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OZET

LiziN TAYININE YONELiK BiYOSENSOR GELISTIRILMESI VE
KARAKTERIZASYONU

Saniye YARAR

Kimya Anabilim Dali

Doktora Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Emine KARAKUS

insanda ve diger memelilerde L-lizin esansiyel amino asitlerden bir tanesidir ve besinlerle
alinmasi gerekir. Lizin eksikligi bazi hastaliklara sebep olabilir, bu nedenle besinlere takviye
olarak ilave edilebilir ve ila¢ olarak kullanilabilir. Bu sebeple besinlerde lizin tayini yapmak
onem tasir, I1s1 ve saklama kosullariyla hemen zarar goren lizin amino asit tayini besin kalitesini
olgmek icin iyi bir aractir.

Biyolojik aktif materyal olarak enzim iceren biyosensorler, temel olarak elektrokimyasal
sinyalleri alan bir elektrot ve bu elektrot (izerine immobilize edilmis enzim veya enzimler
icermektedir. iyon secici elektrotlar iizerine bir veya daha fazla enzim immobilize edilerek,
bunlarin ¢esitli substrat tayininde kullanilmalari son vyillarda olduk¢ca 6nem kazanmistir.
Biyosensorler, vitaminler, antibiyotikler, metabolitler gibi organik maddelerin, bazi inorganik
bilesiklerin, enzimlerin, virlslerin ve mikroorganizmalarin tayininde kullanildigr gibi
biyoteknoloji ve gida endistrisi alanlarinda da kullanim alani bulmaktadir.

Bu tez ¢alismasinin amaci palmitik asit iceren amonyum-segici PVC membran elektrot Uzerine
belli oranlardaki lizin oksidaz enziminin immobilize edilmesi ile biyosensor gelistirerek lizinin
potansiyometrik tayininin yapilmasidir. Biyosensor olusumu iki safhada yapildi, birinci safhada
amonyume-secici poli(vinilklorir)(PVC) membran elektrot olusturuldu, ikinci safhada ise bu
amonyume-secici elektrot lizerine glutaraldehit kullanilarak lizin oksidaz (LOx) enzimi immobilize
edildi. Enzimatik reaksiyon sonucu olusan amonyum iyonlari olusturulan biyosensor
kullanilarak potansiyometrik olarak tayin edildi. Lizin biyosensoériin amonyuma ve lizine cevabi
belirlendikten sonra lizin icin ¢alisma araligl, cevap zamani, optimum tampon konsantrasyonu,

Xi



optimum pH, ortam sicakligi, raf dmri ve tekrarlanabilirlik parametreleri belirlendi. Diger
amino asitlerin ve askorbik asidin girisim etkisi calisildi. Lizin oksidaz enzimi (LOx) spesifik
olarak lizinin a-oksidasyonun katalizlemekle birlikte L-fenil alanin, L-arjinin ve L-histidin gibi
diger bazi amino asitlere karsida yavasta olsa reaksiyon gosterir. Bu calismada gercek
numunelerde bulunabilecek askorbik asit ve diger pek cok amino asit ihmal edilebilir seviyede
girisim etkisi gdstermistir. ilave olarak ticari lizin tablet ve kapsiillerde lizin tayini basariyla
gerceklestirildi. Belirtilen etiket degerleriyle yakin sonuglar elde edildi.

Anahtar Kelimeler: Lizin, lizin oksidaz, biyosensor, potansiyometrik biyosensoérler, PVC,
nonaktin

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

CONSTRUCTION OF L-LYSINE BIOSENSOR AND ITS CHARACTERISATION

Saniye YARAR

Department of Chemistry

PhD. Thesis

Adviser: Assoc.Prof. Dr. Emine KARAKUS

In man and the other mammals, L-lysine is one of the essential amino acid and it must be
intaken with foods. Lysine deficiency can cause severe diseases therefore it is often added as
dieatary supplement to foods and drugs. Owing to this, lysine content of foods can be used as
an index of nutritional quality or the evaluation of food processing techniques as it is easily
damaged by heat treatment and storage conditions.

The biosensors consisting of enzyme as biologically active material, basically including
electrodes transducing electrochemical signals and an enzyme or enzymes immobilised onto
these electrodes. It becomes widespread recently to use different substrate detection by using
ion selective electrodes immobilised with one or more enzymes. The biosensors used to
determination of organic materials like vitamins, antibiotics, metabolites, for determination of
inorganic compounds, enzymes, viruses and micro-organism as well as it finds application in
biotechnology and food industry.

The aim of this thesis the construction of a L-lysine biosensor on ammonium-selective poly
(vinylchloride) (PVC) membrane containing palmitic acid electrode. The construction
procedure occurs two stage: the first stage is preparation of ammonium-selective poly
(vinylchloride) (PVC) membrane electrode and the second stage is chemically immobilisation
of lysine oxidase (LOx) on this by using glutaraldehyde. Ammonium ions produced after
enzymatic reaction were determined potentiometrically with the biosensor. The sensitivity of
the lysine biosensor against ammonium ions and lysine studied separately. The response time,

Xiii



linear working range, repeatibility, life time of the biosensor studied, optimum pH, buffer
concentration and optimum temperature of biosensor determined. The interfering effects of
other amino acids and ascorbic acid on the biosensor performance is also studied. Although
lysine oxidase enzyme specifically catalyse a-oxidation of lysine, it shows reaction towards a
few amino acids as L-phenyalanine, L-arginin, L-histidine slowly. In this study ascorbic acid and
alot of amino acids that can present in some real samples didn’t show any important
interference. Additionally, lysine assay in commercial lysine tablets and capsules were also
succesfully carried out. The results were good agreement with reported value.

Keywords: Lysine, lysine oxidase, biosensor, potantiometric biosensors, PVC, nonactin

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Literatlrde lizin oksidaz, lizin dekarboksilaz ve lizin dehidrogenazin kullanildigl pek ¢ok
amperometrik esasli lizin sensorleri ile birlikte daha az sayida potansiyometrik esash
sensorlerde bulunmaktadir. Amonyum iyon segici, palmitik asit iceren poli (vinilklorir)
(PVC) membran uzerine lizin oksidaz enziminin immobilize edilerek amonyumun
potansiyometrik olarak tayin edildigi bir ¢alismaya rastlanmamis olup, bu ¢alismamizin

0zgin oldugunu gostermektedir.

1.2 Tezin Amaci

Ticari olarak piyasada mevcut, besin takviye amach lizin iceren farmasotik Griinlerde
lizin tayini icin potansiyometrik esash biyosensor gelistirilmesi amacglanmistir.
Amonyuma duyarli membran ile hazirlanan amonyum elektrodunun membranina lizin
oksidaz enziminin immobilize edilmesiyle hazirladigimiz biyosensor ile enzimatik
reaksiyon sonucu agiga ¢ikan amonyum iyonlarinin potansiyometrik olarak olgtlmesi

sonucu elde edilen amonyum miktarindan lizin miktari tayini yapilmistir.

1.3 Hipotez

Lizin biyosensoriinin hazirlanmasi, optimum calisma kosullarinin belirlenmesi ve ticari

olarak mevcut lizin igeren farmasétik Griinlerde lizin tayininin yapilmasidir.



BOLUM 2

LiziN

2.1 Lizin

Lys veya K ile sembolize edilen lizin bir a-aminoasittir ve kimyasal formuliu
HO,CCH(NH,)(CH,)4NH,'dir. Lizin bazik bir amino asittir ve € -NHs+ grubu pH 10’a kadar
yuklini kaybetmez. Alifatik aminoasitlerden, ek grubu olmayan amino asit grubuna
dahil edilir. Yapisinda iki amino ve bir karboksil grubu icerir. Lizin amino asitinin

kimyasal yapisi Sekil 2.1’de verilmektedir.

pk,, = 10.35
4 NH3+
CH
£ | 2
_CH,

|

S

CH,

B
I

*HyN—CH—C===0
£

i

3 II
! —
]

Lysine pk, = 9.0 O pK, =22

Sekil 2.1 Lizin amino asitinin kimyasal yapisi

insan viicudunda sentezlenemeyen ve bu nedenle besinlerle alinmasi gereken

esansiyel bir amino asittir. Arginin ve Histidin gibi bazik bir aminoasittir, e-amino grubu



katalizlerde genel bir baz olarak hidrojen baglarinda rol alir. Yaygin olarak
posttranslasyonel modifikasyonlari arasinda g-amino grubunun metillenerek metil-,
dimetil-, ve trimetillizin olusumu yer alir. Trimetillizin kalmodulinde yer alir. Lizine ait
diger posttranslasyonel modifikasyonlar asetilasyon ve ubiginasyondur. Kollajen lizin
hidroksilaz tarafindan lizinden olusan hidroksilizin igerir. Endoplazmik retikulum veya
golgi aparatinda hidroksilizin  atiklarinin  o-glikolizasyonu hiicreden salinacak

proteinlerin isaretlemesinde kullanilr.

Esansiyel bir aminoasit olarak lizin hayvanlarda sentezlenmez, bu nedenle lizin veya
lizin iceren protein olarak alinmasi gerekir. Bitki ve bakterilerde aspartik asitten

sentezlenir.

Oral yolla alinan recetesiz besin destek gruplarinda lizin yaygin olarak bulunmaktadir.
L-lizin metabolizmasinda, lizin asetoasetil-CoA’nin 6nclil maddesidir, bu da merkezi
sinir sisteminde asetilkolin biyosentezide 6nemli bir enzimdir. Lizin ayrica L-karnitinin
biyosentezinde de 6ncil maddedir. L-karnitin, beta oksidasyonu icin mitekondriye agil
gruplarinin transportunda gorev alir. L-karnitin uzun zincirli yag asitlerinin ic mitokondri

membranina transferinde gerekli bir kofaktordur [1].

Proteinlerin yapisinda bulunan lizinlerin e-amino gruplari, tasidiklari bu yiik dolayisiyla,
onlarin polar tabiatini artirirlar; tasidiklari pozitif yiik dolayisiyla, negatif yikli yan
zincirlerle tuz bag teskil edip, protein molekilinin yapisal saglamligina yardim
ederler. Lizinin amino gruplarinin transaminasyon olaylarina katilmadigi, kendisine
karsihk gelen a-keto asit organizmaya verildiginde lizin haline gecmedigi tespit

edilmistir.

Lizinin yikihsi iki yoldan olur ve her iki yikim yolundada son Uriin Asetil-CoA oldugu igin

ketojenik bir amino asittir:

1- Once lizinin e-amino grubu asetillesir, e-N-asetil lizin olusur. Lizinin béylece € -
amino grubunun bloke edilmis olmasiyla artik a-amino grubu transaminasyona
ugrayabilir. Boylece 2-keto-6-asetamidokaproat tesekkiil eder. Bu da
halkalasarak 1-dehidropipekolat Gizerinden pipekolata donisir; halka agilarak

2-aminoadipik asid izerinden 2-ketoadipata, oda krotonil KoA’ya yikilr.



2- Bu yikihs yolunda lizin 6nce a-ketoglutarik asit ile reaksiyonlasip sakkaropin
tesekkil eder. Reaksiyona giren a-ketoglutarik asit molekiilden glutamik asit

halinde ayrilip 2-amino-adipaldehidat olusur. Bu da 2-aminoadipata donusur.

Ozel yapili bazi protein molekiillerindeki lizin kalintilarinin énemli fonksiyonlari vardir.
Ornegin, insan hemoglobininde, propionat yan zincirlerinin baglanmasi igin gerekli yiik
iki lizin kahntisi tarafindan temin edilmektedir. Gorme olayinda isik etkisinin sinir
impulsu ile sonuglanmasinda da lizin kalintilari gérev almaktadir. Karanhkta 11-cis-
retinal opsin’in etanolamin kismina Schiff bazi ile baglidir. Isik etkisi ile trans retinal

haline gecerek aminden ayrilir ve opsindeki bir lizin kalintisina aktarilr.

Kan pihtilasmasi sirasinda fibrin monomerlerinin agregatlasmasinda hidrojen baglari ve
hidrofobik etkiler rol oynamakla beraber asil kuvvetli baglar monomerler arasinda
kuvvetli kovalent baglarin olusumu ile saglanir. Bu kovalent baglar, transamidaz
enziminin etkisi ile, bir monomerdeki lizin grubunun diger bir fibrin monomerindeki
glutaminil kalintisi ile ¢apraz baglanmasi sonucunda olusur. Ote yandan lizin kalintilari,
histidil kalintilari ile birlikte, bazi enzimlerin aktif kismini olusturmaktadir. Sigir
pankreasindan elde edilen ribonukleaz A enziminin etkili kisminda lizin bulundugu

saptanmistir [2].

Transaminazlarda apoenzimin piridoksal fosfata baglanisinda da lizin kalintilari gorev
almistir. Apoenzimdeki lizin kalintisi, koenzim olan piridoksal fosfatin aldehid grubu ile
reaksiyonlasarak, bir Schiff bazi olan ‘aldimin’ olusturur. Pirlivik asidi oksal asedik aside
geviren pirlivat karboksilaz enziminin etkili kismi olan biyotin de apoenzimdeki bir lizin
kalintisina baghdir. Fosfofruktoaldolaz enziminde de reaksiyon mekanizmasi enzimin
peptid zincirindeki lizil kalintisinin fruktoz-1,6-difosfat, ya da dihidroksi aseton fosfat ile

Schiff bazi teskil etmesi esasina dayanir.

Lizin uygun blylimede 6nemlidir, karnitin olusumunda énemli bir rol oynar, karnitin
yag asitlerinin enerjiye donlisimiinde ve kolesteroliin azaltilmasinda énemlidir.Lizin
bakimindan zengin gidalar arasinda yumurta, et, peynir ve yer fistigi sayilabilir. Glinlik
ihtiyac geng erkeklerde giinde 0.8 g, geng kadinlarda ise 0.5 g kadardir. Besinlerle
yeteri kadar lizin ainmamasi durumunda yorgunluk, agri, bas déonmesi, yavas biyime,
anemi ve Uretkenlikte problemler gozikebilir. Cizelge 2.1’de bazi besinlere ait lizin

icerigi verilmektedir;



Gizelge 2.1 Bazi besinlere ait lizin igerigi [4]

Besin Lizin igerigi (% protein)
Balk 9.19
Sigir eti 8.31
Mercimek 7.95
Parmesan peyniri 7.75
Azuki fasulye 7.53
Sit, yagsiz 7.48
Soya fasulyesi 7.42
Yumurta 7.27

Lizinin herpes simplex enfeksiyonunda faydali olabilecegini gosteren bazi ¢alismalar, bu

amino asitin klinik olarak dnemli bir yeri oldugunu gostermektedir [3].

Lizin intestinal sistem serotonin reseptorleri lizerinde anksiyolitik etkiye sahip olup,

ayrica amigdalada serotonin diizenlenmesi ile aneksetiyi azalttigl varsayllmaktadir [4].

Ayrica bazi lizin bilesiklerinin kanser tedavisinde imit vaat ettigi, ilacin fototerapi ile
birlestigi durumda kanserli hiicrenin kendi kendini yok ettigi, saglam hiicrelere ise zarar

vermedigi belirtilmektedir [5].

Tavuklarda lizin eksikligi immun sistemde eksiklige neden olur. Kismen lizin eksikligi ile
olusan sistinlri sebeplerden birisi lizin dahil bazik veya pozitif yikli amino asitlerin
hepatik geri emiliminde bozukluk olmasidir. Buna idrardaki sistein eslik eder ¢linkii ayni
eksik olan aminoasit tasiyicilari bobrekte de vardir. Cok kisith sayida da olsa bazi
calismalar besinle yiiksek oranda lizin aliminin kan basinci tizerine etkili oldugu ve kalp

krizi riski oranindan bahsetmektedir [6].
Lizin metabolizmasi bozukluklari asagidaki sekilde belirtilebilir;

Hiperlizinemi: Nadir bir genetik hastalik olup, zeka ve fiziksel gelisme bozukluklarina
neden olur. Yuksek lizin diizeyi, arginazi inhibe eder ve bunun sonucu plazma arginin

konsantrasyonunda artma gorilir.



Sakkaropiniri (hiperammonemisiz inatgl hiperlizinemi): Sakkaropini katabolize eden
enzim eksikligi sonucu idrarla fazla miktarda sakkaropin ve lizin atilmasi sonucu, zeka

geriligi goraldr.

2.2 Lizin Tayin Yontemleri

Lizin tayini i¢in standart amino asit tayin yontemi disinda, oldukga pahal bir teknoloji
olarak sivi kromatografi, ters faz sivi kromatografi ve yiksek performansh sivi
kromatografisi gibi kromatografik yontemler kullaniimaktadir. Bu teknikler oldukga
pahali ekipmanlar ve reaktifler, uzun 6n islemler, saflastirma ve tecriibeli operatérler

gerektirmektedir [8].

Lizin analizleri son yilllarda pek ¢ok biyosensor esasli tayin yontemleri gelistirilmistir, bu
biyosensorlerde biyolojik komponent olarak 4 enzim kullaniimaktadir; L-lizin

dekarboksilaz, L-lizin dehidrojenaz, L-lizin monooksijenaz ve L-lizin oksidaz.

Lizin oksidaz enzim reaksiyonlarindan yararlanilarak, enzimatik reaksiyon sonucu
olusan amonyum iyonu amonyum duyar elektrotlar ile tayin edilebildigi gibi, alternatif
olarak spektrofotometrik veya florumetrik aktif tlrevlerine donustlrilerekte tayin
edilebilir. Enzimatik reaksiyon tiiketilen oksijen ve olusan hidrojen peroksit Gzerinden

de takip edilebilir.

Lizinin tayininde lizin dekarboksilaz kullanilarak diger enzimatik biyosensorler
tanimlanmistir. Substratin degradasyonu sonucu karbondioksit ve kadaverin olusur.
Karbondioksit potansiyometrik olarak CO; elektrodu ile, kadaverin ise kadaverin hassas
membran kullanilarak hazirlanmis optik biyosensor ile tayin edilir. Lizin dehidrogenaz

enzimi kullanilarak gelistirilmis biyosensor érnekleride literatiirde mevcuttur [7].

2.2.1 Biyosensor Esash Yontemler

Lizin analizi icin lizin oksidazin enzimatik reaksiyonunun kullanildigi pek ¢ok metot
gelistirilmistir. Lizin oksidaz enzimi lizinin asagidaki reaksiyonda da gorildugu gibi 2-

oxo-6-aminokaproik asit, H,O, ve NH4+' a donlsimund katalizler.

Lizin oksidaz

Lizin + O, +H,0 —— 2-oxo-6-aminokaproik asit + H,0, + NH,"



Bu reaksiyon amperometrik olarak Clark tipi elektrotlar kullanilarak oksijen tiiketimini
veya platin veya altin elektrotlar kullanarak hidrojen peroksit olusumunu 6lgerek tayin

edilebilir. Bu yontem lizin oksidaz immobilize edilmis reaktor kullanilarak uygulanabilir
[9].

Alternatif olarak, lizin oksidazin farkh tiir membranlara immobilize edildigi biyosensor
tasarimlari da gelistirilmistir. Bu membranlarin lizin tayini, dogrudan calisma elektrodu
Uzerine vyerlestirilmesi ile enzimatik reaksiyon sonucu olusan elektroaktif tirlerin

Olclilmesi esasina dayanir [10].

Amperometrik metodlar disinda, lizin oksidaz reaksiyonu sonucu aciga c¢ikan hidrojen
peroksitin optik tayini yapilmistir. Hidrojen peroksit kemiluminesans, florumetrik veya
spektrofotometrik tlirevleri olusturularak tayin edilmistir. Lizin icin hidrojen peroksitin

luminol ile reaksiyonu sonucu kemiliminometrik biyosensér de tanimlanmistir [11].

Pek cok biyolojik azot bilesiklerinin 6lcim{ enzimatik reaksiyon sonucu olusan
amonyum iyonlarinin Olgimiine dayanmaktadir. Amonyum 6lgim{i amonyum gazi
veya amonyum-duyarli elektrodlar kullanilarak dogrudan yapilmistir. Alternatif olarak
spektrofotometrik veya florumetrikaktif tirevlerine dontstirilerek de amonyum

tayini gergeklestirilmistir [11].

2.2.2 Literatiirde Lizinle ilgili Yapilan Calismalar

Literatlirde lizin tayinine yonelik yapilan en eski ¢alismalardan biri 1960 yilinda K.J.
Carpenter tarafindan yapilmistir. Bu makalede, lizinin fluorodinitrobenzen ile Sanger
reaksiyonundan faydalanilarak besinlerde lizin tayini igin yontem gelistirildigi
belirtilmistir. Bu metod ile i1stya maruz kalmis besinlerde e-amino gruplar diger
gruplara baglanan bu nedenle reaksiyon veremeyen ve besinlerde de bu nedenle lizin
kaybina neden oldugu dislintlmds, dolayisiyla asit hidroliz yontemi ile besinlerde lizin
tayininin dogru sonu¢ vermedigi, bu gelistirilmis metod ile problemin asildig
belirtilmistir [12].

Romette ve arkadaslari 1983 yilinda, L-lizin oksidaz enzimini pO, sensor kullanarak

jelatin materyale immobilize edip biyosensér gelistirmislerdir. Enzim elektrodu

fermentorde sirekli akis sisteminde L-lizin Olgiminde kullaniimistir, lineer arahk



0.2mM-4mM arasindadir, sensor spefisitesi ¢alisiimistir ve yaklasik 6 ay sureyle stabil

oldugu belirtilmistir [13].

Pohimann ve arkadaslari 1990 yilinda spektrofotometrik olglimle birlestirilmis akis-
enjeksiyon bir teknikle L-lizin oksidaz ve horseradish peroksidaz enzimlerini birlikte
immobilize ederek bir biyosensér gelistirmislerdir. L-lizin oksidaz enzimatik reaksiyonu
sonucu aciga cikan hidrojen peroksit, peroksidaz enzimi tarafindan fenol ve 4-
aminoantipyrine, buda quinoneimine donisir ve 500 nm’de tayin edilebilir. Cevap
suresi 2 dakikadan kisadir, lineer aralik 1-16 mM arasindadir ve biyosensoérin birkag ay

stabil oldugu belirtilmistir [14].

Dempsey ve arkadaslari 1992 vyilinda lizin dehidrogenaz enzimini kullanarak
amperometrik bir biyosensor gelistirmislerdir. Enzim platin bir elektroda seliiloz
membran Uzerinde jelatin bir destege tutuklanarak immobilize edilmistir. Tayin limiti

7x10%- 7x10™* M arahgina kadar lineerdir [15].

Li ve arkadaslari 1992 yilinda, lizin dekarboksilaz ve kadaverin-duyarli membran
kullanarak lizin tayini icin optik bir biyosensor gelistirmislerdir. Gelistirilen optik
biyosensor reaksiyon sonucu olusan kadaverin tayinine dayanir. Optik kadaverin
sensOriinde amin tasiyici olarak lipofilik tartarat iceren PVC membran kullanilmistir.
Hem kadaverin, hemde lizin icin dinamik substrat konsantrasyonu 0.1-100 mM oldugu
belirtilmis, kadaverin igin orta derecede segici (etilaminler baslica girisimciler), lizin igin
ise oldukca secici oldugunu, sadece ana girisimci olarak nikotin oldugunu

belirtmislerdir [16].

Vrbova ve Marek 1992 yilinda, Clark tipi oksijen sensorii ve onun yilizeyine immobilize
enzim sistemini sabitlemek igin uygun bir destek materyal iceren biyosensor
tanimlamislar ve bugday ekstresinde I-lizin tayini icin kullanilmistir. Lizin oksidaz
enzimi, katalaz enzimi ile birlikte immobilize edilmistir. Oksijen sensoéri ile oksijen
tiiketimi esas alinan bu biyosensor icin belirttikleri dogrusal calisma araligi 6.7x10° -

6.7x10™ M, Michaelis sabiti 1.3 mM’dir [17].

Preuschoff ve arkadasglari 1993 vyilinda lizin tayini igin enzimatik akig-enjeksiyon

prosediirii  gelistirmislerdir. immobilize edilen L-lizin oksidaz enzimi L-lizinin



kemiluminometrik tayininde kullanilmigtir. Lineer aralik 10-1000 uM’dir. Olusturulan

biyosensor sisteminin 1 ay sireyle calisilabilir oldugunu belirtmislerdir [18].

Siegler ve arkadaslari 1994 vyilinda L-lizin oksidaz enzimini Clark-tipi elektroda
immobilize ederek lizin fermentasyonu proses kontrolliniin sagladiklari bir lizin sensoéri
gelistirmislerdir. Enzim politretan regine kullanilarak seliiloz ve polipropilen arasina

immobilize edilmistir [19].

Ala’ddin ve arkadaslari 1997 vyilinda immobilize lizin oksidaz ve glukoz oksidaz
enzimlerini kullanarak lizin ve glukozu ayri ayri ve ayni anda tayin eden flow injection
amperometrik ve kemiluminesan biyosensor gelistirmislerdir. Lizin icin kalibrasyon
grafigi 1x107-1.6x10™* M ve 2.05x107-2.75x10 M araliginda sirasiyla amperometrik ve
kemiluminesan tayinde lineerdir. Lizin icin tayin siniri amperometrik tayinde 5x10°,

kemiluminesan tayinde 4x10° M’dir [20].

Curilli ve arkadaslar tarafindan 1998 yilinda, besin kalitesini degerlendirmek icin
iletken-olmayan polimer film kullanilarak yeni bir girisim yapmayan lizin biyosensoéri
gelistirilmistir. Bu calismada platinyum elektrotlari dontsimli (siklik) voltametri
kullanilarak 1,2-diaminobenzen ile elektropolimerizasyon yontemi ile kaplanmistir. L-
lizin-a-oksidaz enzimi polimer Uzerine pasif adsorbsiyon yontemi ile immobilize edilmis
ve lizin icin kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. Lineer araligin 1x10> -1x10°> M
oldugu, tayin limitinin ise 2x10”7 M oldugu, kaplanmamis platinyum elektroduna gére
askorbik asit girisiminin %100, asetaminofen ve sistein girisiminin %99 azaldigini
belirtmislerdir. Bu c¢alismada gelistirdikleri biyosensérin ticari kullanima uygun,
makarna ve sutteki lizin iceriginin proses sirasinda ve saklama siliresince tayin icin

kullanilabilecegini belirtmislerdir [21].

Saurina, ve arkadaslari 1998’de potansiyometrik lizin oksidaz biyosensori gelistirmistir.
Bu biyosensor tam kati-hal (all-solid state) amonyum elektrodu Uzerine lizin oksidaz
enziminin kimyasal immobilizasyonuyla olusturulmustur. Enzimatik reaksiyon sonucu
aciga citkan amonyum iyonlari amonyum elektrodu ile tayin edilir. immobilizasyon
kosullarinin potansiyometrik cevap ve elektrot raf dmriine etkisi ¢alisiimistir. Optimum
kosullarda lizin igin lineer aralik 3x10°-3x10° M bulunmustur, hassasiyet 50

mV/decade, tekrarlanabilirlik %1.4, cevap slresi tos 15 s’dir [11].



Saurina ve arkadaslari 1999’da L-lizin oksidaz enzimini kullanarak kati iletken bilesiklere
dayali amperometrik biyosensor gelistirmislerdir. Bu lizin biyosensori kimyasal olarak
immobilize edilmis lizin oksidaz membranlarin grafit-metakrilat veya oksidaz-modified
grafit-metakrilat elektrotlari igerir. Lizinin enzimatik degradasyonu sonucu aciga ¢ikan
hidrojen peroksit amperometrik biyosensér ile tayin edilir. Biyosensoriin 1.6x10™* M’a
kadar lineer aralikta oldugu belirtilmistir, tekrarlanabilirlik %1.8, tayin limiti 8.2x107,
cevap suresi tgs 42 s’dir. Gelistirilen biyosensor farmasotik numunelerde lizin tayininde

kullanilmistir [22].

Saurina ve arkadaslarinin 1999'da yaptiklar bir diger ¢calismada farmasoétik numune
analizleri icin endojen olarak amonyum iyonlari iceren tam kati-hal (all solid- state)
potansiyometrik amonyum elektroduna dayali lizin oksidaz biyosensoridir. Lizin
elektrodta reaksiyon sonucu amonyum iyonu olusturur, bu da bir amonyum elektrot
yardimi ile tayin edilir. Endojen olarak bulunan amonyum iyonlari girisim gosterir,
Olcllen cevap enzimatik olarak olusturulan ve numunede bulunan toplam amonyum
iyonu Uzerinedir. Bu amonyum iyonu Olcimine dayali biyosensorlerin bir
dezavantajidir.  Lizin ve amonyum iyonu iceren numunelerin g¢alismasinda
konsantrasyon araliginin bulunan lizin konsantrasyonu ve ©&lglilen potansiyelin
logaritmik bir iliskide oldugu bulunmustur. Bu nedenle bu aralikta standart ilave etme
yontemi ile lizin tayin edilebilir, sonrasinda elde edilen veri tekrarlanabilir linearizasyon
prosediiri ile ele alinir. Bu ¢alismada lizin tayini icin gelistirilmis olan potansiyometrik
biyosensodrlerin endojen amonyum girisim problemini gidermek icin matematiksel bir

modelleme uygulanmistir [23].

Kelly ve arkadaslari 2000 yilinda, besin kalitesini 6lgmek igin rutenyum/rodyum kapli
camsi karbon elektrodunu 1,2-diaminobenzen polimeri ile kaplayarak, yiksek
segicilikte ve ¢ok hizli cevap veren bir amperometrik biyosensor gelistirmislerdir. Bu
biyosensor ile askorbik asit ve asetaminofen gibi yaygin elektrokimyasal girisim
gosteren kimyasallarin +100 mV’de cevap vermedigini belirtmislerdir. Bu yeni iletici
sistem (transduser) Trichoderma viride’den elde edilmis I-lizin oksidaz ile
birlestirilmistir ve uygun pH da L-ornitin, L-arginin ve L-fenilalanin gibi klasik substrat
inhibisyonu, lizin cevabina gore (%100) 3.4, 1.1. ve %0.7’ye dusirilmustir. Gelistirilen

biyosensor gidalarda baslica st ve makarnada lizin icerigini 6lcmek icin lizin oksidaz
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reaksiyonu sonucu olusan hidrojen peroksidin tayinine dayali amperometrik bir

biyosensordir [8].

Olschewski ve arkadaslari 2000 yilinda, fermentasyon ortamlarinda lizin tayini igin
biyosensor gelistirmislerdir. Disiik maliyetli bu screen-printed sensorler, bir platin
calisma elektrodu, Ag/AgCl pseudo referans ve bir karbon karsi elektrottan olusur,
enzim sensorleri icin iletici olarak kullaniimistir. L-lizin a-oksidaz enzimi (Trichoderma
viride kaynakli) poliiretan hidrojele tutuklama yontemi ile immobilize edilmistir.
Sensor lizin igin pH, lineer aralik, tekrarlanabilirlik, gogaltilabilirlik, saklama ve galisma
stabilitesi acisindan karakterize edilmis, diger amino asitlere olan hassasiyeti
belirlenmistir. immobilize enzim iceren ve icermeyen iki calisma elektrotlu bir
sistemle diferansiyal &lcim lizin  tayini icin  kullanilmistir.  Olgiilen  lizin
konsantrasyonlarinin, geleneksel amino asit analiz sonuglari ile uyumlu oldugu

belirtilmistir [7].

loannis ve arkadaslari 2000 yilinda lizin oksidaz enzimini altin-poli(o-fenilendiamin)
elektrot Gzerine immobilize ederek bir L-lizin biyosensori gelistirmislerdir. Biyosensor
elektropolimerizasyon ile elektrot yiizeyinde poli(o-fenilendiamin,o-FD) membran
olusumu ve lizin oksidaz enziminin altin/poli(o-FD) elektrota glutaraldehit ile
immobilizasyonu ile olusturulmustur. Analiz yontemi reaksiyon sonucu aciga cikan
hidrojen peroksidin amperometrik olarak biyosensor ile 650 mV’de referans elektroda
karsi tayinine dayanir. Altin/poli(o-FD) elektrodunun hidrojen peroksit ve lizine karsi
davranisi, elektropolimerizasyonun tekrarlanabilirligi ve polimerin stabilitesi
cahsilmistir. Calisma elektropolimerizasyonun tekrarlanabilir oldugunu ve en azindan
40 giin boyunca oldukga stabil oldugunu goéstermistir. Biyosensoér 0.1-10uM lizin
konsantrasyonu araliginda lineerdir. Diger aminoasitlerin girisim etkisi calisilmis ve
amperometrik segicilik katsayisi hesaplanmistir. Biyosensor baglica tirozin ve sisteine
cevap vermektedir, fenilalanin, arjinin, histidin ve ornitine cevabi cok duslktdr.
Elektropolimerizasyon  kosullari  degistirilerek  girisim  etkisinin  azaltildigini

belirtmislerdir [24].

Garcia-Villar ve arkadaslari 2003 vyilinda, vyayinladiklari makalede akis-enjeksiyon
diferansiyel potansiyometrik sistemine dayali lizin tayin metodunu tanimlamaktadir.

Akis enjeksiyon sistemi, destek elektrolit ¢Ozelti kanali ve 6rnek cozeltinin enjekte
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edildigi tastyici olarak goérev yapan su kanalindan olusmaktadir. Lizin biyosensori, tam
kati-hal (all solid-state) amonyum elektroduna bagh naylon bir membrana kimyasal
olarak lizin oksidazin immobilize edilmesiyle olusturulmustur. Sirkiler amonyum
elektrodu referans olarak kullanilmistir, boylelikle olasi endojen amonyum girisimi,
kismen diferansiyel potansiyometri ile dogrulanmistir. Cevap hassasiyetini artirmak
icin, reaksiyonun kinetik incelemesi ayrintili olarak calisilmistir. Hassasiyetin 20-40 mV
kadar arttigl gértlmustir. Lizinin daha segici 6lglimlerinde kullanilabilecegi belirtilmistir

[25].

Marquette ve arkadaslari tarafindan 2003’de lizin ile birlikte kolin, glukoz, glutamat,
laktat ve Urenin pespese tayini icin gelistirilen elektrokemiluminesan biyosensor
tanimlanmistir. Biyosensor enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksit tayini
esasina dayanir. Olgimii yapilan bu alti maddeye 6zel 6 tane farkl spesifik oksidaz

enzimi non-kovalent olarak farkli destek materyallere immobilize edilmistir [26].

Akyillmaz ve arkadaslari tarafindan 2007 yilinda hassas lizin tayini igin Saccharomyces
cerevisiae maya hicrelerinden olusan mikrobiyal bir biyosensor gelistirmislerdir. Bu
amperometrik mikrobiyal biyosensor icin S. cereviase NRRL-12632 hiicreleri lizin
oksidaz enzimi igin uyarilmis ve ¢apraz baglayici bir ajan ile jelatine immobilize
edilmistir. Mikrobiyal biyosensoriin analiz prosediiri lizin varliginda ve yoklugunda
hicre respirasyon aktivite farkinin oksijenmetrede tayinine dayanir. Mikrobiyosensoér
cevabi 1.0 ile 10.0 uM arasinda lizin konsantrasyonuna lineer olarak baglidir, cevap

suresinin 1 dakika oldugu belirtilmistir [27].

Guerrieri ve arkadaslari 2007 yilinda, platin elektroda immobilize edilmis lizin oksidaz
amperometrik lizin biyosensori gelistirmislerdir. Lizin oksidaz, sigir serum albumin ile
birlikte glutaraldehit ile platin elektroda capraz baglanmistir. Gelistirilen biyosensorin
cevap suresinin 6 saniyeden daha kisa oldugu, lizin igin dogrusal ¢alisma araliginin 0.6
M’a kadar oldugu belirtilmistir. Gelistirilen sensoér farmasotik numunelerde beklenen

sonuclari vermistir [28].

Gokdogan O. tarafindan 2011 yilinda Selguk Universitesinde doktora tezi olarak, lizin
tayini icin polivinilferrosen (PVF) polimeri temelli ve metal parcaciklar biriktirilmis
platin elektrotlara lizin oksidaz enzimi immobilize ederek lizin biyosensori

gelistirilmistir. Biyosensor amperometrik cevaplari enzimatik reaksiyon sonucu olusan
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hidrojen peroksitin sabit potansiyelde ylkseltgenme akiminin 6lglilmesi prensibine

dayanmaktadir [29].

Guerrieri ve arkadaslari 2013 yilinda 6ncesinde polipirol film ile asiri oksitlenerek
modifiye edilmis platin elektrot Gzerine I-lizin-a- oksidaz enzimini immobilize ederek
amperometrik bir biyosensor gelistirmislerdir. pH ve akis hizi gibi deneysel
parametrelerin optimizasyonu ile spesifikligi disiik ticari enzimlerde bile substrat
girisimini minimize ettigini belirtmislerdir. Lizin 6l¢iimlerinde L-arjinin, L-histidin ve L-
ornitinden gelen girisim etkisinin %1, L-fenilalanin ve L-tirozinden gelen girisim etkisi
ise yaklasik %4 civarindadir. Gelistirilen yaklasim 0.02 mM-2mM lineer lizin cevap
araliginda c¢alismaya izin vermis, tayin limiti 4 pM’dir. Amperometrik biyosensor
aktivite kaybi olmadan 40 giin siiresince kullanilabilmistir. Polipirol tabaka elektroaktif
bilesiklerin girisim etkisini yok etmistir ve sunduklari metodun farmasétik numunelerde

ve peynir 6rneklerinde lizin tayini icin kullanilabilir oldugunu belirtmislerdir [30].

Chauhan ve arkadaslari 2013 yilinda lizin tayini igin lizin oksidaz enzimini Au/Pt
nanopartikiilleri ile modifiye edilmis Au elektrot Uzerine kovalent olarak
immobilizasyonu ile bir biyosensor gelistirmiglerdir. Ticari enzim kaynagi Trichoderma
viridie’dir, ¢capraz baglama ajani olarak glutaraldehit ve 3-aminopropiltrietoksisilan (3-
APTES) kullanmislardir. Enzim elektrodu taramali (scanning) elektron miroskopu (SEM),
fourier transform infrared (FTIR) spektroskopi, elektrokimyasal impedans spektroskopi
(EIS) ve donlsimli (siklik) voltametri (CV) kullanilarak karakterize edilmistir. Sensor
optimum cevabi 4 s ‘de vermistir, lineer aralik ve tayin limiti sirasiyla 1.0-600 uM ve 1.0
UM (S/N=3)’dir. Biyosensor sitte ve amino asit tabletlerinde lizin tayini icin kullanilimis
ve HPLC metod sonuglari ile birbirini desteklemistir. Enzim elektrodu yaklasik 4 ay

icinde 200 kullanim sonrasi vyaklasik %50 aktivite kaybina ugramistir [31].
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BOLUM 3

KURAMSAL TEMELLER

3.1 Biyosensorler

Son yirmibes yilda enzimlerin biyolojik kapasitesi hakkinda bilginin artmasi yeni
drdnlerin ve proseslerin dogmasina neden olmustur. Bu Urlinlerin arasinda en dnemli
olanlarindan bir tanesi biyosensorlerdir, geleneksel analitik tekniklere oldukga glicli bir
alternatiftir. Biyosensor teknolojisi spesifik biyolojik tanima elemaninin, sinyal Uretici
transduser ile kombinasyonudur. Bu teknoloji son vyillarda ozellikle biyomedikal
alaninda aygitlarin yaratilmasi nedeniyle olduk¢a gelisme kaydetmistir. Bu gelismis
teknoloji yatay olarak cevre, tarim ve gida gibi diger sektorlerede transfer edilmistir.
Biyosensorler gida endustrisinde gida kalitesini 6lgmek igin hizli ve ekonomik metodlar,

gida givenligi icin efektif proses kontrolii saglamaktadir [32].

Tim canhlar vyasadiklari ortamdaki degisimleri derhal algilayip yasamlarini
sirdiirebilmek icin degisimlere uymaya calisirlar. iste bu algilama mekanizmasi
biyosensorlerin in vitro kullanimi icin temel olusturmustur. Canlilara bu uyarilar
algilamayr mimkin kilan biyolojik maddelerin analiz sistemleri ile birlestirilmesi

biyosensorleri dogurmustur.

Biyosensorlerin tarihi 50’li yillarin ortalarinda L.C. Clarck’in Cincinnati Hastanesine
(Ohio, ABD) ameliyat sirasinda kanin O, miktarini bir elektrot ile izlemesiyle baslar.
1962 yilinda Clark ve Lyons, Glukoz Oksidaz (GOD) enzimini oksijen elektrodu ile

birlestirerek kanin glukoz diizeyini 6lcmeyi basardilar [33]. Boylece yeni bir analitik
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sistem olustu. Bu sistem bir yandan biyolojik sistemin yiksek spesifikligini (enzim),

diger taraftan ise fiziksel sistemin (elektrot) tayinsel duyarhligini birlestirmistir.

3.1.1 Biyosensorlerin Yapisi ve Fonksiyonu

Biyosensorler farkli ozellikteki iki elemanin (transduser ve biyoreseptor) birlesimi ile
olusurlar. Biyosensorin gorevi biyolojik bir olayin elektriksel sinyale donustirilmesidir.
Biyosensorlerin yapisinda yer alan biyokomponentler cogu kez biyoreseptor olarak
adlandirilirlar. Bunlarin iginde en yaygin kullanilanlar enzimler ve antikorlardir.

Biyosensorlerin yapisi ve fonksiyonu Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1 Biyosensorlerin yapisi ve fonksiyonu

BiYOKOMPONENTLER TRANSDUSERLER

e Enzimler Elektrokimyasallar
e Potansiyometrik
e Amperometrik

* Doku kesitleri

e Organeller e Konduktometrik
. e Transistorler
e Immuno ajanlar .
Optik
e Nukleik asitler * Fotometri

e Florimetri

* Luminesans
e Reseptdr molekiilleri Kiitle Digisimi

* Piezoelektrik

Isi degisimi
e Termistorler

e Mikroorganizmalar

Enzimler, mikroorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar ve niikleik asitler,
biyolojik membranlar icine vyerlestiriimis kimyasal reseptorler sensoérlerde
biyokomponent (biyoreseptor) olarak kullanilirlar. Biyoreseptorler analizlenecek
maddeyi donlslime ugratirlar ve bu donilsime eslik eden degisimler transduser
tarafindan algilanir. Yiiksek spesifikliklerinden dolayr enzimler en yaygin kullanilan
biyoreseptorlerdir. Transduserler, reseptorlerin  biyolojik reaksiyonunu 6lglebilir
fiziksel bir sinyale dondstirirler. Biyokimyasal reaksiyona gore transduser secilir.
Elektrotlar amperometrik ve potansiyometrik 6lgiimlerde kullanilir [34]. Biyosensor

calisma prensibi Sekil 3.1’de verilmektedir.
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Sekil 3.1 Biyosensor calisma prensibi

3.1.2 Biyosensoérlerin Uygulama Alanlari

Biyosensorler tip, tarim, gida, eczacilik, cevre kirliligi, savunma ve bircok endustriyel
aktivitede 6zelikle otomasyon, kalite kontrolli, durum tespiti ve enerji saklanmasinda

¢ok 6nemli rol oynarlar (Cizelge 3.2).

Cizelge 3. 2 Biyosensorler igin uygulama olanaklari

* Klinik teshis, biyomedikal sektor
* Proses kontrolu
0 Biyoreaktor kontrol ve analitigi
0 Gida uretim ve analizi
e Tarla tarimi, bag, bahce tarimi ve veterinerlik
* Bakteriyal ve viral teshis
e ilag analizi
e Endistriyel atik su kontrolu
e Cevre koruma ve kirlilik kontrolu
* Maden isletmelerinde toksik gaz analizleri

e Askeri uygulamalar
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Biyosensorler; gida maddeleri, metabolitler, vitaminler, antibiyotikler ilaglar gibi
organik maddeler, bazi anorganik bilesikler yaninda enzimler, virlsler ve
mikroorganizmalarin tayininde kullanilirlar. Bunlarin disinda BOD, toksisite ve
mutajenite testlerinde de uygulanmaktadirlar [29]. Biyosensor gruplari ve kapsadiklari

analizler Cizelge 3.3’de gorulmektedir.

Cizelge 3.3 Biyosensor gruplari ve kapsadiklari analizler

Biyosensér Grubu Kapsadigi Analiz Alani

. .y Kigik molekilli organik ve anorganik maddeler
Enzim sensorleri

(metabolitler, ilaglar, gida maddeleri, vitaminler,
antibiyotikler, pestisidler v.b.)

Mikrobiyal sensérler Enzim sensorlerinin  kapsadigi alanlar, BOD, toksisite,

mutajenite
DNA-sensorleri Virisler, patojen mikroorganizmalar
Immunosensorler Virlsler, patojen mikroorganizmalar, ksenobiyotikler

3.1.3 Enzim Sensorleri

Biyosensor teknolojisinin tarihsel gelisimine bakildiginda bu alandaki ilk calismalarin
enzim calismalari ile basladigi gorilmektedir. Biyosensor teknolojisindeki ilk 6rnekler
Ozellikle amperometrik ve potansiyometrik enzim elektrotlari seklinde ortaya ¢ikmistir.
Bu durumun en 6énemli nedeni o tarihteki bilgi birikiminin s6z konusu ¢aligmalar igin

yeterli dlizeye ulasmis olmasidir [34].

Biyosensor teknolojisinde elektrokimyasal esasli enzim sensdrlerinin tartisilmaz bir
GstinlGgu vardir. Bunun en 6nemli nedeni canli sistemlerle ilgili hemen hemen her
tlrli maddenin tayininde dogrudan ya da dolayl olarak kullanilabilecek binlerce

enzimin varhgidir.

Enzimler, spesifiklik ve duyarhliklarindan dolayr milkemmel analitik ajanlardir. Ancak
enzimin kararsizhgi, stabilitesi, enzimatik aktivitesini uzun sire koruma kapasitesi,
girisim, aktivator ve inhibitorler, analizin maliyeti gibi glicliikler, enzimlerin analitik
amaglarla kullanilmasini  kisitlamaktadir. Bu  glglikler, enzimler igin gesitli

immobilizasyon teknikleri gelistirilerek azaltiimistir.
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Serbest enzim immobilize edilerek katalitik aktivitesini daha fazla korumasi saglanir ve
cok fazla analizde kullanilabilir. immobilize enzim farkli endistriyel proseslerde
uygulama avantaji saglar, ve enzimin substratina olan ilgisini artirmak, optimum pH
araligini  genisletmek, inhibisyonu azaltmak, olasi mikrobiyal kontaminasyonu
engellemek gibi yeni mihendislik dizaynlarina adapte edilebilir. Temel olarak
enzimatik biyosensorlerde enzimler potansiyometrik, amperometrik, optometrik,
kalorimetrik veya pieozoelektrik transduserlere immobilize edilirler[32]. Bir enzim

sensorinin sematik gosterimi Sekil 3.2’de verilmektedir.

5, e
P N ( [ —
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] () =l = |
Hetici g T | |
[Transduser] @ B ©) e fe)

Temel Sensdr Tabakas: [§

Analit -
IS ubstrat]

Sekil 3.2 Enzim sensdrlerinin gengdmatik gosterimi

3.1.4 Enzim immobilizasyonu

Enzimler ¢ok spesifik katalizor olmalarina ragmen 6zellikle endistriyel uygulamalarda
serbest enzim reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklastirlamadigindan
reaksiyonun kontroli oldukga glctiir ve enzimin yeniden kullanilmasi mimkin degildir.
Enzimleri endistri icin daha kullanilabilir hale getirmek icin enzim immobilizasyonu
tizerine ¢alismalarda hizli bir artis olmustur. immobilize enzimin serbest enzim Uzerine

Ustinlikleri su sekilde 6zetlenebilir [34]:
-Serbest enzime gore daha kararlidir
-Aktivitesini kaybetmeden defalarca kullanilabilir

-Reaksiyon sonunda ortamdan sizme, santrifiijleme gibi yontemlerle kolayca

uzaklagtirilabilir
-Daha genis sicaklik ve pH araliginda c¢alisilmasina imkan verir

-Siirekli ve kesikli islemlerde rahatlikla kullanilabilir
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-Cok basamakl reaksiyonlarda daha fazla miihendislik tasarimina olanak verir
-Daha kararli oldugu icin mekanik ¢alismalarda ¢ok uygundur

-Enzimatik reaksiyon sonucu olusan triin olusumu kontrol altinda tutulabilir

3.1.5 Enzim immobilizasyon Yontemleri

immobilizasyon yéntemi enzimlerin kimyasal yapisi ve fiziksel durumuna gére
belirlenmektedir. Enzimler icin uygulanan tim immobilizasyon yontemleri protein
yapisindaki diger biyoreseptorler iginde uygulanabilir. Enzim immobilizasyon

yontemlerinin siniflandirilmasi [34] Sekil 3.3’de verilmistir.

Enzim Immobilizasyon Yéntemleri

Baglama Tutuklama
Capraz Matrikste Membranda
Taslyiciya < Tutuklama Tutuklama
Baglama Baglama
Membran
Adsorbsi Homo- Ko- Reaktorle
Kovalent Sorosl capraz capraz ri
yon Baglama Baglama

Capraz Sertlese-
Bagl )
Polimerde bilen Jelde

Sekil 3.3 Enzim immobilizasyon yéntemlerinin siniflandiriimasi
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3.1.5.1 Tasiyiciya Baglama Yontemleri

Kovalent Baglama: Enzimin ¢oziinmez bir molekil ile kovalent olarak baglanarak
kimyasal modifikasyonu esasina dayanmaktadir. Kovalent baglanma, enzim molekilu
Uzerindeki fonksiyonel gruplar Uzerinde gergeklestirilir. Enzimin yapisinda bulunan
aminoasitler Gzerinden yapilmamasi ve gruplarin sterik olarak engellenmemesi gerekir.
Biyoreseptorlerin kovalent baglanma ile immobilizasyonu biyosensoriin pH, iyon
siddeti ve sicaklik degisimlerine karsi direncini artirarak, defalarca kullanimina olanak

verir. Ancak biyolojik aktif molekilde kismi bir aktivite kaybina sebep olur.

Enzimler dogrudan transdusere veya dnceden uygun bir film veya tabaka ile kaplanmis
transdusere kovalent olarak baglanabilirler. Kovalent baglama enzim molekuli

Gzerindeki fonksiyonel gruplar lizerinden gergeklestirilir.

Adsorbsiyon yéntemi: immobilizasyonda kullanilan en eski ve en basit yéntemdir.
Yizey aktif, suda ¢oziinmeyen bir adsorbanin enzim cozeltisi ile karistirilmasi ve
enzimin asirisinin iyice yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanir. Adsorbsiyon islemi
sonrasi adsorblanmamis enzim yikanarak uzaklastirilmaktadir. Bu yontemde pH,
sicaklik, ¢6zlclinin dogasi, ortamin iyonik derisimi ile adsorban ve enzim

konsantrasyonlari gibi parametreler 6nem tagimaktadir.

Bu yontemin avantaji, enzimin immobilizasyonunun basit olmasi, degisik bicim ve
ylkteki tastyicilari segme olanagl vermesi ve adsorbe olmus enzimin kolaylikla
kosullarina bagh olarak desorbe olabilmesidir. Seliiloz asetat membranlari, polistiren,

polivinilklortr (PVC), silika en ¢ok kullanilan adsorbanlar arasindadir.

Iyonik Baglama: Iyon degistirme yetenegine sahip, suda ¢dziinmeyen tasiyicilara
enzimin iyonik olarak baglanmasi esasina dayanir. iyonik baglama cok yumusak
kosullarda gerceklestiginden, enzimin konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklige
neden olmaz. Ancak enzim-tasiyici arasindaki bag cok gli¢li olmadigi icin enzim kagisi

s6z konusu olabilir.

Selat Baglama: Bazi metallerin selatlasma 6zellikleri sayesinde enzimlerin organik veya

inorganik taslyicilara baglanmasi esasina dayanir.

Biyospesifik Baglanma: Enzimler ile antikorlar ve lektinler arasindaki biyospesifik

etkilesimden yararlanarak immobilizasyon gergeklestirilir.
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3.1.5.2 Capraz Baglama Yontemleri

Bu yontem tutuklama yontemi ile kimyasal baglanmanin birlestirilmis sekli olarak
uygulanir. Capraz baglayici reaktif olarak glutaraldehit, hekzametilen diizosiyanat,
diflorodinitrobenzen ve disliksinilsuberat yaygin olarak kullanilir. Glutaraldehit en sik

kullanilan bifonksiyonel reaktiftir. Ortamdaki konsantrasyonu %2-5 (a/a) olmalidir.

Capraz baglamada daldirma ve dogrudan baglama yontemi olmak lizere iki yontem

kullantlir.

Daldirma Yontemi: Elektrot 6nce enzim ve reaktif polimeri veya enzim, albumin ve
jelatin gibi inert bir protein ve ¢apraz baglayici reaktifi iceren karisima daldirilir. Daha
sonra elektrot kendi ekseni etrafinda homojen bir enzim tabakasi elde edecek sekilde
dondirilir. Elektrot yizeyinde olusan film bir O-ring ile tutturulur. Son olarak elektrot
glisin ¢ozeltisine daldirilarak nétrallestirilir ve gapraz baglayicinin fazlagi uzaklastirilir.

Yontem cok kolay ve 6zellikle kiiclik transduserler icin ¢cok uygundur.

Dogrudan Baglama Yontemi: Kullanilacak enzim ¢ok pahali ise bu durumda dogrudan
baglama yontemi kullanilabilir. Bu yontemde yaklasik 10 pl enzim ¢ozeltisi bir kilcal
boru yardimiyla donistliriici ylzeyine ince bir tabaka olusturacak sekilde damlatilir.

Daha sonra ¢apraz baglayici reaktif ilave edilir.

3.1.5.3 Kopolimerizasyon Yontemleri

Enzimler bir kopolimerizasyon reaksiyonunda monomerlerden biri gibi davranarak

matrikse baglanir. Bu yontem ile enzimin kagisi 6nlenir.

3.1.5.4 Tutuklama Yontemi

Enzimlerin bir membran veya tabaka (matriks) icerisinde hapsedilmesidir. Bu yontem
enzimlerin yanisira organeller, hiicreler ve antikorlar iginde uygulanabilir. Tutuklama
icin en yaygin kullanilan film veya matriksler nisasta, poliakrilamid, silikon lastigi,

polivinil klorir ve polivinil alkoldur.
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3.1.6 Enzim Sensorlerinin Siniflandirilmasi

Enzim sensorleri en genel anlamda bakildiginda diger biyosensorlerde oldugu gibi
biyoaktif tabaka, iletici ve Olgim sisteminden olusmaktadir. Enzim sensorlerinin
siniflandiriimasi en yaygin bir sekilde, enzimatik reaksiyon uyarinca olusan sinyalin
belirlenme ilkesine gore vyapilmaktadir. Cizelge 3.4’de enzim sensorlerinin

siniflandirilmasi 6zetlenmistir [34].

Cizelge 3.4 Enzim Sensorlerinin Siniflandiriimasi

1. Elektrokimyasal esasl enzim sensorleri
e Amperometrik esasli enzim sensorleri
- Birinci nesil amperometrik enzim elektrotlari
- ikinci nesil amperometrik enzim elektrotlari
-Uglincii nesil amperometrik enzim elektrotlari
e Potansiyometrik esasli enzim sensorleri
-Amonyum duyar potansiyometrik enzim elektrotlari
- Proton duyar potansiyometrik enzim elektrotlari
- Karbondioksit duyar potansiyometrik enzim elektrotlari
-Diger iyon duyar potansiyometrik enzim elektrotlari
* Yariiletkenlik esasl enzim sensorleri
-Enzim alan etki transistorleri (ENFET)
2. Optik esasli enzim sensorleri
* Absorbsiyon esasli optik enzim sensérleri
*  Flurosans esasli optik enzim sensorleri
e Biyoluminesans esasli optik enzim sensorleri
3. Piezoelektrik esash enzim sensorleri

4. Kalorimetrik esasli enzim sensorleri

3.1.6.1 Amperometrik Enzim Sensorleri

Amperometrik biyosensorler biyomolekiiler elektronigin en yaygin, cok sayida ve ticari
olarak sunulmus araglaridir.  Amperometrik biyosensérlerin  6nemi, analitik
biyoteknoloji alaninin gelismesinin bunlarla baslamasi nedeniyledir. Biyosensorlerin
Ozellikle amperometrik biyosensorlerin arastirilmasi Clark tarafindan 1956 yilinda

oksijen elektrodu ¢alismalarinin yayinlanmasiyla baslamistir[30].
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Amperometri genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim siddetinin Olgimin{ esas
alir. S6zkonusu akim yogunlugu calisma elektrodunda yikseltgenen veya indirgenen
elektroaktif tiirlerin konsantrasyonunun bir fonksiyonudur. ikinci elektrot referans
elektrot olarak is gorir. Sinyal, elektrot yilizeyine kitle aktarim hizina baghdir.
Elektroaktif bir GrlGnin salinivermesi ya da reaktifin biyokatalitik reaksiyona bagl
olarak tiiketimi platin gibi inert bir calisma elektrodunda dogrudan izlenebilir. Sinyal
olusturan tiirlin sensor yuzeyinde tiiketilmesi nedeniyle, iletici ile biyoaktif tabaka ara
yuzeyindeki Urin derisiminin sifir oldugu varsayilir. Bu nedenlerden dolayi,
amperometrik enzim sensorlerinde denge durumundaki reaksiyon hizi, enzim iceren
biyoaktif tabakanin bir yari gecirgen membranla c¢evrelenmis oldugu kosulda,

substratin s6z konusu membrandan difiizyon hizina esittir[34].

3.1.6.2 Potansiyometrik Enzim Sensorleri

Potansiyometri en genel anlamda bir calisma ve referans elektrot arasindaki
potansiyel farkinin 6lgimiini esas alir. Elektrot potansiyelinin belirlenmesi dogrudan
analit konsantrasyonunu tanimlar. Elde edilen sinyal Nerst Kanunu uyarinca
konsantrasyonun logaritmasi ile orantilidir. Potansiyometrik enzim sensorlerinde
kullanilan temel sensorler, pH veya tek degerlikli iyonlara duyar iyon-segimli
elektrotlar, anyon veya katyonlara duyar iyon-secimli elektrotlar ve karbondioksit ve
amonyaga yonelik gaz duyar sensorlerdir. Potansiyometrik esasli enzim sensorleri, bu
sensorler (izerine uygun immobilizasyon yontemleri kullanarak bir veya birden cok
enzimin pratik yontemlerle immobilize edilmesi ile hazirlanir. Potansiyometrik esasli bir

biyosensoriin sematik gosterimi Sekil 3.4’de verilmektedir.
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Fotansiyometrik esasl bir
kiyvosensdrim sematik

| giisterimi
B A Elekirod dig celoeti,
P B: I¢ doldurma ¢ dzeltisi,
C: CampH elekirot,
F— I D: O-ring,
. D E: Immohilize enzimi
E iceren biyoaltif tabalca,

F: Gaz-gecirgen membran,
G : Koruyucu membran.

Penisilin_____Penisilinaz Penisiloat + H*

Sekil 3.4 Potansiyometrik esasli biyosensor sematik gosterimi

Cam elektrot ile gaz duyar membran arasinda ince bir doldurma g¢ozeltisi bulunur.
Doldurma ¢ozeltisi karbondioksit duyar sensorlerde sodyum bikarbonat, amonyak
duyar sensorlerde amonyum klorirdiir. Potansiyometrik cevap, enzimatik reaksiyon
sonucu acgiga cikan gazin (CO, veya NH3) gaz gecirgen membrani gecerek, doldurma

¢Ozeltisine difizlenmesi ve bir pH degisimi olusturmasiyla belirlenir.

Gahsma elektrodu, ¢ozeltideki tirlerden bazilarina segimlilik gosterir. Analizi yapilacak
¢Ozeltiye daldirilan bu elektrot ile ayni c¢ozeltiyle temasta olan bir karsilastirma
elektodu arasinda olusan gerilim degeri ile analizi yapilan tlrin derigsimi arasinda
logaritmik bir iliski vardir. Potansiyometrik enzim sensoérlerinde referans elektrot
kullanildigr durumlarda, hazirlanan enzim sensori 6lgiim yapilacak ¢ozeltinin yanina
yerlestirilir. Enzim elektrodu ile referans elektrodun iliskisi bir mV metre ile

saglanir[34].

3.1.6.3 Yari iletkenleri Esas Alan Enzim Sensorleri

Temel sensor olarak metal oksit yari iletken alan etkili transistorleri yada iyon duyarli
etkili transistorleri esas alan bu tir enzim sensorleri, enzim ile alan etki
transistorlerinin birlestirilmesini ifade edecek sekilde enzim alan etki transistori olarak

adlandirilir.
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3.1.6.4 Optik Esashi Enzim Sensorleri

Enzimatik reaksiyon sonucu olusan kimyasal yada fizikokimyasal bir degisimin
Olcimulni esas alir. Sinyal 151k yansimasi, sagilimi yada yayimi sonucu olusur. Optik lifin

Uzerine enzim immobilizasyonuyla gerceklestirilir.

3.1.6.5 Kalorimetrik Esasli Enzim Sensorleri

Temel ilkeleri enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminden yararlanarak substrat
konsantrasyonunu belirlemekten olusur. Genel olarak enzimatik reaksiyonlarin
ekzotermik dogasindan yararlanilir. Enzimatik reaksiyon sonucu meydana gelen sicaklik

degisimi ile substrat konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliskiden sonuca ulasilir.

3.1.6.6 Piezoelektrik Esasli Enzim Sensorleri

Bir piezoelektrik sensoriin Uzerinde enzim immobilizasyonuyla gergeklestirilen
piezoelektrik enzim sensérlerinde, enzim molekdllerine substratlarin baglanmasindan
dolayi olusan kiitle degisimlerinin piezoelektrik kuartz diskin titresiminde neden oldugu
farklanmadan vyararlanilarak madde miktarina ulasilir. Piezoelektrik esasli enzim
sensorlerinin ylizey akustik dalga (SAW) ol¢climini esas alan farkli modellerinde ¢ok

daha duyarli tayinle yapmak mimkindr.

3.1.7 Enzim Elektrotlarinda Performans Faktorleri

Genel anlamda bir enzim sensoriini karakterize eden onun calisma niteliklerini ve
verimini belirleyen faktorlerdir. Hazirlanan biyosensoriin  hedeflenen amaglar
cercevesinde kullanilabilir olup olmadigina ancak peformans faktorlerinin ayrintili bir

sekilde belirlenmesinden sonra karar verilebilir.

3.1.7.1 Kalibrasyon ve Duyarlilik

Duyarhlik derisimdeki bir birim degisiklik i¢in biyosensor sinyalinin zamanla degisimi
olarak tanimlanir. ideal olarak bir biyosensériin duyarliligi biyosensér émrii boyunca
sabit kalmalidir. Biyosensorin duyarliigl, analizi yapilacak maddenin bir dizi belli

konsantrasyondaki cozeltilerini iceren standart ¢ozeltiler ile yapilan olgciimler sonucu
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kalibrasyon grafigi cizilerek belirlenebilmektedir. Zamanla biyosensér duyarliigindaki

degisimin belirlenebilmesi icin genellikle hergiin kalibrasyon yapilmasi gerekmektedir.

3.1.7.2 Kararhhk

Bir enzim elektrodunun kararhhgi, diger faktorlerde yeterli kosullar saglandiktan sonra
onun pratik kullanilabilirliginin en énemli belirteglerinden biridir. Kararlilik biyosensor
omrinin uzunlugu hakkinda bilgi verir. Uzun 6mur ayni materyal ile ¢cok sayida analizin
yapilabilecegini ifade eder, buda maliyet ve isglici agisindan blyuk avantaj saglar.
Biyolojik materyal agisindan enzim sensérinin kararliligi incelendiginde enzimin saflik
diizeyi, kaynag ve immobilizasyon yontemi gibi parametreler biiyik 6nem tasir.
Genelde fiziksel immobilizasyon ydntemlerinin kullanilmasi durumunda biyosensor
omri kimyasal yontemlere gore daha kisadir. Calisma kosullari acisindan bakildiginda,
analiz igin yeterli kosullari sagliyorsa, nispeten dusik sicakhklarda ¢alismak biyosensor

omrinu uzatir.

3.1.7.3 Tayin Araligi ve Tayin Siniri

Kalibrasyon grafiginde substrat konsantrasyonu ile sensor cevabi arasindaki iliskinin
dogrusal oldugu konsantrasyon araligina ‘dogrusal aralik’ denir. Bu dogrusal grafigin en
alt siniri tayin siniri olarak tanimlanir. Bu deger bir kesinlik ve dogruluk ifade eder.
Tayin sinirt kalibrasyon grafiginin, dogrusal kisminin zemin ekstrapolasyon ile kesistigi

nokta olarak tanimlanir.

Potansiyometrik enzim sensorlerinde kalibrasyon grafigi substrat (ya da Grin)
konsantrasyonunun logaritmasi ile potansiyel arasinda cizilir. Genelde tayin sinirinin

10° M ‘dan daha diisiik bir deger olmasinin énemi vurgulanir.

Dogrusal tayin araliginin ve tayin sinirinin ¢alisma igin uygunlugu, hedeflenen analizde
analizlenecek maddenin analiz ortamindaki diizeyi ve girisim yapabilecek diger

maddelerle birlikteliginden 6nemli élglide etkilenmektedir.

Bunun vyanisira biyosensor cevabini etkileyen parametreler, dogrudan sensor
kalibrasyonunu da etkilemektedir. Ornek olarak enzim sensorleri incelendiginde baslica

pH, sicaklik ve girisimcilerin sensdr cevabini etkileyerek tayin araligini degistirebilirler.
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3.1.7.4 Cevap Siiresi

Cevap suresi, biyosensoriin, analizlenecek maddenin bulundugu ortama temas ettigi
andan itibaren 6l¢im dizeneginden sonucun okundugu ana kadar gegen siredir.
Biyosensorlerin blyilk bir hizla yayginlasmasinin en énemli nedenlerinden biri, ideal bir
biyosensoriin de temel niteliklerinden olan pratik bir islemle kisa slirede sonug
verebilmesidir. Cok sayida 6rnegin sdzkonusu oldugu rutin analizlerde mimkiin olan

en az on islemle en kisa siirede elde edilen sonug bliyiik 6nem tasir.

Biyosensorler igin cevap zamani genel olarak birkag saniye ile birka¢ dakika arasinda
degisir. 5 dakikaya kadar olan degerler kabul edilebilir. Ancak 10 dakika gibi bir sire

oldukga uzun kabul edilir.

3.1.7.5 Segcicilik

ideal bir biyosensériin sadece hedef analitin derisimindeki degisikliklere cevap vermesi
ve diger tirlerin varligindan etkilenmemesi gerekir. Enzimatik reaksiyonun substrat
ve Urunleri ile girisim yapan maddelerin bulunmasi durumunda sensor sinyali
etkilenerek hedef analitin derisimi yanhs tayin edilir. Bu problem girisim yapan
maddelerin bir 6n islem ile uzaklastirilmasi veya bunlardan etkilenmeyen bir sensér

kullanilmasi ile giderilebilir.

3.1.7.6 Tekrarlanabilirlik

Enzim sensorlerinde tekrarlanabilir sonuglar elde edilmesinde kullanilan enzimin
aktivitesi, kararhihgi ve saflik diizeyi blyik 6nem tasir. Ancak karakteristik 6zellikleri cok
iyi bilinen enzim preparatlarinin kullanilmasi durumunda bile sensér hazirlama
asamalari ve calisma ortam ve kosullari acisindan beklenen niteliklerde biyik
farklanmalar go6zlenebilir. Bu nedenle hazirlanan sensorle tekrarlanabilirlik

denemelerinin gergeklestirilmesi bir zorunluluktur.

3.1.7.7 Sicakhk

Enzim katalizli reaksiyonlarin hizlari sicakliga c¢cok duyarlidir. Enzimin optimum
sicakhgindan uzaklasilmasi durumunda 6zellikle termal kararlihg diisiik olan enzimlerin

tersinmez denaturasyonuna neden olarak sensér cevabini olumsuz yonde etkiler.
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3.1.7.8 Tibbi Uygulamalarda Kullanilacak Biyosensorler i¢in Biyouyumluluk

Hastallk tedavisinde veya biyosensorin insan  vicuduna uzun  sireli
implantasyonlarinda 6nem kazanmaktadir. Biyosensoriin  bulundugu biyolojik

elementlerin aktivitesini etkilememesi gerekmektedir.

3.2 Lizin Tayininde Kullanilan Materyallere Genel Bakis

3.2.1 Lizin Oksidaz

L-lizin oksidaz (E.C 1.4.3.14) enzimi kofaktori FAD olan, oksidoreduktaz sinifinda yer
alan, bu sinifta ozellikle CH-NH, grup donori ve oksijen akseptori olan sinifa aittir.
Diger yaygin olarak kullanilan isimleri L-lizin a- oksidaz ve L-lizil a- oksidaz’'dir. Enzim

asagida reaksiyonda goruldugu gibi lizinin degradasyonunda yer alir.

Lizin oksidaz

Lizin + O, +H,0 ——» 2-oxo-6-aminokaproik asit + H,0, + NH,"

Bu calismada kullanilan L-lizin a-oksidaz enzimi ticari olarak mevcut olan bir enzim olup
Sigma’dan temin edilmistir. Trichoderma viride’den elde edilen enzim iki 6zdes altbirim
iceren bir dimerdir ve yaklasik molekul agirhigi 56 kDa’dur. Enzim her bir altbirime bagh
1 mol FAD icermektedir ve bu prostetik flavin grubu asidik kosullarda proteinden
ayrilmaktadir. Proteinin ikincil yapisi %13 a heliks ve %33 B-plakalari igerir[31]. Enzim,
L-ornitin, L-fenilalanin, L-arginin, L-histidin ve L-tirozin Uzerinde de yavasta olsa
reaksiyon gosterir. Enzimin Km degerleri substrat olarak L-lizine karsi 0.04 mM, L-

ornitine karsi 0.44 mM ve L-fenilalanine karsi 14 mM’dir [32].

L-lizin oksidaz enzimi Trichoderma viride’den yeni antitimor ajan arayislari sirasinda
bulunmustur, Kusakabe ve arkadaslari tarafindan izole edilen enzim saflastirilarak
karakterize edilmis ve enzimin antineoplastik aktivite gosterdigine dair kanitlar
sunulmustur. Farkh kaynaklardan pek c¢cok L-amino asit oksidazlar L-lizin Gzerinde
aktivite gosterirler. T.viridie’den elde edilen enzim spesifik olarak lizinin a-
oksidasyonunu katalizler. Bu anlamda tektir ve bu nedenle L-Lizin a-oksidaz olarak

isimlendirilir [37].
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Enzimin izoelektrik noktasi pH 4.35 olarak tespit edilmistir, p-kloromerkiribenzoat ve
HgCl, enzimi inhibe eder fakat D-lizin ve diger maddelerin ¢ok hafif veya inhibisyon
etkisi yoktur. Enzimin aminoasit kompozisyonu belirlenmistir. Substrat spesifikligi
cahsilmistir, relatif aktivite oksijen elektrodu ile tayin edilmistir, Cizelge 3.5'te relatif

akitivite bilgileri sunulmustur;

Cizelge 3.5 Lizin oksidaz’in yaklasik aktivite degerleri

Substrat Yaklasik aktivite (%)
L-Lizin 100.0
L-Ornitin 18.2
L-Fenilalanin 8.3
L-Arjinin 6.1
L-Tirozin 5.5
L-Histidin 3.8
Dihidroksi-L-fenilalanin 2.5
DL-p-Nitrofenilalanin 2.8
DL-Homolizin 311
d-Hidroksi-L-Lizin 37.1
L-Lizin hidroksiamat 62.1
S-(B-Aminoetil)-L-sistein 9.8

S-(B-Aminoetil)-L-homosistein 34.8
S-(B-4-Piridiletil)-L-sistein 2.7

Trichoderma viride’den elde edilen ve saflastirilan enzim karakterize edilmistir.
Enzimatik aktivitenin degisik tamponlarda pH etkisi calisilmis, maksimum aktiviteyi pH
7.4-9.2 arasinda vermistir, tampon tipi aktiviteyi etkilememistir. 30-70 °C sicakliklari
arasinda enzim aktivitesi 6lctilmis, bagil aktivite 30 °C’'de %82, 37 °C'de %100, 50 °C'de
%103, 70 °C'de %58 olarak bulunmustur [37].

Lukasheva ve Berezov (2002) tarafindan Trichoderma harzianum Rifai’den izole
ettikleri L-lizin a-oksidaz enziminin fizikokimyasal ve biyolojik 6zellikleri galisiimigtir ve
Trichoderma viride’den izole edilen lizin oksidaz enzimi ile kiyaslanmistir. Enzim

reaksiyonu sonucu esansiyel aminoasit L-lizin seviyesinin azalisi ve hidrojen peroksidin
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olusumu, L-lizin a-oksidaz enzimin sitotoksik, antitumor, antimetastik, antiinvasif,
antiviral aktivite ve immunomodulator etkisi gibi 6zelliklerinin aciklamasi olarak
belirtilmistir. Dogal L-lizin oa-oksidaz ve immobilize formlari degisik biyolojik
materyallerde L-lizin konsantrasyonu tayininde kullanilabilir. Her iki kaynaktan elde
edilen enzim amino asit dizilimi, proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilari, optimum

pH’si gibi 6zelliklerinde farkliliklar gdsterdigi belirtilmistir [38].

Lizin oksidaz bakteri, maya ve funguslari iceren mikroorganizmalarda genis bir dagilim
gosterir. Trichoderma turid funguslarda L-lizin a-oksidaz (EC.1.4.3.14) denilen bu
oksidorediiktaz enzim invivo olarak disiik terapotik dozlarda antitumor aktivite
gosterir, L-lizinin katabolik yikimini baslatir. L-lizinin basit, hassas ve spesifik olarak
tayininde kullanilir. Ozellikle gidalarda ve iceceklerde lizin iceriginin tayininde, lizinurea
ve hiperlisinemiada tani amach kullanilabilir. Enzimin hiperlisinemiada terapdtik ilag
olarak kullanimi beklenmektedir. Ayrica hiperlisinemia hastalari i¢in distk-lizin icerikli

gida hazirlanmasinda kullanilabilir [39].

3.2.2 Nonaktin

Giinlimizde valinomisin ve makrotetrolit grubu antibiyotikler sirasiyla K™ ve NH;"
katyonlari igin en uygun nétral komplekslestirici ligandlardir. Komplekslestirici molekdil,
cok disli bir ligand olmali ve icinde oyuk bulunduran kararl bir yapiya sahip olmaldir.
Oyuk, katyonu igine almaya uygundur. Katyonlar igin polar koordinasyon gruplari,
ligand atomu olarak tercihen oksijen icermelidir. Nonaktin, NH," katyonu icin en uygun
ligandtir, aktinomiset kdlturlerinden elde edilir. Sekil 3.5'te nonaktinin kimyasal yapisi

verilmektedir.
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Monactin (MON): R =Ry =Ra=R;=CH;s
Mcnactin: Ry = CHaCHa, By = Ra=Ry=CH;
Diractin: R)=R3=CH;CHy, Ry =Ry =CH;y
Trinactin: R; =Ry =R3=CH,CH; Ry =CH;4
Tetranactin: R; =R =R; =R, =CH,CH;

Sekil 3.5 Nonaktin kimyasal yapisi

Nonaktinin dort eter oksijeni amonyum iyonu ile hidrojen bagi olustururken, dort
karbonil oksijeni katyonu dipol interaksiyonu ile kararli hale getirir. Nonaktin son
zamanlarda amonyum gibi katyonlarin mikromolar seviyesinde tayini icin ticari iyon
segici elektrotlarda iyonofor olarak kullaniimaktadir. Bdyle iyon-segici sensorler,
biyolojik drneklerde tre ve kreatin konsantrasyonlarinin indirekt olarak olgilmesinde

faydalidir [34].

3.2.3 Palmitik Asit

Palmitik asit (hekzadekanoik asit) bitki ve hayvanlarda yaygin olarak bulunan doymus
yag asitlerinden biridir. Molekial formili CHsz(CH,)14COOH olan beyaz kati
gorinimdedir. Adindan da anlasilacagi gibi palmiye yaginda bulunur ancak tereyagi,
peynir, sit ve ette de bulunmaktadir. Palmitik asit tirevleri Il. Dinya Savas’inda

napalm tretiminde kullanilmistir.

3.2.4 Dioktil Sebakat (DOS)

Dioktil sebakat (DOS) renksiz veya acik sari renkte ve 6zel bir kokuya sahip yagimsi bir
sividir. Hidrokarbon, alkol, ester tipi, eter, benzen ve diger organik c¢oziicilerde
¢ozunur. Az buharlasan ve plastiklestirme hizi yiksek olan DOS, soguga ve isiga karsi
dayaniklihk gosterir. Genellikle PVC, kloroetilen kopolimeri, nitroseliloz (NC), etil
seliiloz ve sentetik kauguk gibi maddelerde de plastiklestirici madde olarak kullanilr.
Ozellikle soguga karsi direngli kablolarin, cilt bezinin, ince film, serit materyalleri v.b.

yapiminda kullaniimaktadir. Yapisal formula Sekil 3.6’te verildigi gibidir.
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Sekil 3.6 Dioktil sebakat kimyasal yapisi

3.2.5 Glutaraldehit

Glutaraldehit, o6zellikle enzimlerin kovalent immobilizasyonunda sikhikla kullanilan
bifonksiyonel bir reaktiftir. Biyosensor gelistiriimesinde kullanilan  biyoaktif
materyallerin (enzim, hicre, doku v.b.) jelatin, kollajen, kitosan gibi biyolojik
molekillerle birlikte glutaraldehit ile capraz bag olusturmasi esasina dayali
immobilizasyon yontemi oldukca sik kullaniimaktadir. Yontem kolay uygulanabilir
olmasi yaninda immobilize sistemin termal, operasyonel ve depo kararliligini artirmasi
bakimindan tercih edilmektedir. Glutaraldehidin kimyasal yapisi asagida Sekil 3.7’te

verilmektedir. Glutaraldehit ile gapraz baglama reaksiyonu Sekil 3.8’de verilmektedir.

T
H=E—({CHz)5~C—H
O

Sekil 3.7 Glutaraldehit kimyasal yapisi
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Sekil 3.8 Glutaraldehit capraz glama reaksiyonu

3.2.6 Poli(vinilkloriir) (PVC)

iyonoforlar ile birlikte poli(vinilkloriir) (PVC) ‘nin kullanimi biyosensérlerin cevap
sliresinin daha kisa olmasi, tekrarlanabilirliginin iyi olmasi ve tasariminin kolay olmasi
gibi avantajlar saglamaktadir. Genellikle enzimler PVC iyon-segici membranlara
glutaraldehit ¢apraz baglama reaksiyonlari ile immobilize edilirler. Fakat PVC
membranin hidrofobik ylizeyine enzimin immobilize edilmesi zordur. PVC membranda
fonksiyonlu gruplar olusturarak daha etkili enzim immobilizasyonu gergeklestirilebilir.

Poli(vinil klortir) PVC kimyasal yapisi asagida Sekil 3.9’da verilmektedir.
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Sekil 3.9 Poli(vinil klortir) kimyasal yapisi
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3.2.7 1-etil—3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC)

Formdli asagida verilen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid, c¢alismada
poli(vinilkloriir) membrani aktiflestirmek amagli kullaniimigtir. EDC'nin kimyasal yapisi

Sekil 3.10’da asagida verilmektedir.

(CH3)2N-(CH2)3-N=C=N-C2H5

Sekil 3.10 EDC kimyasal yapisi
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BOLUM 4

MATERYAL VE METOD

4.1 Kullanilan Cihazlar

Cozeltilerin potansiyel olciimleri Thermoscientific ORION 4 STAR iyonmetre, pH
Olcimleri pH-ISE Benchtop ile yapildi. Referans elektrot olarak ¢ift temash gimus-
gimus klorir elektrot kullanildi (Orion 90-02). Bu elektroda i¢ dolgu ¢ozeltisi olarak
ORION 900002 ve 900003 katalog numaralh ¢ozeltiler dolduruldu. Cozelti ilaveleri igin
Brand marka mikro pipetler kullanildi. Bu calismada kullanilan bidestile su PURELAB

Classic cihazi kullanilarak temin edildi.

4.2 Kullanilan Enzim

Bu calismada ticari olarak mevcut olan 25U L-lizin oksidaz (E.C. 1.4.3.14) Trichoderma

viride (Sigma) enzimi kullanildi.

4.3 Kullanilan Kimyasal Maddeler

L-lizin monohidrokloriir ve tetrahidrofuran (THF) Merck’den, kalibrasyon igin kullanilan
amonyum kloriir, amonyum secici membran olusturmak icin kullanilan poli(vinilklordir)
(PVC) Fluka’dan, Trizma HCI ve Trizma baz, nonaktin, bis-(2-etil)hekzil sebakat (DOS),
palmitik asit, glutaraldehit c¢ozeltisi (25% a/a) ve 1-etil-3,3-dimetilaminopropil
karbodiimid (EDC) Sigma’dan temin edilmistir. Calismamizda kullanilan askorbik asit ve

14 amino asit Sigma’dan temin edilmistir.
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Calismada kullanilan amino asitlere ait bilgiler Cizelge 4.1'de verilmektedir;

Gizelge 4.1 Calismada kullanilan aminoasitler

Aminoasidin Adi Uriin kodu Firmasi Formuli Molekul agirhg

(g/mol)

Glisin 12109032 SIGMA C,HsNO, 75,07
L-serin 11309065 SIGMA CsH7NO; 105,09

L-arginin 41409175 SIGMA CeH14N40; 174,2
L-askorbik asit 1000528198 SIGMA CeHsOg6 176,12
L-sistein W813876 SIGMA C3H;NO,S 121,16
L-valin 41209252 SIGMA CsH11NO; 117,15
L-lizinhidroklorir 62930 SIGMA CeH14N,0,.HCI 182,65

L-alanin 21509098 SIGMA CsH7NO, 89,09
L-histidin 52309019 SIGMA CeHoN30, 155,15
L-metiyonin WA18354 SIGMA CsH11NO,S 149,21
L-glutamik asit 11509104 SIGMA CsHsNO4 147,13
Triptofan T8941 SIGMA C11H12N,0, 204.23
L-Fenilalanin P2126 SIGMA CoH11NO, 165.19
L-Aspartik asit A93100 SIGMA C4H7NO,4 133.10
L-izoleusin 58879 SIGMA Ce¢H13NO, 131.18
L-Prolin 31309046 SIGMA CsH9NO, 115.13
L-Leusin 31109065 SIGMA CeH13NO; 131.17
L-glutamin EC200.292.1 SIGMA CsH1oN,03 146,15
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Tez calismasinda Solgar firmasi tarafindan Gretilen L-lizin tablet ve kapsul kullaniimistir.
Lizin tablet (Solgar), her bir tablette 1000 mg L-lizin HCl ve 5 mg sodyum igerir. Lizin
kapsul (Solgar) 75 mg lizin ve 75’er mg histidin, izoleusin, metionin, fenilalanin, treonin

ve valin icermektedir.

4.4 Kullanilan Cozeltiler

4.4.1 Tris Tampon Cozeltisi

Trizma baz ¢ozeltisi: 6.055 g Trizma baz suda ¢ozilerek 500 mL’ye tamamlanarak 0.1

M’lik stok ¢ozeltisi hazirlandi.

Trizma-HCl ¢ozeltisi: 7.880 g Trizma-HCI suda ¢o6zllerek hacmi 500 ml'ye

tamamlanarak, 0.1 M’lik stok ¢ozeltisi hazirlandi.

Hazirlanan stok ¢ozeltilerden belli oranlarda karigtirilarak pH 7.5’e ayarlandi. Tampon

¢oOzeltileri kullanilmadigi zaman buzdolabinda saklandi.

4.4.2 Amonyum Kloriir Cozeltileri

Stok Amonyum Klorir Cozeltisi: 1.0M standart amonyum klorir ¢ozeltisi kullanilarak,
1.0x10-1.0x10°M konsantrasyon araliginda stok amonyum kloriir ¢ozeltileri
hazirlandi. Elde edilen amonyum klorir ¢6zeltilerinde Tris tampon konsantrasyonu

0.01 M, c¢ozeltilerin pH’1 7.5’e, Trizma baz veya Trizma-HCI kullanilarak ayarlandi.

Amonyum klorir ¢ozeltileri kalibrasyon grafiklerinin gizilmesi igin kullanildi.

4.4.3 Lizin Cozeltileri

Stok Lizin Hidrokloriir Cozeltisi: 1.0 M stok lizin ¢ozeltisi hazirlamak igin, 4.566 g lizin

hidroklorir tartilarak bir miktar suda ¢6zildi, hacim 25.0 mL’ye su ile tamamlandi.

Hazirlanan 1.0 M stok lizin ¢ozeltisi kullanilarak 1.0x10-1.0x10°M konsantrasyon
araliginda stok lizin ¢oOzeltileri hazirlandi. Elde edilen lizin ¢ozeltilerinde Tris tampon
konsantrasyonu 0.01 M, ¢ozeltilerin pH’1 7.5’e, Trizma baz veya Trizma-HCI kullanilarak

ayarlandu. Lizin ¢ozeltileri kalibrasyon grafiklerinin cizilmesi icin kullanildi.
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4.4.4 CGalisma Elektrodu i¢ Dolgu Gézeltisi

Amonyum, lizin tayini icin hazirlanan ¢alisma elektrodu i¢ dolgu ¢ozeltisi olarak, bolim
3.4.2’de belirtildigi gibi hazirlanan 1.0x10°M amonyum kloriir (pH 7.5) cozeltisi
kullanildi.

4.4.5 L-lizin Kapsiil ve Tabletinde (Solgar) Lizinin Tayini icin Hazirlanan Lizin ve
Numune Cozeltileri

L-lizin biyosensori yardimiyla L-lizin tablet ve kapsdillerde lizin tayini igin girisim etkisini
gérmek amacgh farkli konsantrasyonlarda 1.0X10" M -1.0X10" M araliginda lizin
icerecek sekilde tablet ve kapsiil numuneleri tartildi, distile suda ¢o6zildi ve 0.45
mikron filtreden suzlldl, ayni konsantrasyonda lizin iceren kalibrasyon ¢ozeltileri 0.1

M Tris (pH7.5) tampon kullanilarak hazirlandi.

4.5 Amonyum-Secici Elektrot

Palmitik asit igceren PVC kullanilarak hazirlanan amonyum-segici membran bilesimi

Cizelge 4.2'de asagida verilmektedir:

Gizelge 4.2 Palmitik asit iceren PVC kullanilarak hazirlanan amonyum-segici membran

bilesimi
Membran Bilegenleri % | Kiitle, mg
PVC 30.0 118.0
Palmitik asit 3.0 13.6
Nonaktin 3.0 12.6
Bis-(2-etil)hekzil sebakat (DOS) 64.0 255.8
Tetrahidrofuran (THF) 5mL

Toplam 400 mg civarindaki membran bilesenleri 5 mL THF de ¢ozildi, 45 mm’lik cam
halkaya dokilip 24 saat THF nin uzaklagsmasi igin bekletildi. Olusan membran 5 mm

capinda yuvarlak diskler kesilerek cam bir tlipiin ucuna O-ring yardimiyla monte edildi.
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Bu tiipiin icerisine dolgu ¢dzeltisi olarak 1.0x102 M NH,Cl (pH 7.5) dolduruldu ve igine

AgClile kaplanmis glimds bir tel daldirilarak amonyum-segcici elektrot hazirlandi.

Cift temash gumis-gimuls klorir referans elektrot kullanilarak olusturulan

elektrokimyasal hiicrenin semasi asagida verilmektedir:

Referans elektrot/deney ¢ézeltisi/membran/1.0x10>M NH,CI (pH 7.5)/Ag;AgCl

Elektrodlar deney ¢ozeltisine 1.5 cm kadar daldirildi ve ¢Ozelti manyetik karistirici ile
Olcim suresince karistirildi. Kararli potansiyel degerleri elde edildikten sonra mV

degerleri okundu. Tum deneysel ¢alismalar 25.0 £ 1.0 °C ‘de yapildi.

4.6 Lizin Biyosensorii

4.6.1 Lizin Biyosensoriiniin Hazirlanmasi

Boliim 3.5'te belirtildigi sekilde hazirlanan amonyum elektrot membranina ticari Lizin
oksidaz enzimi immobilize edilerek, lizin biyosenséri hazirlandi. Bu amagla yapilan

immobilizasyon islem basamaklari asagida verilmistir;

islem A: 4.4 mg Lizin oksidaz (25U) 1.0 mL bidestile suda ¢6ziildi. Bu enzim
¢Ozeltisinden 100 ul alindi ve 0.5 mg karbodiimid ilave edilerek ¢6zlildii. Bu ¢ozeltiden
10 pl alinarak membran yiizeyine kondu ve suyun uzaklasmasi igin bir gece

buzdolabinda bekletildi.

islem B: islem A’da hazirlanan elektrot membranina %2.5’luk glutaraldehit
¢ozeltisinden 10 upl uygulanarak 30 dakika bekletildi. Daha sonra elektrot yizeyi

bidestile su ile yikanarak glutaraldehitin asirisi uzaklastirildi.

islem C: islem B’de hazirlanan elektrot membranina 10 pl lizin oksidaz ¢ézeltisi (4.4 mg

lizin oksidaz / mL bidestile su) konuldu ve bir gece buzdolabinda bekletildi.

Hazirlanan biyosensor kullanilmadigi zaman buzdolabinda bekletildi. Lizin oksidaz

biyosensor Sekil 4.1’de verilmektedir.
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Enzim (L-Aminoasit oksidaz)

Sekil 4.1 Lizin oksidaz biyosensorii

4.6.2 Lizin Biyosensoriniin Calisma Araliklarinin ve Egimlerinin Belirlenmesi

Hazirlanan lizin biyosensoriniin analitik 6zelliklerini incelemek amaci ile, asagida

semasi verilen elektrokimyasal hiicre olusturuldu ve galismalar 25.0 + 1.0 °C ‘de yapildi.
Referans elektrot/lizin ¢6zeltisi/membran/1.0x10>M NH,CI (pH 7.5)/Ag;AgCl

Elektrokimyasal hiicredeki lizin c¢ozeltilerinin konsantrasyonlari 1.0x10™-1.0x10™°M
arasinda degistirildi. Lizin ¢ozeltilerinin pH’lari Trizma baz ile pH 7.5’e ayarlandi ve

elektrot igin hicre potansiyeli kaydedildi. Log [lizin]’e karsI potansiyel degerleri (mV)

grafige gegcirildi ve biyosensoriin dogrusal galisma araligi ve egimi belirlendi.
4.7 Lizin Biyosensoriiniin Amonyuma ve Lizine Cevabinin Belirlenmesi

4.7.1 Llizin Biyosensoriiniin Amonyuma Cevabinin Belirlenmesi

Hazirlanan lizin biyosensoriiniin amonyuma duyarh olup olmadigini anlamak igin,
amonyum kloriir kalibrasyon ¢o6zeltilerinin potansiyelleri okunarak kalibrasyon

grafikleri cizildi.
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4.7.2 Llizin Biyosensoriiniin Lizine Cevabinin Belirlenmesi

Hazirlanan lizin biyosensoriniin lizine duyarl olup olmadigini anlamak icin, 4.4.3’de
belirtildigi sekilde hazirlanan lizin ¢ozeltilerinin potansiyelleri okunarak kalibrasyon

grafikleri cizildi.

4.8 Lizin Biyosensoriiniin Performansina Etki Eden Faktorlerin Belirlenmesi

Lizin biyosensor cevabi lizerine tampon konsantrasyonu, pH etkisi, sicaklik, amino asit
girisim etkisi performansa etki eden parametreler olarak calisildi, cevap siiresi ve raf

Omru tayinleri yapildi.

4.9 Lizin Biyosensoriinin Tekrarlanabilirligi

Tekrarlanabilirlik karakterize edici bir parametredir. Enzim preparatinin aktivitesi,
kararhligi, saflik diizeyi hazirlanacak enzim sensori ile tekrarlanabilir sonuglar alinmasi
onemlidir. Ancak biyosensor hazirlama agsamalari ve galisma ortami agisindan beklenen
niteliklerde oldukca buylk farklihklar gozlenebilir. Hazirlanan bir biyosensor ile
tekrarlanabilirlik denemelerinin en basiti ayni 6rnekte pespese 6lciim yapilmasi ve elde

edilen degerlerden standart sapma ve korelasyon katsayisinin hesaplanmasidir.

Ayni glin igerisinde ayni biyosensor ile hazirlanan lizin kalibrasyon ¢ozeltileri ile saatte
bir, 15 defa oOlgim alinarak kalibrasyon grafikleri ¢izildi ve her bir grafigin egimi

belirlendi.

4.10 Lizin Biyosensorii ile L-Lizin Kapsiil ve Tabletinde (Solgar) Lizin Tayini

Hazirlanan lizin biyosensori ile Solgar firmasi tarafindan tretilen L-lizin tablet ve kapsil
kullanilarak lizin tayini yapildi ve bulunan degerler ilaglarin etiket degerleri ile

kiyaslandi.
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BOLUM 5

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

5.1 Lizin Oksidaz Biyosensorleri

Lizin tayini oncelikle besin kalitesinin belirlenmesi, klinik teshis amach ve besin
takviyelerinde lizin igeriginin belirlenmesi agisindan oldukga 6nem tagimaktadir. Lizin
tayini cesitli kromatografik yontemler, standart amino asit tayin yontemi,
spektrofotometrik ve flurometrik yontemlerle yapilmasina ragmen, bu yontemlerde
kullanilan ekipmanlarin pahali olmasi, uzun 6n islemle numune hazirhgina ihtiyac
duyulmasi, tayin siiresinin uzun olmasi gibi pek ¢cok dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle
lizinin daha ucuz, kolay, tasinabilir ve yerinde analizini kisa stirede yapabilecek yeni bir
tayin yontemine ihtiya¢ duyulmakta oldugu disiintlerek, poli (vinil kloriir), uzun zincirli
yag asidi olan palmitik asit, nonaktin ve bis-2-etil hekzil sebakatin kullanilarak
hazirlandigi amonyum-secici membran vyizeyine lizin oksidaz enziminin c¢esitli
yontemlerle immobilize edilmesi ile amonyum-segici potansiyometrik lizin biyosensor
hazirlanmasi amaclanmistir. Bu ¢alismada kullanilan amonyum-secici biyosensor daha
once laboratuvarimizda gelistirilmis [40], [41], [42], [43], [44] ve karakterize edilmistir.
Elde edilen monyum-segici biyosensérin 10%-10° M amonyum iyonu konsantrasyon
araliginda Nernstian cevabi (52-58 mV/p[NH4"] vermektedir, tayin alt limiti amonyum
icin 10° M ‘dir. Palmitik asit iceren bu membran, karboksillenmis PVC membran ile
karsilastirlmis  ve daha efektif bir performans gosterdigi kanitlanmistir. Bu
calismamizda amonyum tayini igin UstUnliglu kanitlanmis bu elektrot Uzerine lizin
oksidaz enzimi immobilize edilip lizin biyosensérii hazirlanmasi amaglandi. Bu

calismada kullanilan lizin oksidaz temelli potansiyometrik lizin biyosensori hazirlanarak
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lizinin tayini, basit olmasi ve kullanilan ekipmanlarin ucuz olmasi nedeniyle analitik

yonden oldukga caziptir.

Lizin oksidaz enzimi lizinin 2-oxo-6-aminokaproik asit’e donlismesini katalizleyen bir
enzimdir. Reaksiyon sonucu olusan amonyum iyonu elektroaktif bir tir oldugu icin
hazirladigimiz amonyum-segici potansiyometrik lizin biyosensoéru ile kolaylikla tayin

edilebilmektedir, olusan amonyum miktarindan lizin miktari hesaplanmaktadir.

Azot iceren maddelerin enzimatik reaksiyonlari, uygun bir elektrot ile enzimatik
reaksiyon sonucu agiga ¢ikan amonyum iyonunun tayininden potansiyometrik olarak

izlenebilir.
Tez calismamizda lizin biyosensoéri iki agamada hazirlanmistir:
1.Asama: Amonyume-iyon segici elektrodun hazirlanmasi

2. Asama: Hazirlamis oldugumuz amonyum-iyon segici elektrodun membranina lizin

oksidaz enziminin immobilize edilmesi ile lizin biyosensoriniin hazirlanmasi

Gahsmamizda enzim miktarinin ve immobilizasyon sartlarinin optimum sekilde
belirlenmesi icin gerekli sartlar ayarlanarak calismalar yapilmistir. Lizin oksidaz
enziminin immobilizasyonu, daha 6nce laboratuvarimizda optimum sartlari amonyum
icin belirlenmis biyosensor kullanilarak yapilmistir [40]. Elektrodun hazirlanmasi bélim

4.6.1'de biyosensor hazirlanmasi kisminda verilmistir.

5.1.1 Lizin Biyosensoriiniin Amonyuma Cevabi

Amonyuma duyarliligi iyi oldugu belirlenen PVC ve uzun zincirli bir yag asidi olan
palmitik asit iceren membran ylizeyine lizin oksidaz enziminin immobilize edilmesi ile
hazirlanan lizin biyosensoriiniin 6ncelikle amonyuma duyarh olup olmadigini anlamak
icin hazirlanan  1.0x107-1.0x10°M amonyum kloriir kalibrasyon ¢ozeltilerinde
potansiyel Olcimi vyapilarak kalibrasyon grafigi cizildi (Sekil 5.1). Kalibrasyon
grafiklerinden amonyum iyonu igin dogrusal ¢alisma araligi ve elektrotlarin egimleri

hesaplandi ve Cizelge 5.1'de verildi.
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Cizelge 5.1 Lizin oksidaz biyosensorinin amonyuomiyicin dg@rusal calgma aralg|
ve elektrodun gimi

Egim, (mV/p[amonyum])ts IGGana aralgl

48.36+3.46 1.0x10-1.0x10° M

s: Standart sapma

log [Amonyum ]

Sekil 5.1 Lizin biyosensoriiniin amonyuma cevabi

Kalibrasyon grafiginden amonyum iyonu igin dogrusal ¢alisma aralig ve elektrodun
egimi sirasiyla 1.0x10™" — 1.0x10°M ve 48.36+ 3.46 mV/log[NH,'] olarak belirlendi. Lizin
biyosensoriniin amonyum-secici PVC membraninin, lizin oksidaz enzimi immobilize
edilmesinden sonra da amonyuma duyarliliginin iyi oldugu, lizin tayininde enzimatik
reaksiyon sonucu olusan amonyum iyonunun tayininde rahatlikla kullanilabilecegi

distndlmistir. Amonyum igin tayin limiti 10°° M’dir.
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5.2 Lizin Biyosensoriiniin Lizine Cevabi

Amonyum duyarhligi iyi oldugu anlasilan lizin biyosensoriniin lizine karsi cevabini
belirlemek amaciyla kalibrasyon grafigi gizilmesi gerekir. 10 mM Tris tamponunda (pH
7.5) hazirlanan 1.0x10" M’dan 1.0x10°M’a kadar 5 farkli konsantrasyonda lizin
kalibrasyon c¢ozeltilerinde lizin biyosensoéri ile mV okumalari vyapilarak lizin
biyosensoriniin lizine karsi kalibrasyon grafigi cizildi (Sekil 5.2). Kalibrasyon
grafiklerinden lizin igin dogrusal ¢alisma araligi ve elektrotlarin egimleri hesaplandi ve

Cizelge 5.2'de verildi.

Cizelge 5.2 Lizin oksidaz biyosensorunin lizin idiogrusal calgma aralgl ve
elektrodun gimi

Egim, (mV/p[lizin])xs Cama aralg

35.83+1.4 1.0x10-1.0x10° M

s: Standart sapma

100

log [Lizin ]

Sekil 5.2 Lizin biyosensori kalibrasyon grafigi
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Kalibrasyon grafiginden lizin igin dogrusal ¢alisma arahgi ve elektrodun egimi sirasiyla
1.0x10™" — 1.0x10™° M ve 35.83+ 1,4 mV/log][lizin] olarak belirlendi. Lizin icin tayin limit
10° M'dir.

Dempsey ve arkadaslari (1992), lizin dekarboksilaz enzimi kullanarak hazirladiklari
amperometrik lizin biyosensoriinin lineer ¢alisma araligini 7x10%- 7x10™*M olarak
bulmuslardir [15]. Lizin oksidazin kullanildigI diger biyosensorlerde bu degerler 0.2 mM
-A4mM [13], 1-16 mM [14], 6.7x10°-6.7x10*M [17], 10-1000 puM [18], 1.0x10°- 1.6x10
“M [20], 1.0x10°- 1.0x10°M [21], lizin oksidazin kullanildigi potansiyometrik esash
diger bir biyosensdr icin ise 3x10°-1x10>M olarak bulunmustur [11]. Bu ¢alismalar géz
onitinde bulunduruldugunda bu tez galismasinda lizin oksidazin PVC-amonyum-segici
elektrodun membranina immobilize edilmesi ile hazirlanan lizin biyosensoriniin lineer
calisma araliginin ¢ok daha genis aralikta olmasi ve vyiksek egimde olmasi,
biyosensoriin farmasotik ve diger orneklerde lizinin tayininde kullanilabilecegi

dustndlebilir.

5.3 Tampon Konsantrasyonu Etkisi

Lizin biyosensérinin performansina tampon konsantrasyonunun etkisini incelemek
icin, 6 farkli konsantrasyonda (5, 10, 15, 20, 25 ve 30 mM) Tris tamponu kullanilarak
hazirlanan lizin c¢ozeltilerinde (pH 7.5) potansiyel olglimleri yapilarak kalibrasyon
grafikleri gizildikten sonra belirlenen egimler tampon konsantrasyonlarina karsi grafige

gecirilmistir (Sekil 5.3). Elde edilen egim degerleri Cizelge 5.3’de verilmektedir.
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Cizelge 5.3 Lizin oksidaz biyosensériiniin cevabina tampon konsantrasyonunun etkisi

Tampon Konsantrasyonu E(mV/p[lizin]) £s
smM 29.51.47
10mM 35.831.4
15mM 28.¢2.0
20mM 24.840.63
25mM 26.23.2
30mM 27.21.86

s: Standart sapma.
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T

m, mV/log[lizin]
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[ww]
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Sekil 5.3 Lizin biyosensor egiminin tampon konsantrasyonu ile degisimi

Cizelge 5.3’ten de gorilecegi gibi, en yiksek egim degerinin 10 mM konsantrasyonda
elde edilmistir. 10 mM’dan daha yiksek konsantrasyonlarda biyosensor cevabinin
distigl gorulmektedir. Bu nedenle lizin biyosenséri igin optimum tampon
konsantrasyonu 10 mM olarak alinarak tiim calismalarda bu konsantrasyonda Tris
tamponu kullanilmistir. 5 mM’dan daha disik tampon konsantrasyonlarinda ise

¢Ozeltinin tamponlama kapasitesinin diisiik olmasi nedeni ile calisimamistir.
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Saurina ve arkadaglari hazirladiklari lizin biyosensori ile yaptiklari ¢alismada, lineer
calisma araliginin yiksek ve tamponun daha kararli olmasi nedeni ile bizim

¢alismamizla paralel olarak 10 mM Tris tamponunu se¢cmislerdir [11].

5.4 Lizin Biyosensoriiniin Performansina pH Etkisi

Lizin biyosensoriinin performansina pH'nin etkisini incelemek igin 8 farkh pH’da (6.0,
6.5,7.0,7.2,7.5, 8.0, 8.5, 9.0) ve optimum tampon konsantrasyonunda lizin ¢ozeltileri
hazirlandiktan sonra kalibrasyon grafikleri gizilerek egimleri belirlenerek pH degerlerine
karsi grafige gecirildi (Sekil 5.4). Daha asidik pH’larda enzim prostetik grubunu
kaybettigi icin calismaya asidik pH’lar dahil edilmemistir. Elde edilen egim degerleri

Cizelge 5.4’te verilmektedir.

Cizelge 5.4 Lizin oksidaz biyosensoriiniin cevabina pH’nin etkisi

pH Egim (mV/p[lizin])xs
6.0 33.72 £1.72
6.5 31.37 +2.96
6.8 34.00 +£2.98
7.0 35.72 £1.23
7.2 35.86 £0.84
7.5 36.40 +1.07
8.0 36.36 + 2.33
8.5 35.75 +2.18
9.0 35.87 +3.06

s:Standart sapma
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Egim, mV/log [lizin]

Sekil 5.4 Lizin biyosensor egiminin pH ile degisimi

Sekil 5.4 incelendiginde, biyosensor cevabinin en yiksek egim degerini pH 7.5'ta
verdigi, lizin oksidaz enzimin aktivitesini pH 9.0’ a kadar korudugu gorilmektedir. En
ylksek egim degerinin elde edildigi pH 7.5, optimum pH olarak kabul edilip, tim diger
calismalar pH 7.5’da yapilmistir. Serbest lizin oksidaz enziminin optimum pH degerinin
7.4-9.2 araliginda oldugu goz oninde bulundurulursa [37], lizin biyosensoriinin
hazirlanmasinda kullanilan immobilizasyon ¢alismalarinin enzim aktivitesi Ulzerine
herhangi bir olumsuz etkisi olmamistir. Literatiir incelendiginde lizin biyosensori
hazirlanmasi ile ilgili birgok ¢alismada da optimum pH 7.5 olarak belirlenmistir [27],

[28].

Saurina ve arkadaslari, hazirladiklari potansiyometrik lizin biyosensora ile pH 6.9-9.3
arasinda 10 mM Tris tamponu kullanarak yaptiklari calismada, pH artisiyla birlikte
kalibrasyon grafiginin dogrusal araliginda bir artis oldugunu gozlemlemislerdir. pH
8.4’ten sonra pH’nin artmasi, enzimatik reaksiyon sonucu olusan amonyum iyonlarinin
konsantrasyonunun azalmasina neden oldugu icin Olclilen potansiyel degerlerinin
distiguni belirtmislerdir [11]. Kusakabe ve arkadaslari (1979) Tricoderma viride’den
saflastirdiklari lizin oksidaz enzimi kullanarak hazirladiklari amperometrik lizin
biyosensoriinde enzim aktivitesine pH etkisini ¢alismislar ve maksimum cevabin pH
7.4 ile pH 9.2’de oldugunu belirtmislerdir [37]. Lizin biyosensori icin elde ettigimiz pH

performansinin literatlr ile uyumlu oldugu gérilmektedir.
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5.5 Lizin Biyosensoriiniin Performansina Sicaklik Etkisi

Hazirlanan lizin biyosensorlerinin performanslarina sicaklik etkisini incelemek icin 6
farkh sicakhkta (20, 25, 30, 35, 40, 45 °C) calismalar yapildi, sicaklik etkisinden dolayi
aktivite kaybini dnlemek amach 20-25 ve 30 °C icin ayri bir lizin biyosensori, yiksek
sicakliklarin her biri igin ayri ayri lizin biyosensérleri hazirlandi. Aktivite dlgiimleri igin
optimum pH ve tampon konsantrasyonunda lizin ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra
kalibrasyon grafikleri ¢izilerek egimleri belirlendi, egim degerleri Cizelge 5.5'te

verilmektedir. Elde edilen sonuglar sicakliga karsi Sekil 5.5’te grafige gegirildi.

Cizelge 5.5 Lizin oksidaz biyosensoriniin cevabina sicakligin etkisi

Sicaklik(°C) Egim ,(mV/pllizin]ts
20 33.3 £ 0.9
25 33.8 £ 2.2
30 33.7 £ 15
35 291 £ 1.8
40 329 £ 0.7
45 229 £+ 3.2
s:Standart sapma
36 ~
34 A
T 32 -
2 30 -
=]
2 28 -
>
E' 26 ~
£
S 24
W oo |
20 T T T T T T 1
15 20 25 30 35 40 45 50
Sicakhik, °C

Sekil 5.5 Lizin biyosensor egiminin sicaklik ile degisimi
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Sekil 5.5 incelendiginde, biyosensor icin egim degerlerinin 25 °C’'ye kadar arttigi, 25-40
°C arasl enzim aktivitesini korudugu, bu sicakliktan sonra hizla azaldigi gérilmektedir.
Bu nedenle en ylksek egim degerinin elde edildigi sicaklik olan 25 °C, optimum sicaklik
olarak belirlendi. Literatiirde lizin biyosensorleri ile ilgili yapilan bazi calismalarda
optimum sicaklk 30°C ve 40°C arasinda bulunmustur. Calismamizda immobilizasyon
sartlarinin enzim aktivitesini olumsuz etkilemedigi ve bulunan degerlerin literatir ile

uyumlu oldugu gozlenmistir.

Lizin biyosensoéri igin optimum sicaklik 25 °C olup, sicaklik arttikga hem lizin oksidaz
enziminin aktivitesi hemde enzimatik reaksiyon sonucu olusan amonyum miktari
azalmaktadir. Amonyumun 20 °C’deki asitlik sabiti 9.1 iken, bu deger 45 °C’'de 8.7
olmaktadir. Bu nedenle yiiksek sicakliklarda amonyum konsantrasyonunda azalma

gorilmektedir [11].

5.6 Diger Aminoasitlerin Girisim Etkisi

Karigik ¢ozelti yontemi (lizin kalibrasyon ¢ozeltilerinde yer almaktadir) kullanilarak lizin
biyosensoriine diger amino asitlerin girisim etkisinin belirlenmesi amaciyla askorbik
asit, 14 farkli amino asit ve lizinin 10> M stok ¢Ozeltileri hazirlanmistir. Her bir amino
asit ve askorbik asit ¢Ozeltisi esit hacimde lizin ¢Ozeltisi ile birlestirilerek son
konsantrasyonlar 10°M, (pH 7.5) olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra
biyosensoriin optimum kosullarinda mV 6lgimleri yapilmistir. Elde edilen potansiyel
degerleri, ortamda herhangi bir girisim etkisi olabilecek madde yok iken, yani sadece
lizin ¢Ozeltisinde (103Mm, pH 7.5) de ayrica mV okumasi yapilarak elde edilen degere
gore oranlandi. Bu sekilde, amino asitlerin girisim etkisi bagl (ylzde) olarak

belirlenmis ve hesaplanan degerler Cizelge 5.6’da verilmistir.
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Gizelge 5.6 Lizin biyosensoriine amino asitlerin girisim oranlari

Aminoasitler Girisim etkisi, %
Lizin 100.0
L-izol6sin 19.2
Glisin 14.0
L-valin 13.7
L-glutamin 8.0
L-prolin 7.9
L-askorbik asit 7.5
L-fenilalanin 6.4
L-16sin 5.2
L-histidin 4.2
L-glutamik asit 33
L-arginin 1.4
L-metiyonin 1.2
L-sistein 0.4
L-alanin 0.4
L-Serin 0

Cizelge 5.6 incelendiginde, en fazla girisim etkisi olan amino asitlerin izol6sin, glisin ve
valin sirasiyla %19.2, %14.0, %13.7 oldugu gorilmektedir. Diger amino asitlerin ve

askorbik asitin ise ihmal edilebilir diizeyde girisim etkisi oldugu goriilmektedir.

Ayri cozelti yontemi ile de askorbik asit ve 14 cesit amino asitin girisim etkilerinin
incelenmesi yapilmasina ragmen anlaml sonuglar elde edilememis, lizin olmadigi
durumda biyosensoér diger amino asitlere bir cevap vermemistir. Bu nedenle

calismamizda ayri ¢ozelti yontemi kullaniimamistir.

Saurina ve arkadaslari yaptiklari potansiyometrik lizin biyosensori ile ayri ¢ozelti
yontemi kullanarak (lizin kalibrasyonlarda yer almamaktadir) ornitin, tirozin, triptofan,
arginin, fenil alanin, aspartik asit ve glutamik asit aminoasitlerinin lizin tayinine girigim

etkilerinin sirasiyla %45, %12.1, %13.1, %14.7, %8.6, %13.4 ve %10.1 oldugunu tespit
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etmislerdir. Ayrica 10* M lizin konsantrasyonlarinda bu amino asitlerin girisim

etkilerinin ihmal edilecek kadar az oldugunu tespit etmislerdir [11].

Saurina ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismaya gore calismamizda elde ettigimiz
sonuclari kiyaslarsak, fenilalanin %8.6 girisim gosterirken bizim calismamizda %6.4,
arginin %14.7 girisim etkisi gosterirken, bizim galismamizda %1.4, glutamik asit %10.1
etki gosterirken, bizim hazirlamis oldugumuz biyosensor ile %3.3 etki gostermistir.
Bizim galismamizda ayri ¢Ozelti yontemiyle herhangi bir sonug elde edilemistir, Saurina
ve arkadaslarinin kullandigl potansiyometrik biyosensorde ise sadece ayri c¢ozelti
yontemiyle calisilabilmis, lizin varliginda diger aminoasitler cevaplarda c¢ok kugik
dalgalanmaya neden olmuglardir, bunu enzimin dogal substrati lizine ¢ok ylksek
affinitesi ile aciklamislardir. Triptofan, tirozin ve sisteinin amperometrik lizin
biyosensoriinde en yiksek girisim etkisini gdstermesini enzimatik degradasyonla
hidrojen peroksit olusmasina karsilik, bu aminoasitlerin molekillerinde kolayca okside

olabilen radikaller nedeniyle oldugunu belirtmislerdir [11].

5.7 Tekrarlanabilirlik

Lizin biyosensorlerinin tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla ayni giin igerisinde ayni
biyosensor ile 15 farkh seri lizin ¢ozeltisinde (pH 7.5) 1’er saatlik araliklarla 3 defa
Olclim alindi. Her 6l¢iim icin kalibrasyon grafigi cizilerek her birinin egimi belirlendi.
Egim degerlerinin bagil degerleri belirlenerek 6lglim sayisina karsi grafige gecirildi (Sekil

5.6)

100 <

90

%Bagil cevap

80 T . . .
1] 3 6 9 12 15

Olciim sayisi

Sekil 5.6 Lizin biyosensorinin tekrarlanabilirligi
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Sekil 5.6’dan 15. 6l¢imde egim degerinin yaklasik olarak %85 oraninda korundugu
gorilmektedir. Egim degerlerinin bagil standart sapma (RSD:5.7) degerleri hesaplandi.
RSD %10’dan az bulundugu igin lizin oksidaz temelli lizin biyosensoriiniin

tekrarlanabilirliginin yiksek oldugu soylenebilir [34].

5.8 Raf Omrii

Lizin biyosensériiniin raf oémrini belirlemek amaciyla, lizin biyosensorii +4°C’de
depolanarak belli araliklarla lizin kalibrasyon c¢ozeltilerinde (pH 7.5) mV o&lglimleri
yapildiktan sonra kalibrasyon grafikleri gizilerek egim degerleri hesaplandi. Birinci
ginde elde edilen egim degeri %100 kabul edilerek bagil aktivite degerleri hesaplandi

ve glinlere karsi bagil aktivite degerleri grafige gecirildi (Sekil 5.7).

100
90 -
80
70 A
60 -
50
40 -
30
20
10 -

“%[Bagil Aktivite]

0 20 40 60 20

Giln

Sekil 5.7 Lizin biyosensoriinin raf omri

35 glin siresince cesitli araliklarla lizin ¢ozeltilerinde diizenli olarak mV olcimi
yapilarak kalibrasyon grafikleri gizildi ve ¢alisma araligi ve egim degerleri belirlendi. 35
gliniin sonunda biyosensoriin egim degerlerinde herhangi bir degisme olmadigi icin
lizin biyosenséru 6l¢tim yapilmaksizin 1 ay siiresince +4°C’de depolanmis ve 1 ayin
sonunda olgiimlere devam edilmistir. 70 gliniin sonunda lizin biyosensoriiniin galisma
araliginin degismedigi, egim degerinde ise sadece %30’luk bir disme oldugu

belirlenmistir. Hazirladigimiz palmitik asit igeren poli (vinilkloriir) (PVC) membran
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temelli lizin biyosensoriinin raf omrinin olduk¢a uzun olmasi, biyosensoriin

biyoanalitik calismalarda rahatlikla kullanilabilecegini gostermektedir.

Literatlrde de belirtildigi Gzere lizin oksidaz oldukga kararli bir enzim olup yaklasik 1 ay
siireyle egim degerlerinde blyik bir degisim olmadan lizin tayininde kullanilabilir.
Karalemas ve arkadaslari [24] elektropolimerizasyon ile altin o-fenilendiamin elektrot
Gzerine lizin immobilize ederek olusturduklari biyosensoriin en az 40 gin sliresince
stabil oldugunu, Saurina ve arkadaglari ise kati-iletken kompozite dayali olugturduklari
amperometrik biyosensoriin hassasiyet ve lineer araligin ilk hafta boyunca sabit
oldugu, sonraki haftalarda giderek dustlgini, 25. Glinin sonunda aktivitenin %30
distiglini ancak sensoriin hassasiyetindeki dismeye ragmen tekrar kalibre edilerek

yaklasik 1 ay stireyle analitik tayinlerde kullanilabilecegini belirtmislerdir [11].

5.9 Cevap Siiresi

ideal bir biyosensér kisa siirede sonuc¢ verebilmelidir. Lizin elektrotlarinin cevap
suresini bulabilmek igin optimum sartlarda hazirlanan gesitli konsantrasyonlardaki lizin
¢Ozeltilerine lizin biyosensorleri ve referans elektrot daldirilarak potansiyellerinin
kararli hale gelmesi igin gegen slre kaydedildi. Cevap zamani ile belirtilen,
biyosensoriin analizlenecek maddenin bulundugu ortama temas ettigi andan itibaren
Olclim diizeneginden sonucun okundugu ana kadar gecen siredir. Biyosensorler icin
cevap zamani 5 dakikaya kadar olan degerler uygun kabul edilirken, 10 dakika uzun bir
slire olarak goruliir [29]. Bu ¢alismada olusturulan lizin oksidaz biyosensoriiniin cevabi
yaklasik 40-60 sn arasinda degismektedir, bu nedenle cevap siresi agisindan ideal bir

biyosensordiir.

Literatlirde Saurina ve arkadaslari olusturduklari potansiyometrik biyosensdr cevap
slresini 15 sn olarak bulmuslardir [11], baska bir calismada ise amperometrik lizin

biyosensori icin bu deger 42 sn olarak belirtilmistir[22].

5.10 Ticari L-lizin Tablet ve Kapsiilde Lizin Tayini

Hazirladigimiz lizin biyosensoriiniin ticari L-lizin tablet ve kapstilde lizin tayininde
kullanip kullanilamayacagi arastirildi. Bu amagla, SOLGAR firmasi tarafindan uretilen L-

lizin 1000 mg Tablet ve 75 mg kapsil Urlinlerinde lizinin tayini Bolim 4.4.5’de
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belirtildigi sekilde hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak lizin tayini yapildi. Bulunan degerler
ilac etiket degerleri ve ayni konsantrasyonda lizin numunelerinden elde edilen cevap ile

kiyaslandi. Elde edilen verim degeri Cizelge 5.7’de verilmektedir.

Cizelge 5.7 Ticari L-lizin tablet ve kapsilde lizin tayini

Etiket degeri (E) | Lizin biyosensori ile | % Verim

bulunan deger (L)

L-lizin 1000 mg tablet, | 1000 98910.10 98.9
mg lizin /1 tablet

Amino 75 kapsiil, 75 73+0.12 97.3
mg lizin /1 kapsdl

% Verim= L/ E x 100%
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BOLUM 6

SONUC

Bu doktora tez calismasinda amonyum-secici PVC membran elektroduna I-lizin oksidaz
enzimi immobilize edilerek lizin tayini igin potansiyometrik bir biyosensor
gelistirilmistir. Lizin oksidaz enzimatik reaksiyonu sonucu agiga ¢ikan amonyum iyonlari

gelistirilen biyosensor ile potansiyometrik olarak tayin edilebildi.

Boliim 5’teki sonuclara bakildiginda palmitik asit iceren PVC membran elektrodu ile
birgok parametrede iyi sonuglar elde ettigimizi gérmekteyiz. Lizin oksidaz enzimi
kullanarak yaptigimiz lizin biyosensoriiniin amonyum iyonlarina cevabi oldukca iyidir,
dogrusal calisma araligi 1.0x10'-1.0x10°M ve egim degeri 48.36+3.5 mV/log [NH"]
olarak belirlenmistir. Bulunan genis calisma araligi ve yiksek egim degeri, enzim
immobilizasyonundan sonra da sensoriin amonyum iyonlarina karsi cevabin oldukga iyi
oldugunu kanitlamaktadir. Gelistirilen L-lizin biyosensoriiniin lizine cevabi kalibrasyon
grafigi ile gosterildi, dogrusal calisma araligi 1.0x10-1.0x10°M ve egim degeri
35.83+1.4 mV/log [lizin] olarak bulunmustur, elde edilen degerler olusturulan
biyosensoriin genis bir lizin konsantrasyonu araliginda yiksek bir egim degeri ile lizini
Olcebildigini kanitlamaktadir. Amonyum ve lizin igin tayin limiti 10° M olarak
belirlenmistir. Lizin ile optimum calisma kosullarimizi pH 7.0-9.0 araliginda enzim
aktivitesini korudugu halde en yiksek egim degeri elde ettigimiz pH=7.5 olarak;
optimum tampon konsantrasyonu 10 mM; 25-40 °C araliginda enzim aktivitesini
korudugu halde en ylksek egim degerini elde ettigimiz 25°C optimum sicaklik olarak
belirlendi. Raf omrini yaklasik 40 gin olarak bulduk, bu nedenle uzun sireli
analizlerde kullanilabilecegi kanitlanmistir. Cevap siiresi 40-60 s gibi kisa bir siire olmasi
nedeniyle ideal bir biyosensordiir. Diger amino asitler ve askorbik asit ile girisim etkisi

incelenmis ve lizin varliginda karisik c¢ozelti yontemi ile girisim etkileri (%)
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hesaplanmistir. Olusturdugumuz biyosensorin tekrarlanabilirliginin yiksek oldugu RSD
degerinin 10’dan kigclik olmasi nedeniyle kanitlanmistir. Optimize ettigimiz lizin
biyosensori ile ticari numunelerde lizin tayini yaptik ve olmasi gereken sonuglara ¢ok

yakin sonuclar elde ettik.

Daha oOnce laboratuvarimizda amonyum iyonoforu olarak nonaktin ve palmitik asit
iceren PVC membran ile amonyum-secici elektrot gelistirilmis ve amonyum iyonlarina
cevabinin ¢ok iyi oldugu kanitlanmistir. Calismamizda lizin oksidaz enzimi bu elektrotlar
Uzerine immobilize edilmis, amonyum iyonlarina ve lizine cevabinin ¢ok iyi oldugu, lizin

tayininde kullanilabilecegi kanitlanmistir.

Bu doktora ¢alismasi Mart 2014 tarihinde makale olarak yayinlamasi talebiyle SENSOR

LETTERS dergisine gonderilmistir.
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