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OZET

URE TAYINI ICIN TEK KULLANIMLIK AMPEROMETRIK
BiYOSENSOR GELIiSTIRILMESI

Arzu EKER
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik ve Malzeme Miihendisligi Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Zikriye OZBEK
29/08/2019, 46

Biyosensorler biyolojik reaksiyonlarda hedef analitleri kontrol etmek igin
kullanilan ufak algilayici aygitlardir. Biyosensorlerin  hedefi, tayin edilecek
materyal miktarina gore orantili olarak elektriksel isaret iiretmektir. Biyosensorler
bir¢cok alanda kullanilabilir. Bunlarin baglicalar1 biyomedikal 6rneklerin analizi ve
tip alanidir. Giliniimiizde yaklagik 200 civarinda biyosensor gelistirilmis ancak, 25’1
piyasaya siiriilmiistiir.

Ure Biyosensorleri ise; ¢ozeltilerdeki iire konsantrasyonu tayininde
kullanilan sensorlerdir. Potansiyometrik 6l¢iim esasina dayanir. Cozeltiye daldirilan
iki elektrod arasindaki potansiyel farkinin 6l¢iilmesine dayali konsantrasyon tayini
yapilir.

Bu calismada da iire tayini yapabilmek igin, Screen-printed elektrodlari
(SPE) kullanilan amperometrik iire biyosensorii gelistirildi. Iletken polimer ince
film lizerine immobilize edilen iireaz enzim elektrodunun uygun ¢alisma sartlarinin
olusturulmasi i¢in pH tesiri ve tampon ¢dzeltisi derisimi i¢in Slgiilen akim degerleri
incelenmistir. Ardindan, biyosensoriin istikrarliligi ve elektrot cevabina etki
olusturacak taneciklerin tesiri belirlenmistir. Bu biyosensorler, iire yapiminin
yapildigir  viicuttaki iire seviyesinin ¢ok diisik ve ilk yiikseltisinde

degerlendirilmesine odaklanir.

Anahtar sozciikler: Ureaz Enzim, Screen-printed Elektrot, Amperometrik,

Biyosensor
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF DISPOSABLE AMPEROMETRIC BIOSENSORS
FOR UREA DETERMINATION

Arzu EKER
(Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Bioengineering and Material Engineering
Advisor: Assoc.Prof. Dr. Zikriye OZBEK
29/08/2019, 46

Biosensors are small sensor devices used to control target analytes in
biological reactions. The purpose of the biosensors is to generate an electrical
signal in proportion to the amount of material to be analyzed. Biosensors can be
used in many areas. Majority of these are biomedical samples analysis and
medicine field. Nearly 200 biosensors have been developed, but around 25 have
been commercially marketed.

Urea Biosensors; These are the sensors used to determine the
concentration of urea in solutions. It is based on potentiometric measurement. The
concentration is determined by measuring the potential difference between two
electrodes immersed in the solution.

In this study, amperometric urea biosensor with screen-printed electrodes
(SPE) was developed in order to determine urea. For the determination of the
optimum working conditions of the urease enzyme electrode immobilized on
conductive polymer thin film, the measured pH values, the temperature of the
medium and the measured current values for the buffer solution concentration were
investigated. Then, the stability of the biosensor and the effect of the particles that

can interfere with the electrode response are determined.

Keywords: Urease Enzyme, Screen-printed Electrode, Amperometric,

Biosensor
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BOLUM 1
GIRIS

Bir biyosensor, biyolojik sinyali elektrik sinyaline doniistiiren analitik bir cihazdir
“Biyosensor” terimi genellikle, dogrudan biyolojik bir sistemden yararlanmadiklar
durumlarda bile, maddelerin biyolojik konsantrasyonunu ve diger parametrelerin
konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanilan sensor cihazlarimi kapsamaktadir. Bu g¢ok
genis tanim, bazi bilimsel dergiler tarafindan (6rn., Biyosensorler, Elsevier Uygulamali
Bilimler) kullanilmaktadir. Biyosensorler, enzimlere biyolojik olarak cevap veren materyal
olarak iliskindirilsede, diger biyolojik sistemlerin 6rnegin tiim hiicre metabolizmasi, ligand
baglanmasi ve antikor-antijen reaksiyonu tarafindan da kullanilabilecegi kabul edilmelidir.
Saglik endiistrisinden gelen biiyiik ivme (O6rnegin, bati diinyasinin% 6's1 diyabetiktir ve
glikoz icin hizli, dogru ve basit bir biyosensoriin kullanilabilirliginden faydalanacaktir),
ayrica gida kalitesi degerlendirmesi ve ¢evresel izleme gibi diger alanlardan gelen bazi
baskilarla, biyosensorler, su anda, % 60'lik yillik biiylime orani ile, hizla genisleyen bir
alan1 temsil eder. Tahmini diinya analitik piyasasi yilda 12.000.000.000 civarindadirve
bunun % 30’u saglik alanindadir. Bu pazarin su anda % 0.1'den az oranda biyosensorler
tarafindan kullaniliyor olmakla birlikte genis bir pazar genisleme potansiyeli oldugu
aciktir. Bu alanda arastirma ve gelistirmeler genis ve ¢ok disiplinlidir; biyokimya,
biyoreaktor bilimi, fiziksel kimya, elektrokimya, elektronik ve yazilim miihendisligi gibi.
Bu giincel ¢abanin ¢ogu, potansiyometrik ve amperometrik biyosensorler ve kolorimetrik
kagit enzim seritleri ile ilgilidir. Ancak, tim ana gili¢c ¢evirici tiplerinin, biyosensdrlerde
kullanilmak tizere, oniimiizdeki birka¢ yil boyunca, kapsamli bir sekilde incelenmesi

muhtemeldir.

1.1.Biyosensorlerin Tarihgesi

1956'da Clark, oksijen elektroduna ait makalesini yayinladi.Bu deneyime dayanarak
ve viicutta dlgiilebilen analitlerin yelpazesini genisletme istegini ele alarak, 1962 yilinda
New York Akademisi'nin bir sempozyumda membran kapali sandvigler olarak enzim
dontstiiriiciileri ekleyerek elektrokimyasal sensorleri (pH, polarografik, potansiyometrik
veya kondiiktometrik) nasil daha uygulanabilir hale doniistiirecegini tanimlamis ve bu bir
doniim noktast olmustur. Uygulama, diyaliz membrant kullanilarak bir oksijen
elektrodunda glikoz oksidazin tutuldugu bir deneyle gosterilmistir. Olgiilen oksijen

konsantrasyonundaki diisiis, glikoz konsantrasyonuna orantilidir.



Potansiyometrik bir enzim elektrotunu detaylandiran ilk kisi Guilbault ve
Montalvo’dir. Amonyum-segici bir sivi membran elektrodunda hareketsizlestirilmis {ireaz
bazinda bir iire sensorii tanimlamislardir.Clark'in fikirleri, 1975'te Yellow Springs
Instrument Company (Ohio)’da hidrojen peroksidin amperometrik tespitine dayanan,
glikoz analizorii ile ticari gerceklige doniismiistiir. Bu, diinyanin dort bir yanindaki
sirketler tarafindan insa edilen bir¢ok biyosensdr bazli laboratuvar analizcisinin de ilki
olmustur.

Biyosensorler i¢in termal transdiiserlerin kullanimi1 1974 yilinda 6nerilmistir ve yeni
cihazlar sirastyla, 1s1l enzim problar1 ve enzim termistdrleridir.

Biyosensor, 1975'te, Divis'in, alkol 6l¢iimii i¢in mikrobik elektrotlardaki biyolojik
element olarak bakterilerin kullanilabilecegini 6ne siirmesiyle yeni bir evrimsel yol
almistir. Bu ¢alisma Japonya'da ve diger yerlerde biyosensorlerin biyoteknolojik ve
cevresel uygulamalarinda biiyiik bir arastirma baslangici olmustur. Lubbers ve Opitz, 1975
yilinda optode terimini, karbon dioksit veya oksijeni 6l¢mek i¢cin immobilize gostergeli bir
fiber optik sensorii tanimlamak i¢in kullanmislardir. Uygulamay, fiber optik bir sensoriin
sonunda alkol oksidazi hareketsizlestirerek alkol icin optik bir biyosensor yapmak iizere
genigletmislerdir. Ticari optoidler, pH, pCO2 ve pO2'nin in vivo dl¢limii i¢in mitkkemmel
performans gostermektedirler, ancak enzim optoleri heniiz genis capta mevcut degildir.
1976'da Clemens ve arkadaslar1 yapay pankreasta elektrokimyasal glikoz biyosensoriinii
birlestirmis ve bu daha sonra Biostator olarak Miles (Elkhart) tarafindan pazarlanmistir.
Biostator artik piyasada bulunmamakla birlikte, San Diego’da yeni bir yari siirekli kateter
tabanli kan sekeri analiz cihaz1 yakin zamanda VIA Medical tarafindan tamitilmistir. Ayni
yil igerisinde La Roche (Isvigre), ¢oziiniir arac1 olan Lactate Analyzer LA 6401 tanitmis ve
hekzasiyanoferrat, elektronlar1 laktat dehidrojenazdan bir elektrota ydnlendirmek igin
kullanilmistir. Bu zaman iginde ticari bir basari olmamasina ragmen, yeni nesil arabulucu-
biyosensorlerin ve spor ve klinik uygulamalar i¢in laktat analizérlerinin geriye doniik
olarak 6nemli bir 6nciisii olmustur.

1982 yilinda deri alti implantasyon i¢in ilk igne tipi enzim elektrotunu tanimlayan
Shichiri ve arkadaslar1 Glikoz biyosensorlerinin in vivo uygulamasinda biiyiik bir ilerleme
kaydetmistir. Sirketler hala bu uygulamay1 takip ediyorlar, ancak genel kullanim igin
heniiz bir cihaz mevcut degildir. Piezoelektrik veya potansiyometrik transdiisere karsi
antikorlar1 sabitleyerek dogrudan immiinosensorler kurma fikri 70'lerin basindan beri

arastirllmistir ama aslinda bu Liedberg ve arkadaslarinin ¢aligmasidir. Ger¢ek zamanli



olarak afinite reaksiyonlarimi izlemek icin yiizey plazmon rezonansi kullanimini tarif

etmislerdir.

Biyosensorler olarak adlandirilan {i¢ “nesil” vardir; Reaksiyonun normal {irliniiniin
transdiisere yayildigi ve elektriksel tepkimeye neden oldugu birinci jenerasyon
biyosensérler, lyilestirilmis yanit elde etmek icin reaksiyon ve doniistiiriicii arasinda belirli
'aracilart' igeren ikinci nesil biyosensorler, ve reaksiyonun kendisinin tepkiye neden oldugu
ve higbir {irlin ya da mediyator diflizyonunun dogrudan s6z konusu olmadigr {igiincii

jenerasyon biyosensorler.

1.2. Biyosensor Nedir?

Biyosensor, analiti tespit etmek i¢in kullanilir. Analitik bir cihazdir ve biyolojik
bilesenleri bir fizikokimyasal dedektor ile toplar. Algilayici biyolojik unsurlar, biyometrik
bilesenlerdir. Doku, mikroorganizmalar, antikorlar, niikleik asitler gibi bilesenleri tanimak
ve analiz etmek i¢in etkilesirler. Biyolojik hassas unsurlar ayrica biyolojik miihendislik
tarafindan da Tretilebilir. Detektor elemanlari, analit arayliziinden gelen sinyalleri
biyokimyasal elementler ile transdiiser gibi diger sinyallere doniistiiriir ve daha kolay ve
kaliteli olarak oOlctilebilir. Biyosensor cihazlari, elektronik ve sinyal islemcileri ile iliskilidir
ve genellikle sonuclarin goriintiilenmesinden sorumludur. Modern elektroniklerin
gelistirilmesinde biyosensor aragtirmasinin 6nemli bir rolii vardir.

Biyosensor sistemi {i¢ ana kisimdan meydana gelmektedir. “Biyomolekiil,
biyose¢ici”; secici tanima mekanizmasina sahiptir.

“Cevirici”;biyosecicinin incelenen materyal ile etkilesimi neticesinde meydana gelen
fiziko kimyasal sinyalleri elektronik sinyallere dontistiiriir.

“Elektronik” kisimlardir. Bunlarin iginde 6nemli olan, analiz yapilacak materyali

taniyan ancak geri doniistimlii olarak etkilesen, hassas biyosegicidir.
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Sekil 1.1. Bir biyosensdriin ana bilesenlerini gosteren sematik diyagram: (a) biyokatalizdr,

(b) doniistiiriicii, (c) islemct, (d) ytlseltici, (e) goriintiileme

Biyokatalizor (a), substrati lirline doniistiriir. Bu reaksiyon, bir elektrik sinyaline
doniistiiren doniistiiriici (b) tarafindan belirlenir. Ddoniistiiriiciiden gelen ¢ikt1  (C)
yiikseltilir, islenir (d)ve gortintiilenir (€). Bir biyosensoriin anahtar kismi, transdiiserdir.

Déontstiiriiciden gelen elektrik sinyali genellikle diisiiktiir ve goreceli olarak ytliksek
ve giiriiltiilii (yani elektriksel girisimden dolay1 veya doniistiiriiciiniin elektronik bilesenleri
i¢cinde iiretilen yiiksek oranda rastgele bir doga bileseni iceren yiiksek frekanslt bir sinyal
bileseni igerir) taban cizgisine bindirilir. Sinyal isleme, normal olarak, herhangi bir
biyokatalitik membran icermeyen benzer bir transdiiserden tiiretilen, bir drnek sinyalden
¢ikan, sonug sinyalini kuvvetlendiren ve istenmeyen sinyal giiriiltlisiinii elektronik olarak
filtreleyen (yumusatma) bir "referans" baslangi¢ sinyalini ¢ikarmay: igerir. Biyosensor
tepkisinin nispeten yavas dogasi, elektriksel giiriiltii filtreleme problemini énemli Slgiide
kolaylastirir. Bu asamada iiretilen analog sinyal dogrudan c¢ikt1 olabilir, ancak genellikle
bir dijital sinyale doniistiiriilir ve verilerin islendigi, konsantrasyon birimlerine
doniistiiriildiigi ve bir gosterim aygitina veya veri deposuna doniistiiriildiigii bir
mikroislemci asamasina gegcirilir.

Basarili bir biyosensor, asagidaki yararli 6zelliklerin en azindan bir kismina sahip
olmalidir:

1.Biyokatalizor, analizler i¢in yeterince Ozel, dogal saklama sartlarinda duragan
olmal1 ve kolorimetrik enzim seritleri ve dipsticks durumunda, ¢ok sayida test iizerinde iyi
stabilite gostermelidir (6rn. Cok daha biiylik 100'den).

2. Tepkime, karigtirilabilen, pH ve sicaklik olarak yonetilebilen fiziksel

parametrelerden bagimsiz olmalidir. Bu, minimum 6n isleme ile numunelerin analizine izin



verir. Reaksiyon kofaktorler veya koenzimler igerdiginde, bunlar tercihen enzim ile birlikte
ko-immobilize edilmelidir.

3.Tepki, seyreltme veya konsantrasyon olmadan, dogru, kesin, tekrarlanabilir ve
kullanigh analitik aralik lizerinde dogrusal olmalidir. Elektriksel giiriiltiiden de arinmis
olmalidir.

4.Biyosensor tip alanlarinda viicut i¢i takip i¢in uygulanacaksa, algilayicinin higbir
toksik veya antijenik etkisi olmayan, kiigiik ve biyo-uyumlu olmasi gerekir. Fermenterlerde
kullanilacaksa sterilize edilebilir olmalidir. Bu, tercihen otoklavlama ile gergeklestirilir,
Higbir biyosensor enzimi, hali hazirda bu tiir 1slak 1sil iglemlere dayanamaz. Her iki
durumda da, biyosensor kirlenme veya proteoliz olmaya egilimli olmamalidir.

5.Bir biyosensor, diisiik maliyetli, ufak, tasimaya uygun ve tiim kullanicilar ic¢in
kullanilmaya uygun olmalidir.

6.Biyosensor icin bir pazar olmalidir. (6r. Devlet siibvansiyonlari, kalifiye

analistlerin siirekli istthdami veya kotii misteri algist)

1.3. Biyosensorler - Cesitleri, Nasil Calisir ve Uygulamalar

Biyosensor, analiti tespit etmek ig¢in kullanilir. Biyosensor analitik bir cihazdir ve
biyolojik bilesenleri bir fizikokimyasal dedektor ile toplar. Algilayici1 biyolojik unsurlar,
biyometrik bilesenlerdir doku, mikroorganizmalar, antikorlar, niikleik asitler gibi
bilesenleri tanimak ve analiz etmek icin etkilesirler. Detektor elemanlari, analit
arayiiziinden gelen sinyalleri biyokimyasal elementler ile transdiiser gibi diger sinyallere
doniistiiriir ve daha kolay ve kaliteli olarak 6l¢iilebilir. Biyosensor cihazlari, elektronik ve
sinyal islemcileri ile iliskilidir ve genellikle sonuglarin goriintiilenmesinden sorumludur ve
kullanic1 dostudir. Modern elektroniklerin gelistirilmesinde biyosensér arastirmasinin

onemli bir roli vardir.

1.3.1. Biyosensorlerin Calismasi

Enzim gibi tercih edilen biyolojik materyal, fiziksel veya membran tutulmasi ve
kovalent olmayan veya kovalent baglanma gibi geleneksel yontemler i¢in tercih edilir.
Tercih edilen biyolojik materyal, doniistiiriicii ile temas halindedir. Analit araciligiyla bir
bagl analit tiretmek igin, Ol¢iilecek elektriksel cevabi iireten biyolojik maddeye baglanir.
Baz1 durumlarda, analit bir iiriine doniigmiistiir ve 1s1, oksijen, elektron veya hidrojen

iyonlar1 gibi gazlarin salinimu ile iliskilendirmek i¢in bazi olasiliklar1 vardir.
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Sekil 1.2. Biyosensorlerin genel ¢alisma mekanizmasi

1.3.2.Biyosensor Cesitleri

Sensor cihazlarina ve biyolojik materyallere dayanan farkli biyosensorler vardir ve
bunlarin etki tepki mekanizmasina gore biyosensorler simiflandirilmistir;

1.Reaksiyonla 1s1 ¢ikisi (veya absorbe) (kalorimetrik biyosensorler),

2.Elektrik potansiyelinin {retilmesine neden olan yiiklerin dagilimindaki
degisiklikler (potansiyometrik biyosensorler),

3.Redoks reaksiyonunda iiretilen elektronlarin  hareketi  (amperometrik
biyosensorler),

4.Reaksiyon sirasinda 151k ¢ikisi veya reaktantlar ve iiriinler (optik biyosensorler)
arasindaki bir 151k absorbans farki,

5.Reaktanlarin veya tiriinlerin kiitlesine bagh etkiler (piezo-elektrik biyosensorler).

1.3.2.1. Elektrokimyasal Biyosensor
Elektrokimyasal Biyosensorler basit bir cihazdir. Elektronik akimin, iyonik

Olctimlerin veya biyopatin elektrotlar tarafindan tasinan iletkenlik degisikliklerini lger.

1.3.2.2. Amperometrik Biyosensor

Biyosensorler elektron hareketine, yani enzim katalizli redoks reaksiyonunun bir
reaksiyonu olarak elektronik akim tayinine dayanir. Genel olarak normal bir temas voltaj
analiz etmek i¢in elektrotlardan gecer. Substrat veya iiriinii iireten enzimatik reaksiyonda,

elektronlari indirilecek elektrot yiizeyi ile transfer edebilir.
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Sekil 1.3. Amperometrik temelli biyosensoriin ana 6geleri

Sonug olarak alternatif bir akim akis1 6l¢iilebilir. Substrat konsantrasyonu, akimin
biiyiikliigii ile dogru orantilidir. Oksijenin indirgenmesi oksijen elektrotlar1 yoluyla elde
edilir ve Amperometrik bir biyosensdrden basit bir yoldur. Ornek, glikozun glikoz ile
belirlenmesidir.

Yukaridaki aciklama, birinci nesil Amperometrik biyosensor ile ilgilidir ve
elektrotlardan salinan elektronlarm bir miktar aktarimi bazi zorluklara sahiptir. Ikinci
kusak Amperometrik biyosensorler, bir arabulucuda elektronlart alir ve elektrotlara
aktarirlar. Kan sekeri biyosensorleri diyabetik hastalar i¢in diinya ¢apinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Glikoz okside tek kullanimlik elektrotlar ve bir medyator tiirevleri
(Ferrocence) vardir ve kan sekeri biyosensoriiniin sekli bir goz kalemine benzemektedir.

Kan sekeri Biyosensorii, Amperometrik Biyosensoriin iyi bir 6rnegidir.



1.3.2.3. Potansiyometrik Biyosensor

Bu tiir biyosensorlerde, pH elektrotlarinda iyon secici elektrotlar tarafindan
belirlenen iyonik konsantrasyon belirlenir. Dolayisiyla, hidrojen iyonlarinin salinmasinda
cok miktarda enzimatik reaksiyon s6z konusudur. Bunlar amonyagi se¢en ve karbondioksit
secen problardir.

Potansiyometrik elektrot ve referans elektrot potansiyel farkin yardimiyla tayin
edilebilir ve secici derisimiyle dogru orantilidir. Potansiyometrik Biyosensorler, enzimlerin
H* ve NH4" gibi iyonik konsantrasyonlara duyarhdir.

Iyon secici alan etkili transistdrler potansiyometrik  biyosensdrlerin

minyatiirlestirilmesinde kullanilabilirler.

1.3.2.4. Kondiiktometrik Biyosensor

Biyolojik sistemde, iyonik tiirleri degistiren ¢esitli reaksiyonlar vardir. Elektronik
iletkenlik, iyonik bir tiiriin yardimiyla Olciilebilir. Hareket metrigi Biosensor ornegi
immobilize alanlar1 kullanan tire Biyosensoriidiir. Gergeklesen reaksiyonlarda iyon
konsantrasyonundaki biiylik degisiklik bunlar, iire konsantrasyonunun izlenmesi igin

kullanilir. Genellikle diyaliz ve bobrek cerrahisi sirasinda tire Biyosensorii ¢ok faydalidir.

1.3.2.5. Termometrik Biyosensor
Is1 diretimi ile baglantili bircok daha fazla biyolojik reaksiyon vardir ve bu,
termometrik biyosensorlerin temelini olusturur. Is1 degisimi ile sabitlenmis bir 1s1 yalitimli

kutudan olugsmaktadir.

1.3.2.6. Optikal Biyosensor

Optik Biyosensor floresan, absorbans vb. gibi optik 6l¢iimlerin prensibini kullanan
bir cihazdir. Fiber optik ve Optolelektronik donistiiriiciilerde kullanilirlar. Optik
Biyosensorler, malzemelerin elektriksiz uzaktan algilanmasi i¢in giivenlidir. Doniistiiriicti
elemanlarda Oncelikle optik biyosensorler enzimlerde ve antikorlarda bulunur. Genellikle
biyosensorler herhangi bir referans sensorii gerektirmez ve ornekleme sensorii kullanilarak

karsilastirmali sinyaller iiretilir. Bunlardan en 6nemli olanlarz;



1.3.2.7. Fiber Optik Laktat Biyosensorii
Fiber optik laktat Biyosensoriin ¢aligsmasi, oksijen konsantrasyonundaki degisimin,
molekiiler floresan boyadaki oksijenin etkilerini belirleyerek, molekiiler Olgiimiine

dayanmaktadir.

1.3.2.8. Kan Sekeri icin Optik Biyosensorler

Diyabet hastalar1 i¢in kan sekerinin izlenmesi daha 6nemlidir. Bu basit teknikte, yani
glikoz oksit, Horseradish Peroksidaz ve Chrmogen igeren reaktiflerle doymus kagit seritler
kullanilir. Taginabilir yansima Olger kullanarak boya renginin yogunlugu Oolgiilebilir.
Diinya ¢apinda glikoz serit endiistrisi ¢ok yiiksektir. Uygun enzimler ve reaktiflerle kapl
kalorimetrik test seritleri, daha fazla kan ve idrar parametrelerinin goriiniimii i¢in
kullanilmaktadir. Diger Optik Fiber Biyosensorler optik biyosensor cihazlarinda pCO.'yi

ve kritik bakim ve cerrahi izlemeyi dlger.

1.3.2.9. Piezoelektrik Biyosensorler

Piezoelektrik Biyosensor prensibi ses titresimlerinde kullanilir, dolayisiyla akustik
Biyosensorler olarak adlandirilir. Biyosensorlerin  temelleri piezoelektrik kristaller
tarafindan olusturulur ve karakteristik frekanslar pozitif ve negatif yiikiin kristalleri ile
titresir. Elektronik cihazlari kullanarak kristal yiizeyindeki bazi molekiilleri 6lgebilir ve
inhibitorleri ekleyebildigimiz bu kristalleri kullanarak yanit frekanslarimi degistirebiliriz.
Gaz fazindaki kokain i¢in biyosensorler, kokain antikorlarii kristalin yiizeyine tutturmak

suretiyle gelistirilmistir.
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Sekil 1.4. Kuartz Kristal mikrobalans biyosensordeki piezoelektrik kristal yapisi,

(a) list goriiniim, (b) yan goriniimii



1.3.2.10. immiin Biyosensorler

Immiin Biyosensérler, immiinolojik 6zgiilliik prensibi iizerinde ¢alisir ve cogunlukla
Potansiyometrik Biyosensorler lizerinde 6l¢timle birlestirilir. Bagisiklik Biyosensorleri igin
olasiliklarin farkli konfigiirasyonlar1 vardir, bunlarin bazilar1 asagida verilmistir ve sekil
aciklamay1 gostermektedir.

Immun Biyosensérler;

» Hareketsizlestirilmis antikor antijen boyunca dogrudan birlesebilir.

*Hareketsizlestirilmis antijen, ikinci bir serbest antijene doniisebilen antikor ile
birlesebilir.

» Hareketsizlestirilmis antikor, serbest antijenler ve enzim isaretli antijenle birlikte

muhalif olarak birlestirilmistir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Ureaz enzimi hidrolaz simifindandir. Soya fasulyesinden 1926 senesinde Sumner
aracilifiyla kristal halinde iiretilmis iire enzimoloji ge¢misinin en bilinen olayidir.
Enzimoloji tarinde ilk olarak bir enzim saf haliyle {retilmis ve enzimlerin igeriginde
proteinin varligi tam olarak gézlemlenmistir.Enzim igerigi X 1sinlar Kristal Yapi1 Analizi
ile 1930’larda bulunmus ancak, enzim igeriginin daha net anlagilmasi bilgisayar
teknolojisinin gelismesiyle 1967 yilinda gergeklesmistir (Kara, 2006).

Bir molekiil tire hidrolizi ile amonyak ve bir karbondioksit molekiilii olmak tizere iki
molekiil agiga ¢ikar.

Bakteri, mantar ve bitkilerde {ireaz enzimi bulunmaktadir.Ureyi azot ve
karbondioksite gevirerek azot dongiisiinde 6nemli bir yer tutmaktadir.Bunun yanisira zirai
giibrelemede {iirenin hidrolizini hizlandirmada, canlilarda bir¢cok hastaliklarin meydana
gelmesinde etkilidir.

Ureaz aktivitesine dayanan gesitli analizler ve ydntemler gelistirilmis olup bunlar:
iyon secici elektrotlar, fenol-hipoklorit ile reaksiyon (Berthelot Yontemi), Nesler’in
reaktifi, ¢ift enzim yontemi ile yapilan analizlerdir.

Ure ile ilgili yapilan galigmalar incelenip kisaca belirtilmistir;

Marchenko ve arkadaslari; kan serumunda ve hemodiyalizatta iire tespiti i¢in
rekombinant iireaz esasli potansiyometrik biyosensdr uygulamasi ¢aligmasinda iire tespiti
icin iki aym1 pH'ye duyarli alan etkili transistore dayali potansiyometrik biyosensor
gelistirmislerdir. Diyalizat numunelerinin biyosensor Olglimleri, {ire'nin geleneksel
kolorimetrik tayini ile dogrulanmistir.

Onerilen biyosensér, farkli iire konsantrasyonlarina sahip numunelerin analizi ve
hemodiyaliz kontrolii i¢in etkili bir sekilde kullanilabilir. Dahasi, biyosensoriin 6zellikleri
hemodiyaliz sirasinda diyaliz sivisin1 ¢alisma hiicresine pompalayarak olas1 {ire
konsantrasyonlarinin gercek zamanli olarak Olglilmesini saglar. Biyosensor, 5 aylik
depolamada tepkilerin anlamli bir sekilde azalmadigin1 gostermistir (Marchenko ve ark.,
2015).

Michalec ve arkadaslari; hemodiyaliz tedavileri sirasinda suni bobrek tarafindan
tiretilen atik sividaki iire tayini i¢in ayrilmis akisli optoelektronik cihazlara ve
mikrosiloloidoid pompalara ve vanalara dayanan ii¢ kompakt akis analiz sistemi

gelistirilmisglerdir.Gelistirilen fotometrik cihazlar ¢ift detektor diyodu prensibine gore
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caligir. Ilk akis analiz sistemi i¢in enzimatik olarak iireazla modifiye edilmis pH duyarl
filmi temel alan bir optoelektronik iire biyosensorii uygulanmstir. ikinci sistemde
Berthelot reaksiyonu ile agik boru seklindeki iireaz biyosensorii ve amonyak optik
detektdrii kullanilmistir. Ugiincii enzimatik olmayan analitik sistem, iire ile modifiye
Ehrlich reaktifi reaksiyonunda olusan {iriiniin optoelektronik dedektoriine dayanir
(Michalec ve ark.,2016).

Nauman Ali ve arkadaslar1 Standart ekleme ve 2.derece tiirev yontemleri ile glimiis
nanopartikiilleri kullanarak gercek orneklerde iire tayini i¢in spektrofotometrik yontemler
geligtirmislerdir. Bu c¢alismada, giimiis nanoparcaciklar (AgNPs) kullanarak idrar
orneklerinde iire spektrofotometrik belirlenmesi icin basit, hassas ve ucuz yontemler
gelistirmiglerdir (Nauman Ali ve ark.,2018).

Alizadeh ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada idrar, kan serum, toprak ve su gibi
cesitli gercek Orneklerde iirenin segici ve kesin olarak belirlenmesi i¢in yenilik¢i bir
yontem getirmislerdir. Yontem iire ile diasetil monoksim reaksiyonu sirasinda tretilen
elektroaktif bir iiriiniin kare dalga voltametrisi tayini tizerine kurulmustur (Alizadeh ve
ark., 2017).

Suman ve arkadaslar1 insana ait serumdaki iire tayini i¢in bir biyosensor
gelistirmiglerdir.  Bu  biyosensér  miirekkep  plskiirtmeli  basilmis  polianilin
nanopartikiillerinin ve miirekkep piiskiirtmeli basilmis iireaz enziminin serigraf baskili
karbon pastas1 elektrotlarina ardigik olarak bir araya getirilmesinin bir kombinasyonu
kullanilarak imal edilmistir (Suman ve ark., 2011).

Jakhar ve arkadaslar1 gelistirilmis bir potansiyometrik iire biyosensoriiniin insasi i¢in
tireaz nanopartikiillerinin hazirlanmasi, karakterizasyonu ve uygulanmasi ile ilgili ¢alisma
yapmuslardir (Jakhar ve ark.,2018).

Kuralay ve arkadaslar1 poli (vinilferrosenyum) filmde immobilize iireaz kullanarak
iire tespiti i¢in amperometrik enzim elektrodu gelistirmislerdir (Kuralay ve ark., 2006).

QunWang ve arkadaglar1 iire kremasindaki iire bileseninin tayini i¢in bir santrifiij
boliim kromatografisi (CPC) yontemi gelistirmislerdir. Onerilen CPC ydntemi, karmasik
ornek on-muamele siiregleri olmadan hassasiyet ve rahatlik sunmaktadir (QunWang ve
ark., 2016).

Giindiiz ve arkadaglar1 iire'nin kantitatif tayini i¢in bir potansiyometrik yontem
Oonermislerdir. Bu yontem yar1t mikro Kjeldahl yonteminden daha hizli ve daha az

maliyetlidir. Buna ek olarak, dogrulugu Kjeldahl'in yontemiyle neredeyse aynidir.Verilen

12


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142517306224#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142517306224#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003267011005587#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003267011005587#!

bir numunenin analizi yaklagik 30 dakika i¢inde tamamlanmaktadir (Giindiiz ve ark.,
1994).

Dinh  ve arkadasalar1 Oksazin 170 perklorat-ctil secliilloz zar1 iizerinde
hareketsizlestirilen iirecaza dayali bir rasyometrik fluoresan iire biyosensoriini
gelistirmislerdir (Dinh ve ark., 2015).

Courrol ve arkadaslar1 Eupropyum tetrasiklin probunu kullanarak tam kandaki iire
hidrojen peroksit tayinini yapmislardir (Courrol ve ark., 2006).

Eggensteinab ve arkadaslar1 Amonyuma duyarli bir transdiiktére dayanilarak kanda
tire tespiti i¢in tek kullanimlik bir biyosensor gelistirmislerdir.Dontistiiriici olarak gift
matris membran (DMM) teknolojisinde bir NH+4 hassas atilabilir elektrot kullanan
potansiyometrik iireye duyarli biyosensor tarif edilmektedir (Eggensteinab ve ark., 1999).

Sehitogullar1 ve arkadaslar1 potansiyometrik immobilize iireaz elektrodunun
hazirlanmas1 ve serumdaki iire tayini ile ilgili calismalar yapmislardir. Bu potansiyometrik
membran elektrodu, 8.910° ila 1.110° M konsantrasyon araliginda iireye dogrusallik
saglar, ancak degisen tampon konsantrasyonu 107 ila 10 M iire konsantrasyonu araliginda
incelenebilir (Sehitogullar1 ve ark., 2002).

Walcerz ve arkadaslar1 Insan serum orneklerinde iire tespiti igin bir akis enjeksiyon
sistemindeki potansiyometrik enzim elektrotu gelistirmislerdir. Amonyum iyonu secici
elektrotun membranina dogrudan kovalent bagli iireazi olan bir {ire biyo-sensorii
gelistirilmistir (Walcerz ve ark., 1998).

Yong ve arkadaslar bir ekran baskili inter-digitated dizi (IDA) elektrot iizerinde sol-
jel ile hareketsizlestirilmis tire bazli bir iletkenlik tire biyosensorii gelistirmiglerdir (Yong
ve ark., 2000).

Boubriak ve arkadaslari Iyon duyarli alan etkili transistdr temelli bir iireaz
biyosensorii ile serumda iire tayini yapmislardir. Soliisyonlardaki ve kan serumundaki iire
tayini i¢in bir iireaz biyosensorii, iyon duyarli bir alan etkili transistoriin (ISFET)
yiizeyindeki sigir serum alblimin membraninda iireaz1 immobilize ederek analiz etmislerdir
(Boubriak ve ark, 1995).

Uchiyama ve arkadaslari; Iyon kromatografisi ile immobilize bir iireaz reaktdrii
kullanarak {ire Olglimii yapmuslardir. Bir hareketsizlestirilmis iireaz reaktorii, iire ve
sodyum, potasyum ve amonyum iyonlarinin ayni anda tespiti i¢in iyon kromatografisi ile
kullanilabilirligini saglamislardir (Uchiyama ve ark., 1985).

Liu ve arkadaglari; Yiizey akustik dalga cihazini yesil soya fasulyesinden ekstrakte

edilen lireazla birlestirmeyi ve insan idrarinda iire belirlenmesini temel alan yeni bir iire
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sensorii gelistirmislerdir. Ure sensérii, 61 MHz'de ¢alisan bir SAW rezonatériiniin ve bir
cift paralel elektrodun seri olarak kullanildig1 bir yilizey akustik dalga (SAW) cihazinin,
yesil soya fasiilyesinden ekstrakte edilen iireaz1 birlestirerek hazirlanmistir (Liu ve ark.,
1996).

Suzuki ve arkadaslari; Amonyak, kreatinin ve {ireyi ayni1 anda tespit etmek i¢in
entegre mikroakiskan sistem gelistirmislerdir. Mikro akis kanalina dahil edilmis amonyak,
kreatinin ve iire i¢in entegre bir algilama sistemi mikrofabrikasyona tabi tutulmustur
(Suzuki ve ark.,2005).

Schmitt ve arkadaslar1 Tatli su numunelerinde amonyak olarak iire tespiti i¢in
entegre bir indirgeme metodu gelistirmislerdir.Kolonometrik tespit ile amonyak olarak iire
belirlenerek on-line mikrodalga dogal su 6rneklerinin hazirlanmasi igin bir akis enjeksiyon
sistemi anlatilmistir (Schmitt ve ark., 1993).

Schubertve arkadaslari; serum 6rneklerinde iire tayini i¢in fiber optik enzim sensorii
gelistirmislerdir.Serum 6rneklerinde iire tespiti i¢in fiber optik enzim sensdriine odaklanan
bir ¢alismayi tartismaktadir (Schubert ve ark., 1994).

Johansson ve arkadaslari Ure tesbiti igin bir enzim reaktorii elektrodunu
gelistirmislerdir (Johansson ve ark., 1976).

Walcerz ve arkadaslari; Iyonofor igermeyen pH membran elektroduna dayal iire
tespiti igin enzim biyosensorleri gelistirmislerdir.Iyonofor igermeyen bir pH membran
elektroduna dayal1 {ire tespiti i¢in yeni bir enzimatik sensor tipi olusturulmustur. Membran
malzemesi, 1,4-diaminobutan ile modifiye edilmis polivinil kloriddir (Walcerz ve ark.,
1995).

Bjarnasona ve arkadaslari; serumdaki iire tayini icin yeni bir termal biyosensor
gelistirmislerdir. Yeni bir termal biyosensor, aliimina plakalari tizerinde bir BiTe-termokupl
ile 1s1 iletimi temel alinarak yapilmistir (Bjarnasona ve ark., 1998).

Berman ve arkadaslar1 insan serumunda iirenin enzimatik potansiyometrik tayinini
yapmislardir (Berman ve ark., 1978).

Pijanowska  ve  arkadaslari;  pH-ISFET  tabanli  {ire  biyo-sensorii
gelistirmislerdir.Glutaraldehid kullanimi ile hidrathi bir silisyum nitriir ylizey {izerine
iireazin dogrudan immobilizasyonu i¢in yeni bir yontem sunulmustur (Pijanowska ve ark.,
1997).

Guilbault ve arkadaslari; Ure duyarli bir elektrot ile iire, kan ve idrar tayini
yapmuslardir. Urenin kan ve idrarda dogrudan tahlil edilmesi igin 6zel bir elektrot tarif

edilmistir. Elektrot, bir Beckman katyon elektrotunun yiizeyinin iizerine poliakrilamid
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icinde bir iireaz tabakasimnin hareketsizlestirilmesi ile hazirlanir ve referans olarak
kaplanmamis katyon elektrotlu bir iyon degisim sisteminde kullanilir.Yaklasik% 2-3
hassasiyet ve dogruluk elde edilir (Guilbault ve ark., 1970).

Tek kullanimlik ekran baskili biyosensorler, hizli "yerinde" analizler yapmak i¢in
artan ihtiyaca cevap veren analitik yOntemlerin  gelistirilmesinde basariyla
kullanilmistir.Bu nedenle, insan sagligi problemleri, hayvanlar ve bitkiler salginlarinin
Onlenmesinde 6nemli rol oynayan mikroorganizmalarin erken tespiti bu tiir cihazlar
kullanarak gergeklestirilmistir. Dahasi, mikroorganizmalar, ilgilenilen farkli analitlerin
analizi i¢in hassas mikrobiyal biyosensorlerin gelistirilmesinde biyolojik algilama
elemanlart olarak kullanilmaktadir (Alonso-Lomillo ve ark.,2010).

Asagida bazi ¢alismalara 6rnekler verilmistir.

Stefano ve arkadaslar1 yaptiklari calismada; toplu enjeksiyon analizini (BIA)
kullanarak omeprazoliin ekran baskili elektrotlarda (SPE) duyarli amperometrik tayinini
yapmislardir. Yontemle analiz edilen farmasotik numuneler i¢in, algilama limiti, hassasiyet
ve numune verimi gibi 6zelliklerinin amperometrik tespit ile akis-enjeksiyon analizine gore
avantajlarin1 sunmuglardir (Stefano ve ark.,2017).

Upan ve arkadaslari; hidrokinonun hassas ve selektif olarak belirlenmesi i¢in akis
enjeksiyonlu amperometrik (FI-Amp) sensor gelistirmistir.Basit bir perde baskili karbon
elektrotu (SPCE) c¢esitli nanomalzemelerle degistirilerek kinon tayininde duyarliligin
gelistirilmesi saglanmistir. Sonug¢ olarak, CNT'nin elektronun kuinona transferine katkida
bulundugunu gosteren karbon nanotiipii (CNT) ile modifiye edilmis SPCE'den uygun
hassasiyet elde edilmistir (Upan ve ark.,2016).

Abad ve arkadaslar1 serigrafi ile basilan karbon elektrotlar1 kullanarak sarapta malik
ve glukonik asitlerin eszamanli amperometrik tayinini gerceklestirmislerdir. Yontem, hem
analitlerin sarapta belirlenmesinde, hem de basarili sonuglarin elde edilmesinde
uygulanmistir (Abad ve ark.,2015).

Dou ve arkadaglart su numunelerinde organofosforlu zirai miicadele ilaglarinin
belirlenmesi i¢in ekran baskili elektrotlara (SPEs) dayanan bir amperometrik biyosensor
gelistirmislerdir (Dou ve ark.,2012).

Thirumalraj ve arkadaslar1 modifiye edilmis bir giimiis nanotel elektrodu kullanarak
insan kan serum Orneklerinde hidrojen peroksitin amperometrik olarak tespitini
yapmuglardir(Thirumalraj ve ark., 2016).

Bergamini ve arkadaslarmin gelistirdigi yontemde; prokainin herhangi bir 6n-

muamele olmaksizin farmasotik formiilasyonda belirlenmesi icin basarili bir sekilde
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uygulanmistir ve bunlar iireticinin bildirdigi degerlere uygun olarak uygulanmistir. Prokain
tayini i¢cin hizli ve basit bir yontem, akish enjeksiyon analizi (FIA) ile amperometrik
dedektor olarak bir ekran baskili karbon elektrotu (SPCE) kullanilarak gelistirilmistir
(Bergamini ve ark., 2007).

Kanyong ve arkadaslar1 serumda bulunan dolagimdaki galaktozun Ol¢limii i¢in tek
kullanimlik bir amperometrik biyosensori gelistirmislerdir.Biyosensdriin optimal cevabini,
enzim yiikleme, sicaklik, pH ve tampon mukavemetinin etkilerini sistematik olarak
inceleyerek sonuglari elde etmislerdir (Kanyong ve ark., 2013).

Zhang ve arkadaslari, Su bazli bir karbon miirekkebi kullanilarak iiretilen, serumdaki
glukoz icin yeni, tek kullanimlik, ekran baskili bir amperometrik biyosensor
gelistirmisglerdir. Biyosensor performansinin optimizasyonu, pH, tampon kuvveti ve
uygulanan potansiyelin analitik tepki lizerindeki etkilerini incelenerek elde etmislerdir. Tek
kullanimlik amperometrik biyosensor sigir serumu ornegi iizerinde tekrarlanan tayinlerin
uygulanmasiyla degerlendirilmistir (Zhang ve ark., 2012).

Hart ve arkadaslar1 Progesteron i¢in tek kullanimlik, ekran baskili amperometrik
biyosensorlere yonelik calisma yapmislardir. Tek kullanimhik bir amperometrik
progesteron biyosensoriiniin temel doniistiiriicii olarak kullanilmasina yonelik bir ekran
baskili karbon elektrodu (SPCE) aragtirmiglardir (Hart ve ark., 1997).

Liu ve arkadaglar1 yiiksek konsantrasyonda dopamin, askorbik asit ve lirik asit
etkisiyle serotonin analizi i¢in, Nafion zar kapl kolloidal altin elektrot bask: elektroduna
(Nafion / CGSPE) dayanan yeni, hizli, kullanish ve hassas bir elektrokimyasal yontem
gelistirmislerdir (Liu ve ark., 2010).

Kanyong ve arkadaglari idrar analizi i¢in amperometrik ekran baskili iirik asit
biyosensorii sandvi¢ formatini gelistirmislerdir. Bir su bazli miirekkep formiilasyonu
kullanilarak imal edilen elektrokatalizor kobalt ftalosiyanini (CoPC) igeren bir ekran
baskili karbon elektrotu (SPCE) bir iirik asit biyosensoriiniin temel doniistiiriicli olarak
arastirmiglardir. Bir sandvig biyosensor, ilk olarak bu doniistiirticii iizerine (CoPC-SPCE)
selilloz asetat (CA), ardindan urikaz (UOX) ve nihayetinde bir polikarbonat (PC)
membrant biriktirilerek imal edilmistir; Bu cihaz PC-UOX-CA-CoPC-SPCE olarak
adlandirilmistir (Kanyong ve ark., 2012).

Wang ve arkadaglar1 rutenyum-dispersiyonlu karbon miirekkeplerine dayanan glikoz
ve alkoller i¢in ekran baskili amperometrik biyosensorler gelistirmislerdir (Wang ve ark.,

1995).
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Crouch ve arkadaslar1 glikoz oksidaz igeren biokompozit su bazli karbon miirekkebi
kullanilarak insan plazma numunelerinin analizi i¢in amperometrik, ekran baskili, glukoz
biyosensorii gelistirmislerdir (Crouch ve ark., 2005).

Pembertona ve arkadaslari inek siitline ait progesteron icin hassas, seg¢ici bir
elektrokimyasal immiinoassayin gelistirmis ve tek kullanimlik ekran baskili amperometrik
biyosensor esas alinarak hazirlamislardir (Pembertona ve ark.,1998).

Shitanda ve arkadaslar1 ¢evresel toksik bilesiklerin tespiti i¢in akis enjeksiyon analiz
sistemli amperometrik ekran baskili algal biyosensor gelistirmislerdir. Ekran baskili algal
biyosensor kimyasallarin toksisitesinin degerlendirilmesi i¢in imal edilmistir. Tek hiicreli
mikroalga Chlorella vulgaris hiicreleri, karbon nanotiipleri ve sodyum alginat ¢dzeltisi
karistirilarak bir algal miirekkep hazirlanmistir. Algal miirekkep dogrudan ekran baskili bir
karbon elektrot yiizeyinde ekran baski teknigi kullanilarak hareketsizlestirilmistir.
Hareketsizlestirilmis yosunlarin fotosentezle iiretilen oksijen degerleri amperometik olarak
izlenmistir (Shitanda ve ark., 2009).

Escutia ve arkadaslar1 cay inflizyonlarindaki fenolik bilesiklerin igerigini izlemek
icin Trametes versicolor (LTV) lakkazina dayanan bir amperometrik biyosensor
gelistirmiglerdir. Fungal enzim, tek kullanimlik grafit ekran baskili elektrotlar (SPE)
polivinil alkol fotopolimer PVA-AWP (azid birim kolu suda ¢oziiniir fotopolimer) i¢inde
tutulma ile hareketsiz hale getirilmistir. PH, sicaklik ve uygulanan potansiyel agisindan
duyarlilik optimizasyonu gergeklestirilmistir. Dogrusal aralik, saptama limiti, operasyonel
ve depolama kararliliklar1 da bu yontemle belirlenmistir (Escutia ve ark.,2010).

Rejeb ve arkadaslar1 Triasilgliserollere karsi lipaz etkinligi, gliserol dehidrojenaz /
NADH oksidaz esasli bir amperometrik enzim biyosensorii kullanilarak 6lgmiislerdir.
Onceki calismalarda bildirilen daha yiiksek ameliyat stabilitesi nedeniyle, iki immobilize
enzim sistemi i¢in bir Prussian Blue modifiye elek baskili elektrot substrat olarak
secilmistir (Rejeb ve ark., 2007).

Huilin ve arkadaslar1 escherichia coli O157: H7'nin ¢abuk ve etkili analizi i¢in tek
kullanimlik bir amperometrik immiinosensiyon seridi imal etmislerdir. Yontemde, cift
antikorlarla dolayli bir sandvi¢ enzime bagli immiinoassay kullanilmistir. Ekran baskilt
karbon elektrotlar1 (SPCE'ler) ticari giimiis ve karbon miirekkepleri ile ¢ercevelenmistir.
AuNPs ve FeDC ile modifiye edilmis SPCE, ileri uygulamalar i¢in yiiksek potansiyele
sahiptir ve hizli patojen bulgusu icin yontemi entegre bir sisteme dahil etmenin temelini

olusturmaktadir (Huilin ve ark., 2008).
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Carsol ve arkadaslar1 Karbon esasli elek baskili elektrot ile iirik asit ve hipoksantin'in
amperometrik olarak tespitini yapmigslardir.Bu uygulama balik tazeligi tayini i¢in

kullanilmaktadir (Carsol ve ark., 1997).
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BOLUM 3
MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deneylerde Kullanilan Malzemeler

3.1.1.1. Ure

Urenin kimyasal formiilii (NHz) 2 CO’dir. Viicut proteinleri metabolize ettiginde
olusan atik yan iriinlerden biridir. Viicut, iireyi atik olarak elimine etse de, bilesik igin
birka¢ endiistriyel kullanim1 vardir.

Gidalarin insanlarda ve diger memelilerde sindirilmesi siirecinde, proteinler sirayla
viicut proteinlerinin sentezinde kullanilan amino asitleri verir. Ancak fazla amino asitler
karbonhidratlardan ve depolanamadiklari yaglardan farklidir. Amonyak (NHs) veren
katabolizmaya (bozulma) ugrarlar. Hiicrelerde amonyak birikmesi toksisiteye neden olur.
Asirt amonyagi viicuttan uzaklagtirmak igin, Krebs-Henseleit {ire dongiisii yoluyla
karacigerdeki CO; ile birlestirilerek iire haline déniistiiriiliir. Ure daha sonra kan akimi
vasitastyla filtreleyen bobrege tasinir ve en sonunda idrarla atilir.

Asin iire konsantrasyonu dokular i¢in toksiktir. Giivenli bir konsantrasyona kadar
yeterli su ile seyreltilmesi, g¢ikarilmasi ve atilmasi gerekir. Bununla birlikte, toksik
amonyak ve lirenin hayvan viicudundan ¢ikarilmasi iglemi su gerektirir (Maynard ve ark.,
1979). Insanlarda kanda iire varlig1 bobrek hastaligina isaret eder (Wardlaw ve ark., 2004).

2NH3 + COy ------ > CO(NH2)2 + H20

1773 yilinda, Fransiz bilim adami Hillaire M. Rouelle, insan idrarindan iire elde
etmistir. Bir Alman kimyager olan Friedrich Wohler, herhangi bir kimsenin organik bir
bilesigi ilk kez kimyasal olarak sentezledigi, amonyum siyanattan {ire sentezlemistir.
1864'te Alman kimyager Adolph Bayer, iireayr malonik asitle reaksiyona sokarak
barbitiiratlar, merkezi sinir sistemi ¢oktiiriiciileri nasil yaratacagini kesfetmistir.

Giibre olarak yaygin sekilde kullanilmasinin yani sira, baska kullanim alanlarida
bulunmaktadir, 6zellikle sanayide; Ure iiretimi ve nakliyesi ucuz ve cesitli endiistriyel
kullanim alanlar1 bulmustur. Ure-formaldehit regineleri, ahsap ve kagit iiriinleri icin
yapistirict olarak iretilir. Ure ayrica antifrizlerde de kullanilir ve nitrik oksitleri dizel
tanklarindan uzaklastirmak igin segici bir katalitik indirgeyici olarak kullanilir. Ure, dizel
tanklarina piskiirtiiliir ve sonra zararli nitrik oksitleri azot ve suya doniistiiriir. Bunlarin

yanisira,
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1. Hayvancilik i¢in yem katki maddesi olarak kullanilan endiistriyel bir iiriindiir. Ure,
ruminant hayvanlar i¢in yem maddesi olarak kullanilan en yaygin protein olmayan azot
(NPN) bilesigidir. Bakterilerin ve diger mikroorganizmalarin aracilik ettigi protein
biyosentezi i¢in azot kaynagi olarak gorev yapar. Bununla birlikte, onun kullanimi,
digerlerinin yan1 sira, enerji eksikligini ve kiikiirt iceren minerallerdeki eksikligini de goz
oniinde bulundurmalidir. Kolayca iskembe i¢cinde amonyaga doniistiiriiliir. Asir1 dozlarda
beslendiginde, rumendeki amonyak birikiminden kaynaklanan 6liimciil toksisiteye neden
olabilir ve bu da kan amonyak seviyesinin yilikselmesine neden olur ( Maynard ve ark.,
1979).

2. Plastik, yapistirici, kalip, laminat, kontrplak, sunta, tekstil ve kaplama gibi ¢esitli
uygulamalarda sentetik reginelerin imalatinda kullanilan endiistriyel bir tiriindiir (Myers ve
ark., 2012). Formaldehit ile sert, elektriksel olarak iletken olmayan bir plastik iiretir

( Linstromberg ve ark., 1987).

3. Farmasoétik triinlerin tiretiminde kullanilan endiistriyel bir tiriindiir. 1864 yilinda
Alman kimyager Adolph von Baeyer ilk 6nce dietil malonat ve {ire'den barbiturik asidi
sentezledi. Pentotal, pentobarbital ve secobarbital gibi belirli barbitiirik asit tiirevleri
(barbitiiratlar) sakinlestirici (sakinlestirici) veya uyku indiikleyici olarak kullanilir
(Bettelheim ve ark.,1998).

4. Diger kiiciik kullanimlar rehidre edici losyon, idrar soktiiriicii ilaglar, buz
coziicliler ve soguk kompres gibidir (Myers ve ark., 2012).

5. Yukarida da belirtildigi gibi, kanda iire varlig1 bobrek hastaligini saptamak icin
tan1 arac1 olarak kullanmilir..( Maynard ve ark., 1979). Kan iire azotu (BUN) ve idrar iire
azotu (UUN), bobrek yetmezligi veya son donem bdbrek hastaligi riski tastyanlar igin iire

seviyelerini test eder.

3.1.1.2. Prussian Blue (Prusya Mavisi)

Prusya mavisi, ferros ferrosiyaniir tuzlarmin oksidasyonu ile iiretilen koyu mavi bir
pigmenttir. Iceriginde Fe!' bulunur. Rengin bir diger adi Berlin mavisi veya Paris
mavisidir.

Prusya mavisi ilk sentetik pigmentlerden biridir. Bilesik suda ¢6ziiniir olmadig i¢in
cok ince bir koloidal dispersiyon olarak kullanilir. Degisken miktarlarda diger iyonlarin
varligi ile ortaya ¢ikmasi durumunda olusan kolloidal partikiillerin boyutuna hassas bir

sekilde bagli olmas1 nedeniyle iinliidiir. Pigment boyalarda kullanilir. Tipta Prusya mavisi,
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belirli tiirdeki agir metal zehirlenmelerinde, (6rnegin sezyum ve talyum gibi) bir panzehir

olarak kullanilir.

3.1.1.3. Jelatin

Jelatin, cildi, tendonlari, baglar1 ve / veya kemikleri suyla kaynatmak suretiyle elde
edilen bir proteindir. Genellikle ineklerden veya domuzlardan elde edilir. Jelatin
sampuanlarda, yliz maskelerinde ve diger kozmetik iiriinlerinde kullanilir; meyve jelatinleri
ve pudingler i¢in koyulastiric1 olarak (Jell-O gibi); sekerlerde, sekerlemelerde, keklerde,
dondurmalarda ve yogurtlarda; fotograf filmi iizerinde kaplama olarak ve vitaminlerde

kapsiil olarak bazende saraplarin temizlenmesi igin kullanilir.

3.1.1.4. Gluteraldehit

Glutaral, bir dezenfektan olarak ve biyolojik dokular i¢in bir sabitleyici olarak
kullanilan, iki aldehit grubu i¢eren, suda ¢oziinen yagli bir sividir. Formiilii CsHgO2'dir.

Glutaraldehit, C-1 ve C-5'te aldehit fonksiyonlu pentandan olusan bir dialdehittir.
Capraz baglama reaktifi, dezenfektan ve fiksatif olarak rol oynar. Kauguk ve plastik gibi
aletlerin sterilizasyonu i¢in kullanilir.

Glutaraldehit ayrica biyosensorlerde yer alan biyoaktif materyallerin biyolojik
molekiiller ile birlikte ¢apraz bag meydana getirmesi esasina dayali baglama metodunda

fazlaca kullanilmaktadir.
3.2. Deneylerde Kullanilan Sistemler

Amperometrik Ol¢iimler, Sekil 3.1°de gosterilen Dropsens-stat400 cihaziyla birlikte

6l¢iim ¢ozeltilerinin igerisine konuldugu kendimizin yaptig1 hiicresiyle beraber alindi.
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Sekil 3.1. Dropsens-stat400 analiz sistemi

ORION marka 912600 numarali kombine cam pH elektrodu vasitasiyla, ¢ozeltilerin
pH’lar1 ORION 720A cihaz1 araciligiyla yapildi.

Temizlik asamalarinin gerceklesmesinde ve c¢ozeltilerin (18,2 MQ-cm) hazirhik
asamasinda kullanilacak olan su, Merk-Millipore markasina ait ultra saf su cihazi
tarafindan karsilandi.

Cozeltilerin ekleme islemlerinde ise Gilson marka mikropipetler kullanildi.

Cozeltilerin karigtirlmasin1 saglamak amaciyla, birden fazla karigtiriciya sahip
Jeiotech marka manyetik karistirict ve IKA marka vortex yardimiyla ¢ozeltiler hazirlandi.

Kimyasal malzemelerin tartim asamasinda Denver marka hassas terazide 6l¢iim alindi.

3.2.1. Ekran Baskih Elektrodlar (SPE)

Ekran baskili elektrotlar (SPE), basit, hizli ve ucuz biyosensor iiretimine yonelik en
umut verici yaklagimlardan biridir. Mikroelektrotlar1 ve modifiye elektrotlar1 igeren ekran
baskili elektrotlara dayali tek kullanimlik biyosensorler, biyomolekiillerin, pestisitlerin,
antijenlerin, DNA'nin, mikroorganizmalarin ve enzimlerin saptanmasinda ve dlciilmesine
olanak saglamaktadir. SPE tabanli sensorler, hizli ve dogru yerinde analizler yapmak ve

taginabilir cihazlarin gelistirilmesi i¢in artan ihtiyacla uyumludur (Taleat ve ark., 2014).
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Sekil 3.2. Ekran Baskil1 Elektrot (SPE) Gdsterimi

Amperometrik dl¢imlerde, lizerinde yer alan ¢aligma elektrodu, referans elektrot ve
karsit elektrot sisteminden olusan ¢apt 4 mm ve de 0,12 cm? alana sahip Sekil 3.2°deki

screen printed elektrot (SPE) kullanilarak gerceklestirildi.

3.2.2. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) veya tarama kuvvet mikroskobu (SFM), ¢ok
yikksek ¢Oziiniirliige sahip bir tarama mikroskobu (SPM) tiiriidiir. Atomik kuvvet
mikroskopisi (AFM), morfoloji, boyut, ylizey piiriizliiliigli ve doku gibi farkli 6zelliklere

dayanan nicel ve nitel veriler i¢in kullanilir (Sekil 3.3).

Geri Bildirim
Mekanizmasi

Fotodiyot

Lazer

/
/

Taranan Ytizu}r¥ Manivela ve Sivri Ug

Piezoelekironik Tarayici

Sekil 3.3. Atomik Kuvvet Mikroskobu ¢aligsma prensibi
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AFM'de, keskin prob ucu (< 10 nm) ile 0.2-10 nm'lik bir prob-6rnek ayrimi ile
numune ylizeyi arasindaki kuvvet Olgiiliir.Prob, etkilesim iizerine sapan bir konsol ile
tutturulmustur; bu sapma, bir lazer 1s1nimin yansimasi ile olgiiliir."1s1n sigrama" yontemi
ile.Bu nedenle, ylizeyin topografyasi dogrudan konsolun sapmasi ile 6lgiiliir. Topografya
haritasi, farkli renk gradyanlari (kirmizi, turuncu, sar1 vb.) veya gri tonlamali olarak temsil
edilen farkli zirveler bi¢imini alir. Bu sekilde, arastirilmakta olan parametrelerin
tanimlanmasinda ve Olgiilmesinde ¢ok yardimci olabilecek ¢ok renkli bir 6rnek ylizey

topolojisi goriintiisii tiretilir (Nasrollahzadeh ve ark., 2019).

3.3. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler

3.3.1. Fosfat Tamponu

Toplamda fosfat konsantrasyonu 0,05 M degerinde olmast icin sodyum
dihidrojenfosfat dihidrat ve disodyum monohidrojenfosfat heptahidrat’tan cesitli
miktarlarda tartim islemi ve saf su icerisinde ¢oziilme islemi gerceklestirildi. Bu ¢ozeltilere
ait pH’lar1 0,10 M NaOH ve 0,10 M HCI ¢ozeltileriyle beraber pH’lar1 belirlendi. Bunun
yanisira, optimum tampon konsantrasyonunu bulmak i¢in, toplamda fosfat konsantrasyonu
0,10 M; 0,15 M ve 0,20 M olacak bicimde fosfat tamponlar1 benzer sekilde hazirlanildi.

Hazirlanan tamponlar +4 °C’de sogutucuda korundu.

3.3.2. TRIS Tamponu

Konsantrasyonu 0,05 M olan TRIS tampon ¢o6zeltisinin hazirlanmasi igin, yeterli
oranlarda  tris(hidroksimetil)aminometan  mikroterazi  kullanilarak  tarttm  islemi
gerceklestirildi ve pH degeri 1,0 M HCI soliisyonu yardimiyla istenen belirlenildi. Diger
yandan, konsantrasyonu 0,10 M olacak bi¢cimde TRIS tampon soliisyonu da benzer

prosediir kullanilarak hazirlanildi.

3.3.3. Prusya Mavisi Cozeltisi

SPE alttaslar1 tizerinePrusyamavisi (PB)damlatilarakkimyasalbir sekildekaplanmistir.
PB elde etmek i¢cin  0,1MFex(SOas)scozeltisi,ve0,1MK4[Fe(CN)s]cozeltisi
kullanilmistir.Buiki ¢6zeltinin hazirlanmasiasagidaverilmistir.

0,1M(FezSO0s)s¢ozeltisi:ilk  olarak3,998gFes(SO4)smalzemesil00 ml  saf suda
¢ozlinmesi  saglanarak0,1MFex(SOas)s¢ozeltisielde  edilmistir.Sonra,asagidakikimyasal
malzemelerin hepsi karistirict yardimiyla ¢oziinme islemi gerceklestirilerek ince film igin

¢ozelti olusumu saglanmustir.
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15 ml 0,1 MFe2(SOa)zcozeltisi

90 ml safsu

0,59 EDTA

10 ml HCI (3 M)

0,1MK4[Fe(CN)s]cozeltisi; 4,1234g Ka[Fe(CN)s]maddesi1l00mlisaf suda
¢oziindiirilerek 0,1 M Ku[Fe(CN)e] ¢ozeltisininhazirlanmas:  gergeklesmistir.Daha
sonraaltta verilenkimyasal malzemelerinkaristiriciyla ¢éziinme islemi gerceklestirilip ince
film soliisyonu olusturulmustur.

15 ml 0,1 M K,[Fe(CN)g]cozeltisi

90 ml saf su

10 ml HCI (3 M)

3.3.4. Olgiimde Kullamlan Cozelti

Amperometrik 6lgiimlerde kullanacak oldugumuz ¢alisma hiicresine (toplam caligsma
hiicresi hacim 1 mL) 0,05 M pH:7,4 fosfat tamponu 885 pL, 0,1 M potasyum kloriir (KCl)
cozeltisi 100 pL, 5 mM potasyum ferrosiyanit (K4[FE(CN)s]) ¢ozeltisil0 pL ve 5 mM
potasyum ferrisiyonit (Ks[Fe(CN)s]) ¢ozeltisi icinden 5 uL, mikropipetler yardimiyla

konulmustur.

Amperometrik Olglimlerde kullanilacak olan SPE analiz sistemi Sekil 3.4’de

.

gorilmektedir.

Sekil 3.4. Amperometrik SPE analiz sistemi
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3.3.5. Ureaz Enzim Cozeltisi
Ureaz enziminin (Sigma Aldrich), konsantrasyonu 1 mg/mL seklinde 0,05 M pH 7,4
fosfat tamponuda c¢oOziinmesi gergeklestirildi. Hazirladifimiz iireaz  ¢dzeltisinin

kullanilmadig durumlarda —20 °C sogutucuda korundu.

3.3.6. Ure Cozeltisi

Konsantrasyonu 2,0x10° M depo iire ¢ozeltisinin hazirlanmas1 amaciyla, metil B-
siklodekstrin olan su i¢inde ¢ozenen iireden belirli miktarlarda tartilarak saf su igerisinde
¢oziinme islevi gerceklesti. Benzer olarak stok iire ¢ozeltisi kullanilmadiginda +4 C’de

sogtucuda saklandi.

3.4. Ure Tayini icin Enzim Elektrotlarin Hazirlanmasi
Firmadan hazir elde edilen SPE elektrot iizerine iireaz enziminin immobilizasyonu
icin agagidaki prosediir asama agsama takip edildi;
% : Ilk olarak, belirli oranlarda jelatin tartilip ependorf tiiplere konularak isleme

baslandi.

X/
o

: Ependorf tiipiin i¢erisine 50 pL 0,05 M pH:7,4 fosfat tamponu eklenerek 13-

17 dk arasinda bekletildi.

¢ : Jelatin 1sitilan suda 1-2 s bekletilmesi ile sisirilme islemi yapilarak ardindan
vorteksleme iglevi yapildi.

s Sisen jelatin ¢ozeltisi icerisinden mikropipet yardimiyla hizli bir sekilde
11,5 pL alinip baska bir ependorf tiipe aktarildi.

¢ : Belirli linitede enzim olan enzim ¢6zeltisinden mikropipet ile 4 pL alinip
jelatin olan ependorf tiipte birlestirildi.

¢ : Daha sonra ¢ozeltinin igerisine 2,5 pL. PB soliisyonu ilave edildi.

¢ : Bu 3 ¢ozeltinin bulundugu ependorf tiipe 2 uL. % 25°lik glutaraldehit (GA)
eklenerek giizel bir sekilde karisimi gergeklestirildi.

¢ : En son olarak, hazirladigimiz bu ¢6zeltiden mikropipetle 10 puL gekilerek
SPE yiizeyine enzim immobilizasyonu i¢in 30 dakika 25 0C de, daha sonra 4-
5 saatlik bir siire¢ sogutucuda +4 °C *de bekletilmesi saglandi.

% Hazirladigimiz enzim elektrot SPE/PB/Ureaz olacak sekilde isimlendirildi

(Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Hazirladigimiz enzim elektrotlar

3.4.1. SPE/PB/Ureaz Elektrotlarin Ure Duyarhiliklarinin Tespiti

Hazirlanan SPE/PB/Ureaz enzim elektrotlarn iire duyarliliklarmi tespiti amaciyla
enzim elektrotlar farkli farkli hazirlanan hiicre 6l¢iim ¢ozeltisine degisik potansiyelde
kararli durum akimlari bulununcaya dek bekletildi.Calismanin yapilabilmesi igin
potansiyel degeri belirlenildi.Diger yandan, hiicre Ol¢iim ¢Ozeltisine belirli
konsantrasyonlarda stok Ttre ¢0zeltisinden eklemeler yapilarak, ilaveler ardisira
amperometrik yanitlar belirlenildi.Ure konsantrasyonuna karsilik hesapladigimiz akim fark
degerleri grafige aktarilarak enzim elektrotlarimizin ¢alistigimiz konsantrasyonlarda iire

duyarliliklari ve lineer ¢aligma periyotlar1 bulunmus oldu.

3.4.2. Ure Biyosensériiniin immobilizasyon Parametrelerinin Optimizasyonu

Tezin bu kisminda enzim esasli biyosensor igin, uygun biyosensér yanitinin
bulunacag ideal immobilizasyon sartlarinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda
jelatin miktarinin, gluteraldehit oraninin, iireaz enziminin konsantrasyonunun, tampon
cinsinin, tampon derisiminin, biyosensdriin yanitina etkisi olup olamayacagi
incelenmistir.Immobilizasyon asamasiin uygun miktarlarinin tayini amaciyla, dbiirleri tek
bir degerde tutulmasi ile optimizasyonu yapilmasi planlanan parametrenin degistirilmesiyle

biyosensdrler hazirlanildi ve deneysel veriler elde edildi.
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3.4.2.1Jelatin Etkisi

Enzim esasl biyosensor icin, SPE/PB/Ureaz enzim elektrodun cevabina jelatin
miktarinin etkisinin belirlenlemesi i¢in degisik oranlarda jelatin kullanilmasiyla biyosensor
hazirlandi.

Hazirladigimiz biyosensorler ile alinan 6lgiim sonuglarindan olagan grafik verileri

bulundu.Ardindan, grafikler araciliiyla ideal jelatin miktar1 elde edildi.

3.4.2.2. Gluteraldehit Miktariin Etkisi
SPE/PB/Ureaz elektrodunun, hazirladigimiz biyosensére cevabmin belirlemesi igin

degisik oranlarda Gluteraldehit (GA) kullanilmasiyla ideal 6l¢lim sartlari belirlenildi.

3.4.2.3. Tampon Cinsinin Etkisi

Tampon tiirliniin yapacagi etkiyi arastirmak i¢in hazirlanan enzim elektrodun
yanitina, degisik pH ve konsantrasyonda fosfat ve TRIS tamponlar1 hazirlanildi. Enzim
elektrodu, +0,65 V’da 0,05 M pH 7,4 fosfat tamponunda kararli hal akimi olusuna dek
beklenildi. Cozelti icerisine, hazir alinan stok lire ¢ozelti i¢cinden belli miktarlarda ilave
edildi ve +0,65 V’da bulunan akim farklar1 iire konsantrasyonuna karsilik olarak grafik
elde edildi. Ayn1 asamalar 0,05 M pH 4. TRIS tamponu ile de yinelendi ardindan bulunan
kalibrasyon grafik egimlerinden faydalanarak belirlenen duyarliliklar ve 6l¢timler 2 farkl

tampon ¢esidi i¢in karsilastirildi.

3.4.2.4. Tampon Derisiminin Etkisi

Tampon konsantrasyonunun SPE/PB/Ureaz enzim elektrodu yanitina tesirini
incelemek amaciyla; pH’s1 7,4 olan 0,05; 0,10; 0,15 ve 0,20 M’lik, 4 farkli fosfat tampon
hazirlanildi. Bu enzim elektrodu +0,65 V’da 6l¢lim tamponlar igerisinde kararli durum
akimi olusana dek beklendi. Cozeltiye, stok iire c¢ozeltisinden degisik miktarlarda ilave
edildi ve +0,65 V degerinde bulunan akim degisimleri iire konsantrasyonuna karsilik
grafige gegirildi. Benzer islev, diger konsantrasyondaki tamponlar i¢in ayrica yinelendi ve
grafige aktarilan kalibrasyon egimleri kullanilarak enzim elektrodun duyarliklar

belirlenmesi saglandi.
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3.5. Biyosensoriin Karakterizasyonu
Enzim esasli  biyosensorlerde  kullanilan  biyoajanlarin  immobilizasyon
parametrelerinin ve 6l¢iim sartlarinin uygun kosullarininin belirlendikten sonraki asamada

biyosensoriin karakterize edilmesi islemi gergeklestirildi.

3.5.1. Cevap Zamanm

SPE/PB/Ureaz enzim elektroduna ait cevap zamanini incelemek maksadiyla, enzim
elektrodunun ¢alisma ¢ozeltisi igerisinde +0,65 V’da kararli durum akimlar1 bulununcaya
degin beklendi. Hiicre &lgiim calisma ortamindaki iire konsantrasyonu 2,0x107° M iire
cozeltisi ilave edildi ardindan degisik siirelerde sistemden ge¢cmekte olan akim degerleri
kaydedildi. Ayni iire konsantrasyonunda zamana karsin akim fark degeri grafige
aktarilarak akim farkinin neredeyse ayni kaldigi zaman hazirladigimiz biyosensorii cevap
zamant sekilde belirlenildi. Benzer islevler, ¢alisma hiicresindeki iire konsantrasyonu

2,0x10°M olan baska ¢ozeltilerde tekrarlandi.

3.5.2. Biyosensoriin Tekrarlanabilirligi, Uretilebilirligi

SPE/PB/Ureaz enzim elektrodunun tekrarlanabilirligini incelemek igin, enzim
elektrodu hiicre ol¢iimii ¢ozeltisinde +0,65 V potansiyelde kararli durum akimlan
olusuncaya degin beklendi. Belirli konsantrasyonda daha 6nce hazirlanan iire ¢ozeltisinden
eklendi ve +0,65 V’da amperometrik yanitlar bulundu. Ure derisimine karsin bulunan akim
farklar1 grafige gecirilerek kalibre grafigi cizdirildi. Hazirladigimiz biyosensorle pes pese
benzer olarak kalibrasyon grafikleri ¢izdirildi. Bunun yanisira, enzim elektrotlarin

tekrarlanabilirligi farkli enzim elektrotlarinin kalibrasyon egrisinin ¢izdirildi.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Tez c¢alismasinda, iire tayininde PB filmin eklenmesiyle amperometrik enzim
elektrotlarin (satin aldigimiz SPE’lar) iizerine, {ireaz enzimleri ¢apraz baglama yontemiyle
immobilize edilmesi saglanmistir. Enzim elektrotlarin ideal olarak calisilmasi i¢in kosullar
ve biyosensor performansini etkileyen etkenleri yaptigimiz aragtirmalarla belirlenerek,

arastirma verileri asama asama sunulmustur.

4.1. Ure Enzim Elektrodu

Tez ¢alismasinda, iire tayini i¢in enzim elektrot hazirlanilmasi amaci ile PB ince film
kapli SPE elektrotlar ylizeyine, iireaz enzimi immobilizasyonu gerceklestirildi.

Tez calismasinda hazirladigimiz enzim elektrodun yanitina jelatin miktarinin, GA
oraninin, tampon cinsinin, tampon derisiminin gibi farkli etkenlerin biyosensore tesiri,
enzim elektrodun {treye duyarliligi, cevap zamani, tekrarlanabilirligi-iiretilebilirligi,
biyosensor omiirii gibi performans etkileri incelenildi. Bunun yanisira, enzim elektrodun

serumda olabilecek ve girisim yapabilen ¢esitlere karsin cevaplart belirlenildi.

4.1.1. Enzim Elektrotlarinin Ureye Karsin Duyarhhg:

Elde ettigimiz SPE/PB/iireazenzim elektrodu, calisma c¢ozeltisinde +0,65 V’da
kararli durum akimlar1 olusuncaya dek beklendi ve belirledigimiz konsantrasyondaki {ire
cozeltisi de ilave edilerek amperometrik yanitlar belirlenildi. Buldugumuz cevap akim
degerleri tire derisimine karsilik grafige aktarildi (Sekil 4.1). Sonuglar literatiirle uyumlu
oldugu gozlenmistir (Sehitogullar1 ve ark. 2002).
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Sekil 4.1.Enzim elektrodun iire duyarliligi (0,05 M pH 7,4 fosfat tamponu,
+0,65V, 25 °C)

4.1.2. Hazirlanan Biyosensoriin Optimizasyonuna Ait Bulgular

4.1.2.1. Jelatin Miktar1 Biyosensor Cevabina Tesiri

Hazirladigimiz enzim temelli biyosensoriin amperometrik cevap akimlari iizerine
jelatin miktar1 etkisinin incelenmesi i¢in, jelatin 0,001; 0,002; 0,003; 0,004 g olarak degisik
miktarlarda tartildi. Bu 4 degisik jelatin miktarlartyla enzim elektrodlarinin hazirlanmasi
gerceklestirildi. Calisma hiicresi igerisine hazirlanan ¢ozeltiye 1 mL olarak ilave yapildi.
Biyosensor bu c¢ozelti igerisinde +0,65 V’da dengeye gelmesi i¢in beklendi. Sonraki
asamada pH’s1 7,4 olan fosfat tampon c¢ozeltisi ile hazirladigimiz {ire ¢ozeltisinden,
calisma ortaminda iire konsantrasyonu 2x10° M biciminde ¢alisilan &lgiim hiicresine ilave
edildi. +0,65 V sabit potansiyel degerinde amperometrik akim yanitlar1 alindi. Ayni
islemler degisik jelatin oranlar1 ve 2x10° M iire ¢dzeltisi icin de tekrarlandi. Degisik
jelatin oranlarindaki g¢alisilacak elektrotlarin +0,65 V potansiyel degerinde belirledigimiz
amperometrik cevap akimlari jelatin oranina karsilik grafik icerisine (Sekil 4.2) aktarildi ve
grafik sonuglarindan biyosensdriin optimum c¢alisilacak jelatin miktarmin, 2 mg oldugu
belirlenildi. Bulunan sonuglar literatiir incelendiginde uyum gostermektedir (Alonso-
Lamillo ve ark. 2010, Stefano ve ark. 2017).
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Sekil 4.2. Enzim elektroduna jelatin miktar: tesiri (0,05 M pH 7,4 fosfat tamponu,
+0,65 V, 25 °C)

4.1.2.2. Gluteraldehit (GA) Oraninin Biyosensor Cevabina Etkisi

Hazirladigimiz enzim temelli biyosensoriimiiziin amperometrik cevap-akimina GA
oranlarinin etkilerini arastirmak amaciyla, GA % 1; % 0,5; % 0,2; % 0,1 olarak degisik
miktarlarda hazirlanildi. Dért farkli GA miktarlariyla SPE/PB/Ureaz elektrodlarmin
hazirlanmasi1 saglandi.Calisma hiicresi igerisine hazirlanangdzelti 1 mL olarak eklenildi.
Biyosensor ¢alisma ¢ozeltisinde +0,65 V’da dengeye ulasti. Calisma 6l¢limii hiicresine lire
konsantrasyonu 2x10°M olarak eklendi. Diger asamada +0,65 V potansiyel degerinde
amperometrik cevap akimi belirlenildi. Ayn1 islevler degisik GA oranlari ve 2x10°M iire
cozeltileri i¢in de yinelendi. Degisik jelatin miktarlarindaki ¢aligma elektrotlarinin +0,65 V
potansiyelinde 6l¢iim alinan amperometrik cevap akimlart GA miktarlarina karsilik grafik
icerisine (Sekil 4.3) aktarild1 ve grafik sonuclarindan biyosensoriin ideal olarak caligsmasi
icin GA miktar1 % 0,5 seklinde belirlenildi. Bulunan bu veriler yapilan diger calismalar ile

uygunluk gostermektedir (Eggenteinato ve ark. 1999, Taleat ve ark. 2014).
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Sekil 4.3.Enzim elektrodunun cevabina GA oraninin tesiri

(0,05 M pH 7,4 fosfat tamponu, +0,65 V, 25 °C)

4.1.2.3. Tampon Cinsinin Biyosensor Cevabina Etkisi

Enzim elektrotlarinda ¢alisma ortaminda bulunabilecek tampon ¢esitlerin biyosensor
yanitlarina katkisinin olabilecegi bilinir. Bundan dolayi, bu tez calismasinda tampon
cesidinin incelenmesinin faydali olabilecegi disiintildii. En ideal tampon tiiriiniin
bulunulmas: maksadiyla, 0,05 M pH 7,4 fosfat ve TRIS tamponlar1 igerisinde
SPE/PB/Ureaz enzim elektrodunun belirli konsantrasyonda iire ilaveleriyle gdzlemlenen
amperometrik cevaplari icin Sekil 4.4 a ve b’deki grafikler elde edildi. Bu grafiklerden
bulunan duyarlilhik degerleri ve c¢alisma araliklar1t kiyaslandiginda, fosfat tamponu
kullandigimizda enzim elektrodunun tire duyarlilifinin TRIS tamponuyla kiyasla hemen
hemen 2 kat daha fazla oldugu ve ¢aligma araliginin da daha genis bir aralikta bulundugu
gozlemlenmistir.Bundan dolayi, diger deneylerde, calisma tampon igin fosfat tamponu
secilmistir. Ure tayini igin yapilan farkli calismalarda calisma tamponu olarak fosfat
tamponunun se¢ildigi gézlemlenmistir (Marchenko ve ark. 2015, Nauma Aline ve ark.
2018, Kuralay ve ark. 2006). TRIS tamponunun kullanilmasiyla buldugumuz duyarliligin
diisiik olmasinin sebebi, kesin bir sekilde acgiklayamamakla beraber, pH’y1 ayarlamada
kullandigimiz HCI’den gelecek Cl- iyonlarinin tesiriyle PB film iletken degerinin

diismesinden kaynakli olabilir (Rejeb ve ark. 2007).
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Sekil 4.4.Enzim elektrot cevabina tampon cinsi etkisi (a) 0,05 M pH 7.4
fosfat tamponu, (b) 0,05 M pH 7,4 TRIS tamponu (+0,65 V, 25 °C)

4.1.2.4. Tampon Derisiminin Biyosensor Cevabina Etkisi

Enzim (SPE/PB/Ureaz) elektrodunun cevabina tampon konsantrasyonunun etkisinin
gozlemlemesi ve ideal tampon konsantrasyonunu belirlemek i¢in, 0,05 M; 0,10 M; 0,15 M
ve 0,20 M derisimlerde hazirladigimiz tampon igerisine, SPE/PB/Ureaz elektrodunun iire
ilavelerine karsilik amperometrik cevaplar belirlenildi ve ¢izilen kalibrasyon sonug¢larindan
yararlanilarak bulunan duyarlilhik degerleri tampon konsantrasyonuna karsilik grafige
aktarildi. Sekil 4.5’ten anlasilacagi gibi, en yiiksek duyarlilik 0,05 M tampon
konsantrasyonunda 0lgiildii. Bu derisimin {izerindeki fosfat konsantrasyonlarinda
duyarhiligin azalmis oldugu gozlemlenmektedir. Bundan dolayi, bir sonra yapilacak
deneylerin 0,05 M tampon konsantrasyonunda yapilmasi kararlastirildi. Diger yandan,
bircok calismada, ideal tampon derisimi i¢in 0,05 M degerinin kullanilmis oldugu
gozlemlenmistir (Zhang ve ark. 2012, Hart ve ark. 1997). Bu bakimdan ¢alismada bulunan
sonug literatiir ile uyumludur. Tampon kapasitesi diisiik degeri sebebiyle daha diisiik

tampon konsatrasyonlarinda ¢aligsma yapilmamaistir.
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Sekil 4.5. Enzim elektrot cevabinin tampon konsatrasyonunun etkisi (pH 7,4

fosfat tamponu, +0,65 V, 25 °C)

4.1.2.5. Cevap Siiresinin Biyosensore Etkisi

SPE/PB/Ureaz elektrodun iireye cevabini, derisim degerleri sirastyla 1,0x107° M ve
1,0x10° M olan 2 farkli iire icin belirledik. Zamana karsilik cevap akimlar1 grafige
aktarildiginda 2 farkli derisimde egrilerin birbirleriyle benzer oranlarda oldugu
gozlemmigstir (Sekil 4.6).Enzim elektrodunun cevaplart bulunmasi amaciyla akimlarin
hemen hemen stabil oldugu 150 s’lik zamanlarin alinabilecegi anlasildi.Fakat, tim
Olctimler 40 s sonunda tekrarlandiginda da ideal kalibrasyon egrilerinin bulunacagindan
calismalar 40 s sonraki akimlar belirlenerek gerceklestirildi.Bunun sebebi, analizin dogru
olarak ve kisa bir zamanda Olgiilmesi (tip alaninda) nihai olarak Onemli bir
etkendir.Literatlirde cevap stiresi 30 s, 40 s ve 150 s gibi veriler yer almaktadir (Giindiiz ve
ark. 1994).Bu calismada belirlenmis cevap zamani, ideal bir zaman siirecinde analizinin

gerceklestirilmesi i¢in uygundur.

35



1.2

u'--'
[<-]

u'--'
[=

(a)

Alkim Fara, pA

u'--'
[ 9

(b)

u'--'
(&)

(=]
7] ]
[—]

100 150 200

Cevap siiresi, s

Sekil 4.6. Enzim elektrodunun cevap siiresi (a) 1,0x107° M iire ve

(b) 1,0x10°® M iire (0,05 M pH 7,4 fosfat tamponu, +0,65 V, 25 °C)

4.1.2.6. Tekrar Edilebilirliginin Biyosensor Cevabina Etkisi

Gergeklestirilen deneysel veriler 1s18inda bulunan amperometrik cevap akimlari
Olcme sayisina karsilik grafige aktarildi (Sekil 4.7). Enzim elektrodun 15 6l¢iim tekrarinda
ilk 6l¢iim biyosensor degerlerinin %88’inin korundugu gdzlemlenmistir. Biyosensoriin
belirli araliklarda performansinin ¢ok fazla degisiklige ugramamas: kullandigimiz
immobilizasyon yonteminin kullanilabilir ve ideal olabilecegini gostermistir. Tekrar
edilebilirlilik tiim biyosensor tipleri i¢cin 6nemli olmakla birlikte hazirladigimiz biyosensor
ile bir¢ok kez deneme yapilabilinicegini gostermistir. Siirekli olarak yapilan analizler i¢in
tek 6lgmede kullanilmakta olan kitler maliyet agisindan yiiksek olduklarindan, bu sekilde
hazirladigimiz biyosensor daha ucuz ve kullanim agisindan basittir. Elde edilen 6lgiimlerin
literatiirle karsilastirildiginda hazirladigimiz  biyosensoériin  tekrar kullanilabilirliginin

sonucuna ulasilabilir (Shul’ga ve ark. 1994, Escutio ve ark. 2010, Dervisevic ve ark. 2017).
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Sekil 4.7. Enzim elektrodun tekrar edilebilirliliginin incelenmesi (0,05 M pH=7,4
fosfat tamponu, 25 °C)

4.1.2.7. Biyosensor AFM Sonuglari
SPE iizerine bir biyosensor olusturmadan yiizeyin topografik goriintiisii alindi. Daha
sonra da SPE iizerine PB ve enzim immolize edildikten sonra SPE/PB/Ureaz enzim

elektrodunun AFM sonuglar1 Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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(a)SadeceSPE (b)SPE/PB/Ureaz
Sekil 4.8. Elektrodun ti¢ boyutlu AFM goriintiisii 10umx10um
(a) Sadece SPE (b) SPE/PB/Ureaz

AFM goriintiilerinden elde edilen sonu¢ SPE elektrot {izerine PB ve {ireaz enziminin
immobilizayonu basarili bir sekilde gerceklesmistir. SPE ylizey piiriizliilik degeri (rms)
390 nm iken SPE/PB/Ureaz enzim ile kaph elektrodun rms degeri 728,5 nm olarak

gozlenmistir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Biyosensorler, analiz yapilacak malzemenin biyobilesenle etkilesmesi sonucunda
doniistiiriicii ylizeyinde analit oraniyla orantili olarak sinyal meydana gelmesiyle sinyalin
calisma sistemine aktarilmasi prensibine dayanmaktadir. Hazirlanan biyosensorde
biyobilesen olarak enzimler, kullanilmistir.

Analizi yapilacak malzemeye uygun olarak bir biyobilesen ve analitin doniistimiiniin
sonucu olusan elektrokimyasal sinyali elektriksel sinyale ¢evirebilen uygun bir transduser
secilmigtir. Biyosensorlerde onemli sikinti biyolojik maddenin ideal olarak basarili
immobilize etmektir. Immobilizasyon asamasi biyolojik malzemenin &miiriinii, tekrar
kullanilabilirliligini  belirlemektedir. Uygun immobilizasyon islevinin sec¢imi ile
hazirlanacak biyosensorlerin son senelerde ticareti de biiyilik oranda faydalanilmaktadir.

Bu yiiksek lisans tezi i¢in hazirladigimiz SPE/PB/Ureaz iire biyosensdriiniin; iire
konsantrasyonunun lineer ¢alisma aralign 2x105-2x10° mM olarak bulundu. Calisma
degerleri lineerligin uygun oldugunu ve bu caligma araligmm Kantitatif analizlerde
kullanilabilecegini gdstermistir.

Ayrica lire biyosensoriiniin ideal calisma oda sicakliginda, jelatin miktar1 2 mg, ve de
GA oran1 % 0,5 bulundu. Ure biyosensoriiniin cevap verme siiresi 40 s olarak gézlemlendi.
En ideal ¢alisma tamponunun, fosfat tamponu 0,05 M pH:7,4 olarak elde edildi. Tekrar
kullanilabilirliginin iyt oldugu gozlenmistir (15 Ol¢me sonucunda biyosensor
performansinin % 88 oraninda korundugu belirlenmistir).

Tez c¢alismasindan beklenilen sonuglarinelde edilmesiyle tezin basarilioldugunu
gostermektedir. Tezin amagclar1 arasinda incelenen SPE/PB/Ureaz iire biyosensoriiniin
AFM goriintiilerinden de faydanilarak, optimizasyonunun basarili olarak elde edildigi
sonucuna varilmistir. Ayrica iire ile lireaz enzimi arasindaki kataliz etkisi ile lireazin lireyi
cok 1yl parcgalaylp, gluteraldehit ile ¢apraz bag olusturdugu bu goriintiler ile
desteklenmektedir.

Sonugta, tezde belirledigimiz islemgizelgesi baz alinarak iire biyosensorii ile alakali
biitiin Ol¢timler gergeklestirilmis vetezdeongoriilen amaglaraulasilmistir. En son asama
olarak, elde edilen SPE/PB/Ureaz enzim temelli biyosensdriin kan analizlerinin

incelenmesi amaglanmaktadir.
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