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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

AMINO ASIT DUYARLI BIYOSENSORLERIN SIVI KRAMOTOGRAFIDE
DETEKTOR OLARAK KULLANILMASI VE AMINO ASITLERIN TAYINi

Gazi GUNES

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Omer ISILDAK

Bu calismada, mikro boyutlarda kompozit amino asit duyarli biyosensdrler hazirlanarak
stvi kromatografide detektor olarak kullanildi. Ik asamada temel sensdr olarak
kullanilmak iizere NH; -segici sensorler hazirland1 ve potansiyometrik davranislar test
edildi. NH,4 -secici sensorlerin yiizeyine L-amino asit oksidaz (L-AAO) enzimi tek
adimda glutaraldehit capraz baglayicisi ile tutturuldu. Hazirlanan amino asit duyarli
biyosensorlerin farkli L-amino asitlere karsi potansiyometrik davraniglari incelendi.
Biyosensorler incelenen L-amino asitlerin bazilarina karsi dogrusal cevaplar vermistir.
Iyi potansiyometrik davranis sergileyen biyosensdrler laboratuvarda hazirlanan mikro
litre Olii hacme sahip hareketli ortam akis hiicresine minyatiirize laboratuvar yapimi
Ag/AgCl referans elektrotu ile birlikte yerlestirildi. Bu akig hiicresi de Sivi
Kromatografik sistemde kolon ¢ikisina yerlestirilerek bir detektér gibi gorev yapmasi
saglandi. Diizenlenen kramotografi-potansiyometrik hibrit sistemine serbest amino
asitler enjekte edilerek kromatogramlar elde edildi. Elde edilen sonuglar, hazirlanan
biyosensorlerin  kromatografide detektor gibi kullanilabilecegini ve serbest amino
asitlerin tayinlerinde detektor gibi kullanilabilecegini gostermistir.

2015, 98 sayfa

Anahtar Kelimeler: Biyosensor, L-amino asit, potansiyometri, kromatografi



ABSTRACT
M. Sc. Thesis

DETERMINATION OF AMINO ACIDS TO USE AS DETECTOR OF AMINO ACID
SENSITIVE BIOSENSORS IN LIQUID CHROMATOGRAPHY

Gazi GUNES
Gaziosmanpasa University

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Omer ISILDAK

In this work, composite micro sized amino acid selective biosensors were prepared and
used as a detector in liquid chromatography. Firstly, NH, -selective sensors were
prepared to be used as a basic sensor and their potentiometric characteristics were
analyzed. L-amino acid oxidase enzyme was attached to NH,"-selective sensor surface
by cross linker gluter aldehyde in one step. Potentiometric characteristics of amino acid
selective biosensors against different L-amino acids were analyzed. Biosensors were
observed to be exhibited linear response against some L-amino acids examined.
Biosensors which have a good potentiometric characteristic were placed into micro-liter
dead volume flow cell which was prepared in laboratory together with micro Ag/AgCl
reference electrode. This flow cell was provided to serve as a detector by placing the
exit of colon in liquid chromatography. Free amino acids were injected to the
chromatography-potentiometric hybrid system and then chromatograms were obtained.
Results showed that these biosensors can be used as detectors in chromatography as
well as to detect free amino acids.

2015, 98 page

Key Words: Biosensor, L-amino acid, potentiometry, chromatography
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1. GIRIS

Amino asitlerin tarihi, 1806’da aspartik asidin kuskonmaz filizlerinde kesfiyle
baglamistir. Daha sonra 360°dan fazla aminoasit tliri dogal olarak yasam
organizmalarindan tespit edilmistir. Amino asitlerin analizleri, ilk defa Moore ve Stein
tarafindan gelistirilen, kolon sonrasi nihidrin tiirevlendirmesiyle uygulanmistir (Moore
ve Stein, 1954). 124 tane aminoasit tayin etmislerdir ve 1972‘de Nobel Kimya o6diiliine

layik goriilmiislerdir (Toyo’oka, 2013).

Biyoteknolojideki son gelismelerle birlikte amino asitlerin kimyasal analizleri
onemli bir hale gelmistir. Son yillarda amino asitlerin analizleri i¢in birgok yontem
gelistirilmistir. Bu yontemler genellikle spektrofotometrik ve spektroflorimetrik

deteksiyon tekniklerinin uygulandigi kromatografik yontemlerdir.

Genelikle amino asitlerin kramotografik ayirimi pre-kolon ve post-kolon
tirevlendirmeye dayanir. Amino asitlerin tayininde; iyon-degisim kromatografisi, ters-
faz kromatografi, gaz kromatografisi, kapilerelektroforez ve mikrogip elektroforez gibi
cok cesitli teknikler kullanilmistir (Toyo’oka, 2013).

Ancak bu yontemlerin pahali olusu, tiirevlendirme islemleri, deneyimli personel

eksikligi ve segiciliklerinin diislik olusu nedeniyle yeni yontemlere ihtiya¢ vardir.

Leland Clark’in ilk enzim elektrodu iiretmesinden beri biyosensorler iizerine
caligmalar artmis ve bununla birlikte biyosensorlerin kullanim alanlar1 genislemeye
baslamistir. Biyosensorler, algilayici tabakayla birlestirilmis bir biyolojik unsurun
fiziksel donistiiriiciilerle komplike edilmesiyle olusurlar. Yiiksek duyarliligi, mekanik
basitligi, gercek-zamanli potansiyel kabileyeti ve saha analizlerine uygunlugu nedeniyle
biyosensorler klinik arastirmalarda, cevresel tayinlerde, endiistriyel proseslerde siklikla

uygulama alani1 bulmustur (Dong ve Chen, 2002).

Bu calismada; potansiyometrik performanslar1 belirlenmis amino asit duyarh
biyosensorler ve mikro-akis hiicreleri hazirlandiktan sonra sivi kromatografik sisteme
entegre edildi ve hazirlanan amino asit duyarli biyosensorler detektor gibi kullanilip

serbest amino asitlerin tayini gerceklestirildi.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1. Amino Asitler

Aminoasitler biyolojik olarak aktif maddelerdir ve bunlardan bazilar1 insan

yagsamut i¢in esansiyeldir (Khan ve Faiz, 2008). Cizelge 2. 1’ de esansiyel ve esansiyel

olmayan amino asitler gosterilmistir.

Cizelge 2. 1. Esansiyel ve esansiyel olmayan amino asitler

Esansiyal olan amino asitler

Esansiyal olmayan amino asitler

Arjinin
Histidin
[zol6sin
Lésin
Lizin
Metiyonin
Fenilalanin
Treonin
Triptofan
Valin

Alanin
Asparajin
Aspartat
Sistein
Glutamat
Glutamin
Glisin
Hidroksiprolin
Hidroksilizin
Prolin

Serin

Tirozin

Biyoteknolojideki son gelismelerle birlikte, kimyasal yapilarina iligkin analizler

amino asitlerin fonksiyonlarinin 6neminin giderek artmasina neden olmustur (Chen ve

ark, 2003).

Proteinler asit ve alkalilerle ya da enzimlerle hidroliz edilirlerse amino asitlere

parcalanmis olurlar. Amino asitlerin genel yapilar1 Sekil 2. 1. de goriildiigi gibidir.



NH,

H— C——COOH

R

Sekil 2. 1. a- amino asitlerin genel formiilleri

Dogal olarak proteinler i¢inde bulunan amino asitler, a-amino asitler olarak
adlandirilirlar. Bilindigi tizere a karbon atomu karboksil (-COOH) grubundan sonra
gelen ilk karbon atomudur. a-aminoasitler, a-karbon atomuna bir amino grubu (-NH2),
bir karboksil grubu (-COOH), bir hidrojen atomu (-H) ve bir yan grubun (-R)
baglanmasiyla meydana gelirler. Buradaki R organik kimyadaki alkil grubu anlaminda
olmayip, a atomuna bagli herhangi bir gruptur (Bingol, 1974; Keha ve Kiifrevioglu,
2010).

2.2. Amino Asitlerin R Gruplaria Goére Siiflandirilmasi

Amino asitler R gruplarinin niteliklerine gore, Ozellikle polariteleri veya
biyolojik pH’da (yaklasik pH: 7.0) suyla tepkimeye girme isteklerine gore bes ana
grupta smiflandirilabilir. R gruplarimin polaritesi, biitiiniiyle polar olmayan ya da
hidrofobiklikten, yiiksek miktarda polar ya da hidrofiliklige kadar ¢ok c¢esitlidir (Nelson
ve Cox, 2005).

2.2.1. Polar Olmayan, Alifatik R Gruplarina Sahip Amino Asitler

Bu gruba ait amino asitlerin R gruplar1 polar degildir ve hidrofobiktir. Glisin,

Alanin, Valin, Losin, Metiyonin, izoldsin bu gruba dahil amino asitlerdir. Proteinlerde



alanin, valin, 16sin ve izoldsinin yan gruplari bir araya gelerek hidrofobik etkilesimlerle
protein yapisin sabitler. Glisin, en basit yapiya sahip olanidir, resmen polar olmamasina
karsin, ¢ok kii¢iik yan zinciri hidrofobik reaksiyonlara ger¢cek anlamda katilmaz. Siilfiir
ihtiva eden iki amino asitten biri olan metiyonin ise yan zincirinde polar olmayan tiyo

eter grubu igerir (Nelson ve Cox, 2005).

2.2.2. Aromatik R Gruplarina Sahip Olan Amino Asitler

Aromatik yan zincirlere sahip olan fenilalanin, tirozin ve triptofan goreceli polar
olmayanlardir. Timii hidrofobik etkilesimlere katilabilir. Tirozinin hidroksil grubu
hidrojen bagi yapabilir ve bu bazi 6zel enzimler i¢in dnemli bir islevsel gruptur.
Triptofan da indol halkasindaki azottan Otiiri, fenilalanine gore daha polardir (Nelson

ve Cox, 2005).

2.2.3. Polar, Yiiksiiz R Gruplarma Sahip Olan Amino Asitler

Bu gruba ait amino asitler polar olmayan amino asitlere gore nispeten suda daha
¢oziinebilir ve daha hidrofiliktir, bunun nedeni sahip olduklar1 gruplarin suyla hidrojen
bag1 yapmasidir. Bu gruba dahil amino asitler serin, treonin, sistein, prolin, asparajin ve

glutamin’dir.

Serin ve Treonin hidroksil gruplariyla, sistein siilfidril grubuyla, asparajin ve
glutamin ise amit gruplariyla polariteye katki yaparlar. Prolin ise farkli bir halka yapisi
ihtiva eder ve siirlt polardir. Asparajin ve glutamin, proteinlerde bulunan diger amino
asitlerden aspartat ve glutamatlarin amitleridir, bu yiizden asit ve bazlarla kolayca
hidrolizlenip bu amino asitlere doniistiirelebilir. Sistein ise kolaylikla dimerik amino asit
olan sistine oksitlenir. Sistin iki sistein molekiiliiniin disiilfit bagiyla baglanmig hali

Sekil 2. 2’ de verilmistir.



COO (llOO'
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Sekil 2. 2. Tki molekiil sisteinin oksidasyonla geri doniisiimlii disiilfit bagi olusturmasi1 (Nelson ve Cox,
2005).

Disiilfit baglar1 protein molekiiliiniin boliimleri arasinda veya farkli protein
zincirleri arasinda kovalent bag yaparak birgok proteinin yapisi i¢in son derece onemli

rol oynar (Nelson ve Cox, 2005).

Prolinin ise yan zinciri ve a-amino grubu birleserek halkali bir yap1 meydana
gelir ve bu nedenle prolin diger amino asitlerden farkli olarak amino grubu yerine imino

grubuna sahiptir (Champe ve ark., 2007).

2.2.4. Pozitif yiiklii R Gruplaria Sahip Amino Asitler

Bu grup amino asitlerin suda ¢oziinebilen R gruplarinin ¢ogu pozitif veya negatif
yiiklidiir ve yan zincirleri proton alicisidir, fizyolojik pH’da lizin ve arjinin’in yan
zincirleri tamamen iyonize olarak pozitif yiiklenirler. Bunun aksine, histidin zayif
baziktir ve fizyolojik pH’da biiyiik olgiide yiiksiizdiir. Histidin ndtrale yakin pK,
degerine sahip tek amino asittir ve birgok enzim katalizli tepkimede proton
alicisi/vericisi olarak tepkimeyi kolaylastirir (Nelson ve Cox, 2005; Champe ve ark.,
2007).



2.2.5. Negatif Yiiklii R Gruplarina Sahip Amino Asitler

Aspartat ve glutamat pH 7.0’de negatif yiike sahip R grubu igeren iki amino
asittir (Lehninger). Fizyolojik pH’da negatif yiiklii olduklarindan dolay1 asit
isimlerinden ¢ok tuz isimleriyle amilirlar: Aspartat ve glutamat gibi (Keha ve
Kifrevioglu, 2010).

2.3. Amino Asitlerin Asitlik ve Bazhik Ozellikleri

Kristal fazdaki amino asitlerin erime noktalar1 200 °C ve daha fazladir. Sudaki
¢Oziiniirliikleri, polarligi daha diisiikk c¢oziiciilere gore nispeten daha fazladir. Bu
ozelliklerde amino asitlerin nétral sulu ¢ozeltilerde dipolar iyonlar halinde, yani, zwitter
iyon seklinde kristallendigini gosterir. Notrallige yakin ¢ozeltilerde dipolar halinde olan
amino asitlerin, diisik pH’larda katyon, yiliksek pH’larda anyon seklinde goriliir.
Herhangi bir amino asidin, pH’nin bir fonksiyonu olarak iyonlagsmast Sekil 2. 3’ de

gosterilmistir (Keha ve Kiifrevioglu, 2010).

H H H
| OH | OH | _
R—C—COH ——= R—C—CO0" —== R—C—CO00
A H* ) H*
NH; NH, NH,
Katyon Zwitter iyon Anyon
pH<3 pH=7 pH>10

Sekil 2. 3. Herhangi bir amino asidin pH’a bagli iyonlagmasi

Sekil 2. 3* de goriildiigii gibi bir amino asit, R grubundaki iyonlasabilen

kisimlart dikkate alinmadan, iki proton yiiklenebilir ve bunlar iki esdeger bazla titre



edildigi zaman tamamen verebilir. Artan pH’ya gore bir amino asidin protonlarina

ayrisma denge reaksiyonlar1 Sekil 2. 4’ de verilmistir.

||'| H
R—C—COO + H* R—(|3—COCH
+NH3 NH;
| i
R—C—COO R—C—COO + H*

+

NH, NH,

Sekil 2. 4. Bir amino asidin artan pH’ ya gore ayrisma denge reaksiyonu

2.4. Amino Asitlerin Optik Ozellikleri

Her amino asidin alfa-karbonu dort farkli kimyasal gruba baglidir ve dolayisiyla
kiral veya optikge aktif karbon atomu olarak tanimlanir. Fakat glisin bir istisnadir,
clinkii glisinin a karbonu iki hidrojenle kimyasal bag yapmaktadir. a-karbonunda bir
asimetrik merkeze sahip olan amino asitler D ve L olarak adlandirilan birbirinin ayna

goriintlisii olan iki formdadir.

Her bir giftteki formlar steroizomerler, optik izomerler veya enantiyomerler
olarak adlandirilirlar. Proteinlerde bulunan biitiin amino asitler L konfigiirasyonuna
sahiptir. Fakat, baz1 antibiyotiklerde ve bakteri hiicre duvarinda D-aminoasitler yer
alabilirler (Champe ve ark., 2007).

2.5. L-Amino Asit Oksidaz

Fizyolojik rolii kesin olmamasina ragmen bobrek ve karacigerdeki L-amino asit

oksizdazlar a-amino asitleri katalizleyerek a-ketoasit ve amonyum iyonuna doniistiiriir



(Sekil 2. 5). indirgenmis flavin ise molekiiler oksijen tarafindan tekrar okside edilerek
hidrojen peroksit (H,O;) olusturulur. Daha sonra hidrojen peroksit (H20,)
katalizlenerek su (H2O) ve molekiiler oksijene (O,) ayrisir (Murray ve ark., 2003).

hHS_ L-amino asit oksidaz i NH.* ]
L~ I
.
R/Hxﬁ / Flavin Flavin-H, R/ Cﬁ"““-[ﬁ /
0 o
a-amino asit B o-imino asit a
| B0
H0, 0, NH,
Katalaz 1/2 0, ') [ﬁf N
H,0 R/ C""“‘*ﬂﬁ /
8]
a-keto asit

Sekil 2. 5. L-amino asit oksidaz tarafindan katalizlenen oksidatif deaminasyon

2. 6. Biyosensorler

Tim canhlar yasadiklar1 cevrede meydana gelen degisimleri algilayip
yasamlarin1 devam ettirebilmek igin degisimlere ayak uydurmalidirlar. Iste bu algilama

mekanizmasi biyosensorlerin in vitro (hiicre dist) kullanimi i¢in temel olusturmustur.

Canlilar, teknologlarin hayal bile edemeyecegi duyarlilik performansi
gosterirler. Ornegin; kopeklerde koku alma hassasiyeti insanlardan 100.000 kat daha
fazladir. Yilan baliklari tonlarca su igerisine eklenen birka¢ damla yabanci maddeyi

hemen algilarlar. Kelebekler partnerlerinin yaydigi birka¢c molekiilii bile hissederler.



Canlilara bu uyarilar1 algilama imkan1 veren biyolojik maddelerin analiz sistemler ile

komplike edilmesiyle biyosensdrler meydana gelmistir.

Biyosensorlerin tarihi Clark’in Cincinnati Hastanesinde (Ohio, ABD) ameliyat
sirasinda kandaki O, miktarini bir elektrot ile izlemesiyle baglar. 1962 yilinda Clark ve
Lyons’un Glukozoksidaz (GOD) enzimini O, elektronu ile birlestirerek kandaki glikoz
miktarini O6lgmeyi basardilar. Boylece yeni bir analitik sistem meydana geldi ve bu
sistem bir yandan biyolojik kismin yiiksek spesifikligini (enzim) diger yandan fiziksel
sistemin (elektrot) tayin duyarliligini birlestirmis ve genis spektrumlu bir uygulama
olanagi yaratmistir. Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlar1 6lgen sensorler

simdi ise biyomateryalin de katilmasi ile birgok maddenin tayinini miimkiin kilmigtir

(Telefoncu, 1999).

2. 7. Biyosensorlerin Yapisi ve Islevi

Biyosensorler biyokomponentler (reseptor) ile fiziksel bilesenlerden (tranduser)
meydana gelirler. Biyosensoriin gorevi biyolojik bir reaksiyonun elektriksel sinyale
dontistiiriilmesidir. Sekil 2. 6’ da bir biyosensoriin galisma prensibi verilmistir
(Telefoncu, 1999).

Cozelti Deteksiyon Ileti Sinyal ¢evrimi
A A A Y S
r R 3 )
Analit clektrot
(substr 1W \—w
"/,.., NANNN ’
vabaner —g elektronik sinyal l

madde %A

biyoaktif bilegen clektronik devreler  Kaydedici (Bilgisayar)

biyoaktif tabaka

Sekil 2. 6. Temel biyosensor ve ¢alisma prensibi (Isildak ve Isildak, 2013)



2. 7. 1. Biyokomponentler

Dogadaki biitiin canlilarin, ister prokaryotik olsun ister dkaryotik olsunlar, ortak
Ozellikleri canli molekiiller olan biyomolekiiller ihtiva etmeleridir. Canlilarin
yasamlarii siirdiirebilmeleri bu biyomolekiillerin hiicre, hiicre organelleri, dokular ve
organlardaki yapic1 ve yikic1 reaksiyonlar1 gerceklestirmelerine baghidir. Bu da
biyosensdrlerin biyo- kisminda kullanilmalarini saglar. Sensor kisim ise biyo- kisimdaki
meydana gelen metabolik degisiklikleri optik, elektriksel ve kalorimetrik olarak
algilanip cevap verildigi yerdir. Biyosensorlerin  yapisinda yer alan bu
biyokomponentler; enzimler, mikroorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar,
niikleik asitler vb. cogu kez biyoreseptdr diye adlandirilirlar. Bunlarin igerisinde en

yaygin kullanilanlar enzimler ve antikorlardir (Telefoncu, 1999; Enginiin, 1999).

Biyoreseptorler analiz edilecek maddeyi doniisiime ugratirlar ve bu doniisiim
sonucu olusan degisiklikler transduser tarafindan algilanir. Yiiksek spesifikliklerinden
dolay1 enzimler en yaygmn kullanilan biyokomponentlerdir. Uygun enzim
bulunamamasi, enzimin kararsiz olmasi veya birden fazla madde tayin edilecekse
tercihen hiicre sistemleri veya mikroorganizmalar kullanilir. Mikroorganizmalar degisik
reseptOr tepkileri verirler ve biyolojik oksijen gereksinimi (BOD), toksisite ve
mutajenite testlerinde basariyla kullanilirlar. Enzimler ve hiicreler kiigiik molekiillii
maddelerin, antikorlar ve niikleik asitler ise makro molekiillerin ve patojenik

mikroorganizmalarin tayininde kullanilan biyoreseptorlerdir (Telefoncu, 1999).

2. 7. 2. Tranduserler

Tranduserler, reseptorlerde meydana gelen biyolojik reaksiyonu oSlgiilebilir bir
elektrik sinyaline dondstiiriirler. Biyokimyasal reaksiyonun tiiriine gore uygun tranduser

secilir. Elektrotlar potansiyometrik veya amperometrik 6l¢iimlerde kullanilir ve burda
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hedef maddedir (O, elektrodunda ¢dziinmiis O,, pHelektrodunda H* iyonu derisimi
gibi). Optik sensorlerde amag; 151k, piezoelektriksensorlerde ise amag kristalin salinim
rezonansinin kiitle yiiklenimi sebebiyle degismesidir. Bunlarin yani sira transistorler ve

vetermistorler de transduser olarak kullanilmaktadir (Telefoncu, 1999).

2. 8. Biyosensorlerin Kullanim Alanlari

Biyosensorler tip, tarim, gida, eczacilik, c¢evre kirliligi, savunma ve birgok
endiistriyel aktivitede Ozellikle otomasyon, kalite kontrol, durum tespiti ve enerji
muhafazasinda son derece onemli rol oynarlar. Bugiine kadar 180°den fazla farklh
madde i¢in biyosensor iiretilmis ancak bunlarin sadece 25 kadari ticari olarak basari
saglamistir. Biyosensorlerin kullanim alanlart Cizelge 2. 2° de verilmistir (Telefoncu,

1999).

Cizelge 2. 2. Biyosensorlerin kullanim alanlari

Klinik diyagnostik, biyomedikal sektor
Proses kontrol
Biyoreaktor kontrolii
Gida iiretim ve Analizi
Tarla tarimi, bag bahge tarim1 ve veterinerlik
Bakteriyel ve viral diyagnostik
[lag analizi
Endiistriyel atik kontrolii
Cevre koruma ve kirlilik kontrolii
Maden isletmelerinde toksik gaz analizi

Askeri uygulamalar

11



Biyosensorler: gida maddeleri, metabolitler, vitaminler, antibiyotikler, ilaglar
gibi organik maddeler, bazi anorganik maddelerin yanmi sira enzimler, viriisler ve
mikroorganizmalarin tayininde kullanilirlar. Bunlarin disinda BOD, toksisite ve
mutajenite testlerinde de kullanilirlar. Biyosensorler ve kapsadiklart analiz alanlari

Cizelge 2. 3’ de verilmistir (Telefoncu, 1999).

Cizelge 2. 3. Biyosensorlerin gruplari ve kapsadiklari analiz alanlari (Telefoncu, 1999)

Biyosensor Grubu Kapsadig1 Analiz Alam

Kiiciik molekiillii organik ve anorganik maddeler
Enzim sensorleri (Metabolitler, ilacalar, gida maddeleri, vitaminler,
antibiyotikler, pestisitler vb. )

Enzi orlerin k o1 alanlar + BOD, Toksisi
Mikrobiyalsensirler nzim sensorlerin kapsadigi alanlar OD, Toksisite,

Mutajenite
DNA- sensorleri Virtiisler, patojen mikroorganizmalar
Immunosensérleri Virisler, patojen mikroorganizmalar + Ksenobiyotikler

Biyosensorlerin en ¢ok kullanildigi alan biyomedikal sektoriidiir. Bu alanda ilk
kullanilan biyosensorler enzim sensorleridir. Ticari amag¢ igin dizayn edilen ilk
biyosensor ise seker hastaligi tanisi ve idrardaki glukoz miktarint 6lgmeyi miimkiin
kilan glukoz oksidaz sensoriidiir. Bunu renal fonksiyon testleri igin iiretilen iire ve
kreatinin sensorleri ile kas giiciinii dlgmeye ydnelik laktat sensdrii izlemistir. Insan
viicuduna yerlestirilebilen biyosensorler de tasarlanmis olup biyolojik sivilar viicut
disina alinmadan ve tiiketilmeden Once analiz imkani saglarlar ve bu da ozellikle
ameliyat sirasinda bu tip bilgilerin kesintisiz olarak saglanmasi agisindan ¢ok onemlidir.
Biyosensorlerin, ilaglarin viicuttaki diizeyinin ayarlanmasi ve kontroliinde kullanilmasi

ontimiizdeki giinlerde gerceklestirilebilecektir.

Son yillarda analizérlere monte edilen enzim sensorleri yogun bakim

tinitelerinde siklikla kullanilmaya baglanmistir. Biyosensorlerin gelecekteki onemli
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uygulamalarindan biri de siiper oksit ve nitrik asit gibi kisa 6miirlii ve hormonlar ve
noro transmitterler gibi diisiik derisimli maddelerin in vivo tayinini saglayacak

olmasidir.

Biyoteknoloji ve gida endiistrisinde basta glikoz gelmek iizere bir¢ok maddenin:
monosakkarit, amino asitler, organik asitler, {ire ve alkol tayinlerinde enzim sensorleri
kullanilmaktadir. Ayrica gidalardaki yabanci maddeler (pestisitler, toksinler ve yabanci
hormonlar vb.) yaninda aroma ve tazelik gibi parametreler ig¢in biyosensdrler

kullanilmaktadir.

Ilaglarin kotii amacla kullanimi ve uyusturucu ile miicadelede, uyusturucu
arayan koOpeklerin yerini biyosensorler alabilecektir ve boylece karakollarda ve
giimriikte zaman kazanilacaktir. Bunun yani sira; toprak, hava ve su kirliliginin

mikrobiyalsensorler ve enzim sensorleri siklikla kullanilmaktadir (Telefoncu, 1999).

2. 9. Biyoreseptérlerin Immobilizasyonu

Daha o6ncede bahsedildigi gibi, biyosensorler farkli 6zellikteki iki ayr1 elemanin
tranduser ve biyoreseptoriin kombinasyonu ile meydana gelirler. Uygun biyoreseptor ve
transduser bulunduktan sonra sira bu iki elemanin birbirine en uygun sekilde
baglanmasina gelir. Bu baglama islemine biyoreseptor imbilizasyonu denir. Baglama
isleminde cok ¢esitli yontemler kullanilabilir. Hangi yontemin kullanilacagi secilen

transduser ve biyoreseptoriin 6zelligine gore degisir.

Immobilizasyon biyoreseptdriin stabilizasyonu, verimliligi ve tekrar kullanimi
acisindan biliylik avantaj saglar. Biyosensor imibilizasyonunda baslica bes yontem

vardir;

1) Kovalent Baglama: Biyoreseptoriin transduser ylizeyine kimyasal

reaksiyonlarla kovalent olarak baglanmasidir.

2) Tutuklama: Biyoreseptoriin bir membran veya matriks (tabaka) igerisinde

hapsedilerek immobilizasyonudur.
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3) Capraz Baglama: Tutuklama yontemi ile kimyasal baglanmanin komplike
edilmesidir. Tutuklanmis biyoreseptor glutaraldehit gibi reaktiflerle film veya tabakaya

kovalent olarak baglanir.

4) Adsorpsiyon: Biyoreseptoriin hidrofobik, hidrofilik ve/veya iyonik etkilesim

sonucu film veya tabaka ile assosiyasyonudur.

5) Biyolojik Baglama: Biyoreseptoriin film ve tabakaya spesifik biyokimyasal

reaksiyon ile baglanmasidir.

Biyoreseptorlerin - kimyasal yapis1 ve fiziksel durumuna gore uygun
immobilizasyon yontemi secilir. Enzimler i¢in uygulanan tiim immobilizasyon
yontemleri diger protein yapisindaki biyoreseptoreler i¢in de uygulanabilir.
Immobilizasyon sekillerine gére biyosensorlerin ortalama &miirleri asagida verilmistir

(Telefoncu, 1999).
Adsorpsiyon: 1 giin, Membranda tutuklama: 1 hafta

Fiziksel tutuklama: 3-4 hafta, Kovalent baglama: 4-14 ay

2. 9. 1. Kovalent Baglama

Enzimler dogrudan transdusere ya da daha onceden bir film veya tabakayla
kaplanmis transdusere kovalent olarak baglanabilirler. Enzimlerin kovalent
baglanmasinda dikkat edilecek faktdr, baglanmanin enzim aktivitesi igin gerekli olan
amino asitler lizerinden gerceklesmemesi ve bu gruplarin baglanma esnasinda sterik
olarak rahatsiz edilmemesidir. Kovalent baglama enzim molekiiliniin fonksiyonel

gruplar tarafindan gerceklestirilir (Cizelge 2. 4).
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Cizelge 2. 4. Enzimlerin kovalent baglama ile immobilizasyonda bag olusumuna katilan
amino asit reaktif gruplari1 (Taylor, 1991; Telefoncu, 1997; Telefoncu, 1999)

M, —C—on —SH —S—CHj AT
(A) (B) ©) (D) (E)
A L0
—N—C—nm, OOH H
(F (G) (H)

(A) : N-terminalamino asitlerin amino gurubu ve lizinine- amino grubu,

(B): C-terminalamino asitlerin ve aspartik asit, glutamik asidin serbest karboksik gruplart,
(C): Sistein siilfhidril grubu,

(D): Metiyoninin tiyoeter grubu,

(E): Histidin imidazol grubu,

(F): Argininin guanidinil grubu,

(G): Tirozinin hidroksil grubu,

(H): Triptofanin indonil grubu.

Enzim immobilizasyonu ¢ok yumusak sartlarda (oda sicakligi, notral pH vb.)
yapilmalidir. Asagida glutaraldehitin immobilizasyon reaksiyonu verilmistir (Sekil 2.
7).
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NH2 NHZ ﬁ CHO gHo

»H—C—CHLH, H——CH—CHQCHz—CH——(|3H_CH2CH2CH2_ﬁ—H
NH NH

P, P, : Prostetik gruplar

Sekil 2. 7. Enzimin (biyoreseptor) glutaraldehit ile ¢apraz baglanmasi (Tran-Minh ve ark, 1975;
Telefoncu, 1999)

Biyoreseptorlerin kovalent baglama ile immobilizasyonu biyosensore pH, iyon
siddeti ve sicakl1 gibi parametrelere kars1 yliksek bir mukavemet saglamasinin yani sira
birgok kez kullanilmasina olanak saglar (Taylor, 1991; Telefoncu, 1997; Telefoncu,
1999).

2. 9. 2. Tutuklama

Enzimler makromolekiiler yapilar oldugu icin polimer jel matrikslerde ve daha
basit olarak diyaliz membranlarinda tutuklanabilirler. Bu yontem ayni zamanda

organeller, hiicreler ve antikorlar i¢inde gecerlidir. Updike ve Hicks tarafindan yapilan
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ilk enzim elektrodunda glukoz oksidaz (GOD) poliakrillamid jelinde tutuklamisti
(Updike ve Hicks, 1967; Telefoncu, 1999). Guilbault ve arkadaslarinin tasarladig: iireaz
elektrodunda ise iire siispansiyonu elektrot yiizeyinde diyaliz membrani tarafinda
cevrelenerek tutuklanmistir (Guilbault ve Kauffman, 1987; Telefoncu, 1999). Cozeltide
enzim aktivitesi hizla azaldigindan dolayi fiziksel tutuklama yerine kovalent baglama
daha cok tercih edilir. Tutuklama i¢in en fazla kullanilan film veya matriksler nisasta,

poliakrilamid, silikon lastigi, polivinil kloriir ve polivinil alkoldiir (Telefoncu, 1999).

2. 9. 3. Adsorpsiyon

Immobilizasyonda en eski ydntemdir ve en basit olamdir. Ornegin; glukoz
biyosensorii i¢in 1962 yilinda glukoz oksidaz absorplanmig polietilen membrani
onerilmistir (Clark ve Lyons, 1962; Telefoncu, 1999). Genelde enzim veya biyoreseptor
¢ozeltisine yilizeyi membran veya film ile kaplanmis transduser daldirilir ve bir siire
beklenir. Enzimin karakterine gore membran veya film hidrofilik veya hidrofobik
yapida secilir. Enzimler i¢in daha ¢ok hidrofilik membranlar kullanilir. En yaygin
kullanilan adsorbanlar; seliiloz asetat membranlari, polistiren, polivinil kloriir ve

silikadir (Telefoncu, 1999).

Sorpsiyon tersinir bir olay oldugu i¢in immobilizasyonda adsorpsiyon yontemini
kullanmak pek gilivenilir degildir ama buna ragmen biyosensorlerde bagarili

uygulamalari vardir (Deng ve Enken, 1980; Aizawa ve ark, 1994; Telefoncu, 1999).

2. 9. 4. Capraz Baglama

Bu yontem daha ¢ok tutuklama ve kovalent baglama metotlarinin birlesiminden
olusur. Capraz baglayic1 olarak sik kullanilan reaktifler sunlardir: glutaraldehit,
hekzametilen diizosiyanat, difloro dinitrobenzen, bismaleimidohekzan, disiiknilsuberat.

Bifonksiyonel reaktifler enzimlerin yani sira organeller, hiicreler ve antijenlerin
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immobilizasyonunda da uygulanir (Telefoncu, 1999). Baz1 ¢apraz baglayici reaktiflerin

kimyasal yapilar1 Sekil 2. 8 *de verilmistir.

pd /

H
Y /O (CH2)g
CH,—cC SCN CH
\H \N—C=O 3

) o 2-izosiyanato-4-izotiyosiyanato-
Glutaraldehit Hekzametilendiizosiyanat Toluen

NO,

SO,HSO3H N
O,N— F \ O- .
F ey )

N-Etil-5-fenilizoksazolyum-3'-
1,5-diflora-2,4-dinitrobenzen Bisdiazobenzidin-2,2-distilfonik asit  stlfonat

Sekil 2. 8. Bazi capraz baglayicilarin kimyasal formiilii

Glutaraldehit en sik kullamilan capraz baglayicidir. Ortamdaki derisimi %2-
5(w/w) olmalidir (Watonabe, 1983; Tamiya, 1990; Dinckaya ve ark, 1999; Telefoncu ve
ark, 1999).
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2. 10. Tranduser Yiizeyinin Kaplanmasi

Bu islem iki degisik sekilde uygulanabilir; ya polimerizasyon dogrudan
transduser ylizeyinde gerceklestirilerek bir film elde edilir ya da onceden polimer ile

transduser yiizeyi kaplanir.

2.10. 1. Daldirma Y 6ntemi

Elektrot dnce enzim ve reaktif polimeri veya enzim, inert bir protein ve ¢apraz
baglayic1 igeren bir karisima daldirilir. Daha sonra elektrot kendi ekseni etrafinda
homojen bir enzim tabakasi olacak sekilde dondiiriiliir. Elektrot {izerinde olusan tabaka
bir O-ring ile tutturulur. En son elektrot notrallestirmek i¢in glisin ¢6zeltisine daldirilir
ve fazla capraz baglayict uzaklastirilir. Yontem ¢ok basit ve oOzellikle kiiciik

transduserler i¢in ¢ok uygundur (Chan, 1993; Telefoncu, 1999).

2. 10. 2. Direk Baglama Yontemi

Daldirma yonteminde enzim ve transduser ylizeyinde tabaka olusturacak
maddenin bir ¢ozeltisi hazirlanmaktadir. Ancak kullanilacak enzim ¢ok pahali ise bu
durumda 6nce daldirma yontemi ile transduser yiizeyinde bir membran olusturulur ve
sonra yaklasik 10 pL enzim ¢ozeltisi bir kapiler yardimi ile ince bir tabaka olusturacak
sekilde damlatilir (Sekil 2. 9 (a) ). Daha sonra ayni sekilde ¢apraz baglayici ilave edilir
(Sekil 2. 9 (b) ) (Beaux ve Tran-Minh, 1979; Telefoncu, 1999).
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Enzim

- _Q _O_Z_(? I_t_I_S! - / Capraz
-------- Baglavia

° e e Enzim
: ‘ ‘/ :‘ Tabakas:
(@)

(b)

Sekil 2. 9. Direkt baglama yontemi ile enzim immobilizasyonu (Chan, 1993; Telefoncu, 1999)

2.10. 3. Membran Kullanim

Bu yontemde ilk 6nce immobilize edilmis enzim igeren membran hazirlanir ve
bu membran transduser yiizeyi ile kaplanir. Boylece ayni 6zellikteki membrandan ¢ok
sayida hazirlanabilir ve bu membranlar biyosensér fabrikasyonu igin son derece

uygundur (Mascini ve ark, 1989; Tran-Minh ve Kumaran, 1990; Telefoncu, 1999).
2. 11. Potansiyometrik Sensorler

Bir karsilastirma elektrodu ile ¢alisma elektrodundan meydana getirilen bir
elektrokimyasal hiicrede Olgiilen potansiyel degerleri yardimi ile hiicre ¢ozeltisindeki
tiirlerin nicel analizine potansiyometri denir. Calisma elektrodu, ¢ozeltideki tiirlerden
bazilaria se¢imlilik gdsteren i¢ kismindaki bir baska karsilastirma elektrodu ile nicel
analizi yapilmak istenen tiirlin belli derisimdeki ¢ozeltisi bulunan ve bir membran ile
analizi yapilacak ¢ozeltiden ayrilmis elektrottur. Analizi yapilacak ¢ozeltiye daldirilan
bu elektrot ile ayn1 ¢ozeltiyle temasta olan karsilastirma elektrodu arasinda olusan bir

potansiyel vardir ve bu gerilim ile analizi yapilan tiirin derisimi arasinda logaritmik bir
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iliski vardir. Bu hiicre geriliminin 6l¢limii esnasinda iki elektrot arasinda uygun bir
devre yardimiyla bir akimin ge¢memesi saglanir. igte ve dista bulunan g¢ozeltiler
arasinda analizi yapilacak tilir arasinda bir fark varsa membranin i¢ ylizeyi ve dis yiizeyi
arasinda bir gerilim farki olusur. Bu gerilimin farkinin degeri analitin tiirline ve
derisimine bagli oldugu gibi, membranin cinsine ve ¢oOzeltide bulunan diger
bilesenlerinin tiiriine ve miktarma da baglidir. Iyon segici elektrotlar olarak adlandirilan
bu elektrotlarin en ¢ok bilineni H' iyonlarina kars1 segimlilik gdsteren ince bir cam
zarin membran olarak kullanildigi cam elektrottur. Bir iyon segici elektrotla dlgiilen
gerilim degeri, elektrodun segicilik gosterdigi tiire ek olarak c¢ozeltide bulunan &teki

tiirlerden etkilenir. Bu etki,

0,059
E = sabit + N |Og(Ci + Zklj CJ)

Esitligi ile gosterilir. Bu esitlikte kjj sabiti, elektrodun i iyonunu j iyonuna goére

ne kadar bir segicilikle 6l¢tiigiinti gdsteren se¢imlilik katsayisidir.

Iyon segici elektrot membrani, iginde belli bir tepkimeyi katalizleyen bir enzim
tutan ikinci bir membran ile kaplanirsa, elektrodun seciciligine enzim segiciligi de
eklenmis olur. Ornegin NH," iyonu igin segimlilik gdsteren bir cam elektrodun cam
membrani, i¢inde i¢in de iireaz enziminin hapsedildigi poliakrilamid membrani ile

kaplanirsa bu elektrot sisteminin daldirildig: bir ¢ozeltide,

Ure + H* + 2H,0 HCO3 + 2NH,*

Tepkimesine gére meydana gelen NH;" iyonu iki membran arasindaki ¢ozeltiye
gecerek NH," elektrodu ile iire miktarmin dlgiilmesine olanak saglar. Bu tiir elektrotlar

potansiyometrik biyosensor olarak da bilinir. Cesitli enzimlerin katalizér olarak
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kullanildig1 potansiyometrik biyosensor ornekleri Cizelge 2. 5 ’de verilmistir.
Potansiyometrik sensorlerin duyarl, kararli, uzun 6miirlii ve hizli cevap iiretmesi istenir

(Yildiz, 1999; Telefoncu, 1999).

Cizelge 2. 5. Cesitli enzimlerin kullanildig1 potansiyometrik sensor ornekleri (Yildiz,
1999; Telefoncu, 1999)

Enzim _ Sut?strat Kullanilan
(Tayin edilen madde) elektrot
Peroksidaz H,0, I” elektodu
Urikaz Urik asit I"elektodu
L-aminoasit oksidaz L-amino asitler NH", elektrodu
Arjinaz/ iireaz L-arjinin NH"*, elektrodu
B-glukosidaz Amigdalin CN  elektrodu
D-kimotripsin Difenilkarbamilfloriir F elektrodu
Asetilkolinesteraz Asetilkolin H* elektrodu
Glikozoksidaz Glikoz H™ elektrodu
Penilisinaz Penisilin H* elektrodu
Aldehit dehidrojenaz Asetilaldehit H" elektrodu
Okzalatdekarboksilaz Okzalat CO, elektrodu
L-tirozindekarboksilaz L-tirozin CO, elektrodu
Fenilalaninamonyakliyaz L-fenilalanin NH;3 elektrodu
NH,, NH3 CO,
Ureaz Ure veya
Helektrodu
Tavsan karacigeri Guanin NH; elektrodu

dokusu

Escherichiacoli bakterisi

L-glutamik asit

CO, elektrodu

2.12. Enzim Sensorleri

Biyosensor teknolojisiinin tarihine bakildiginda bu alandaki ilk calismalarin

enzim sensorleriyle basladig1 goriiliir. 1962°de Clark ve Lyons, 1967°de ise Updike ve

Hick tarafindan gelistirilen glikoz tayinine yonelik glikozoksidaz enzim elektrotlar1 bu
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konudaki ilk orneklerdir (Clark ve Lyons, 1962; Updike ve Hicks, 1967; Dingkaya,
1999; Telefoncu, 1999).

2.12. 1. Genel Cahsma Ilkesi

En genel anlamda bakildiginda enzim sensorleri diger biyosensorlerle benzer
olarak bir biyoaktif tabaka, iletici ve dl¢glim sisteminden olusur. Diger biyosensorlerden
tek farki biyoaktif tabakada enzimlerin yer almasidir. Bunun disinda diger
biyosensorlerde oldugu gibi biyoaktif tabakanin i¢ ve dis yiizeyinde membranlar, iletici
ve Olciim diizenegi arasinda sinyal ylikselticileri mikro islemciler veya Ol¢iim
diizenegiyle baglantili kaydedici veya bilgisayar donanimlar1 gereksinimlere gore
eklenen bilesenlerdir (Dingkaya, 1999; Telefoncu, 1999). Bir enzim sensoriiniin genel

sematik goriinlimii Sekil 2. 10” da verilmistir.

B —
L ]
AA——...

Sekil 2. 10. Bir enzim sensoriiniin genel sematik gosterimi (A: Analizlenecek madde, B: immobilize
enzim tabakas1, C: Iletici, D: Olgiim Sistemi) (Telefoncu, 1999; Dingkaya, 1999; Turna, 2006)

Bir enzim sensoriiniin ¢alisma ilkesini daha yakindan anlamak ic¢in enzim veya
enzimlerin immobilize edildigi biyoaktif tabakadaki olaylarin incelenmesi gerekir. Sekil
2. 11’ de biyoaktif tabakada gerceklesen olaylar agisindan bir enzim sensoriiniin genel

caligsma ilkesi 6zetlenmistir.
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Sekil 2. 11. Enzim sensoriiniin genel ¢aligma ilkesi (A: Substrat, B: Kosubsrat veya Koenzim, C ve F:
Uriinler, ¢: Ol¢iim ¢dzeltisi i¢indeki, t: biyoaktiftabaka, ve y: elektrot yiizeyindeki konsantrasyonlar; D.T:
Difizyon tabakasi, O.C: Olciim ¢dzeltisi, B.T: Biyoaktif tabaka, I: Iletici) (Dingkaya, 1999; Telefoncu,
1999)

Sekil 2. 11° den goriildiigii gibi bir enzim sensoriinde enzimin oldugu biyoaktif
tabaka, enzimin katalizledigi reaksiyonla uyumlu bir iletim ve 6lglim sisteminin uzantisi
olan bir iletici ile birlestirilmektedir. iletim sistemi biyoaktif tabakada meydana gelen
enzimatik reaksiyonlar sonucu substrat, koenzim konsantrasyonundaki azalis ya da {iriin
konsantrasyonundaki artis1 tespit edebilecek sekilde seg¢ilmistir. Konsantrasyonlarin
hizli bir sekilde dengeye gelmesi i¢in biyoaktif tabakanin olabildigince ince olmasi
gerekmektedir. Bunun yaninsira biyoaktif tabakada sabit bir substrat konsantrasyonu
elde edebilmek igin 6lgiim ¢6zeltisinin yeterli bir sekilde karigtirilmasi gerekmektedir.
Dogal olarak analizi yapilacak tiirlerin 6l¢iim ¢ozeltisindeki, biyoaktif tabakadaki ve
biyoaktif tabaka iletici ara yiizeyindeki konsantrasyonlar: farkli olur. Iletici
mekanizmasinin ~ Olgecegi  sinyal  biyoaktif  tabaka-iletici ara  yiizeyindeki

konsantrasyonlarla iligkilidir (Dingckaya, 1999; Telefoncu, 1999).
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2.12. 2. Enzim Sensorlerinin Siiflandirilmasi

Enzim sensorlerinin biiylik ¢ogunlugu enzimatik reaksiyon uyarinca olusan
sinyalin belirlenmesi ilkesine gore yapilmaktadir. Cizelge 2. 6’ da s6z konusu

siiflandirma 6zetlenmektedir.

Cizelge 2. 6. Enzim sensorlerinin siniflandirilmasi (Dingkaya, 1999; Telefoncu, 1999)

Elektrokimyasal Esaslt Enzim Sensorleri;

Amperometrik Esasli Enzim Sensorlert,
Birinci Nesil Amperometrik Enzim Elektrotlari
Ikinci Nesil Amperometrik Enzim Elektrotlari

Ucgiincii Nesil Amperometrik Enzim Elektrotlari

Potansiyometrik Esaslt Enzim Sensorleri
Proton Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlari
Amonyum Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlari
Karbondioksit Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlar:
Diger Iyon Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlari

Yari Iletkenleri Esas Alan Enzim Sensorleri

Enzim Alan Etki Transistorleri(ENFET)

Optik Esasli Enzim Sensorlert;

Absorpsiyon Esasli Optik Enzim Sensorleri

Flouresans Esasli Optik Enzim Sensorleri

Biyoliiminesans Esasli Optik Enzim Sensdrleri

Kalorimetrik Esasli Enzim Sensorleri

Piezoelektrik Esasli Enzim Sensorleri
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2. 12. 3. Potansiyometrik Esasli Enzim Sensorleri

Potansiyometrik enzim elektrotlarinda kullanilan temel sensoérler pH ya da tek
yiikli iyonlara duyar, cam elektrotlar, anyon veya katyonlara hassas iyon secimli
elektrotlar ve karbondioksit ya da amonyaga yonelik gaz duyar elektrotlardir.
Potansiyometrik esasli enzim elektrotlar s6z konusu sensorler iizerine bir veya daha
fazla enzimin uygun immobilizasyon yontemleriyle monte edilmesiyle hazirlanir.
Potansiyometrik esasli enzim elektrotlarinda genel olarak standart kalomel elektrot
(SCE) referans elektrot olarak kullanilir. Referans elektrot, dl¢iimiin yapildigi ¢ozeltinin
igine enzimin iizerine immobilize ediligi ¢alisma elektrodunun yanina konulur. Bir cam
elektrot kullanilmasi durumunda referans olarak Ag/AgCI, enzim elektrodun yaninda
kullanilabilir. Enzim elektrot ile referans elektrot arasindaki iliski bir milivoltmetre ile
saglanir. Ancak gilinlimiizde hazir kombine elektrotlarin kullanilmasiyla bu ayrintilar en
aza inmistir. Hazir bir probun {izerine uygun bir enzim immobilizasyonu ile pratik bir

sekilde dlgtimler yapilabilmektedir (Dingkaya, 1999; Telefoncu, 1999).

2. 12. 4. Amonyum Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlar:

Amonyum iyonlarina duyar temel sensor ile enzimin birlestirilmesiyle yapilan
bu elektrotlar genelde H*, K* ve Na" gibi tek yiiklii katyonlara da duyarhilik gosterdigi
icin 6l¢lim ortaminda benzer maddeler olmasi durumunda girisim yapabilirler (Tran-

Minh, 1993; Dingkaya, 1999; Telefoncu, 1999).
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2. 12.

5. Amonyum Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrodlarimin Bazi
Uygulamalar

Amonyum duyar potansiyometrik enzim elektrotlarina yonelik bazi 6rnekler asagida

verilmistir. Bu tlir enzim sensorlerinde temel iletici olarak pNH, duyar elektrotlar

kullanilir (Dingkaya, 1999; Telefoncu, 1999).

1) Ure tayini (Tran-Minh, 1975; Dinckaya, 1999; Telefoncu, 1999)

2)

. Ureaz
Ure + H,O ———— > CO, + 2NH3

(CO, + H,O=—=HCOj3; + H")

NH; + H,O===NH," + OH"
3 2 4

L-Amino Asit Tayini (Guilbault ve Hrabankova, 1971; Dinckaya, 1999;
Telefoncu,1999)

L- Amino Asit Oksid _
L- Amino Asit + H,O + O, e A e - Okzoasit + NH," + H,0,

Katalaz .
H202 —_— Hzo + /202

(L- Amino Asit + ¥,0, ——2- Okzoasit + NH,")

3) Glutamin Tayini (Guilbault ve Shu, 1971; Dingkaya, 1999; Telefoncu, 1999)

Glutamin —222M22 o Glutamat + NH;

(NH3 + Hzo:NH4+ + OH-)
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4) Aspartam Tayini (Fatibello-Filho ve ark, 1988; Dinckaya, 1999; Telefoncu,
1999)

Aspartam_Karboksipeptidaz __ , - etoglutarat + L- Aspartik Asit

L- Aspartaz

L- Aspartik Asit Fumarat + NH,"

2.13. Enzim Sensorlerin Performansina Etki Eden Faktorler

Genel anlamda bir enzim sensoriinii karakterize eden onun c¢alisma niteliklerini
ve verimini belirleyen faktorler vardir. Cogu zaman bir 6l¢lim sistemi, temel sensor ve
biyolojik materyalin istedigimiz kismini fraksiyonlayarak bize cevap verebilecek bir
biyosensor elde etmemiz oldukga kolaydir. Ancak performans faktorlerini goz oniine
almadigimiz siirece bu cevap neyi ifade ettigi belli olmayan bir nitelik tagiyacaktir.
Hazirlanan biyosensoriin  kullanabilir olup olmadigini anlamak igin performans

faktorlerini incelemek gerekir (Dingckaya, 1999; Telefoncu, 1999).

2.13. 1. Karahhk

Bir enzim sensorliniin  kararliligi, diger faktorlerde istenilen kosullar
saglandiktan sonra pratik kullanilabilirligidir. Kararlilik biyosensér dmriiniin uzunlugu
hakkinda bilgi verir. Uzun 6miir ayn1 materyalle ¢ok sayida analiz yapilabilir demektir.

Bu da iggiicii ve maliyet agisindan 6nemli bir avantaj saglar.

Enzim sensorleri hibrit bir yapiya sahip olduklarindan, hem sensér hem de
enzim kararliligi acisindan durumun degerlendirilmesi gerekmektedir. Ornegin iyon
secici sensOrler genelde yliksek kararliliga sahipken gaz duyar olanlarin doldurma

cozeltilerinin belirli araliklarla degistirilmesi gerekir. Amperometrik sensorlede ise
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yiiksek potansiyelde calisildigi zaman reaksiyon iiriinleri tarafindan yiizey bozunmasi

problemi ile karsilagilabilir.

Biyoljik madde bakiminda enzim sensoriiniin kararliligi incelendigi zaman
enzimin saflik diizeyi, kaynagi ve immobilizasyon yontemi gibi faktorler 6nem tasir.
Genelde fiziksel immobilizasyon yontemlerinin kullanilmasi durumunda biyosensoriin
Omrii kimyasal immobilizasyon yontemlerine gére daha kisadir. Enzimin saflik diizeyi
arttikca dogal ortamindaki bilesenlerinden uzaklasildig1 icin kararlilikta azalma soz
konusu olabilir. Ancak tam tersinde diisiik enzim safliginda ise ortamda bulunabilecek
ve ilgilenilen enzimatik reaksiyonla girisim yapacak unsurlarin diger performans

faktorlerini etkileyebilecegi goz ardi edilmemelidir (Dingkaya, 1999; Telefoncu, 1999).

Calisma kosullar1 agisindan ise, analiz i¢in yeterli kosullar varsa nispeten diisiik
sicakliklarda calismak biyosensdr Omriinii uzatir. Saklama agisinda bakildigi zaman
+ 4° C’de mikrobiyal liremeye izin vermeyecek sekilde saklamak gerekebilmektedir

(Kaufmann ve Guilbault, 1992; Eggins, 1996; Dingkaya, 1999; Telefoncu, 1999).

2. 13. 2. Tayin Arahg: ve Tayin Simir1

Kalibrasyon grafiginde substrat konsantrasyonuyla elektrot cevabi arasindaki
iligkinin dogrusal oldugu kisma “dogrusal aralik” denir. Tayin smir1 kalibrasyon
grafiginin, dogrusal kismimin zemin ekstrapolasyonuyla kesistigi nokta olarak
tanimlanir (Sekil 2. 12.).
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Elektrot Cevah

Konsankrasyon

Sekil 2. 12. Bir potansiyometrik enzim sensor cevabi i¢in kalibrasyon grafigi

Potansiyometrik enzim sensorler ile yapilan Olglimlerinde kalibrasyon grafigi
subsrat (ya da tiriin) konsantrasyonunun logaritmasi ile 6lgiilen potasiyel arasinda ¢izilir

(Eggins, 1996; Dinckaya, 1999).

Bir enzim sensoriinde baslica pH, sicaklik ve girisimcilerin sensér cevabini
etkileyerek tayin araligini degistirebilecekleri goriiliir. pH’in etkisi, enzimin optimum
pH’sindan uzaklasilmasiyla biyoaktif tabakadaki toplam enzim aktivitesindeki
farklilanma ve bu farklilanmayla enzimatik reaksiyon uyarinca tiiketilen ya da tiretilen

ve sinyal olusumuna yol agan tiirlerin disosiyasyon dengelerinin degismesidir.

Sicakliligin etkisi, termal kararliligi diisiik enzimlerde optimum sicakliktan
uzaklasilmasi geri doniigsiiz bir denatiirasyonla sonucglanabilir ve buna karsilik ¢esitli
kimyasal tiirlerin sicaklikla diflizyon hizinin artmasi enzim sensoriiniin cevabinin

artmasina sebep olur.

Herhangi bir girisimci madde ise enzim sensoriiniin cevabini baslica ii¢ sekilde
etkileyebilir. Birincisi, girisimcinin etkisinin temel elektrot tizerinde, ikincisi biyoaktif
tabakadaki enzim iizerinde, liglinciisii ise enzimatik reaksiyonlardaki bilesikler lizerinde
gostermesidir. Sirasiyla orneklenirse, katyon segici temel elektrotlarin ortamdaki diger
katyonlardan etkilenmesi, inhibitor veya aktivatorlerin veya mutlak spesifik olmayan

enzimler i¢in benzer substratlarin biyoaktif tabakadaki enzim aktivitesini etkilemesi ve
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ortamda bulunabilecek bazi indirgen veya yiikseltgenlerin enzimatik reaksiyonun
subsrat veya {rilinleriyle etkilesmesi verilebilir (Tran-Minh, 1993; Dingkaya, 1999;
Telefoncu, 1999).

2. 13. 3. Secimlilik

Secimlilik biyosensorlerin varlik nedenlerinin en 6n siralarinda gelmektedir.
Enzimler genel anlamda segimlilik siralamasinda antikor ve niikleik asitlerden sonra
gelirler. Ancak bu genel yaklasim mutlak spesifik enzimler s6z konusu oldugunda
gecersizdir. Yani mutlak spesifik bir enzim s6z konusu oldugunda se¢imlilik en iist
seviyelere ulagir. Bunun yani sira spesifikligi diisiik enzimler, grup spesifik enzimler,
kismi saflagtirilmig enzim preparatlari, dokular ve mikroorganizmalar seg¢imlilik
acisindan bazi dezavantajlara sahiptir. Bir biyosensoriin se¢imliligi tizerinde baslica {i¢
faktor etkili olmaktadir, bunlar; sensorler girisimler, biyokatalizorle girisimler ve pH’tir

(Dingkaya, 1999; Telefoncu, 1999).

2.13. 4. Cevap Zaman

Biyosensorlerde cevap zamani ile kastedilen, analizlenecek maddenin bulundugu
ortama temas ettigi andan itibaren Ol¢iim diizeneginden sonucun okundugu ana kadar
gecen siiredir. Bir biyosensoriin cevap zamanini, substratin analiz yapilan ortamdan
enzim membraninin yiizeyine ne kadar hizli diflizlendigi, biyokatalizatoriin aktif
merkezi ile ne kadar hizli reaksiyon verdigi ve olusan {irliniin 6l¢iimlendigi yer olan
sensOr ylizeyine ne kadar hizli difiizlendigi etkiler. Biyosensorler i¢in cevap zamant
genel olarak birkag saniye veya birka¢ dakika arasinda degisir. 5 dakikaya kadar olan
degerler genelde kabul edilebilir ancak 10 dakika gibi bir siire uzun kabul edilir
(Kaufmann ve Guilbault, 1992; Eggins, 1996; Dingkaya, 1999; Telefoncu, 1999).
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2. 13. 5. Tekrarlanabilirlik

Bir enzim sensdriinde kullanilan enzim preparatinin aktivitesi, kararliligi, saflik
diizeyi hazirlanacak enzim sensorii ile tekrarlanabilir sonuglar almak i¢in ¢ok dnemlidir.
Ancak karakterisitik o6zellikleri ¢ok iyi bilinen bir enzim preparatinin kullanilmasi
durumunda dahi sensor hazirlama asamalar1 ve ¢alisma ortam ve kosullar1 agisindan
beklenen niteliklerde oldukga biiyiikk sapmalar gozlenebilir. Bu nedenle hazirlanan
biyosensore iliskin tekrarlanabilirlik testleri yapilmasi biiylik bir zorunluluktur
(Dingkaya, 1999; Telefoncu, 1999).

2. 14. Kromatografik Sistem

Bir kromatografik diizenekte hareketli faz ¢ift pistonlu bir pompa ile
kromatografik sisteme pompalanir. Pulssuz bir akis, pompanin elektronik kontroli

sayesinde gerceklestirilir. Bu hem UV hem de amperometrik dedektorler igin gegerlidir.

Kromatografide analitik kolon ¢ok onemlidir. Uygun bir sabit faz se¢iminin
yaninda uygun kromatografik parametrelerin se¢imi de analizlerin kalitesinde onemli
rol oynar. Kolon govdeleri inert maddelerden yapilir ve genellikle oda sicakliginda
calistirtlirlar. Karbonhidrat ve aminoasitlerin analizi gibi bazi durumlarda yiiksek

sicakliklarda kolonun sicakliginin termostat ile kontrol edilmesi gerekmektedir.

Analitin miktarin1 ve tiiriinii belirlemeye yarayan detektoriin performansini

artirmak amaciyla asagidaki parametreler géz oniinde bulundurulmalidir:

e Dogrusallik

e Ayrim

o Girtlti

Coziinen maddenin derisimine cevap veren bir dedektor, kolon ¢ikisina monte

edilirse elde edilen sinyaller zamanin bir fonksiyonu olarak kaydedilir. Elde edilen bu
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veriler ile ¢Oziinen tiirlerin kalitatif ya da kantitatif analizleri yapilabilir. Kantitatif
sonuglar; analit pikinin yiiksekliginin veya pik alaninin, standardin pik yiiksekligi veya
pik alani ile karsilastirilmasi sonucu elde edilir. Ciinkii pik alanlar1 ve pik yiikseklikleri
analitin derisimi ile dogru orantilidir. Elde edilen verilerin sadelestirilmesi dijital
integratorler ya da bilgisayar sistemleri kullanilarak yapilmaktadir (Isildak ve Isildak,
2013).

Amino asitlerin tayinine yonelik literatiirde pek ¢ok ¢aligma bulunmaktadir. Bu
calismalarda genellikle amino asitler kolon Oncesi veya kolon sonrasi tiirevlendirme
islemlerine tabi tutularak UV, floresans ve kiitle spektroskopisi detektorleriyle tayin

edilmistir. Bu ¢alismalardan bazilar1 sunlardir;

Xu ve arkadaslar1 2003 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada, iyon kramotografik
yontemle ¢ok katli karbon nanotiipleri ile modifiye edilmis amperometrik sensorleri
kullanarak sistin, triptofan ve tirozinin es zamanli tayinini ger¢eklestirmislerdir.
Optimum kosullar altinda hareketli faz olarak 2x10° mol L™ sitrik asit tampon
cozeltisini (pH: 6,5) kullanarak sistein, triptofan ve tirozinin tayinlerini basariyla
gerceklestirmislerdir.

2014°de yapilan bir ¢alismada da yeni bir metot ile dogal sulardaki amino asitler
kati-faz ekstraksiyonu sonrasi sivi kramotografi ve tandem kiitle spektrometresi
birlestirilerek tayin edilmistir. Bu sulardaki ortalama amino asit icerigi 19 ug L olarak
tespit edilmistir ve 18 amino asit arasinda en ¢ok tirozin, izoldsin ve 16sin bulunmustur
(Tong How ve ark., 2014).

2010’da yapilan bir ¢alismada yaklasik 200 bal numunesindeki amino asitlerin
tayini sivi  kramotografide kolon oOncesi dietilenetoksimetilenmalonat ile
tirevlendirilerek ultraviyole ve kiitle spektroskopisi dedektorleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Gelistirilen bu metot 200 bal numunesi i¢cinden 23 amino asidin
tayinine olanak saglamistir (Rebane ve Herodes, 2010).

Petiris ve arkadaslar1 iyon etkilesim reaktifi ve buharlastiricili 151k sagilmasi
dedektorii kullanarak sekiz adet tiirevlendirilmemis amino asitin kantitatif tayinini sivi

kromotagrafik sistemde gergeklestirmis ve validasyonunu yapmistir. Amino asitlerin
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ayirimlar ters faz C18 kolon kullanilarak gradient eluent yontemiyle gerceklestirilmistir
(Petritis ve ark., 2004).

Chen ve arkadaslari’da gelistirdikleri yeni metot ile insan serumunda amino
asitlerin N-fosforil amino asitlerin negatif ve pozitif formlarini olusturarak ters-faz sivi
kramotografide electrospray tandem kiitle spektroskopisini (RP-LC/ESI-MS) kullanarak
20 dogal amino asidi tayin etmislerdir. Amino asitlerin dogrusal bir ¢alisma araliginda
(r>>0,99) tayin limitinin 0,025-25 uM arasinda oldugunu tespit etmislerdir (Chen ve
ark., 2014).

Jia ve arkadaslar1 gida 6rneklerinde 23 amino asiti dansil kloriir ile kolon dncesi
tiirevlendirerek sivi kramotografide dort kutuplu (quadrupole) time-of-flight kiitle
spektroskopisi ile es zamanli bir sekilde tayin etmislerdir. Calismada her bir amino asit
icin genis dogrusal aralik saglanmistir (r*>0,999). Tayin limiti 0,005 ve 0,4 pug/mL
arasinda oldugu bulunmustur (Jia ve ark., 2011).

Sanli ve arkadaslar1 2015 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada fare ve siganlarin
omurilik dokusundaki amino asit noro transmitterlerini 3-(4-karboksibenzoyil)-2-
kinolinkarboksaldehit ile tiirevlendirerek sivi kramotografide floresans detektoriiniin
kullanilmast ile tayin etmislerdir. Optimum kosullar altinda, 0,50 ve 50,00 puM
konsantrasyonlari arasinda bir dogrusallik elde edilmis ve tayin sinir1 0,003 pM-0,06
uM olarak tespit edilmistir.

2008 yilinda gelistirilen bir metot ile amino asitler o-fitaldehit ve etantiyol ile 6n
tiirevlendirme yapilarak ters-faz yiiksek performansl sivi kramotagrafide UV dedektor
kullanilarak tayin edilmistir. Gelistirilen bu metot ile icki numunelerinde valin,
metiyonin ve izoldsin basariyla tayin edilmistir (Yokoyama ve ark., 2008).

Su ve arkadaglar1 2009 yilinda iinlii bir Tibet ilaci olan Gentiana dahurica’da 20
amino asidi kolon oncesi 1,2-benzo-3,4-dihidrakarbazol-9-etil kloroformat (BCEQOC) ile
tirevlendirerek ters-faz yiiksek performansli sivi kramotografide floresans detektor ile
tayin etmiglerdir. Bu ¢alismada tayin limiti 6,5-178,2 fmol olarak bulunmustur
(r>>0,999). Calisma sonucu medikal bitkilerde serbest amino asitlerin tayini igin
kullanilabilecegi bir metot gelistirmislerdir.

Dietzen ve arkadaslar1 32 amino asidi tiirevlendirme yapmadan sivi kramotografi

ile tandem kiitle spektroskopisini birlestirerek tayin etmislerdir. Sonuglar1 klasik sivi
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kramotografi-nihidrin tayin yontemine gore kiyasladiklarinda amino asitlerin daha hizli
tayin zamanina sahip oldugunu ve nihidrin bilesiklerinin girisiminin neden oldugu
hatalarin azaldigini gozlemlemislerdir. (Dietzen ve ark., 2008).

Domingues ve arkadaslar1 sizofrenik hastalardan alinan plazma o6rneklerinde
amino asit ve noro transmitterleri birlestirilmis hidrofolik etkilesim sivi kramotografi ve
tandem kiitle spektroskopisinde kiitle spektroskopi detektorii ile tayin etmislerdir
(Domingues ve ark,. 2014).

Sun ve arkadaslar1 amino asitleri 6-aminokinolil ile 6n tirevlendirerek ultra
performansli s1vi kramotografide fotodiyot dizi detektorii ile tayin etmislerdir. Calisma
amino asitlerin gercek numunelerde iyi bir dogruluk ve tekrarlanabilirlikle kantitatif
analizinin yapilabilecegini gdstermistir (Sun ve ark., 2012).

2011’ de gelistirilen bir metot ile kolon oncesi 2-[2-(7H-dibenzo [a, g] karbazol-
7-il)-etoksi] etil kloroformat ile tiirevlendirilen amino asitler geleneksel bir yemek olan
Potentilla anserina kokiinde tayin edilmislerdir. Bu ¢alismada amino asitler sivi
kramotografide floresans detektor ile tespit edilmislerdir. Her bir amino asit i¢in tayin
limiti 2,60-24,3 fmol olarak bulunmustur ( r2>0,999). Metot ile amino asitlerin

ayiriminda yeterli duyarlilik ve kesinlik elde edilmistir (Xia ve ark., 2011).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3. 1. Materyal

3. 1. 1. Kullamilan Kimyasallar

Calismada katyon ¢ozeltileri i¢in kullanilan tuzlar (NaNO3 Ca(NOs),, NHsNO3,
KNO3) analitik saflikta olup Merck firmasindan saglanilmistir. Amino asit standartlari

ise Fluka firmasindan saglanilmig olup hepsi kramotografik safliktadir.

Elektrotlarin ve biyosensorlerin hazirlanmasinda nonaktin (Merck), Bis(2-
etilhekzil)sebakat (Sigma), Disiklo-hekzil-18-krown-6-KSCN (Aldrich), Potasyum
tetrakis (klorofenil)borat (Fluka), Polivinil kloriir (high molekiiler weight) (Fluka),
Tetrahidrofuran (Merck), L-amino asit oksidaz (Sigma), Glutaraldehit (Merck)
kimyasallar1 kullanilmis olup hepsi analitik ve kramotografik safliktadir.

PVC-NH, sentezinde kullanilan 1,4-diaminobiitan, Trietilamin, Metanol

kimyasallar1t Merck firmasindan saglanilmis olup analitik safliktadir.

3. 1. 2. Kullanilan Cihazlar

Calismada potansiyometrik Olciimler, ¢ok kanalli bilgisayar kontrollii
potansiyometri (ISEDO Medikal Inst. Turkiye) vasitasiyla gerceklestirildi. Durgun
ortam potansiyometrik Ol¢limlerinde referans elektrot olarak Ag/AgCI elektrot
(Thermo-Orion) kullanildi. Hareketli ortam c¢alismalarinda, laboratuar yapimi akis
hiicreleri ve laboratuar yapimi Ag/AQCI referans elektrot kullanildi. Kromatografik
ayirimlar i¢in Dionex firmasinin ICS-1100 model iyon kramotografi cihazi

kullanilmistir. Deiyonize su temin etmek i¢in DI 800 model saf su cihazi kullanildi.

36



3. 2. Metot

3. 2. 1. Calisma Yontemi

Amino asit biyosensoriiniin hazirlanmasi i¢in ilk olarak, temel sensor olarak
kullanilmak iizere, potansiyometrik kompozit kati-hal NH,"-secici elektrotlar hazirland.
Hazirlanan kompozit kati-hal NH, -segici elektrotlar, durgun ortamda test edilmeden
once ana iyon cozeltilerinde (NH4'NO3"), sartlanmaya (doyurulmaya) birakildi. Bu
sekilde hazirlanan kompozit kati-hal NH4+-se(;ici elektrotlar, NH,", K", Na*, ve Ca*?
cozeltilerinde test edilerek karakteristik Ozellikleri incelendi. Uygun olarak calistig
tespit edilen elektrotlar iizerine enzim tabakasi kaplandi (L-AAO). Enzim tabakasinin
kaplanmasiyla hazirlanan amino asit biyosensorlerinin yilizeyi kuruyuncaya kadar
karanlikta (yaklasik 4-5 saat) saklandi. Kuruduktan sonra dolapta muhafaza edildi. Daha
sonra bu elektrotlar, durgun ortamda degisik amino asit ¢ozeltilerinde test edilerek
karakteristik ozellikleri incelendi. Olgiimler amino asitlerin 1x10™*-1x10®° mol.L™
cozeltileri kullanilarak yapildi. Her Olglimden oOnce indikator elektrot ve referans
elektrot ¢ifti deiyonize su ile yikandi. Bir biyosensor birden fazla 6l¢iimde kullanildi.
Daha sonra hareketli ortam calismalar1 i¢in mikrolitre 6lii hacme sahip akis hiicreleri
hazirlandi ve iyon kramotografik sisteme monte edildi. Durgun ortamdaki 6lgiimler
sonucu segici ve dogrusal g¢alisma aralifina sahip ve en iyi potansiyel davranisi
sergileyen biyosensorler segilerek iyon kramotografi-potansiyometrik hibrit sistemine
entegre edildi. Uygun hareketli faz ve akis hizi tespit edilerek 1x10" — 1x10° M
standart amino asit cozeltileri sisteme enjekte edildi ve her bir amino asit i¢in

kramotogramlar elde edildi.

3. 2. 2. PVC-NH, Sentezi

PVC-NH; literatiirde belirtildigi sekilde sentezlendi (Turna, 2006; Walcerz ve
ark., 1995). Buna gore, 1,43 g PVC tartilip 250 mL’lik bir balona konularak {izerine 6

gr 1,6-diamino hekzan ve 3,5 mL trietilamin ilave edildi. Sonra bu karisim {izerine 35
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mL metil alkol ilave edilerek geri sogutucu altinda, karistirilarak, 3,5 saat reflaks islemi
yapildi. Bu islemden sonra olusan sarims1 madde ilk once metil alkol ile sonra sirasiyla
suyla, derisik HCl ve suyla yikandiktan sonra son olarak metil alkolle yikanarak
kurutuldu. Kurutulan madde THF’ de ¢oziildii. Coziinmeyen kisim siiziilerek atildi,

¢oziinen kisim kurutuldu. Kurutulan sarimsi polimer madde PVC-NH; olarak kullanildu.

3. 2. 3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart katyon ¢ozeltileri katyonlarin nitrat tuzlar1 kullanilarak deiyonize su ile
hazirlandi. Ik 6nce her bir katyonun 0,1 M konsantrasyonundaki stok standart ¢ozeltisi
hazirlanip daha sonra bu standart ¢ozeltilerden her bir katyonun istenilen
konsantrasyonlardaki standart ¢ozeltileri seyreltilerek hazirlandi.

Olgiimlerde kullanilan amino asitlerin 0,1 M derisimlerdeki stok ¢ozeltileri, pH’
s1 7,02 olan 5x10 M fosfat tamponunda (H.PO4/ HPO4*) ve deiyonize su igerisinde
¢oziilmesiyle hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltilerinden istenilen konsantrasyonlarda

(101-10"° M) seyreltme yapilarak standart amino asit ¢ozeltileri hazirlandi.

3. 2. 4. NH, " -secici Sensorlerin Hazirlanmasi

Amino asitlerin potansiyometrik 6l¢iimii i¢in kullanilacak olan biyosensorlerin
yapiminda kullanilacak olan temel sensdr potansiyometrik kompozit kati-hal NH4'-
secici sensorler hazirlanmistir. Bu kati-hal kompozit NH, -secici sensérler asagida
belirtilen yontem ve denemeler takip edilerek hazirland1; Kompozit kati-hal NH,"-segici
sensorlerin hazirlanmasi igin oncelikle, literatiirdeki gibi PVC-NH; sentezlendi (Turna,
2006; Walcerz ve Ark., 1995). NH4 -secici PVC-NH, kokteyli hazirlandi. Bu asamada,
nonaktin, di-benzo 18 crown-6, potasyum tetrakis(4- klorofenil) borat (KTpCIPB),
bis(2-etilhekzil)sebakat ve PVC-NH; maddelerinin uygun kompozisyonlar1 kullanilarak
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elektrotlar hazirlandi. Sekil 3. 1° de bu sekilde hazirlanan kompozit kati-hal NH; -segici

bir sensOr sematik olarak gosterilmistir.

Bakir Tel

Plastik izolasyon

Kati-kontak

—» Amonyum secici membran

Sekil 3. 1. Kompozit NH,"-secici sensor

3. 2. 5. Amino Asit Duyarh Biyosensérlerin Hazirlanmasi

Daha énce hazirlanan ve potansiyometrik performansi dlgiilen kompozit NH,"-
segici sensorlerin yiizeyine, L-amino asit oksidaz enzimi tek adimda enzim tutturma
yontemiyle baglanarak amino asit biyosensdrleri hazirlandi (Sekil 3. 2). Capraz
baglayict gorevi yapacak olan gluteraldehit ¢ozeltisi % 2,5 luk (w/w) 100 uL
glutaraldehitin 5 mM, pH’st 7,02 400 pL fosfat tamponunda (H2PO4/HPO,%)
hazirlanmasi ile hazirlandi. Enzim ¢ozeltisi de, 2.0 mg L-amino asit oksidaz enziminin,
5 mM pH’st 7,02 500 pL fosfat tamponunda c¢oziilmesi ile hazirlandi. Sonra
glutaraldehit ¢ozeltisi ile enzim ¢dzeltisinin bir arada karistirilmasiyla hazirlanan
kokteyl, viskoz hale gelmesi igin karanlikta ve buzdolabinda (4-5 C’ de) bekletildi.
Daha sonra 6nceden potansiyometrik performanslari belirlenmis olan NH,"-secici
sensorler hazirlanan gluteraldehit-enzim kokteyline birka¢ defa daldirmak suretiyle
elektrotlarin yiizeylerinin enzimle kaplanmasi saglandi. Daha sonra kompozit amino asit

biyosensorlerin ylizeyinde tutunmayan ve agikta kalan glutaraldehit molekiiliiniin
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kalintilarinin uzaklastirilmasi igin sensor yiizeyleri fosfat tamponu ile yikandi ve

buzdolabinda (4-5 C’ de) muhafaza edildi.

100 pL. Glutaraldehit 2 mg Enzim (L-AAQ)
400 pL Tampon 500 pL Tampon

L—_\‘f_—__/‘

1 mL (Enzim + GAL)

—=  Sinnga

— =~  Enzim+ GAL

nnr

Kompozit NH, -secici sensdrler

Sekil 3. 2. Kati-hal NH, -segici sensér yiizeyine L-AAO enziminin tek adimda tutturulmasi (Turna,
2006).

3. 2. 6. Hareketli Ortam Akis Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Iyon Kromatografik sistemde dedektdr olarak kullanilan minyatiirize akis
hiicreleri (mikrolitre 6lii hacime sahip) sekil 3. 3’ te goriildiigii gibi 2 cm uzunlugunda,
1 cm genisliginde ve 1 cm yiiksekliginde polikarbonat malzeme blogundan olusturuldu.
Polikarbonat blok iizerine, amino asit duyarli biyosensorle beraber, mikro boyutlarda
Ag/AgCl referans elektrot yerlestirildi. Sensorlerin mikro boyutlarda olmasi akis
hiicresine entegre edilmesine izin vermekteydi. Mikro boyutlarda Ag/AgCI referans
elektrot laboratuvarimizda gelistirilmistir. Kompozit yapida sensor materyalin
islenebilmesi, bu sekilde mikrolitre 6lii hacme sahip minyatiirize akis hiicrelerinin

hazirlanmasina izin vermektedir.
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H Biyosensor

Polikarbonat Blok

Sekil 3. 3. Mikrolitre 6lii hacme sahip, referans elektrot ve biyosensor yerlestirilmis akis hiicresi

3.2.7. iyon Kramotografik Calismalar

Kromatografik ayirimlar tek kolonlu iyon kromatografi cihazinin suppresor
kolonu kullanilmadan gerceklestirildi. Yukarida ifade edilen sekilde hazirlanan akis
hiicreleri (mikrolitre 6lii hacme sahip) iyon kromatografik sistemde bir dedektor gibi
ayirim kolonu ¢ikigina baglanarak amino asitlerin tayini gergeklestirildi. Sekil 3. 4’ de
caligmada  kullanilan iyon kromatografi-potansiyometri  hibrit  sistemi  ve
potansiyometrik dl¢iim hiicresi sematize edilmistir. Iyon kromatografik calismalarda
C18 analitik kolon ve koruyucu kolon kullanildi. Hareketli faz tiirli ve hareketli faz akisg
hizt gibi analitik parametreler ayri ayr1 test edilerek optimum c¢alisma sartlari

belirlenmeye ¢alisilmstir.
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Kompozit
AABiyosenscr RE
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M
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Sekil 3. 4. Aminoasit tayininde kullanilan iyon kromatografi-potansiyometri hibrit sistemi (IC: iyon
kromatografik sistem; AK: analitik kolon; PDH: potansyometrik dedektor hiicre; P: potansiyometre; B:
bilgisayar; M: monitor; AA Biyosensor: aminoasit biyosensor; RE: referans elektrot) (Isildak ve Isildak.
2013)

3.2.8. Potansiyometrik Tayin Prensibi

Iyon secici elektrotta, iyon secici membran iyonlarin i¢ standart ve test
¢ozeltisini birbirinden ayirir. Elektronlar, iyonlar ve test edilen iyonun yiikli ya da
notral kompleksleri, membranin i¢ kisimlarina dogru i¢ standart c¢ozeltinin
kompozisyonuyla orantili olarak tasinirlar. Boylece olusan elektrostatik potansiyel
(EMF), standart referans yar1 hiicresiyle membran yari1 hiicresi birlestirilerek ol¢iiliir.
Bir iyon segcici elektrot hiicresindeki potansiyel degisimi sematik olarak asagidaki gibi

gosterilebilir (Skoog and West, 1982).

I¢ referans elektrot / i¢ referans ¢ozelti / Iyon segici elektrot membran // Test

¢ozeltisi / Dig referans elektrot, veya;

I¢ referans elektrot (bakir tel gibi) / Kati-hal kontak // Iyon segici elektrot

membran // Test ¢ozeltisi / Dis referans elektrot

Bir elektrotun potansiyel farki (E) Nernst Esitligi ile verilmistir;
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E=F +ﬂlnai

nF (3.1)

Esitlik 4. 1°de goriildiigii iizere E; Indikator elektrot potansiyeli, E°; standart
elektrot potansiyeli, R, T ve F; sabit sayilar, a;; elektrotta hissedilen iyon aktivitesi, n;

reaksiyonda alinip verilen elektron sayisi veya membran elektrotta aktif iyon yiikiidiir.
Eger iyon aktivitesi a; den a, ye degisiyorsa potansiyel degisimi asagidaki gibi

olur;

E- E°(sbt)+[Ejlna—2
nF a (3.2)

Esitlik 3. 2° de goriildiigli lizere c¢ozeltide iyon aktivitesinin artmasi sonucu

elektrodun cevabi logaritmik olarak gézlenmektedir.

Eger ol¢iimler 25 °C de alinirsa Nernst esitligi asagidaki gibi olur;

0,0592, a

E=E"@y+ log—%
& (3.3)

Buna gore Esitlik 3. 3” de, 25 °C de E -loga; iliskisinin teorik degisimi n yiklii
iyonlar i¢in 59.2/n mV diir. Bu degisim genel olarak katyonlar i¢in pozitif anyonlar i¢in

negatiftir.
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4. BULGULAR

4. 1. Durgun Ortam Olgiimleri

Kompozit potansiyometrik sensdrler hazirlanarak durgun ortamda segicilik,
tekrarlanabilirlik, cevap zamani, tayin limiti gibi potansiyometrik performanslari

incelendi.

Potansiyel olgiimlerin yapildigi Potansiyometrik 6l¢iim sistemi Sekil 4. 1 de

goriilmektedir.

T T T N T T

Sekil 4. 1. Cok kanalli potansiyometrik dl¢liim sistemi

4. 1. 1. Kompozit NH;"-secici Elektrodun Potansiyometrik Performansi

Biyosensoriin secicilik, cevap zamani, kullanim siiresi gibi 6nemli 6zelliklerini
bilesimindeki iyon segici elektrot etkiler. Iyon segici elektrodun, biyosensériin enzim

tabakasindaki meydana gelen enzimatik reaksiyon sonucu olusan iyona karsi segici
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olmasi, cevap siiresinin kisa olmasi, uzun siire kullanilmas1 biyosensoriin de
performansinin ylksek olmasini saglar. Amino asit biyosensoriiniin hazirlanmasinda,
temel sensdr (iyon segici elektrot) olarak kati-hal NH4 -secici elektrot kullanildi. Bu
amagla en uygun yontemler kullanilarak kati-hal amonyum elektrotlar hazirlanildi.

Cizelge 4. 1’ de amonyum elektrodun membran kompozisyonu verilmistir.

Cizelge 4. 1. NH; -secici membran i¢in kimyasal bilesim oranlar

% Bilesen Ko(rrnn%c))zit
Bis(2etilhekzil)sebakat 60
PVC-NH, 36
Nonaktin 2,5
KTCIPB 0,5
Dibenzo-18-crown-6 1

Hazirlanan kompozit kati-hal NH; -secici elektrotlar, test edilmeden dnce ana
iyon ¢bzeltilerinde (NH;'NOj3’), sartlanmaya (doyurulmaya) birakildi. Daha sonra
hazirlanan kompozit kati-hal NH4+-se(;ici clektrotlar 1x101 M ve 1x10° M NH,*
konsantrasyonlar1 arasinda test edilerek karakteristik 6zellikleri incelendi. Olgiimler
arasinda elektrodun deiyonize su ile yikanmasina dikkat edildi. Amonyum elektrodun
zamana bagli ve NH4" konsantrasyonunun degisimine kars1 elde edilen potansiyel

degisimi Sekil 4. 2° de goriilmektedir.
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Sekil 4. 2. NH,'-secici elektrodun 1x10*M ve 1x10°® M NH," ¢ozeltisine karsi sergiledigi

potansiyometrik davranisi

degisimi

Olgiilen potansiyel

konsantrasyonunun degisimine karsi

NH,*

inceledigimizde degerlerin Nernst denklemine uygunluk gosterdigi goriilmektedir.
Elektrodun NH;* iyonunun 1x107%-1x10° M araliginda konsantrasyon degisimlerine
kars1 dogrusal cevap sergiledigi goriilmektedir. Ayni1 zamanda elektrodun 5 saniyeden
daha az cevap zamani ve uzun siire kullanim 6mriine sahip oldugu gézlemlenmistir.

NH,; -secici elektrodun degisen konsantrasyon degerlerine karsi gosterdigi

dogrusallik Sekil 4. 3’ de goriilmektedir.
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2850

E(mV)

2800

2750

y=-35,543x+ 2950,4

R?=0,980

6
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3
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-LogC(Mol/L)

Sekil 4. 3. NH, -secici elektrodun kalibrasyon grafigi

Kompozit amonyum elektrodun girisim yapma ihtimali yiiksek olan K*, Na* ve

Ca’" iyonlarina kars1 potansiyel degerleri 6l¢iildii. Amonyum elektorodun bu iyonlarinin

1x10™ M ve 1x10™° M arasi ¢ézeltilerine verdigi potansiyometrik davranislar Sekil 4. 4-

6’ de goriilmektedir.

-

i e Mt e A
m——t——dm——p——d ===k~

N

10-°M

B B SRS

Potansiyel-my

:
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1 |
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I ]
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1 I
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= L

Pyl

e Y

e
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Sekil 4. 4. NH,"-segici elektrodun 1x10™ M ve 1x10° M K" iyonuna kars1 gosterdigi potansiyometrik

davranisi
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NH,4 -segici elektrodun bu iyonlara kars1 sergiledigi potansiyel degerleri Cizelge

4.2’ de ve bu degerlerin kalibrasyon grafikleri de Sekil 4. 7° de goriilmektedir.

Cizelge 4. 2. Amonyum elektrodunun, NH;* ve diger iyonlarin (K*, Na*, Ca?*) 1x10™" M
ve 1x10°M konsantrasyon derisimlerine kars1 sergiledigi potansiyel degerleri

-LogC + 2+ + +
(mol/L) NH4 Ca K Na

1 2926 2757 2818 2736

2877 2699 2768 2689

2836 2656 2719 2657

2796 2643 2671 2645

2774 2636 2640 2641

DO B|W[N

2747 - - -

2950 -
2900 - —4—NH4+
2850 - =K+
2800 - Na+
2750 -
2700 -
2650 -
2600 -
2550 -
2500 -
2450

——— 32+

E{mV)

3 4 5 6
-LogC (Mol/L)

[y
38}

Sekil 4. 7. NH,"-segici elektrodun NH," iyonu yaninda Ca®*, K* ve Na* iyonlarinin 1x10™ M ve 1x10° M
konsantrasyon derisimlerine karsi sergiledigi dogrusallik

Sekil 4. 7 incelendiginde amonyum elektrodun K* iyonuna 1x10™ M ile 1x10”
M arasinda, Na* ve Ca®* iyonlarma 1x10™" M ile 1x10° M arasinda dogrusal ¢alisma
aralig1 gdstermektedir. Ancak NH," elektrodun NH," iyonuna bu iyonlardan daha fazla

secici davrandig1 goriilmektedir.
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Sekil 4. 8 kompozit NH;"-secici elektrodun tekrarlanabilirligini gostermektedir.
10,10 ve 10* M NH," ¢ozeltileri kullanilarak alinan dlciimlerde elde edilen ortalama
potansiyel degerleri sirasiyla 1384,9 + 4,7, 13494 + 5,4 ve 1318,0 + 7,0 mV olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 4. 8. NH;"-secici elektodun 102, 10° ve 10* M NH," cozeltileri olgiilerek elde edilen
potansiyometrik tekrarlanabilirligi

Elde edilen sonuglara gére NH4 -segici elektrodun biyosensor yapiminda temel
sensOr olarak basariyla uygulanabilecegi tespit edilmistir. Bu sebeble, performanslari
test edildikten sonra en uygun amonyum elektrot secildi ve enzim molekiiliiniin (L-
AAO), capraz baglayici reaktif olan glutaraldehit ile amonyum elektroda baglanmasi
saglandi.

Sekil 4 .9 ve Sekil 4. 10 ’de, enzim molekiiliiniin (L-AAO) glutaraldehit
molekiiliine baglanmasi ve amonyum elektrodunun ylizeyine glutaraldehit ile baglanmis

enzim molekiiliinlin tutturulmas1 mekanizmasi goriilmektedir.
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Enzim(L-AAQ) p=—=NH2 H o C o (CH2)3 = (G s H
0] O
Il Il
0 O
Il Il
H e G o (CHZ)Z e e H
0] 0
Il Il

Enzim({L-AAQ0) f=—=MNHz H o owm (CH2)3 == 0 e H

Enzim{L-AAO) f=NH2

Enzim{L-AAO) b= NH:

Glutaraldehit (GAL)

Sekil 4. 9. Enzim molekiilii ile glutaraldehit molekiiliiniin baglanmasi (Isildak ve Isildak, 2013)

Elektrot Yiizeyi

| | | |
MHz MHz MHz2 MHz

|

CHz)3
| | | |
N T
H N H N

Enzim(L-AAQ) Enzim{L-AAQ)

Sekil 4. 10. Amonyum elektrodunun yiizeyine, glutaraldehit ile baglanmis enzim molekiiliiniin (L-AAO)
tutturulmasi (Isildak ve Isildak, 2013; Emrullah, 2013)

Son asamada hazirlanan biyosensoriin sematize edilmis gosterimi Sekil 4. 11” da

verilmistir.
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Bakir Tel

Plastik izolasycn

— > Kati-kontak
— 3 Amonyum secici membran

-—> Glutaraldehit-Enzim tabakasi

Sekil 4. 11. Biyosensoriin sematik gosterimi

4. 1. 2. Biyosensoriin Deiyonize Suda Hazirlanan Amino Asit Cozeltilerine Karsi
Potansiyel Davramslar:

Hazirlanan biyosensoriin  durgun ortamda amino asit ¢ozeltilerine karst
potansiyometrik davranislari incelendi. Olgiimler amino asitlerin 1x10" M — 1x10° M
aras1 deiyonize suda ¢oziinmiis ¢ozeltileri kullanilarak yapildi. Sekil 4. 12-24” de amino

asitlerin zamana kars1 potansiyometrik degisimlerinin oldugu grafikler goriilmektedir.

Patansyel-m\

x0.1(s)

Sekil 4. 12. Biyosensoriin durgun ortamda alaninin 1x10™ — 1x10° M konsantrasyon degisimine kars:
sergiledigi potansiyometrik davranisi
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Sekil 4. 15. Biyosensoriin durgun ortamda fenilalaninin 1x10™ — 1x10° M konsantrasyon degisimine karsi

sergiledigi potansiyometrik davranist

x0.1(s)
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Sekil 4. 16. Biyosensoriin durgun ortamda glisinin 1x10™ — 1x10™° M konsantrasyon degisimine kars

sergiledigi potansiyometrik davranigi
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Sekil 4. 17. Biyosensoriin durgun ortamda glutamik asidin 1x10™ — 1x10™° M konsantrasyon degisimine

kars1 sergiledigi potansiyometrik davranigi
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Sekil 4. 18. Biyosensoriin durgun ortamda glutaminin 1x10™ — 1x10° M konsantrasyon degisimine kars
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sergiledigi potansiyometrik davranisi
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Sekil 4. 19. Biyosensoriin durgun ortamda histidinin 1x10™ — 1x10°> M konsantrasyon degisimine kars:

sergiledigi potansiyometrik davranist
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Sekil 4. 20. Biyosensoriin durgun ortamda izoldsinin 1x102 — 1x10"° M konsantrasyon degisimine kars:
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ekil 4. 23. Biyosensoriin durgun ortamda tirozinin 1x10™? — 1x10° M konsantrasyon degisimine karsi
v g Y g

sergiledigi potansiyometrik davranigi

x 0.1 (s}
Sekil 4. 24. Biyosensoriin durgun ortamda valininin 1x10™ — 1x10"° M konsantrasyon degisimine kars
58

sergiledigi potansiyometrik davranist



Biyosensoriin deiyonize suda hazirlanan amino asitlere verdigi potansiyometrik
cevaplari incelediginde glisine 1x10™" M - 1x10™° M konsantrasyon araliginda dogrusal
calisma aralifi gostermis ancak 1x10* M ile 1x10®° M arasinda az potansiyel fark
vermistir. izoldsine 1x10? M - 1x10° M konsantrasyon araliginda dogrusal calisma
araligi gostermektedir. Valin, alanin ve histidine 1x10" M - 1x10” M konsantrasyon
araliginda dogrusal ¢alisma araligi gostermektedir. Glutamin ve lizine 1x10%- 1x10° M
konsantrasyon araliginda dogrusal calisma aralig1 gostermektedir. Fenilalanine 1x107% -
1x10° M konsantrasyon araliginda dogrusal ¢alisma aralig1 géstermis ancak 1x10° M
ile 1x10™ M arasinda az bir potansiyel fark sergilemistir. Aspartik asit icin 1x10° M
konsatrasyona gegiste potansiyel farkta artis gozlenmistir. Glutamik asit i¢in de benzer
durum gdzlenmistir ve konsantrasyon artisina dogru potansiyel degisiminde bir
diizensizlik bulunmaktadir. Elektrodun dengeye gelmesi gecikmektedir. Arjinin igin
elekrotun davranisi diizensizdir. Benzer durum 16sinde de gézlemlenmistir. Tirozin igin
elde edilen potansiyel degisimler az olmakta ancak bir dogrusal degisim gdstermektedir.

Elde edilen potansiyel degerler Cizelge 4. 3 ve Cizelge 4. 4° de verilmistir

Cizelge 4. 3. Biyosensoriin deiyonize suda hazirlanan amino asit ¢ozeltilerinin farkli

konsantrasyonlarina kars1 verdigi potansiyel degerleri (mV)

-LogC | Alanin | Arjinin | Aspartik | Fenilalanin | Glisin | Glutamik | Glutamin
(mol/L) Asit Asit

1 2780 2710 2658 2674 2783 2689 2810

2 2743 2623 2634 2634 2775 2675 2786

3 2693 2610 2625 2606 2753 2657 2729

4 2656 2633 2597 2603 2747 2632 2672

5 2655 2586 2532 2582 2745 2575 2644
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Cizelge 4. 4. Biyosensoriin deiyonize suda hazirlanan amino asit ¢ozeltilerinin farkli

konsantrasyonlarina kars1 verdigi potansiyel degerleri (mV)

irh%?/i) Histidin izol6sin Lizin Losin Tirozin Valin
1 2680 - 2682 2713 2640 2735
2 2634 2702 2656 2746 2629 2706
3 2603 2664 2638 2741 2619 2676
4 2590 2625 2604 2743 2621 2667
5 2591 2608 2575 2713 2695 2665

Amino asitlerin degisik konsantrasyonlara kars1 gosterdigi potansiyel degisim

Sekil 4. 25° de goriilmektedir.
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Sekil 4. 25. Deiyonize suda hazirlanan amino asitlerin degisik konsantrasyonlarda gosterdigi

potansiyometrik davraniglar
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4. 1. 3. Biyosensoriin pH’ s1 7,02 Olan Fosfat Tamponunda Hazirlanan Amino Asit
Cozeltilerine Kars1 Potansiyel Davranislar:

Hazirlanan biyosensoriin pH’s1 7,02 ye ayarlanmis fosfat tamponu ile hazirlanan
1x10%-1x10° M konsantrasyon araligindaki amino asit ¢ozeltilerine kars1 sergiledikleri
potansiyometrik davranislar1 incelendi. Aminoasitlerin konsantrasyon degisimlerine

kars1 biyosensoriin sergiledigi potansiyel degisimleri Sekil 4. 26-38' de goriilmektedir.
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B e B S s et BT &

g
¥
g
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g
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g

Sekil 4. 26. Biyosensoriin alaninin fosfat tamponunda (pH: 7,02) 1x10™ — 1x10®° M konsantrasyon
degisimine kars1 sergiledigi potansiyometrik davranisi
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Sekil 4. 28. Biyosensdriin aspartik asidin fosfat tamponunda (pH: 7,02) 1x10™ — 1x10° M konsantrasyon
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degisimine kars1 sergiledigi potansiyometrik davranisi
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Sekil 4 .29. Biyosensoriin fenilalaninin fosfat tamponunda (pH: 7,02) 1x10™ — 1x10° M konsantrasyon

degisimine kars1 sergiledigi potansiyometrik davranisi

A-afisusiog

i e e B e e o il S B e T e Bt
I I I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I I I I I I
I I I 1 = 1 1 1 I I
I I I I [ I I I I I
I I I I [ I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I v I I I I I
I I I I I I I I I I
-———F———t———d————F—————— R e e L e EE
I I I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I I I I I I
I I I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I I I I I I
I I I I I I I I I I
JR 5 S S AP PR I e
I i i i i i i I i i
I I I I I I I I I I
I I I I I I I I I I
I I I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I I I I I I
I I I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I I I I I I
R S T JE EY R RS S R S R R
i [ [ I [ [ i i [ [
I I I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I I I I I I
I I I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I I I I I I
S e Y I e Y P B
i I i I I I I 1 i I i
I I I I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I I I I I I I
I I I I I I I I I I I
I I I I I I I I I I I
I I I I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I I I I I I I
i i i i i i i i i i i
il ninieiek Hebts bkt niniaint Hi b B i At Ittt mbinks Heite i
I I I I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I I I I I I I
I I I I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I I I I I I I
I i i I I i i i I i i
F———b———t—— e —— b ——— = e B e s i i
I I I I I I I I I I I
I I I I I I I I I I I
I I I I I I I I I I I
I I I I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I I I I I I I
I I I I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I I I I I I I
R e T E T B S S B it T S e
I 1 1 I 1 i 1 i I 1 1
I I I I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 mm 1 1 1 1 1
I I I I I I il I I I I I
1 1 1 1 1 1 =] 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 Ll 1 1 1 1
I I I I I I I I I I I I
FR 5 S Y S Sy S
I i i i i ] | I i i I i i
I I I I I ] I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I = = I I I I I I I
I I I I [ I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I _m i I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I i I I I I I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T T T T T T T T T T T T T
= § F R R R R B R IR B R R
& N
&

2545.8 -

E

140

x01(s)

Sekil 4. 30. Biyosensoriin glisinin fosfat tamponunda (pH: 7,02) 1x10" — 1x10° M konsantrasyon

degisimine kars1 sergiledigi potansiyometrik davranist
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Sekil 4. 31. Biyosensoriin glutamik asidin fosfat tamponunda (pH: 7,02) 1x10™ -

degisimine kars1 sergiledigi potansiyometrik davranisi
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Sekil 4. 32. Biyosensoriin glutaminin fosfat tamponunda (pH: 7,02) 1x10™ — 1x10®° M konsantrasyon

degisimine kars1 sergiledigi potansiyometrik davranist
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Sekil 4. 33. Biyosensoriin histidinin fosfat tamponunda (pH: 7,02) 1x10™* — 1x10®° M konsantrasyon

degisimine kars1 sergiledigi potansiyometrik davranisi
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Sekil 4. 34. Biyosensériin izolosinin fosfat tamponunda (pH: 7,02) 1x10™* — 1x10®° M konsantrasyon

degisimine kars1 sergiledigi potansiyometrik davranist
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Sekil 4. 36. Biyosensoriin 16sinin fosfat tamponunda (pH: 7,02) 1x10™" — 1x10° M konsantrasyon
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Sekil 4. 38. Biyosensoriin valinin fosfat tamponunda (pH: 7,02) 1x10™" — 1x10° M konsantrasyon
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Biyosensoriin amino asitlerin fosfat tamponunda hazirlanan ¢ozeltilerine karsi
verdigi potansiyometrik cevaplar incelediginde Alanin ve arjinine 1x10? — 1x10° M
konsantrasyonlar1 arasinda dogrusal bir ¢alisma araligi géstermis ancak her iki amino
aside 1x10™ M ile 1x10 M arasinda az bir potansiyel fark gostermistir. Fenilalanin,
glutamin, lizin ve izoldsine 1x10™ — 1x10™ M konsantrasyonlar1 arasinda dogrusal bir
calisma aralig1 gostermistir. Glisine 1x10 M ile 1x10° M konsantrasyonlari1 arasinda
dogrusal, 1x10™* M velx 10° M glisin ¢ozeltilerine ters cevap vermistir. Losine 1x10™
M — 1x10* M konsantrasyonlar1 arasinda dogrusal cevap gostermistir. Valine 1x10™ —
1x10° M konsantrasyonlari arasinda dogrusal bir ¢alisma aralig1 géstermis ancak 1x10™
M ile 1x 10" M konsantrasyonlar1 arasinda potansiyel degisim azdir. Elektrot aspartik
aside karsi 1x10° — 1x10* M arasinda daha fazla potansiyel fark olusturmus ve
dogrusalligi bozmustur. Glutamik asite karsi davranisi da aspartike karsi sergiledigi
degisime benzerdir. Elektrodun tirozine kars: davranist iyi degildir. 1x10™ — 1x10° M
arasinda ve 10™ M ile 10° M arasinda bir potansiyel degisim sergilememistir. Sadece
1x10™ — 1x10™ M arasinda bir potansiyel degisim gostermistir. Elde edilen potansiyel

degerler Cizelge 4. 5 ve Cizelge 4. 6’ da verilmistir.

Cizelge 4. 5. Biyosensoriin pH’ s1 7,02 olan fosfat tamponunda hazirlanan amino asit

cozeltilerinin farkli konsantrasyonlarina kars1 verdigi potansiyel degerleri (mV)

(-rln_glgcl_:) Alanin | Arjinin Asgzirttlk Fenilalanin | Glisin Gltg;rtmk Glutamin
1 2758 2708 2704 2688 2704 2722 2746
2 2751 2698 2687 2653 2673 2702 2696
3 2742 2686 2682 2634 2622 2688 2645
4 2692 2651 2625 2631 2666 2632 2631
5 2672 2616 2618 2628 2671 2621 2620
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Cizelge 4. 6. Biyosensoriin pH’ s1 7,02 olan fosfat tamponunda hazirlanan amino asit

cozeltilerinin farkli konsantrasyonlarina kars1 verdigi potansiyel degerleri (mV)

-LogC N s . Y L .
(mol/L) Histidin 1zol6sin Lizin Losin Tirozin Valin
1 2753 2755 2787 2783 2650 2786
2 2701 2700 2773 2772 2652 2737
3 2651 2653 2738 2754 2655 2695
4 2650 2634 2684 2746 2619 2678
5 2640 2621 2638 2745 2616 2673

Amino asitlerin degisik konsantrasyonlara karsi gosterdigi potansiyel degisim

Sekil 4. 39’ de goriilmektedir.
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Sekil 4. 39. pH’ s1 7,02 olan fosfat tamponunda hazirlanan amino asitlerin degisik konsantrasyonlarda
gosterdigi potansiyometrik davranislari
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Biyosensoriin amino asitlere karsi fosfat tamponunda deiyonize suya gore daha
giiriiltilii ve derisimler arasinda daha az potansiyel farklar gosterdigi goriilmiistiir.
Bunun nedeni fosfat tamponunda girisim yapma olasilig1 olan iyonlara baglanabilir.

Amino asitlerin farklt R gruplarina sahip olmalart nedeniyle her bir amino asit
i¢in enzim-substrat verimliligi de farkli olmaktadir (Turna, 2006). Enzimlerin optimum
calisma kosullarina sahip olmalar1 pH, sicaklik gibi enzimlerin deney ortamlarindan
etkilenerek aktifliginin azalmasina sebep olmaktadir. Ayrica amino asitlerin izoelektrik

noktalar1 enzimlerin optimum ¢alisma pH’1 ile iliskilidir (Is1ldak ve Isildak, 2013).

4. 2. Hareketli Ortam Potansiyometrik Ol¢iimleri

Kromatografik ayirimlar tek kolonlu iyon kromatografi (suppresor kolon
kullanilmadan) modunda gergeklestirildi. Daha Once hazirlanan akis hiicreleri
(mikrolitre o6lii hacme sahip), iyon kromatografik sistemde bir dedektor gibi ayirim
kolonu ¢ikigina baglanarak serbest aminoasitlerin tayini gerceklestirildi. Sekil 4. 40° de
calismada kullanilan iyon kromatografi-potansiyometrik hibrit sistemi goriilmektedir.
Sistem i¢in hareketli faz kompozisyonu ve akis hizi test edilerek en uygun akis
parametreleri belirlendi. Bu amagla yapilan ¢aligmalarda en uygun hareketli fazin,
kromatografik ayirim ve literatiirde yapilan ¢aligmalar dikkate alinarak, pH’ s1 6,9 olan
6,68 x 10° M sodyum fosfat tamponu hareketli faz olarak kullanildi. Yapilan testler
sonucu en uygun akis hizi 1,00 mL/dk olarak belirlendi. Bu sartlar altinda, 1,0x10™ -
1,0x10° M konsantrasyon arahiginda standart aminoasit ¢ozeltileri sisteme enjekte

edilerek potansiyometrik kromatogramlar elde edildi.
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Sekil 4. 40. Tyon kramotgrafi-potansiyometrik hibrit sistemi

Iyon kromatografik ¢alismalardan elde edilen bazi kromatogramlar Sekil 4. 41-
46 ° da goriilmektedir.

Patansiyel-my

176440 180000 185000 150000 135000 200000 205000 210000 2
x0.1(s)

Sekil 4. 41. 1x10™ — 1x10® M alanin ¢ozeltilerinin enjeksiyonu sonucu elde edilen kramotogram
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Patansiyel-m\/

Patansiyel-m\/

1219.2

1218

1216

1214 4

1212 4

1210

1208

1206

1198

11974
145124 150000 155000 160000 165000 170000 175000 1800
x 01 (s)

Sekil 4. 42. 1x10-1x10 M glisin ¢ozeltilerinin enjeksiyonu sonucu elde edilen kramotogram

12837

1282

1280

1278

1276

1274

1272

1270

1268

1266

1264

1262

Enj.

1260

1256

1254

1252

1250,

.3
95000 100000 105000 110000 115000 120000 125000 130000 136(
x0.1(s)

Sekil 4. 43. 1x10?-1x10° M glutamin ¢zeltilerinin enjeksiyonu sonucu elde edilen kramotogram
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Patansiyel-m\

12281

1228

1226

1224

1222

1220

1218

1216

1214

1212

1210

1208

1206 |

1204

1202

j

1200.8
244224

x0.1(s)

Potansiyel-m/

Sekil 4. 44. 1x10?-1x10° M izol$sin ¢ozeltilerinin enjeksiyonu sonucu elde edilen kramotogram
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Sekil 4. 45. 1x10™?-1x10° M lizin ¢ézeltilerinin enjeksiyonu sonucu elde edilen kramotogram
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Sekil 4. 46. 1x10™-1x10"° M valin ¢ozeltilerinin enjeksiyonu sonucu elde edilen kramotogram

Biyosensoriin iyon kramotografi-potansiyometrik hibrit sisteminde bir detektor
gibi kullanilarak elde edilen kramotogramlara bakildiginda biyosensoriin alanin, glisin,
glutamin, izolosin, lizin ve valine 1x10™ M ve 1x10° M konsantrasyonlar1 arasinda
dogrusal bir c¢alisma araligi gosterdigi goriilmektedir. Kramotogramlarda azalan
derisimlere kars1 pik yiiksekliklerinin diistiigli ve buna pararel olarak azalan derisimle
pik alanlarinin da azaldig1 goriilmektedir. Bu sonuglardan anlasildig gibi hazirladigimiz
biyosensorler amino asitlerin kromatografik analizlerinde bir detektdr gibi

kullanilabilecegini ve amino asitlerin tayinlerinin gerceklestirilebilecegini géstermistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Serbest amino asitlerin biyolojik sivi ve gidalarda tayini ¢esitli enstriimental
yontemler ile saglanabilmektedir. Spektrofotometrik ve spektroflorimetrik tayin
tekniklerinin uygulandigi kromatografik yontemler amino asit analizlerinde 6nemli yer
tutmaktadir. Ancak bu yontemlerin pahali oluglari, tiirevlendirme islemleri ve deneyimli
personel gereksinimleri veya segiciliklerinin diisiik olusu yeni yontemlerin gelismesi
thtiyacin1 ortaya c¢ikarmaktadir. Ekonomik, secici ve duyarli olmasi nedeniyle
biyosensorler ilizerine caligmalar giin gectikce artmaktadir. Bunun bir sonucu olarak
potansiyometrik ve voltametrik biyosensor teknolojisinde Onemli gelismeler
saglanmustir. Ozellikle potansiyometrik sensorlerin ¢alisma mekanizmasinin sensor
yiizey alanina bagli olmamasi, mikro boyutlarda sensor hazirlama teknolojisine yonelik

calismalarin artmasina neden olmustur.

Bu c¢alismamizda mikro boyutlarda amino asitlere duyarlt biyosensorler
hazirlandi ve mikro-akis hiicreleri gelistirilerek sivi kromatografik sisteme uyarlandi.
Hazirlanan biyosensorlerin bir Ag/AgCl referans elektrot ile birlikte akis hiicrelerine
yerlestirilerek serbest amino asitlerin tayinleri i¢in detektor olarak kullanilmasi

saglandi.

Bu kapsamda, amino asit duyarli biyosensorler de temel sensor olarak
kullanilacak mikro boyutlarda kompozit amonyum sensorler hazirlandi. Hazirlanan
amonyum elektrot 1x10™ M — 1x10® M NH," iyonu konsantrasyon araliginda dogrusal,
hizli cevap zamani (5 saniye) ve tekrarlanabilir potansiyometrik cevaplar verdi. Ayni
zamanda elektrot girisim yapma olasiligi olan Na®, K* ve Ca?* iyonlarina gore daha
secici davrandigi gozlendi. Bu sonuglara dayanarak amonyum sensOriin amino asit

biyosensorii hazirlamak i¢in temel sensor olarak kullanilabilecegi dngdriildii.

Bu sekilde hazirlanan ve biyosensér yapimina uygun oldugu o6ngoriilen
amonyum elektrotlara L-amino asit oksidaz enzimi glutaraldehit ¢apraz baglayicisi
kullanilarak kovalent olarak biitiiniiyle kati-hal kontakt NH;" secici sensér yiizeyine

tutturuldu. Hazirlanan amino asit duyarli biyosensorlerin ¢ok sayida L-aminositlere
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kars1 potansiyometrik performanslari belirlendi. Elde edilen sonuglar amino asit
biyosensorlerin ¢ok sayida amino aside karst duyarli, segici oldugu ve dogrusal bir
calisma araliginda cevap verdigini gosterdi. Sonuglar gelistirilen L-amino asit
biyosensoriin kromatografik sistemde serbest amino asitlerin tayini i¢in dedektor

olabilecegini gosterdi.

Daha sonra kromatografik sistemde dedektor olarak kullanilacak mikrolitre 6lii
hacme sahip akis hiicresi hazirlandi. Minyatiirize akig hiicre, 2 cm uzunlugu ve lcm
genigliginde bir polikarbonat malzeme blogunda olusturuldu. Polikarbonat blok, mikro
boyutlarda amino asit duyarli biyosensorle beraber, mikro boyutlarda Ag/AgCl referans
elektrot iceriyordu. Hazirlanan bu akis hiicreleri sivi kramotografik sistemde kolon
c¢ikisina monte edildi ve bir dedektor gorevi gormesi saglanildi. En uygun akis hizi ve
hareketli faz tiirii yapilan caligmalar sonucu belirlendi. Daha Once potansiyomterik
ozellikleri incelenen amino asit biyosensorler hazirlanan bu akis hiicrelerine
yerlestirilerek amino asitlerin enjeksiyonu sonucu kramotogramlar elde edildi.
Kramotogramlardan elde edilen sonuglara gore biyosensoriin sivi kramotografik

sistemde dedektor gibi kullanilabilecegi ongoriildii.

Bu calismada amino asitlerin kromatografik ayirim caligmalarimi yapmadik.
Ciinkli aminoasitlerin izokritik ayirimlarinin gerceklestirilebilmesi i¢in gerekli ayirim
maddi sebeplerden dolay1 temin edilememistir. Bu ¢alisma ileriki ¢alismalarimiza 1s1k
tutacaktir ve Dionex aminopac ayirim kolonu kullanilarak izokritik olarak
aminoasitlerin aymrmii gerceklestirerek yontemin validasyon c¢aligmalart da

gerceklestirilecektir.
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