa DNA’nin hiicre ¢ekirdeginden izole edilmesinden
kaynaklanmaktadir (Kalaycioglu vd, 2000).

DNA molekiilleri; iki poliniikleotid zincirinin diizglin helezonik sarmal
olusumu halinde hiicre ¢ekirdeginde bulunurlar. RNA molekiilleri ise genellikle

tek poliniikleotid zinciri halinde diizglin olmaya katlanmalarla fonksiyonel



seklini alir. RNA yapisi, bulundugu canli cinsine, ortam kosullarma ve
fonksiyonuna bagli olarak degisebilir. Sekil 2.1’ de DNA ve RNA yapilari

verilmistir.

Nitrogenous
Bases

Base pair

Sugar
Phosphate
backbone

Sekil 2.1 DNA ve RNA yapilar1

Niikleik asit molekiilleri birbirini tamamlayan {i¢ yap1 gosterirler.

Birincil yapi: Mononiikleotid yapisi ile bunlar1 poliniikleotidler veya
niikleik asitler halinde baglayan kovalent baglardan olusur. Temel

poliniikleotid zicirini meydana getirir.

Ikincil yapi: Poliniikleotid zincirlerinin uzaydaki spesifik, sterik bir
konformasyon ikincil yapiyr meydana getiri. DNA ve RNA’nin ozel
konformasyonunun 6nemli kismi bu yapmin olusumu sirasinda meydana

gelir.

Uciinciil yapi: Polintikleotid zincirlerinin, DNA da olugu gibi,

molekiiller arasi baglanmalar1 sonucunda yap: tamamlanir ve fonksiyon



kazanir ( Sagiroglu A, 2003).

Niikleik asitlerin denaturasyonu

Niikleik asitlerde proteinler gibi asir1 pH, diisiik iyon kuvvetinde iire,
triklorasetik asit gibi aywraglarla ve 1s1 ile kolayca denatiire olurlar. Is1 ile
denaturasyonda hidrojen baglar1 ve hidrofob ¢ekmeler bozuldugundan ikincil,
ticlinctil yapilarda bozulur. Bu degisiklikler niikleik asitlerin ultraviyoledeki

adsorbsiyonlarinin artmasindan anlasilir.

2.1.1. Niikleozidler ve Niikleotidler

Kalitsal oOzelliklerin sonraki kusaklara aktarildigi fikri ilk defa 1865
yilinda MENDEL tarafindan ileri siiriilmiistiir. Hayatin ve canliligmn sur1t DNA
yapisinda yer alan dort bazmn milyonlarca degisik dizilisinde ve her dizilisin
belirli bir hayatsal anlam ifade edilmesinde gizlidir. Niikleik asitler yalniz kalitsal
bilgiyi tagiyan makromolekiiller olmakla kalmayip bu bilgiyi protein sentezine
aktarmaktan da sorumludurlar. Bir polipeptidin sentezinden sorumlu DNA
parcasina ‘Gen’ adi verilmektedir. Deoksiriboniikleik asit(DNA) ve riboniikleik
asit(RNA), genetik bilgilerin korunmasi ve tasinmasi gorevini iistlenen zincir
seklindeki makromolekiillerdir. Biitliin hiicrelerin kuru agirhiginin %5-15’1ni

olustururlar.

Bir purin veya pirimidin bazinm riboz veya deoksiriboz sekerinin 1.
Karbonuna baglanmasi ile niikleozidler (Baz-seker) meydana gelmektedir. Seker
cinsine gore iki smif niikleozid bulunmaktadwr. Bazlarin riboz sekerine

baglanmasi ile riboniikleozidler, deoksiriboz sekerine baglanmasi ile ise



deoksiriboniikleozidler ortaya g¢ikmaktadwr. Purin ve pirimidin bazlar1 gibi

niikleozidler de hiicre igerisinde tiretilmektedirler ( Keha E.E., vd, 2004 ).

Niikleotidler (baz-seker-fosfat) ise; niikleozidlerin igerdigi ribozun 5.
Karbonuna fosfat asidinin enzimatik fosforilasyonu sonunda ester bagiyla
baglanmasiyla meydana gelirler. Niikleotidlerin hepsi viicutta biyosentezlenirler
yani endojendirler. Niikleotidlerden DNA ve RNA kendi biyosentez
mekanizmalarina gore oOnce niikleotidlerin tri fosfatlanmasindan sonra DNA
polimeraz enzimi katalizorliiglinde DNA ve DNA'ya bagimli polimeraz enzimi

katalizorliiglinde de RNA sentezlenir.

Niikleozidler niikleotidlerin fosfat grubunun enzimatik olarak hidrolizi
ile meydana gelirler. Niikleozidler suda bulundurduklar1 bazlardan daha fazla
coziinmektedirler, bunun sebebi bagl ribozlarin polaritelerini arttrmasidir. Her
iki tip niikleozidlerde dokulardaki spesifik niikleozidaz’larla hidrolize edilerek
serbest seker ve baz ayrilmaktadir. Sekil 2.2” de iki niikleozid verilmistir. Tablo
2.1’de DNA ve RNA yapisinda yer alan onemli bazlar, niikleozidler ve

niikleotidler verilmistir.

g IS
HOH,C

HOH,C

w S

Urldm Adenozin

Sekil 2.2. Uridin ve dezoksi adenozin niikleozid formiilleri

Tablo 2.1. DNA ve RNA yapisindaki heterobazlar, niikkleozidler ve niikleotidler

Hetero Bazlar Niikleozidler Niikleotidler
halka tiirii (baz+seker) (baz+seker+fosfat)
Primidin Sitozin Sitidin Sitidilik Asit




Urasil Uridin Uradilik Asit
Timin Timidin Timidilik Asit
Purin Adenin Adenozin Adenilik Asit
Guanin Guanozin Guanilik Asit
Hipoksantin Inozin Inozinik Asit
Ksantin Ksantozin Ksantilik Asit

2.1.2. Purin ve Primidin Bazlan

Tablo 2.1” den goriildiigii gibi niikleik asitlerin yapisinda yer alan bazlar baslica

iki gruba ayrilmaktadir. Bunlar pirimidin bazlar1 ve Piirin bazlaridir.

2.1.2.1. Pirimidinler

Pirimidinler, yapilarinda iki azot bulunan ve tek alt1 tiyeli hetero halkaya sahip
bazlardir. Pirimidin halkasinin numaralandirma sisteminde, pirimidin formiiliindeki 3
numarali N atomu 1 ve 1 ile gosterilende 3 numara ile gosterilerek C atomlar1 buna gore
numara alirlar. Biitiin primidinler keto-enol tautomerisi gosterirler. Pirimidinlerin keto
sekline Laktim enol sekline laktam sekli denir. Sekil 2.3’ de pirimidin bazlari

gosterilmistir.



Pirimidin

NH, OH OH OH OH
N/ ez o i
ol J wl Wl T 1=17 ]
N HO— H S O= Hi N
Sitozn i
e . Urasil Timin . Urasil
Zhidroksid4-amino , | i oksi 24-dihidroksi S-metil  Urasil (laktimsekli )
pirimidin pirimidin pirimidin (laktamsekli) (enol)

(keto)

Sekil 2.3. Pirimidinler bazlar1 ve urasilin keto-enol tautomerisi

2.1.2.2. Purinler

Niikleik asitlerin yapismi olusturan iki grup organik bazin purin bazlar1 digeri
pirimidin bazlaridir. Purin halka yapis1 ise pirimidinlerdeki temel halka sistemine, besli
bir imidazol halkasmin baglanmasiyla meydana gelmistir. Adenin ve guanin
poliniikleotid yapilarinda yer alirken, ksantin ve hipoksantin ara metabolizmada
bulunurlar. Purin metabolizmasinda goriilen biitiin piirin halka yapilar1 Sekil 2.4’ de

verilmistir.

3
N
NH,
N
0 \
| R
- .
N NH
Adenin (6-amino purin)
i OH
= T K& N\\
N | X - | CH
l\\ 7 HO—\ A
N NH N INEL

Hipoksantin (6-hidroksi purin) Ksantin (2,6-dihidroksipurin)

Sekil 2.4. Onemli Piirin bazlar1



Niikleik asitlerin yapisinda baslica 2 purin bazi bulunmaktadir ve bunlar
adenin ve guanin’dir. Purinlerin yikim metabolizmasi sirasinda, son triinden bir
basamak Once ara iirlin olarak, adeninden hipoksantin, guaninden ksantin olusur. Bu
iki ara iiriin de sonraki adimlarda, iirik asit son iiriiriine doniisiirler. insanlarda, purin
metabolizmasinin son yikim tirlinii idrarda ¢ikan iirik asittir. Dogal olarak canlilarda
meydana gelen bu purin bazlar1 daha cok genetik materyaller olan DNA ve RNA
yapisinda ve serbest niikleotidler (GMP, AMP, ADP ve ATP gibi) halinde biitiin
canlilarda bulunurlar. Serbest niikleotidler, enerji bilesigi, koenzim ve aktivator olarak
fonksiyon gosterirler. Purin bazlar1 genellikle renksiz, kristal yapili bilesiklerdir. Suda
yavas ¢Oziiniirler, alkali veya zayif asitli ¢ozeltilerde daha cabuk ¢6ziiniirler. Dogada

bulunan bazi purin yapilar1 Sekil 2.5 de gosterilmistir.
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Teobromin Kafein Urik asit Kafeik asit

Sekil 2.5. Dogada bulunan bazi purin yapilari



2.1.3. Niikleik asitlerin metabolizmasi

2.1.3.1. Niikleik asit ve Niikleotidlerin Sindirim ve Emilimi

Besinlerde niikleik asitlerin yap: taslar1 olarak niikleotidler bulunur. Hiicre
iceren besinlerle niikleik asitler alinir. Niikleik asitler, mide enzimlerinden etkilenirler
ve duodenumda pankreas niikleazlarinin etkisiyle pargalanirlar. Pankreas riboniikleaz,
RNA'y1, pirimidin mononiikleotidleri ve pirimidin 3l-fosfat kalintis1 ile son bulan
oligoniikleotidleri serbestlestirmek suretiyle hidroliz eder. Deoksiriboniikleaz, Mg*+ ve
Mn?+ iyonlar1 varhgnda etki gosterir ve spesifik olarak DNA'y1 oligoniikleotidlere
hidroliz eder. Ince bagirsak mukozasinda olusan diesterazlarin oligoniikleotidleri
mononiikleotidlere pargalanirlar. Bagirsak boslugunda bulunan niikleotidazlar (fosforik
monoester hidrolaz) mono niikleotidlerin pentoz-fosfat bagini niikleozid ve inorganik
fosfat vermek tizere hidrolizlerler. Serbest niikleozidler emilir. Sindirim bagirsak
mukozasi enzimlerinden niikleozidazlar tarafindan inorganik fosfat varhiginda serbest
purin ve pirimidin ile pentoz fosfat vermek tizere parcalanirlar. Niikleozidlerin bir kismi1

kana karisir.

2.1.3.2. Purinlerin yikima

Niikleik asitlerin yapisinda baglica 2 purin bazi bulunmaktadir ve bunlar adenin
ve guanin’dir. Purinlerin(adenin ve guanin) yikim metabolizmasi sirasinda, son
iriinden bir basamak 6nce ara lriin olarak, adeninden hipoksantin, guaninden ksantin
olusur. Bu iki ara iiriin de sonraki adimlarda, iirik asit son iirliniine doOniisiirler.
Insanlarda, purin metabolizmasinin son yikim iiriinii idrarda ¢ikan iirik asittir. Dogal
olarak canlilarda meydana gelen bu purin bazlar1 daha ¢ok genetik materyaller olan

DNA ve RNA yapisinda serbest niikleotidler( GMP, AMP, ADP ve ATP gibi) halinde



biitiin canlilarda bulunurlar. Serbest niikleotidler, enerji bilesigi, koenzim ve aktivator

olarak fonksiyon gosterirler.

Urik asit piirin metabolizmasinmn bir iiriinii olarak adenozin ve guaninin yikilmasi
ile olusur. Ksantin oksidaz enziminin aktivitesi ile hipoksantin ve ksantin iirik aside
dontistiiriiliir. Bu enzimin aktivitesi Ozellikle karacigerde ve ince bagirsaklarda

belirgindir (Sica D. A., 2002).

Piirin niikleotidleri baslica karacigerde yikilirlar. Piirin niikleotidlerinin yikilima,
5-niikleotidaz etkisiyle fosfat grubunun ayrilmasiyla baglar, piirin niikleozid
fosforilaz etkisiyle siirdiiriiliir, son olarak ksantin oksidaz etkisiyle iirik asit olusur.
Insanda, antropoid maymunlarda, kuslarda, siiriingenlerde  piirin  yikim
metabolizmasmin ana yikim {riinii {irik asittir. Bu yikim metabolizmast Sekil 2.6 da

verilmistir. Saglikli yetiskin bir insanda iirik asidin atilim hiz1 yaklasik 0,6 g/24 saattir.

HE e AMP
[ I Dn
PEN N P
HalN- oy ™ - 1
AP
GMP IMpe
P -ll—i t—l— P
Guanozin , Inozin
= FJI
- - - —P
j—'i ¥
e, A
HM- S | " M
| ]j >II IIT_ Tl \>11
1 L 1
'i. N-‘-"'\- r\-.__. - N _.\_-\- ..-__,_ . r'
Guanin I'hpl}l-csa.nu.u
P - Ksa.ntl.n oksidaz
Ha O
o “'-N _"”
H H
Kzantin

- O,
#=| Ksantin cksidaz
HoOhs

H

S 1 e | P, 5,4
LA
or M

o g
™ H

Trik: asit ~ [drar

Sekil 2.6. Piirinlerin yikimi



2.2. URIK ASIT

Urik asidin kimyasal kapah formiilii CsH4N4O3’tiir. Temel bileseni, niikleik
asitlerin yap1 tas1 olan “’purin’’ halka sistemidir. Urik asidin molekiiler ve tanecik

yapist Sekil 2.7°de gosterilmistir.

Sekil 2.7. Urik asidin yapisi

Degisik canli gruplarinda, purin katabolizmasmin son {iriinii tiirden tiire
farklilik gostermekle birlikte, adenin ve guaninin iirik aside kadar yikimi biitiin hayvan
tiirlerinde ortak bir metabolik yol izler. Insanlarda hayvan aleminden farkli olarak
tirikaz enzimi diistik diizeydedir. (Johnson vd., 2010). Bu nedenle de hayvanlarda kan
irik asit diizeyi 0,5-2 mg/dl dolayindayken insanlarda genellikle 5,5 mg/dL’nin
iizerindedir. Erkeklerde kadinlara gore genellikle biraz daha yiiksek (6,5 mg/dL’nin
iistii) deger bulunmaktadir( Johnson, 2005).

Urik asit purin metabolizmasinm bir iiriiniidiir ve ksantin oksidorediiktaz
enzimi ile ksantinden tiirer. Hayvanlarin biiyiik bir cogunlugunda iirik asit iirikaz enzimi

ile allantoin maddesine doniistiriiliir.

Urik asidin purin metabolizmas: disinda ikinci bir kaynagi fruktoz
tilketimidir. Fruktoz alimindan sonra gegici olarak ATP diizeyinde azalma sonucu AMP
olusur. Bunun sonucu yiikselen AMP deaminaz niikleotid par¢alanmasina yol agarak

hiicre i¢i ve intraseliiler sivida iirik asit yiikselmesine neden olmaktadir( Halfrisch,
1990).



Bilim diinyas1 uzun siiredir kan iirik asit ylikselmesinde fruktozun ¢ok 6nemli
bir rolii oldugunu bildigi halde 2010 yilinda ABD kékenli Nutrition and Metabolism
dergisinde Dr. Sun ve arkadaslarinin fruktozun kan {irik asit diizeyini yiikseltici etkisi

olmadigini ileri siiren bir ¢alismasi yayinlanmistir (Sun, 2010).

Insanlarda iirik asit 5.75’ten yiiksek pH’larda monosodyum tuzu olan iirat
formunda bulunur. Sodyum {iratin serumda ¢oziinebilirliginin ortadan kalktig1 duruma
hiperiirisemi adi verilir. Serum {irat miktarlarinin bilinmesi, 6zellikle bu hastaligin
teshisinde Onem tagimakta ve {irik asit tayini zorunlu olmaktadir. Purin
katabolizmasinda, iirik asidin allantoine oksidasyonundan sorumlu olan iirikaz (iirat
oksidaz, E.C. 1.7.3.3) serum iirik asit konsantrasyonunu saptamada, klinik teshis enzimi
olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Klinik biyokimya ve tedavide potansiyel
olarak kullanilabilen {irikaz, ¢esitli kaynaklardan izole edilmis ve 6zellikleri ¢alisilmigtir

(Jian-Bo, 2007).

Urikaz enzimi klinikte sadece teshis enzimi olmayip, ayn1 zamanda iirik asit
metabolizmasidaki bozukluklara bagli olarak meydana gelen hastaliklarin tedavisinde
de kullanilmaktadir. Urikaz, plazma iirik asit seviyelerini diisiiriicii ilaglar arasinda yer

almustir.

Ayrica tirikaz enzimi, kozmetik sanayinde sa¢ boyama ve dalgalandirmada
kullanilmustir. Urikaz gerek sa¢ boyamasinda gerekse dalgalandirmada c¢ok olumlu
sonuclar vermistir. Son yillarda yapilan pek ¢ok ¢aligmada ise, lirikaz enzimi, iirik asit

miktarmin saptanmasinda, biyosensorlerin yapiminda kullanilmastir.



Urik asidin 6zellikleri
Saf ve kati haldeki iirik asit beyaz toz seklindedir. Asidik 6zellik gostermektedir.

Urik asidin IUPAC ismi: 7,9-dihidro-1H-purin-2,6,8(3H)-trione, 1sitma ile pargalanir.
Yogunlugu 1,87’ dir. Sudaki ¢oziiniirligii cok azdir. Molekiiler agirligi 168 g/mol’ diir.
Asitlik sabiti (p K 4 : 5.8’ dur.

2.2.1. Urik Asit Metabolizmas:

Yukarida belirtilen memeli hayvanlar disindaki birgcok memelide trik asit
iirikaz enzimi yardimi ile allantoine kadar yikilir. Bu sebeple serum iirik asit seviyeleri
diistik diizeydedir (<2 mg/dl). Fakat insanlarda iirikaz geninde evrim siireci sirasinda 8-
20 milyon yil 6nce olustugu diisiiniilen mutasyon sebebiyle iirikaz enzimi fonksiyon
gosteremez ve bu sebeple serum iirik asit seviyeleri diger memelilere gore daha yliksek

seviyededir (>2 mg/dl) (Kanellis vd., 2004).

Kurbaga ve baliklarda ise iirik asitin oksidasyonunda, allontoin allotoinaz etkisi
ile 2 mol iire ve 1 mol glioksilik asite yikilir. Eger iirikaz enzimi devreye girerse
oksidasyon iirtinleri olarak allantoin, H,O, ve CO; iiretilir. Urik asitin ileri yikim

metabolizma reaksiyonu ve diger reaksiyonlar1 Sekil 2.8' de verilmistir.


http://www.facebook.com/pages/w/111708165523072
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Urik asid + H,0, Po%i%2_, gkside donor + 2H,0 (2)

Sekil 2.8. Urik asidin ileri oksidasyon iiriinleri

IIk tepkimede, oksijen tiiketimi sonucu olusan H,O, enzimatik olmayan bir
ayrigmaya maruz kalir ve elektrot ylizeyinde eritilen oksijenin toplam konsantrasyonuna
katkida bulunan oksijeni tiretir. Eger iki tepki, her iki enzimi kullanarak birlesilirse,
H,0, olan ilk tepkimenin triinii sonradan, ikinci tepkimede tiiketilir (Akyilmaz, 2003).
Urik asidin serum ve plazma iginde 4-8 °C ‘de 7 giin, 25 °C ‘de 3 giin kararlidir. Idrar
icin de 15-20 °C ‘de 4 giin kararhdir.

Referans Degerler; Serum; Erkek: 3.5- 7.5 mg/dL, Kadin: 2.6 — 6.0 mg/dL
Idrar 24 saatte, 250 — 750 mg/giin

Dogrusallik: Serum plazma igin 1.5 — 30 mg/dL, Idrar igin 2.0 — 400 mg/dL



2.2.2. Urik asidin organizmaya etkileri

Urik asidin normal araliginda olmamas1 gesitli hastaliklara neden olmaktadir.
Viicutta tiretilen iirik asidin yaklasik 2/3 bobrekler ile atilirken 1/3’de sindirim sistemi
kanali ile atilir. Kan tirik asit seviyeleri ¢ok stabil degildir, oynamalar gosterebilir;
giinden giine ve bazi kisilerde mevsimlik degisiklikler goriilebilir. Ayrica stres, aglik,
viicut kitlesindeki artig serum {irik asit seviyesinde artisa neden olur. Yiiksek diizeydeki
irik asidin kristaller halinde basta eklem sivilar1 ve bobrekler olmak {izere ¢esitli
dokularda biriktigi diisiiniilmektedir. Eklem sivilarinda iirik asit kristallerinin
birikimiyle olusan agrili duruma GUT hastaligi denir. Bu nedenle iirik asit, gut
hastaligi tan1 ve tedavisinin takibinde kullanilan bir testtir. Ayrica kemoterapi alan ve
muhtemel bir bobrek fonksiyon bozuklugu endisesi duyulan hastalarin takibinde de
kullanilir. Urik asit kristallerinin bdbreklerde birikimi ise bébrek yetmezligi ve idrar

yollarinda tas hastaligina yol acar.

Bircok hastalik ve patolojik hastaliklar viicut salgilarinda {irik asit
konsantrasyonlarmin degisimleri sonucu olusur. Ornegin; gut hastaligi (Wortmann,
2001), romatizma gibi, (Khosla vd., 2005) bobrek hastaligi, (Firmeir vd., 2005)
kardiovaskiilar hastaligi ve norolojik hastaliklar (Moallem vd., 2002) anlatilir. Diger
yandan, antioksidant olarak, bir¢ok degisiklikte koruma roliinii oynayabilir (Burkhardt
vd., 2001 ve Nieto vd., 2000). Benzer sekilde, yiikselmis tirik asit diizeyleri, artirilan
alkol tiiketimi, asir1 sismanlik, seker hastaligi, yiiksek kolesterol, bobrek hastaligi ve
kalp hastaliklar1 goriilebilir (Arslan, 2008).

Yapilan ¢alismalardaki kanitlar ksantin oksidaz enzim aktivitesinin kalp
yetmezligi hastalarindaki artan iirik asit liretimi ile belirgin bir iliskisinin oldugunu
gostermistir (Cappola, 2002). Urik asit olusumundaki enzimatik reaksiyonlardan ikisi
ksantin oksidaz tarafindan katalize edilir. Bu islem sonunda her basamakta yan {iriin
olarak siiperoksit molekiilii ortaya ¢ikar (Saugstad, 1999). Serum irik asit
seviyelerindeki artis ksantin oksidaz enzim aktivitelerindeki artisin bir sonucu olarak

ortaya cikar ve sonugta siiperoksit liretimi ve oksidatif stres ile sonuglanir. Doku



diizeyinde yapilan ¢aligmalarda kalp yetmezligi durumunda kalp dokusundaki ksantin

oksidaz enzim aktivitesinin artist1 gosterilmistir (Cappola, 2001).

Sonu¢ olarak, iirik asit kararhiligi purin biyosentezi ve katabolizmasmin

karigikligi ile sebep olan hastaliklarin teshisinde ¢ok 6nemlidir (Zhang vd., 2004).

2.2.3. Piirin metabolizmasi bozukluklar

Hiperiirisemi, kanda iirik asit diizeyinin normalden fazla olusudur. Gut, niikleik
asitlerden zengin diyetle beslenme, niikleik asit yikilim ve yapiliminin arttig1 hemolitik
anemi, hiicre proliferasyonu ve hiicre nekrozunun arttig1 neoplazi durumlari, iirik asit
atillminin  bozuldugu bobrek hastaligi, polisitemiler, psoriazis, akut aclik, doku
harabiyeti, pernisiydoz anemi, gebelik toksemisi, Lesch-Nyhan sendromu, Von Gierke

hastalig1 gibi bircok durumda hiperiirisemi saptanir.

Gut hastahgi: Kanda ve dokularda iirik asit konsantrasyonunun artmasina bagl
bulgularla karakterizedir. % 80 olguda iirik asidin renal atilimi azalmustir. Yiiksek
pirinli diyet, asidoz, asir1 alkol alinmasi, diisiik doz aspirin alinmasi, kalp yetmezligi,
laktat infiizyonlari, kassal faaliyet gutu agirlastirir. Genellikle erkeklerde goriiliir.
Ozellikle eklemler ve bdbrekler etkilenir. Eklemlerde yiiksek miktarda sodyum iirat
kristalleri birikir. Gut tedavisi i¢in ksantin oksidazi inhibe eden allopurinol kullanilir.

Sekil 2.9 da gut hastaliginin klinik goriiniimii gosterilmistir.

FLDF TOFUSILER

GUT HASTALIGININ
KLiNiK GORUNUMLERi



Sekil 2.9. Gut hastaliginin klinik gériiniimii

Lesch-Nyhan sendromu: Hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz (HGPRTaz)
eksikligi nedeniyle asir1 {irik asit iretimi ile ilgili kalitsal bir bozukluktur. Enzim
eksikliginde hipoksantin ve guanin katabolizmasinin artmasindan dolay1 iirik asit diizeyi
yilikselmektedir. Hasta ¢ocuklarda koreoateozis ve spastisite ile birlikte serebral felg goriiliir.
Hastalik, 2-3 yaslarinda nérolojik belirtilerle ortaya ¢ikmaktadir. Cocuklar saldirgan
davranishdir, el ve ayak parmaklariyla dudaklarini 1sirarak kendilerine zarar verirler.

Sekil 2.10” da lesch- nyhan sendorumunun klinik goriiniimii gosterilmistir.

Sekil 2.10. Lesch- Nyhan sendorumunun klinik goriiniimii

Von Gierke hastalhigi: Glukoz-6-fosfataz eksikligi nedeniyle pentoz fosfat yolu
aktivitesinin artisgina ve riboz-5-fosfat artisiyla piirin asir1 lretimine bagli olarak

hiperiirisemi ile karakterizedir.



Hipoiirisemi: Kanda iirik asit diizeyinin normalden az olusudur. Wilson
hastaligi, ksantiniiri, Fanconi sendromu, adenozin deaminaz eksikligi, piirin niikleozid

fosforilaz eksikligi gibi durumlarda hipoiirisemi saptanir.

Ksantiniiri: Ksantin oksidaz eksikligi nedeniyle ksantin bobrek taslar1 olusumu

ve hipotirisemi ile karakterizedir.

2.2.4. Urik Asidin Tayin Yontemleri

Bakteriyal kaynaklar icerdikleri dogal {iriinlerle birlikte bu iiriinlerin canli
sistemde doniisiim reaksiyonlarmi katalizleyen enzimleri de bulundururlar.
Mikroorganizmalarin enzim aktiviteleri genel olarak, etkiledigi substratin canlidaki
veya canlmin yasadigi ortamdaki miktariyla orantiidir. Urik asit miktarlarmim

belirlenmesi gereksinimi sebebiyle kullanilan standart metotlar sunlardir:

1.Spektrofotometrik
2.Enzimatik
3.Kromatografik
4.Polarografik
5.Kolorimetrik

6. Diger teknikler

Spektrofotometrik ve enzimatik teknik kullanilarak iirik asit tayini
Urik asit reaktifi Synchron CX sistemi ve kalibratérii ile birlikte kullanildiginda

insan serumu, plazmas1 veya idrarindaki iirik asit konsantrasyonunun kantitatif tayin

edililir.



Urik asit dlciimleri bobrek yetmezligi, gut, 18semi, psoriyazis, aclik veya diger
asir1 derecede zayiflatan durumlar dahil ¢ok sayida bobrek ve metabolik bozukluklarin

ve sitotoksik ilaclar alan hastalarin tan1 ve tedavisinde kullanilir.

Urik asit reaktifi iirik asit konsantrasyonunun bir zamanli bitis noktasi
yontemiyle dlciilmesinde kullanilir. Urik asit, iirikaz ile yiikseltgenerek allantoin ve
hidrojen peroksit tiretilir. Hidrojen peroksit renkli bir iiriin tiretilmesi i¢in peroksidazla
katalize edilen bir reaksiyonda 4-aminoantipirin (4-AAP) ve 3,5-dikloro-2-

hidroksibenzen siilfonat ile reaksiyona girer.

Synchron CX sistemi uygun numune ve reaktif hacimlerini kiivet i¢inde otomatik
olarak orantilar. Kullanilan oran bir kistm numuneye 25 kisim reaktiftir. Sistem 520
nanometredeki absorbans degisikligini takip eder. Absorbanstaki bu degisiklik
numunedeki Uirik asit konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve sistem tarafindan iirik asit
konsantrasyonunun hesaplanmasi ve gosterilmesi i¢in kullanilir. Biyolojik sivi
numuneleri, herhangi bir laboratuvar testi i¢in rutin olarak kullanilanla ayni sekilde
toplanmalidir. Yeni alinmig serum veya plazma tercih edilen 6rneklerdir. Yeni alinmig
idrar da test i¢cin kullanilabilir. Tam kanin bir numune olarak kullanilmasi tavsiye

edilmez.

Ornek saklanmasi ve kararlilig igin;

1. Kan tiipleri her zaman kapal1 ve dik bir konumda saklanmalidir. Serum veya plazma
alindiktan sonra iki saat igerisinde serum veya plazmanin hiicrelerle temas etmesinin

fiziksel olarak ayrilmasi tavsiye edilir.

2. Serum veya plazma oda sicakliginda 8 saatten daha uzun siire kalmamalidir. Testler 8
saat igerisinde tamamlanmayacaksa, serum veya plazma +2°C ile +8°C arasinda
saklanmalidir. Testler 48 saat icerisinde tamamlanmayacaksa veya ayrilan numune 48

saatten daha uzun siire saklanacaksa, numuneler -15°C ile -20°C arasinda dondurulup



saklanmalidir. Donmus numuneler sadece bir kez ¢ozdiiriilmelidir. Tekrar tekrar

dondurulup ¢ozdiiriilen numunelerde analit bozunmas1 meydana gelebilir.

3. Idrar testlerinin idrar alindiktan sonraki 2 saat igerisinde yapilmasi tavsiye edilir.4
Zamanl 6rneklerde, toplama kabi oda sicakliginda tutulmalidir. Idrarmn alkalik olarak

tutulmasi i¢in sodyum hidroksit (NaOH) eklenmelidir.

4. Seyreltilmis idrar numuneleri 48 saatte kadar buzdolabinda (+2°C ile +8°C arasinda)
saklanabilir. Bu laboratuvar tarafindan belirlenmis ek Ornek saklama ve stabilite

kosullar1:

Ornek hazirlama sirasinda tiim idrar rnekleri ile birlikte idrar kontrolleri ilgili sistemde
analiz edilmeden once bir kisim numuneye dokuz kisim normal salinle seyreltilir. Bu
seyreltmeler kontrollerde 1:10 50 uLL 450 pL 6rneklerde 1:10 50 puL 450 pL'dir.

Synchron CX sistemi tarafindan verilen tiim idrar sonuglar1 bir diizeltme faktorii 10 ile
carpilmalidir. Numune hacmi 0,5 mL doldurulmus bir numune kab1 en uygun hacimdir.
Birincil tiip numunelerinde en uygun hacim i¢in veya idrar 6rnekleri test tiiplerinden

numune halinde alinir.

Kromatografik Yontemler
a) Spektrometrik tip analiz

Revers faz kromotografisi prensibini icerir. Serum ve idrarda {irik asit bakilir.
Spesifitesi ve hassasiyeti artmaktadir. Idrar ve serumdaki iirik asidi kantitatif olarak
Olcer. HPLC metodunda, 280 nm veya 235 nm’deki spektrofotometrik 6l¢iimlii revers
faz kromtografisi kullanilmigtir. 280 nm’de yiliksek hassasiyet gosterir, biyolojik

sivilarin notralize ekstraktlarmi kullanir.



b) Elektrokimyasal Method

Iyon degisim ayrimma dayanir. Serum ve idrarda bakilir. Segilmis metot olarak
Onerilmistir. Bu yontemin avantaji, daha duyarlilik ve spesivite gdsteren sabit faz iyon
degisimini kapsayan, elektrokimyasal yOntemin kullanilmasidir. Amperometrik
Ol¢timiin duyarliligit mg/L’dir. Metot, 10 ve 200 mg/L arasinda lineerdir. Yalniz teofilin
metabolitleri, idrardaki tirik asit tahlillerini girisim yapar. Bu metot spesifik, hizli, mobil

faz1 sabit ve serum iirik asit seviyesi i¢in gereken cevap 6’ dan azdir.

Polarografik

Ozgiil bir elektrot yardimiyla, iirikaz etkisi sirasinda tiiketilen O dlciiliir. Oksijen
tilketim orani, iirik asit konsantrasyonu ile orantilidir. Serum ve idrardaki iirik asit
konsantrasyonu 6lgmede kullanilir. Genis olarak kullanilmamistir. Allopurinol, ksantin

ve hipoksantin ile interfere olabilir.

Kolorimetrik

Urikaz ile reaksiyondan dnce ve sonra iyot ile kolorimetrik titrasyon sonucu agiga
c¢ikan total rediikte edilmis maddelerin 6l¢iimii esasma dayanir. ki 6l¢iim arasindaki

fark tirik asit seviyesi ile ilgilidir. Kullanisa hazir degildir. Bu metodun giivenilirligi %

98 ile % 100 arasindadir.



Urik asitin diger tayin yontemleri

Fosfotungstik asit methodu

Urik asit, alkali ortamda, fosfotungstik asitin es zamanl indirgenmesi ile
allontoine oksitlenir. Boylece, olusan tungsten mavisi 700 nm dalga boyunca
spektrofotometrede okunur.

Tercihen iirik asit miktar tayinlerini kan serumu {izerinden yapmalidir. Spesifik
degildir. Orijinal ilk method, sodyum karbonat ¢ozeltisi i¢inde, fosfotungstik asitin
reaksiyonundan Once, protein presibitasyonunu ve giimiis tuzu seklinde filtrattan iirik
asidin izolasyonunu kullanmustir. Siyonidin, metodun sensivitesini arttirdig1 rapor
edilmistir. Bu sekilde, olusan rengin ag¢ilmasi ve giimiis nitratin ¢éziilmesi engellenmis
olur. Birgok alkali reaktanlar, olusan tungsten mavisinin rengini arttirmak igin
kullanilmistir (Amax=700nm). Indirgenme esasma dayanan tiirli metodlar, ayni
serumda ayn1 sonuglar1 veremez, genel olarak bazilarinin normal deger sinirlar1 asagida,
bazilarmm ise daha yukaridadir. Urikaz usulii ele almnirsa metodlarin ¢cogunun daha

yiiksek degerler verdigi gortiliir.

Caraway methodu

Yapilis1 basit, hizl1 ve ayiraglar1 kolay bulunabilir. Spesifik degildir. Ayiraglarin
ihtimamla secildigi, pH'larin siki kontrol altina alindigi durumlarda bu method, yararh
sonuclar verebilir. Urik asidin, sodyum karbonath ortamda, fosfowolfromik asidi
(fosfotungstik asidi) indirgenmesi esasina dayanir. Bu methodlara gére, normal serum

ve plazmada iirik asit miktari, erkekler i¢in %3.5-8mg, kadinlar i¢in %2.5-7mg’d1r.

Her iki metot da ortamda amino asit, peptit, protein ya da amin ve amidler

bulundugunda dogru sonug vermezler.



Natelson methodu

1953 yilinda, Natelson bir teklif getirmistir. Folin metodunun Brown tarafindan
modifiye edilmis halini standart method haline getirilmistir. Bu method, protein
icermeyen, serbest serum filtratinda bir tungstik asit ile alkali oksidasyonu i¢ermektedir.
Okside edici ajan olan fosfotungstik asid, tire ile tamponlanmig Na-Siyaniir varliginda is

goriir. Bu metodun sikintisi, spesifitesinin eksik olusudur.

Bu metotlar orneklerdeki iirik asit miktarlarmin kolay bir sekilde ve siirekli
izlenmesine izin vermezler. Ciinkii bunlar pahali ve yavastirlar, iyi yetigmis operatorlere
ihtiya¢ duymaktadirlar ve bununla birlikte bazi durumlarda analizin siiresini uzatan 6n

islemler ya da ekstraksiyon gerektirmektedirler (Mello ve Kubota, 2002).

Son yillarda gelistirilen Ol¢iim tekniklerinden en onemlisi olan biyosensorler
diger geleneksel tekniklere gore daha fazla avantaj saglamaktadirlar. Biyosensorlerde
kullanilan biyolojik algilayici sistemin segiciligi, hassasiyeti; 6rnek 6n hazirhigna ve
fazla miktarda ornege bagli kalmaksizin kompleks karisimlarda bile gercek zamanli
analiz i¢in ¢ok yiiksek spesifiklikte cihazlarin gelistirilmesine elveriglidir. Biyosensorler
ayrica c¢ok yliksek hassasiyete, Ol¢iim hizina, basit kullanima sahip ve cogaltilabilir
analitik cihazlardir. Bu nedenle son yillarda 6rnek analizi i¢in biyosensdrler tercih

edilmeye baslanmistir.

Bu tez caligmasinda gelistirilen biyosensorde biyomateryal olarak bakteri

kullanilmasi, biyosensorlerle dl¢iimiin avantajlarina ek katkilar saglamaktadir.



2.2.5. Urikaz Enzimi (Urat oksidaz, E.C. 1.7.3.3)

Urik asidi O, varliginda allantoin, H,O,, CO; iiriinlerine katalizleyen enzimdir.
Urikaz enzimi klinikte sadece teshis enzimi olmayip, ayni1 zamanda iirik asit
metabolizmasindaki bozukluklara bagli olarak meydana gelen hastaliklarin tedavisinde
de kullanilmktadir. Urikaz, plazma iirik asit seviyelerini diisiiriicii ilaglar arasinda yer

almustir.

Ayrica iirikaz enzimi, kozmatik sanayinde, sa¢ boyama ve dalgalandirmada
kullanilmustr. Urikaz gerek sa¢ boyamada gerekse dalgalandirmada c¢ok olumlu
sonuglar vermistir. Son yillarda yapilan pek ¢ok ¢alismada ise, iirikaz enzimi, iirik asit

miktarinin saptanmasinda, biyosensorlerin yapiminda kullanilmistir.

2.3. Biyosensor Temelli Yontemler

2.3.1. Biyosensorlere genel bakis

Canlilar teknologlari hayal bile edemeyecegi duyarlik performansi gosterirler.
Ornegin baz1 kdpeklerin koku almalar1 insanlardan 100.000 kat daha duyarlidir. Yilan
baliklar1 tonlarca su igerisine ilave edilen birka¢ damla yabanci maddeyi derhal
algilarlar. Kelebekler eslerinin yaydigi birka¢c molekiilii bile hissederler. Algler ise
zehirli maddelere kars1 ¢ok duyarhidirlar (Meral, 2006).

Biyosensorlerin tarthi 1950°li yillarin ortalarmda L.C. Clark’m Cincinnati
Hastanesi’nde (Ohio, ABD) ameliyat sirasinda kanmn O; miktarmni bir elektrod ile
izlemesiyle baslar. 1962 yilinda Clark ve Lyons Glukozoksidaz (GOD) enzimini O,
elektrodu ile kombine ederek kanin glukoz diizeyini dlgmeyi basardilar. Boylece yeni
bir analitik sistem olustu. Bu sistem bir yandan biyolojik sistemin yiiksek
spesifisikligini (enzim) diger taraftan ise fiziksel sistemin (elektrod) tayin duyarliligmni

birlestirmis ve genis spektrumlu bir uygulama olanagi bulmustur.



Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen sensorler
hazirlanabilirken sisteme biyomateryalin de katilmasi ile diger bir¢ok organik ve
biyolojik maddenin tayini miimkiindiir. Boylece hazirlanan analiz sistemlerine

biyosensorler ad1 verilir (Aykut ve Temiz, 2006).

2.3.2. Biyosensorler ve bilesenleri

Biyosensorler (biyoalgilayicilar), biinyesinde biyolojik bir materyali bulunan ve
bir fizikokimyasal c¢eviriciyle birlestirilmis analitik cihazlar olarak tanimlanmaktadir.
Bir biyosensoriin amaci, bir veya bir grup analitin (analiz edilecek madde) miktariyla

orantil1 olarak siirekli sayisal elektrik sinyali iretmektir.

Biyosensor sistemleri ii¢ temel bilesenden olugmaktadir. Bunlar Sekil 2.11°de
verildigi gibi; secici tanima mekanizmasina sahip "*biyoaktif tabaka / biyoajan™, bu
biyoaktif tabakanin incelenen maddeyle etkilesmesi sonucu olusan fizikokimyasal
sinyalleri elektronik sinyallere doniistiirebilen *'sinyal iletici sistem™ ve bu sinyalleri

Olgebilen bir “kaydedici” yani bir 6l¢iim cihazindan olusmaktadir (Meral vd., 2006).
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Sekil 2.11. Biyosensoriin genel sematik gosterimi



2.3.3. Biyoajanlar (Biyoaktif tabaka)

Biyoajan bir analitin taninmasinda biyosensoriin biyolojik hassasiyete sahip
kismidir. Biyosensoriin hassasiyeti ve seciciliginde etkilidir. Bu reseptdrler tek bir
substrat1 baglayacak ve diger substratlara baglanmayacak Ozellikte olmalidir; temel
olarak biyoajanlar; biyokatalitik ve biyoaffinite olmak {izere 2 grup altinda incelenirler
(Mehrvar vd., 2000).

Biyoaffinite ajanlar olan antikorlar, hormon almaclari, DNA, lektin gibi
molekiiller antijenlerin, hormonlarin, DNA parcaciklarmin ve glikoproteinlerin
molekiiler tanimlanmasinda kullanilir. Kompleks olusumu sonucunda, tabaka kalinligi,
kirinim indisi, 151k emilmesi ve elektriksel yiik gibi fizikokimyasal parametrelerin

degisimine neden olurlar.

Biyokatalitik ajanlar, analit tizerinde molekiiler degisime neden olmakta ve bu
donilisim sonucu ortamda azalan ya da artan madde miktar1 takip edilerek sonuca
gidilmektedir. Bu amacla saf enzim ya da koenzim sistemleri, mikroorganizmalar ve
bitkisel ya da hayvansal doku pargalar1 kullanilmaktadir. Bu nedenle aslinda
biyosensorleri de ¢alisma prensiplerine gore Tablo 2.2°deki gibi biyoaffinite sensorleri

ve biyokatalitik sensorler olmak iizere iki grupta incelemek miimkiindiir.



Tablo 2.2. Biyoaffinite ve Biyokatalitik ajanlar ve bunlarla tayin edilebilen analitler

BIiYOAFFINITE SENSORLER BIYOKATALITIK SENSORLER
RESEPTOR | ANALIT RESEPTOR ANALIT
Enzim Substrat, Inhibitor Enzim Substrat
Apoenzim Prostetik grup Mikroorganizma Kofaktor
Antikor Antijen Organel Aktivator
Reseptor Hormon Doku kesiti Inhibitor
Lektin Glikoproteinler Enzim

Sakkaritler

Protein

Gilintimiizde bir biyosensOr gelistirilmesi i¢in biyoajan olarak kullanilabilecek

enzim kaynaklar1 Sekil 2.12°da gosterilmektedir.

(a) Enzim (b) Doku kesitleri (c) Mikroorganizmalar (d) Organeller

(e) immuno ajanlar  (f) Niikleik asitler  (g) Reseptor molekiilleri

Sekil 2.12. Biyoajan olarak kullanilan enzim kaynaklar



2.3.4. Sinyal ileticiler (Transduserler)

Biyolojik ve biyokimyasal sinyalleri veya cevabi belirlenebilir sinyale
doniistiirebilen sistemlere transduser denir (Giirsoy vd., 2002). Bir substrat i¢in
komponentin aktivitesi O, tiiketimiyle, H»O olusumuyla, NADH konsantrasyonundaki
degisimle, floresans, absorbsiyon, pH degisimiyle, kondiiktivite, sicaklik ya da
kiitledeki degisimle izlenebilmektedir (Luong vd., 1997; Mello ve Kubota, 2002).
Sinyal ileticilerde gerceklesen degisimler ve bu degisimleri dl¢ebilecek 6l¢iim cihazlari

Sekil 2.13 ‘de gosterilmektedir.
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Sekil 2.13. Sinyal ileticilerde gergeklesen degisimler ve Ol¢iim cihazlar1



Transduserler temelde dort grup altinda toplanirlar (Aykut ve Temiz, 2006);

1-Elektrokimyasal transduserler
Amperometrik
Potansiyometrik
Kondiiktometrik

2-Optik transduserler

3-Akustik transduserler

4- Termal transduserler

Bu tez calismasinda elektrokimyasal transduserlerden biri olan Amperometrik
temele dayali Cozinmis oksijen (DO) elektrot kullanildi. Amperometrik esasli bir

biyosensoriin sematik gosterimi Sekil 2.14°de gosterilmektedir.

N A : Cabsma elektrodu (Pt)
A
| 5 B : Referans elektrot (Ag/AgCl)
D C : Elektrolit cozelti (KC1)
\ -~ C
D : ic gaz gecirgen membran (Teflon)
& E : Immobilize enzimi iceren biyoaktif
E tabaka

Sekil 2.14. Amperometrik esasli bir biyosensoriin sematik gosterimi

Amperometrik temele dayali ¢ozlinmiis oksijen elektrotlar, Au (Katod),
Ag/AgCl (Anod), yari doygun KCI (Elektrolit) ve oksijene duyarli teflon bir
membrandan olugmustur (Dingkaya ve Telefoncu, 1993). Membran; gaz ge¢irgenliginin
yant sira sensOriin dis ¢evreden korunmasina da olanak saglar. Bu koruma sayesinde
reaksiyon ortaminda olabilecek bir takim safsizliklardan kaynaklanmasi muhtemel
girisim etkileri de minimize edilmis olmaktadir (Akyilmaz ve Dingckaya, 2000). iletici
sistem olarak bir amperometrik sensoriin kullanilmasi durumunda {riinlerden sinyal

olusturan tiir elektrod yiizeyinde tiiketilmektedir (Dingkaya, 1999).



2.3.5. Biyoaktif tabakanin elektrot yiizeyine immobilizasyonu

Enzimler, dokular, mikroorganizmalar, hiicre reseptorleri, antibadiler, niikleik
asitler ya da tiim hiicre (bakteri, fungus, hayvan ya da bitki); analitlerin tayini i¢in

kullanilan biyoajanlardir.

Genel olarak biyoajanlar uygun bir sekilde immobilizasyonla transdusere
baglanir. Immobilizasyon metodu immobilize edilecek biyoajanin yapisina gore
belirlenir. Kullanilan transdiiksiyon elementi ve analitin fiziksel durumu da secilecek
immobilizasyon metodu i¢in 6nemli faktorlerdir. Genel olarak 4 yaygin immobilizasyon

metodu kullanilmaktadir. Bunlar asagida agiklanmis ve Sekil 2.15 de gdsterilmistir.

1-Adsorbsiyon: Seliiloz, silikajel, cam, hidroksiapatit, ve kollagen; enzimleri
adsorplamak i¢in kullanilan baglica yapilardir. Hidrojen baglari, multiple tuz kopriileri,
Van der walls baglar1 ve elektron transisyon kompleksleri olusumu sayesinde baglanma
gerceklesir. Kararliligi az oldugundan biyosensorlerde pek tercih edilmeyen bir

immobilizasyon metodudur.

2-Tutuklama: Biyomolekiilii iceren ¢ozelti iginde polimerik jel hazirlandigi zaman
jelin donmasiyla biyomolekiil jel matriks i¢inde tutuklanmis olur. Poliakrilamid, nisasta,

naylon ve siliastik jel biyomolekiillerin tutuklanmasi i¢in biyosensorlerde kullanilabilir.

3-Capraz baglama: Glutaraldehit, hekzametilen di-izosiyanat, 1,5-difloro, 2,4
nitrobenzen ve bis-diazobenzidin-2,2’-disiilfonik asit gibi bifonksiyonel ve
multifonksiyonel reaktiflerin kullanilmasiyla biyomolekiillerin intermolekiiler ¢apraz
baglanmas1 saglanir. Bu reaktifler, kat1 desteklere biyomolekiilleri baglayabilirler. Bu

nedenle de biyosensorlerde sik kullanilan immobilizasyon yontemlerinden biridir.



4-Kovalent baglama: Enzimde katalitik aktivite i¢in gerekli olmayan fonksiyonel
gruplarin baglanmasi yoluyla gergeklestirilir. Genellikle proteinlerin aminoasit yan
zincirlerinde bulunan amino, karboksil, imidazol, tiyol, hidroksil gibi niikleofilik
fonksiyonel gruplarla kovalent baglama yapilir (Sharma vd., 2003). Bu yontemin riski

kovalent baglanmaya baz1 durumlarda aktif bolge gruplarinin katilmasidir.

Felicind Biyoaktif Polimmer matrikste
el Icmdde Bilesen 3 tutuklama
tutuklama P
i I N 1)
SESEReEEE o &
Elektrod yiizeyvinde biviktirme 0 L

Capraz baglama

Sekil 2.15. Biyosensor biyoaktif tabakalarinda biyoajanlarm immobilizasyon teknikleri

2.3.6. Enzim biyosensorleri

Biyosensor teknolojisinin tarihsel ge¢misine 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 Ornekleri olusturmaktadir. Biyosensor
hazirlamada enzimleri kullanmak; spesifiklik bakimmdan avantajli ancak saf enzimin

pahali olusuda dezavantajlidir.

Temel bilimlerdeki ilerlemeler enzimlerin yani sira diger biyolojik materyallerin
fonksiyonlarimin da ¢ok daha ayrintili bir sekilde ortaya ¢ikarilmasina imkan vermistir.

Bu ilerlemelerin dogal bir sonucu olarak farkli biyolojik materyallerin ve iletim



sistemlerinin kombinasyonuyla ¢ok c¢esitli biyosensorler gelistirilmis ve gelistirilmeye
devam edilmektedir. Bugiinkii sonuca bakildiginda, hangi temel iletim sistemi sz
konusu olursa olsun pratik ve ticari uygulamalarda enzim elektrotlarinin biiyiikk bir
ustiinliigii goze carpmaktadir. Ancak elektrokimyasal esasli olanlarin tartisilmaz bir
agirhigr soz konusudur. Bu sonuctaki canli sistemlerle ilgili en biiyiikk etmen hemen
hemen her tiirli maddenin dogrudan veya dolayli olarak analizinde kullanilabilecek

binlerce enzimin varligidir.

Bilinen enzimlerin yami sira bilinmeyenlerin potansiyel varligi, piyasada
yiizlerce ticari enzim preparatmmn bulunabilirligi ve bu saymin her gecen giin
yiikselmesi enzim sensorlerinin tartisilmaz istlinliigliniin  devam edeceginin bir

gostergesidir (Telefoncu, 1999a; Dingkaya, 1999).

2.3.7. Doku biyosensorleri

1981’ de ilk defa bitki dokusu temelli elektrod hazirlanmasindan itibaren, bir¢ok
bitki dokusu temelli biyosensor gelistirilmistir. Bitki doku materyalleri kullanilarak
olusturulan biyosensorler, izole enzimlerle olusturulan biyosensorlere bir alternatiftir
(Sidwell vd., 1986). Hayvansal ve bitkisel dokularin ve organellerin kimi enzimlerce
ozellikle zengin oldugu bilinmektedir. Iste bu enzimlerin izole edilmis preparatlar:

yerine dogrudan yogun bulunduklar1 bu kaynaklar biyosensor hazirlanmasinda kullanilir
(Telefoncu, 1999).



Sekil 2.16. Bitki dokular1 (A) dokusu kesiti (B)

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

gibi avantajlara sahiptirler (Macholan, 1987).

Doku kesitleri kullanildiginda biyosensdriin cevap siiresi genellikle uzundur. Bu
stireyi kisaltmak igin direkt doku kesiti yerine doku ezilerek veya iyice homojenize

edilerek hazirlanir. Boylece difiizyon problemi de azaltilmis olur (Telefoncu, 1999).

2.3.8. Mikrobiyal biyosensorler

Saflastirilmis enzimler yiiksek spesifik aktivitede olmalarmma ragmen pahali ve
kararsiz  olmalar1  biyosensér alaninda  uygulamalarmi  sinirlandirmaktadir.
Mikroorganizmalar ise biyosensorlerin biyoaktif tabaka materyalleri olarak pek ¢ok

avantaja sahiptirler.

Esherichia coli hiicresinde bile 3000°den fazla enzim bulundugu kabul

edilmektedir. Gelismis hiicrelerdeki enzim sayisinin ¢ok daha fazla olacagi agiktir. Saf



enzimlerle gergeklestirilen biyotransformasyon reaksiyonlar1 elbette bu enzimi igeren
hiicre ile de gerceklestirilebilir. Bunun i¢in ana kosul hedeflenen biyotransformasyon

reaksiyonunun hiicrenin i¢erdigi diger enzimler tarafindan etkilenmemesidir.

Simdiye kadar bilinen enzimlerin % 90’indan fazlasi hiicre i¢idir. Bu bakimdan,
hiicre i¢i enzimlerin kaynagi olarak biitiin hiicrelerin kullanimi, ¢esitli endiistriyel
islemlerde saflastirilmis enzimlere daha iyi bir alternatif olarak gosterilmektedir.
Biyosensorlerde enzim kaynagi olarak mikroorganizmalarin kullanimi enzim
saflastirilmasimin uzun ve pahali islemlerini gerektirmez, enzimler dogal ¢evresinden
ayrilmadigindan daha uzun siire aktivitelerini kaybetmeden durabilir ve agir metaller
gibi distan gelen toksiklerin inaktivasyonundan korunurlar. Ancak mikroorganizmalarin
biittin hiicreler olarak kullanildig1 biyosensorler, enzim esasli biyosensorlerle
karsilagtirildiginda daha yavas biyosensor cevabi vermektedir. Bunun sebebi hiicre
ceperi boyunca analitin ve irilinlerin diflizyonudur. Analitlerin hiicre zarindan
difiizyonunu Onleme yollarindan biri gecirgen hiicreler kullanmaktir. Bu hiicreler,
donma ve erime gibi fiziksel, organik c¢oziiciiler ve temizleyiciler ile kimyasal ve
lizozim ya da yiin kreatini ile enzimatik yollarla ge¢irgen hale getirilebilirler. En yaygin
yontem, toluen, kloroform, etanol ve biitanol gibi organik c¢oOziiciiler veya Na-
deoksikolat, digitonin gibi ylizey aktif maddeler kullanarak kimyasal yolla hiicreleri
gecirgen hale getirmektir. Bu gibi kimyasal muameleler, hiicre membranlarindan
lipidlerin bazilarinin uzaklastirilmasiyla ¢ok kiigiik porlara yol agar, hiicrenin ig
kismindaki enzimler gibi makromolekiiller bilesiklerin onemlilerini tutarken hiicre
membranindaki kii¢iik molekiiller analitlerin serbest diflizyonuna izin verir. Ancak bu
yollarla hiicre zarinin daha gegirgen hale getirilmesi hiicreye zarar verebilirler ama

yinede hiicre i¢i enzimlerin kaynagi olarak kullanilabilirler (D’Souza, 2001).

Mikrobiyal biyosensorlerde Ol¢limiin  esasi, mikroorganizmalarin dlgiimii
yapilacak olan analiti bir karbon kaynagi olarak enzimleriyle metabolize ederek

solunum aktivitesinin 6l¢iilmesi esasma dayanir. Bu nedenle ¢6ziinmiis oksijen (DO)



elektrodu mikrobiyal sensorler icin en yaygin transdiiserleridir. Bunun disinda CO;

elektrodu, NH; elektrodu, cam elektrod ve termistor de kullanilmaktadir.

Mikrobiyal biyosensorlerin birgok uygulama alani vardir ama en yaygin olarak

gida ve ¢evre analizlerinde kullanilirlar (Telefoncu, 1999).

2.4.  Probiyotik Bakteriler

Yeryiiziindeki tiim canlilar, cesitli mikroorganizmalarla i¢ ice yasamaktadir.
Yeryliziinde insan niifusu 5 milyar iken mikroorganizma popiilasyonu 100 trilyondur
(Korkut wvd., 2003). Bu nedenle mikroorganizmalarin etkileri kiigiimsenemez.
Mikroorganizmalar; sarap, bira, peynir, yogurt, ekmek, tursu v.b. besinlerin {iretimine

kadar her yerde mevcuttur.

Mikroorganizmalar ile insan sagligi arasndaki baglantiya kilavuzluk eden
hipotez ise, Bulgar koyliilerinin uzun yasamlarnin fermente siit {riinleri
tilketimlerinden kaynaklandigmi savunan Nobel o6diilli Rus bilim adami Elie
Metchnikoff (1845-1916) tarafindan ileri siiriilmiistiir. Bu hipoteze goére normal
bagirsak floras1 bugiin probiyotikler olarak tanimlanan yararli mikroorganizmalardan
etkilenebilmektedir (Doillet ve Langdon, 1994). Metchnikoff’tan sonra probiyotikler
lizerine sayisiz arastirma yapilmis ve probiyotikler olduke¢a bilimsel ve ticari ilgi odagi
olmuslardir. Bu ilgi 6zellikle mikroorganizmalarin saglik iizerine olumlu bir katki
gostermesinin ilgingligi ve elde edilebilirligi ile ticari form haline doniistiiriilebilmesinin
kolaylig1 nedeniyle olmustur. Bilimsel olarak desteklenmis ve hastalik riskini azaltan
“Probiyotik mikroorganizmalar1” i¢eren mandira tirtinleri (siit, yogurt ve peynir gibi), et
iirlinleri, meyve sular1 ve ¢ikolata gibi degisik fonksiyonel {iiriinler uzun zamandir

marketlerde yerini almustir.



2.4.1. Probiyotik bakterilerin 6zellikleri

Probiyotikler; hayvansal canlilarin sindirim sistemi ve 6zellikle bagirsaklarinda
mikrobiyal dengeyi diizenleyen canli bakteriler sinifindan mikroorganizmalardir
(Surawicz, 2003). Prebiyotikler ise probiyotik bakteriler ile birlikte simbiyotik yasam
stirdiiren, polisakkarit esash sindirilmeyen yapilardir ve birlikte bulundugu bakterilerin
sayilarini ve aktivitelerini arttirarak faydali probiyotik etkisini gli¢lendirirler. Probiyotik
bakteriler mide asitligine diger bakterilere gore daha dayanikhidir. Safra tuzuna ve
lizozim enzimine daha direnglidir. Probiyotik bakteriler laktik asit, asetik asit,
bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddeler {ireterek, bagirsaklarda istenmeyen
mikroorganizmalarin ¢ogalma hizini kontrol ederler ve dogal floranin denge i¢inde

bulunmasini saglarlar.

Probiyotik bakterilerin 6nemli Ozelliklerinden biri de, bagwrsak ¢eperine
tutunabilme yetenegine sahip olmalaridir. Bu tutunma en 6nemli ve hatta biyolojik etki
gosterebilmeleri i¢in mutlaka olmasi gereken bir 6zellik olarak belirtilmistir. Probiyotik
bakteriler, bagirsak ¢eperine tutunarak patojen mikroorganizmalarn tutunmasini
engellerler (Inang vd., 2005). Ayrica ince ve kalin bagirsaklardaki kotii ve zararh
bakterilerin yerine gecerek, onlar1 kontrol altina alip, bagisiklik sistemini giiclendirerek
bircok hastaliga kars1 viicut direncinin artmasma katkida bulunurlar. Sindirim kanalinda
saglikli bir bakteri dengesi olusturup, bazi gerekli enzimleri tireterek sindirime katkida
bulunurlar. Laktoz ve protein sindirimini kolaylastirirlar (Bozdogan, 2006).
Probiyotikler esas olarak laktik asit bakterileridir. Bunun yaninda arastirmalar bazi
mayalarm da probiyotik 6zellige sahip oldugunu gostermistir (Oh vd., 1995). Probiyotik

olarak kullanilan mikroorganizmalar ve mayalar Tablo 2.3’de ard arda gosterilmistir.



Tablo 2.3. Probiyotik olarak kullanilan bakteriler ve mayalar

Lactobacillus | Bifidobacterium | Bacillus Pediococcus | Streptococcus
Tiirleri Tiirleri Tiirleri Tiirleri Tiirleri
Lactobacillus | Bifidobacterium | Bacillus Pediococcus | Streptococcus
bulgaricus adolescentis subtilis cerevisiae | cremoris
Lactobacillus | Bifidobacterium | Bacillus Pediococcus | Streptococcus
cellebiosus bifidum pumilus acidilactici | thermophilus
Lactobacillus | Bifidobacterium | Bacillus Pediococcus | Streptococcus
lactis breve lentus pentosaceus | intermedius
Lactobacillus | Bifidobacterium | Bacillus Streptococcus
acidophilus infantis licheniformis lactis
Lactobacillus | Bifidobacterium | Bacillus Streptococcus
reuteri longum coagulans diacetilactis
Lactobacillus | Bifidobacretium

casbrevis thermophilum

Lactobacillus

casei

Bacteriodes | Propionibacterium | Leuconostoc | Kiifler Mayalar
Tiirleri Tiirleri Tiirleri

Bacteriodes | Propionibacterium Leuconostoc | Aspergillus | Saccharomyces
capillus shermanii mesenteroides | niger cerevisiae
Bacteriodes | Propionibacterium Aspergillus | Candida

suis freudenreichii oryzae torulopsis

Bacteriodes

ruminicola

Bacteriodes

amylophilus




2.4.2. Probiyotik bakterilerin enzim aktiviteleri

Probiyotik bakteriler pek c¢ok enzim igerirler. Bunlardan bazilariin
aktivitelerinin oldukga yiiksek oldugu bilinmektedir. Yiiksek aktiviteli oldugu belirlenen
enzimlerden Onemlileri aminopeptidazlar, dipeptidazlar, tripeptidazlar, lipazlar,
karboksipeptidazlar, esterazlar, fosfatazlar, peroksidazlar, glukozidazlar,
galaktozidazlardir (Shihata ve Shah, 2000). Ayrica yapilan caligmalarda probiyotik
bakteri i¢eren siit ve yogurtlarda mayalanma siiresi ile orantili olarak toplam ¢oziiniir
fenolik bilesiklerin ve antioksidan maddelerin artis gosterdigi ve buna bagl olarak bu
bilesiklerin metabolizma reaksiyonlarini katalizleyen fenolazlar, polifenolazlar ve

antioksidazlar gibi enzimlerin aktivitelerinin de arttig1 tespit edilmistir.

Laktik asit bakterilerinin metabolizmalarinda kullandiklar1 ana substratlar malik
asit, sitrik asit ve mayalardan arta kalan heksozlar ve pentozlar gibi sekerlerdir (Davis
vd., 1985). Glukoz, fruktoz, ksiloz ve arabinoz sekerleri metabolizma sirasinda
yiikseltgenerek laktik asit, asetik asit, etil alkol ve CO;’e katabolize olurken, sitrik asit
ile asetik asit de karbonil maddelere 6zellikle tereyagi tadina sahip diasetile dontistir.
Ayrica laktik asit bakterilerinin tanen, antosiyanin gibi fenol bilesenleri lizerindeki

aktiviteleri sonucu sarabin tadi ve rengi istenilen degisiklige ugrar (Geredeli ve Anls,

2005).

Probiyotik bakterilerin ¢ok sayida enziminin aktivitesinin yiiksek olusu veya
aktivitelerinin  yiikseltilebilmesi hem saglik hem de enzimatik analizlerde

kullanilabilirligi bakimindan probiyotik bakterilerin endiistriyel 6nemini arttirmaktadir.

Bu nedenle son yillarda hizli bir gelisim gosteren analiz yontemlerinden biri olan
biyosensorlerde de enzim kayna@i olarak kullanilmaktadirlar. Bu amagla probiyotik
mikroorganizmalarin ~ kullanildig1  bir  biyosensore oOrnek ise orto-fosfat’in
belirlenmesinde maltoz fosforilaz enzimini i¢erdigi bilinen Lactobacillus brevis’in

kullanildig1 bir biyosensordiir (Hiiwel vd., 1997).



2.4.3. Probiyotik bakterilerin fiziksel 6zellikleri

Probiyotik bakteriler morfolojik agidan ¢ok degisken 6zellik gosterirler. Temelde
i¢ sekil grubu vardir; Bu sekillerin mikroskobik goriintiilleri  Sekil 2.17°de

gosterilmektedir. Bu ii¢ familyanin fizyolojik 6zellikleri oldukca benzerdir.

Sekil 2.17. Bazi probiyotik bakterilerin mikroskobik goriintiileri
(a) Kisa gomak (L. casei) (b) Uzun ¢omak (L. bulgaricus) (c) Kok sekilli (L. acidophilus)

Ayrica tiim liyeler; Gram pozitif ve diisiik oranda seker ihtiva eden ortamda
pseudokatalaza sahip suslar da katalaz negatif olmak iizere ikiye ayrilirlar.
Sporolactobacillus inulinus disindakiler spor olusturmayan, fakiiltatif anaerobik,
Pediococcus cinsi digindakiler de yalniz tek diizlemde bdliinen ve bazi istisnalar harig
hareketsiz, ¢ubuk veya kok seklinde bakteriler olarak tanimlanmaktadir (Shape vd.,
1966; Sahin, 1990). Fermantasyon yapabilme 6zelligine sahip olup asil fermantasyon
iriinii olarak laktik asit iretmektedirler. Katalaz ve sitokromda oldugu gibi hem gruplar1
icermedikleri halde oksijen varliginda geligebilen nadir mikroorganizmalardir. Dogal
ortamlari; siit ve siit {rlinleri, islenmemis, taze veya c¢iiriimiis bitkiler, insan ve

hayvanlarin bagirsak mukozalaridir (Con ve Gokalp, 1997).



2.4.4. Liyofilize formdaki probiyotik bakterilerin saklama kosullar

Probiyotik preparatlar 22-25 °C de ve kuru yerde depolanmalidir ve pH 6-7
arasinda olmalidir. Kuvvetli asidik ve bazik ortamda canliliklarin1 kaybederler. Bu
yiizden ticari preparatlara asidik maddeler karigtirilmamalidir. Depolanmalari siiresince
-5 °C civarmda sogutucuda, kapali ambalaj icinde tutulmali ve ancak raf Omiirleri
boyunca depolanmalidirlar. Depolanma siiresince demir ve bakir basta olmak iizere
minerallerle etkilesimleri probiyotiklerin canliligimi kisitlar. Yiiksek
konsantrasyonlardaki vitaminler ile etkilesimleri de zararhidir. Bunlardan bagka
antioksidan ve antifungal maddeler de probiyotiklerin canliligimi olumsuz etkileyen

faktorlerdir (Tannock, 1999).

2.5. Tezde Kullanilan Biyomateryallere Genel Bakis

Bu boliimde 6nce biyosensorde materyal olarak kullanilan temel bakteri L. casei
baktesi hakkinda bilgi verildi. Sonra immobilizasyonda kullanilan jelatin ve

glutaraldehid hakkinda agiklamalar yapilda.

2.5.1. Lactobacillus casei bakterisi

Lactobacillus ismini, siit anlamina gelen lacto’dan, sekli gibi gubuk anlamina gelen
bacillus’tan alir. Lactobasiller adindan da anlasilacag: lizere hareketsiz, uzun ve kisa
comaklar seklindedir. Streptokoklar ise genelde hareketsiz, ikili ve zincir seklinde
dizilen koklardan olusur ve gelismeleri icin mutlaka karbondioksitli bir ortama ihtiyag
duyarlar. Bu bakteriler i¢in en ideal gelisme sicakliklar1 41 ile 43 °C oldugundan daha
diisiik sicaklilarda tam olarak faaliyet gosteremeyecek, daha yiliksek sicakliklarda ise
canliliklarm yitirebileceklerdir. Gerekli sartlar tamamlandigi anda, bu bakteriler once 1
mol glukoz ve 1 mol galaktozdan olusan siit sekeri laktozu hidrolizler. Sonra 6zellikle

glukoz birimlerinin laktik asite yiikseltgenmesini katalizler.



Lactobacillus’larin ortak o6zellikleri; uzun silindir seklinde, zincir yapabilen
comaklardir. Nadiren baz tiirleri hareketlidir. Karbonhidratlar1 kolayca sindirebilirler.
Son iiriin olarak daima lactate agiga ¢ikarirlar. Hem tiredikleri ortamda asit olustururlar
hem de asit ortamda daha kolay {iirerler. Ortamdaki pH’1 4’ iin altmna disiirebilirler.
Siikrozdan ekstraseliiler dekstran sentezlerler. Uredikleri ortamda amino, yag ve niikleik
asitler, mineraller ile bilhassa B vitamini bulunmasin1 isterler. Dis ¢iiriiglinden birinci
derece sorumludurlar. Bu bakteriler tiikiirikteki laktobasidin enzimi tarafindan
engellenirler. Hepsinin hiicre mebranlarinda glycerol teichoic acit(GTA), hiicre
duvarinda ribitol teichoic acid (RTA), D-glucosyl(Glc), L-Rhamnose (Rha), D-
Galactosyl(Gal), meso veya L-diaminopimelic acid bulunur ve bunlarin hepsi
antijeniktir (Basyigit G., 2004).

L.casei 0.7- 1.1x 2.0- 4.0 um biiyiikligiinde ¢omaklardir. Stitii peynirlestirdigi
icin ‘casei’ ismi verilmistir. Siit ve siit iirlinleri, bagirsak, agiz ve vajina florasinda

bulunur. Agizda en sik rastlanan lactobasil budur. Endokardit sebebi olabilir.

Laktobasillerin klasik siniflandirmalar1 fermantatif 6zelliklerine gore yapilmaktadir.

Fakiiltatif heterofermantatif laktobasiller: Empden-Meyerhof Parnas metabolik
yolunu kullanarak heksozlar1 sadece laktik asite fermente ederken bazi tiirler ise glikoz
siirlamasmnda  laktik, asetik, formik asit ve CO; tUretmektedir. Pentozlar1 da
fosfoketolaz yolunu kullanarak laktik ve asetik asite fermente ederler. Ornegin; L. casei,

L. plantarum, L. sake.

Aso ve Akazan 1962 yilinda laktik asit bakterilerinin antikarsinojenik etkiye
sahip oldugu ileri siiriilmiistiir. Daha sonraki yillarda hayvanlar {izerinde yapilan
arastirmalarda; deney hayvanlar1 yogurt ve yogurda L. acidophilus, L. bulgaricus, L.
casei, Bifidobacterium’un tiirleri gibi bakteriler eklenerek beslenmis, ¢alisma
sonucunda deney hayvanlar1 iizerinde antikarsinojenik bir etki bulunmus ve timor
riskinin azaldig1 belirtilmistir. Birgok arastirmada, probiyotik bakterilerin fazla miktarda

agizdan alimi sonucunda, istenmeyen bagirsak bakterilerinin olusturdugu karsinojenik



olmayan maddelerin karsinojen maddelere doniisiimiinde rol oynayan beta-
glukoronidaz, azorediiktaz ve nitrorediiktaz enzimlerinin azalmasini sagladigi
belirtilmistir. L. acidophilus’un fermente iiriinlerle birlikte alinmasiyla bagirsaklardaki

bu enzimlerin diizeyinde iki ile dort kat azalma saptanmustir.

Aso ve Akazan (1992), calisgmalarinda 1010 kob/g diizeyinde L. casei toz
preparatindan bir yil boyunca giinde ii¢ defa tiiketen insanlarda mesane kanseri tedavi

stirecinin hizlandigini tespit etmislerdir.

Vinderola ve Reinheimer (2003) L. casei ve L. rhamnosus’un asit ortama
L.acidophilus’a gore daha duyarli oldugunu belirlemistir. Mide 6zsuyuna benzeyen
ortamda L. casei ve L. rhamnosus’un hiicre sayisinin 2,7-5,9 logaritmik birim azaldigini
bildirmislerdir. Buna karsin Prasad vd. (1999) ise L. rhamnosus suslarinin asit ve safra

tuzunda L. acidophilus’a gore daha dayanikli oldugunu belirtmislerdir.

2.5.2. Jelatin

Jelatin, kollajenin hidroliziyle elde edilen bir proteindir ve karakteristik olarak
yapisinda yiiksek oranda glisin, prolin ve hidroksiprolin amino asitlerini igerir. Bu
amino asitler jelatinin tglii heliks bir yapr olusturmasinda ve jellesme ozelligi

kazanmasinda oldukga etkilidir (Rose vd., 1987).

Ucuz ve kolay bulunur olmasi yaninda, immobilizasyon materyali olarak
kullanilan diger polisakkaritlerin aksine jel olusumu i¢in herhangi bir molekiile, iyona
tuza ya da pH ayarlanmasma gerek duymamasi, jelatinin enzim, hiicre ve doku

immobilizasyonunda siklikla tercih edilmesini saglamaktadir.



Termal ve mekanik kararliligmin arttirilmasi amaciyla immobilizasyonda
cogunlukla capraz baglayici ajan, bir reaktif olan glutaraldehid ile birlikte kullanilir
(Scardi, 1987; Esposito vd., 1995).

2.5.3. Glutaraldehid

Glutaraldehid, ozellikle 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 ¢apraz baglar olusturmasi esasina dayali immobilizasyon yontemi olduk¢a yogun bir
sekilde kullanilmaktadir (Guilbault ve Kauffmann, 1987; Scouten vd., 1995). Yontem
kolay uygulanabilir olmas1 yaninda immobilize sistemin termal ve operasyonal ayni
zamanda da depo kararhiligmi arttirmast bakimindan tercih edilmektedir.

Glutaraldehit'in yapis1 Sekil 2.18” de gosterilmistir.

O=CH-CH,-CH,-CHx>-HC=0 07 > "X

Sekil 2.18. Glutaraldehit’in yapis1

Glutaraldehitin mikroorganizmalar i¢in kismen toksik etki gdstermesine ragmen
biyoaktif sisteme kazandirdigi avantajlardan dolayi, % 1,0’in  altindaki
konsantrasyonlarda glutaraldehit kullanilarak toksik etkisi en aza indirilip hiicre

immobilizasyonlari da gerceklestirilmektedir (Hemachander vd., 2001).



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller

3.1.1. Kimyasallar

Denemelerde substrat olarak kullanilan {irik asit, ¢apraz baglayici ajan olarak

kullanilan glutaraldehit (% 25 v/v) Merck (Almanya) firmasindan temin edildi.

Liyofilize bakteriler (Lactobacillus casei) PROX (Fransa)’dan MAYSA
(Istanbul) araciligi ile temin edildi ve kullamlmadigi zamanlarda - 18 °C’de

buzdolabinda sakland.

Lactobacilluslarin besi ortami olan MRS Broth ise Acumedia Manufacterers

(Michigan)’dan temin edildi.

Biyoaktif tabakanin elektroda immobilizasyonu i¢in kullanilan jelatin Sigma-

Aldrich Chemical Co. (USA)’den temin edildi.

Tamponlarin ve diger ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan tiim kimyasallar

Merck (Almanya) firmasindan temin edildi.

3.1.2. Cihazlar

Orion 3 Star model Oksijen metre ve Orion 3 Star 080113 serisi ¢0ziinmiis

oksijen (DO) problar kullanild1.



Biyoaktif tabaka materyalinin hazirlanmasi i¢in ve biyosensoriin ¢aligmasi
sliresince reaksiyon hiicresinin istenilen sicaklikta tutulabilmesi i¢in sabit sicakliga

ayarlanabilen Niive BM 302 model sirkiilasyonlu bir su banyosu kullanildi.

Bakterilerin besi yerinden izolasyonu i¢in 5000 rpm ROTINA 38R Sogutmali
santrifiij kullanildi

Tampon c¢ozeltileri hazirlamak i¢in 213 Microprocessor pH metre kullanildi.

Eppendorf otomatik pipetler kullanildi.

Chiltern HS31 manyetik karistirici ve Gec Avery analitik terazi kullanildi.

3.2. Metodlar

3.2.1. Coziinmiis oksijen probunun ¢alisma ilkesi

Amperometrik temele dayali ¢6ziinmiis oksijen problari, Au (Katod), Ag/AgCl
(Anod), yar1 doygun KCI (Elektrolit) ve oksijene duyarli teflon bir membrandan

olusmustur.

Membran, gaz geg¢irgenliginin yani sira sensoriin dis ¢evreden korunmasma da
olanak saglar bu koruma sayesinde reaksiyon ortaminda olabilecek bir takim
safsizliklardan kaynaklanmasi muhtemel girisim etkileri de minimize edilmis
olmaktadir. Iletici sistem olarak bir amperometrik sensériin kullanilmasi1 durumunda
potansiyometrik sensdrlerden en biiyiik fark {iriinlerden sinyal olusturan tiiriin elektrod

yiizeyinde tiiketilmesidir (Dingkaya, 1999).



3.2.2. Bakterinin ( Lactobaillius casei ) biyosensor i¢in hazirlanmasi

Liyofilize bakteri esasli biyosensor hazirlanmasinda, biyoaktif tabaka
bilesenlerinin adaptasyonu i¢in manyetik karistiric ile sabit bir hizda karistirilan 30 ml
calisma tamponu iceren termostatik reaksiyon hiicresi iginde 30 dk bekletildi. Daha
sonra ilk 6lgtimii almak i¢in tekrar 30 ml ¢alisma tamponu igeren termostatik reaksiyon
hiicresi i¢ine daldirilarak manyetik karistirict ile sabit bir hizda 10 dk karistirildi. Bu
sire sonunda calisma tamponu ve ¢Oziinmiis oksijen probu arasindaki ¢Oziinmiis
oksijenin diflizyonundan dolay1 ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonunun dengeye geldigi

deger kaydedildi.

3.2.3. Biyoaktif tabaka materyalinin hazirlanmasi

Biyoaktif tabaka materyalinin hazirlanmasi i¢in kuru formdaki bakteri (10 mg)
ve jelatin (10 mg) tartilarak bir flakonun igine alind1 ve 400 pL fosfat tamponu (pH: 8;
150 mM) ilave edilerek calkalandi ve bu karisim 37,5 °C deki su banyosunda 15 dk

jelatin ¢oziiniinceye kadar bekletildi.

Su banyosunda ¢6ziiniir hale getirilmis olan kuru bakteri-jelatin karisiminin 200
uL’si ¢oziinmiis oksijen prob membranina yayildi ve jelatinin donmasi i¢in +4 °C’deki
buzdolabinda 30 dk bekletildi. Bu siirenin sonunda glutaraldehitle capraz baglama
yapmak i¢in, hazirlanan biyosensor % 0,5’lik (v/v) glutaraldehit ¢ozeltisi (pH: 8; 150
mM fosfat tamponu) i¢ine daldirildi ve bu ¢ozelti iginde 5 dk bekletildi. Glutaraldehit
muamelesinden sonra biyosensor destile su ile pek ¢cok kez yikanarak kullanima hazir

hale getirildi.



3.2.4. Hazirlanan mikrobiyal esash biyosensor ile 6l¢iim ilkesi

Hazirlanan biyosensorde oksijen elektrodunun membranina biyoaktif tabaka
immobilize haldedir. Belirlenen ¢aligma kosullarinda tampon ¢ozelti bulunduran
reaksiyon kabindaki dengelenmis ¢oziinmiis oksijen miktar1 biyosensorle kaydedilir,
sonra belirli substrat ilavesinin ardindan, enzimatik reaksiyon baglar. Bu sirada
reaksiyon kabindaki, substrati ¢oziinmiis oksijen ile aktif tabakanin kapsadigin
bakterinin ilgili enzimiyle katalizlenmesi sonucu yiikseltgenir ve ¢dziinmiis oksijen
azalir. Reaksiyon sonunda ¢6ziinmiis oksijen miktarindaki azalma biyosensorle 6lgiiliir,
kaydedilir. Buna gore biyosensoriin Olciim ilkesi;  ortamin ¢oziinmiis oksijen
miktarindaki bu azalmanin 6l¢iilmesi yoluyla ortam da mevcut yiikseltgenen substrat

miktarinin tayini esasma dayanir. Hazirlanan biyosensor ile 6lgiim caligmalarinin

yapildig1 diizenegin fotografi Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1. Tezde kullanilan ¢dziinmiis oksijen (DO) esasli biyosensor diizenegi

1- Oksijen metre 2- Termostatli ve sirkiilasyonlu su banyosu 3- Biyosensor elektrotu

4- Su ceketli reaksiyon kab1 5- Isiticil karistiric



Liyofilize bakteri esasli biyosensor, ilk 6l¢lim alinmadan 6nce biyoaktif tabaka
bilesenlerinin adaptasyonu i¢in manyetik karistirici ile sabit bir hizda karistirilan 30 ml
calisma tamponu iceren termostatik reaksiyon hiicresi iginde 30 dk bekletildi. Daha
sonra ilk 6lglimii almak i¢in tekrar 30 ml calisma tamponu igeren termostatik reaksiyon
hiicresi igine daldirilarak manyetik karistirict ile sabit bir hizda 10 dk karistirildi. Bu
sire sonunda calisma tamponu ve ¢Oziinmiis oksijen probu arasindaki ¢Oziinmiis
oksijenin diflizyonundan dolay1 ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonunun dengeye geldigi
deger kaydedildi. Bu anda, substrat standartlar1 veya 6rnekler, reaksiyon hiicresindeki
toplam son hacim 30 ml olacak sekilde eklendi. Biyosensoriin biyoaktif tabakasindaki
liyofilize bakteri ile ilave edilen substrat arasindaki enzimatik reaksiyon 6n ¢alismalarda
belirlendigi gibi 20 dakikada tamamlandi ve yeni bir denge durumuna ulasildi. Bu
durumda oksijen metrede okunan ¢6ziinmiis oksijen miktari, substrat yokluguna kiyasla
daha diistiktii. Deneysel calismalarda, her iki denge durumunda okunan ¢oziinmiis

oksijen miktarmin farki alindi

Substratin farkli konsantrasyonlarma karsi 6l¢iilen ¢oziinmiis oksijen tiiketimi

degerleri kullanilarak standart grafikler elde edildi.

3.2.5. Biyosensor icin uygun bakteri formunun se¢ilmesi

Calismanin baglangicinda sensérde biyomateryal olarak kullanilacak olan
probiyotik L. Casei bakterisinin mevcut liyofilize formu ile uygun besi ortaminda
biiylitiilen yas formunun ve bu formdan saflastirilan L. casei ’'nin biyosensorlerdeki
performanslarinin karsilastirilmasi yapildi. Asagida taze —yas formda L. casei’nin

hazirlanma agamalar1 verilmistir.



3.2.5.1. Lactobacilluslar i¢in besi ortamimin hazirlanmasi

Bakteriyal biyosensor gelistirilmesi amaciyla kullanilacak olan liyofilize haldeki
bakteri, biyosensore direkt immobilizasyon materyali kullanilarak immobilize edildi.
Diger formlarin biyosensdre immobilize edilmeden Once besi yerinde yetistirilmesi
amaciyla probiyotik bakteriler Lactobacillus tiiriiniin yetistirilmesi i¢in uygun olan
MRS Broth ortamina alindi.

MRS Broth ortami hazirlanmasinda; Pepton 10 g/L, et ekstrakti 8 g/L, maya
ekstrakt1 4 g/L, D(+)-glukoz 20 g/L, dipotasyum hidrojen fosfat 2 g/L, Tween 80 1 g/L,
diamonyum hidrojen sitrat 2 g/L, sodyum asetat 5 g/L, magnezyum siilfat 0.2 g/L,
mangan siilfat 0.04 g/LL ve MRS Broth’tan 2.75 g/L tartildi. Hepsi 250 mI’lik bir erlen
icerisinde konuldu. Toplam hacim 50 ml olacak sekilde destile su ilave edildi ve
sterilizasyon i¢in 4 saat boyunca otoklavlandi. Sonra asilama islemi i¢in 0.1 g liyofilize
haldeki L. Casei bakterisi MRS Broth'lu hazirlanan besi ortamima alindi ve 35 °C’de ve
200 rpm’de calkalamali olarak 72 saat inkiibasyona birakilarak iiremeleri saglandi.
Stirenin sonunda bakteriler besi ortamiyla birlikte 4600 rpm’de + 4 °C’de 25 dk
sanrifiijlenerek besi ortamimdan ayrildi. Fosfat tamponunun 10'ar ml (50 mm, pH: 7.5)
ile ve bidistile suyla yikandi. Bu taze bakterinin, substrata adaptasyonu icin iirik asit
substratli ortama ge¢ildi. Bunun i¢in yeni 250 ml’lik erlene 0.252 g iirik asit, 2.75 @
MRS Broth ve % 1 olacak sekilde taze bakteri asilandi. Toplam hacim 50 ml olacak
sekilde ayarlandi. 35 °C’de ve 200 rpm’de 20 saat boyunca inkiibasyona birakildi (Oh
vd., 1995).

3.2.5.2. Substrata adapte edilen bakterilerin besi ortamindan izolasyonu

Spesifik lireme hizinin sabit ve maksimum oldugu 20 saatlik inkiibasyon
sliresinin sonunda besi ortamindaki bakteriler ayni sekilde santrifiijlendi. Stv1 kisimlar

atildiktan sonra bakterilerin temizlenmesi tampon ilave edildi ve tekrar santrifiijlendi.



Bu islem iki kez, fosfat tamponuyla tekrarlandi. Sonucta elde edilen ve bu bakteri iceren
cokelegi biyosensdr hazirlanmasi ic¢in kullanildi. Kullanilmadigi zamanlarda besi

ortamindan izole edilen bakteriler —17 C°’de saklandi.

Biyosensorde Liyofilize L.casei ve yeniden biiyiitiilmiis L.casei formlari

kullanilarak performanslari karsilastirildi.

3.2.5.3. Uygun bakteri formunun secilmesi

Orneklerde iirik asitin  belirlenmesi igin  gelistirecegimiz ~ bakteriyal
biyosensoriinde biyomateryalin cinsinin se¢ilmesi amaciyla, mevcut liyofilize L. casei
formu ve bu formun lactobacilluslar igin uygun olan MRS Broth besi yerinde substrat

olarak kullanilan iirik aside bilesigine adapte edilmis bakteri formu kullanildi.

Yukarida belirtilen her iki form i¢in ayr1 bakteri biyosensorleri hazirlandi ve
degisen {irik asit konsantrasyonlarma karsilik bu biyosensorlerin verdikleri cevaplar
karsilastirilarak daha uygun olan bakteri formu belirlendi. Olgiimler 150 mM, pH: 8
fosfat tamponunda ve 40 °C’de gergeklestirildi.

3.2.6. Biyosensoriin biyoaktif tabaka materyallerinin optimizasyonu

Bakteri esasli biyosensor ile optimum biyosensér cevabmin alinacagi en uygun
kosullarin belirlenmesi i¢in biyoaktif tabakayir olusturan bakteri miktarinin, jelatin
miktarmin ve capraz baglayici ajan olan glutaraldehitin biyosensér cevabi iizerine

etkileri arastirildi.

Hazirlanan biyosensorler ile yapilan dlgiimlerle elde edilen standart grafiklerden
yararlanarak bakteri miktarinmn, jelatin miktarinin ve glutaraldehit yiizdesinin

biyosensor cevabi lizerine ne gibi etkileri oldugu incelendi.



3.2.6.1.  Bakteri miktarinin biyosensor cevabina etkisi

Biyoaktif tabakadaki bakteri miktarinin optimizasyonu i¢in jelatin miktar1 ve
glutaraldehit orani sabit tutularak bakterinin farkli miktarlarmin biyosensor cevabi
tizerine etkisi incelendi. Bunun i¢in 200 pl fosfat tamponu (50 mM; pH: 7.5) i¢in 5 mg
jelatin, % 0.625’lik glutaraldehit sabit olmak sartiyla 10 mg; 20 mg; 40 mg bakteri

iceren biyosensorler hazirlandi.

3.2.6.2.  Jelatin miktarinin biyosensor cevabina etkisi

Gelistirilen biyosensor i¢cin en uygun bakteri miktar1 10 mg olarak belirlendikten
sonra, yine glutaraldehit orani sabit tutularak jelatin miktarinin biyosensdr cevabi
iizerine etkisi incelendi. Bunun i¢in 10 mg bakteri, % 0.625’lik glutaraldehit sabit

tutularak 5 mg; 10 mg; 20 mg jelatin iceren biyosensorler hazirlandi.

3.2.6.3.  Glutaraldehid yiizdesinin biyosensor cevabina etkisi

Biyosensor i¢in en uygun bakteri ve jelatin miktar1 belirlendikten sonra
glutaraldehid yiizdesinin biyosensor cevabi iizerine etkisinin incelenmesi amaciyla 200
pl fosfat tamponu (150 mM; pH: 8) i¢in belirlenen optimum bakteri (10 mg) ve jelatin
miktar1 (10 mg) sabit tutularak sadece glutaraldehid yiizdesi degistirilerek % 0.25; %

0.5; % 1 oraninda glutaraldehit ile biyosensorler hazirlandi.



3.2.7. Biyosensoriin ¢calisma kosullarinin optimizasyonu

Biyosensoriin ¢aligma kosullarint optimize ederek en iyi biyosensoér cevabini
verdigi kosullarin bulunmasi i¢in tampon pH'", konsantrasyonu ve sicakligin biyosensor

cevabina etkileri incelendi ve her birinin % biyosensor cevabina karsi grafikleri ¢izildi.

3.2.7.1. pH optimizasyonu

pH: 5.0; 6.0; 7.0; 7.5; 8.0 olan 50 mM Fosfat tamponlar1 ve pH: 8.5; 9.0; 10.0
olan 50 mM Tris-HCI ve Glisin tamponlar1 hazirlandi. En iyi biyosensor cevabinin

hangi pH degeri ile alind1g1 belirlendi.

Farkli tamponda Ol¢iime gecilirken biyosensér o tamponda ve c¢alisma

sicakliginda 20 dakika bekletildi.

3.2.7.2.  Uygun tampon konsantrasyonu

Gelistirilen biyosensoriin optimum pH degeri ve bu pH degerindeki uygun
tampon sisteminin belirlenmesinden sonra tampon konsantrasyonlarinin biyosensor
cevabi iizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla, hazirlanan biyosensorler igin farkli

konsantrasyonlarda ki tamponlarla 6lgtimler gergeklestirildi.

Bu amagla bir 6nceki calismada en uygun tampon sistemi olarak belirlenen

fosfat tamponunun (pH: 8.0) 50, 100, 150, 200 mM konsantrasyonlari ile ¢alisildi.



3.2.7.3.  Optimum sicakhik

Optimum sicakligin belirlenmesi i¢in diisiik sicakliktan yiiksek sicakliga dogru
20; 25; 30; 35; 37.5; 40; 45; 50 °C’de ol¢iimler gergeklestirilerek gelistirilen

biyosensor i¢in biyosensor cevaplari incelendi.

3.2.8. Biyosensoriin karakterizasyon ¢calismalari

3.2.8.1.  Dogrusal 6l¢ciim arahgmin belirlenmesi

Gelistirilen biyosensoriin ¢alisma kosullar1 ve biyoaktif tabaka bilesenlerinin
optimizasyonlarindan sonra belirlenen optimum kosullarda bir biyosensor hazirlandi.
Urik asidin farkli konsantrasyonlari i¢in lgiimler alinarak standart grafikler elde edildi.

Lineer bir artisin gézlendigi konsantrasyon araligi 6l¢tim aralig1 olarak belirlendi.

Olgiimler 10 mg bakteri, 10 mg jelatin (200 pul 150 mM pH: 8 fosfat tamponu
icinde), % 0.5’lik glutaraldehid olarak belirlenen optimum kosullarda hazirlanan

biyosensorle 150 mM fosfat tamponu (pH 8.0) ve 40 °C’de gergeklestirildi.

3.2.8.2.  Analiz sonuclarinin tekrarlanabilirligi

Gelistirilen biyosensorle yapilan analiz sonuglarinin tekrarlanabilirliginin
belirlenmesi i¢in belirlenen optimum kosullarda, iirik asidin 25 mM konsantrasyonu igin
arka arkaya Ol¢iimler alindi. Olgiimlere iliskin standart sapma ve varyasyon katsayilari

hesaplanarak biyosensdriin tekrar kullanilabilirligi incelendi.



3.2.8.3.  Operasyonel kararhihig

Belirlenen optimum kosullarda hazirlanan bakteriyal esasli biyosensor ile
standart {irik asidin 25 mM konsantrasyonu icin arka arkaya 11 kez ol¢iim alind1
Baslangicta elde edilen biyosensor cevabi % 100 kabul edilerek tekrarlanan dlgtimler ile
aktivite incelendi ve hazirlanan biyosensor ile arka arkaya ka¢ kez Olgiim

almabilecegine karar verildi.

3.2.8.4. Depo kararhihi@

Gelistirilen bakteriyal esasli biyosensor ile aktivitesini kaybetmeden ne kadar
stire boyunca 0Olgiim alabilecegini belirlemek i¢cin optimum kosullarda bir biyosensor
hazirlandi. Bu biyosensor ile 22 giin boyunca iirik asidin 25 mM konsantrasyonu i¢in
dlciimler alind1. Olgiim alindiktan sonra bir sonraki giin dl¢iim almak iizere biyosensdr
fosfat tamponunun buharinda + 4 %C’de buzdolabinda bekletildi. Ol¢iim almmadan énce
buzdolabindan c¢ikarilip 5 dk disarida, 30 dk da calisma sicakligindaki (40 0C’de)
calisma tamponunda (150 mM fosfat tamponu; pH 8.0) bekletildi. Bu siirenin sonunda
olciime gecildi. Ilk giin alman &lgiimiin aktivitesi % 100 olarak kabul edildi. 22 giin

boyunca alinan 6lglimlerin biyosensor cevaplar1 % aktivite cinsinden verildi.

3.2.9. Gelistirilen biyosensor ile iirik asidin tayin edilebilirligi

3.2.9.1. Biyosensoriin substrat spesifitesinin tayini

Bakteriyal esasli biyosensorii ile iirik asitten farkli, purin halkasi iceren cesitli
bilesiklerin tayin edilip edilemeyeceginin belirlenmesi amaciyla, substrat olarak kafein,
teofilin, ksantin, sitrik asit, askorbik asit kullanilarak 150 mM pH 8 fosfat
tamponunda 40 °C ¢ de dlgiimler alindi. Biyosensériin iirik aside verdigi cevap % 100

kabul edilerek substrata kars1 % aktivite grafigi ¢izildi.



3.2.9.2. idrar ve kan dérneklerinde iirik asit tayini

Ornek analizi i¢in hazirlanan idrar ve kan &rneklerinden, idrar numunesinin 9.34
mg/ dL, 17.90 mg/ dL ve 37.5 mg/dL iirik asitin bilinen miktar1 destile su ile 0.5 mL’ye
tamamland1 ve hazirlanan bu ¢ozelti 1: 20 oraninda seyreltilerek dl¢timler alind1 (Timur
vd., 2003).

Kan numunesinin 4.88 mg/dL ve 9.10 mg/dL iirik asitin bilinen miktar1 destile su
ile 0.5 mL’ye tamamlandi ve hazirlanan bu ¢6zelti 1: 20 oraninda seyreltilerek 6lgtimler

alind1

Bakteriyal esasl biyosensoriin idrar ve kan numunelerinde iirik asit tayini i¢in
uygulanabilirliginin belirlenebilmesi amaciyla farkli idrar ve kan numuneleri igin

Olciimler gerceklestirildi. Standart katma yontemiyle alman sonuglarin dogrulugu test
edildi.

Her bir 6rnek i¢in tiirik asitin standart grafiginde dogrusal 6l¢iim araliginda ki 15
mM ve 30 mM konsantrasyonlar i¢in 6lgtimler alind1 ve standart grafige gore sonuglari

karsilastirildi.



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Biyosensoriin Biyoaktif Tabaka Materyallerinin Optimizasyonuna Iliskin
Bulgular

4.1.1. Bakteri formunun secimi

Biyomateryalin cinsinin se¢ilmesi amaciyla, mevcut liyofilize L. casei formu ve
bu formun lactobacilluslar i¢in uygun olan MRS Broth besi yerinde substrat olarak
kullanilan tirik aside adapte edilmis bakteri formu kullanildi. Her iki form i¢in ayr1
bakteri biyosensorleri hazirland1 ve degisen iirik asit konsantrasyonlarma karsilik bu
biyosensorlerin verdikleri cevaplar karsilastirildi. Liyofilize L.casei formunun uygun

oldugu belirlendi.

Bu bakterilerin her biri i¢in 200 pl 150 mM pH: 8 fosfat tamponu i¢inde 10 mg
bakteri, 10 mg jelatin olacak sekilde ve % 0.5’lik glutaraldehit ile ayr1 ayri
biyosensorler hazirlandi ve iirik asidin 10-40 mM konsantrasyonlar1 araliginda her biri
icin Olgimler alindi. Liyofilize L.casei formu ile yapilan 6lgimlerde artan substrat
konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artan ve tekrarlanabilen biyosensor cevaplari
almdi. Yapilan gozlemler ve sonuglar karsilastirilarak tirik asit tayini i¢in uygun
bakteriye karar verildi. Uygun bakteri olarak liyofilize L.casei formu se¢ildi. Bundan
sonraki denemelerde bakteriyal esasli biyosensoOriin biyoaktif tabakasi bu bakteri

kullanilarak hazirlandi.

4.1.2. Bakteri miktarinin biyosensor cevabina etkisi

Bakteri miktarinm optimizasyonu i¢in 200 pL. 150 mM pH: 8 fosfat tamponu
icinde 10 mg, 20 mg ve 40 mg bakteri igeren biyosensdrler hazirlandi. Olgiimler
belirlenen optimum pH, optimum sicaklik ve optimum tampon konsantrasyonunda
gerceklestirildi. Bakteri miktarmim biyosensor cevabi iizerine etkisi Sekil 4.1°da

gosterilmektedir.
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Sekil 4.1. Biyosensor cevabi lizerine bakteri miktarinin etkisi

Bakteri miktarinin optimizasyonu ic¢in alinan oOl¢iimlerde 40 mg bakteri ile
hazirlanan biyosensorde diflizyon engelinden dolay1 elektrotta yiikleme fazlasi oldu. 10
mg ve 20 mg bakteri ile hazirlanan biyosensorlerde ise baslangigta yakin cevaplar alind1
ama substrat konsantrasyonu arttikca 20 mg bakteri iceren biyosensor substrata
doydugundan sabit degerler vermeye basladi. 10 mg bakteri i¢eren biyosensorle ise
substrat konsantrasyonu artisiyla dogru orantili bir grafik elde edildi. En 1yi biyosensor
cevab1 veren 10 mg bakteri optimum bakteri miktar1 olarak belirlendi. Bundan sonraki

denemelerde bakteri miktar1 olarak 10 mg kullanildi.

4.1.3. Jelatin miktarinin biyosensor cevabina etkisi

Jelatin miktarinin optimizasyonu i¢in 200 pl 50 mM pH: 7.5 fosfat tamponu
icinde optimum bakteri miktar1 olarak belirlenen 10 mg bakteri ve 5 mg, 10 mg, 20 mg
jelatin igeren biyosensorler % 0.625°lik glutaraldehit ¢ozeltisi kullanilarak hazirlandi.
Olgiimler belirlenen optimum kosullarda gerceklestirildi ve elde edilen sonuglar Sekil

4.2°de grafik olarak verildi.
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Sekil 4.2. Biyosensor cevabi tizerine jelatin miktarinin etkisi

Jelatin miktarinin optimizasyonunda 5 mg jelatin ile hazirlanan biyosensorde
difiizyon engeli digerlerine gore daha az oldugundan diisiik konsantrasyonlar icin
yiliksek biyosensor cevabi verdi ama konsantrasyon artisiyla dogru orantili bir artis
gozlenmedi. Jelatin miktar1 ¢ok diisiik oldugu icin de fiziksel olarak dayanikli bir
biyoaktif tabaka hazirlanamadi. 20 mg jelatin ile hazirlanan biyosensoriin biyoaktif
tabakast daha dayanmikliydi ama 10 mg ile hazirlanan biyosensdr substrat
konsantrasyonuyla dogru orantili ve daha yiiksek biyosensor cevabi verdi. Bu nedenle
optimum jelatin miktar1 10 mg olarak belirlendi ve bundan sonraki denemelerde jelatin

miktar1 10 mg olarak kullanild1.

4.1.4. Glutaraldehid yiizdesinin biyosensor cevabina etkisi

Glutaraldehit yiizdesinin optimizasyonu i¢in 200 pl 50 mM pH: 7.5 fosfat
tamponu icinde optimum olarak belirlenen 10 mg bakteri ve 10 mg jelatin iceren
biyosensorler farkli yiizdelerdeki glutaraldehit ¢ozeltileri ile hazirlandi. Bu amacgla %

0.25’lik, % 0.5°lik ve % 1’lik glutaraldehit ¢dzeltileri kullanildi. Olgiimler belirtilen



optimum kosullarda gerceklestirildi ve elde edilen sonuglar Sekil 4.3’de grafik olarak

verildi.
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Sekil 4.3. Biyosensor cevabi lizerine glutaraldehit yiizdesinin etkisi

Glutaraldehit yiizdesinin biyosensor cevabi {izerine etkisini belirlemek igin
alinan ol¢timlerde % 0.25’lik glutaraldehitle hazirlanan biyoaktif tabaka fiziksel olarak
dayaniksizdi. % 1’lik glutaraldehit ile hazirlanan biyosensoérde c¢apraz baglanma
oraninin fazla olmasindan dolay1 difiizyon engeli nedeniyle daha diisiik biyosensor
cevaplar1 verdi. Daha dogrusal biyosensor cevaplar1 veren % 0.5’lik glutaraldehid
optimum olarak belirlendi. Bundan sonraki denemelerde ¢apraz baglayici ajan olarak %

0.5’lik glutaraldehid ¢6zeltisi kullanildi.

4.2. Biyosensoriin Cahisma Kosullarinin Optimizasyonuna Iliskin Bulgular

4.2.1. Optimum pH

pH: 5-8 arasinda 50 mM Fosfat tamponlar1 ve pH: 8.5-10 arasinda 50 mM Glisin
tamponlar1 hazirlandi. pH: 8.5-10 arasinda Tris-HC1 tamponu hazirlandiginda biyoaktif



tabaka eridiginden dolay1 bu tampon biyosensoriin ¢aligmasi i¢in uygun bulunmadi ve

bu pH aralig1 i¢in glisin tamponu hazirland1.

Olgiimler i¢in 200 pl 50 mM pH’mn degisen fosfat tamponlar: icinde 10 mg
bakteri, 10 mg jelatin olacak sekilde ve % 0.5’lik glutaraldehit kullanilarak bir
biyosensdr hazirlandi. Urik asit konsantrasyonu 25 mM, ¢alisma sicaklig1 37.5 °C olarak

kullanildi. Optimum biyosensor cevabi pH: 8 olarak belirlendi.

pH: 8’deki biyosensér cevabi % 100 olarak kabul edildi. pH 8 ile
karsilastirildiginda pH 7.5 ve pH 8.5’taki oksijen tiiketim orani sirasiyla % 72.54 ve %
88.42 olarak belirlendi.

Daha yiiksek ve daha diisiik pH’larda ise daha diisiik biyosensor cevaplar1 alindi.
Bundan sonraki denemelerde pH: 8 fosfat tamponu kullanildi. Biyosensor cevabi

tizerine pH 1 etkisine ait grafik Sekil 4.4’te goriilmektedir.
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Sekil 4.4. Biyosensor cevabi lizerine pH’n etkisi



4.2.2. Optimum tampon konsantrasyonu

pH optimizasyonu c¢aligmalarindan uygun pH ve uygun tampon cinsi pH 8.0
fosfat tamponu olarak belirlendikten sonra bu tampon sisteminin  hangi
konsantrasyonlar1 ile c¢alisildiginda en 1iyi biyosensdr cevaplarmin alinacagnin
belirlenmesi amaciyla en uygun tampon konsantrasyonunun belirlenmesine yonelik

calismalara gecildi.

Bu ama¢ dogrultusunda 50 mM, 100 mM, 150 mM ve 200 mM pH: 8.0 fosfat
tamponlar1  hazirlandi. Hazirlanan  konsantrasyonlardaki tamponlarin  substrat

konsantrasyonuna kars1 biyosensor cevaplari Sekil 4.5°te gosterilmektedir.

Olgiimler sirasinda 200 pl 50 mM pH: 8 fosfat tamponu iginde 10 mg bakteri, 10
mg jelatin olacak sekilde ve % 0,5’lik glutaraldehit kullanilarak bir biyosensor

hazirlandi. Calisma tamponu pH: 8.0 fosfat tamponu, c¢alisma sicakhigi 37.5 °C
kullanildi.
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Sekil 4.5. Biyosensor cevabi iizerine tampon konsantrasyonunun etkisi



Optimum tampon konsantrasyonu Sekil 4.5’ten de goriilebilecegi gibi ilk dort
Olglimii dogrusal biyosensor cevabi veren 150 mM fosfat tamponu (pH: 8.0) olarak
belirlendi ve bundan sonraki ¢alismalarda ¢aligma tamponu olarak 150 mM pH: 8.0

fosfat tamponu kullanild1

4.2.3. Optimum sicakhk

Olgiimler 200 ul 150 mM pH: 8 fosfat tamponu iginde 10 mg bakteri ve 10 mg
jelatin olacak sekilde % 0.5’lik glutaraldehit ile hazirlanmis biyosensorle iirik asidin 25
mM konsantrasyonu i¢in gergeklestirildi. Sekil 4.6’te biyosensor cevabi iizerine
sicakhigin etkisi gosterilmektedir. En iyi biyosensor cevabi 40 °C’de 6lgiildi ve grafikte
biyosensor cevabi % 100 olarak kabul edilerek diger sicakliklar i¢inde biyosensor

cevaplar1 % bagil aktivite cinsinden verildi.
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Sekil 4.6. Biyosensor cevabi lizerine sicakligin etkisi

Sekil 4.6’te de goriildiigi gibi sicakligin 40 °C’ye artmasiyla biyosensor
cevabmin da arttig1 ve bu dereceden sonra diistiigii gézlendi. Bu, sonug olarak enzim

aktivitesi ve sicaklik iliskisinin 6nemli bir prensibidir. Sicaklik artisiyla paralel olarak



¢coziinmiis oksijen konsantrasyonunda da azalma dolayisiyla biyosensdr cevabinda
diisme beklenirken 40 °C’ye kadar artis kaydedilmesi enzim aktivitesinin optimum
sicakliga kadar artis gostermesiyle, 40 °C’den daha yiiksek sicakliklarda biyosensor
cevabinda diisme gozlenmesini ise optimum sicakligin agilmasiyla birlikte gerek enzim
aktivitesinde ve gerekse sicaklik artisiyla ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonundaki
azalmayla aciklamak miimkiindiir. Ancak c¢alistigimiz bakteriler sicakliga dayanikli
oldugu i¢in yiiksek sicakliklarda ¢ok fazla aktivite kaybi gozlenmedi. Sonu¢ olarak
calisma sicakligi 40 °C olarak belirlendi ve bundan sonraki denemelerde bu sicaklikta

calisildi.

4.3. Biyosensoriin Karakterizasyon Cahsmalarina iliskin Bulgular

4.3.1. Urik asit icin dogrusal dl¢iim arahg

Belirlenen optimum kosullarda hazirlanan bakteriyal esasli biyosensor ile iirik
asidin belirlenebilecegi tayin araligmin tespit edilmesi igin standart olarak kullanilan
iirik asidin farkli konsantrasyonlarinda 6lgiimler alindi. Bu 6lgiimler arasinda dogrusal
bir egri veren 10 — 40 mM iirik asit konsantrasyonu araligi iirik asidin tayin smir1 olarak
belirlendi. Gelistirilen bu bakteriyal esasli biyosensoriin dogrusal 6lglim araligr tirik

asidin standart grafigi olarak Sekil 4.7’da verildi.

0,8 -
0,7 -
0
= 0,6 -
E
O 0,5 - y =0,0089x + 0,3396
a R?=0,994
0,4 -
0,3 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Urik Asit Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.7. Urik asit standart grafigi



4.3.2. Analiz sonuclarinin tekrarlanabilirligi

Gelistirilen probiyotik bakteri esasli biyosensorle yapilan analiz sonuglarinin
tekrarlanabilirliginin belirlenmesi i¢in iirik asidin 10 mM konsantrasyonunda aktivite
kaybi olmadan (n = 7) dlglimler alind1 ve ortalama deger (Xort) 10.022 mM; standart
sapma (S.D) £ 0,045 ve varyasyon katsayist (C.V) % 4.39 olarak hesaplandi.

Bir biyosensor sisteminin giivenilebilirliginin belirlenmesinde standart sapma ve
varyasyon katsayilar1 onemlidir. Bir biyosensor sisteminin kullanilabilir oldugunu
soylemek i¢in varyasyon katsayisimin % 5°ten kii¢iik olmasi istenir. Tablo 4.1’de verilen
sonug¢lardan da goriildiigii tizere elde edilen standart sapma ve varyasyon katsayisi kabul

edilebilir sinirlar igerisindedir.

Tablo 4.1. Standart iirik asit tayini i¢in alinan 6l¢iim sonuglari

Standart Bilinen kons. | Olgiilen Standart % Varyasyon
Urik asit i¢in kons. sapma katsayis1
10 mM 10,022 mM | £0,045 % 4,39

4.3.3. Operasyonel kararhhk

Belirlenen optimum kosullarda hazirlanan bakteriyal esasl biyosensor ile 25 mM
standart {irik asit i¢in arka arkaya 11 kez 6l¢iim alindi. 6 — 7 dl¢limden sonra biyosensor
aktivite kaybetmeye basladi. Biyosensor ile alman ilk 6l¢iimiin aktivetesi % 100 olarak
kabul edilerek ard arda alinan Olgiimlerdeki aktivite kayiplar1 Sekil 4.8’da

gosterilmektedir.
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Sekil 4.8. Operasyonel kararlilik

4.3.4. Depo kararhhg:

Gelistirilen bakteriyal esasli biyosensoriin depo kararliligmi belirlemek igin
optimum kosullarda biyosensor hazirlandi. Bu biyosensor ile 22 giin boyunca standart
iirik asidin 25 mM konsantrasyonu i¢in dl¢iimler alind1 ve bu dl¢iimlerde ilk giin alinan

biyosensor cevabi % 100 kabul edilerek Sekil 4.9°de verildi.
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Sekil 4.9. Depo kararliligi

Gelistirilen bakteriyal esasli biyosensoriin depo kararliliginin belirlenmesi i¢in
alman olclimlerde baslangigta biyosensoriin bekledikce aktivitesinin az miktarda arttigi
gozlendi. Bu artisim, biyosensoriin biyoaktif tabakasindaki mikroorganizmalarin
yasamlarin siirdiirebilecekleri ortamda giin gectikge adaptasyonlarmin artmasina bagl
oldugu disiiniildii. 22 giin boyunca alman dlgiimlerde 9 gilinden sonra biyosensor
aktivite kaybetmeye basladi. 18 giin boyunca aktivitesinin % 80’ini korudu. Ancak 19.
giiniin sonunda hi¢ cevap vermemeye basladi ve kontrol amagli olarak ol¢iimlere 22.

giiniin sonuna kadar devam edildi ve ayn1 sekilde hi¢ cevap vermedi.



4.4. Biyosensoriin substrat spesifitesi

Geligtirilen {irik asit biyosensorii ile farkli substratlarin  tayin
edilebilirligini tespit etmek amaciyla, lirik asit diginda kafein, teofilin, ksantin,
sitrik asit, askorbik asit olmak tizere 5 farkli bilesik substrat olarak kullanildi.
Her bir substratin 25 mM konsantrasyonunda, 150 mM pH 8 fosfat tamponunda
ve 40 °C’ de dlgiimler gergeklestirildi. Substrat olarak {irik asit kullanildiginda,
biyosensoriin alman cevabi % 100 kabul edilerek, biyosensoriin diger
substartlara gosterecegi aktivite bagil olarak karsilastirildi. Elde edilen sonuglar

Sekil 4.10 ° de verildi.
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Sekil 4.10. Urik asit biyosensorii igin farkli substrat denemeleri

Sekil 4.10° den de goriildiigii lizere, gelistirilen iirik asit biyosensorii kullanilan
substratlardan daha yiiksek yiiksek cevaplar vermistir. Purin halka yapisindaki

ksantin ve kafeine gore iirik asidin daha yiiksek cevaplar alinmistur.



4.5. Cesitli Orneklerde Urik Asit Tayini

Gelistirilen bakteriyal esaslt biyosensor ile farkli 6rneklerde iirik tayininin
ne Olciide miimkiin oldugunun belirlenmesi igin Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesinden Biyokimya laboratuvarindan alman taze kan ve idrar numuneleri
kullanild1. Igindeki iirik asit seviyeleri belirlenmis her bir 6rnek icin standart

katma yontemiyle hazirlanan biyosensor ile tirik asit tayinleri yapildi.

Ornekler, herhangi bir 6n islem yapilmaksizin, direkt olarak
kullanildiginda yapilarindan dolay1 oldukga yiiksek bir sinyale neden olmaktadir,
dolayisiyla analiz 6ncesi 0n islemlere gereksinim duyulmaktadir. Bu nedenle her
bir 6rnege metodlar kisminda belirtildigi oranlarda seyreltmeler yapildi. Standart

katma islemleri bu oranda seyreltilmis 6rnekler {izerine uygulandi.

Urik asit miktar1 belirli olan idrardaki ¢dziinmiis oksijen miktarinm lineer grafigi

Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. idrardaki ¢oziinmiis oksijen grafigi



Urik asit miktar1 belirli olan kandaki ¢dziinmiis oksijen miktarmin lineer grafigi

Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. Kandaki ¢6zlinmiis oksijen grafigi

Ornekler seyreltme yapilmadan kullamldiklarinda olduk¢a yiiksek
biyosensor cevaplarma neden olmaktadir. Bu nedenle her bir 6rnek, cesitli
denemeler sonucu bulunan belirli oranlarda seyreltilerek kullanildi. Seyreltilmis
orneklerle, standart ekleme yontemiyle elde edilen kalibrasyon grafikleri iirik
asidin kalibrasyon grafigi ile uyumludur. Bu durum, {irik asit biyosensoriiniin
incelenen O6rneklerde iirik asidin tayini i¢in kullanilabilirligini gdsterdi.

Ayrica biyosensoriin optimum calisma kosullarinda idrar ve kan Orneklerine
ilave edilen ve analiz sonucunda standart grafikler yardimiyla hesaplanan iirik
asit standart miktarlari, belli bir konsantrasyonda 4 kez tekrarlanan analizlerin

sonucu asagida Tablo 4.2°de verilmistir.



Tablo 4.2. Cesitli 6rneklerde iirik asit tayini

Ornek Eklenen Olgiilen miktar | Standart sapma
miktar (mM)
(mM)
0.5 0.87 +0.04
Idrar (9.34mg/dL) 1 2.11 +0.07
Idrar (17.90 mg/dL) | 0.5 1.72 +0.12
1 3.09 +0.44
fdrar (37.5 mg/dL) | 0.5 1.09 +0.37
1 2.56 +0.24
Kan(6.9 mg/dL) 0.5 1.41 +0.03
1 2.61 +0.08




5. SONUCLAR VE TARTISMA

Urik asidin gesitli drneklerde tayini igin probiyotik bakteri esasli biyosensor
hazirlanmasinda liyofilize bakteri formu Lactobacillus casei probiyotik bakterisi
kullanilda.

Biyosensor gelistirmede biyoajan olarak mikroorganizmalarin kullanildig1 bir¢cok
literatiir bulunmaktadir. Lactobacillus bakterileri kullanilarak hazirlanmis biyosensor
caligmalarina ise literatiirlerde ¢ok az sayida rastlannmistir. Lactobacillus casei
bakterilerinin kullanildig1 bir literatiire rastlanilmadigi i¢in sonuglarmn karsilastirilmasi

cesitli amperometrik esasl literatiirlere gore yapilmistir.

Biyosensoriin biyoaktif tabaka bilesenlerinin optimizasyonu igin sirasiyla bakteri
miktari, jelatin miktar1 ve glutaraldehit yiizdesinin biyosensor cevaplar iizerine etkisi

incelendi.

Bakteri miktarmin optimizasyonu i¢in alman Ol¢climlerde 40 mg bakteri ile
hazirlanan biyosensorde diflizyon engelinden dolay1 elektrotta yiikleme fazlasi oldu. 10
mg ve 20 mg bakteri ile hazirlanan biyosensorlerde ise baslangigta yakin cevaplar alind1
ama substrat konsantrasyonu arttikca 20 mg bakteri iceren biyosensor substrata
doydugundan sabit degerler vermeye basladi. 10 mg bakteri i¢eren biyosensorle ise
substrat konsantrasyonu artisiyla dogru orantili bir grafik elde edildi. En iyi biyosensor
cevab1 veren 10 mg bakteri optimum bakteri miktar1 olarak belirlendi. Bundan sonraki

denemelerde bakteri miktar1 olarak 10 mg kullanildi.

Akyilmaz ve Dingckaya’nm (2004) gelistirdikleri biyosensdrde biyoajan olarak
kullanilan hiicrelerinin 5, 10, 20 mg miktarlarinin biyosensor cevaplari tlizerine etkileri

incelenmistir. Optimum bakteri miktar1 olarak 10 mg olarak rapor edilmistir.



Jelatin miktarmin optimizasyonunda 5 mg jelatin ile hazirlanan biyosensorde
diflizyon engeli digerlerine gore daha az oldugundan diisiik konsantrasyonlar icin
yiikksek biyosensor cevabi verdi ama konsantrasyon artistyla dogru orantili bir artig
gbzlenmedi. Jelatin miktar1 ¢ok diisiik oldugu icin de fiziksel olarak dayanikli bir
biyoaktif tabaka hazirlanamadi. 20 mg jelatin ile hazirlanan biyosensoriin biyoaktif
tabakast daha dayanikliydi ama 10 mg ile hazirlanan biyosensér substrat
konsantrasyonuyla dogru orantili ve daha yliksek biyosensor cevabi verdi. Bu nedenle
optimum jelatin miktar1 10 mg olarak belirlendi ve bundan sonraki denemelerde jelatin

miktar1 10 mg olarak kullanildi.

Scardi (1987), enzimlerin ve bakteriyal hiicrelerin jelatine immobilizasyonunu
inceledigi bir ¢calismada immobilizasyon icin jelatinin uygun bir materyal oldugunu
rapor etmistir. Biyosensorlerin biyoajanlarinin  immobilizasyonu ic¢in jelatinin
kullanildig1 birgok literatiire rastlanmistir. Bu literatiirlerden etanol tayini i¢in candida
tropicalis hiicrelerinin kullanildig1 oksijen elektrot esasli bir biyosensorde 200 pl
biyoaktif tabaka i¢in optimum jelatin miktar1 5 mg olarak belirlenmistir (Akyilmaz ve

Digkaya, 2004).

Glutaraldehit yiizdesinin optimizasyonu i¢in, % 0.25°1ik, % 0.5°1ik, % 1’lik
glutaraldehit ¢ozeltileri kullanildi. % 0.25°lik glutaraldehitle hazirlanan biyoaktif tabaka
fiziksel olarak dayaniksizdi. % 1°lik glutaraldehit ile hazirlanan biyosensérde capraz
baglanma oraninin fazla olmasindan dolayi1 difiizyon engeli nedeniyle daha diisiik
biyosensor cevaplari elde edildi. Daha dogrusal biyosensor cevaplari veren % 0.5°lik

glutaraldehid optimum deger olarak belirlendi.

Biyosensorde immobilize haldeki liyofilize bakterinin, pH: 8 fosfat tamponlu

ortama degisen miktarda eklenen substratla kargilagsmalar1 zamana yayilmistir.



Bakterilerin igerdigi enzimlerin substratin {iriine doniisiimiinii hizli katalizlemesi,
buna bagli olarak O tiiketiminin dogrusal artisi, belli konsantrasyon araliginda dogru

Olgtimii miimkiin kilmaktadir.

Biyosensoriin pH optimizasyonu i¢in; pH: 5.0; 6.0; 7.0; 7.5; 8.0 olan 50 mM
Fosfat tamponlar1 ve pH: 8.5; 9.0; 10.0 olan 50 mM Tris-HCI ve Glisin tamponlari
hazirlandi. pH: 8.5-10 arasinda Tris-HC1 tamponu hazirlandiginda biyoaktif tabaka
eridiginden kullanilmadi ve bu pH araligi i¢in Glisin tamponu kullanildi. Optimum

biyosensor cevabi pH: 8’de elde edildi ve optimum pH 8.0 olarak belirlendi.

Jian-Bo vd’nin (2006), askorbik asitin varliginda irik asitin amperometrik
kararlilig1 i¢in modifiye kuersetin ile hazirladiklar1 bir biyosensor ile yaptiklari bir

calismada optimum pH’1 8.0 olarak bildirmislerdir.

Akyilmaz vd’nin (2002) iirat oksidaz ve peroksidaz enzimi esasli biyosensorde

optimum pH’ 1 7.5 buldugu bildirilmistir.

Arslan (2008), polianilin-polipirol filmde immobilize edilmis {irikazdan
hazirlanan amperometrik biyosensor ile yaptigi calismada pH’1 7.5-8 arasinda

bulundugu bildirilmistir.

Tampon konsantrasyonunun optimizasyonu i¢in 50 mM, 100 mM, 150 mM ve 200
mM pH:8.0 fosfat tamponlar1 hazirlandi. Hazirlanan biyosensor ile alman dlgiimlerde en

1yi biyosensor cevabi 150 mM’lik fosfat tamponu (pH: 8.0) ile saglandi.

Jimenez ve Alderete (2005), immobilize iirikazin bir yumurta kabugu zarmni
kullanirken iirik asit biyosensoriinde pH 8,0 fosfat tamponu uygun sonuglar veren 200

mM fosfat tamponu olarak rapor edilmistir.

Biyosensoriin sicaklik optimizasyonu icin 20; 25; 30; 35; 37.5; 40; 45; 50 °C’de
alinan dlclimlerden en iyi biyosensor cevabinin 40 °C’de elde edildigi goriildi. Sicaklik

artigtyla paralel olarak ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonunda da azalma dolayisiyla


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TFC-4M1TSW4-3&_user=1390847&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_version=1&_urlVersion=0&_userid=1390847&md5=fb77cc7dd7198f8bf93614b91332dbd2#bib12#bib12

biyosensor cevabinda diisme beklenirken 40 °C’ye kadar artis kaydedilmesi enzim
aktivitesinin optimum sicakliga kadar artis gostermesiyle, 40 °C’den daha yiiksek
sicakliklarda biyosensor cevabinda diigme gozlenmesi ise optimum sicakligin
asilmasiyla birlikte gerek enzim aktivitesinde ve gerekse sicaklik artistyla ¢ozlinmiis
oksijen konsantrasyonundaki azalmayla agiklanabilir. Biyosensdrdeki immobilize
bakteriler ile yiiksek sicakliklarda ¢ok fazla aktivite kayb1 gézlenmedi. Bu beklenen bir
sonuctur. Immobilizasyon isleminin, enzim ve bakterilerin sicaklik kararliligini

arttirdig1 bilinmektedir (Telefoncu, 1999).

Biyosensoriin  karakterizasyon calismalarinda belirlenen optimum kosullar
kullanilds. 11k karakterizasyon ¢alismasi iirik asidin 6l¢iim araliginm belirlenmesi oldu.
Substrat olarak kullanilan iirik asit i¢cin standart bir grafik elde edildi ve lineer tayin

aralig1 10-40 mM olarak belirlendi.

Jian-Bo (2006) askorbik asitin varliginda iirik asitin amperometrik kararliligi igin
modifiye kuersetin ile hazirladiklar1 bir biyosensor ile yaptiklar1 bir ¢alismada tayin

sinir1 1-50 mM olarak belirlenmistir.

Gelistirilen biyosensoriin tekrarlanabilirliginin ve operasyonel kararliligmin
belirlenmesi i¢in 10 mM standart iirik asit ile arka arkaya 11 6l¢iim alndi. Ik 7
Olciimde hi¢ aktivite kayb1 olmadi. Sonraki Ol¢limlerde yaklasik % 20 aktivite kaybi
oldu. Ortalama deger (Xort) 10.022 mM; standart sapma (S.D) + 0.045 ve varyasyon
katsayis1 (C.V) % 4.39 olarak hesaplandi. Varyasyon katsayismin % 5’in altinda
hesaplanmas1 gelistirilen bu biyosensoriin  kullanilabilirligini  gdstermektedir.
Gelistirilen depo kararlilig1 ¢alismalarinda, 22 giin boyunca belirli periyotlarda dlgtimler

alind1 ve ilk 10 giin hi¢ aktivite kayb1 olmadi. 18. giin % 80 aktivite korudu.



Akyilmaz ve Dingkaya (2002), iirat oksidaz ve peroksidaz enzimi esash
biyosensoriin tekrarlanabilirlik ¢aligmalarinda varyasyon katsayisi % 2.96, depo

kararlhilig1 ise 27 giin olarak rapor edilmistir.

Gelistirilen biyosensor ile farkli 6rneklerde iirik asidin tayininin ne olgiide
miimkiin oldugunun belirlenmesi i¢in hazirlanan idrar ve kan Ornekleri kullanilda.
Biitiin ornekler i¢in standart katma yOntemiyle biyosensorle dlgiimleri alindi. Tablo
4.2°deki sonuglar incelendiginde gelistirilen bu biyosensoriin kullanilabilirligi

Olciimlerin standart sapmalar1 dikkate alindiginda agik bir sekilde goriilmektedir.

Gelistirilen probiyotik bakteri esasli biyosensoriin biyoaktif tabakasinda dogal
enzim kaynagi olarak kullanilan liyofilize formda ki L. casei. bakteri formun
kullanilmasi, biyosensoriin hazirlanmasinda bakterinin biiyiitiilmesi, sterilizasyonu, besi
yerinden izolasyonu gibi on islemlere gerek duyulmamasi ve bu islemlerden

kaynaklanabilecek hatalar1 ortadan kaldirdigi i¢in biiyiik bir avantajdir.

Diger taraftan biyosensoriin biyoajan1 olarak dogrudan liyofilize probiyotik
bakteri kullanimi: insan saghgi i¢cin patojenik riskin olmamasi, hazirlama, kullanim,
temizleme, tasima, depolama kolayliklari, zaman ve maliyet ekonomisi bakimindan ¢ok

avantajli bir biyosensor hazirlamasina imkan saglar.

Bunun yaninda, ¢ok kii¢iik miktarlarda bakteri kullanilarak, az miktardaki
orneklerde bile 10-40 mM araliginda tirik asit tayininin yapilabildigi bir biyosensor

gelistirilmistir.

Calismanin devaminda, gelistirilen biyosensor ile kan ve idrar 6rneklerinde irik
asidin hassas tayinleri ig¢in basar1 ile kullanilmasi yaninda, kan, idrar gibi viicut

stvilarindaki tirik asit tayinlerinde kullanim ¢alismalar1 diistiniilmektedir.
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