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OZET

Pseudomonas fluorescens Hiicrelerini Temel Alan
I. ve II. Nesil Biyosensorlerin

Gelistirilmesi ve Karakterizasyonu

YENI, Fatma

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez yoneticisi: Dog. Dr. Suna TIMUR
Ocak 2009, 68 sayfa

Bu tez projesi kapsaminda I. ve II. nesil mikrobiyal biyosensor
sistemleri tasarlandi. Gram negatif bakteri olan Pseudomonas fluorescens
hiicreleri  fiziksel adsorbsiyon ile yumurta kabugu membranina
immobilize edildi. Glukozun substrat olarak kullanilmasiyla biyosensor

sistemleri optimize edilerek, analitik karakterizasyonlar1 gerceklestirildi.

I. nesil biyosensore iliskin, en ideal hiicre miktar1 7,02x10°
hiicre/ml, optimum pH 7,0 ve optimize edilen kosullarda glukoz ig¢in
dogrusal tayin araligit SuM-25uM olarak belirlendi. Tekrarlanabilirlik
denemelerinde 10 uM glukoz i¢in (n=5) standart sapma (S.D) + 0,405
pM ve varyasyon katsayist (cv) % 4,09 olarak bulundu. Operasyonel
kararliliginin belirlenmesi amaciyla 4 saat boyunca 30 dakika araliklarla
Olglimler alind1 ve biyosensor cevabmin sadece % 7 oraninda azaldigi

gozlendi. Biyosensoriin substrat spesifikligi ayrica incelendi.
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II. nesil biyosensor sistemleri i¢cin medyator olarak potasyum
hegzasiyanoferrat (III), (HCF) ve ferrosen kullanildi. Daha 6nce I. nesil
biyosensor sistemi i¢in bulunan optimum hiicre miktar1 (7,02x10°
hiicre/ml) ve optimum tampon sistemi (pH 7,0, 50 mM’lik potasyum
fosfat tamponu) kullanilarak, en yiiksek sensér cevabi veren medyator
miktarlar1 arastirildi. Glukoz i¢in dogrusal tayin araliklar1 ferrosen
medyatorlii biyosensor sistemi i¢in 60 uM - 750 uM, HCF medyatorli
biyosensor sistemi i¢in ise 10 uM - 40 uM olarak belirlendi.
Tekrarlanabilirlik denemelerinde (n=5) ferrosen i¢in 250 uM, HCF igin
25 uM glukoz standart c¢ozeltisi kullanildi. Ferrosen medyatorli
biyosensor i¢in standart sapma (S.D) = 10,18 uM ve varyasyon katsayisi
(cv) % 4,57, HCF medyatorli icin ise = 1,004 uM ve %3,99 olarak
hesaplandi. Operasyonel kararliliginin belirlenmesi amaciyla 4 saat
boyunca 30 dakika araliklarla alman Ol¢limler sonucunda, ferrosen
kullanilan biyosensor icin % 24, HCF medyatorlii biyosensor icin ise
sadece % 3 oraninda aktivite kaybi1 oldugu go6zlendi. Substrat

spesifiklikleri medyatorlii sistemler i¢in ayrica incelendi.

Anahtar Kelimeler: Mikrobiyal biyosensor, yumurta kabugu membrani,

medyatorlii mikrobiyal sensor, Pseudomonas fluorescens.
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ABSTRACT

Mediated and non-Mediated Microbial Sensors based on

Pseudomonas fluorescens Cells

YENI, Fatma

Master of Science Thesis, Biochemistry Department
Supervisor: Dog. Dr. Suna TIMUR
January 2009, 68 pages

In this project, mediated and non-mediated microbial biosensors
were designed. Pseudomonas fluorescens which are gram negative
bacterium were immobilized on to the eggshell membrane via physical
adsorption. Optimization and characterization studies were carried out by
glucose substrate.

According to the optimization studies, for the non-mediated
system, optimum cell amount and pH were found to be as 7.02x10°
cell/ml and 7.0. Under these conditions, linearity for the glucose was in
the range of 5 uM and 25uM. As for the repeatability, 5 subsequent
measurements were taken for 10 uM glucose. Standard deviation (S.D)
and coefficient of variation (c.v) were calculated as = 0.405 uM and
4.09 %. For the operational stability, sensor responses were followed
during 4 hours in 30 minutes intervals and only 7 % drop was observed at
the end of this period. Substrate specifity of the proposed syetem was
also investigated.

In the second part, Potassium hexacyanoferrate III (HCF) and

ferrocene mediated microbial sensors were developed and at the first, the



VIII

effect of mediator amounts on the sensor response were investigated by
using glucose as the substrate. In these studies biosensors with the
optimum cell amount (7.02x10° cell/ml) detected for non-mediated
system and potassium phosphate buffer (pH 7.0, 50 mM) were used. The
lineer detection ranges of glucose were found in the range of 10 uM and
40 uM and 60 uM and 750 uM for ferrocene and HCF mediated systems,
respectively. Moreover, Standart deviation (S.D) and coefficient of
variation (c.v) values were calculated as 250 uM + 10.18 uM and 4.57 %
25 uM £ 1.004 uM and 3.99% for ferrocene and HCF mediated
biosensors. Operational stability experiments were done as mentioned
before for both types of mediated biosensors, while 24 % decrease was
obtaining for ferrocene mediated biosensor, only 3 % drop was found for
HCF mediated system. Substrate specifities were also investigated for

both types of biosensors.

Keywords: Microbial biosensor, eggshell membrane, mediated microbial

sensor, Pseudomonas fluorescens.
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1. GIRIS

1.1 Biyosensorlere Genel Bakis

Geleneksel kimyasal ve biyolojik analitik teknikler ornekler ve
reaktiflerin ¢ozelti igerisine eklenmesi ile ¢ozelti igerisinde gergeklesen
reaksiyonlar1 igerirler. Son yillarda ‘reagentless sistemler’ alaninda pek
cok calisma yapilmaktadir. Bu sistemlerde rekatifler sisteme immobilize
edilmistir ve disaridan eklemeye gerek yoktur. Bunun gibi sistemlerde
reaksiyon elektrodun yiizeyinde gerceklesir ve genel olarak bu sistemler

biyosensor olarak adlandirilirlar.

Biyosensor sistemleri, biyolojik tanima elementleri ile ara yiizeyde
bulunan ve analitin konsantrasyonunu Ol¢iilebilir cevaba doniistiiren
sinyal ileticilerden ibarettir (Chaubey and Malhotra, 2002).

Ulusal Arastirma Komisyonu (The National Research Council)
(U.S. National Academy of Sciences’in bir boliimii) tarafindan

biyosensor;

a) canli organizma veya yasayan sistemlerin iirlinleri (Orn;

enzim veya antibadi) ve

b) ortamdaki sinyal iireten veya spesifik tiiriin varligmin
sinyal iletici tarafindan taninmasi olarak tanimlanmaktadir
(Luong et al., 2008).



Analit se¢imli ara yiizey enzim, antibadi veya mikroorganizma gibi
biyoaktif bir maddedir. Bunlar kendi spesifik analitlerini taniyabilirler ve
biyosensoriin spesifikligi ve duyarliligi bu biyoaktif maddeye baghdir.
Sinyal ileticiler biyokimyasal sinyali elektriksel sinyale doniistiirtirler.
Biyosensorler diisiik maliyetli, hizli ve basit analitik dl¢im sistemleridir
(Chaubey and Malhotra, 2002).

Biyosensorler kullanilan biyolojik tanima elementi veya sinyal
ileticiye  gore  smiflandirilabilir.  Elektrokimyasal, kalorimetrik,
piezoelektrik ve diger tayin prensipleri kullanilarak basarili biyosensor
iiretimi i¢in gesitli sinyal ileticiler kullanilmistir. Biyosensor yapiminda
kullanilan en yaygin biyolojik elementler enzimler, antibadiler, DNA ve
hiicrelerdir (Sekil 1). Biyosensoriin iyi bir performans gdsterebilmesi i¢in

sinyal iletici ile biyolojik elementin uygun immobilizayon ydntemiyle

birbirleriyle baglanti kurmasi gerekir (Tkac et al., 2005).

Sekil 1.1 Biyosensorlerin ¢alisma prensibinin sematik gosterimi



Ideal biyosensorler analitik énemi olan molekiillerin, patojenlerin
ve toksik bilesenlerin tayin edilmesi i¢in hizli, dogru ve gercek bilgi
saglamak amaciyla dizayn edilmislerdir. Biyosensorlerin ilag, ziraat, gida
giivenligi, biyoprosses, ¢cevre ve endiistriyel izleme alanlarinda ve askeri

alanda 6nemli bir analitik rol oynayacagi planlanmaktadir.

Ortamdaki biyolojik tehlikelerin tayini 11 Eylil 2001°den sonra
onemli bir konu haline gelmistir ve sonu¢ olarak USA’de ve diger
iilkelerde tlke glivenligine iligkin tasmabilir biyosensor teknolojisinin
gelismesi yoniinde biyosensor arastirmalari i¢cin ayrilan fonda énemli bir
artty  gozlenmektedir. Son  zamanlardaki gida  maddelerinin
kontaminasyon vakalar1 da biyosensorlere olan ilgiyi arttirmistir (Luong
et al., 2008).

1.1.1 Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler en yaygin kullanilan biyosensor
sinifidir. Elektronlar gibi elektrokimyasal tiirleri tiiketen veya iireten
biyo-etkilesim prosesi boyunca elektrokimyasal sinyalin elektrokimyasal
dedektor tarafindan Olcililebilmesi  temeline dayanir. Bu tiir
biyosensorlerin  duyarliligi  bulanik ortamlarda ¢alisabilen diger
yontemlerle kiyaslanabilecek kadar iyi ve minyatiriizasyona elverisli
sistemlerdir. Elektrokimyasal biyosensorler genellikle potansiyometrik
ve amperometrik temellidirler. Iyon secimli elektrodlar (ISE), iyon
secimli alan etkin transistorler (ISFET) ve pH elektrodlar1 genellikle
substrat veya iirliniin oksidasyonu temellidir, 6rnegin; oksijen elektrodu
H,0; tayini i¢in kullanilabilir. Dedektor sistemi tarafindan olgiilebilen

elektrokimyasal 6zellige bagl olarak konduktometrik, potansiyometrik



ve amperometrik biyosensorler olarak smiflanabilirler (Chaubey and
Malhotra, 2002).

1.1.1.1 Amperometrik bivosensorler

Amperometri en genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim
siddetinin Ol¢iimiinii esas alir. (Dingkaya, 1999). Amperometrik
biyosensorler biyokimyasal reaksiyon sonucu oksidasyondan dolay1
calisma elektrodundaki akim degisimlerini Olgerler. Amperometrik
teknikler analit konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Oksijen ve H,O;
amperometrik Olctimler i¢in kullanilabilen bazi enzim rekasiyonlarinda
ko-substrattir. Elektrokimyasal biyosensorler elektron transferi igin
medyatorlii veya medyatorsiiz elektrokimya temeline dayanir (Chaubey
and Malhotra, 2002).

1.1.1.2 Medyvatorsiiz (I.nesil) amperometrik bivosensorler

Amperometrik biyosensorlerin ilk gurubu enzim reaksiyonunun
dogal substratlarmin veya iiriinlerinin konsantrasyonlarmin ol¢limiine
dayali sensorleri teskil eder. Herhangi bir reaksiyon sirasinda bazi
irlinler olusur ve bazi substratlar azalir. Eger bunlar elektroaktif ise
konsantrasyonlart  amperometrik  sensorler tarafindan  dogrudan
Olciilebilir. Bu tip rekasiyonlar genellikle cesitli oksidazlar tarafindan

katalizlenirler (Cizelge 1.1).



Oksidazlarm gerceklestirdigi enzimatik reaksiyon su sekildedir;

S + Erapl | ErapS [ Erapm2 + P

Erapnz2 + Oz [ Epap + H2Oo

Cizelge 1.1 Oksidaz temelli amperometrik biyosensorler

Enzim Substrat Referans
Tran,1993; Warsinke,
Glukoz Oksidaz Glukoz 1997; Pfeiffer,1997.
Mizutani et al., 1985;
Laktat Oksidaz Laktat Bardeletti et al., 1986.
Matsumoto et al.,
. ) ) 1980;
Kolin Oksidaz Kolin Xin and Wightman,
1997.
Verduyn et al., 1983;
Boujtita et al., 2000;
Alkol Oksidaz Ftanol, Metanol Clark, 1972;
Belghitin et al., 1987,
Korpan et al., 2000.
Wollenberger et al.,
. 1989.
Glutamat Oksidaz Glutamat
Triptofan-2- . Simonian et al., 1995.
. Triptofan
monooksigenaz
Saurina et al., 1999;
Lizin Oksidaz Lizin
Vrbova et al., 1992.
Ksantin Oksidaz Ksantin Niu and Yang, 1999.




Substrat Enziox) V e

Uriin Enz, .
(red) Elektrod

Sekil 1.2 Medyatorsiiz amperometrik biyosensoriin sematik gosterimi
(Egred> Eox; indirgenmis ve yiikseltgenmis enzimler)

Medyatorsiiz  amperometrik  biyosensorler smifinda en ¢ok

kullanilan ikinci enzim grubu ise dehidrogenazlardir.

Bu tiir calisan sensorlerinin ¢ogu hem -0,7 V potansiyelde katotda
oksijenin indirgenmesini kontrol eden biyokatalitik reaksiyon boyunca
oksijen absorbsiyonu Ol¢limii, hem de +0,65 V potansiyelde anodun
oksidasyonuyla hidrojen peroksidin biyokatalitik iiretiminin izlenmesi ile
calisabilirler (Dzyadevych et al., 2008).

1.1.1.3 Medyvatorlii (I11.nesil) amperometrik bivosensorler

Amperometrik biyosensdrlerin temel sorunu ¢dziinmiis oksijen
konsantrasyonuna bagimli olmalaridir. Medyator veya elektron tasiyici
gibi alternatif oksidasyon ajanlar1 kullanan II. nesil amperometrik
biyosensorler ile bu sorun yok edilmeye calisilmistir (Dzyadevych et al.,
2008).

Genellikle enzimlerin redoks merkezleri enzimlerin igerisine
gomiilii oldugu icin elektron transferini direkt gergeklestirmek zor

olabilir (Murphy, 2006). Son yillarda redoks enzimleri ve elektrod yiizeyi



arasinda direkt elektron transferi genis Olgiide calisilmistir ve
biyokimyasal ve biyofiziksel bilim alanlarinda uygulamalar1 sebebiyle
hala 6nemli bir arastirma konusudur. Ne yazik ki redoks enzimlerinin ii¢
boyutlu yapilar1 ve redoks aktif merkezlerinin protein tabakasi ile gevrili
olmasindan dolay1 uygun elektrod yiizeyinde direkt elektron transferinde
rol almalar1 genellikle giigtiir. Elektrod ylizeyi ve enzim aktif merkezi
arasindaki bu baglantiy1 giliclendirmek i¢in pek c¢ok strateji ileri
stirtilmiistiir (Luo, 2006). Redoks merkezinin elektroda yaklasmasi i¢in
yiiksek potansiyel uygulamak gerekir. Bu da elektrod yiizeyinin
bozulmasi1 ve enzim denatiirasyonu ile sonuglanir (Murphy, 2006).
Ayrica yiiksek potansiyelde calismak pek cok girisim etkisine neden olur.
II. nesil amperometrik biyosensorler ile diisiik potansiyelerde
calisilabilmekte ve bunun sonucu olarak da ¢esitli maddelerin girisim
etkileri yok edilmektedir. Direkt elektron transferini basarmak icin

biyolojik materyalin veya enzim yiizeyinin medyator ile modifikasyonu

gerceklestirilmektedir.
Substrat
il Ere Med,,
Cizelti € Elekirod
LA Eox Med:g
Uriin
Enzim
membran

Sekil 1.3 Medyatorlii amperometrik biyosensoriin sematik gosterimi
(Ered> Eox; indirgenmis ve yiikseltgenmis enzimler; Medgeq, Medoy:
indirgenmis ve yiikseltgenmis medyatdrler.)



Genel olarak bir medyator enzimin redoks merkezi ve calisma
elektrodu arasinda elektron transferini saglayan diisiik molekiiler agirlikl
bir partikiildiir.

Medyatorlii amperometrik biyosensorlerde reaksiyon genel olarak

su sekilde gerceklesir;
Erapi2 + MED [l Epap + MEDReq

Metilen mavisi, fenazinler, metil violet, alizarin sarisi, prusyan
mavisi, tionin, azur A, azur ve toludin gibi organik boyalar medyator
olarak kullanilmakla birlikte en iyi bilinen ve en yaygmn kullanilan

medyatdrler ferriciyanid ve ferrosendir (Dzyadevych et al., 2008).



Cizelge 1.2 Medyatorlii amperometrik biyosensorler

Substrat Enzim Medyator Referans

Cass et al., 1984;

Glukoz Glukoz Oksidaz Ferrosen Spinas et al.,
1990; Bradley et
al., 1991.
Stredansky et al.,
D-fruktoz
Fruktoz Ferrisiyanid 1999; Xieet
dehidrogenaz
al., 1991.
White et al.,
1992;
Laktat Laktat Oksidaz Ferrosen
Kulys et al.,
1992.
L-glutamat Hiihe 'teil.e’t 1a919 L
Glutamat Ferrosen ! ”
oksidaz 1991,
Lizin
Lizin Ferrisiyaniir Dempsey et al.,
. 1992.
dehidrogenaz
Alkol Yon et al., 1987.
Etanol Ferrisiyaniir

dehidrogenaz
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Medyatorler 6l¢iim ¢ozeltisine eklenebilir veya elektrod yiizeyine
immobilize edilebilirler. Ol¢iim ¢dzeltisine eklemek daha kolaydir fakat

teknolojik degildir.

Bunlarin yan1 swra medyatorlerin uygulanmasi ile ilgili bazi
problemler vardir. En Onemli sorun oksijen tamamiyle elimine
edilemedigi zaman elektron transferi i¢in medyator ile yarigmasidir.
Diger bir sorun da immobilize medyatoriin ¢oziinlip dagilmasi ve yanlis
sinyale neden olabilmesidir. Medyatér molekiiliiniin immobilizasyonu
elektron tasima fonksiyonunu sinirlar. Pek ¢ok zorluguna ragmen pek
cok arasrtirmaci enzim veya mikrobiyal hiicre temelli medyatorli
biyosensorler gelistirmislerdir (Skladal et al.,, 2002). Gelistirilen bu
sistemlerden bazilar1 Cizelge 1.2°de verilmistir. Aktif ¢amurdan izole
edilmis bakteri iceren medyatorlii sensorler atik su toksisite Slgiimleri
icin  kullanilmigtr  (Evans et  al., 1998).  Ferrisiyanid,
dikolorofenolindofenol ve p-benzokinon gibi ¢oziiniir medyatorler
glukanobakter ile hazirlanmis biyosensorlerde kullanilmistir (Ikeda et al.,
1996). Ferrosen tiirevlerini iceren ¢oziinmeyen medyatorler Paracoccus
denitrificans temelli laktat biyosensdrlerinde basariyla kullanilmistir
(Kalab and Skladal, 1994) ve ferrosen karboksilik asid Ps. fluorescens
hiicrelerinden elektron transferinde etkili olmustur (Takayama et al.,
1995).

Uygun medyat6r se¢cimi i¢in asagidaki faktorler dikkate alinmalidir;

**»Uygulanan voltaj oksijen indirgenme potansiyelinin

tizerinde olmamalidir,

% Indirgenen medyatdr oksijen ile reaksiyon vermemelidir,
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+» Medyator ve enzim arasindaki elektron transferi ¢ok hizli

olmalidir,
¢ Medyator pH tarafindan etkilenmemelidir,

+* Medyator toksik olmamalidir (Dzyadevych et al., 2008).

1.1.2 Mikrobiyal biyosensorler

Hayvan ve bitki hiicreleri veya dokular, enzimler, antikorlar,
reseptorler, organeller ve mikroorganizmalar gibi biyomolekiiller
biyolojik tanima elementleri olarak kullanilmaktadir. Enzimler
biyosensorlerin yapiminda kullanilan en yaygin biyolojik tanima
elementleridir. Saflastirilmis enzimin substratlar1 veya inhibitorleri i¢in
yiiksek spesifiklige sahip olmasma ragmen enzim saflagtirmasmin zaman
alict olmasi, pahali olmasi, bazi enzimlerin kofaktér veya koenzime
ihtiya¢ duymalari nedeniyle biyosensor uygulamalar1 sinirlidir (Lei et al.,
2006). Hiicreler enzim izolasyonu gerektirmedigi i¢in, enzimler kendi
dogal ortamlarinda daha kararli olduklar1 i¢in ve enzimlerin ihtiyact olan
koenzim ve kofaktorleri icermesi sayesinde disaridan koenzim ve
kofaktore ihtiya¢ olmadigi i¢cin biyosensor yapiminda oldukca elverisli
biyolojik materyallerdir. Hiicre biyosensorleri hazirlayabilmek igin
mikrobiyal hiicreler veya yiiksek yapili bitki ve hayvanlarin dokular1
kullanilabilir. Mikrobiyal hiicreler doku hiicrelerine kiyasla bazi
avnatajlara sahiptir; fiziksel ve kimyasal degisimlere olduk¢a direnglidir,
iretimleri kolay ve ucuzdur, yiiksek tekrarlanabilirlige sahiplerdir,
biyosensor yapimi i¢in kolaylikla modifiye edilebilirler (Tkac et al.,
2005). Hiicrelerde ¢ogu enzimler ve kofaktorlerinin bir arada bulunmasi

hiicrelere kimyasallarin ¢cogunu tayin edebilme yetenegi saglar ancak bu
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da secimliligi diisiirebilir (Lei et al., 2006). Se¢imliliklerinin diigiik
olmas1 sebebiyle mikrobiyal sensorler bazi parametrelerin (BOD-
biyolojik oksijen ihtiyaci, toksik ajanlar, sekerler) hizli tayini ig¢in
kullanilmaktadir fakat tek bir analitin se¢imli tayini i¢in de kullanilabilir.
Bununla birlikte diisiik se¢imlilik ve yavas cevap siiresi gibi sorunlarin
asilmas1 gerekir. Ilgilenilen analit hiicreler icin substrat (karbohidratlar,
organik asidler, amino asidler, peptiidler, alkoller, baz1 gazlar- CO,, CHy4
ve digerleri), aktivatdr (vitaminler, kofaktorler ve bazi metaller) veya
inhibitér (agir metaller, pestisidler, herbisidler ve diger toksik ajanlar)
gibi disiiniilebilir. Mikrobiyal biyosensorlerin tek bir analit tayini igin
kullanildiginda temel sorunu- sec¢imliligin diisiik olmasi- ¢esitli
yaklagimlarla gelistirilmeye c¢alisilmaktadir (Tkac et al., 2005). Bazi
substratlar1 indirgemelerinin ayarlanabilmesi i¢in bazi kiiltivasyon
kosullar1 altinda kolaylikla adaptasyonlar1 miimkiindiir (Lei et al., 2006).
Secimlilik, hiicre fizyolojisi tarafindan etkilenerek (transport/metabolik
sistemlerin  indiiksiyonu, istenmeyen transport/metabolik  yollarin
inhibisyonu); hiicrenin bulundugu ortamin degistirilmesiyle (6l¢iim
ortammi pH’1), uygun sinyal iletici veya uygun Ol¢im modunun
secilmesiyle (kinetik, steady-state) ve hiicre membraninin gecirgenliginin
degismesiyle (kofaktorlerin hiicrelere gegisi) gelistirilebilir (Tkac et al.,
2005). Mikroorganizmalarmm kimyasal maddeleri genis oranda tayin
edebilme, genetik modifikasyonlara ugrayabilme, genis pH ve sicaklik
araliginda ¢alisabilme gibi avantajlara sahip olmasi mikroorganizmalari
biyolojik tanima elementleri olarak ideal kilar. Mikroorganizmalar
amperometrik,  potansiyometrik,  kalorimetrik, = kondiiktometrik,
kolorimetrik, liiminesans ve fluoresans gibi c¢esitli sinyal ileticilerle
entegre edilerek biyosensorii olustururlar (Lei et al., 2006). Mikrobiyal
biyosensorler gida, fermentasyon endiistiirisi ve ¢evre kontroliinde ve

klinik analiz alanlarinda basariyla kullanilmaktadir (Tkac et al., 2005).
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Biyolojik
Materyal | —
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Sekil 1.4 Mikrobiyal biyosensoriin sematik gdsterimi

1.1.2.1 Mikrobival hiicreler icin immobilizasyon

teknikleri

Canli mikrobiyal hiicreler kullanildiginda 1limli immobilizasyon
teknikleri kullanilmalidir. Enzimlerin immobilizasyonu i¢in siklikla
kullanilan kovalent baglama yontemi hiicre canliliginin azalmasma veya
intraseliiler enzimleri negatif etkileyerek biyosensoér performansmnin
diismesine neden olur. Ustelik biyosensorlerde diisiik hiicre miktar:
kullanmak genellikle daha basarilidir. Aljinat/pektat, karregenan,

kollojen, jelatin, kitosan ve agar (agaroz)’dan hazirlanmig dogal
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polimerler igerisine tutuklama ile 1limli kosullar altinda hiicrelerin
canliliklarim1 korumalar1 saglanir. Ancak aljinat, pektat ve karregenan
matriksleri ortamdaki selatlayici ajanlar tarafindan kolaylikla bozulabilir
¢linkii matriks Ca®" veya K’ iyonlar1 varliginda iyonotropik jellesme
tarafindan olusturulur. Jel matriksi gluteraldehid veya
gluteraldehid/polietilenimin gibi ¢apraz baglayici ajanlar kullanilarak
daha stabil hale getirilebilir. Capraz baglama i¢in kullanilan
gluteraldehidin jelatin veya albumin gibi protein yapili desteklerle
kombinasyonu siklikla kullanilmaktadir. Ciinkii yasamayan hiicrelerin
immobilizasyonu i¢in kovalent baglamaya benzer olduk¢a faydali bir
tekniktir. Polivinil alkol, poliakrilamid, poliiiretan ve foto c¢apraz
baglayici regineleri (photo cross-linkable resin) igeren sentetik polimerler
dogal polimerden daha stabildir fakat pek cok sebepten dolayr hiicre
canliligmn yitirebilir. Sentetik veya dogal polimer matrikste tutuklamanin
temel sorunu difiizyon bariyerinin biyosensdr cevabini yavaslatmasidir.
Bilesiklerin  hiicreye ve hiicreden sinyal ileticiye difiizyonunu
kolaylastirmak amaciyla genis gozenekli uygun jel matriks secgilerek bu
problem c¢oziilebilir. Hiicrelerin kat1 yilizeyde adsorpsiyonu ¢ok basit bir
immobilizasyon yontemidir ve genellikle aktivasyon ve temizlik adimlar1
icin kimyasal gerektirmez. Ancak adsorpsiyon pH, sicaklik, iyonik siddet
ve diger faktorlerin degisimine oldukc¢a duyarhidir ve yontem daha cok
tek Olclimler i¢in uygundur. Hiicrelerin sentetik veya seliiloz temelli
membranlarin gozenekleri igerisinde basit tutuklanmasi ile hiicre canliligi
en 1yl korunur. Bu nedenle hiicre silispansiyonunun filtrasyonu
gerceklestirilir ve hiicreli membran elektroda tutturulur. Diger bir
alternatif ise hiicre siispansiyonun bir membran araciligiyla elektrod
ylizeyini kaplamasidir, genellikle diyaliz membranmi kullanilir. Bu
durumda jel/polimer matriks igerisine tutuklama ile kiyaslandiginda

genellikle diisiik operasyonel ve depo stabilitesi gozlenir.
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Diger immobilizasyon teknikleri arasinda bahsedilen en iyi yontem
biyospesifik geri doniisiimlii immobilizasyon yontemidir. Lektinlerin
kullanildig1 biyospesifik geri doniisiimlii immobilizasyon yontemi tek
tabakadaki hiicrelerin adezyonu gerceklestiginde ve hiicrelerin
immobilize edildigi birkag¢ lektin tabakasmin uygulanmasi ile duyarhligi
daha da gelistirilebilir. Yeni teknikler polietilenimin kullanarak cesitli
polimerik yiizeylerde hiicrelerin gii¢lii ve hizli adezyonunu igerir. Hiicre
ylizeyinde seliiloz baglama alt birimi olarak ifade edilen bdlgenin
selliiloz  partiikiilleri/membranlarina  biyospesifik geri doniisiimlii
baglanmasi ile diisiik diflizyon direnci sayesinde hizli cevap ve yiiksek
canlilik saglar. Hiicrelerin karbon pastaya veya sol-jel matriks icerisine
karistirilmasi ¢esitli avantajlara sahiptir. Hiicreler de dahil olmak iizere
ihtiyag¢ olan biitiin reaktiflerin karbon pasta veya sol-jel matriks igerisinde
bulunmasi ‘reagentless’ biyosensorleri olusturmaktadir. Pek ¢ok sekilde
yiiksek canlilik saglanarak biyomateryallerin stabilitesi arttirilir. Karbon
pasta ve sol-jel elektrodlar kolaylikla modifiye edilebilir ve basit
parlatma islemleri ile duyarliliklar1 yeniden saglanabilir (Tkac et al.,
2005).
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Enzim molekuli

Kat1 veya gozenekli destek madde

i
i
’% Gozenekli polimerik matriks

Yar1 gecirgen membran

Sekil 1.5 immobilizasyon teknikleri

(a) Coziinmez adsorban yiizeye non-kovalent olarak adsorblanma, (b) Coziinmez
matrikse kovalent baglama;

(¢) Biyokomponentin ¢apraz baglanmis polimer matrikste tutuklanmasi, (d) Yari
gecirgen membranda tutuklanmis biyokomponent.
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1.1.2.2 Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas cinsi bakteriler, Pseudomonadaceae familyasi
icerisinde yer alirlar. Bu bakterilerin ¢ogu dogada toprak ve sularda
yogun olarak bulunur. Bazi tiirleri insan, hayvan ve bitki patojenidir.
Glukozu oksidasyon yoluyla parcalayan bakterilerdir. Tiirlerin tamami
katalaz pozitif, gram negatif, aerobik, polar flagellasiyla hareket edebilen
cubuk sekilli bakterilerdir. Kendi gelismeleri i¢in gerekli olan gelisme
faktorlerini ve vitaminleri sentezleme yetenegindedirler. Is1 ve
radyasyonla kolaylikla inhibe olabilmektedirler. Oksijensiz kosullarda ve
42 °C' nin lizerinde ¢ogalamazlar (Pelczar and Reid, 1958; Tortora et al.,
1992; Ayhan, 2000). Pseudomonas’lar lipolitik ve proteolitik aktiviteleri
sonucunda gidalarda istenmeyen tat, renk ve koku olustururlar (Solberg
et al.,1972; Jeppesen, 1995). Uzunluklar1 ¢cok degisik olmakla beraber
1,5-3 um genisliginde, bazen ikili bazen de kisa zincirler halinde goriilen
sporsuz, kapsiilsiiz, cubuk seklinde, aerob bakteridirler. Cogu kez bir
uglarinda bir, nadiren iki-ii¢ adet flagellalar1 vardir ve ¢ok hareketlidirler.
Kolay boyanirlar ve gram negatiftirler. Uzun siire beklemis kiiltiirlerinde
ve antiseptik maddelerin bulundugu ortamlarda kisa veya ¢ok uzun
deforme sekilleri, hareketsiz ve pigmentsiz olanlari, R (rough) tipinde
iireyenlerin bulundugu bildirilmistir (Frobisher, 1968; Davis et al., 1968;
Ozan, 1996). Pseudomonas suslarinin ¢ogu kiiltiir ortaminda pigment
iiretirler. Pigment olusumu kiiltlir kosullarina baghdir. Mutasyonla bu
ozellik kaybolur ya da ayn1 anda bir¢ok pigment olusumu goriilebilir. Bu
pigmentler oksijensiz ortamda olusmazlar, oda sicakliginda daha iyi
olusurlar (Davis et al., 1968; Aydin, 2001). Floresan pigmentler, floresan
ozellik tasityan  Pseudomonas’larin  (P.  aeruginosa, P.putida,
P.fluorescens, P. chlororaphis, P. syringae, P. cichori, P. flavescens)
karakteristigidir (Wilson and Miles, 1964; Aydm, 2001).
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Pseudomonas fluorescens non-patojenik saprofit olup gram negatif
bir bakteridir. Cok yonlii bir metabolizmaya sahiptir, su, toprak ve bitki
ylizeyinde bulunabilir. Obligat aerobiktir ancak bazi suslar1 hiicresel
solunumda elektron akseptorii olarak oksijen yerine nitrat kullanabilirler.
Kolonileri yuvarlak, nemli ve parlak yiizeylidir. Sarims1 yesil pigment
olustururlar. Pseudomonas fluorescens hiicreleri 41°C’de lireyemez fakat
+4°C’de treyebilirler, optimum biiylime sicakliklar1 ise 25-30°C’dir.
Fizyolojik ve genetik 6zelligi sayesinde biyoteknolojide kullanim alanlar
giderek artmaktadir (Wasi et al., 2008).

Sekil 1.6 Pseudomonas fluorescens hiicrelerine ait taramali elektron
mikroskobu (SEM) goriintiisii (Odaci et al., 2008)

Yaymlanmis c¢esitli P. fluorescens biyosensorlerinin analitik

karakterizasyonlarinin karsilastirilmasi Cizelge 1.3°de gosterilmistir.



Cizelge 1.3 Cesitli P. fluorescens temelli mikrobiyal

karakterizasyonlar1 ve karsilastirilmasi
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biyosensorlerin

Analitik Performanslari
Elektrod gesidi/ yontem Substrat immobilizasyon Caligma Standart Referans
Yéntemi Potansiyeli Dogrusal Sapma/ Operasyonel
(mV) tayin Varyasyon Stabilite
araligt Katsayist
(mM)
Mikroskop cami / Trogletal.,
Naftalen Sol-jel - - - -
Biyoliiminesans 2005.
480 dakika
Altin disk elecktrodlar/ Osmium redoks sonra sensor Timur et al.,
Glukoz +300 0.05-1.0 -
Kronoamperometrik polimer I cevabinda % 2007.
41 azalma
480 dakika
Altin disk electrodlar/ Osmium redoks 0.005— 1.9 (RSD sonra sensor Timur et al.,
Katesol +300
Kronoamperometrik polimer I 0.02 %) cevabinda % 2007.
41 azalma
480 dakika
Altin disk elektrodlar/ Osmium redoks sonra sensor Timur et al.,
Glukoz -180 0.2-2.0 -
Kronoamperometrik polimer IT cevabinda 2007.
%35 azalma
480 dakika
Altin disk electrodlar / Osmium redoks sonra sensor Timur et al.,
Katesol -180 0.02-0.08 -
Kronoamperometrik polimer IT cevabinda 2007.
%35 azalma
480 dakika
Altin disk electrodlar / Osmium redoks 3.2 (RSD sonra sensor Timur et al.,
Fenol -180 0.02-0.2
Kronoamperometrik polimer IT %) cevabinda 2007.
%35 azalma
Jelatin kullanarak
tutuklama ve
Glukoz +0.06 mM/ - Kirgoz .et al.,
CNTEC/Kronoamperometrik gluteraldehid ile -700 0.5-4.0
%2.7 2007.
¢apraz baglama
Osmium redoks polimer I: poli(1-vinilimidazol)12-[osmium (4,4 _-dimetil-2,2_-bipiridil)2CI12]*""*

Osmium redoks polimer IT: poli(vinilpiridin)-[osmium-(N,N_-metilated-2,2_-biimidazol)3]*"*",

CNTEC: karbon-nanotiip epoksi komposit, HCF: potasyum hegzasianoferrat (I1I)
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1.1.3 Glukoz biyosensorleri

Glukoz hayvanlar ve bitkilerin temel karbohidratidir. Glukozun
kantitatif tayini biyokimya, klinik ve yiyecek analizlerinde c¢ok
onemlidir. Spektrofotometri (Bateman et al., 1995; Mullis et al., 1999;
Edmiston and Williams, 2000; Vasilarou and Georgiou, 2000; Han et al.,
2003), amperometri (Wang and Macca, 1996; Sadik et al., 1999), HPLC
(Gao et al., 2002), polarimetri (Luo et al., 2003) ve kapiller elektroforez
(Geng et al., 2000) gibi yontemler glukoz tayini i¢in kullanilmaktadir.
Ancak kabul edilen pek ¢ok metod pahali ve uzun siiren yontemlerdir.
Glukozun kantitatif tayinine yonelik ilginin artmasi var olan yontemlere
alternatif daha hizli, yeni glukoz tayin yontemlerinin ortaya ¢ikmasina
sebep olmustur. Son zamanlarda kimyasal sensorler ve biyosensorler ¢ok
hizl1 biiyiimektedir ve bir¢ok glukoz biyosensorii tasarlanmistir (Wu et
al., 2004).

Ticari olarak en basarili biyosensorler amperometrik glukoz
biyosensorleridir. Bu biyosensorleri ¢esitli sekillerde ve formlarda
bulmak miimkiindiir. Tarihte ilk glukoz biyosensorii Lealand C. Clark
tarafindan yapilmistir (Mohanty and Kougianos, 2006).

1.2 Yumurta Kabugu Membrani

Son yillarda kollajen, ipek fibroini, jelatin ve kitosan gibi dogal
biyomateryaller biyomedikal miihendisligi alaninda olduk¢a fazla
kullanilmaya baglamistir. Yumurta kabugu membrant da bu
biyomateryallerden birisidir (Yi et al., 2004).



21

Yumurta kabugu membrani yumurta kabugu igerisinde parlak
pembe cift tabakali bir membrandir (light pink double-layer membrane).
Keratin, kollajen ve elastin benzeri yiiksek capraz bagli proteinlerden
olugsmustur (Choi and Yiu, 2004). Proteinler yapilarinda heksozaminler,
heksozlar ve fukozlar igerirler. Membranin yapisinda lizozim,
hiyaliironik asid, kondroitin-4-silfat, lizil oksidaz ve glukozamin siilfat

varlig1 da kanitlanmistir (Hinckea et al., 2006).

Cift tabakali membranin toplam kalinligir 100 um’dir (Tsai et al.,
2006), suda ¢Oziinmeyen ve yar1t gecgirgen Ozellikte bir membrandir
(Hinckea et al, 2006). Gaz ve su gecirgenligZi mikemmel,
biyouyumlulugu yiiksek oldugu i¢in ideal bir immobilizasyon
materyalidir (Choi et al., 2001). Biyolojik molekiiller ve protein
fibrillerinden olustugu i¢in enzimlerin stabilizasyonu i¢in gerekli

polikatyonlar1 temin edebilmektedir (Yi et al., 2004). Yumurta kabugu

membranma ait SEM goriintiisti Sekil 1.7°de verilmistir (Y1 et al., 2004).

. e
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Sekil 1.7 Taramali elektron mikroskopisi ile yumurta kabugu membraninin dis
tarafindan alman goriintii (F. Yi et al., 2004)
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Yumurta kabugu membrani ¢esitli calismalarda adsorban olarak ve
immobilizasyon materyali olarak kullanilmistir. Yumurta kabugu
membran1 diger membranlara gore daha ekonomik ve kolay temin
edilebilir bir materyaldir. Ayrica elastik yapisi ile mekanik dayanikhiligi
diger bazi polimerlere goére daha iyi olmasit membranin tercih
sebeplerindendir (Tsai et al.,, 2006). Ve cesitli temelli biyosensorlerde

immobilizasyon materyali olarak kullanilmistir (Cizelge 1.4).

Cizelge 1.4 Yumurta kabugu membraninin immobilizasyon materyali olarak
kullanildig1 enzim temelli sensorler

Enzim Substrat Referans

Glukoz oksidaz- . Choi et al., 2005; Wu
o Glukosinolat
mirozinaz et al., 2005
D-amino asid oksidaz Homosistein Zhang, et al., 2006
Alkol oksidaz Etanol Wen et al., 2007
L-laktat oksidaz L-laktat Choi, 2005
Glukoz oksidaz Glukoz Wu et al., 2004
Urikaz Urik asit Zhang et al., 2007
Katalaz D . ) .
Hidrojen peroksit Choi and Yiu, 2004

L-homosistein
desiilfidraz Homosistein Alacam et al., 2007
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

I. nesil ve II. nesil mikrobiyal biyosensorler hazirlanirken DSMZ
(German Collection of Microorganisms and Cell Cultures,

Braunschweig, Germany)’den alinan Pseudomonas fluorescens hiicreleri
kullanildi.

Olgiimler Palm-Sens elektrokimyasal o&lgiim sistemi (Palm
Instruments, Houten, The Netherlands) kullanilarak, Ag\AgCl referans
elektrod (Metrohm, Switzerland, CH-9101)’a kars1 alindi. Calisma
elektrodu olarak modifiye karbon pasta elektrod, karsit elektrod olarak
Pt (Metrohm, Switzerland) kullanildi.

Hiicrelerin immobilizasyonu i¢in marketten alinmis ayn1 firmaya

iligkin yumurtalardan ¢ikartilmis yumurta kabugu membrani kullanildi.

Glukoz, mineral yag1 ve grafit tozu Sigma-Aldrich (St. Louis-
A.B.D) firmasidan saglandi.

II. nesil biyosensor sistemlerinin hazirlanmasinda kullanilan
ferrosen Sigma-Aldrich, potasyum hegzasiyanoferrat I1II (HCF) Fluka

firmasindan saglandu.

Diger kullanilan tiim kimyasallar da analitik safliktadir.
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2.1.1 P. fluorescens hiicrelerinin kiiltivasyonu

P. fluorescens hiicreleri i¢cin biiyiime ortami olarak asagidaki

kompozisyona gore mineral tuz ortami (MSM) hazirlands;

% 0,244 Na,HPOy4, % 0,152 KH,PO4, % 0,050 (NH4)2SO4, %
0,02 MgSO47 H,0, % 0,005 CaCl,-:2H,0 ve iz element ¢ozeltisi (10
ml/L). Biiylime ortamimin pH'1 6,9’a ayarland1 (Timur et al., 2007).

Stok kiiltiirler yatik agarda (nutrient agar, 28g/L) 28 °C’de 24 saat
boyunca inkiibe edildi.

Hiicreler yatik agardan nutrient broth ortamina (8g/L) almarak 28
°C’de, 175 rpm’de calkalamali inkiibatorde 24 saat boyunca inkiibe
edildi. l

Hiicreler 1g/L glukoz igeren 50 ml MSM biiylime ortamina
almarak 28 °C’de 175 rpm’de ¢alkalamali inkiibatorde 17 saat boyunca

|

17 saat sonunda 560 nm’de optik dansitesine (Aseqo) bakilarak gec

iiremeye birakildi.

logaritmik evredeki hiicreler kullanildi.
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Ayrica P. fluorescens hiicrelerinin 17. saatinde MSM kiiltiir
ortammdan 10 ml alinarak % 0,9’luk fizyolojik su (NaCl) ile 10°-10°
arasinda yapilan seyreltmelerden dokme plaka yontemine gore petrilere
pipetlendi ve ilizerine 45 °C’ye sogutulmus nutrient agar dokiildiikten
sonra petriler 28 °C’de 12 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucu
petrilerde olusan koloniler sayildi. Stok hiicre kiiltiir ortamindaki hiicre
sayis1 belirlenerek, uygun seyreltmelerle hazirlanan hiicre ara
stoklarindan alman esit hacimli (50 pl) hiicrelerle hazirlanmig
biyosensorler ile hiicre miktar1 optimizasyonu gergeklestirildi. En 1yi

sonug alian sistem diger denemelerde kullanildi.

2.1.2 Yumurta kabugu membranimin hazirlanmasi

Yumurta kabugu % 94’1 kalsiyum karbonat,
% 1’1 magnezyum karbonat, % 1’1 kalsiyum
fosfat ve % 4’1 organik asid (agirhik olarak) olan
kimyasal bilesenlerden olusmustur. Bu nedenle
yumurta %100°liik asetik asitte 18 saat bekletildi.
Ardindan yumurta kabugu membrani ¢ikartilarak
alblimin ve asetik asit uzaklasana kadar distile su
ile yikandi. Kullanilmak tizere pH 7,0, 5 mM
fosfat tamponunda, 4 °C’de sakland1 (Alacam et al., 2007).

Yumurta asetik  asitte
(CH3COzH) bekletildiginde,
kalsiyum karbonatin yapisinda
bulunan karbonat (CO3;™) asetik
asit ile protonlanarak karbonik
asidi olusturur (H2CO»).
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Bu sirada kalsiyum ve asetat da kalsiyum asetat olusturur.
2 CH3COOH + CaCO; ——  H,COs + Ca(CH3COO0),
Karbonik asid karbondioksid ve suya parcalanir karbondioksit gaz
cikist gozlenir.

H2C03 e H20 + COZ

Toplam reaksiyon su sekildedir;
2 CH3COOH + CaCO3; ——  H,O + CO; + Ca(CH3CO0),

CaCOs(s) + 2CH;COOH(I) ——» Ca(CH;COO)y(s) + H,0(1) + COx(g)

2.1.3 Karbon pasta elektrodun hazirlanmasi

Calisma elektrodu olarak kullanilan karbon elektrot, 18,5 mg grafit
tozu ile 6,5 mg mineral yaginin (74%:26%) karistirilmasmin ardindan,
icerisinde bakir tel bulunan teflon govde igerisine yerlestirilerek
hazirlandi. Piiriizsiiz ylizey elde etmek amaciyla parlatma kagidi

yardimiyla yiizeyi parlatildi.
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3. I NESIL MIKROBIiYAL BiYOSENSORLER

3.1 I Nesil Mikrobiyal Biyosensorlere iliskin Olgiim
Yontemi

Iletici sistem olarak olarak bir amperometrik sensoriin kullanilmasi
durumunda potansiyometrik sensorlerden en biiylik fark; {iriinlerden
sinyal olusturan tiiriin elektrod yiizeyinde tliketilmesidir. Oksijen

tiiketimine iliskin reaksiyonlar asagida verilmistir (Dingkaya, 1999).
Katodik reaksiyon: O, + 2H,0O — H;0;
H,O, + 2¢° —» 2HO
Anodik reaksiyon: Ag +ClI — > AgCl+e¢
Toplam reaksiyon: 4Ag” +O,+ 2H,0 + 4CIT — > 4AgCl + 4HO

Biyosensor sistemlerine ait cevaplar akim (I, pA) olarak elde edildi.

Mikrobiyal sensore iliskin cevaplar, kronoamperometrik olarak,
-700 mV potansiyel altinda Ag/AgCl referans ve platin karsit elektrot
kullannmiyla, mikrobiyal hiicrelerin metabolik aktivitesi sonucunda
tiikkettigi oksijenin azalmasmin izlenmesiyle elde edildi. Olgiimler,
50 mM, pH 7,0 potasyum fosfat tamponunda, 25 °C’de gerceklestirildi.
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3.2 L Nesil Mikrobiyal Biyosensorlerin Hazirlanmasi

2.1.1°de tanimlanmis ge¢ logaritmik faz evresinde bulunan
hiicrelerden 10 ml alinarak 4 000 rpm’de 15 dakika santrifiijlendi.

Santrifiijle ayrilan hiicre pastas1 (¢cokelek kismi) oOncelikle %
0,9’luk NaCl c¢ozeltisi ile yikanarak tekrar santrifiijlendi ve belirli
miktarda 5 mM, pH 7,0 potasyum fosfat tamponunda ¢oziilerek 50 ul’si

yumurta kabugu membrani ylizeyine pipetlendi.

Yumurta kabugu membrani oda sicakliginda 35-40 dakika

bekletilerek hiicrelerin membran yiizeyine immobilizasyonu saglandi.

Immobilize hiicreleri iceren yumurta kabugu membrani o-ring

vasitasi ile karbon pasta elektrot yiizeyine kaplandi.

3.2.1 I. Nesil mikrobiyal biyosensorlere iliskin
optimizasyon calismalari

Calismanin bu asamasinda P. fluorescens hiicreleri ile hazirlanan I.
nesil mikrobiyal biyosensorlere iliskin optimum cevabin alinabilecegi
hiicre miktarinin ve ortam pH''nin biyosensér cevabmna etkileri

arastirildi.
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3.2.1.1 Hiicre miktarimin bivosensor cevabina etkisi

Farkli miktarlarda hiicre pastalar1 oOncelikle potasyum fosfat
tamponunda (pH 7,0, 5 mM) c¢ozilerek farkli stok hiicre cozeltileri
hazirlandi  (35,09x10° hiicre/ml, 17,58x10° hiicre/ml, 11,71x10°
hiicre/ml, 7,02><109 hiicre/ml ve 4,68><109 hiicre/ml) ve her birinden 50
pl yumurta kabugu membrami ylizeyine pipetlenerek biyosensorler
hazirlandi. Ardindan herbiri i¢in glukoz kullanilarak kalibrasyon

grafikleri olusturuldu.

3.2.1.2 Optimum pH

7,02x10° hiicre/ml ile hazirlanmis 1. nesil mikrobiyal biyosensdr
ile pH optimizasyonu yapildi. Bunun i¢in pH’1 6,0; 6,5; 7,0; 7,2; 7,5 olan
potasyum fosfat tamponlar1 (50 mM) kullanilarak glukoz (250 mM) i¢in
alman en 1iyi biyosensdr cevabinin hangi pH degerinde alindigi
belirlendi. Her yeni tampon sistemine ge¢ildiginde biyosensor ilgili

tampon ¢ozeltisi ile 20 dakika inkiibe edildi.

3.3 I. Nesil Mikrobiyal Biyosensorlerin Analitik
Karakterizasyonuna iliskin calismalar

3.3.1 Dogrusal tayin arahgi

Gelistirilen biyosensdriin hiicre miktar1 (7,02x10° hiicre/ml) ve pH
optimizasyonu sonrasi analitik karakterizasyonu amaciyla 20 ml (pH

7,0; 50 mM) potasyum fosfat tamponu bulunan reaksiyon hiicresine
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100 mM glukoz standart c¢ozeltisinden farkli miktarlarda eklenerek
standart grafik ¢izildi ve glukoz i¢in dogrusal tayin aralig1 belirlendi.

3.3.2 Analiz sonuc¢larimin tekrarlanabilirligi

Optimum olarak belirlenen ¢alisma kosullarinda 10 uM glukoz
konsantrasyonu i¢in bes (5) kez ard arda dl¢iim alindi. Olgiimlere iliskin

standart sapma (S.D) ve varyasyon katsayis1 (cv) belirlendi.

3.3.3 Operasyonel kararhhk

Biyosensoriin  operasyonel kararliliginin belirlenmesi amaciyla
daha once optimizasyonu gerceklestirilmis olan kosullarda (7,02x10°
hiicre/ml, pH 7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponu, 25 °C) glukozun 10
uM’lik konsantrasyonu ile Ol¢iimler gergeklestirildi. Baslangicta elde
edilen biyosensor cevab1 %100 kabul edilerek dort saat boyunca otuz
dakika araliklarla yapilan Glgiimlerde elde edilen sonuglarla zamana

kars1 biyosensor cevabindaki farklanma rélatif olarak hesaplandi.

3.3.4 Substrat spesifikligi

Biyosensoriin substrat spesifikliginin belirlenmesi amaciyla yapilan
calismalarda farkli substratlar kullanilarak sensor cevabi izlendi. Sukroz,
laktoz, fruktoz, galaktoz, arginin, lizin, triptofan ve etanol standart

cozeltilerinin 10 uM’lik konsantrasyonlar1 substrat olarak kullanild.
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Mikrobiyal elektrodun 10 uM glukoza verdigi cevap %100 kabul
edilerek diger substratlar ile elde edilen % biyosensor cevaplari
hesaplandu.

4. II. NESIL MIKROBIYAL BiYOSENSORLERE
ILISKIN CALISMALAR

4.1 II. Nesil Mikrobiyal Biyosensorlerin Hazirlanmasi

10 ml hiicre kiiltiir ortamindan alinarak 4 000 rpm’de 15 dakika

santrifiijlendi.

HCF ve ferrosen olmak iizere iki farkli medyator kullanilarak
calismalar gergeklestirildi. Farkli ¢oziiniirliik 6zelliklerinden dolayr HCF
calisma tamponuna ilave edilirken, ferrosenin yumurta kabugu membrani

ylizeyine hiicre ile birlikte adsorbsiyonu saglandu.

HCF medyatorlii biyosensor sistemi i¢in santrifiijle ayrilan hiicre
pastast uygun miktarda pH 7,0 potasyum fosfat tamponunda (5 mM)
¢oziilerek 50 pl’si (7,02x10° hiicre/ml) yumurta kabugu membram
ylizeyine pipetlenerek immobilizasyon i¢in 35-40 dakika oda
kosullarinda beklendi.

Ferrosen medyatorlii biyosensér sistemi yukarida HCF igeren
sistemde bahsedildigi gibi hazirlandi, ancak farkli olarak hiicre diginda,
100 mM ferrosen ¢ozletisinden 25 pl (0,465 mg) yumurta kabugu
membrani yiizeyine pipetlenerek immobilizasyon i¢in 35-40 dakika oda
kosullarinda beklendi.
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4.2 II. Nesil Mikrobiyal Biyosensorlere iliskin Optimizasyon

Cahsmalan

4.2.1 Dongiisel voltammetri ile calisma potansiyelinin
belirlenmesi

Ferrosen immobilize edilerek hazirlanmis biyosensor ile 20 ml, pH
7,0 potasyum fosfat (50 mM) O6lglim ortammma 0 mV ve +600 mV
potansiyel araliginda arasinda dongiisel voltamogrami alinarak ferrosenin
calisma potansiyelinin belirlenmesi amaciyla kullanildi. HCF medyatorlii
biyosensor sistemi i¢in ise 0l¢lim ortaminda 10 mM HCF olacak sekilde
stok ¢ozeltiden ilave edilerek, elektrodun 3 dakika inkiibasyonu saglandi.
Ardindan, -200 mV ve +600 mV potansiyel araliginda dongiisel
voltammogramlar alinarak HCF iceren sistem i¢inde oksidasyon

potansiyeli dikkate alinarak uygun ¢alisma potansiyeli belirlendi.

4.2.2 Optimum medyator konsantrasyonunun
belirlenmesi

Ferrosenin  kullanmildig1  sistem i¢in, optimum medyator
konsantrasyonunun  belirlenmesi amaciyla 100 mM  ferrosen
¢ozeltisinden 5, 15, 25, 35 ul yumurta kabugu membranina
adsroblanarak farkli mikrobiyal biyosensérler (hiicre miktar1 7,02x10°
hiicre/ml ) hazirlandi. 500 uM glukoz konsantrasyonunda +400 mV'da
Ag/AgCl referans, Pt karsit elektroduna karsi kronoamperometrik

Olctimler alindi.
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HCF’nin kullanildig1 sistem i¢in ise reaksiyon hiicresinde
konsantrasyonlar1 2,5; 7,5; 10; 12,5 mM HCF ve 500 uM glukoz
konsantrasyonunda, +300 mV'da Ag/AgCl referans, Pt Kkarsit

elektroduna kars1 kronoamperometrik élgiimler alind.

4.3 II. Nesil Mikrobiyal Biyosensorlerin Analitik
Karakterizasyonlarina iliskin calismalar

II. nesil mikrobiyal biyosensoriin analitik karakterizasyonu
amaciyla bu boliimde glukoz i¢in dogrusal tayin araligmin, analiz
sonuglarinin tekrarlanabilirli§inin, substrat spesifikliginin, operasyonel

kararliligin belirlenmesine yonelik ¢alismalar yapildi.

4.3.1 Dogrusal tayin arahigi

Gelistirilen II. nesil biyosensorlerin karakterizasyonu amaciyla 1.
nesil mikrobiyal biyosensor sistemi i¢in optimize edilmis kosullar (pH
ve hiicre miktar1) kullanildi. 1 M glukoz stok ¢6zeltisinden ortama farkl
miktarlarda eklenerek hem ferrosen hem de HCF medyatorlii sistem i¢in
standart grafikleri ¢izildi ve glukoz i¢in dogrusal tayin araliklari
belirlendi.

4.3.2 Analiz sonuclarimin tekrarlanabilirligi

Potasyum fosfat tamponunda (pH 7,0; 50 mM) ve 25 °C’de
gerceklestirilen denemelerde kalibrasyon grafiklerinden belirlenmis, ve
dogrusal tayin araliginda kalan, ferrosen i¢in 250 uM, HCF i¢in 25 uM
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glukoz iceren standartlar kullanilarak bes (5) kez Olglim alindi
Olgiimlere iliskin standart sapma (S.D) ve varyasyon katsayisi (cv)

belirlendi.

4.3.3 Operasyonel kararhhk

Biyosensoriin  operasyonel kararliliginin belirlenmesi amaciyla
daha once optimizasyonu gerceklestirilmis olan kosullarda (7,02x10°
hiicre/ml, 50 mM, pH 7,0 potasyum fosfat tamponu, 25 °C) belirli
glukoz konsantrasyonlari (ferrosen i¢in 250 uM, HCF icin 25 uM) ile
Olciimler gergeklestirildi. Her iki medyatorlii sistem i¢in baslangigta elde
edilen biyosensor cevab1 %100 kabul edilerek dort saat boyunca otuz
dakika araliklarla yapilan Glgiimlerde elde edilen sonuglarla zamana

kars1 biyosensor cevabindaki farklanmalar1 rolatif olarak hesaplandi.

4.3.4 Substrat spesifikligi

Medyatorlii.  mikrobiyal biyosensoriin - substrat  spesifikliginin
belirlenmesi amaciyla yapilan caligmalarda ferrosen medyatorlii
biyosensor sistemi i¢cin 1 M, HCF medyatd6rlii biyosensor icin 100 mM
sukroz, laktoz, fruktoz, galaktoz, arginin, lizin, triptofan, etanol standart

¢oOzeltileri kullanildi.

Biyosensorlerde glukoz icin elde edilen cevaplar %100 kabul
edildi ve diger substratlar icin elde edilen biyosensor cevaplari ile

kiyaslandu.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

5.1 I. Nesil Mikrobiyal Biyosensérlere iliskin Sonuclar

5.1.1 L Nesil mikrobiyal biyosensorlerin
optimizasyonuna iliskin sonuclar

5.1.1.1 P. fluorescens hiicrelerinin Kiiltivasyonu

P. fluorescens hiicrelerinin biiylime profillerine iliskin yapilan bu
calismada hiicrelerin biiylimeleri spektrofotometrik olarak 560 nm’de
absorbanslar1 okunarak izlendi. Bu amagla zamana bagl hiicre
yogunlugu (optik dansite) grafigi olusturuldu (Sekil 5.1). Biiyiime
profilinden de goriilecegi gibi 15’inci saate kadar logaritmik faz, 15’inci
saatten sonra stasyoner faz goOzlenmistir. Diger biyosensor
calismalarinda da tercih edildigi gibi tekralanabilir sonuglarin
almabilmesi i¢in ge¢ logaritmik faz evresindeki hiicreler biyosensor
hazirhiginda tercih edildi (Tkac et al., 2003).

Ayrica yapilan hiicre sayiminda kullanilan stok hiicre

¢ozeltisindeki hiicre miktar1 60x10° hiicre/ml olarak hesaplandi.
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Sekil 5.1 P. fluorescens hiicrelerinin biiyiime profili

5.1.1.2 Hiicre miktarinin bivosensor cevabina etkisi

35,09x10° hiicre/ml, 17,58x10° hiicre/ml, 11,71x10° hiicre/ml,
7,02><109 hiicre/ml ve 4,68><109 hiicre/ml miktarlartyla hazirlanan

biyosensorlere iliskin kalibrasyon grafikleri Sekil 5.2°de gosterildi.
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Sekil 5.2 Hiicre miktarinin biyosensor cevabina etkisi ( pH 7; 50 mM potasyum fosfat
tamponu, 25 °C, -700 mV, her bir hata ¢gubugu 2 ya da 3 6lgiime iligkin
standart sapmayi ifade etmektedir )

Elde edilen sonuglara gére 4,68x10° hiicre/ml miktar1 ile cevap
almamazken maksimum biyosensoér cevaplarmm 7,02x10° hiicre/ml
olacak sekilde hazirlanan mikrobiyal sensor ile alindig1 goriildii. Ayrica
yiiksek biyokiitle miktarlarinda sinyalin diistiigi gozlendi. Yiiksek
biyokiitle miktar1 biyoaktif tabakada oksijen miktarmi smirlandirir, bu
nedenle immobilize hiicre tabakasmnin oksijen ihtiyac1 ¢ok iyi

karsilanamaz. Dolayisiyla hiicreler substratin oksidasyonunu yeterli



38

etkinlikte gergeklestiremezler ve bu nedenle alinan sinyal diiser.
Biyokiitlenin artan miktarinin difiizyon problemi yaratmasindan dolayi

bu durum beklenen bir sonugctur.

5.1.1.3 Optimum pH

Optimum olarak belirlenmis 7,02x10° hiicre/ml miktar1 ile
hazirlanan I. nesil mikrobiyal biyosensor ile pH optimizasyonu yapild1.
Denemeler sonucunda elde edilen verilere gére biyosensoriin optimum

grafigi Sekil 5.3’te verilmistir.

100 r

80 |

40

20

% Biyosensor Cevabi

pH

Sekil 5.3 Biyosensor cevabma pH’min etkisi ( 50 mM fosfat tamponu, 7,02x 10’
hiicre/ml, 250 mM glukoz, 25 °C, -700 mV, her bir hata cubugu 2 ya
da 3 olgiime iliskin standart sapmayi ifade etmektedir)
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pH degerinin biyosensér performansma etkisinin belirlenmesi
onemli bir parametredir. Clinkii pH hiicrelerin metabolik aktivitesini
etkileyen Onemli bir faktordiir. 250 mM glukoz varliginda cesitli
pH’larda (6,0-7,5) potasyum fosfat (50 mM) tampon c¢ozeltileri
kullanilarak biyoaktif tabakadaki ¢6ziinmiis oksijen iceriginin metabolik
aktiviteye bagl olarak tilkenmesi -700 mV izlendi. Elde edilen veriler pH
6,0’dan 7,0’ye yiikseldiginde biyosensor cevabmin arttigin1 fakat pH
8,0’e ulastiktan sonra azalmaya basladigini gostermektedir (Sekil 5.3).
Dolayisiyla, ayn1 zamanda mikrobiyal biyosensor i¢in hiicelerin kiiltiir

ortammin pH’ma da yakin olan pH 7,0 optimum olarak belirlendi.

51.3 L. Nesil mikrobiyal biyosensorlerin analitik
karakterizasyonuna iliskin sonuclar

Bu bolimde mikrobiyal biyosensoriin analitik karakterizasyonu
amaciyla glukoz tayin araliginin, analiz sonuglarmin
tekrarlanabilirliginin, substrat spesifikliginin, operasyonel kararliligin

belirlenmesine yonelik ¢alismalar yapild.

5.1.3.1 Dogrusal tayin arahig:

P. fluorescens temelli 1. nesil biyosensdre yonelik optimizasyon

calismalar1 tamamlandiktan sonra glukoz i¢in kalibrasyon grafigi ¢izildi.

Hazirlanan biyosensor ile yapilan denemeler sonrasinda, glukoz

icin elde edilen dogrusal grafik Sekil 5.4’de verilmistir.
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Sekil 5.4 Glukoz tayinine yonelik kalibrasyon grafigi (pH 7,0, 50 mM
potasyum fosfat tamponu, 25 °C, -700 mV, 7,02x10° hiicre/ml, her
bir hata ¢ubugu 2 ya da 3 ol¢iime iliskin standart sapmayi ifade
etmektedir)

Sekil 5.4’te de gorilecegi gibi optimize edilen c¢alisma
kosullarinda, hazirlanan 1. nesil bakteriyel sensor sistemi ile 5 uM-25

uM tayin araliginda glukoz dedeksiyonu gerceklestirilebilmektedir.

5.1.3.2 Analiz Sonuclarinin Tekrarlanabilirligi

Hazirlanan 1. nesil mikrobiyal biyosensor ile yapilan analizlerin
tekrarlanabilirliginin test edilmesi amaciyla; 10 puM glukoz standart
cozeltisi kullanilarak pH 7,0 potasyum fosfat tamponunda (50 mM),
25 °C’de ard arda bes (5) Ol¢lim yapildi. Yapilan dlglimler sonrasinda
elde edilen akim degerleri kalibrasyon grafiginde verilen ilgili denklemde

y degeri olarak kullanilip standart sapma (S.D) ve varyasyon katsayisi
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(cv) degerleri hesaplanmustir. Buna gore I. nesil mikrobiyal sensor i¢in
S.D £ 0,405 uM % cv degeri ise % 4,09 olarak bulunmustur. Elde edilen
degerler analitik olarak kabul edilebilir sinirlar igerisinde olup hazirlanan
sistemin tekrarlanabilirliginin yiliksek oldugunu gostermektedir (Sekil
5.5).
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Sekil 5.5 1. Nesil mikrobiyal biyosensorlerde analiz sonuglarmin tekrarlanabilirligi
(n=5) (50 mM, pH 7,0 potasyum fosfat tamponu, 25 °C, -700 mV, 7,02x10°
hiicre/ml, her bir hata cubugu 2 ya da 3 6l¢iime iliskin standart sapmay ifade
etmektedir)

5.1.3.3 Operasyonel Kararhhik

Baslangicta elde edilen biyosensor cevaplart %100 kabul edilerek
4 saat boyunca 30 dakika araliklarla yapilan 6lgiimlerde elde edilen
biyosensor cevaplari ile kiyaslandi.
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4 saatlik zaman diliminde biyosensor cevabinin %7’ye diistiigii
gozlendi. Hiicrelerin canlilik faaliyetleri g6z 6niinde bulunduruldugunda

sistemin operasyonel kararliliginin olduk¢a iyi oldugu goriilmektedir.
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Sekil 5.6 1. nesil biyosensdriin operasyonel kararliligina ait grafik (50 mM,
pH 7,0 potasyum fosfat tamponu, 25 °C, -700 mV, 7,02x10°
hiicre/ml, her bir hata gubugu 2 ya da 3 olglime iliskin standart
sapmay! ifade etmektedir)

5.1.3.4 Substrat Spesifikligi

Biyosensoriin substrat spesifikliginin belirlenmesi amaciyla yapilan
calismalarda 10 uM sukroz, laktoz, fruktoz, galaktoz, arginin, lizin,
triptofan, etanol standart ¢ozeltilerinden sadece etanol icin biyosensor
cevabi alindi. 10 uM glukoz i¢in elde edilen cevap %100 kabul edildi ve
etanol icin % biyosensdr cevabi hesaplandi. 1. nesil biyosensor ile %14,0

olmak tizere sadece etanol i¢in cevap alind1.
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5.2 II Nesil Mikrobiyal Biyosensorlere Iliskin Sonuclar

5.2.1 1L Nesil mikrobiyal biyosensorlerin
optimizasyonuna iliskin sonuclar

5.2.1.1 Dongiisel voltammetri ile calisma potansiyelinin

belirlenmesi

Medyatorlii.  mikrobiyal sensor sistemlerinin  temel prensibi
kullanilan  redoks  medyatorlerinin =~ oksijen  yerine,  karbon
kaynagi/substratin tiiketimine bagli metabolik aktivite sonucu olarak
olusan elektronlar1 kabul ederek indirgenmesidir. indirgenen elektroaktif
tiirler elekrot yiizeyinde tekrar oksitlenerek rejenere olacaktir ve bu
sekilde mikrobiyal tiirler ile elektrot arasinda gergeklesen elektron
aktarim dongiisii tamamlanacaktir. Bu durumda medyatorler bu dongiiyt
gerceklestiren aract molekiillerdir ve iyi bir medyatorden beklenilen
temel Ozellikler, yilikseltgenmis halinin hiicre membranindan gecerek
elektronlar1 kabul edebilmesi akabinde indirgenmis halinin membrani
kolaylikla terk ederek elektrot ylizeyine bu elektronlar1 aktarmasidir. Bu
durumda, redoks medyatoriiniin ¢oziintirliikk 6zellikleri, hiicrenin lipofilik,
inert membraninyla kolayca kontakt haline gecebilmesi, etkin bir
medyatorlii mikrobiyal biyosensor hazirlanmasinda en 6nemli kriterdir
(Timur et al., 2007). Bu tez projesi kapsaminda suda ¢oziiniirliigl yiiksek
olan HCF ve az ¢6ziinen ferrosen secilerek HCF ¢ozelti fazinda ferrosen

ise biyoaktif membran yapisina katilarak kullanildi.
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Ferrosen medyatorlii mikrobiyal biyosensoriin 0 mV ve +600 mV
arasinda dongiisel voltammogrami alinarak, gézlemlenen yiikseltgenme
potansiyeline gore uygun ¢alisma potansiyeli +400 mV belirlendi (Sekil
5.7). + 400 mV’da kronoamperometrik olarak sensor cevabimin izlenmesi
gerceklestirildi.

ugu
(pAem?)
85583

(@)
|

Akam Yogunl
¥

o

|

w

0 200 400 600 800
Potansiyel (mV)

IN
[S)

Sekil 5.7 Ferrosene ait dongiisel voltammogram ( 0 mV ve +600 mV araligi, 10 mV/s,
(A): Yumurta kabugu membrani + hiicre + Ferrosen, (B): Yumurta kabugu
membrani + hiicre )

Calisma tamponuna 10 mM potasyum hegzasiyanoferrat (HCF)
ilave edilerek 3 dakika inkiibe edildi. -200 mV ve +600 mV arasinda
dongiisel voltammogram alinarak ferrosenli sistemde oldugu gibi
optimum c¢aligma potansiyeli, yine medyatériin  oksidasyonun
izlenmesine bagli +300 mV olarak secildi (Sekil 5.8) ve hiicrelerin
metabolik aktivitesi oksijenden bagimsiz olarak +300 mV’da

kronoamperometrik olarak izlendi.



45

400 -+
A
200 -
0 -
-200 +

-400 -

_600 T T T T T 1
-400 -200 0 200 400 600 800

Potansiyel (mV)

Akim Yogunlugu
(WA
[ve)

Sekil 5.8 HCF’ye ait dongiisel voltammogram (-200 mV ve +600 mV
araligi, 10 mV/s, A:Yumurta kabugu membran1 + hiicre +
HCF; B: Yumurta kabugu membrani + hiicre)

5.2.1.2 Optimum medyator Kkonsantrasvonunun

belirlenmesi

Optimum medyator konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in 100 mM
ferrosen ¢oOzeltisinden smrasiyla 5, 15, 25, 35 ul yumurta kabugu
membranina immobilize ederek farkli II. nesil mikrobiyal biyosensdrler
hazirlandi. Membrana immobilize edilmis ferrosen medyatorli
biyosensorler ile 500 uM glukoz konsantrasyonunda +400 mV'da

kronoamperometrik 6l¢iimler aliarak sensor cevabi izlendi (Sekil 5.9).
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Sekil 5.9 Ferrosen miktarinin sensor cevabina etkisi (50 mM, pH 7,0 potasyum fosfat
tamponu, 25 °C, +400 mV, 7,02x10° hiicre/ml, her bir hata gubugu 2 ya da
3 olglime iligkin standart sapmay ifade etmektedir)

Yumurta kabugu membranindaki ferrosenin olusturdugu ince
tabakanin diflizyon problemine neden olmasindan dolay1 35 ul ferrosen
kullanildiginda alinan sinyalde biiyiik bir diisme gozlendi. En yiiksek
bagil (%) biyosensor cevabi 25 ul (0,465 mg) ferrosen varliginda elde
edildi. Bu nedenle ferrosen medyatorli sistemde sonraki 6l¢iimlerde 25

uL ferrosen iceren biyosensorler kullanildi.

Reaksiyon hiicresinde konsantrasyonlar1 2,5; 7,5; 10; 12,5 mM
HCF olacak sekilde, 500 uM glukoz konsantrasyonunda +300 mV'da

sensOr cevaplari belirlendi (Sekil 5.10).
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Sekil 5.10 HCF miktarinin sensor cevabina etkisi (50 mM, pH 7,0 potasyum fosfat
tamponu, 25 °C, +300 mV, 7,02x10° hiicre/ml, her bir hata gubugu 2 ya da
3 olglime iliskin standart sapmay ifade etmektedir)

HCF’nin belli bir konsantrasyon degerinden sonra sensor cevabinda
bir doygunluga ulasilarak, 12,5 mM HCF varliginda elde edilen sinyalde
nispeten diisme gozlenmistir. En yiiksek % biyosensor cevabinin 10 mM
HCF varliginda elde edildigi goriildii ve bundan sonraki Ol¢timler bu

deger ile gergeklestirildi.

5.2.2 II. Nesil mikrobiyal biyosensorlerin analitik
karakterizasyonuna iliskin sonuclar

II. nesil mikrobiyal biyosensoriin analitik karakterizasyonu

amaciyla bu bolimde glukoz tayin araliginin, analiz sonuglarinin



48

tekrarlanabilirliginin, substrat spesifikliginin, operasyonel kararliligin

belirlenmesine yonelik ¢alismalar yapilmistir.

5.2.2.1 Dogrusal tayin aralhigi

Glukoz analizine yonelik Pseudomonas fluorescens temelli II. nesil
biyosensorler ile farkli glukoz konsantrasyonlarinda biyosensor cevaplari
incelendi ve kalibrasyon grafigi ¢izildi. Ferrosen medyatorlii I1. nesil
mikrobiyal sensor i¢in 60, 250, 500, 750 uM glukoz konsatrasyonlar ile
calisildi. HCF medyatorlii II. nesil mikrobiyal sensor i¢in 10, 15, 25, 40
uM glukoz konsantrasyonlar1 ile ¢alisildi. Olgiimler potasyum fosfat
calisma tamponunda (pH 7,0; 50mM ) 25 °C’de gergeklestirildi.

Gelistirilen II. nesil biyosensorlerin analitik karakterizasyonu
amaciyla standart grafikleri ¢izilerek glukoz icin Olgliim araliklari
belirlendi. Ferrosen ve HCF medyatorlii biyosensorler i¢in elde edilen

glukoz standart grafikleri sirasiyla Sekil 5.11 ve 5.12°de goriilmektedir.

Hazirlanan HCF medyatdrlii sensor sistemi ile 10 uM - 40uM tayin
araliginda, ferrosen medyatorlii sensor sistemi ile 60 uM — 750 uM tayin
araliginda glukoz dedeksiyonu ger¢eklestirilebilmektedir. HCF’nin
medyatdr olarak kullanildig1 sensoér sistemi daha diisik glukoz
konsantrasyonuna cevap verirken ferrosenin medyator olarak kullanildigi
sensOr sistemde daha az duyarli ancak daha genis glukoz konstrasyonu
araliginda cevap elde edildi. HCF’nin ¢6ziiniirligiiniin ferrosene gore daha
iyl olmasi diisiikk glukoz konsantrasyonunda dahi yiiksek sinyal elde
edilmesini saglamistir ve diisiik glukoz konsantrasyonunun tayinine imkan

tanimustir.
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Sekil 5.11 Ferrosen medyatorlii biyosensor cevabina glukoz konsantrasyonunun etkisi
(pH 7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponu, 25 °C, +400 mV, 7,02x10°
hiicre/ml, her bir hata cubugu 2 ya da 3 6l¢lime iliskin standart sapmayi
ifade etmektedir)
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Sekil 5.12 HCF medyatorlii biyosensor cevabina glukoz konsantrasyonunun etkisi (pH

7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponu, 25°C, +300 mV, 7,02x10°
hiicre/ml, her bir hata ¢gubugu 2 ya da 3 6l¢iime iliskin standart sapmay1
ifade etmektedir)
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5.2.2.2 Analiz sonuclarinin tekrarlanabilirligi

Hazirlanan II. nesil mikrobiyal biyosensor ile yapilan analizlerin
tekrarlanabilirliginin test edilmesi amaciyla; ferrosen igin 250 uM,
potasyum hegzasiyanoferrat icin 25 pM glukoz standart cozeltisi
kullanilarak pH 7,0, 50 mM fosfat tamponu, 25 °C’de ard arda dort (5)
Olciim yapildi. Yapilan Olgtimler sonrasinda elde edilen akim degerleri
kalibrasyon grafiginde verilen ilgili denklemde y degeri olarak kullanilip
standart sapma (S.D) ve varyasyon katsayisi (cv) degerleri
hesaplanmistir. Buna gore ferrosen medyatorlii mikrobiyal sensor igin
S.D + 10,18 uM, % cv degeri ise %4,57, HCF medyatorli mikrobiyal
sensOr i¢in S.D + 1,004 uM, % cv degeri ise %3,99 olarak bulunmustur.
Elde edilen degerler analitik olarak anlamli sonuclar olup hazirlanan II.
nesil mikrobiyal biyosensor sistemlerinin tekrarlanabilirliginin yiiksek

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 5.13 Ferrosen icin tekrarlanabilirlik (pH 7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponu,
25 °C, +400 mV, 7,02x10° hiicre/ml, her bir hata gubugu 2 ya da 3 olgiime
iligkin standart sapmay1 ifade etmektedir)
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Sekil 5.14 HCF igin tekrarlanabilirlik (pH 7,0, 50 mM potasyum fosfat
tamponu, 25 °C, +300 mV, 7,02x10° hiicre/ml, her bir hata gubugu 2
ya da 3 dlglime iliskin standart sapmayi ifade etmektedir)

5.2.2.3 Operasyonel kararhihik

Biyosensoriin  operasyonel kararliligmmin belirlenmesi amaciyla
yeni hazirlanan biyosensdor daha Once optimizasyonu yapilarak
belirlenmis olan kosullarda (pH 7,0, 50 mM fosfat tamponu, 25 °C) her
30 dakikada bir olmak ftizere belirli glukoz standardi i¢in Glgtimler

gerceklestirildi.

25 °C’de gergeklestirilen denemelerde ferrosen i¢in glukozun 250
uM, HCF i¢in glukozun 25 uM’lik konsantrasyonu ile ¢alisild.
Baslangicta elde edilen biyosensor cevaplar1 %100 kabul edilerek 4 saat
boyunca 30 dakika araliklarla yapilan 6l¢iimlerde elde edilen biyosensor

cevaplari ile kiyaslandi.
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Sekil 5.15 Ferrosen icin operasyonel kararlilik (pH 7,0; 50 mM potasyum fosfat
tamponu, 25 °C, +400 mV, 7,02x10° hiicre/ml, her bir hata gubugu 2 ya
da 3 olgiime iliskin standart sapmay ifade etmektedir)
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Sekil 5.16 HCF i¢in operasyonel kararlilik (pH 7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponu,

25 °C, +300 mV, 7,02x10° hiicre/ml, her bir hata gubugu 2 ya da 3 olgiime
iligkin standart sapmay1 ifade etmektedir)
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4 saatlik zaman diliminin sonunda ferrosen medyatorlii biyosensor
sisteminin aktivitesinde % 24, HCF medyatorlii biyosensor sisteminin
aktivitesinde ise % 3 azalma gozlendi. Sistemlerin operasyonel
kararhiliklarinin  farkli olmasi medyatorlerin  uygulanma seklinden
kaynaklanmaktadir. Ferrosen membrana adsorblandirilarak kullanildigi
icin zamanla ¢Ozlinerek membranin gdézeneklerinden Ol¢iim ortamina
dogru diflize olmast miimkiindiir. Bu nedenle ferrosen medyatorlii
biyosensor cevabinda diisme daha fazla olmaktadir. HCF medyatorli
sistemde medyator her 6l¢iim igin ortama ¢ozelti seklinde ilave edilmesi

sebebiyle aktivitesini oldukg¢a iyi korudugu Sekil 5.16’da goriilmektedir.

5.2.2.4 Substrat spesifikligi

Medyatorlii.  mikrobiyal biyosensoriin - substrat  spesifikliginin
belirlenmesi amaciyla yapilan c¢alismalarda ferrosen medyatorli
biyosensor sistemi i¢in 1 M, HCF medyatorlii biyosensor igin 100 mM
sukroz, laktoz, fruktoz, galaktoz, arginin, lizin, triptofan, etanol standart
¢oOzeltileri kullanildi.

Biyosensorde glukoz icin elde edilen cevaplar % 100 kabul edildi
ve diger substratlar i¢in elde edilen biyosensor cevaplari ile kiyaslandi.
Ferrosen medyatorlii biyosensor ile %14,6, HCF medyatorlii biyosensor

ile % 2 olmak iizere sadece etanol i¢in cevap alindi.
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6. GENEL DEGERLENDIiRME

Bu tez projesinde I. ve II. nesil mikrobiyal biyosensor sistemleri
tasarlandi. Gram negatif, bakteri olan P. fluorescens hiicrelerinin
kullanildig1 sistemlerde hiicreler fiziksel adsorbsiyon ile yumurta kabugu
membranina immobilize edildi. Glukozun substrat olarak kullanilmasiyla
biyosensor sistemleri optimize edilerek, analitik karakterizasyonlari
gerceklestirildi. Ayrica elde edilen biyosensdrlerin  performanslari

mcelendi.

P. fluorescens hiicrelerini temel alan I. nesil biyosensoriin
optimizasyon calismalar1 sonunda en ideal hiicre miktar1 7,02x10°
hiicre/ml olarak bulundu. Yapilan optimizasyon caligmalar1 sonucunda
calisma tamponu pH 7,0; 50 mM’lik fosfat tamponu olmasmna karar

verildi. Olgiimler 25 °C°de gerceklestirildi.

P. fluorescens hiicrelerini temel alan II. nesil biyosensor sistemleri
icin medyator olarak HCF ve ferrosen kullanildi. II. nesil mikrobiyal
biyosensor sistemleri i¢in daha Once I. nesil biyosensor sistemi igin
bulunan optimum hiicre miktar1 (7,02x10° hiicre/ml) ve optimum tampon
sistemi (pH 7,0, 50 mM’lik potasyum fosfat tamponu) kullanildi.
Olgiimler 25 °C’de gerceklestirildi. II. nesil mikrobiyal biyosensérlerin
optimizasyon ¢alismalar1 sonunda en ideal medyator miktarlar1 bulundu.
100 mM ferrosen ¢ozeltisinden yumurta kabugu membranma 25 pl
immobilizasyonu ile hazirlanmis sensérde ve reaksiyon ortaminda
10 mM HCF varliginda hazirlanmig sensoérde en yiiksek % biyosensor

cevaplari elde edildi.
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Gelistirilen biyosensOr sistemlerine ait analitik karakterizasyon
sonuglar1  Cizelge 6.1’de goriilmektedir. Sonug¢ olarak medyator
kullanmiim mikrobiyal biyosensoriin glukoz i¢in duyarliligini arttirdig:
gorildii.

Biyosensor sistemlerinin 4 saatlik zaman diliminde operasyonel
kararlhiliklar1 da birbirlerine gore farklilik gosterdi. I.nesil mikrobiyal
biyosensoriin aktivitesinde %7 azalma goriiliirken, ferrosen medyatorlii
biyosensoriin %24, HCF medyatorlii biyosensoriin %3 azalma goriildii.
En fazla aktivite kayb1 ferrosen medyatorlii biyosensorde goriildii. Bunun

nedeni ferrosenin zamanla membrandan diflizlenerek uzaklasmasidir.

HCF’nin ¢oziinlirligliniin ferrosene gore daha iyi olmasi diisiik
glukoz konsantrasyonunda dahi yiiksek sinyal elde edilmesini saglamistir
ve ferrosen medyatorli  sisteme gore daha diisik glukoz
konsantrasyonunun tayinine imkan tanimistir. Ayrica HCF medyatorli

biyosensoriin operasyonel kararliliginin daha iyi oldugu gozlemlenmistir.

Sonug olarak daha 6nce enzim temelli biyosensorlerde kullanilan
yumurta kabugu membrani ilk kez mikroorganizma immobilizasyonu
icin de kullanildi. Yumurta kabugu membrani hem biyouyumlu olmasi
hem de iyi gegirgenlik 6zelligi sayesinde glukoz tayini i¢in gelistirilen
mikrobiyal biyosensor sistemi i¢cin oldukca elverigli bir immobilizasyon
materyalidir.
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Cizelge 6.1 Gelistirilen mikrobiyal biyosensor sistemlerinin analitik karakterizasyonlari

Analitik LNesil Bivosensor I1. Nesil Biyosensor | II. Nesil Biyosensor
’ y (Ferrosen medyatorlii) | (HCF medyatorlii)
Karakterizasyon
Kalibrasyon [y =0,0073x+0,1689( y=0,5233x+0,0457 | y=0,003x + 0,0168
denklemi (+"=0,99) (+"=0,99) (+*=0,99)
Dogrusal arahk 5-25 uM 60-750 uM 10-40 uM
Standart sapma 10+ 0,405 uM 250+ 10,18 uM 25+ 1,004 uM
Ortalama ( ;)
9,909 uM 222,594 uM 25,169 uM
(1 M) (n=5)
Varyasyon

Katsayis1 (V.K.)

%4,09 (n:5)

%4,57 (n:5)

%3,99 (n:5)
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