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Yiiksek Lisans Tezi
Coklu Enzim Esash Biyosensor Gelistirilmesi
T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

OZET

Giiniimiizde trigliseridlerin tayininde titrimetrik, kromatografik ve enzimatik
birgok yontem kullanilmaktadir. Ancak bunlar 6zel ekipmanlar, uzman personel
gerektiren zaman alict sistemlerdir. Biyosensorler, analitik 6l¢lim sistemlerinin,
enzimler gibi biyolojik malzemelerle birlesmesinden olusan biyoanalitik cihazlardir.
Biyosensorler, tayin edilebilecek maddeler agisindan ekonomik, pratik, hassas ve
spesifik Olgiimlere imkan vermelerinden dolay:1 trigliseridlerin analizlerinde diger
yontemlere gore daha avantajlidirlar.

Bu caligma kapsaminda, transferazlardan Gliserol kinaz, oksidoreduktazlardan
Gliserol-3-fosfat oksidaz ve hidrolazlardan Lipaz enzimleri kullamilarak, secilen
immobilizasyon materyalleri ile hazirlanan ii¢ enzimli biyosensoriin optimizasyon,
karakterizasyon ¢aligsmalar gergeklestirildi ve uygulanabilirligi incelendi.

Uc enzimin 6n denemelerle belirlenen miktarlarim1  kapsayan fosfat
tamponundaki karisima Adenozin Trifosfat (ATP) eklenerek camsi karbon elektrot
ylizeyine jelatin, sigir serum albumini (BSA) matriksleri ve glutaraldehit capraz
baglayicis1 yardimiyla tutuklandi. Boylece elektrot yiizeyinde biyoaktif tabaka elde
edildi. Hazirlanan ¢oklu enzim biyosensorii (CEB) i¢in substrat olarak 100 mM, pH 7.0
fosfat tamponu icinde gum arabik ve triton X-100 varliginda triolein ¢ozeltisi
hazirlandi.

Hazirlanan CEB’in biyoaktif tabaka bilegenlerinin optimizasyon ¢alismalarinda;
jelatin ve BSA miktarlar1 ve glutaraldehit yiizdesi optimum degerleri sirastyla 1.5
mg/cmz, 1 mg/cm2 ve % 2.5 olarak belirlendi. CEB’in reaksiyon kosullarinin optimum
pH ve sicaklik degerleri sirasiyla 7.0 ve 40 °C olarak tayin edildi. Hazirlanan CEB’in
triolein substrati kullanilarak, lineer tayin araligi, degisen substrat derisimine karsi
belirlenen akim siddeti (Al) farki ile hazirlanan kalibrasyon grafiginden bulundu.
Optimizasyon ve karakterizasyonu tamamlanan CEB’in trigliserid tayininde

kullanilabilirligi test edildi.
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Master Thesis
Development of multi enzyme based biosensor
Trakya University Institute of Natural Sciences

Chemistry

ABSTRACT

Nowadays, there are several titrimetric, chromatographic and enzyme based
methods used for the determination of triglycerides. However these systems require
special equipments, experienced personel and takes much time.

Biosensors are bioanalytical devices which are the combination of analytical
instruments and biological materials like enzymes. Biosensors are more advantageous
than other methods because of their capability of economical, practical and specific
determination of triglycerides.

In this master thesis, charachterization, optimization and operationability of the
three-enzyme biosensor which is prepared with glycerol kinase from transferases,
glycerol-3-phosphate oxidase from oxidoreductases and lipase from hydrolases with the
help of chosen immobilization materials, are studied.

Adenosine triphosphate (ATP) was added to the mixture of three enzymes in
phosphate buffer which were pre-studied for their amounts and then immobilized on to
the surface of glassy carbon electrode with the help of gelatin, bovine serum albumin
(BSA) and glutaraldeyde crosslinker. Bioactive layer was created in the end of this
process. Triolein solution was prepared in 100 mM pH 7.0 phosphate buffer in the
presence of gum arabic and triton X-100 as a substrate for the multi enzyme biosensor
(MEB).

In the optimization studies for the bioactive layer components of the prepared
MEB, the optimum amounts of gelatin, BSA and glutaraldehyde was calculated as 1.5
mg/cm?, 1 mg/cm? and % 2.5 respectively. Optimum pH and temperature of the reaction
of MEB was determined as 7.0 and 40 °C, respectively. Lineer range of triolein for the
prepared MEB was found from the calibration graphic between several substrate
concentration and A Current. After optimization and charachterization of the MEB, its

operationability in triglycerides was also tested.



Year 12013

Number of Pages 1 66

Keywords : Lipase, Glycerol kinase, Glycerol 3-phosphate oxidase, Multi

enzyme biosensor, Triolein

vi



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca benden tecriibesini ve bilgisini esirgemeyen,
cok degerli saym hocam Prof. Dr. Ayten Sagiroglu’na tesekkiir ederim.

Bu ¢alisma boyunca bana ¢alismamin her asamasinda yardimci olup yol
gbsteren agabeyim Ars. Gor. Dr. Hakki M. Ozcan’a ve laboratuvar arkadaslarima,

Bugiinleri gormemde bana en biiyiik katkiy1 saglamig olan ve benden maddi
manevi higbir destegi esirgemeyen anneme ve babama,

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim...

Bu ¢alisma, TUBAP 2012/195 no’lu proje kapsaminda gergeklestirilmistir.

vii



ICINDEKILER

OZET ...ttt ettt b bbbt bbbt bbb ee i
ABSTRACT ...ttt ettt st il
TESEKIKUR. ..ottt et ee s e e eeseeteses e e eaeeeeeeseesaes v
SIMGELER DIZINIL........coooooiiiiiiiiiiiiiniince e ix
SEKILLER DIZINI......cooooiiiiiiiioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeetee e X
TABLOLAR DIZINIL.......cooooiiiiiiiiiiiiiccnceeceece e Xi
BOLUM L...ccoooiiiiiiiiiiiici et 1
GIRIS ... 1
BOLUM 2....ccoooomiiiiiieniecise et 3
2. KURAMSAL TEMELLER.......cccoiiiiiiiiiiitee et 3
2.1, BIYONSENSOTICY........ccooiiiiiiiiiieee ettt e a e s e snraeenes 3
2.1.1. Biyosensorlerin Yapisi Ve Fonksiyonu............ccc.cccoooiiiiiiiiiiniineee 3
2.1.2. BiyobileSenler.............cooooiiiiiiiii e e 4
2.1.2.1. Enzim Biy0oSensOTIeri.......cccouiriiieiiieiiieiiee ettt 5
2.1.2.2. Dok BiyOSENSOTICTI....c..eeeieeiieiieeieeieetiece ettt 5
2.1.2.3. Mikrobiyal BiyOSenSOTIeT.........cccoeiiieiiieiecie ettt 6
2.1.2.4. DNA BiyOSENSOTICTI.....cccueeuieiieeieeiieeie e eie et eseie ettt seee e 7
2.1.2.5. IMMUNOSENSOIIET. ..........cevvreceeeeeeeieeeeeee et nnenans 7
2.1.3. Fiziksel BileSenler..................oooooviiiiiiiiiiiiiiiee ettt e 8
2.1.3.1. Elektrokimya Temelli Biyosensorler...............cccccccoocviiniiiiiiinninineenee. 8
2.1.3.1.1. Amperometrik BiyoSensOrler.........cccocveviiviieeiieiieiieeie e 9
2.1.3.1.2. Potansiyometrik BiyOSenSOTIer.........cccveeviecrieriierieeieereeieeeee e 10
2.1.3.1.3. Yari Iletken Temelli BiyoSensOrler..........cooovvevevevvveceeeeeeieeeeeevereneenns 10
2.1.3.2. Optik Temelli Biyosensorler................cccooovvviviiiniiiieniiiieieceiee e 10
2.1.3.3. Piezoelektrik Temelli Biyosensorler..............ccccccooooiiiiiiiiiiiniiniiinee, 10
2.1.3.4. Kalorimetri Temelli Biyosensorler.................cccccooviiiiniiiinciieiniieencieenieene 11
2.1.4. Biyobilesenlerin Immobilizasyonu....................c.cccoocovveivivieeeeeeeeeeeeeen, 11
2.1.4.1. Biyosensorlerde Aranan Ozellikler......................ccccccooovvevvniereieieennn. 13
2.1.5. Biyotabaka BileSenleri...............ccoccoiiiiiiiiiiiiii e 15
2.1.5.1. immobilizasyonda Kullanilan Enzimler...................c.cccoccoovvevvvevennncnnn, 15

viii



2 15110 LAPAZ.niiniiiiiiiect ettt 15

2.1.5.1.1.1. Candida rugoSa Lipazi...........ccccevverrerieieieieieieeeeeeeee e 16
2.1.5.1.2. GliSErol KiNazZ......ccueevuieeeiieiieiiece ettt 18
2.1.5.1.3. Adenozin 5 -TrifOosfat........cccoeeeeiieiieee et 19
2.1.5.1.4. Gliserol 3-fosfat OKSidaz............cocevevenenienienieiiiiiiiecencceeeeeeee 20
2.1.5.3. immobilizasyon Materyalleri...................cccocovveuereereeereeeeereerseenes 20

2 153010 JRIAtN ettt 20
2.1.5.3.2. GlutaraldeRit...........cccoeiiiiiiiiiiiiieeeee e 21
2.1.5.3.3. S1gir Serum Albumini (BSA).......cceoveviiiiieiieeeeeeeeeeeeeee e 22

2.2. Trigliserid Substratlar: ve Yiizey Aktif Maddeler.....................coceriinnnnnnne. 23
2.2.1. Gum Arabik (Arap ZamKI).........cocccooiiiiiiiiiii e 24
2220 Triton X-T00......c.ooiiiiiiiie ettt 24
BOLUM 3....oiiiiiiiieies ettt 25
MATERYAL VE METOTLAR ..ottt 25
Bd . Materyaller....... ..ot st 25
3.1.1. Kimyasal Maddeler................coooiiiiiiiiii e 25
3.1.2. Kullanilan CIhazlar................coooiiiiiiiiiiiieccecec e 25
3.1.3. Hazirlanan Cozeltiler.........................oooiiiiii e 25
3.1.3.1. Substrat Cozeltilerinin Hazirlanmasi..............ooooveeeeeieieiieiieeeeeeieee e 26
3.1.3.2. Enzim Cozeltisinin Hazirlanmast............ccooeeioeiieiiieiiee e 26
B2IMEEOLIAT ......coeiiiiiiii ettt st ettt eaneeree 27
3.2.1. Biyosensoriin Calisma Prensibi................cccocovviiiiiiiiniiinece e, 27
3.2.2. Biyosensor Hazirlanmasi...........c..cccooiiiiiiiiiiiiiieec e 28
3.2.3. Biyosensoriin Olgiim Prosediirii....................ococoevoveveieieeenceeeeeeeeeen, 30
3.2.4. CEB’in immobilizasyon Parametrelerinin Optimizasyonu...................... 33
3.2.4.1. Biyosensor Cevabina Jelatin Miktarinin EtKisi.........ccccoveveieninieniennnne. 33
3.2.4.2. Biyosensor Cevabina Glutaraldehit Yiizdesinin Etkisi............ccceeuenneene. 33
3.2.4.3. Biyosensor Cevabina BSA Miktarinin EtKisi.......c.cccoecveiieniiniiiniienn, 34

3.2.5. Biyosensoriin Calisma Kosullarinin Optimizasyonu.................c.cccccveeneen. 34
3.2.5.1. Optimum Sicakligin Belirlenmesi.........cccceeeeeeiienieniriieeiieeeeeeeee e 34
3.2.5.2. Optimum pH’1n Belirlenmesi..........cccoevieriiniieiieieieeeeeee e 35
3.2.5.3. Optimum Tampon Konsantrasyonunun Belirlenmesi.............cccccoe.e...... 35

X



3.2.6. Biyosensoriin KaraKterizasyonu..............ccocccoooiiiiiiiiniiiiiiienie e 35

3.2.6.1. Biyosensdriin Lineer Olgiim Araliklart............ccoovovevevevcervereceernennns 35

3.2.6.2. Biyosensdriin Islem Kararliligl............cooovvevveevevceeeeeeceeeeceesenee e, 36

3.2.6.3. Biyosensor Cevabinin Tekrarlanabilitligi.........cccccoeevevieieeiienieninee 36
BOLUM 4.....ccooooiiiiiiiice e 37
DENEY SONUCLARI VE BULGULAR.........cccocociiiiiiiiiiieceeeeneeeeieene 37
4.1. Biyosensoriin Hazirlanma Kosullarimin Optimizasyonuna Ait Bulgular........ 37
4.1.1. Biyosensor Cevabina Jelatin Miktarimin EtKisi.....................c.cooe 37
4.1.2. Biyosensor Cevabina Glutaraldehit Yiizdesinin................c...cccccoocininnne 38
4.1.3. Biyosensor Cevabina BSA Miktarinin Etkisi EtKisi.................cccccoce. 39
4.2. Biyosensoriin Calisma Kosullarimin Optimizasyonuna Ait Bulgular................ 40
4.2.1. Optimum S1CAKIIK............occiiiiiiiiiiiecee et 40
4.2.2.0ptimum PH.....ooooii e et 41
4.2.3. Optimum Tampon Konsantrasyonu................ccoccoiiiiiiiiiiniiiiniienie e 41
4.3. Biyosensoriin Karakterizasyon Calismalarma Ait Bulgular.............................. 42
4.3.1. Trioleinin Lineer Calisma AraliKlari........................ocoooiiiiiiiieeeeeee, 42
4.3.2. Biyosensoriin Islem Kararlli@1..................coco.coooovvoiiioiiiieieeeeeeeeeeeeeans 43
4.3.3. Biyosensor Cevabinin Tekrarlanabilirligi...................... 44
BOLUM 5....ooiiiiiiesiie ettt 45
SONUCLAR VE TARTISMA L. .......oiiiiiiiiiiietee ettt 45
KAYNAKLARG ...ttt ettt st ettt sbe e 50
OZGECMIS......ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt eenan 55



SIMGELER DiZiNi

ATP : Adenozin trifosfat

BSA : S18ir serum albumini (Bovine Serum Albumin)
CEB : Coklu enzim biyosensorii

GPO : Gliserol 3-fosfat oksidaz

GK : Gliserol Kinaz

LP : Lipaz

MEB : Multi enzyme biosensor

TG : Trigliserid

TO : Triolein

U : Unite

X1



SEKILLER DiZINI

Sekil 2.1. Biyosensor bilesenlerinin sematik gOSterimi........oceeveeeeeeriienienieeie e, 3
Sekil 2.2. Enzim biyosensoriniin ¢aligma i1KeSi..........cccveevieviierieniiniieieeeesie e 9
Sekil 2.3. immobilizasyon ydntemlerinin sematik gosterimi..............cccoevverrevveerreeennnn. 12
Sekil 2.4. Kobay pankreatik lipazinin 3 boyutlu yapisi.........cceeeveeiereercieeceeneenie e, 15
Sekil 2.5. C. rugosa’nin {i¢ bOyULIU YaPIST.....c.eecveecieriiiiieiieriecie et eee e 17
Sekil 2.6. Lipazlarin genel hidroliz reakSiyonu...........ccceeoveverieniiriieninieiccieieseeseeiene 18
Sekil 2.7. GK enziminin katalizledigi fosfat transferi............cccocceeeivivieniiniiiiieeeene, 18
Sekil 2.8. Adenozin trifosfatin YapiSL.....cccccveevieriieiiiiii et 19
Sekil 2.9. Gliserol 3-fosfatin DHAP’a yiikseltgenmesi.........ccccccvevvereenieecieenieeseeeeene, 20
Sekil 2.10. Jelatinin YapISTe....eeoueeriieeieeieeeieeeteete et et e seteeee ettt e st e eeeeeeeseesseeenseeseens 21
Sekil 2.11. Glutaraldehitin formiilil...........c.coovvieiiiiiiiii e 22
Sekil 2.12. BSA nin 1i¢ boyUtlu Yap1SL....ccoeieiieiieiieece e 23
Sekil 3.1. Biyosensor biyotabakasinda olusan reaksiyonlarin mekanizmasi.................. 28
Sekil 3.2. Camsi karbon elektrot tizerine tutuklanmis ¢oklu enzim sistemi.................... 30
Sekil 3.3. Reaksiyonda kullanilan elektrotlarin dizilimi...........ccoeeceeniiniiiiiinieieee 31
Sekil 3.4. CEB ile hazirlanan dGizenek............ccccooovoieiiiiiiiiiiieee e 32
Sekil 4.1. Jelatin miktarinin biyosensor cevabi iizerine etkisi.........cocceveeeviieceerieenienne. 37
Sekil 4.2. Biyosensor cevabina glutaraldehit yiizdesinin etkisi..........coccoevoeeriercieenennen. 38
Sekil 4.3. Biyosensor cevabina BSA miktarinin etkisi.........ccceeveviveenienieneneeniencene 39
Sekil 4.4. CEB’in sicaklik - bagil aktivite (%) grafigi.......ccccevevvievinenineniinieicncneee 40
Sekil 4.5. CEB’in pH - bagil aktivite (%) grafigi..........ccccevveeeviieviieiieeieeieeceeeeeie s 41
Sekil 4.6. CEB’in optimum tampon konsantrasyonu grafigi...........cccccceevverveevrenreennenns 42
Sekil 4.7. CEB i¢in trioleinin lineer ¢aligma araliklart grafigi..........cccoevvevviecieecieennnennen. 43
Sekil 4.8. CEB’in iglem Kararlili@l..........cccoooeviiiiiiiiiieiececeeeeeeee e 43

X1l



TABLOLAR DIiZiNi

Tablo 2.1. Biyosensor bilesenlerinin iGeriGi........ccoeevierreereerrieirieriieseeeeeesreesseeseesneeseens 4
Tablo 3.1. Substratlarin hazirlanma prosediirii...........c.ceceereervieeciieceeriereecee e 26
Tablo 3.2. Biyonsensoriin hazirlanma prosediirii.........coceveevveneeiienenieninienenieneeene 29
Tablo 4.1. CEB’in deney sonuglariin tekrarlanabilirli@i...........cccoecveeevieviienieneenirenenns 44

Xiil



BOLUM 1

GIRIS

Tim canlilar yasadiklar1 ortamdaki degisimleri algilayip yasamlarini devam
ettirebilmek i¢in degisimlere ayak uydurmak zorundadirlar. Bu algilama mekanizmasi
biyosensorlerin in vitro (hiicre disi) uygulamalari igin temel olusturmustur [1].

Canlilarla ilgili mesajlar1 algilamay1 saglayan sistemlerin, fiziksel analiz
sistemleriyle birlestirilmesiyle biyosensorler olusur. Biyosensorler fizikokimyasal analiz
sistemleri ve biyolojik materyallerin birlestirilmesi ile olusan analitik sistemlerdir.
Biyosensorlerde biyolojik sistemin yiiksek spesifikligi ile fiziksel analiz sisteminin tayin
duyarlilign bilestirilmistir. Cok sayida biyoorganik molekiill ve baz1 inorganik
molekiillerin analizinde kullanmak amaci ile bir¢ok biyosensér gelistirilmistir.
Gilinlimiizde biyosensorler, 6zellikle saglik basta olmak {izere; cevresel analizlerde,
askeri sahada, gida, farmasdtik ve kimya endiistrilerinde kullanilmaktadir [2].

Clark ve Lyons’un 1962 yilinda kan 6rneklerindeki glukoz konsantrasyonunun
belirlenmesi icin fiziksel 6l¢iim sistemi olarak amperometrik oksijen elektrodunu ve
algilayict sistemi olarak glukoz oksidaz enzimini kullanarak hazirladiklar: sistem,
tamimlanan ilk biyosensordiir [3]. Canli yagaminin énemli unsurlarindan olan gérme,
isitme, tat alma, koklama, dokunma gibi algilama mekanizmalari, dogal ve en
milkemmel biyosensorik sistemler olarak diigtiniildiikleri i¢in biyosensor ¢aligmalarina
giizel drnekler olusturmaktadirlar. Klasik elektrokimya ile sadece katyon ve anyonlari
belirleyen sensorler hazirlanabilirken, sisteme biyomateryalin de katilmasiyla diger
bir¢ok maddenin tayini de miimkiin hale gelmistir.

Biyosensorler; tip, tarim, gida, eczacilik, ¢evre kirliligi ve bir¢ok endiistriyel
aktivitede 6zellikle otomasyon, kalite kontrolii, durum tespiti ve enerji saklanmasinda
cok onemli rol oynarlar. Ayrica, gida maddeleri, metabolitler, vitaminler, antibiyotikler,
ilaglar gibi organik maddeler, bazi anorganik bilesikler, enzimler, viriisler ve

mikroorganizmalarin tayinlerinde de kullanilirlar [4].



Yag asitleri ve gliseroliin birlesmesiyle olusan trigliseridler dogal yaglar olarak
da tamimlanabilirler ve bitkisel ve hayvansal yaglarim ana bilesenini olustururlar.
Hayvansal trigliseridler, oda kosullarinda kati halde bulunurken bitkisel olan
trigliseridler oda kosullarinda sivi goriiniimde olurlar. Trigliseridler deri tabakasinin
hemen altinda olusur. Olusumlar1 giinliik enerji ihtiyacinin karsilanmasindan sonra
geriye kalan maddelerin depolanmasi seklinde gerceklesir. Karaciger bolgesinde
iiretilmekte olan trigliseridler, bagirsagin emdigi besinlerin esterlesmesi sonucunda
meydana gelir. Viicudumuzda besin ve enerjinin depo sekli olan trigliseridler viicuda
alinan ancak yakilamayan besinlerin fazlalarindan, organlarin etrafinda ve deri altinda
biriktirilerek olusturulurlar. Canlilarda deri altinda birikerek viicut 1sisinin korunmasini
sagladiklar1 gibi organlarin etrafinda birikmeleri ve bu organlarin darbelerden daha az
etkilenmelerini saglamalari, iyi bir enerji deposu olmalari ve bazi vitaminlerin depo
edilmelerinde 6nemli gorev iistlenmelerinin yanisira trigliseridler fazla alindiklarinda
ise baz1 metabolik aksakliklara, ateroskleroz ve dolayisiyla koroner kalp hastaliklarina
da sebep olurlar. Bu sebeple insan kanindaki trigliseridlerin miktari tespit edebilmek
cok onemlidir.

Bu yiiksek lisans tezi ¢aligmasiin amaci; trigliseridlerin hidrolizinden sorumlu
birbirine bagli olarak calisgan enzim sistemlerinin kullanimiyla trigliserid tayinine
yonelik kolay, ucuz, pratik uygulama olanakli, giivenilir ve hassas ¢oklu enzim esasl
biyosensor hazirlanmasi, optimizasyonu, karakterizasyonu ve 6rneklerde TG tayininde

uygulanabilirliginin incelenmesidir.



BOLUM 2

KURAMSAL TEMELLER

2.1. Biyosensorler

2.1.1. Biyosensorlerin Yapisi ve Fonksiyonu

Biyonsensorler biyobilesenler ile fiziksel bilesenlerden olusurlar ve temel
olarak; analiz edilecek maddenin biyosensor yilizeyindeki biyobilesenle etkilesime
girmesi sonucu, fiziksel bilesen (transduser) yiizeyinde analit miktariyla orantili bir
sinyalin olusumu ve bu sinyalin 6l¢iim cihazina iletilmesi ilkesine dayanir.

Biyosensorlerde biyobilesen olarak enzimler, mikroorganizmalar, bitkisel ve
hayvansal dokular, reseptorler, antikorlar ve niikleik asitler kullanilabilir. Analiz
edilecek molekiile uygun olarak bir biyobilesen ve analitin doniisiimii sonucunda olusan
elektrokimyasal, optik ya da gravimetrik sinyali elektriksel sinyale c¢eviren uygun bir
transduser secilmelidir. Transduser ve biyobilesen birbirine uygun fiziksel ya da
kimyasal yontemle baglanabilir [5]. Sekil 2.1°de bir biyosensor sisteminin birimleri

sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Biyosensor bilesenlerinin sematik gosterimi [6]

Gilinlimiizde biyosensorler; biyobilesen ve transduser olarak pek cok farkli

maddeyi ve sistemi igermektedir. Bunlarin en énemli olanlar1 Tablo 2.1°de verilmistir.



Tablo 2.1. Biyosensor bilesenlerinin igerigi

Analit Biyobilesen Sinyal Iletici Sistem
Elektrokimyasal Esash
Metaller Amperometri
Hormonlar Enzimler Potansiyometri
Enzim - Koenzimler Antikorlar Yari iletken esash
Substrat Hiicre - doku kesitleri Optik esash
Aktivatdr — Inhibitér | Mikrorganizmalar Fotometri esasl
Antikor- Antijen Niikleik asitler Fluorometri esasl
Niikleik asit Lipidler Biyoliiminesans
Mikrorganizmalar Hiicre organelleri Piezoelektrik
Viriisler Reseptorler Kuartz kristal mikrobalans

2.1.2. Biyobilesenler

Biyosensorlerin yapisinda yer alan biyobilesenler genellikle biyoreseptor olarak
adlandirilir. Bunlarin i¢inde en yaygin olarak kullanilanlar1 enzimler ve antikorlardir.
Enzim-substrat ve antikor-antijen arasindaki etkilesimin ilk adimi analitlerin protein
molekiillerine baglanmasidir. Hidrolazlar disindaki enzimler koenzim yoklugunda
sadece substrati kendilerine baglarlar. Aynit durum inhibitérler i¢in de gecerlidir. Son
yillarda gelistirilen katalitik antikorlar yalnizca antikoru baglamakla kalmaz kimyasal
bir doniisimii de katalizlerler. Tek bir enzimle istenilen maddenin analizi
gergeklestirilemiyorsa ikili veya l¢lii enzim sistemlerinin biyolojik bilesen olarak
birlikte kullanilmasiyla bienzim ve multienzim sistemleri olusturulur. Ornegin; kreatinin
amino hidrolaz, kreatin amino hidrolaz ve sarkonin hidrolaz, kreatinin tayini igin, L-
malat dehidrojenaz ve salisilat hidrolaz malat tayini i¢in ve glukoz-6-fosfat dehidrojenaz

ve salisilat hidrolaz, glukoz-6 fosfat tayini icin birlikte kullanilmistir [7].



2.1.2.1. Enzim Biyosensorleri

Biyosensor teknolojisinin tarihsel ge¢misine bakildiginda bu alandaki ilk
caligmalarin enzim sensoérleriyle 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 bakimindan avantajli ancak saf enzimin
pahali olusu da dezavantajhidir.

Temel bilimlerdeki ilerlemeler enzimlerin yani sira diger biyolojik materyallerin
fonksiyonlarinin da ¢ok daha ayrintili bir sekilde ortaya ¢ikarilmasia imkan vermistir.
Bu ilerlemelerin dogal bir sonucu olarak farkli biyolojik materyallerin ve iletim
sistemlerinin kombinasyonuyla ¢ok cesitli biyosensorler gelistirilmis ve gelistirilmeye
devam edilmektedir. Bugiinkii sonuca bakildiginda, hangi temel iletim sistemi sz
konusu olursa olsun pratik ve ticari uygulamalarda enzim elektrotlarmin biiyiik bir
istiinliigi géze carpmaktadir. Ancak elektrokimyasal esasli olanlarin tartisilmaz bir
agirhigr s6z konusudur. Bu sonugtaki 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 preparatinin bulunabilirligi ve bu saynin her
gecen giin ylikselmesi enzim sensorlerinin tartisilmaz iistiinliigliniin devam edeceginin

bir gostergesidir [1, 2].

2.1.2.2. Doku Biyosensorleri

1981°de ilk defa bitki dokusu temelli elektrot hazirlanmasindan itibaren, bir¢ok
bitki dokusu temelli biyosensor gelistirilmistir. Bitki doku materyalleri kullanilarak
olusturulan biyosensdrler, izole enzimlerle olusturulan biyosensorlere bir alternatiftir
[8]. Hayvansal ve bitkisel dokularin ve organellerin kimi enzimlerce 6zellikle zengin
oldugu bilinmektedir. Iste bu enzimlerin izole edilmis preparatlar1 yerine dogrudan
yogun bulunduklari bu kaynaklar biyosensor hazirlanmasinda kullanilir [1].

Doku biyosensorlerinde enzimin saflagtirilmasi gerekliligi ortadan kalkar, ayrica
doku biyosensorleri baz1 enzimler i¢in dogal ortamda artan kararlilik ve diisiik maliyet

gibi avantajlara sahiptirler [9].



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

edilerek hazirlanir. Boylece difiizyon problemi de azaltilmis olur [1].

2.1.2.3. Mikrobiyal Biyosensorler

Saflastirllmis enzimler yiiksek spesifik aktivitede olmalarina ragmen pahali ve
kararsiz  olmalar1  biyosensér alaninda  uygulamalarint  simirlandirmaktadir.
Mikroorganizmalar ise biyosensorlerin biyoaktif tabaka materyalleri olarak pek cok
avantaja sahiptirler.

Bugiin bir Esherichia coli hiicresinde bile 3000’den fazla enzim bulundugu
kabul edilmektedir. Gelismis hiicrelerdeki enzim sayisinin ¢ok daha fazla olacagi
aciktir. Saf enzimlerle gerceklestirilen biyotransformasyon reaksiyonlari elbette bu
enzimi igeren hiicre ile de gerceklestirilebilir. Bunun i¢in ana kosul hedeflenen
biyotransformasyon reaksiyonunun hiicrenin icerdigi diger enzimler tarafindan
etkilenmemesidir. Simdiye kadar bilinen enzimlerin % 90’1ndan fazlas1 hiicre i¢idir. Bu
bakimdan, hiicre i¢i enzimlerin kaynagi olarak biitiin hiicrelerin kullanimi, cesitli
endiistriyel islemlerde saflastirilmis enzimlere daha iyi bir alternatif olarak
gosterilmektedir. Biyosensorlerde enzim kaynagi olarak mikroorganizmalari kullanimi
enzim saflastiritlmasinin uzun ve pahali islemlerini gerektirmez, enzimler dogal
cevresinden ayrilmadigindan daha uzun siire aktivitelerini kaybetmeden durabilir ve
agir metaller gibi distan gelen toksiklerin inaktivasyonundan korunurlar. Ancak
mikroorganizmalarin biitiin hiicreler olarak kullanildig1 biyosensorler, enzim esash
biyosensorlerle karsilagtirildiginda daha yavas biyosensor cevabi vermektedir. Bunun
sebebi hiicre ¢eperi boyunca analitin ve lriinlerin diflizyonudur. Analitlerin hiicre
zarindan diflizyonunu Onleme yollarindan biri gegirgen hiicreler kullanmaktir. Bu
hiicreler, donma ve erime gibi fiziksel, organik ¢oziiciiler ve temizleyiciler ile kimyasal
ve lizozim ya da yiin kreatini ile enzimatik yollarla gecirgen hale getirilebilirler. En
yaygin yontem, toluen, kloroform, etanol ve biitanol gibi organik ¢oziiciiler veya Na
deoksikolat, digitonin gibi ylizey aktif maddeler kullanarak kimyasal yolla hiicreleri
gecirgen hale getirmektir. Bu gibi kimyasal muameleler, hiicre membranlarindan
lipidlerin bazilarmin uzaklastirilmasiyla c¢ok kiiclik porlara yol acar, hiicrenin ig

kismindaki enzimler gibi makromolekiiller bilesiklerin 6nemlilerini tutarken hiicre



membranindaki kiiciik molekiiller analitlerin serbest difiizyonuna izin verir. Ancak bu
yollarla hiicre zarmin daha gegirgen hale getirilmesi hiicreye zarar verebilir ama yine de
hiicre i¢i enzimlerin kaynagi olarak kullanilabilirler [10].

Mikrobiyal biyosensdrlerde o6l¢iimiin esasi, mikroorganizmalarin  dlglimii
yapilacak olan analiti bir karbon kaynagi olarak enzimleriyle metabolize ederek
solunum aktivitesinin Olgiilmesi esasina dayanir. Bu nedenle ¢6ziinmiis oksijen
elektrodu mikrobiyal sensorler i¢in en yaygin transdiiserlerdir. Bunun diginda CO;
elektrodu, NHj; elektrodu, cam elektrod ve termist6r de kullanilmaktadir.

Mikrobiyal biyosensdrlerin birgok uygulama alani vardir ama en yaygin olarak

gida ve ¢evre analizlerinde kullanilirlar [1].

2.1.2.4. DNA Biyosensorleri

Biyosensor tasariminda kullanilan dizi tanima yiizeyleri, analitik kimya alaninda
yeni ve ilgi c¢ekicidir [11]. Bu tiir tanima ylizeyleri, sahip oldugumuz bilinen
elektrokimyasal biyosensorlere yeni boyutlar kazandiracak ve gelecekte doktor

gbzetimindeki analizlerde 6nemli bir rol oynayacaktir [12].

Tanmima yiizeyi olarak DNA’nm kullanildig1 biyosensdrlere DNA biyosensorleri
adi verilir [13, 14]. DNA tanmima yiizeyleri, dizisi belli hibridizasyon olaylarinin
izlenmesinde [15,16] veya bu ylizey ile etkilesime giren analizlenecek maddelerin

(karsinojen maddeler, ilaglar, vb.) tayininde kullanilabilir [17].

2.1.2.5. immiinosensorler

Yiiksek sec¢imlilikteki antijen-antibadi etkilesiminden yararlanilarak hazirlanan
biyosensorler immunosensorlerdir. Her iki bilesik de digerinin analizi igin biyolojik
bilesen olarak kullanilabilir. Bu tip sistemler antijen-antibadi etkilesimine dayandigi
icin milkemmel segicilige sahiptirler.

Immunolojik sensérler ile hiicreler, sporlar, toksinler, mikroorganizmalar, viriisler,
pestisidler ve endiistriyel Kkirleticiler analizlenebilir [18, 19]. Immunosensdrlerde

elektrokimyasal, optik, kiitle ve termal 6zellikli fiziksel bilesenler kullanilabilir [20].



2.1.3. Fiziksel Bilesenler (transduser)

Biyolojik ve biyokimyasal sinyalleri veya cevabi belirlenebilir sinyale
doniistiirebilen sistemlere transduser denir [21]. Bir substrat i¢in bilesenin aktivitesi O,
tiketimiyle, H,O, olusumuyla, NADH konsantrasyonundaki degisimle, floresans,
absorbsiyon, pH degisimiyle, kondiiktivite, sicaklik ya da kiitledeki degisimle
izlenebilmektedir [22, 23]. Ornegin; O, elektrodunda c¢oziinmiis oksijen, pH
elektrodunda H®  iyonu belirlenir. Termal biyosensorlerde enerji degisimleri,
piezoelektrik sensorlerde kristalin salinim rezonansinin kiitle yiiklenimi nedeniyle
degisimi, optik sensorlerde de 151k temel alinmaktadir [1].

Bu yiiksek lisans konusunun tezinde; ¢oklu enzim sisteminin imobilizasyonuna
dayanan amperometrik bir biyosensor hazirlanmigtir. Amperometri genel anlamda belli
bir potansiyeldeki akim siddetinin 6l¢limii esasina dayanir. S6z konusu akim yogunlugu
calisma elektrodunda yiikseltgenen ya da indirgenen elektroaktif tiirlerin
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak tamimlanir. Ikinci elektrot referans elektrodu
olarak is goriir (Ag/AgCl elektrot). Kalibrasyondan sonra akim yogunluklarindan, ilgili
tiirlerin konsantrasyonlarmin belirlenmesinde yararlanilir. Ugiincii elektrot, Pt karsit

elektrottur [24, 25].

2.1.3.1. Elektrokimya Esash Biyosensorler

Enzim temelli biyosensorlerin pek cogunda elektrokimyasal esasli transduserler
kullanilir. Bu transduserler ile amperometri ve/veya potansiyometri ilkelerine gore
Olgtimler alinabildiginden genellikle oksidorediiktaz (elektron aciga ¢ikaran enzimler)
sinifi enzimler kullanilir [5]. Bir enzim biyosensorii sekil 2.2°de sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Enzim biyosensoriiniin ¢aligma ilkesi [2]

(A: Substrat, B: Kosubstrat veya Koenzim, C ve F: Uriinler, ¢: Ol¢iim cozeltisi icindeki, t: biyoaktif
tabakadaki ve y: elektrot yiizeyindeki konsantrasyonlar. D.T: Difiizyon tabakas1, O.C.: Ol¢iim ¢ozeltisi,
B.T.: Biyoaktif tabaka, I: Tletici)

Sekilden de goriildiigii lizere A substrati elektrot yiizeyine immobilize olmus
enzim tarafindan B koenziminin yardimiyla C ve F’ye doniistiiriilir. Bu doniisim
sonrasinda elektrot yiizeyindeki madde konsantrasyonlarindaki farklanma iletici

tarafindan sinyal olarak yansitilir.

2.1.3.1.1. Amperometrik Biyosensorler

Amperometri genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim siddetinin 6l¢iimiini
esas alir. S6z konusu akim yogunlugu g¢alisma elektrodunda yiikseltgenen ya da
indirgenen elektroaktif tiirlerin konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak tanimlanir.
Ikinci elektrot referans elektrot olarak is goriir. Kalibrasyondan sonra, akim
yogunluklarindan ilgili tiirlerin konsantrasyonlarinin belirlenmesinde yararlanilir. Iletici
sistem olarak bir amperometrik sensoriin kullanilmasi durumunda potansiyometrik
sensorlerden en biiyiik fark, iriinlerden sinyal olusturan tiirin elektrot ylizeyinde

tilkketilmesidir [2].



2.1.3.1.2. Potansiyometrik Biyosensorler

Potansiyometri bilindigi gibi en genel anlamda bir ¢alisma ve referans elektrot
arasindaki potansiyel farkinin dl¢limiinii esas alir. Elektrot potansiyelinin belirlenmesi
dogrudan analit konsantrasyonunu tanimlar. Potansiyometrik biyosensorlerde kullanilan
temel sensorler pH ya da tek degerlikli iyonlara duyarli cam elektrotlar, anyon ya da
katyonlara duyarli iyon se¢imli elektrotlar ve karbondioksit ya da amonyaga yonelik gaz

algilayan elektrotlardir.

2.1.3.1.3. Yari iletken Temelli Biyosensorler

Temel sensor olarak metal oksit yar1 iletken alan etki transistdrlerini (MOSFET)
ya da iyon duyar alan etki transistorlerini (ISFET) esas alan bu tiir enzim sensorleri,
enzim ile alan etki transistorlerinin birlestirilmesini ifade edecek sekilde enzim alan etki
transistorleri (ENFET) olarak adlandirilirlar.

MOSFET lerin, gazlarin dl¢iimiine uygun hale getirilmesiyle olusan gaz duyar
sensorlerde (GASFET) adsorblanan gaz molekiillerinin disosiyasyonu ve olusan yiikiin
oksit tabakasina transferi temel ilkeyi olusturur. Bu durum tabanin dielektrik sabitini

degistirerek ve drain akimda bir modifikasyona yol agarak 6l¢iime imkan verir.

2.1.3.2. Optik Temelli Sensorler
Optik biyosensorler iletici sistem olarak optik lifler {izerine uygun bir yontemle
uygun bir biyomolekiiliin immobilize edilmesiyle hazirlanan dl¢iim aygitlaridir.
Etkilesim sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir degisimin
Olciimiini esas alirlar. Sinyal, 151k yansimasi, sagilimi ya da yayimi sonucu meydana
gelir. Ornegin optik lifin {izerine enzim immobilizasyonuyla hazirlanan optik esash
enzim sensorleri temelde absorbsiyon, fluoresans, biyoliiminesans gibi temel ilkeler

cergevesinde islev goriirler.

2.1.3.3. Piezoelektrik Temelli Biyosensorler

Piezoelektrik sensorler en genel anlamda karakteristik rezonans frekansindaki
degisimleri belirleyerek bir piezoelektrik kristal yilizeyinde toplanan 6rnegin kiitlesinin
Olciilmesi esasina gore calisan gravimetrik aygitlardir. Sensor secimliligi, kristal

yiizeyindeki madde ile spesifik etkilesime sahip analitin birikimiyle iliskilidir. Sensor
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ylizeyinde bir madde adsorblandiginda veya biriktiginde piezoelektrik kristalin rezonans
frekansindaki degismenin dlgiilmesiyle sonuca ulasilir.

Bir piezoelektrik temelli sensoriin iizerinde enzim immobilizasyonuyla
gergeklestirilen piezoelektrik enzim sensorlerinde, enzim molekiillerine substratlarin
baglanmasindan dolay1 meydana gelen kiitle degisimlerinin, piezoelektrik kuartz diskin

vibrasyonunda sebep olduklar1 farklanmadan yararlanilarak madde miktarina ulasilir.

2.1.3.4. Kalorimetri Temelli Biyosensorler

Kalorimetri temelli enzim sensoOrleri, termal enzim sensorleri, enzim
termistorleri ya da entalpimetrik enzim sensorleri gibi degisik isimlerle tanimlanirlar.
Temel ilkeleri bir enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminden yararlanarak substrat
konsantrasyonunu belirlemekten olusur. Genellikle enzimatik reaksiyonlarin ekzotermik
dogasindan yararlanilir. Enzimatik reaksiyon sonucunda meydana gelen sicaklik
degisimi ile substrat konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliskiden sonuca varilir.

Kalorimetri temelli termal biyoanalizér ile termal enzim sensorleri arasinda
biyosensor kavrami acisindan 6nemli farklar vardir. Termal biyoanalizorler, yalitilmis
bir sistemde genelde biri referans olmak {izere iki immobilize enzim kolonu igerirler.
Pompalar yardimiyla bir siirekli akis olay1 gerceklesir. Enzimatik reaksiyon sonucu

substrat konsantrasyonuna bagl sicaklik degisimi termofiller yardimiyla izlenir.

2.1.4. Biyobilesenlerin Iimmobilizasyonu

Analizlenmesi hedeflenen 6rnege uygun biyobilesen ve transduser secildikten
sonra bu iki eleman birbirine baglanmali yani biyobilesen transduser yiizeyine
immobilize edilmelidir.

Immobilizasyon igin kullanilan temel yontemler soyledir:

I. Adsorpsiyon (kovalent olmayan baglama)

II. Kovalent Baglama

1. Tutuklama

IV. Capraz Baglama

Bu immobilizasyon yontemleri sematik olarak Sekil 2.3’de gosterilmistir.
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Biyosensoriin 6mrii immobilizasyon iglemiyle biyobilesenin transduser yiizeyinde
ne kadar siire tutulabildigine bagli oldugundan, biyobilesenin uzun siire yiizeyden
ayrilmasmmi engellemelidir. Enzimlerin immobilizasyonunda enzim aktif merkezi
immobilizasyon esnasinda zarar gormemeli ya da enzim aktivitesinde sterik engel

nedeniyle diisiis olmamasina dikkat edilmelidir.

P @D

(‘apraz Baglama Tutuklama
E E
E E
E
( i ; e E
|
= E
Adsorbsiyvon E E E

EKovalent Baglama

Sekil 2.3. immobilizasyon ydntemlerinin sematik gdsterimi [2].

Adsorbsiyon

Immobilizasyon icin kullanilan en basit yontemlerden biridir. Biyobilesenin
transduser yiizeyine non-kovalent etkilesimler (hidrojen baglari, ¢oklu tuz kopriileri,
elektron gec¢is kompleksleri ve Van der Walls kuvvetleri) ile tutturulmasi prensibine
dayanir. Adsorbsiyonda kullanilan bagica adsorbanlar; seliiloz, silikajel, cam,

hidroksiapatit, kollajen, kil, polimerik aromatik reginelerdir.

Tutuklama
Yiiksek molekiil kiitleli biyomolekiiller sentetik veya dogal jel matrikslerde, yar1
gecirgen membranlarda, misellerde ve mikro kapsiillerde tutuklanarak etkin bir sekilde

immobilize edilebilirler. Jel matriste tutuklamada kullanilan baslica malzemeler
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akrilamit polimerleri, jelatin tabakalari, nisasta, kalsiyum aljinat jelleri, silikon lastigi,

polivinil kloriir, polivinil alkoldiir.

Capraz Baglama

Capraz baglama; kiiglik molekiilli bi ya da multi-fonksiyonel gruplar igeren
kimyasal reaktifler kullanarak biyobilesen ile adsorban arasinda c¢o6ziinmeyen
kompleksler olusturma prensibine dayanir. En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama ajani
glutaraldehittir. Glutaraldehit disinda hekzametilen diizosiyanat, 2-izosiyanato-4-
izotiyasiyanato-toluen, 1,5-difloro-2,4-dinitrobenzen, bisdiazobenzidin-2,2-

disiilfonikasit gibi kimyasallarda ¢apraz baglamada kullanilabilir.

Kovalent Baglama

Kovalent baglamanin gerceklesmesi i¢in baglanma yiizeyinde ve/veya
biyomolekiil {izerinde tiyol (-SH), hidroksil (-OH), amin (-NHz2), karbonil (-C=0),
karboksil (-COOH) gibi reaktif gruplarin olmasi gerekmektedir. Bu reaktif gruplar
olmadigi takdirde ¢esitli manipiilasyonlarla (kendiliginden olusan tek tabakalar, SAM
vb. gibi) reaktif gruplar olusturulabilir. Biyomolekiil aktive edilmis transduser ylizeyine
baglanabilecegi gibi Onceden uygun bir materyale kovalent baglanip immobilize
biyobileseni igeren tabaka ile transduser yiizeyinde film olusturulabilir.

Biyobilesenlerin kovalent baglama ile immobilizasyonu pH, sicaklik, iyon siddeti
gibi degiskenlere karsi direng saglar ve biyosensoriin dmriinii uzatir ancak biyoaktif

tabakada bir miktar aktivite kaybina sebep olabilir [2, 4].

2.1.4.1. Biyosensorlerde Aranan Ozellikler

Duyarhlik: Sensoriin analitteki degisime (konsantrasyon) birebir cevap vermesi
demektir. Duyarlilik yiiksekse analitteki birim degisim sensoriin ekraninda aynen

gozikdir.

Secicilik: Sensoriin sadece analite 6zgiinliglinii gosterir. Sensor bagka reaktiflere ilgi

gostermez ve hatali sonug vermez.
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Olciim arahg: Sensoriin 6lcebildigi analit konsantrasyonun araligidir. Analit belli bir

konsantrasyondan az veya ¢oksa sensor iyi bir duyarlilikta sonug vermeyebilir.

Olciim siiresi: Analit konsantrasyonundaki bir basamak degisime karsi sensdriin
verecegi son yaniti tespit etmek igin gerekli siiredir. Bir tiir sensoriin 6lgme hizini

gosterir.

Tutarhhik: Ideal bir biyosensor igin, elektrodun ayni kosullar altinda artarda yapilan

Olgtimlerde hemen hemen hep ayn1 sonuglarin okunmasi istenir.

Hizli yamit siiresi: Bir biyosensor elektrodunun yanit siiresi elde edilen akim-zaman
egrilerinden anlasilabilir. Ornegin elde edilen egrilerde basamaklarin sekli yayvan ve
genis ise cevap zamani uzun, tersi s6z konusu ise cevap zamani kisadir.

Tespit simirr: Sensoriin tesbit edebilecegi en diisiik analit konsantrasyonunu ifade eder.

Kullammm 6mrii: Sensoriin, performansinda gozle goriiliir bir azalma olmadan verdigi

hizmet dmriinii ifade eder.
Kararhlik: Elektrot kararliliginin yiiksek olmasi ideal biyosensorler i¢in gereklidir.

Kararlilik, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina baglidir. Ayrica; pH,

sicaklik, nem, O, derisimi gibi parametrelerden de etkilenmektedir.
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2.1.5. Biyotabaka Bilesenleri

2.1.5.1. immobilizasyonda Kullanilan Enzimler

2.1.5.1.1. Lipazlar

Lipazlar (Triagilgliserol hidrolaz; EC. 3.1.1.3) canlilarda, fizyolojik kosullarda,
bitkisel ve hayvansal yaglarin hidrolizlerinden sorumlu enzimlerdir. Yaglarin enzimatik
hidrolizleri tersinirdir ve su varliginda hidroliz yoniinde, su azliginda ya da yoklugunda
ise esterifikasyon yoniinde reaksiyonlari katalizlenmektedir [26].

Lipazlar; serin hidrolazlar sinifi i¢inde yer alirlar ve bu nedenle kofaktdre ihtiyag
duymazlar. Genis substrat spektrumlari, pH, yiiksek sicaklik ve organik ¢oziiciilere kars
kararliliklar1  gibi  sebeplerden lipazlar, giliniimiizde en Onemli endiistriyel
biyokatalizorler arasinda yer almaktadirlar. Lipazlar; hem sulu hem de susuz ortamda
calisabildiklerinden gerceklestirilmesi zor reaksiyonlarin basarilmasini saglarlar [27].

Sekil 2.4’de kobay pankreatik lipazinin 3 boyutlu yapisi yer almaktadir.

Sekil 2.4. Kobay pankreatik lipazinin 3 boyutlu yapisi

(http://tr.wikipedia.org/wiki/Lipaz)
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Lipazlar, aktif konumunu koruyan sarmal bir oligopeptid birimine sahiptirler. Bu
birim aym bir yag damlacigi gibi hidrofobik ara yiizeylerle etkilesime ge¢cmekte ve
boylece aktif merkez ile substrat daha kolay bir araya gelmektedir [26].

Cogu lipaz bir lipit substratin gliserol omurgasinin belli konumlarinda etkir.
Insanlarda sindirim sisteminde yaglar1 sindirmekten sorumlu esas enzim olan pankreatik
lipaz Orneginde, enzim, yaglarda bulunan trigliseridleri karboksilik ester baglarina
etkiyerek digliseritlere, monogliseritlere, serbest yag asitlerine ve gliserole katalizler.

Lipazlar, bitkisel, hayvansal ve dogal ya da genetik olarak iyilestirilmis
mikrobiyal kaynaklardan izole edilebilirler. Bu kaynaklar arasinda en genis uygulama
alani bulan lipazlar; mikrobiyal lipazlardir. Bunun sebebi; mikroorganizmalarin kolay
ve hizli yetistirilebilmeleri, iiretimlerine ve genetiklerine de kolaylikla miidahale
edilebilmeleridir [28].

Lipaz aktivitesini ve substratlarinin miktarlarin1  belirlemek i¢in farkli
biyosensorler gelistirilmistir. Ancak elektrokimyasal biyosensorler, uygun saklama
kosullarinda g¢evresel faktorlerden etkilenmeden calisma kolayligi sagladigindan daha
yaygin olarak kullanilabilecegi ongdriilmektedir. Lipaz kaynaginin, elektrot cinsinin,
Olciim esasinin ve immobilizasyon maddelerinin cinsi ve miktarlarinin reaksiyonun
tiriine gore optimize edilmeleri gerekir. Bazi biyosensor c¢aligmalarinda lipazlar,
elektrotlara bircok farkli immobilizasyon malzemeleri kullanilarak immobilize
edilmiglerdir. Bu materyallerden bazilari; kollajen membran [29], Prusya mavisi
modifiye screenprinted elektrot [30], gozenekli silikon [31], seliilloz asetat [33] ve

polivinil kloriir (PVC) diir [32].

2.1.5.1.1.1. Candida rugosa Lipazi

Candida rugosa lipaz enzimi, candida rugosa mayasindan elde edilen genis
capli uygulama alani bulan lipazlardir. Bunun sebebi; mikroorganizmalarin kolay ve
hizl1 yetistirilebilmeleri, tiretim ve genetiklerine kolaylikla miidahale edilebilmeleridir.
C. rugosa lipaz enzimi lipidlerin biyolojik doéniisiimiinde ¢ok dnemli bir role sahiptir.
Lipazlar, lipidlerin biyolojik membranda bulunmalarindan dolayr hiicre ici
metabolizmada gorev alirlar [34].

Glinlimiizde lipazlarin ve 6zellikle C. rugosa lipazinin biyotransformasyonlarda
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potansiyel uygulamalar1 iyi belirlenmistir. Hem sulu ortam hem de organik ortamda
gergeklestirilen reaksiyonlarda kataliz performansi ytiksektir [34 - 37].
C. rugosa yaklagik olarak 154 cins igeren Candida ailesi i¢indedir. C.

rugosa’nin ii¢ boyutlu yapist Sekil 2.5’de goriilmektedir.

Sekil 2.5. C. rugosa’nin ii¢ boyutlu yapisi.

(www.au-kbc.org )

Birgok lipaz iireten maya arasinda; C. rugosa ticari lipaz kaynagi olarak en ¢ok
kullanilan mayadir [38]. Bu kullaniminin nedeni hem sentez hem hidroliz gibi ¢esitli
proseslerdeki yiiksek aktivitesinden dolayidir [39].

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

yonlii bir biyokatalizordiir [40].
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it H—O—C—Ry
H,C—O—C—R; H,C—OH
0
11
HC—O—C—R; 4+ 3H,0 ——= HC—OH - H—O—C—R,
H,C—O—C—R i
2 3 H,C—OH G
Trigliserid Su Gliserol Yag asitleri

Sekil 2.6. Lipazlarin genel hidroliz reaksiyonu

2.1.5.1.2. Gliseroz Kinaz

Gliserol kinaz (GK), trigliseridlerin ve gliserofosfolipidlerin sentezinde gorev
alan bir fosfotransferaz enzimidir. GK, hiicre ic¢i biyokimyasal reaksiyonlar i¢in
gereken kimyasal enerjiyi tasiyan Adenozin 5'-trifosfat (ATP) molekiiliinden fosfat
grubunu gliserole tagiyarak gliserol 3-fosfat olusumunu katalizler [41].

Adipoz dokular GK yoklugu c¢ekmelerinden dolay1 trigliseridlerin hidrolizi
sonucu agiga cikan gliserolu metabolize edemezler. Bunun yerine gliserol kan ile
karacigere taginarak buradaki GK yardimiyla gliserol 3-fosfata ve devaminda
dihidroksiaseton fosfata (DHAP) doniistiiriiliir.

Sekil 2.7°de gliserol kinazin katalizinden sorumlu oldugu reaksiyon

goriilmektedir.
Lk ATP  ADP CH50H
T I |
H-CH HO F[I: —-H
CHz—OH GK CH20PO3
glhserol glizerol 3-fosfat

Sekil 2.7. GK enziminin katalizledigi fosfat transferi.
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2.1.5.1.3 Adenozin 5'-Trifosfat

Hiicre ici biyokimyasal reaksiyonlar i¢in gereken kimyasal enerjiyi tastyan ATP
fotosentez ve hiicre solunumu sirasinda olusur. ATP bunun yani sira RNA sentezinde
gereken dort monomerden biridir. Ayrica ATP, hiicre i¢i sinyal iletiminde protein kinaz
reaksiyonu i¢in gereken fosfatin kaynagidir.

ATP’nin enerjisi onun ADP’ye déniismesine yol agan fosfat baginin hidrolizi ile
aciga cikar. Hiicre icinde gesitli enzim, motor protein ve tagima proteini bu enerjiyi
kullanirlar. ATP’nin bozunumu ADP ve inorganik fosfat (Pi) olusturur, ADP sonra
AMP ve Pi olarak ayrica bozunur. ATP’nin bir diger bozunum yolu AMP + PPi
seklindedir. Hiicrelerin enerji kaynagi olan ATP, biyolojik olarak aktivite
gosterebilmesi igin Mg+2 iyonuyla bir arada bulunmalidir.

Sekil 2.10°da ATP’nin yapisi1 verilmistir.

H2N
—N
N
e e 9 P\
OoO—P—0O—-P—-0O0—-P-0 N N
_ | _ _ o)
(@) (@) @)
OH OH

Sekil 2.8. Adenozin trifosfatin yapisi

(http://commons.wikimedia.org/wiki/File:ATP_chemical structure.png)

ATP’nin hiicrede enerji kaynagi olarak kullanildigi yerler kisaca soyle

siralanabilir:

Biyosentetik reaksiyonlarda: protein, yag, karbonhidrat ve niikleik asidin sentezi
o Fiziksel hareketlerde: kas kasilmasi, stoplazmik hareketler, hiicre boliinmesi

e Aktif tasimay1 saglayan biyokimyasal reaksiyonlarda

e Sinirsel iletimi saglayan reaksiyonlarda

e Salgilama olaylarinda
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2.1.5.1.4. Gliserol-3-fosfat Oksidaz

Gliserol 3-fosfat oksidaz, gliserol 3-fosfatin dihidroksiaseton fosfata
katalizinden sorumlu oksidorediiktaz ailesinin iiyesi bir enzimdir. Bu reaksiyonun
gergeklesebilmesi i¢in ortamda oksijene de ihtiyac duyulmaktadir.

Sekil 2.9°da gliserol 3-fosfat oksidazin katalizledigi reaksiyon goriilmektedir.

CH-OH MADT MADH +HY  CHZOH
I T I I
H[]..llj_.H + 02 C=0 + H202
|
CH20P0O4 GPO CHzOPO4
glizerol 3-fosfat DHAP

Sekil 2.9. Gliserol 3-fosfatin DHAP’a yiikseltgenmesi

2.1.5.3. immobilizasyon Materyalleri

2.1.5.3.1. Jelatin

Jelatin, sigir, domuz, koyun gibi hayvanlarin kemik, deri ve tendonlarindaki
kollajenin hidroliziyle elde edilen bir proteindir. Jelatinin karakteristik 6zelligi, prolin,
glisin ve hidroksiprolin aminoasitlerini yapisinda ¢ok bulundurmasidir. Yapist  genel
olarak tekrarlanan glisin-X-Y triplet yapisimi igerir ve genellikle X prolin, Y ise
hidroksiprolindir. Bu aminoasitler, jelatinin ti¢lii bir heliks yapi1 olusturmasinda ve
jellesme 6zelligi kazanmasinda etkilidirler. Jelatin oda sicakliginda katidir, tamponda
coziillip 1sitildiktan sonra oda sicakligina getirildiginde jel kivamimi alir. Bu
ozelliginden dolay1 iyi ve kolay kullanilabilir bir immobilizasyon malzemesidir [42].

Jelatin eger biyomalzeme olarak kullanilmak isteniyorsa capraz bagli olmak
zorundadir. Son zamanlarda jelatin filminin ¢apraz baglar fiziksel olarak termal 1s1 ve
ultraviyole 1smlar yardimiyla olusturulmakta, kimyasal olarak ise formaldehit,
glutaraldehit, suda ¢oziinen karbodiimid, diepoksi bilesenleri ve diizosiyanatlar gibi

capraz baglayici ajanlar kullanilarak elde edilmektedir. Biyosensor ¢aligmalarinda ise
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termal ve mekanik kararhiliginin arttirnlmasi amaciyla immobilizasyonda genellikle
capraz baglayici glutaraldehit ile birlikte kullanilir [43, 44, 45].
Sekil 2.11°de jelatinin yapis1 goriilmektedir.

- . oM
=l o = I} - &
., il I 1! I
P § S PR S £ S T ] I
I S T [ !
- I ! I | N U
= i e £H H OH | iV —
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I ™ I CH; CHy meo T !
] I R I | 1l 1l e
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Sekil 2.10. Jelatinin yapisi
(http://www.1lsbu.ac.uk/water/hygel.html)

2.1.5.3.2. Glutaraldehit

Viriis ve bakterilere karsi tipta sik¢a kullanilan renksiz, sivi bir dezenfektan ve
sterilizasyon kimyasalidir. Aynm1 zamanda elektron mikroskoplarinda doku belirleyici
olarak da kullanilmaktadir [46, 47].

Glutaraldehit 6zellikle enzimlerin kovalent immobilizasyonunda yaygin olarak
kullanilan homo bifonksiyonel bir kimyasaldir. Homo bifonksiyonel maddeler,
proteindeki lizin kalintistnin amino gruplart gibi primer aminlerle segici olarak
etkilesime girerler. Suda ve benzen, alkol gibi susuz ortamlarda kararli ve ¢oziinebilir
olmasi1 nedeniyle kullanimlar1 ¢ok yaygindir [48].

Glutaraldehit, icerdigi iki aktif aldehit grubu ile biyosensor gelistirilmesinde
kullanilan enzim, mikroorganizma ve doku kesitleri gibi biyolojik bilesenlerin, kitosan,
kolajen, jelatin ve karragenan gibi biyolojik matriks molekiillerinin polimerleri
iizerindeki —NH, gibi gruplarla H,O c¢ikararak birlesir ve iki polimer zincirini birbirine
capraz baglar. Bu esasa dayali immobilizasyon yontemi oldukca sik kullanilmaktadir
[49, 50]. Yontem kolay uygulanabilir olup genellikle sistemin termal, islem ve depo

kararliliklarini da arttirmaktadir. Sekil 2.12°de glutaraldehitin formiili goriilmektedir.
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Sekil 2.11. Glutaraldehitin formiilii
(http://www.sigmaaldrich.com/medium/structureimages/25/mfcd00007025.png)

2.1.5.3.3. Sigir Serum Albumini (BSA)

Kisaca albiimin diye de bilinen serum albiimini, insan ve diger memeli
hayvanlarin kan plazmasinda bulunan en yaygin proteindir. Kanda bulunan
proteinlerin % 60’11 olusturur. Ayrica, doku sivilarinda, 6zellikle kas ve deride, az
miktarda ter, goz yasi, mide sular1 ve safrada da bulunur. Sigir serum albumini ise sigir
kanindan izole edilen bir kan proteinidir. BSA proteini 607 amino asitten olugmustur.
Proteinin N terminal ucunda 18 amino asitten olusan sinyal peptit dizisi, salgilanma
sirasinda Onciil proteinden ¢ikarilir. Boylece protein 589 amino asit igerir. Ayrica olgun
BSA proteini olmasi i¢in bu proteinden 4 amino asit (N terminal ucgtan) daha ¢ikarilir.
Sonug olarak elimizde 585 amino asit igeren bir protein bulunur.

Immobilizasyon ¢aligmalarinda 6zellikle tutuklama yontemlerinde ¢apraz
baglayicilarla olusturulan ¢apraz bag sayisini arttirmak i¢in ve enzimle yapilan gapraz
bag sayisim1 azaltarak enzimin aktivitesinin diismesinin engellenmesi amaciyla
kullanilir.

Sekil 2.13’de BSA’ya ait ii¢ boyutlu yap1 gosterilmistir.
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Sekil 2.12. BSA’nin {i¢ boyutlu yapisi

(http://en.wikipedia.org/wiki/Bovine_serum_albumin)

2.2. Trigliserid Substratlar ve Yiizey Aktif Maddeler

Son yillarda diinya genelinde obezite denilen asir1 sismanligin artmasi, insanin
kan ve idrar gibi viicut sivilarinda lipid miktar1 analizinin pratik olarak yapilmasini ¢ok
onemli ve gerekli hale getirmistir. Trigliseridler (TG) (nétral yaglar), lipidlerin bir alt
sinifidirlar ve kan lipidlerinin ¢ogunlugunu olusturur. Trigliseridler li¢ mol yag asiti ve
gliserinin esterlesme reaksiyonu sonucu olusurlar. Viicutta fazla TG’ler adipoz yag
dokularinda depolanirlar. TG seviyesi saglikli insanlarda 150-190 mg/dl arasindadir.
Yiiksek trigliserid seviyesi 200-499 mg/dl ve asin yiiksek seviye >500 mg/dl dir.
Kandaki TG yiiksekliginin sebepleri arasinda; kronik hepatit, arteroskleroz, ikincil
hipolipoproteinemi, bobrek sendromu ve seker hastaligi (Diabetes mellitus) vardir [51].

Bir enerji kaynagi olarak metabolizmada ©6nemli rol oynayan
TG’ler, karbohidratlar ve proteinlerin iki kati enerji tasirlar (9 cal/g). Ince bagirsakta
trigliseridler, lipaz enzimleri ve safranin etkisiyle gliserol ve yag asitlerine ayrisirlar,
buradan da kana gecerler. Kanda, gliserin ve yag asitlerinin biraraya gelmesiyle ihtiyag
duyulan o6zel trigliseridler yeni bastan olusurlar ve lipoproteinlere katilirlar.
Lipoproteinler, diger islevlerinin yan1 sira, yag hiicreleriyle diger hiicreler arasinda yag
asitlerinin tasinmasinda da gorevlidirler. Viicuttaki ¢ogu hiicre, gereksinimlerine bagl
olarak yag asitlerini ya salgilar ya da igine alir. Yag hiicreleri ayrica trigliseridleri

sentezleyip depolama yetenegine de sahiptirler. Viicut, enerji kaynagi olarak yag
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asitlerine ihtiya¢ duydugunda, glukagon hormonunun verdigi isaret {izerine, hormon
duyarli lipaz enzimi trigliseridleri yag asitlerine parcalar.

Beyin, yag asitlerini enerji kaynagi olarak kullanamaz, bu yiizden bu organda
trigliseridler parcalandiginda ortaya ¢ikan gliserol yakit olmak i¢in glukoza
doniistiiriiliir. Beynin yakit gereksinimi viicudun geri kalanin gereksinimini astigi
durumda ayni reaksiyon yag hiicrelerinde de gerceklesir. Sekil 2.14’de trigliseridlerin

genel formiilii verilmistir.

2.2.1. Gum Arabik (Arap Zamki)

Gum arabik, kimyasal olarak bir karbonhidrat polimeridir. Alkolsiiz igecek
iiretiminde oldugu gibi icecek sanayinde aromalar1 ve yaglari stabilize edici olarak
kullanilan emiilgatdr, yapi diizeltici ajan ve film yapici gibi maddelerin pahali kaldig1
durumlarda kullanilmaktadir.

Gum arabik, su ve benzeri polar ¢oziiciilerde ¢oziinmeyen, lipidlerin ve buna
benzer apolar substratlarin enzimatik tayinlerinde ve biyosensér uygulamalarinda
substrat ¢ozeltisinin ¢oziicli ortaminda emiilsiye halde kararli kalmasimi ve lipazlarin ara

yiizeydeki hidroliz aktivitesini arttirict 6zellige sahip emiilsiye edici bir maddedir.

2.2.2. Triton X-100
Triton X-100, hidrofilik polietilen oksit ve hidrofobik bir hidrokarbon grubu
iceren bir noniyonik yiizey aktif maddedir. Gum arabike benzer sekilde emiilsiye edici

ozelligi sayesinde lipid hidrolizi reaksiyonlarinda kullanimi olduk¢a yaygindir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOTLAR

3.1. Materyaller

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Potasyum dihidrojenfosfat, disodyum hidrojenfosfat, magnezyum kloriir, Merck
(Darmstadt, Almanya), sigir serum albiimini (BSA), jelatin, glutaraldehit, Gum arabic,
Triton X-100, TG substratlari, Triolein % 65, Gliserol Kinaz (Cellulomonas sp.),
Gliserol 3-fosfat oksidaz (Aerococcus viridans), Adenozin 5’-trifosfat, Lipaz (C.

rugosa) Sigma (St. Louis, ABD) firmasindan saglanmistir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar
e pH Metre (Jenco 6173)
e Ultrasonik su banyosu (Wiseclean Daihan)
o Terazi (Precisa XB 220A)
e Isitic1 ve manyetik karistiric1 (IKA RH basic-2)
e Mikro pipet takimi (Eppendorf)
e Dis sirkiilasyonlu su banyosu (Nuve BM 302)
e (Camsi karbon calisma elektrodu
o Platin karsit elektrot
o Ag/AgCl referans elektrot
e Palmsens potansiyostat

e Buzdolabi ve bulasik makinasi (Argelik, ev tipi)

3.1.3. Hazirlanan Cozeltiler
e 0.1 M Fosfat tamponu (pH:7)
%?2.5’luk Glutaraldehit ¢cozeltisi

Triolein Cozeltisi

Enzimler karisimi
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3.1.3.1. Substrat Cozeltilerinin Hazirlanmasi

CEB’in aktivite denemelerinde kullanilacak substrat ¢ozeltisinin hazirlanma

prosediirii Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Substratlarin hazirlanma prosediirii

ISLEM SIRASI

ISLEM

1

3 g Gum arabic + 30 mL 0.1 M pH: 7 fosfat tamponu igerisinde
¢Oziildi. Cozlinme, hizli gergeklesebilmesi ig¢in kullanilan cam
malzeme ultrasonik su banyosu i¢ine alindi ve sadece sonikasyon
calistirilarak 10 dk. sonikasyon gergeklestirildi. Cozliinmeden kalan

tortu siizgeg kagidi ile siiziilerek uzaklastirildi.

3.07 gram substrat (3.37 mL) tartilarak ilk adimda hazirlanan gum

arabic ¢ozeltisi ile 30 mL’ye tamamlandi.

Substratin  ¢ézlinmesine yardimcit olmak i¢in beher tekrardan
ultrasonik su banyosuna alindi ve {izerine 50 pL Triton X-100 ilave

edilerek 10 dk. sonikasyon yapildi.

Hazir hale gelen substrat c¢ozeltisi Olgiimler esnasinda siirekli
manyetik karigtirici {izerinde bekletilerek homojen ¢ozelti hali

korundu.

Olgiim yapilmadig1 zamanlarda bu substrat ¢ozeltisi +4 (1 C’de iki

hafta boyunca kararlilik gosterdi.

3.1.3.2. Enzim Cozeltisinin Hazirlanmasi

Lipaz (C. rugosa), Gliserol Kinaz (Cellulomonas sp.) ve Gliserol 3-fosfat

oksidaz (Aerococcus viridans) enzimlerinin her biri 6nce pH: 7.0 fosfat tamponu

igerisinde ¢oziilmiis ve istenilen iinitelerde 10 pL’lik porsiyonlar olusturulmustur.

Biyosensor hazirlanmadan 6nce Lipaz (LP), Gliserol Kinaz (GK), Gliserol 3-

fosfat oksidaz (GPO) enzimlerinin porsiyonlari ve 6nceden ayni sekilde porsiyonlanmis

olan ATP ve MgCl,’e ait porsiyonlar birbirleriyle karistirilarak 40 pL’lik enzim

karisimi elde edilmistir. Bu karisimdaki enzimlerin birbirleriyle olan oranlar1 sirasiyla

10:5:2 {initedir. Bu enzim karisimi daha sonra biyoaktif tabaka olusturmak amaciyla
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icerisinde optimum miktarlart belirlenmis olan 10 pL jelatin ve BSA immobilizasyon
cozeltisi ile bir araya getirilecektir. Ortamin son ATP ve MgCl, konsantrasyonu

sirasiyla 9.06 uM ve 6.3 uM’dir.

3.2. Metodlar

3.2.1. Biyosensoriin Calisma Prensibi

Reaksiyon ortaminda substrat bulunmadigi sirada biyobilesenin immobilize
edildigi elektrot yiizeyindeki oksijen konsantrasyonu devreden gegen akim miktariyla
belirlenir. Reaksiyon ortamina substrat ilavesi yapildiginda gerceklesen enzimatik
reaksiyon sonucu gliserol 3-fosfat, dihidroksiaseton fosfata doniistiiriirken elektrot
yiizeyindeki oksijen miktarinda azalma gériiliir. Ilave edilen trigliserid konsantrasyonu
ile orantili olarak devreden gecen akim miktar1 azalma gosterir ve yeniden kisa bir siire

icinde dengeye gelir.

Her iki denge arasindaki akim miktar1 farki potansiyostat (Palm Sens) ile tespit
edilir. Substrat konsantrasyonu arttikca, jelatin-enzim yiizeyinde daha fazla oksijen
harcanacak ve akim degerinde de ayni oranda azalmalar meydana gelecektir. Sekil

3.1’de biyosensoriin biyoaktif tabakasinda meydana gelen reaksiyonlar gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Biyosensor biyotabakasinda olusan reaksiyonlarin mekanizmasi.

3.2.2. Biyosensor Hazirlanmasi

CEB’lerin hazirlanmast igin kullanilan ¢aligma elektrodu camsi karbon
elektrottur. Sekil 3.1°de belirtilmis olan mekanizma sirasinda meydana gelen ¢oziinmiig
oksijen mekanizmanin ii¢lincii basamaginda reaksiyona girerek harcanir ve ¢oziinmiis
oksijen miktarinda azalma olur. Bu azalma, sabit potansiyel farki altinda sistemden
gecen akim miktarindaki azalma ile dogru orantilidir. Camsi karbon ¢aligma elektrodu
ile akimdaki bu azalma belirlenir.

Biyosensoriin  biyoaktif tabakasinin olusturulmasi amaciyla camsi karbon
caligma elektrodun ug yiizeyi jelatin + BSA + enzimler karisimi ile kaplandi ve ardindan
glutaraldehit ile capraz baglama gerceklestirildi.

CEB’in hazirlanmasinda izlenen yol Tablo 3.2°de ayrintili olarak verilmistir.
Tablolarda belirtilen degerler; cok sayidaki 6n denemeler ve optimizasyon calismalari
sonrasinda belirlenen en uygun degerlerdir. Biitiin denemeler ayn1 elektrot kullanilarak
yapilmistir. Hazirlanan elektrot her zaman dnce destile su ile yikanmis, argon gazi ile

ylizeyin nemi giderilmis ve Ol¢iimler arasinda biyotabakanin kurumasinin Oniine
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gecilmesi icin icinde fosfat tamponunda islanmig pamuk bulunduran bir beherde

biyotabaka yiizeyi pamuga temas etmeyecek sekilde karanlikta bekletilmistir.

Tablo 3.2. Biyosensoriin hazirlanma prosediirii

ISLEM SIRASI

ISLEM

1

45 mg jelatin + 30 mg BSA, igerisinde 31.5uM MgCl2 igeren 300uL
pH:7 fosfat tamponu igerisinde ¢6ziiliip 40 °C de 15 dk bekletildi.

2 Karigimin 10 pL’si 40 uL. enzim ¢ozeltisi ile karistirilarak elde edilen
toplam hacim 50 pL olarak camsi karbon c¢aligma elektrodu iizerine
yayildi.

3 +4 °C de 30 dk bekletildi.

4 Bekleme siiresinin sonunda % 2.5’luk glutaraldehit ¢ozeltisinde 5 dk
capraz baglanmanin gerceklestirilmesi i¢in daldirilarak bekletildi.

5 Son olarak biyosensor saf su ile yikandi ve igerisinde pH:7 fosfat

tamponu bulunan reaksiyon hiicresine alindi.
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3.2.3. Biyosensoriin Ol¢iim Prosediirii

CEB ile yapilan olglimlerde kullanilan diizenek Sekil 3.2°de, reaksiyon
hiicresindeki elektrotlarin dizilimi Sekil 3.3’de, ¢oklu enzim esash ¢alisma elektrodu ise

Sekil 3.4’de gosterilmigtir

[« S

Sekil 3.2. Camsi karbon elektrot iizerine tutuklanmis ¢oklu enzim sistem
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Camsi Karbon Calisma
Elektrodu
(BIYOSENSOR)

b il

-
#

-

Ag/AgCl Referans Pt Karsit Elektrot Su Ceketli Reaksiyon Hilcresi

Sekil 3.3. Reaksiyonda kullanilan elektrotlarin dizilimi
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Sirkiilasyonlu Su Banyosu Su Ceketli Reaksiyon Hiicresi

Bilgisayar

Manyetik Karistiric | Potansiyostat (palm sens) |

Sekil 3.4. CEB ile hazirlanan diizenek

Biyosensor, hazirlanmasi ardindan igerisinde pH:7 fosfat tamponu bulunan
calisilmak istenilen sicakliga gelmis reaksiyon hiicresine Ag/AgCl referans ve Pt karsit
elektrotlarla beraber yerlestirildi. Elektrotlarin baglantilarinin kurulmasi ardindan
manyetik karigtirict sabit bir hizda calistirild1 ve substrat ilave edilmeden 6nce oksijenin
indirgenme potansiyeli olan -0,700 Voltta potansiyel fark sabitlendi ve reaksiyon siiresi
boyunca sabit tutuldu. Belirli bir siire ardindan grafikte goriilen akim degeri dengeye
gelip sabit bir degere ulagtiginda substrat eklemesi yapildi ve reaksiyon baglatildi. Bir
siire sonra ¢oklu enzim sisteminin ikinci basamagindaki reaksiyon sonucu meydana
gelen gliserol 3-fosfat, ortamdaki oksijenin ile GPO katalizorliigiinde dihidroksiaseton
fosfata doniiseceginden eklenen substrat konsantrasyonu ile orantili olarak akim
siddetinde bir azalmaya sebep olacaktir. Oksijen miktarinin azalmasit -0,700 V
potansiyelde devreden gecen akim miktarin1 da azaltir. Bu durum yeni denge kurulana
kadar siirer. Yapilan tiim denemelerde iki denge durumu arasindaki akim siddeti farklar

alind1 ve bu fark ile orantili olan substrat konsantrasyonu tayin edildi.
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3.2.4. CEB’in Immobilizasyon Parametrelerinin Optimizasyonu

CEB icin en 1iyi biyosensdr cevabimin elde edilebilecegi optimum
immobilizasyon kosullarinin tespit edilmesi amaclandi. Bu amagla jelatin miktarinin,
serum albumini miktarinin ve c¢apraz baglayici glutaraldehit miktarinin biyosensor
cevabma etkileri arastirilmistir. Her bir immobilizasyon parametresinin optimum
miktarmin tayin edilmesi i¢in, diger degiskenler sabit tutularak optimizasyonu yapilacak

parametre degistirilip biyosensor hazirlanmis ve dlgiimler alindu.

3.2.4.1. Biyosensor Cevabina Jelatin Miktarimin Etkisi

CEB i¢in en uygun enzim miktarlar1 belirlendikten sonra, biyoaktif tabakadaki
jelatin miktarinin biyosensor cevabina etkisinin belirlenmesi amaciyla; capraz baglayici
glutaraldehit miktar1 ve serum albumini miktar1 sabit tutularak farkli jelatin miktarlari
ile biyosensorler hazirlandi.

Hazirlanan her biyosensorle yapilan Olciimlerden elde edilen Al ile substrat
konsantrasyonu arasindaki grafik yardimiyla en uygun jelatin miktar1 tespit edildi. Bu
grafikler yardimiyla en uygun jelatin miktar1 tespit edildi. Bu amagla BSA miktar1 1
mg/cm” ve glutaraldehit yiizdesi %2.5 olacak sekilde sabit tutularak 1, 1.5, 2 mg/cm®
miktarlarinda jelatin ile biyosensérler hazirlandi. Olgiimler 100 mM, pH 7.0 fosfat
tamponunda 40 °C’de 40 pL enzim ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan biyosensorlerle
gergeklestirildi. Alinan her 6l¢iim sonras1 pH: 7.0 100 mM fosfat tamponu icerisinde 40
°C’de 15 dk rejenerasyon gergeklestirildi.

3.2.4.2. Biyosensor Cevabina BSA Miktarimin Etkisi

En uygun jelatin miktar1 belirlendikten sonra, biyosensorlerin cevabimma BSA
miktarmin etkisinin belirlenmesi icin jelatin miktar1 ve glutaraldehit yiizdesi sabit
tutularak farkli BSA miktarlar kullanilmasiyla biyosensorler hazirlandi.

Hazirlanan biyosensorlerle yapilan Olgiimlerden grafikler elde edildi. Bu
grafikler yardimiyla en uygun BSA miktar1 tespit edildi. Bu amagcla jealtin miktart 1.5
mg/cm®, glutaraldehit yiizdesi %2.5 olacak sekilde sabit tutularak 0, 0.5, 1, 1.5 mg/cm®
miktarlarinda BSA ile biyosensdrler hazirlandi. Olgiimler 100 mM, pH 7.0 fosfat

tamponunda 40 °C’de 40 pL enzim ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan biyosensorlerle
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gergeklestirildi. Alinan her l¢iim sonras1 pH: 7.0 100 mM fosfat tamponu icerisinde 40
°C’de 15 dk rejenerasyon gergeklestirildi.

3.2.4.3. Biyosensor Cevabina Glutaraldehit Yiizdesinin Etkisi

En uygun BSA ve jelatin miktarlar1 belirlendikten sonra, biyosensorlerin
cevabina glutaraldehit yiizdesinin etkisinin belirlenmesi icin BSA ve jelatin miktarlar
sabit tutularak farkli glutaraldehit yiizdeleri iceren ¢dozeltiler kullanilmastyla
biyosensorler hazirlandi.

Hazirlanan biyosensorlerle yapilan olglimlerin verileri grafiklendirildi ve en
uygun glutaraldehit yiizdesi tespit edildi. Bu amagla jelatin miktar1 1.5 mg/cm? ve BSA
miktarr 1 mg/cm2 olacak sekilde sabit tutulup %1.5, %2.5, %3.5’lik glutaraldehit
¢ozeltileri kullanilarak biyosensérler hazirlandi. Olgiimler 100 mM, pH 7.0 fosfat
tamponunda 40 °C’de 40 uL enzim ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan biyosensorlerle
gergeklestirildi. Alinan her dl¢iim sonras1 pH: 7.0 100 mM fosfat tamponu icerisinde 40
°C’de 15 dk rejenerasyon gergeklestirildi.

3.2.5. Biyosensoriin Calisma Kosullarinin Optimizasyonu

3.2.5.1. Optimum Sicakhigin Belirlenmesi

Biyosensoriin yanit1 iizerine sicakligin etkisinin belirlenmesi amaciyla 20, 30,
40, 45 ve 50 °C’de diisiik sicakliktan yiiksek sicakliga dogru optimum tampon ve
optimum pH konsantrasyonlarinda &lgiimler gerceklestirildi. Olgiimlerde &nceden
hazirlanmig olan 0.562 mM Triolein ¢ozeltisi kullanildi. Farkli sicakliklarda Glgtime
gecilirken biyosensorler ¢aligilacak tampon igerisinde 5 dk bekletildi. Alinan her Slgiim
sonrast pH: 7.0 100 mM fosfat tamponu igerisinde 40 °C’de 15 dk rejenerasyon
gergeklestirildi.

Bu calisma sonucunda sicaklik ve % biyosensor yaniti arasinda grafik ¢izildi ve

optimum sicaklik tayin edildi.
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3.2.5.2. Optimum pH’1n Belirlenmesi

CEB’in optimum pH’min belirlenmesi icin pH 5.0 100 mM asetik asit/asetat;
6.0, 6.5, 7.0, 7,5, 8.0 ve 9.0 100 mM sodyum fosfat tamponu kullanilarak en iyi
biyosensdr yanitinin hangi pH degerlerinde elde edildigi belirlendi. Olgiimler 40 °C’de
ve 0.562 mM triolein ¢ozeltisi konsantrasyonunda yapildi. Alinan her 6l¢iim sonrasi pH:
7.0 100 mM fosfat tamponu igerisinde 40 °C’de 15 dk rejenerasyon gergeklestirildi.

Bu calisma sonucunda tampon pH’1 ve % biyosensor yaniti arasinda grafik

cizildi ve optimum pH belirlendi.

3.2.5.3. Optimum Tampon Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Biyosensorler ile en iyi yamtlarin goriildiigii tampon konsantrasyonlarini
belirlemek icin bir Onceki calisma ile belirlenen optimum pH degerinde, molar
konsantrasyonu 66 mM, 100 mM ve 132 mM olan tampon sistemleri kullanilarak
denemeler gergeklestirildi. Olgiimler 40 °C’de ve 0.562 mM triolein konsantrasyonunda
yapildi. Alinan her 6l¢iim sonrasi 15 dk rejenerasyon gerceklestirildi.

Bu ¢alisma sonucunda tampon konsantrasyonu ve % biyosensor cevabi arasinda

grafik ¢izildi.

3.2.6. Biyosensoriin Karakterizasyonu
CEB’de kullanilmis olan biyobilesenlerin immobilizasyon parametrelerinin ve
calisma kosullarinin optimizasyonlarinin tamamlanmasindan sonra biyosensoriin

karakterizasyonu ¢alismalarina gecildi.

3.2.6.1. Biyosensoriin Lineer Ol¢iim Arahklar:

Optimum sartlarda saglanan immobilizasyon parametrelerine gdre hazirlanan
biyosensorler ile farkli triolein konsantrasyonlarinda Olciimler yapilarak, triolein
konsantrasyonlar1 icin dl¢iim araliklar1 belirlendi. Olgiimler optimum sartlarda

gergeklestirildi.
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3.2.6.2. Biyosensériin islem Kararhihg

Biyosensoriin islem kararliliklarinin belirlenmesi amaciyla, 100 mM pH 7.0
fosfat tamponu iginde 40 °C’de 0.562 mM triolein ¢ozeltisi kullanilarak ardarda ayni
sensor ile 45 dk arayla 10 6l¢iim gergeklestirildi. Elde edilen sonuglarla ayni biyosensor
ile ayn1 giin igerisinde kag¢ 6l¢iim alinabilecegi belirlendi. Sonuglar % aktiviteye karsi

zaman grafigi olarak verildi.

3.2.6.3. Biyosensor Yanitimin Tekrarlanabilirligi

CEB’in 6l¢iim sonuglarinin giivenilirligi ve tekrarlanabilirliginin belirlenmesi
icin, 100 mM pH 7.0 fosfat tamponu i¢inde 40 °C’de gergeklestirilen denemelerde,
0.562 mM triolein cozeltisi kullanilarak arka arkaya ara vermeksizin ayni sensorle
olgiimler yapildi. Olgiimlere iliskin standart sapmalar ve varyasyon katsayilari

hesaplandi.
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BOLUM 4

DENEY SONUCLARI VE BULGULAR

4.1. Biyosensoriin Hazirlanma Kosullarinin Optimizasyonuna Ait Bulgular

4.1.1. Biyosensor Cevabina Jelatin Miktarimin Etkisi
Calismanin bu kisminda immobilizasyonda kullanilan jelatin miktarlarinin
biyosensoriin cevabi {izerine etkisi incelendi. Biyosensoriin hazirlanmasinda kullanilan

jelatin miktarlari ile biyosensor cevaplart arasindaki iligki Sekil 4.1°de verildi.
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0,200 - .

0,180 -

0,160 -

0,140 -

Al (4A)

0,120 -

0,100 - ——30mg

0,080 | —=—45mg

—e—60mg

0,060 \ \ \
0 0,5 1 15 2 2,5

Substrat konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.1. Jelatin miktarinin biyosensor cevab tizerine etkisi

Biyoaktif tabakadaki jelatin miktarinin artis1 biyoaktif tabaka yogunlugunu arttirarak
oksijenin ve de substratin biyoaktif tabaka icerisine difiizyonunu zorlastirir. Jelatin
miktarindaki artig ile biyosensor cevabimin diigmesi bu sebepten dolay1 beklenen bir
sonuctur. Jelatin miktarmin 45 mg’dan az oldugu durumda capraz bag sayisindaki

azalma nedeniyle oksijen ve substrat difiizyonunun kolaylagsmasindan dolay1 biyosensor
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cevabinda bir artigy gozlenmis fakat biyoaktif tabakadan substrat ¢ikisinin da
kolaylasmis olmasi lineerlikte bir bozulmaya sebebiyet verilmistir.

Sekil 4.1°’de goriildiigii gibi dogrusal araligi en iyi olan biyosensor cevabi,
biyoaktif tabakada; 1,5 mg/cm? jelatin igerecek sekilde hazirlanmis olan biyosensor ile

alindi.

4.1.2. Biyosensor Cevabina Glutaraldehit Yiizdesinin Etkisi

Optimum jelatin ve BSA miktarlar1 belirlendikten sonra, glutaraldehit
ylizdesinin biyosensor cevabi lizerine etkisinin belirlenmesi i¢in jelatin ve BSA
miktarlar1 optimum degerlerde sabit tutularak degisen glutaraldehit miktarlariyla
yeniden biyosensor hazirlandi.

Hazirlanan biyosensor ile capraz baglayici glutaraldehitin biyosensor cevabina

etkisi incelendi. Sonuclar Sekil 4.2°de verildi.
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Sekil 4.2. Biyosensor cevabina glutaraldehit yilizdesinin etkisi
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Glutaraldehit yiizdesinin yliksek olmasi durumunda, diisiik oldugu duruma gore
biyoaktif tabakanin daha dar gézenekli olmas1 beklenir. Bu nedenle yiiksek glutaraldehit
miktarlarinda biyosensdr cevabinin diisiik olmasi beklenen bir sonugtur.

Diisiik glutaraldehit yiizdesi kullanilarak hazirlanan biyosensorde enzim-jelatin,
enzim-enzim, jelatin-jelatin, jelatin-BSA, BSA-enzim, BSA-BSA arasindaki ¢apraz bag
sayisinin azalmasi substratin biyoaktif tabakadan kacisina olanak saglayabilir. Ayrica
capraz bag sayisinin azalmasi oksijenin reaksiyon ortamindan biyoaktif tabakaya daha
kolay diflizyonuna imkan saglayacagindan oksijen konsantrasyonuyla orantili olmasi

gereken devreden gecen akim miktarini etkiler.

4.1.3. Biyosensor Cevabina BSA Miktarinin Etkisi

Calismanin bu kisminda immobilizasyonda kullanilan BSA miktarlarinin
biyosensdriin cevabi iizerine etkisi incelendi. Onceden belirlenmis optimum jelatin
miktar1 ve glutaraldehit yiizdesi sabit tutularak g¢esitli BSA miktarlar1 ile biyosensdrler

hazirlandi. Sekil 4.3’de farkli BSA miktarlariin biyosensoriin cevabina etkisi verildi.

Sekil 4.3. Biyosensor cevabina BSA miktarinin etkisi
En iyi biyosensér cevabi BSA miktar1 1 mg/cm’ olarak 30 mg BSA

kullanildiginda elde edildi. BSA miktarindaki artig ¢apraz bag sayisini arttiracagindan

dolay1 biyosensor cevabinda gozlenen diisiis beklenen bir durumdur. Kullanilan BSA
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miktarindaki azalma biyoaktif tabakadaki toplam capraz bag sayisini azaltmasina
ragmen ayni zamanda enzim-jelatin, enzim-enzim, enzim-BSA arasindaki capraz bag
sayisinin da artmasina neden olur. Bu durumda enzimlerin aktif merkezlerinden
olusabilecek olas1 baglanmalarin da sayis1 artar. Bu nedenle BSA miktarindaki azalma

biyosensor cevabinin da diismesine sebebiyet verebilir.

4.2. Biyosensoriin Calisma Kosullarimin Optimizasyonuna Ait Bulgular

4.2.1. Optimum Sicakhk

Biyosensoriin cevabi iizerine sicakligin etkisinin belirlenmesi amaciyla 20, 30,
40, 45 ve 50 °C’de diisiik sicakliktan yiiksek sicakliga dogru optimum tampon ve
optimum pH konsantrasyonlarinda olgiimler gerceklestirildi. Olgiimlerde &nceden
hazirlanmis olan 0.562 mM Triolein ¢ozeltisi kullanildi. Sonuglar Sekil 4.4°de verildi.

Sekil 4.4°de goriildiigii iizere CEB’in cevabinda 40 °C’ye kadar bir artis goriildii,
bu sicakligin iizerine ¢ikildiginda ise azalma tespit edildi. Sicaklik artisinin, ¢éziinmiis
oksijen konsantrasyonlarinda azalmalara sebep oldugu kadar aymi zamanda enzim
aktivitelerinde de kayiplara sebep oldugu optimum sicaklik {izerine c¢ikildiginda
rahathikla gézlenmektedir. Daha yiiksek sicakliklarda ise biyoaktif tabakayi olusturan

bilesenler bozulmaya ugradiklarindan daha fazla 6l¢tim alinamamustir.
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Sekil 4.4. CEB’in sicaklik - bagil aktivite (%) grafigi
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4.2.2. Optimum pH

Coklu enzim sistemi igeren biyosensoriin biyoaktif tabaka ve immobilizasyon
bilesenlerinin optimizasyonu sonrasi, yeni biyosensor hazirlanarak bu biyosensore ait
optimum pH denemeleri yapildi.

Yapilan denemeler arasi en iyi cevabin pH 7.0 degerinde olustugu goriildii.
Sonuclar Sekil 4.5’de verildi.
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Sekil 4.5. CEB’in pH - bagil aktivite (%) grafigi

Sekil 4.5’den de goriildiigii tizere, biyoaktif tabakaya immobilize edilmis ¢oklu

enzim sisteminin optimum pH’1 7 olarak tespit edilmistir.

4.2.3. Optimum Tampon Konsantrasyonu

CEB’in sicaklik ve pH optimizasyonu sonrasi, yeni hazirlanan biyosensdrde
optimum pH ve sicaklik degerlerinde, farkli konsantrasyonlarda tamponlar kullanarak,
en iyi biyosensdr cevabinin hangi tampon konsantrasyonunda alindiginin belirlenmesine
yonelik calismalar yapildi. Bu ¢aligmalar ile ayn1 zamanda ortamin iyonik siddetinin de
optimizasyonu yapilmis oldu.

Bu amagla denemelerde pH 7.0 fosfat tamponunun 66, 100 ve 132 mM’lik

konsantrasyonlar1 kullanildi. Denemeler sonucunda ¢oklu enzim sistemi igeren
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biyosensor i¢in tampon konsantrasyonunun biyosensor cevabi iizerine etkisinin diger
parametrelerdeki degisimlere oranla fazla bir degisim gostermedigi ve en uygun ¢alisma
tamponu konsantrasyonunun 100 mM oldugu kararmna varildi. Sonuglar Sekil 4.6’da

verildi.

Sekil 4.6. CEB’in optimum tampon konsantrasyonu grafigi

4.3. Biyosensoriin Karakterizasyon Calismalarina Ait Bulgular

4.3.1. Trioleinin Lineer Calisma Arahklar

CEB’in ¢esitli substrat konsantrasyonlarinda biyosensor cevaplarimi incelemek
ve triolein standart grafiklerini belirlemek amaciyla, trioleinin farkli konsantrasyonlari
kullanilarak biyosensér cevaplar1  belirlendi. Optimum ¢alisma kosullarinda

gergeklestirilen denemeler sonucunda elde edilen sonuglar Sekil 4.7’de verildi.
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Sekil 4.7. CEB i¢in trioleinin lineer ¢aligma araliklar grafigi

Sekil 4.7’den da goriildiigii gibi CEB’nin lineer tayin aralig1 0.2-1.2 mM olarak
belirlendi ve R* degeri 0.99 olarak hesaplandi.

4.3.2. Biyosensoriin Islem Kararlihg

CEB’in islem kararliligini belirlemek amaciyla, yeni hazirlanan biyosensor daha
onceden optimizasyonlari yapilan ¢alisma sicakligi (40 °C) ve tamponu iginde (Fosfat
tamponu pH 7.0 - 100 mM) bekletilerek 40 dk araliklarla sabit substrat

konsantrasyonlarinda dl¢iimler alindi, sonuglar Sekil 4.8’de verildi.
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Sekil 4.8. CEB’in islem kararlilig1
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Sekil 4.8°de goriildiigii gibi CEB’nin 6 6l¢iim sonunda aktivitesini % 97, 10 dlglim
sonunda % 80 oraninda korudugu belirlendi. Sonuglar géz 6niine alindiginda CEB’nin

islem kararlilig1 bakimindan iyi oldugu sdylenebilir.

4.3.3. Biyosensor Cevabimin Tekrarlanabilirligi

CEB ile yapilan analizlerin tekrarlanabilirliginin belirlenmesi amaciyla, sabit
triolein konsantrasyonlarinda optimum kosullarda arka arkaya 6 6l¢iim gerceklestirildi.
Elde edilen biyosensor cevaplarindan bulunan standart sapma (S.S) ve varyasyon

katsayilar1 Tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1. CEB’in deney sonuglarinin tekrarlanabilirligi

CEB

Triolein Ortalama Standart Varyasyon
Kons. Deger Sapma Katsayis1
(mM) (mM) (mM) (%)
0.5620 0,5834 +0,02229 3,82

44




BOLUM 5

TARTISMA

Son yillarda diinya genelinde obezite denilen asir1 sismanligin ve kalp damar
hastaliklarinin artmasi, insanin kan ve idrar gibi viicut sivilarinda lipid miktan tayininin
pratik olarak yapilmasin1 ¢ok 6nemli hale getirmistir. Lipidlerin alt smifindan olan
trigliseridler (notral yaglar), kan lipidlerinin ¢ogunlugunu olusturur. TG seviyesinin
150-190 mg/dl aralig1 disina ¢ikmasi insanlarda bazi metabolik bozukluklarin olduguna
isarettir. Kandaki TG yiiksekliginin sebeplerine; kronik hepatit, ateroskleroz, ikincil
hipolipoproteinemi, nefrotik sendrom ve seker hastalig1 6rnek verilebilir [51].

Bugiin kanda trigliserid diizeyinin belirlenmesi i¢in bir¢ok farkli biyokimyasal
yontem kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari; titrimetrik, spektrofotometrik, florimetrik,
kolorimetrik, tiirbidimetrik, kromatografik, radyometrik, fiziksel, enzimatik ve
immiinolojik yontemlerdir.

TG aktivitesi ve TG konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in farkli biyosensorler
gelistirilmistir. Bu tiir biyosensor ¢alismalarinda; lipaz cinsi, elektrot cinsi, 6l¢iim esasi
ve immobilizasyon maddelerinin cinsi ve miktarlarinin reaksiyon cinsine gore optimize
edilmeleri gerekir. Bazi biyosensor c¢alismalarinda lipazlar, elektrotlara ¢esitli
immobilizasyon malzemeleri kullanilarak immobilize edilmislerdir. Bu malzemelerden
bazilari; kollajen membran [29], Prusya mavisi modifiye screenprinted elektrot [30],
gozenekli silikon [31], seliiloz asetat [33] ve polivinil kloriir (PVC) diir [32]. Literatiirde
trigliseridlerin  tayinine yonelik ikili ve dg¢li enzim sistemleri smirli sayida
olduklarindan, bu calismanin sonuclar1 tekli ve ikili enzim iceren sensorlerin sonuclari
ve ¢ok az sayidaki ¢oklu enzim biyosensor ¢alismalar ile karsilagtirildi [30, 32, 33, 61,
62]. Yapilmis olan bu ¢ok enzimli biyosensor ¢alismalarinda ise biyobilesen olarak saf
enzimler yerine ‘enzokit’adi altinda lipaz — gliserol kinaz — gliserol 3-fosfat oksidaz
enzimleri, aktivatorleri ve koenzimlerini de igeren ve gilinlimiizde TAG lerin tibbi
kurumlarda tayini i¢in de kullanilan bir kit kullanilmistir. Literatiirde bu enzimlerin ayr1
ayr1 saf olarak bir araya getirilerek kullanildig1 bir ¢oklu enzim biyosensor ¢aligmasina

rastlanmamustir.
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Bu yiiksek lisans tezinde “lipaz — gliserol kinaz — gliserol 3-fosfat oksidaz” dan
olusan {iglii enzim sisteminin biyomalzeme olarak kullanilmasiyla TAG tayini i¢in
amperometrik esasli bir biyosensor gelistirildi. Bu enzimlerin, ATP ve MgCl, ile
beraber camsi karbon caligma elektrodu yiizeyine immobilize edilmesiyle substrat
olarak kullanilan trioleine kars1 verdigi biyosensor cevabi incelendi. Hazirlanan CEB’in
hazirlanma ve caligma kosullarinin optimizasyonu ve biyosensoriin karakterizasyonu

incelendi.

Biyosensoriin immobilizasyon malzemelerinin optimizasyon ¢aligmalarinda;

Jelatin miktarinin optimizasyonunda; degisik jelatin miktarlariyla hazirlanan
biyosensorlerde, biyoaktif tabakanin fiziksel dayanikliliklari jelatin miktar ile iliskilidir
[57]. Dayanikli ancak substrat diflizyonunu engellemeyen jelatin miktar1 Sekil 4.1°den
goriildiigi gibi 1.5 mg/cm?® olarak belirlendi. Kartal vd.’nin gelistirdigi enzim temelli
pH elektrodu biyosensoriinde C. rugosa lipazi immobilize edilebilmesi icin gerekli
jelatin miktar1 20 mg bulunmustur [53]. Ozcan ve Sagiroglu’nun hazirlamis oldugu muz
dokusu temelli amperometrik biyosensor ¢alismasinda optimum jelatin miktar1 0.88
mg/cm2 ve bakla dokusu temelli amperometrik biyosensor ¢alismasinda 0.98 mg/cm2
olarak verilmistir (Ozcan ve Sagiroglu, 2013). Kartal vd.’nin kullandiklari elektrotlar
pH elektrotlaridir [53]. Ozcan ve Sagiroglu'nun kullandig1 elektrotlar bu calismada
kullanilan elektrot ile ayn1 oldugundan dolay1 elektrot yiizeyindeki jelatin miktarlarinin

birbirlerine benzer olmasi beklenilen bir durumdur [56].

Glutaraldehit yiizdesinin optimizasyonunda; % 1.5, 2.5 ve 3.5’luk glutaraldehit
cozeltileri kullanildi. Verilere bagh olarak hazirlanan sekil 4.2°de goriildigii gibi
optimum glutaraldehit yiizdesi % 2.5 olarak bulundu. Kartal vd.’nin gelistirdigi
Candida rugosa lipazi immobilize pH biyosensdriinde optimum glutaraldehit yiizdesi %
2.5 [53], C. Altug ve U. Mengulluoglu’nun gelistirdigi glukoz oksidaz immobilize
edilmig Clark tipi oksijen elektrodu biyosensoriinde % 2,5 [55]. Ayni immobilizasyon
yonteminin kullanildigi Ozcan ve Sagiroglu’na ait, bitkisel doku esasli bir biyosensor

calismasinda ise optimum glutaraldehit yiizdesinin % 1.25 bulundugu belirtilmistir [56].

46



Biyosensoriin ¢alisma kosullariin optimizasyon ¢alismalarinda;

pH optimizasyonunda; fosfat tamponunun (100 mM) pH 1 5.0, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0,
9.0 olan tamponlar hazirlandi. Bu tamponlarda hazirlanan biyosensor ile Slgiimler
yapildi. Sonugta; degisen pH’a kars1 bagil aktivite grafigi elde edildi. Sekil 4.6’dan
optimum biyosensor cevabi pH: 7.0 olarak bulundu. Setzu vd.’nin gelistirdigi C. rugosa
lipazinin immobilizasyonu i¢in gdézenekli silikon esasli potansiyometrik biyosensorde
optimum pH: 7 fosfat tamponu [31], Minakshi ve Pundir’in trigliserid tayini igin
gelistirdigi amperometrik biyosensor i¢in optimum pH: 6.5 [33], Narang vd.’nin
trigliserid tayini i¢in gelistirdikleri amperometrik biyosensor i¢in optimum pH: 7.5
olarak bulunmustur [32]. Tribiitirin ve pestisid tayini i¢in gelistirilen C. rugosa lipazinin
biyobilesen olarak kullanildig1 pH biyosensdriinde ise optimum pH: 7.5 fosfat tamponu
olarak belirtilmistir [53]. Mikroemiilsiyon esash jelle cam elektroda immobilize edilen
C. rugosa lipazmin biyobilesen olarak kullanildigi bir ¢alismada ise optimum pH Tris-

HCI tamponunda 8.5 olarak bulunmustur [58].

Tampon konsantrasyonunun optimizasyonunda; 66, 100, 133 mM derisimlerinde
pH: 7.0 fosfat tamponlar1 hazirlandi. Gelistirilen biyosensor ile alinan dl¢limlerde en iyi
biyosensor cevabi 100 mM’lik tampon ile (pH: 7.0) saglandi. Kartal vd.’nin
caligmasinda pH biyosensoriinde en iyi biyosensor cevabi pH: 7.5, 50 mM fosfat
tamponu ile [53], Narang vd. nin ¢alismasinda bu ¢alismadaki enzimlerle ayn1 enzimler
kullanilarak gelistirilen biyosensdrde en iyi biyosensor cevabi pH: 7.0, 100 mM fosfat
tamponu ile [32], Minakshi ve Pundir’in bu ¢alismada kullanmilan enzimlerle aym
enzimleri kullanarak trigliserid tayini adina gelistirdigi biyosensorde en iyi biyosensor

cevab1 pH: 7.0, 100 mM fosfat tamponu ile alinmistir [33].

Sicakhigin optimizasyonunda; sirasiyla 25, 30, 40, 45, 50 °C sicakliklarda reaksiyonlar
gergeklestirildi. Hazirlanan biyosensor ile alinan biyosensor cevaplan yiizde aktivite
olarak sicakliga karsi grafiklendirildi. Sekil 4.5'ten optimum sicaklik en yiiksek
biyosensor cevabinin goriildiigii 40 °C olarak bulundu. Kartal vd. nin gelistirdigi enzim
esasli pH elektrodu biyosensoriinde en iyi biyosensor cevabi 30 °C [53], Rejeb vd’nin

gelistirdigi ¢oklu enzim sistemi temelli amperometrik biyosensdrde en iyi biyosensor
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cevab1 37 °C [30], Huang vd.’nin gelistirdigi C. rugosa lipazinin cam elektroda
mikroemiilsiyon temelli jelle immobilize edildigi ¢caligmada optimum sicaklik 37 °C
[58], Minakshi ve Pundir’in bu c¢alismada kullanilan enzimlerle aym enzimleri
kullanarak trigliserid tayini adina gelistirdigi biyosensorde en iyi biyosensor cevabi 37

°C olarak belirlenmistir [33].

Trigliseridlerin lineer o6l¢ciim arah@min Dbelirlenmesi icin; cesitli triolein
konsantrasyonlarina karsi biyosensoriin cevabi belirlenerek Sekil 4.9 grafigi elde edildi.
Dogrusal 6lgiim araligi 0.2-1.2 mM triolein olarak belirlendi. Domuz pankreatik
lipazinin gdzenekli silikonla immobilize edilmesiyle trigliseridlerin belirlenmesi igin
olusturulan potansiyometrik biyosensor ¢alismasinda tribiitirin substratinin 10-25 mM
derisimleri aralii bulunmustur [59, 60]. Tribiitirin tayini igin gelistirilen pH
biyosensoriinde lineer tayin araligi 0.065-0.455 mM olarak belirlenmistir [53]. C.
rugosa lipazinin cam elektroda mikroemiilsiyon temelli jelle immobilize edildigi
caligmada lineer 6l¢iim araligi 0.002-2 mM olarak bulunmustur [58]. Trigliserid tayini
icin gelistirilen ¢coklu enzim biyosensorii ¢aligmasinda lineer 6l¢iim araligr 0.1-3.5 mM
olarak bildirilmistir [33]. Gene trigliserid tayini i¢in gelistirilen bagka bir ¢oklu enzim
biyosensorii ¢alismasinda lineer 6lgiim araligi 0.56-2.25 mM olarak bildirilmigtir [32].
Literatiir géz 6niine alindiginda gelistirilen biyosensoriin tayin araliginin oldukga iyi

oldugu soylenebilir.

Biyosensoriin tekrarlanabilirliginin ve islem kararhihgmin belirlenmesi icin;
Triolein ile arka arkaya Sl¢limler alindi. 10 6l¢iim icin ortalama deger (Xort): 0.04975
mM, standart sapma (S.S): + 0.00144 ve varyasyon katsayist (C.V): %2.89 olarak
hesaplandi. Cam elektroda C. rugosa lipazinin mikro emiilsiyon esasl jelle immobilize
edildigi c¢aligmada; 8.6 x 10-5 mol/l zeytinyag icin islem kararliligi 7 oOl¢ciim ve
varyasyon katsayisi: % 2.8 bulunmustur [58]. Bazi bitkisel dokularda fenol oksidaz
enziminin kullanilabilirligi ¢alismasinda standart sapma (S.D): + 0.3294, varyasyon
katsayisi: % 1.4, islem kararliligi 7 61l¢iim ¢ikmistir [63]. Serumda trigliserid tayini igin
gelistirilen amperometrik enzim biyosensoriinde iki farkli immobilizasyon destekleri

icin varyasyon katsayilari: % 6.2 ve 7.4 bulunmustur [61]. Etanol tayini i¢in Candida
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tropicalis hiicrelerinin kullanildig1 bir biyosensoriin tekrarlanabilirlik ¢aligmalarinda

varyasyon katsayist: % 3.39, islem kararlilig1 10 dl¢tim ¢ikmustir [62].

Sonuc olarak;

Bu tez kapsaminda trigliserid tayini amaciyla biyoaktif tabakasinda farkli enzim
smiflarindan li¢ enzim igeren amperometrik bir biyosensor gelistirildi. Biyoaktif tabaka
cams1 karbon elektrodu lizerinde hazirlandi. Referans elektrodu Ag/AgCl ve Pt karsit
elektrodu ile birlikte kullanildi. Potansiyostat kullanilarak sabit potansiyel farkinda
degisen akim siddeti 6lgiildii.

Biyosensorde camsi karbon elektrodun ucunda biyoaktif tabakanin
hazirlamasinda kullanilan immobilizasyon materyalleri sebebiyle biyosensoriin
reaksiyonlar boyunca kararli oldugu goriildii. Boylece ortamdaki trigliserid derisiminin,
hassas ve pratik olarak tayinine olanak saglayan kullanigh bir biyosensor elde edildi.

Birbirine bagl olarak katalitik fonksiyon gdsteren ii¢ enzimli biyosensoriin
immobilize halde biyoaktif tabaka icindeki ortak performanslarinin, ortamdaki
etkenlerin coklugu nedeniyle diisiik olmasi beklenir. Ancak bu tez kapsaminda
hazirlanan ¢oklu enzim biyosensoriiniin performansi pratikte kullanilabilir diizeyde
bulundu. Gelistirilen ¢oklu enzim biyosensdriiniin; biyobilesenleri ve ¢alisma kosullari
optimize edildi ve karakterizasyon ¢alismalar1 yapildi.

Bu calismada; yapilan literatiir aragtirmalar1 g6z Oniine alindiginda Tiirkiye’de
ilk kez birden fazla enzimin kullanilmasiyla hazirlanan bir biyosensor gelistirilmistir.

Literatiirde, lipid tayinine yonelik coklu enzim sistemlerini iceren, tek bir ticari
hazir ¢coklu enzim kitinin enzim kaynagi olarak kullanildig1 biyosensorler bildirilmistir.
Bu caligmanin farki; ¢ farkli saf enzimin ayr1 ayri ayni elektrot yiizeyindeki
biyotabaka iginde immobilizasyonlarinin yapilmis olmasidir. Bu metotla trigliserid
tayinine yonelik amperometrik bir ¢oklu enzim temelli bir biyosensor ilk kez

tanimlanmustir.
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