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OZET

GLUKOZ ANALIZI iCIN POLIMER ESASLI OPTiK SENSOR
GELISTIRILMESI

Sensorlerin gelistirilmesinde polimerler 6nemli bir yer tutmaktadir. Polimer film
esaslt sensorlerin yapisal analizi genellikle fonksiyonel grup igeren bir molekiilden
olugmaktadir. Glukoz tayini i¢in kullanilan fonksiyonel gruplar arasinda borikasid
tiirevleri ylizyillardir bilinen dnemli bir yere sahiptir. Fluoresans sensorler son 20 yilda
cesitli tiirlerin tespitinde, ticari olarak kullanilabilirligi ve uygulanabilirligi agisindan

oldukca basarili olmustur.

Calismamizda glukoz icin fluoresans veren bir optik sensor sentezlenmistir.
Sensoriin karakterizasyonu ve standardizasyonu yapilmis, ayrica tayin igin gerekli olan
pH etkisi, konsantrasyon araligi gibi cesitli parametreler arastirilmistir. Gelistirilen
metodun tespit smir1 0,89.10° mM ve tayin smirt ise 3,17.10° mM’ dir (n=7). Dogrusal
calisma aralig1 ise 2,78.10* mM - 5,56.10° mM olarak bulunmustur. Calismamizda
gelistirdigimiz sensoriin rejenerasyonu kolayca saf su ile yikanarak saglanmaktadir.
Ayrica sensoriin kolay hazirlanabilirligi, uygulamada kolaylik sunmasi, olglimlerde
zaman ve kimyasallardan kazanim saglamasiyla da ekonomik bir alternatif oldugu
gorilmiistiir. Gelistirdigimiz sensor ile glukoz tayini gercek kan orneklerine basarili bir
sekilde uygulanmistir. Sonug olarak gelistirdigimiz sensoriin glukoz sensorii olarak

klinik 6rneklerde kullanilabilir oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen calisma verileri “Development of photopolymerized fluorescence
sensor for glucose analysis” adiyla Sensors & Actuators B adli derginin 2013 yil1 181.

cildinin 187 — 193 sayfalarinda yaymlanmustir.

EYLUL, 2014 Pmar PARLATICI



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF PHOTOPOLYMERIZED FLUORESCENCE
SENSOR FOR GLUCOSE ANALYSIS

The use of polymers is finding a significant place in development of sensors.
Sensors based on polymer films which construct to analysis of a target molecule usually
contain a specific functional group. Among the functional groups which used to detect
glucose, boronic acid derivatives are known over a century and have an important place.
The fluorescent sensors have had a large success in the past 20 years with their

commercial availability and applicability to detect several species.

In this work we developed a novel boronic acid based fluorescence sensor for
the determination of glucose. Characterization and standardization of the sensor has
been performed and various parameters such as dynamic linear range and effect of pH
have been investigated. The membran is capable of determining glucose between
2.78.10™* mM and 5.56.10° mM with a limit of detection of 0.89.10° mM, and limit of
quantification 3.17.10° mM (n=7). The sensor is easy to prepare, cost effective and
rapid, also it is fully reversible, as it can be easily regenerated by treatment with water.
The proposed sensor was then applied successfully for the determination of glucose in
blood samples. The results showed that synthesized glucose sensor could be used in

clinical samples to determine glucose concentration.

This work was supported by Marmara University, Commission of Scientific
Research Project (M.U.BAPKO) under grant FEN-D-090113-0014 and published on
May 2013, in Sensors and Actuators B: "Development of photopolymerized

fluorescence sensor for glucose analysis " Chemical Volume 181, Pages 187—-193.
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SEMBOLLER

A : Absorbans

I : Isik Siddeti

pH : Bir ¢ozeltinin asitlik veya bazlik derecesini tarif eden olcii birimi
A : Lamda

C : Konsantrasyon

F : Fluoresans Siddeti

°C : Santigrat
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KISALTMALAR

ATR-FTIR :Attentuated Total Reflectance Fourier Transform Infrared
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1. GIRIS
1.1. SENSORLER VE SINIFLANDIRILMASI
1.1.1. Sensorler Hakkinda Genel Bilgi

Sensorler, fiziksel biiyiikliikleri elektrik sinyallerine ¢eviren aktif ya da pasif
cihazlardir.
Pasif sensorler, ¢evrelerinden aldiklari sinyalleri 6lgen sensorlerdir. Bir sinyal
gelmedigi siirece duragandirlar. Anahtar tipi sensorler buna 6rnek verilebilir.
Aktif sensorler, sinyallerini kendileri {iretip bu sinyallerin dis ortamla
etkilesimlerini 6l¢en sensorlerdir. Mesafe sensorleri buna 6rnek verilebilir.
Asagida bazi alanlar ve bu alanlarda ilgili sensorlerle algilanabilecek oOrnek
bliytikliikler verilmistir.
v' Mekanik : Uzunluk, alan, miktar, kiitlesel akis, kuvvet, tork(moment), basing,
hiz, ivme, pozisyon, ses dalgaboyu ve yogunlugu
v" Termal : Sicaklik, 1s1 akisi
v Elektriksel : Voltaj, akim, direng, endiiktans, kapasitans, dielektrik katsayisi,
polarizasyon, elektrik alani ve frekans

v Manyetik : Alan yogunlugu, aki yogunlugu, manyetik moment, gegirgenlik

(\

Istma : Yogunluk, dalgaboyu, polarizasyon, faz, yansitma, gonderme
v' Kimyasal : Yogunlasma, igerik, oksidasyon/rediiksiyon, reaksiyon hizi, pH

miktar1 [9].

Sensorler fiziksel ortam ile endiistriyel amagl elektrik/elektronik cihazlari birbirine
baglayan bir koprii gorevi goriirler. Bu cihazlar endiistriyel proses siirecinde koruma ve
gorlintiilleme gibi ¢ok genis bir kullanim alanina sahiptirler. Giinlimiizde tretilmis
yiizlerce tip sensorden soz edilebilir. Mikro elektronik teknolojisindeki inanilmaz hizl
gelismeler bu konuda her gegen yeni bulus ya da yeni bir uygulama tipi gelistirilmesine

olanak saglamaktadir.



Genel olarak bir sensoriin ¢alisma mekanizmasi asagidaki gibi sematize edilebilir.

O-~n
O
s T | — [ — A
B
Analit Segici Membran Cevirici Sistem Analitik Sinyal

Sekil 1.1. Bir Sensoriin Calisma Mekanizmasi

Asagida bazi sensor cesitleri verilmistir.

Hazine arama cthazi ve metal detektori

a)Manyetik Sensoér ~ b)Basing Sensorii  ¢)Optik Sensor d)Ses Sensorii

Sekil 1.2. Baz1 Sensor Cesitleri

1.1.2. Kimyasal Sensorler

Kimyasal sensorler, analiz edilen bilesene kars1 spesifik bir numunenin
konsantrasyonundan yararlanarak elde edilen kimyasal bilgiyi analitiksel olarak yararli

bir sinyale doniistiiren sistemlerdir.



1.1.2.1. Kimyasal sensorlerin bazi 6zellikleri

v' Kimyasal sensorlerde; duyarh bir tabaka analit ile kimyasal etkilesim i¢indedir.

v' Analize maruz birakildiktan sonra, duyarli tabakanin kimyasinda bir degisiklik
olmaktadir.

v Minyatiirize edilebilirler.

v' Tek bir fiziksel ya da kimyasal 6zelligin 6lgiilmesi gerekli degildir.

v' Ayni kimyasal 6l¢limler i¢in karsilik gelen esdeger aletlerden tipik olarak daha

az masraflidir [11].
1.1.2.2. Kimyasal Sensorlerin Simiflandirilmasi

Kimyasal sensorleri birbirinden ¢ok farkli sekilde siniflandirmak miimkiindiir. En
sik kullanilan smiflandirma sekilleri arasinda olgiilen biiyiikliige gore ve kullanim

alanlarina gore siniflandirma siralanabilir [11].

Olciilen Biiyiikliige Gore Simiflandiriimasi

Mekanik: Uzunluk, alan, miktar, kuvvet, moment, hiz, ivime,
Termal: Sicaklik, 1s1 akis1

Elektriksel: Voltaj, akim, direng, kapasitans, frekans,
Manyetik: Alan yogunlugu, manyetik moment, geg¢irgenlik

Isima: Yogunluk, dalga boyu, polarizasyon, faz, yansitma

N NN R

Kimyasal: Yogunlagma, igerik, reaksiyon hizi, pH miktar1 [12] .

Kullanim Alanlarina Gore Siniflandirilmasi

Kullanim alanlarina gore kimyasal sensorler 4 ana grupta incelenebilir.
1.Optik Sensorler

e Iyonik Sensorler

e Gaz Sensorler

e Biyosensorler

e Elektrooptik ve Optomekanik Sensorler



2 .Kiitle Sensorler
3.Elektrokimyasal Sensdrler
e Potansiyometrik Sensorler
e Amperometrik Sensdrler
e Kondiiktometrik Sensorler
e Voltametrik Sensorler

4.Termal Sensorler

1.1.3. Biyosensorler

Genel anlamda biyosensérler, biyoloji, fizik, kimya, biyokimya, miihendislik gibi
pek c¢ok bilim alaninin bilgi birikiminden multidisipliner bir anlayis cercevesinde
yararlanilarak ve biyolojik molekiillerin veya sistemlerin se¢imlilik o6zellikleri ile
modern elektronik tekniklerin islem yeteneginin birlestirilmesiyle gelistirilen
biyoanalitik cihazlar olarak tanimlanabilirler.

Son yillarda bilim ve teknolojideki hizli gelismeler biyosensér kavram ve
tanimlarinda da 6nemli geniglemelere yol agmistir. Canli yasamin dnemli unsurlarindan
olan gérme, igitme, koklama, tat alma, dokunma gibi algilama mekanizmalar1 dogal ve
en miikemmel biyosensorik sistemler olarak diisiintildiikleri i¢in biyosensor
caligmalarina giizel 6rnekler olusturmaktadirlar.

Glinlimiizde gérme, isitme gibi yeteneklerini kaybetmis kisilerin bu yeteneklerini
tekrar yerine koyacak yapay sistemler iizerinde yogun aragtirmalar yapilmaktadir. Tip
alanindaki bilim adamlariyla da ortak ¢alismay1 gerektiren bu aragtirmalar da biyosensor
alanina dahil edilebilirler. Bununla birlikte, bugiin biyosensérlerden bahsedilince ilk
akla gelen daha genel ve yaygin kullanim imkani bulmus, analiz amacina yonelik
biyoanalitik sistemler olmaktadir.

Genel kullanim alanlar incelendiginde biyosensorlerin tibbi analizlerden g¢evresel
analizlere, proses izlenmesinden ilag analizlerine ve savunma faaliyetlerine kadar pek
cok alanda uygulama buldugu goriilmektedir.

Biyosensorler sayesinde normalde uzun tahliller gerektiren analizler daha kisa
siirede yapilabilmektedir. Ornegin glukoz biyosensérleri kandaki glikoz degerini kisa

siirede 6lgebilmektedir. Ayn1 6l¢iim normalde geleneksel yontemlerle daha uzun siirede



yapilabilmektedir. Kisa siirede sonuca ulastirmasi ve uygulama kolaylig
biyosensorlerin en 6nemli avantajlarindandir [13].

Biyosensorler, genel olarak analizlenecek madde ile se¢imli bir sekilde etkilesime
giren biyoaktif bir bilesenin, bu etkilesim sonucu ortaya cikan sinyali ileten bir iletici
sistemle birlestirilmesi ve bunlarin  bir Olglim sistemiyle kombinasyonundan
olusturulurlar.

Sistemin Ozelligine bagli olarak Sekil 1.3 te gorildugi gibi yikseltici,

mikroislemci, dijital goriintiileyici gibi kisimlar sistem i¢inde yer alabilirler.

S~
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a)Biyokatalizér b)lletici o) Vikseltici ¢)Mikroiglemei e)Gosterge

Sekil 1.3. Yiikseltici, Mikroislemci, Dijital Gériintiileyici Iceren Biyosensdr Semasi

Biyosensor, fizyolojik ya da biyokimyasal degisimler ile ilgili bilgiyi belirleyen,
ileten ve kaydeden bir aractir. Teknik olarak biyosensor, bir elektronik doniistiiriicii ile
biyolojik araci birlestiren bir probdur. Boylece biyokimyasal sinyalin oOlgiilebilir
elektriksel cevaba doniislimiinii saglamaktadir.

Biyosensor yapiminda cesitli donistiiriicliler 6rnegin elektrokimyasal, optik,
akustik ve elektronik doniistiiriiciiler kullanilabilmektedir. Bir biyosensor Sekill.4’de
gosterilen ii¢ ana bilesenden olusmaktadir. Analit ile biyolojik tanima elementi
arasindaki etkilesim transdiiksiyon sistemi tarafindan Olgiilebilir bir sinyale
doniistiiriilmektedir.  Ardindan  sinyal okuma ya da  gosterilme sekline

dontstiirilmektedir [8].



\
\\.
\J

a) Biyolojik Tanima ¢ Y ﬁ ( ﬁ ( -— Immobilize Antikor
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Sensor Destek Yiizeyi

b) Sinyalin Donistirilmest ﬁ

¢) Sinyalin Okunmasi

Sekil 1.4. Biyosensor Bilesenleri.

S6z konusu sinyal proton konsantrasyonundaki degisim, amonyak ya da oksijen
gibi gazlarin salinimi veya alimi, 151k yayilimi-absorbsiyonu ya da yansimasi, 1s1
yayitlimi, kiitle degisimi vb sonucunda iiretilebilmektedir. Uretilen bu sinyal bir
dontstiiriicii tarafindan elektrokimyasal, termal, optik ya da piezoelektrik anlamda
akim, potansiyel enerji, sicaklik degisimi, 15181n absorbsiyonu ya da kiitle artis1 gibi
Olciilebilir bir cevaba doniistiiriilmektedir.

Uretilen sinyal daha sonraki analizler igin ¢ogaltilabilir, islenebilir ya da
depolanabilir. Prensipte islevsel bir biyosensor iiretmek i¢in her hangi bir reseptor
herhangi bir uygun doniistiiriicii ile kombine olarak kullanilabilmektedir [1].

Glinimiizde biyosensorler klinik, biyokimyasal ve g¢evresel analizlerde
biyomolekiillerin etkilesiminin analizi i¢in oldukg¢a giiglii araclardir. Biyomedikal alana
bakildiginda kaza, acil boliimii ya da doktor ofisi agisindan biyosensorler hizli, gercek
zamanli ve dogru sonu¢ saglama potansiyeli olan cihazlardir. Bunun tipik bir 6rnegi

diabet hastalarinda kilcal damarlarda glikozun in vitro tayinidir [2].



Biyosensorler, ger¢ek zamanli, hizli ve c¢oklu analizlerin yapimina olanak
saglayarak, umut vaat eden bir alternatif olmaktadir. Patojen mikroorganizmalarin tayini
i¢in farkli tipte biyosensorler gelistirilmistir.

Patojen bakteri biyosensorleri alanindaki yakin zaman gelismeleri igerisinde
elektrokimyasal  biyosensorlerin ~ kullanimi  da yer almaktadir. Bakterilerin
belirlenmesinde metabolik iiriinlerin 6l¢limii; islem basitligi, diisiik maliyet, farkli canli
ve canli olmayan hiicrelerin belirlenebilmesi ve etiketlemeye ihtiyag duymadan tayin
edebilme gibi ¢esitli avantajlar saglayan oldukga ilging bir yaklasimdir [3]. DNA
hibridizasyon sensorleri elektrot yiizeyine immobilize edilmis niikleik asit tanima
tabakasin1 icermektedir. Bu tabaka secici olarak spesifik bir DNA sekansinin
belirlenmesinde rol oynamaktadir. Doniistiiriicii  sistemi ile hibridizasyon olay1
Olctilebilir bir sinyale doniistliriilmektedir. Sinyal okuma sistemine bagli olarak DNA
sensorleri iki ana sinifa ayrilmaktadir. Bunlardan birincisinde redoks aktif tiirler etiket
olarak kullanilmaktadir, ikincisinde ise herhangi bir etiket kullanilmaksizin DNA ara
yilizeyinde meydana gelen degisimler elektrokimyasal olarak gézlemlenmektedir [4].

Temel olarak bir biyosensoriin segiciligi veya spesifikligi, mevcut analitik algilama
kapasitesine sahip olan biyolojik tanima elementine bagli olarak degismektedir.
Biyolojik olarak aktif materyalin se¢imi ise; spesifiklik, depolanma, islevsellik ve
cevresel stabilite faktorlerine baglidir. Bu se¢im ayn1 zamanda kimyasal bilesik, antijen,
mikrop, hormon, niikleik asit gibi belirlenecek olan analite ve de koku, tat gibi siibjektif
parametreler de baglidir. Enzimler, DNA, reseptorler, organeller ve mikroorganizmalar
gibi bitki ve hayvan hiicreleri ya da dokular1 da biyolojik duyu elementi olarak
kullanilmaktadir [5].

Bir biyosensoriin performansini etkileyen ana faktorler 7 ana bashk altinda
toplanabilir. Bunlar; secicilik, hassasiyet araligi, dogruluk, kullanilan soliisyonun
dogasi, cevap elde etme siiresi, tekrar kullanim zamani (sensoriin bir analizden sonraki
analize hazir olmasi i¢in gegen siire) ve kullanim omriidiir [6].

Biyosensorler bir ¢ok sensor gibi reseptdr ve doniistiiriicii olmak iizere iki ana
yapidan ibarettir. Eger reseptor biyomolekiiler bir yapida ise buna biyoreseptor adi
verilir  (Sekil 1.5.). Biyoreseptorler analiti fark edebilen biyomolekiillerdir.
Déoniistiiriiciiler ise biyoreseptoriin analiti fark ettigi esnada iirettigi kimyasal veya

fiziksel sinyali elektrik sinyallerine doniistiiren yapilardir.



Bivyoreseptor N

Déniistiiriicii

Sekil 1.5. Bir Biyosensoriin Konfigrasyonu

Biyoreseptorler: Biyoreseptor olarak degisik biyomolekiiller kullanilabilmektedir. Bu
biyomolekiillerden en c¢ok kullanilan1 enzimlerdir. Enzimler hedef molekiillere karsi
oldukca oOzgiildiir. Binlerce farkli analit i¢inden hedef analiti segip reaksiyon
olusturabilen bu biyokatalizatorlerin doniistiiriiciilere bir sekilde immobilize edilmesi
yani yapistirilmasi gerekmektedir.

Matrikse fiziksel hapisleme veya kimyasal baglama yontemleri analiti taniyan
biyomolekiillerin ~ doniistiiriiciilere  immobilizasyonunda kullanilan  stratejilerdir.
Kimyasal baglama yonteminde biyomolekiil doniistiiriicii ylizeyine uygun bir reaktif
tarafindan kovalent olarak baglanir. Cok az sayida biyomolekiiliin baglanmasi bile
biyosensoriin etkili calismasi i¢in yeterli olabilir.

Déniistiiriiciiler: Biyoreseptoriin analiti tanidiktan sonra ortamda olusan fiziksel veya
kimyasal degisimi algilayip bunu 6lgiilebilir dijital sinyallere doniistiiren cihazlardir.
Tim bunlar bir 6rnekle biraz daha acalim: Glikoz biyosensorleri kandaki glikoz
konsantrasyonunun tesbitinde kullanilirlar. Burada analit glukoz iken glukoz oksidaz
enzimi biyoreseptor olarak kullanilir. Asagidaki reaksiyon semasinda goriildiigii gibi iki

yeni iirlin reaksiyon sonucunda olusur.



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

Burada kullanilacak doniistiiriicti, 3 farkli kimyasala odaklanabilen 3 farkhi
dontistiiriiciiden biri olabilir.
1. Oksijen sensorii: Ortamda kullanilan oksijen miktarint dlger ve bunu anlasilabilir
sinyal olan elektrik akimina doniistiiriir.
2. pH sensorii: Glukonik asit ortamin pH’ 11 diisiiriir. Bir pH sensorii olan doniistiirticii
ortamin pH’ina bakarak yikilan glukoz miktarini tesbit edebilir. Doniistiiriicii ile pH
degisimi voltaj degisimine sebep olur.
3. H,O; sensorii: Dontistiiriicii ortamdaki H,O, konsantrasyonunu olger ve elektrik

akimina doniistiirtr[ 14].

1.1.3.1.  Ideal Biyosensor Karakteristikleri

Hangi tipte tasarlanacak olursa olsun bir biyosensoriin islevsel olabilmesi igin,
olgiim sisteminin cesitli fiziksel ozellikleri tasiyor olmasi gerekmektedir. Ideal bir
biyosensoOriin en Onemli Ozellikleri ve karakteristikleri; hassasiyet, kalibrasyon,
dogrusallik, tayin siniri, kesinti (gecikme), uzun siireli stabilite, secicilik, dinamik cevap
olusturma, diizlemsel membran, kiiresel membran, akis hassasiyeti, sicakliga olan
bagimlilik, giiriiltii sinyali ve kullanim émriiniin olabildigince uzun olmasidir.

Biyosensor sistemlerinde analitler genel olarak direkt dl¢iilmemektedir. Daha ¢ok
reaksiyona giren ya da reaksiyon sonucu olusan bir iiriiniin konsantrasyonundaki
degisime bagh olarak dlgiim yapilmaktadir. Ideal bir biyosensor hedef analitin bilinen
konsantrasyonlarini igeren standart soliisyonlara ya da gazlara maruz birakildigr zaman
kolay bir bi¢imde kalibre edilebilmelidir. Hassasiyeti belirlemek i¢in kalibrasyon grafigi
hazirlanisi sirasinda ¢ok fazla veri noktasina ihtiya¢ duymamalidir. Bir biyosensdriin
mitkemmel diizeyde dogrusalliga sahip olabilmesi i¢in, 6l¢iim ortaminda fiziksel olarak
¢Oziinebilen substratin sifir konsantrasyonundan maksimum konsantrasyonuna kadar
uzanan genis bir aralikta hassasiyetinin sabit olmas1 gerekmektedir. Ideal olarak, bir
substratin en diisiik konsantrasyonu bile biyosensor tarafindan tayin edilebilmeli, tayin

siirt yalnizca tayinde kullanilan cihazin elektronik ¢oziiniirliigii ile kisitlanmalidir.



Genel olarak, bir biyosensor sinyali elde edilen sonugtan ¢ikarilmasi gereken arka plan
sinyallerine sahiptir. Arka plan sinyalleri, bir biyosensor ile diisiik tayin limitlerinde
dogru olgiim yapilmasini zorlastirmaktadir. Akim kacgaklari, elektronik cihazdaki veya
biyosensorde farkli metallerin temasindan kaynaklanan kiigiik gerilim farkliliklar1 veya
pek ¢ok elektrokimyasal etken bu sinyalleri olusturabilmektedir. ideal bir biyosensdr
daha once yapilmis olan Slgiimlerden etkilenmemelidir ve diiz bir ¢izgi gibi temsil
edilmeli herhangi bir kesintiye ugramamalidir. Bununla birlikte, sistemde bir sonraki
Olctimii etkileyecek sekilde enerji emilebilmekte ya da mevcut kimyasal ortam 6l¢iim
sirasinda degisebilmektedir. Ideal bir biyosensériin tiim kullanim émrii boyunca ya da
en azindan Ol¢lim yapilana kadar hassasiyeti sabit kalabilmelidir. Elektrotun okside
olmasi ve proteinler ya da ortamdaki, diger kimyasal substratlarin direk emilmesi
yoluyla kirlenme gibi hassasiyeti azaltan birden fazla faktdr bulunmaktadir. ideal bir
biyosensor sadece hedef analit konsantrasyonundaki degisime cevap verir ve diger
kimyasal tiirlerin varligindan etkilenmez.

Bir biyosensor probunun fiziksel 6zellikleri ve nispeten biiyiikliigii, 6l¢limii yapilan
hedef analitin konsantrasyonundaki degisime nasil hizli cevap olusturabilecegini
belirlemektedir. Ornek icerisindeki kimyasal tiirler genel olarak basit difiizyon yoluyla
aktif ylizeye gegmektedirler.

Farkli geometrileri ve basit sinir kosullari ile biyosensdrler i¢in, teorik modellerden
analitik ¢dziimler iiretilebilir. Ornegin biiyiik elektrotlar genellikle, basit, tek tip ve
Olctilebilir kalinliktaki membranlar ile diizlemsel element olarak kaplanmaktadirlar.
Benzer sekilde analitik ¢6ziim kiiresel koordinatlardaki tek tip bir membran icinde
bulunabilir. Bu yaklasim genellikle, 61¢iim ortami ile kiyaslandigi zaman oldukea kiiciik
kalan mikroelektrotlar i¢in kullanilmaktadir.

Bazi durumlarda substratin membrandan sensdére tasmmasi Onemli hale
gelebilmektedir. Bazi proseslerde akis sinirlamasi olabilmektedir. Difiizyon katsayisi,
kimyasal ¢6ziiniirliik ve biyosensor yapiminda kullanilan kati materyaller gibi biitiin
fiziksel ozellikler sicaklikla degismektedir.

Enzimlerin katalizledigi reaksiyon orani sicaklifa oldukca bagimhidir. Cesitli
kimyasal reaksiyonlar sonucunda, biyosensoriin 1sisin1 degistirebilecek oOlgiide 1s1
tiretimi gerceklesebilmektedir. Pratikte genel olarak su banyolar1 ya da metal bloklar

kullanilarak ol¢timler izotermal kosullarla sinirlandirilmaktadir. Biyolojik elementler
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genellikle bir biyosensor sistemindeki en az kararli olan bilesiklerdir. Bir biyosensoriin

onemli bir 6zelligi normal islem kosullar1 altinda hassasiyetini koruyabildigi kadar uzun

bir kullanim 6mriine sahip olmasidir. Kullanim 6mrii yapilan toplam 6l¢iim sayisina

veya Olgiilen analitin konsantrasyonuna bagl olabilir [7].

1.1.3.2.  Nitelikli Biyosensorlerde Aranan Ozellikler

Biyosensorler sekiz parametreye gore nitelendirilirler:

v

Duyarhlik : Cihazin analitteki degisime (konsantrasyon) birebir

cevap vermesi demektir. Duyarlilik yliksekse analitteki birim degisim sensoriin

ekraninda aynen goziikiir.

v

v

Segicilik : Cihazin sadece analite 6zgiinliigiinii gosterir. Cihaz bagska reaktiflere
ilgi géstermez ve hatali sonug¢ vermez.

Olciim aralhg:: Cihazin 6lgebildigi analit konsantrasyonun araligidir. Analit
belli bir konsantrasyondan az veya coksa cihaz iyi bir duyarlilikta sonug
vermeyebilir.

Olciim siiresi: Analit konsantrasyonundaki bir basamak degisime kars1 cihazin
verecegi nihayi yanitin sadece %63’liikk kismini1 6lgmek i¢in gosterdigi olgiim
stiresidir. Bir tiir cihazin lgme hizin1 gosterir.

Tutarhlik: Cihazin sonuglarindaki tutarlilig: ifade eder.

Tesbit sinir1: Cihazin tesbit edebilecegi en diisiik analit konsantrasyonunu ifade
eder.

Omrii: Cihazin, performansinda gozle goriiliir bir azalma olmadan verdigi
hizmet 6mriinii ifade eder.

Kararhhk: Belirli bir siire i¢inde cihazin duyarliligindaki veya baz ¢izgisinde

degisimleri dikkate alan bir kalite 61¢tim degeridir[13-14].

1.1.3.3.  Biyosensor Dizayninda Dikkat Edilmesi Gerekenler

Biyosensor tasarimlarinda 6nce biyosensoriin hangi analiti taniyacagi tesbit edilmelidir.

Sonrasinda ise asagidaki maddeler dikkate alinarak biyosensorler dizayn edilmelidir.

Bunlar sirasiyla;

v

Analite uygun biyoreseptdriin (tantyict molekiiliin) se¢imi,
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v’ Biyoreseptorii doniistiiriicliye sabitlemede kullanilacak uygun ve verimli
immobilizasyon
metodunun se¢imi,

v' Biyoreseptoriin analiti tanimasiyla olusan kimyasal veya fiziksel sinyali

anlasabilir sinyal formuna
doniistiirecek olan doniistiirliciiniin se¢imi ve dizaynt,

v Olgiim arahigmin, duyarliligin ve dl¢iimlerdeki parazitlerin dikkate alinmast,

v Cihazin kompakt bir hale doniistiiriilmesi,
olarak siralanabilir.

Tiim bunlar1 yapmak i¢in ise bir ¢ok alanda genis bir bilgi birikimine ihtiya¢ vardir.
Mesela, birinci sik i¢in biyokimya ve biyoloji, ikinci ve f{igiincii i¢in kimya,
elektrokimya ve fizik ve dordiincli i¢in kinetik ve kiitle transferi alanlar1 bunlardan
bazilaridir. Biyosensor dizayn edilir edilmez sira onun elverigli imalat ve kullanma i¢in
uygun bir sekilde paketlenmesine gelir. Modern imalat teknolojileri ve stratejileri
sayesinde ¢ok daha az maliyetle biyosensor liretimi miimkiin olmaktadir. Tasaridan
imalata tiim bu basamaklarda c¢oklu-disiplinlerin bir arada kafa kafaya ¢alismasi son

derece onemlidir [13].

1.1.4. Biyosensor Uygulamalari

Biyosensorler birgok alanda kullanilmaktadir.
Tip: Metabolitlerin Olglilmesi, insulin eksikligi belirtilerinin 6l¢iilmesi, hastane
kosullarinin gézlenmesi, yapay pankreasin ¢alisma kosullarinin kontrolii, vb.
Endiistri: Endiistriyel proses kontrollerinde gereklidir. Biyoreaktdrlerin kontrolii, giren
ham madde ve ¢ikan iiriinlerin 6l¢iilmesi, vb.
Cevresel Denetim: Cevre Koruma Ajansi (Environmental Protection Agency) EPA
tarafindan hava ve su diizenli olarak izlenmektedir. Ayrica yerel idari mercilerin de
bolgesel izleme birimleri bulunmaktadir. Bu birimler diizenli olarak hava ve suyu tahlil
etmektedirler.
Savunma (askeri ve sivil): Askeri ve sivil savunma alaninda kullanilmak tizere bir ¢ok

sensOr ve biyosensor dizayni ve imalatina, son korfez krizi ve 11 Eyliil sonrasinda hiz

12



verilmigtir. Herhangi bir biyoteror ve biyosaldirt sonrasi erken tesbit ve analiz i¢in ¢ok

giiclii ve tasiabilir biyosensorler en elzem cihazlardandir [13].

1.1.5. Optik Esash Biyosensorler

Optik biyosensorler iletici sistem olarak optik lifler iizerine uygun bir yontemle
uygun bir biyomolekiiliin sabitlenerek hazirlanan dl¢tim aygitlaridir.

Etkilesim sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir degisimin
Olclimiinii esas alirlar. Sinyal, 151k yansimasi, sagilimi yada yayimmi sonucu meydana
gelir. Ornegin optik lifin iizerine enzim sabitlenmesiyle hazirlanan optik esasli enzim
sensorleri temelde absorbsiyon, fluoresans, biyoliiminesans gibi temel ilkeler

cercevesinde iglev goriirler
1.1.6. Biyosensorlerin Kisa Tarihcesi

Clark ve Lyons (1962) ilk defa biyosensor terimini ifade etmislerdir. Enzim-elektrot
kompleksini imal eden ikili, bu kompleksi glukoz sensorii olarak kullanmislardir.
Sensor, oksido-reduktaz enzim olan glukoz oksidazin platin elektroduna immobilize
olmasindan ibarettir. Platin elektrod enzim tarafindan tretilen H,O, tarafindan +0.6V’da
polarize olur. Iste basit¢e bu prensibe gére ¢alisan tarihin ilk biyosensdrii 1974 yilinda
piyasada Yellow Spirngs Instrument (YSI) olarak goriilmiistir. YSI sensoriiniin
gelistirilmesinde ana 6zellik yeni nesil membranlardir. Clark burada sandvi¢c membran
kullanmistir. Enzim niikleopor polikarbonat membran ve selluloz asetat membran
arasia hapsolmustur. Bu membranlar normalde ortamin potansiyel yapisini etkileyecek
olan diger faktorleri elimine etmekte ve cihazin duyarliligini ve Ozgilinliigini
artirmaktadir. Mesela, Clark’in kullandigi membran H,O,‘1 diffiize ederken askorbat ve

diger parazit kimyasallarin gecisini engellemektedir [13].
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Sekil 1.6. Clark’in Enzim Elektrodu
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1.2. Glukoz
1.2.1. Glukoz Hakkinda Genel Bilgi

Glukoz kapali formiilii C¢H;,06, yogunlugu 1,538 g/mL, erime noktasi 80-86 °C
olan alt1 karbondan olusmus bir monosakkarittir. Glukoz beyin i¢in tercih edilen enerji
kaynagiyken, ¢ok az veya hi¢ mitokondrisi olmayan hiicrelerin G6rnegin olgun

eritrositlerin muhtag olduklar1 enerji kaynagidir [15].

Sekil 1.7. Glukozun yapisi

Dogada yaygin olarak bulunan onemli bir karbonhidrattir. Serbest halde olgun
meyvelerde (liziim, incir) balda, bitki 6z sularinda, cogunlukla fruktozla birlikte
bulunur.

En ¢ok iiziimde bulundugu i¢in “iliziim sekeri” adi da verilir. Kanda serbest halde
bulunur. Insanda normalde 100 mL kanda 70-90 mg kadardir. Bu nedenle “kan sekeri”
de denir.

Beynin en onemli yakitidir. Kanda en diisilk diizeyde iken bile Once beyin
tarafindan kullanilir. Glukoz bilesik karbohidratlarin ¢ogunun (sakkaroz, laktoz, maltoz

ve polisakkaritlerden nisasta, glikojen ve selliiloz) yapitasini teskil eder [25].
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Fischer ve Haworth diizenlemesine gore formiilii asagida gosterildigi gibidir;

0
"
i
. CH.-OH
H-C-0H 2
| Ii
Hu3k, H H/H
H‘b OH K
HC-0H HO Jl" I/OH
HECE OH
H
a b

Sekil 1.8. Glukozun kimyasal yapis1 (a) Fischer Formiilii (b) Haworth Formdilii

1.2.2. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Molekiil yapisinda aldehit grubu bulundugu i¢in bir aldoheksozdur. Aldoheksoz
6C’lu, aldehit grubu iceren seker demektir. Glukoz suda ¢ok, alkolde az ¢oziiniir. Orta
derecede tatlidir.

Heksozlarin en 6nemli iiyesidir. Ciinkii karbonhidratlar glukoz halinde kana gecer
ve karaciger ile kaslarda glikojen seklinde depo edilir. Glukoz sindirim sirasinda
parcalara ayrilmaz [25].

Kandaki glukoz diizeyine glisemi adi verilir. Normal smirlardaki glisemiye
normoglisemi, normal smirin altindaki glisemiye hipoglisemi ve normal sinirin
istiindeki glisemiye ise hiperglisemi adi verilir. Kandaki glukoz seviyesi, glukoz
metabolizmasi ile ilgili biitiin metabolik yollarin (glikoliz, glikojenoliz, glikojenez,
glukoneogenez vb.) koordineli g¢aligmasi ve kontrolii ile ayarlanir. Kan glukoz
seviyesinin diizenlenmesinde, karaciger ve hormonlarin etkisi dnemlidir. Kisa siireli
acliklarda, karacigerdeki glikojenden glikojenoliz sonucu kana glukoz verilirken uzun
stireli agliklarda ise karaciger tarafindan glukoneogenezle kana glukoz verilir [16].

Deri alt1 dokularinda glukoz derisimini siirekli bir degerlendirmeye tabi tutabilmek
ve kandaki glukoz seviyesini belirleyebilmek amaciyla duyarli, segici, glivenilir ve

diisiik maliyetli glukoz sensorii iretimi giderek artmaktadir [17].
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Kimya, biyoloji, klinik analizler, tarim ve gida endiistrisi alanlarinda glukoz
seviyelerinin belirlenmesi i¢in yakin infrared spektroskopisi (NIR), optik cevirme,
kolorimetrik ve fluorimetrik tespiti iceren g¢esitli metodlar onerilmistir. Bunlar diginda
farkli ¢alisma prensipleri i¢eren, temelde absorbsiyon, fluoresans, biyoliiminesans gibi
temel ilkeler c¢ercevesinde calisan optik sensorler kullanilmaya baslanmistir. Bu
sensorler enzim temelli elektrokimyasal veya optik, enzim temelli olmayan
elektrokimyasal ve boronikasit tiirevi igermekte olup bu ¢alismalar hala devam
etmektedir.

Ideal bir glukoz tayin sistemi siirekli olmali, invazif olmamali, kolay kullamlir ve
ekonomik olmalidir. Son on yilda invaziv olmayan ve kesintisiz glukoz izleme cihazlar
gelistirmek i¢in kullanilabilecek yeni boronikasit temelli fluoresans sensorlerin sentezi
yapilmigtir. Calismalarin sayis1 fazla olmayip ilgili sensériin sentezi igin karbohidrat
gibi diol iceren maddelere yiiksek ilgisi olan maddelerin kullanildig1 bildirilmistir [18-
23].

1.2.3. Glukoz Analizinin Onemi

Glukoz tayini gida islemleri ve fermantasyonda oldugu kadar klinik, biyolojik ve
kimyasal Orneklerde de ¢ok Onemlidir. Seker hastalignin izlenmesi ve tibbi teshis

amaciyla glukoz tayinleri yaygin olarak kullanilmaktadir.

1.2.4. Glukoz Analizinde Kullanilan Yontemler

Glukozun nicel tayini biyokimya, klinik kimya, gida iirlinleri ve fermantasyonda
cok Onemli yere sahiptir. Refraktif indeks, UV ve kolorimetri gibi geleneksel
karbonhidrat tayin yontemlerinin se¢imliligi yoktur ve duyarhilik distiktiir [24].
Kromatografik metotlar ya da kapiler elektroforezde kullanilan dedektére baglh olarak
kompleks matrislerde tayinler zor olabilmektedir, ¢iinkii ¢ok fazla sinyal algilanir ya da
bazi analitler i¢in tayin limitleri uygun degildir ve analitlerin tiirevlendirilmesine ihtiyag
duyulur. Ancak, uygun doku, mikroorganizma ya da enzimlerin biyobilesen olarak

kullanildig1 biyosensor sistemleri ile bu tip sinirlamalar ortadan kaldirilabilmektedir.
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Diger glukoz tayin metotlar1 kolorimetrik ve enzimatik metotlar olmak {izere iki
tanedir.
Kolorimetrik metotlar;
a)Oksidasyon-rediiksiyon metotlar
v" Folin-Wu Metodu
v Somogy-Nelson Metodu
b)o-Toluidin metodu
Enzimatik metotlar;
v" Glukoz oksidaz metodu (enzimatik kolorimetrik metot)
v Hekzokinaz metodu (enzimatik ultraviyole metot) [24].
Son yillarda yapilan caligmalar incelendiginde diinyada biyosensor teknolojisine

olan ilgi agiktir ki iilkemizde de bu konuda ¢alismalar hizla artmaktadir.

1.3. Glukoz Analiz Yontemimizin Diger Yontemlerle Kiyaslanmasi

Diinyada cesitli caligmalar yapilmis olmasina karsin tilkemizde glukoz izlenmesi ile
ilgili ¢ok sayida calisma mevcut degildir. Calismamizda gelistirdigimiz yontem ile
glukoz izlenmesi hizli, ekonomik ve kolay bir sekilde gergeklestirilebilmistir.
Yontemimiz glukoz analizi ¢aligmalarina katki saglayacak ve bu alandaki eksikligi
tamamlayacaktir. Yontemde kullanilan UV sertlestirme teknigi de farkli ylizeylere
polimerik materyalin kaplanmasini saglamasi agisindan saglayacagi kolaylik ve
pratiklik ile de orijinal oldugu kadar ekonomik bir alternatif olmasiyla bu alandaki

calismalara kuvvetli bir alternatif olma adayidir.
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Tablo 1.1. Glukoz Analiz Yontemimizin Diger Yontemlerle Kiyaslanmasi

Yeniden
Cevap Tayin Sensoriin
Sistem pH LOD Kullamlabili Kaynak
Siiresi Arahg lik Omrii
rli

Poli (3-oktiltiyofen) Au
yiizey filmi (POT-Au-SAM - 9,0 5300 mM 02 uM - - 27
elektrot)

1,67- 0,12.10°
4 dakika 7,0 26,59.10° 2,01.107 5 1 ay 29
M M

PVC film ile modifiye edilen

oksazolon tiirevleri

Pullulan asetat / polietilen
<30s 7.4 >30 mM - - - 31
glikol / heparin membran
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1.4. Kullanilan Cihazlar Hakkinda Genel Bilgi
1.4.1. Spektrofluorometre

Baz1 maddelerin ¢ozeltileri ultraviyole veya goriiniir bolge 1sinlariyla uyarilinca bu
isinlart absorbe ederek uyarilmis hale gegerler. Uyarilma kesildiginde maddenin
uyarilmis halden temel hale donerken yayimladigi 1s1n absorbladigi isindan daha diisiik
enerjili oldugundan daha uzun dalga boyuna sahiptir.Bu sekilde uyarilma kesildikten
sonra maddenin absorbladigi 1s1m1 daha uzun dalga boyunda yayimlamasi fluoresans
olarak adlandirilir [38].

Basit ve tipik bir cihaz Sekill.9.’da gosterilmistir. Basit bir cihazda iki tane
gratingli monokromatdr vardir. Ksenon lambasindan gelen 151n birinci monokromatorde
dagitilir ve 6rnegi uyarir. Olusan fluoresans 1sin, ikinci monokromatérden dagitildiktan
sonra, bir fotoselde algilanir. Okuma bir metre veya kaydedici ile yapilir. Cihaz, sadece

birinci monokromatér ile, absorbans 6lgmelerinde kullanilabilir [37].

Uyarma filtrest veya monokramator

Kaynak

o *

zayiflateics

Emisyon filtrest veya
monokramator

Ornek
fotomultiplier

f
Referans
fotomultiplier

Fark amplikatérs

Okuma

Sekil 1.9. Bir Spektrofluorometrenin Kisimlar1
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1.4.2. ATR-FTIR spektrofotometre

Kizilotesi (IR) absorbsiyon spektroskopisi bir tiir titresim spektroskopisidir. IR
1isinlar1 molekiiliin titresim hareketleri tarafindan sogurulmaktadir. Matematiksel Fourier
doniisiimii spektroskopisinde 1s1ma siddeti, zamanin bir fonksiyonu olarak alinir.Her
dalga boyunu ayr1 ayr1 tarama gerekmeksizin hizli ve yiiksek ¢oziiniirliikte spektrumlar

elde edilebilir.

ATR-FTIR Absorpsiyon bantlarinin dalga boyunda azalma meydana getirilerek

daha az emekle ve ornek kalinligindan bagimsiz olarak sogurganligi ¢cok fazla olabilen

farkli maddelerin spektrum analizlerine olanak saglar [39].

[
Sabit Ayna

| Hareketli AsHa |

Isin

:5

& Ayinict

. Kaynak

Sekil 1.10. FTIR Cihaz1

Sekil 1.10.’da gorildiigii tizere 151k, 151k kaynagindan ayrildiktan sonra bir 1s1n
ayiriciya gelir. Burada 151n sabit ayna ve hareketli aynaya birlikte gonderilir. Daha sonra
1sinlar aynadan yansiyarak yeniden 1s1n ayiriciya doner. Sonra 6rnegin bulundugu yere
gider. Ornek ile etkilesen 1s1n heterokromatik yapidadir. IR spektroskopisinde
monokromatdrden gegirilen bu 151n tek dalga boyuna indirilir ve monokromatik yapiya

indirilir. Isin 6rnek ile etkilestikten sonra algilayicilar tarafindan algilanir ve bilgisayar

\/ Bilgisayar

Omek

Interferomeatre

ile Olclilebilecek anlamli sinyallere doniistiiriiliir [40].
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1.4.3. Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu, 6rnekleri ii¢ boyutlu inceleme imkan1 saglayan bir
elektron mikroskobudur. Ayirim giicii, odak derinligi, goriintii ve analizi birlestirme
Ozelligi taramali elektron mikroskobunu arastirma ve incelemelerde genis Olgiide
kullanilan bir aygit haline getirmistir. Bunun yaninda mikro islemci ve bilgisayarlarin
mikroskopla birlikte kullanilmalar1 cihaza kullanim kolaylig1 saglamstir.

Diger yontemlerle ¢ok uzun siirebilecek ayritili veri toplama ve toplanan veri
iizerinde yapilan istatistiksel degerlendirmelerin otomatik olarak, ¢ok kisa zamanda
tamamlanabilmesini saglamaktadir. Boylece incelenen numunelerin yiizey 6zellikleri

daha kesin ve daha ayrintili olarak goriintiilenebilmektedir [32-36].

Elektron — U

Tabancas

Yogunlstiricr ==

Mercek |
Tarama Devrest

" Tarama L

Sargilan
| Objektif Mercek —/  Video
' Objektif Mercek Ylikﬁlt;d
| Aqikliiy

Numune > 'T
Dadaktor
CRT —

f Saptirict Sargilar

Sekil 1.11. Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) Bilesenleri

Taramali  Elektron Mikroskobu Optik Kolon, Numune Hiicresi ve

Goriintiileme Sistemi olmak tizere ii¢ temel kisimdan olugmaktadir (Sekil 1.11.). Optik
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kolon kisminda; elektron demetinin kaynagi olan elektron tabancasi, elektronlari
numuneye dogru hizlandirmak i¢in yiiksek gerilimin uygulandigi anot plakasi, ince
elektron demeti elde etmek i¢in yogunlastirict mercekler, demeti numune {izerinde
odaklamak i¢in objektif mercegi, bu mercege bagli cesitli capta apatiirler ve elektron
demetinin numune yiizeyini taramasi i¢in tarama bobinleri yer almaktadir. Mercek
sistemleri elektromanyetik alan ile elektron demetini inceltmekte veya numune {izerine
odaklamaktadir. Tiim optik kolon ve numune 10™ Pa gibi bir vakumda tutulmaktadr.
Goriintii sisteminde, elektron demeti ilenumunegirisimi sonucunda olusan ¢esitli ektron
ve 1simalar1 toplayan dedektorler, bunlarin sinyal ¢ogalticilart ve numune yiizeyinde
elektron demetini gorlintli ekraniyla senkronize tarayan manyetik bobinler

bulunmaktadir [41].
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BOLUM 2. MATERYAL VE YONTEM
2.1.Kullanmilan Cihazlar
2.1.1. Spektrofluorometre

Bu tezde yapilan spektrofluorometrik analizler Varian Eclipse marka Xenon ark

lamba igeren Spektrofluorometre ile yapilmistir.
2.1.2. Ultra saf su cihazi

Yapilan deneylerde kullanilan saf su Millipore Direct-Q®- 3 Ultra Saf Su

Cihazi’ndan temin edilmistir.
2.1.3. Hassas terazi

Yapilan caligmalardaki alinan tartimlar i¢in (en fazla 410 gram, hassasiyet 0,0001

gram ) Presica marka terazi kullanilmistir.
2.1.4. Mikropipet

Yapilan caligsmalardaki ekstarksiyon islemlerinde pendorph marka 1000 pL ve 100

uL hassasiyetli mikropipetler kullanilmisgtir.
2.1.5. Buzdolabi

Yapilan caligmalardaki hazirlanmis olan stok ¢ozeltilerin ve gercek kan orneklerin
saklanmasi i¢in Ariston marka buzdolabi kullanilmigtir.
2.1.6. pH-metre

Hazirlanan ¢ozeltilerin ve 6rneklerin pH 6l¢iimleri WTW marka pH 7110 set 2

model masa iistii pH metre kullanilarak yapilmistir.
2.1.7. Magnetik karistirici

Deneylerde kullanilacak ¢ozeltilerin hazirlanmasinda karistirma islemi IKA marka

RH Basic 2 model magnetik karistirict kullanilmisgtir.
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2.1.8. UV lamba

Calismalarda kullanilacak polimer karisimin sertlestirilerek jel haline getirilmesinin

saglanmasi icin OSRAM (300 W, Apma=365 nm) UV lamba kullanilmastir.
2.1.9. Vakum etiivii

Sentezlenmis olan polimerik membranin kurutma isleminin gerceklestirilmesi igin

vakum etiivii kullanilmustir.
2.1.10. ATR-FTIR spektrofotometre

Hazirlanmis olan jellerin fonksiyonel gruplarimin karakterizasyonu igin Perkin-

Elmer marka ATR-FTIR Spektrofotometre kullanilmistir.
2.1.11. SEM (Taramal elektron mikroskobu)

Hazirlamis oldugumuz jellerin morfolojik 6zellikleri Philips XL30 ESEM-
FEG/EDAX cihazi1 kullanilarak belirlenmistir.
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2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Caligmalarimizda kullanilan kimyasal maddeler Tablo 2.1’ de verilmistir.

Tablo. 2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Madde Katalog Numarasi Formiil
. . . . [e)
Hidroksietilmetakrilat (HEMA) Sigma HoC %)J\O/\/ OH
17348
(0]
Poli(etilenglikol) diakrilat (PEG-DA) Sigma /L/ O\(N
0
455008 \ AA{ |
0

2,2-Dimetoksi-2-Fenilasetofenon(DMPA) Sigma

196118

4- Vinilfenilboronik asit (VPBA) Sigma
417580

Glukoz Merck

108337.1000

Fruktoz Merck
105323.0250

Maltoz

26

QP
HzCO OCHs O

OH
B\OH
H2C\

H2-OH

C
OH
HO

OH
OH
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Tablo. 2.1. “devam”

Galaktoz Merck
104062.0050
Parasetamol
HO
Askorbik asid Merck How A ON0
110023.0001 —
HO OH

. . . NH
Urik asid o:< | /K
0]

Asetik asid Merck O

M818755.2500 )kOH

Sodyumasetat /U\O Na®

Sodyumdihidrojenfosfat HO™

Disodyumhidrojenfosfat O
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2.3. Yontem
2.3.1. Kullanmilan Cozeltiler

Deneylerin yapildig1 pH ortamlarinin saglanmasi i¢in gerekli olan tampon ¢ozeltiler
Merck firmasindan temin edilen Asetik asid (CH;COOH), Sodyum Asetat Trihidrat
(NaCH3COO. 3H;0), Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat (NaH,PO4.H0),
Disodyum hidrojen fosfat heptahidrat (Na,HPO,.7H,0) kullanilarak Britton Robinson

tampon sistemine gore hazirlanmistir.
Tampon cozeltilerin hazirlanmasi

pH 3,0-9,0 araliginda yapilan deneylerde kullanilacak tampon ¢ozeltiler arasinda
pH 3,0- 5,5 icin asetat tampon ¢ozelti sistemi, pH 5,5’ in iizerindeki degerler icin ise
fosfat tampon sistemleri kullanilmis olup ilgili tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi igin
pH’larinin istenilen degere ulagmasini saglamak iizere kendi bilesenlerinden uygun

hacimler kullanilmstir.
Glukoz stok ¢ozeltisi

0,05 gram glukoz 500 mL saf su icinde ¢dziinerek 5,56.10" mM’lik glukoz stok

¢oOzeltisi elde edilmistir.
Uygun pH degerini bulmak iizere hazirlanan glukoz ara cozeltileri

Glukoz stok ¢ozeltisinden alinan her bir 0,1 mL glukoz ¢ozeltisi;
100 mL pH 3,0 tamponu ile seyreltilerek 5,56.10* mM’lik glukoz ara ¢ozeltisi elde
edilmistir.
100 mL pH 4,0 tamponu ile seyreltilerek 5,56.10* mM’lik glukoz ara ¢ozeltisi elde
edilmistir.
100 mL pH 5,0 tamponu ile seyreltilerek 5,56.10* mM’lik glukoz ara ¢ozeltisi elde
edilmistir.
100 mL pH 6,0 tamponu ile seyreltilerek 5,56.10* mM’lik glukoz ara ¢ozeltisi elde
edilmistir.
100 mL pH 7,0 tamponu ile seyreltilerek 5,56.10* mM’lik glukoz ara ¢ozeltisi elde

edilmistir.
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100 mL pH 8,0 tamponu ile seyreltilerek 5,56.10" mM’lik glukoz ara ¢zeltisi elde

edilmistir.

100 mL pH 9,0 tamponu ile seyreltilerek 5,56.10* mM’lik glukoz ara ¢ozeltisi elde

edilmistir.
Yabanci iyon etkisinin arastirilmasi icin kullanilan ¢ozeltiler

Urik asidin kandaki smnir degeri olan 3.10* M icin 0,0504 g iirik asid almarak 100 ml’ye
tamamlanmustir.
Parasetamoliin kandaki smir degeri 1.10* M igin 0,0176 g parasetamol alinarak 100

ml’ye tamamlanmistir.

Askorbik asidin kandaki sinir degeri 1.10* M icin 0,0151 g askorbik asid alinarak 100

ml’ye tamamlanmistir.
2.3.2. Sensoriin hazirlanmasi

Tablo 2.2. Sensoriin Hazirlanmas i¢in Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Formiil mmol
(?H
VPBA \/©/B\OH 0,68
HaoC
O
HEMA H.C \)J\o ~_OH 6,03
e
PEG-DA e 10 o ~=CHe 0,29
Y
o
DMPA O 0,12
H3CO OCH3; O

e 0,1 g vinilfenil boronik asit

e 0,7¢g HEMA

e 0,2gPEG-DA

e 0,03 g fotobaslatici olan 2-2 dimetoksi 2 fenilasetofenon (DMPA)
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Tiim maddeler, dis1 aliiminyum folyo kapli bir beherde tabloda yazili olan miktarlar
kadar tartildiktan sonra karigimin agirliginin % 20’ si kadar saf su ile ¢oziinene kadar
cam bagetle karistirldi. Igerik homojen hale geldikten sonra 40 mmx 12 mmx 2 mm
(BxGxD) boyutlarindaki yuvalar iceren teflon kalip icine bir pastdr pipeti kullanilarak
yerlestirilmistir. Formiilasyon kaliba aktarildiktan sonra iizerine kalibin kendi boyutu
kadar bir polyester film yerlestirilmis ve onun iizerine de ayni boyutta ince bir cam
konulmak suretiyle 5 dakika siireyle UV lamba (300 W Amaks.=365 nm) altinda
sertlestirme islemi yapilmistir. Siire sonunda kaliptan ¢ikarilan iirtin polimerlesmeden
kalan monomerlerin uzaklastirilmast i¢in 24 saat destile su i¢inde bekletilmistir. Siire
sonunda su icinden alinan polimerik membranlar vakum etiiviinde 30 °C’ de 3 giin
siireyle kurutulmustur. Elde edilen membranlarin seffaf ve herhangi bir kabarcik

icermeyen homojen sekilde elde edildigi gézlemlenmistir.

2.3.3. Sensoriin karakterizasyonu

2.3.3.1.1IR ol¢iimleri

Elde edilen polimerik membrana ait FTIR spektrumu, ATR-FTIR
spektrofotometresi kullanilarak 4000 cm ' — 400 cm ' araliginda tarama yapilarak elde

edilmistir. Tlgili FTIR spektrumu Sekil 3.2’de verilmistir.
2.3.3.2. Yiizey ozellikleri

Glukoz analizinde kullanilacak olan sensoriin yilizey morfolojisi taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilarak belirlenmistir. Farkli biiyiitme faktorleriyle ele alinmis
SEM goriintiileri sekil 3.3. ve sekil 3.4.” de verilmistir.

2.3.4. Sensoriin glukoz analizi icin kullanilabilirliginin arastirilmasi

2.3.4.1. Spektral karakterizasyon ¢calismalari

Tiim fluoresans Olglimleri Varian Eclips spektrofluorometre kullanilarak
yapilmuistir. Isik kaynagi olarak Xenon kisa ark lambasi kullanilmistir. Boliim 2.3.2.” de
hazirlanmis olan jeller Olglim kiivetine sekil 2.4.°te goriildiigli lizere diagonal
pozisyonda yerlestirilmistir. Hazirlanmis olan sensdriin glukoza verecegi cevabin

Olclilmesi bir uyarma dalga boyuna karsilik gelen emisyon dalga boyunda fluoresans
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siddetinde meydana gelen artis yada azalisin belirlenmesi i¢in farkli slit araliklar1 ve

farkli fotogogaltici tiip (PMT) voltajlarinda gerceklestirilmistir.

Sekil 2.4. Sensoriin kiivet i¢ine yerlestirilmesi

Sens6r Membran

Kuartz Fluoresans Kiivet

Glukoz ile fenilboronik asid arasinda meydana gelen baglanma reaksiyonu Sekil

2.5.’te gosterilmistir. Glukoz analizi i¢in kullamlan optik sensdriin (2,78x10° mM)

glukoz ¢ozeltisi varliginda uyarma ve emisyon dalga boylar1 belirlenmis olup ilgili

grafik Sekil 3.1’ de gosterilmistir.

Q OH
\_O I
\~oH Be
OH
0
OH
ct‘:\ 1_on
o 0
™ o\/\

o OH

Sensor Membran (Fluoresanstan 6nce)

OH o4 on OH

[ ——j——

\°\/on
0
.
0. _o
0
X VA

OH

Fluoresanstan sonra

Sekil 2.5. Fenilboronik asid ve glukozda bulunan alkollerin baglanma tepkimesi
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2.3.4.2. Sensor cevabma pH etkisinin arastirilmasi

flgili calismalar Britton Robinson (BR) tampon ¢ozeltileri kullanilarak oda
sicakliginda pH 3,0 — 9,0 arahgnda hazirlanmis olan  2,78.10° mM
konsantrasyonundaki glukoz ¢ozeltisi kullanilarak en uygun pH degerine karar

verilmigtir.
2.3.4.3. Sensoriin cevap verme siiresi

Polimerik sensériin 2,78.10° mM konsantrasyonundaki Glukoza karsi vermis
oldugu fluoresans siddetindeki degisim 10 saniye araliklarla 30 dakika boyunca

dleiilmiistiir. Tlgili sonuglar Sekil 3.6 ‘da verilmistir.
2.3.4.4. Sensoriin rejenarasyonu ve yeniden kullanilabilirligi

Saf suyla yikanan sensériin 2,78.10° mM konsantrasyondaki glukoz ¢ozeltisine
karst vermis oldugu fluoresans siddeti Olgiilerek sensoriin rejenarasyonu ve yeniden

kullanilabilirligi incelenmistir.

2.3.4.5. Kalibrasyon aralhg, tespit ve tayin sinir1
Kalibrasyon grafigini olusturmak i¢in boliim 2.3.1°de hazirladigimiz 5,56.10™
mM konsantrasyonundaki glukoz ¢ozeltisinden pH:7 tamponu ile 2,78.10™ mM,
1,12.10* mM , 3,34.10* mM , 5,56.10* mM , 7,78.10* mM , 5,56.10° mM’lik
cozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin ayr1 ayr1 fluoresans siddeti Olgiilerek

kalibrasyon grafigi ¢izilmis olup ilgili grafik Sekil 3.7’de gosterilmistir.

2.3.4.6. Sensoriin omri

5 Ay boyunca karanlikta, desikatér i¢inde saklanan sensoriin 2,78.10° mM
konsantrasyonundaki glukoz ¢ozeltisine karsi fluoresans siddeti farkli zaman

araliklarinda olgiilerek sensoriin kullanim dmrii belirlenmistir.
2.3.4.7. Girisim yapan maddelerin etkileri

Hazirlanan sensoriin karar verilen sartlarda elde edilen fluoresans spektrumu

izerine biyolojik sivilarda girisim etkisi yapabilecek olan iirik asid, parasetamol,
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askorbik asid, maltoz, galaktoz ve fruktozun etkileri arastirilmig olup ilgili sonuglar

Talo 3.1.’de verilmistir.
2.3.5. Sensoriin analitik uygulamalari: gercek ornekte glukoz analizi

Biyolojik sivi olarak kullanacagimiz, kandaki glukoz tayini i¢in 6 saglikli bireye
ait, glukoz degerleri 6zel hastane kosullarinda belirlenmis kanlar alinmigtir. Kan
serumundaki glukoz konsantrasyonunun sensoriin dogrusal calisma araligina getirilmesi
icin seyreltildikten sonra karar verilen en uygun sartlarda onerilen yontemle analizi

yapilmastir.
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BOLUM 3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. Sensoriin Spektral Karakterizasyon Calismalari

Sensériin 2,78.10° mM glukoz ¢dzeltisi varhiginda fluoresans siddeti dalga boyuna karst
Olciilmiis ve elde edilen spektrum taramasini gosterir grafik sekil 3.1°de verilmistir.

Grafikte de goriildiigii gibi Ayy: 211 nm Aem: 424 nm olarak belirlenmistir.

120 -

Fluoresans Siddeti

110
100 -
90 -+
80 4
70 4
60 4
50 4
40 A
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20 4i i
10 -

0

&

Sekil 3.1. Uyarma ve emisyon dalga boyu taramasi (2,78.10° mM glukoz varhginda)
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3.1.1. IR odlciimleri

FTIR spektrumunda 4000 cm ' - 400 cm dalga boylar1 araliklarinda yapilan
tarama sonucunda kaydedilen polimerik membranin fonksiyonel gruplar1 Sekil 3.2' de
verilmistir. Sonuclara gére 3395 cm™ da bulunan pik HEMA’ nin hidroksil grubunu,
2923 cm™ deki pik C-H bandini ve giilii olan 1716 cm™ daki keskin pik ise karbonil

grubunun varligin1 géstermektedir.
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101.0 2923.97

100.5 | 1606.68

100.0 |

14486

132240

95.5]

95.0]

94.46 4

1716.62
1236.73

895.98
942.71

837.57
748.00

650.64
1018.65

114521
1066.66

4000.0

T
3600

T
3200

T
2800

T
2400

T
2000

T
1800

T T T T T T
1600 1400 1200 1000 800 600
cm-1

Sekil 3.2.Sensorlin FTIR analizi

3.1.2. Yiizey ozellikleri

Polimerik membranin yiizey morfolojisi 2500x - 3000x kat biiyiitme faktorleriyle
gozlemlenmesi sonucunda homojen ve catlaksiz oldugunu gosteren SEM goriintiileri

Sekil 3.3, ve Sekil 3.4’te verilmistir.
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Sekil 3.3. lukoz sensér membranin SEM goriintiisii (2500 kat biiylitiilmiis)

AccV Spot Magn Det WD |
500kv/80 3000x SE 6.0

Sekil 3.4. Glukoz sensér membranin SEM gériintiisii (3000 kat biiyiitiilmiis)




3.2. Sensor Cevabina pH Etkisinin Arastirilmasi

Britton Robinson tampon ¢ozeltileri kullanilarak oda sicakliginda pH degerleri 3,0
- 9,0 arahinda ve 2,78.10° mM glukoz konsantrasyonunda ayri ayri hazirlanmis
cozeltilerle yapilan c¢alismalar sonucunda 6,5 — 7,5 araliklarindaki pH degerlerinde
fluoresans siddetinin artig gosterdigini, pH degeri 7°den fazla oldugunda ise fluoresans
siddetinde Sekil 3.4 'te goriildiigii gibi azalma meydana geldigi belirlenmis, maksimum
fluoresans siddetine pH: 7 de ulasildigindan ¢alismanin ilerleyen boliimlerinde pH: 7

tampon sistemi kullanilmistir.

Fluoresans Siddeti
N w H Ul D
o o o o o
1 1 1 1 1

[EnN
o
1

4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0
pH

Sekil 3.5. Fluoresans — pH grafigi
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3.3. Sensoriin Cevap Verme Siiresi

2,78.10° mM konsantrasyonundaki glukoz ¢dzeltisine karsi sensériin fluoresans
siddetinin zamana kars1 Olgiilmesiyle elde edilen grafik sekil 3.6 da verilmistir.
Grafikten goriildiigii gibi maksimum fluoresans siddetinin elde edildigi deger olan 3.
dakika calismanin devam eden asamalarinda fluoresans siddeti 6l¢timlerinin yapilacagi

siire olarak belirlenmistir.

Fluoresans Siddeti

i

838

0 2 3 5 7 Dakika (t)

Sekil 3.6. Sensoriin Cevap Verme Siiresi

3.4.Sensoriin Rejenarasyonu ve Yeniden Kullanilabilirligi

Sensoriin rejenerasyonu icin sadece saf su kullanilarak 3 dakikalik bir yikama ile
baslangigtaki fluoresans siddetinin elde edilebilir oldugu bulunmustur. Ayni1 zamanda
bu sekilde tek bir membran sensoriin 20 defa kullanilabildigi tespit edilmistir (%95

giiven araligi, n=7)

38



3.5.Kalibrasyon Arahgi, Tespit ve Tayin Sinirlari

Kalibrasyon grafiginin olusturulabilmesi amaciyla hazirlanmis olan glukoz igeren
cozeltilerin konsantrasyonlarina karsilik degisen fluoresans siddetlerinin grafige
aktartlmasiyla en uygun calisma araligi olarak 2,78.10% mM ve 5,56.10° mM
konsantrasyon aralig1 belirlenmis olup ilgili grafik sekil 3.7.” de gsterilmistir. 5,56.107
mM glukoz ¢o6zeltisi konsantrasyonundan daha biiyilk konsantrasyonlarda grafigin
dogrusallig1 bozulmakta olup bu degerler grafikte gosterilmemistir. Yonteme ait tespit
ve tayin smurlarmm belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada 5,56.10° mM
konsantrasyonlarinda hazirlanmis glukoz iceren pH: 7 tampon ¢ozeltisindeki 6 farkli

cozeltiyle yapilan calismada tespit ve tayin simrlari sirasiyla 0,89.10° mM

3,17.10"° mM olarak hesap edilmistir.

0,006

35
30 V= 24.40x + 4,889 /
2=
= 25 R?2=0,996
3 /
=
wr 20
w
c
o
g /
T 10 /
5
O T T T T T 1
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005
Glukoz Konsantrasyonu (mM)

Sekil 3.7. : Glukoz tayini i¢in olusturulan optik sensér membranin kalibrasyon egrisi

(A uy/em =211 nm/ 424 nm)
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3.6.Sensoriin Omrii

Sensoriin - kararliliginin  belirlenmesi amaciyla yapilan calismalar sonucunda
desikatorde karanlik bir ortamda bekletilen ve belirli zamanlarda sensoriin karar verilen
en uygun sartlarda gergeklestirilen fluoresans siddeti Glglim sonuglarinda baslangic

degerinden £%5 degisim gostermedigi siire 5 ay olarak belirlenmistir.
3.7.Girisim Yapan Maddelerin Etkileri

2,78.10° mM konsantrasyonuna sahip glukoz ¢ozeltisine belirli oranlarda yabanci
iyonlarin ilavesiyle hazirlanan ¢ozeltilerin fluoresans siddetleri 6l¢iilmiistiir. Fluoresans
siddetlerinde yabanci iyon icermeyen ¢ozeltinin fluoresans siddetinde £%35 degisiklige

sebep olan yabanci iyonlarin kabul edilebilir {ist limitleri Tablo 3.1' de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Girigim yapabilecek maddelerin kabul edilebilir iist limitleri
(2,78.10”° mM glukoz konsantrasyonu varliginda)

Yabanci1 Madde Kabul Edilebilir Ust Limit (mM)

Urik Asid 0,01

Askorbik Asid 0,01

Parasetamol 0,01
Maltoz 4,38.107
Fruktoz 5,56.10°
Galaktoz 5,56. 1073
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3.8. Sensoriin Analitik Uygulamalari: Gercek Ornekte Glukoz Analizi

Gergek degerleri onceden 6l¢iilmiis olan 5 ayr1 kan serumu alinarak kabul edilen
Olclim sartlarinda hazirlanmis olan kalibrasyon grafigi araligina girebilece8i bir
konsantrasyona seyreltildikten sonra sahit olarak 2,78.10° mM konsantrasyonunda
glukoz ¢ozeltisi kullanilarak gercek kan 6rneklerinin analizi yapilmistir. Tiim sonuglar
incelendiginde sensdr membran ile yapilan calismada bagil hata tablo 3.2°de

gosterilmistir.

Tablo 3.2. Ger¢ek Kan Orneginde Glukoz Analizi

Ornek No Gercek deger (mg/mL) Analiz Degeri (mg/mL) Bagil Hata (%)

1 79,00 77,28 2,18
2 82,00 81,72 0,34
3 88,00 83,89 4,67
4 116,00 112,07 3,39
5 105,00 100,18 4,59
6 112,00 108,98 2,70

Tablodaki veriler incelendiginde sensér membran ile yapilan ¢alismada bagil hata
oldukca diisiik olarak elde edilmis olup bu sensoriin gergek numunelerdeki glukoz

miktarinin belirlenmesinde tercih edilebilir oldugunu gostermistir.
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BOLUM 4. SONUCLAR

Yaptigimiz ¢alismada glukoz iyonunun analizi i¢in fluoresans veren yeni bir optik
sensOr gelistirilmistir. Literatiirde yapilan c¢alismalarla kiyaslandiginda gelistirdigimiz
yontemin segiciligi yiiksek, daha hizli, daha hassas, ekonomik ve yiiksek performansa
sahip ve ayn1 zamanda kullanilan materyalin kolay hazirlanabildigi bir yontem oldugu
gbzlemlenmistir.

Elde edilen sonuglari maddeler halinde siralayacak olursak;

v" Sensor olarak kullanilanacak polimerik membran kimyasallardan, PEG-DA,
HEMA, VPBA, DMPA kullanilarak UV 151k altinda sertlestirilerek elde edilmis
olup 5 dakika gibi kisa bir siirede hazirlanmstir.

v" Polimerik membranin yiizey morfolojisi incelendiginde homojen, piiriizsiiz,
gozeneksiz ve ¢atlaksiz bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir.

v" Spektral karakteristikler incelendiginde sensoriin 211 nm uyarma dalga boyunda
ve 424 nm emisyon dalga boyunda fluoresans siddeti verdigi ve glukoz
varliginda fluoresans siddetinin arttig1 gézlemlenmistir.

v' Sensoriin glukoz varhiginda maksimum fluoresans siddetine ulastigi pH
degerinin 7 oldugu ve cevap verme siiresinin de 3 dakika oldugu bulunmustur.

v' Sensoriin rejenerasyonu amaciyla sadece saf su ile yapilan 3 dakikalik bir
yikama igleminin yeterli oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda tek bir membranin
20 kez kullanilabildigi gézlenmistir.

v Sensdriin ¢alisma araligi olarak 2,78.10* mM -5,56.107 glukoz konsantrasyonu
bulunmus olup tespit ve tayin smirlar sirasiyla 0,89.10 ° mM ve 3,17.10° mM
olarak hesaplanmistir. (n=7 ,%95 giiven araliginda).

v" Sensoriin 5 ay boyunca kararli bir sekilde saklanabildigi ve bu siire zarfinda
baslangictaki fluoresans siddetinde anlamli bir degisme olmadig1 goriilmiistiir.

v" Sensoriin segiciliginin belirlenmesi amaciyla girisim yapabilecek iyonlarin kabul
edilebilir iist limitleri Askorbik Asid, parasetamol ve iirik asid i¢in 0,1 mM,
maltoz i¢in 4,38.10'3 mM, galaktoz ve fruktoz ig¢in 5,56.10'3 mM olarak
bulunmustur.

v' Gelistirilmis olan sensériin gercek oOrneklere uygulanabilirligi gercek kan

ornekleri lizerinde denenmis olup klinik sonuglariyla kiyaslandiginda % 0,34 -
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% 4,67 hata araliginda sensoriin gercek Orneklere uygulanabilir oldugu

gorilmiistiir.

Sonug olarak gelistirdigimiz yontem seciciligi yiiksek, kolay hazirlanabilir analiz
materyali, hizli, hassas, gilivenilir ve ekonomik bir yontem olup bu alanda
gerceklestirilen sinirli sayidaki calismalara katkr saglamakla birlikte alternatif olarak da
bu konuda yapilacak diger ¢alismalara yol gosterici mahiyettedir.

Calismamizdan elde edilen calisma verileri “Development of photopolymerized
fluorescence sensor for glucose analysis” adiyla Sensors & Actuators B adli derginin

2013 yil1 181. Cildinin 187. — 193. Sayfalarinda yayinlanmaistir.
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