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OZET

CINKO OKSIiT NANOPARTIKUL TEMELLI GLUTAMIN
BiYOSENSORU TASARLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

Dilruba ALBAYRAK

Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danigmani: Dog. Dr. Emine KARAKUS

Tip, eczacilik, biyoteknoloji ve ¢evre alanlarinda bir takim maddelerin hizli, ucuz, kisa
zamanda, pahali analitik cihazlara ihtiyag duymadan ve giivenilir olarak tayin
edilebilmeleri i¢in yapilan ¢esitli ¢aligsmalar biiylik 6nem tagimaktadir.

Son yillarda metal oksit yari iletkenler, gosterdikleri performans nedeniyle elektronik
alanda sensor tasarlanmasinda ve biyomedikal bilimler gibi olduk¢a genis alanlarda
kullanilmaktadir. Bu tiir yar1 iletken nanoyapilarin elektron transfer kinetikleri ve
adsorpsiyon kapasiteleri yiiksek oldugu i¢in biyomolekiillerin immobilizasyonu ve
biyosensor tasarlanmasinda kullanimi uygundur. Metal oksit yari iletkenler arasinda
cinko oksit (ZnO), giinlimiizde biyouyumlu, biyobozunur ve biyogiivenli olmasi
nedeniyle biyoteknolojik ve medikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Glutamin, kaslarda amino asit havuzunun %60'n1 ve viicutta toplam amino asit
dongiisiiniin %20'sini olusturur. Glutamin'in temel olarak sagladigi faydalar; biiyiime
hormonunun salgilanmasina yardimci olmak, hiicrelerin azot alimin1 zenginlestirmek,
protein sentezini artirmak, hiicre hidrasyonunu artirmak, hiicre iyilegsmesini maksimize
etmek, kas yikimini engellemek, viicutta olusan toksin maddeleri temizlemek, hiicrelere
azot tagimak, bagisiklik sistemini giliglendirmek ve enerji vermektir. Genel saglik
acisindan ele alindiginda; glutamin, yara veya yaniklarin iyilesmesini hizlandirr,
enfeksiyon olusumunu engeller ve tiim kaslarda dayaniklilig1 arttirir. Glutamin, protein
metabolizmasinda 6nemli bir rol alir, viicut gelistirenler igin en 6nemli amino asittir ve
kas yikiminin dnlenmesi i¢in gereklidir.

Bu calismada oncelikle glimiis tel iizerine ¢inko oksit nanorod kaplanarak elektrot
hazirlanmistir. Cinko oksit nanorod kaplanan elektrot yiizeyine, glutaminaz enziminin
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kitosan  kullanilarak  immobilizasyonuyla glutamin  biyosensérii  hazirlandi.
Biyosensorlerin - optimum ¢alisma kosullarini  belirlemek amaci ile tampon
konsantrasyonu, tampon pH’s1 ve ortam sicakliginin elektrot cevabi iizerine etkileri
incelenmis, enzim elektrodunun raf Omrii, tekrarlanabilirligi, tayin aralig1
belirlenmistir. Ayrica bu calismada, hazirlanan glutamin biyosensorii ile GNC L-
glutamin tozunda glutamin tayini standart katma yontemi ile yapilarak elde edilen sonug
referans degeri ile karsilastirilmistir.

Anahtar kelimeler: Biyosensor, biyomedikal, biyomolekiil, glutamin, glutaminaz,
¢inko oksit nanorod, kitosan, potansiyometrik, glutamin biyosensorii.
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ABSTRACT
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The demand for fast, reliable, and continuous measurements of chemical species in
medicine, biotechnology and environmental sciences has evolved the need for small,
easy to handle, and inexpensive analytic devices.

Recently, nanomaterials have attracted tremendous interest due to their important
performance. Metal oxide semiconductors have attracted much interest because of its
broad range of applications in electronics, sensors, transducers, and biomedical
sciences. These nanostructures also show high elctron transfer kinetics and strong
adsorbtion capability, providing suitable microenvironments for the immobilization of
biomolecules and improved biosensing characteristics. Among them, zinc oxide (ZnO)
nanoparticle is one of the most important nanomaterials for nanotechnology because it
is biocompatible, biodegradable, and biosafe for biotechnological and medical
applications in today’s research.

Glutamine, creates % 60 of amino acid pool in muscles and % 20 of the total amino acid
cycle in the body. The benefits of glutamine as a basis; to help secrection of growth
hormone, to enhance nitrogen uptake of cells, increase protein synthesis, to increase cell
hydration, to maximize cell recovery, prevent the destruction of muscle, clean up toxic
substance which form in the body, move nitrogen to cells, boost the immune system and
give energy. Taken in terms of general health; glutamine accelerates healing of wounds
or burns, prevents the formation of infection and increases strength all muscles.
Glutamine is an important role in protein metabolism and it is the most important amino
acid for the developers of the body.
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In this study, first of all, the electrode was prepared with coating zinc oxide nanorod on
silver wire. The glutamine biosensor was prepared immobilization of glutaminase
enzyme by using chitosan on the zinc oxide-coated electrode surface. with using
chitosan to immobilization of enzyme glutaminase on zinc oxide coated electrode
surface. To determine the optimum working conditions of the biosensor; examined the
effect of buffer concentration, buffer pH, and media temperature on the electrode
response and determined shelf life, repeatibility and determination range. Additionally,
the glutamine assay in GNC L-glutamine powder was also carried out with our prepared
glutamine biosensor. The obtained results was compared with reference value.

Key words: Biosensor, biomolecules, biomedical, glutamine, glutaminase, zinc oxide
nanorod, chitosan, potentiometric, glutamine biosensor.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Maddeyi atomik ve molekiiler seviyede kontrol edebilen nanoteknoloji bir¢ok alani
kapsayan bir bilim dalidir. Nanoteknoloji sayesinde daha az yer kaplayan, daha az enerji
harcayan firlinler daha az maliyetle daha fazla {iretilebilmektedir. Bu sebeple

giiniimiizde bilim arastirmacilari, nanoteknoloji alaninda bir¢ok ¢alismalar yapmaktadir.

Cinko Oksit nanopartikiil temelli glutamin biyosensoriimiizde kullanilan ZnO
nanorodlar, yiiksek spesifiklik, yiizey alani, toksik olmama, kimyasal stabilite,
elektrokimyasal aktivite ve yiiksek elektron iletkenligi gibi o6zelliklere sahiptir. Bu
ozellikleri sebebiyle ZnO nanorodlar, biyosensér uygulamalarinda genis kullanim

alanina sahiptir.

Biyosensorler, tip, tarim, eczacilik, ¢evre kirliligi, savunma ve bir¢ok endiistriyel alanda
onemli rol oynar. Biyosensor teknolojisinin temel amaci, pratik ve ekonomik analize
imkan verecek ticari sensor gelistirilmesidir. Glutamin i¢in uygun, bugiinkii
biyosensorler, glutaminaz enziminin immobilizasyonuna dayanir [1], [2]. Glutamin
genellikle, standart yoOntemler olan ve enzimatik reaksiyona dayali HPLC,
spektrofotometrik ve kromatografik yontemlerle tayin edilebilmektedir. Literatiirde,
biyosensor esasli glutamin tayin yoOntemleri olarak, amperometrik ve optik
biyosensorler gelistirilmis ancak glutamin tayini icin potansiyometrik biyosensorlere

rastlanmamuistir.



1.2 Tezin Amaci

Bu calismada, ticari olarak satilan GNC L-glutamin tozunda glutamin tayini icin
kullanilmak tizere, hazirlamis oldugumuz ZnO nanorod yiizeyine glutaminaz enziminin
elektrostatik olarak immobilize edilmesi ile potansiyometrik esasli glutamin
biyosensOrii  hazirlanmast amaglanmistir.  Biyosensoriimiiziin - optimum  ¢aligma
kosullarini belirlemek amaci ile tampon konsantrasyonu, tampon pH’s1, enzim miktari
ve ortam sicakliginin elektrot cevabi {izerine etkileri incelenerek, enzim elektrodun raf
omrii, tekrarlanabilirligi, duyarliligi, tayin araligt ve tayin sinir1 belirlenmesi
amaglanmistir. Ayrica bu calismada, hazirlanan glutamin biyosensorii ile GNC L-
glutamin tozunda glutamin tayini yapilarak elde edilen sonuglar standart yontem ile

karsilastirilmasi da tezin kapsami dahilindedir.

1.3 Hipotez

Tez caligmamizda, elektriksel, optik, fiziksel ve fotokatalist 6zelliginden dolayr bilim
diinyasinin ilgi odagi olan, biyouyumlulugu ve toksik olmamasi nedeniyle de
biyoteknolojik arastirmalarda tercih edilen ZnO nanorod kullanilarak hem elektriksel
sinyalin daha 1iyi iletilmesi hem de glutaminaz enziminin elektrot yiizeyine
immobilizasyonu saglanmistir. Bu yontem kitosan kullanimi ile gelistirilerek analitik
Ozellikleri daha 1yi olan bir glutamin biyosensorii gelistirilmistir ve biyosensoriin gergek
numunede bozucu tiirlerin 6nemli bir girisim etkisi olmaksizin uygulanabilirligi ispat
edilmstir. Yapilan tim calismalarimiz amacina ulasarak, biyosensoriimiiziin optimum
kosullarin1 belirledikten sonra gergek numunelerde glutamin tayinini basari ile
gerceklestirebildik. Literatiirde potansiyometrik esasli  glutamin biyosensoriine

rastlanmamis olmasi ¢alismamizin 6zgiin oldugunu gostermektedir.



BOLUM 2

GLUTAMIN

Glutamin (GlIn), proteinleri olusturan 20 aminoasitten biridir. Molekil formiili
CsH1oN2O3'diir ve molekiil agirligr 146,15 g/mol’diir. Sistematik adi (2S)-2-amino-4-
carbamoyil-butanoik asittir. Glutamin dogada en ¢ok bulunan ve esansiyel olmayan

polar yiiksiiz bir aminoasittir [3].

Yan zincirinde karboksamit grubu igerir. Polar &zelliktedir, ancak fizyolojik pH'da
yiikstizdiir. Piirin ve pirimidin sentezi ve amino gruplarinin plazmada taginmasinda rol
oynar [4]. Bobrek tiibiiliis hiicresinde serbest amonyak olusturur. Bu reaksiyon
glutaminaz tarafindan katalizlenir ve asit-baz diizenlenmesinde yer alir. Metabolik
asidozda glutaminden amonyum olusumu artar, alkalozda azalir. Glutamin, aminoseker
sentezinde amino grubu vericisi olarak yer alir [5]. L-glutamin sigir etinde, tavuk,
balik, yumurta, siit ve siit iirlinlerinde, lahana, pancar, 1spanak, fasulye ve maydonozda
bulunur. L-glutamin, ayn1 zamanda sebze sularinda ve fermente gidalarda az miktarda

bulunur.

Glutamin, viicutta azot tasinmasina da yardimci olur. Azot, kas kazanimi igin gereklidir
ve glutamin viicut boyunca bu hareketi destekler. Ayrica glutaminin adalenin glikojen
depolama yeterligine de etkisi vardir. Kaslarda amino asit havuzunun %601 ve
viicutta toplam amino asit dongiisiiniin %20'sini glutamin olusturur. Diger amino
asitlerin aksine sadece glutamin’in 2 azot atomu vardir ve nitrojen mekigi olarak bilinir.
Viicudun en ¢ok hangi bolgesinde gereksinim varsa o bolgeye azot tasir. Azot, yeni kas
dokularmin olusumunda ve mevcut kas dokularmin biiylimesi ve tamirinde énemli bir
rol oynar. En fazla kas biiylimesini saglayabilmek i¢in, viicuda en fazla miktarda azot
takviyesi yapmak gerekmektedir. Glutamin tiim amino asitler i¢inde en gok fonksiyona

sahip olan temel bir amino asittir. Viicudun proteinlerinin yapisal igerigi olmasinin yani



sira, sistemden fazla amonyagin atilmasi i¢in de bir ara¢ gorevi goriir. Esasnsiyel
aminoasitler arasinda anilmasada, L-glutamin basta beyin olmak {izere viicut i¢in bir

yakit kaynagidir.

Glutamin, gastrointestinal sistemin sagliginda da 6nemli bir role sahiptir. Hiicrelerin
ince bagirsak boyunca ve kan dolasimina dogru su absorbe etmesine yardime1 olur. Bu
durum, dehidrasyon, ishal, vitamin, mineral ve gerekli besin kaybini 6nler [6]. Glutamin
esansiyel olmayan ve glokojenik bir aminoasittir. Molekiil formiilii ve 3 boyutlu yapisi
asagida gosterilmektedir [7]. (Sekil 2.1)

Sekil 2.1 Glutamin ve {li¢ boyutlu yapisi

2.1 Glutaminin Fonksiyonlari
Glutaminin birgok biyokimyasal fonksiyonu vardir. Bunlardan bazilart;
e DNA sentezinde substrattir. Ozellikle niikleotit sentezinde, glutamat sentezinde ve

antioksidan savunmada Onemi olan glutatyon sentezinde, glikoneogenezde goérev

alir.
e Protein sentezinde 6nemli bir role sahiptir.

e Enterositler (ince bagirsak hiicreleri) i¢in birincil yakit kaynagidir.

e Hizli boliinen bagisiklik hiicreleri uyaricisidir ve boylece bagisiklik sisteminin

caligmasina yardime1 olur.
e Amonyum iireterek, bobreklerde asit-baz dengesini diizenler.

e Beyin i¢in alternatif yakit kaynagidir ve Kkortizol-indiiklenmis protein

katabolizmasini durdurmaya katkida bulunur.



e Heterositler sayesinde sabit bir nitrojen formu olarak, degismemis Siyanobakteri

hiicrelerinden fotosintata doniisiir.
e Beyinden kana ulasan tek aminoasittir.

e Metabolizmasiin beyne olumlu yonde etkisi vardir. Amonyagin zehirli etkisini

giderir.
e Bagirsak zarini korur ve bagisiklik sistemini giiglendirir [3].

e Glutamin, kirmiz1 kan hiicreleri ve gliadan olusan ve beyni kandaki toksinler,
bakteriler ve viriislerden koruyan, kan-beyin bariyerini direkt olarak gecebilen tek

amino asittir [8].

Glutamin’in temel olarak sagladigi faydalar; biiylime hormonunun salgilanmasina
yardimer olmak, hiicrelerin azot alimmi zenginlestirmek, protein sentezini artirmak,
hiicre hidrasyonunu artirmak, hiicre iyilesmesini maksimize etmek, kas yikimini
engellemek, glikoz fonksiyonunu optimize etmek, viicutta olusan toksin maddeleri
temizlemek, kaslarda protein azalmasini 6nlemek, hiicrelere azot tagimak, asit dengesini
saglamak, bagisiklik sistemini giiglendirmek ve enerji vermektir. Kisacast glutamin,
hem anabolik hem de anti katabolik bir amino asittir. Genel saglik agisindan glutamin
ele alindiginda; yara veya yaniklarin iyilesmesini hizlandirir ve enfeksiyon olusumunu
engeller. Bu sebepten dolay1 ameliyat sonrasinda hastalara glutamin takviyesi verilir.
Ayrica bagirsaklarin saglikli olmasinda temel madde yine glutamindir. Sinir ve psikoloji
sagligini destekler. Ayrica glutamin amonyagin tasinmasinda rol oynar ve iire
dongiisiine katilir. Diyetle alinan viicut proteinleri metobolize olarak alfa-ketoasitlere
doniisiir ve toksik olan amonyagin zehirsizsizlestirilmesinde rol oynar ayn1 zamanda iire

dogitisiine de katilir [9]. (Sekil 2.2)
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AMONYAK METABOLIZMASI

Sekil 2.2 Amonyak metabolizmasinda glutaminin yeri [10]

Toksik bir madde olan amonyaktan glutamin sentez edilerek zararsiz bir bilesik halinde

viicutta dolagsmasi saglanir.

Amonyagmn viicuttaki tasinma yontemlerinden digeri ise Glikoz-Alanin dongiistidiir.
Amino asitlerin amino gruplar1 genellikle, ilk olarak karaciger hiicrelerinin sitosoliinde
a-ketoglutarata taginir ve glutamat olusturulur. Glutamat mitokondriye tasinir. Sadece
burada glutaminin amino grubu NH;" olusturmak iizere uzaklastirilir. Glutamin bu
sekilde karacigerden toksik bir madde olan amonyagin atilmasina yardimei olur. Birgok
dokuda olusturulan amonyagin fazlasi glutaminin amid azotuna doniiserek karaciger
mitokondrisine aktarilir. Karacigerde bulunan fazla azot amonyaga doniisecegine

glutamik asite baglanarak glutamine doniisiir [11], [12]. (Sekil 2.3)
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Sekil 2.3 Glukoz-Alanin dongiisii

Glikoz-alanin dongiisiinde, kas dokusunda transaminasyonla piriivattan olusan alanin,
kan yolu ile karacigere tasinarak yeniden piriivata gevrilir. Karacigerde piriivattan
glikoneogenez ile olusan glukoz, kan dolasimi ile kas dokusuna gelir. Karacigerde
transaminasyonla alaninden piriivat olusurken o -ketoglutarata aktarilmis olan amonyak
daha sonra serbest birakilir. Boylece kas dokusundaki amino asit azotu, iire sentezinde

kullanilmak {izere karacigere tasinmis olur [11].

Ekstrahepatik glutamin mitokondriye gelerek, glutaminaz enzimiyle glutamata ve
amonyuma, glutamat ise mitokondride glutamat dehidrogenaz ile amonyuma ve a-
ketoglutarata gevirilir, amonyum da karbamoil fosfat sentetaz ile karbamoil fosfata

cevrilerek tire dongiisiine katilir [12]. (Sekil 2.4)
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Sekil 2.4 Glutaminin iire donglisiine katilmas1

Ure dongiisii; karacigerde gerceklesir ve toksik bir madde olan amonyagm daha az
toksik bir madde olan iireye ¢evrilmesini saglar. Daha sonra iire kana verilerek bobrege
gonderilir, ordan da idrar ile viicuttan atilir. Amag toksik amonyagin daha az toksik olan
tire doniistiiriilmesidir. Arginaz enzimi yalnizca karacigerde bulundugu icin bu dongi

karacigerde gergeklesir [12].

2.2  Glutamin Sentez ve Yikim

Viicutta glutamin sentezi Ozellikle iskelet kasi ve beyinde, yikimi ise barsaklar ve
bobrekte olmaktadir. Iskelet kasinda serbest intraseliller amino asitlerin %60’

glutamindir ve glutamin diger dokular i¢in baslica kaynak yeridir [13].

2.2.1 Glutamin sentezi

Glutamin bir¢ok dokuda sentezlenmektedir. Ancak malniitrisyon, yedi giinden uzun

stiren aglik, katabolik durumlar, ameliyat yaralarinin iyilesmesi, tramva, sepsis ve yanik



gibi stresli durumlarda viicut ihtiyaci sentez kapasitesini asmaktadir. Bu durumda
glutaminin hiicre i¢i konsantasyonunda ve plazma seviyesinde sirasiyla normalden %50
ve %30 kadar azalma goriiliir. Bu da glutaminin "duruma gore esansiyel bir amino asit™

oldugunu gostermektedir [13].

Amonyagin uzaklastirilmasi ti¢ sekilde meydana gelir:

1. Ure sentezi

2. Glutamat sentezi

3. Glutamin sentezi

Serbest amonyak, glutamin haline doniistikten sonra toksik oOzelligi ortadan
kalkmaktadir. Amonyak bu sekilde depolanir ve tasmir. Glutamin sentezi baslica
karaciger, bobrek ve kasda gerceklesir. Glutamin beyin i¢in de ¢ok Onemlidir. Bu

yiizden dolasimda diger amino asitlerden daha fazla miktarda bulunur. Bdbrekler

tarafindan alinip, glutaminaz ile deamine edilir [14].

Glutamin, glutamatin amidi olup, glutamat ve amonyaktan, glutamin sentetaz enziminin

katalitik etkisiyle ve ATP’den saglanan enerji ile tersinmez bir reaksiyonla olusur [15].
(Sekil 2.5)

O O
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NH Pi

Glutamat Glutarmin

Sekil 2.5 Glutamin biyosentezi [15]

2.2.2 Glutamin Yikim

Bobreklere gelen glutamin, burada glutaminaz ve glutamat dehidrogenaz enzimleri ile

parcalanarak 2 mol serbest amonyak elde edilir. Bu amonyak asit-baz diizenlenmesinde

kullanilir [16].



Karaciger ve bobrek problemi olanlar, Reye sendromu hastalar1 ve kanda amonyak
birikmesine neden olacak hastaligt olanlar glutamin takviyesi kullanmamalilar.
Glutamin takviyesi bu hastaliklar1 siddetlendirebilir [8]. Reye sendromu; nezle ya da su
cicegi gibi viriisten kaynaklanan bir hastaliktan sonra goriilebilen, nadir rastlanan; fakat
ciddi bir hastaliktir. Reye sendromu birgcok farkli organa zarar verebilir; ancak
cogunlukla karacigeri ve beyni etkiler ve bazen de beyne zarar verip 6limlere neden
olabilir [17].

2.3 Glutamin Tayin Yontemleri

Glutamin insan viicudunda en yiiksek diizeyde bulunan amino asit olup, amonyak
metabolizmasinda 6nemli role sahiptir. Glutamin, Okaryotik hiicre Kkiiltiirlerinde
kullanilan 6nemli enerji ve azot kaynagidir [18], [19]. Glutamin yikimi, hiicre
biiylimesinde toksik olabilen ve bdylece biiyiimeyi inhibe eden amonyak yapimina yol
gosterdigi icin izlenen glutamin konsantrasyonlar1 en énemli basamaktir [20], [21]. Ure
ve glutamin metabolizmast yakindan ilgili oldugundan, amonyak zehirlenmesi,
hiperamonya ve protein intoleransi gibi amonyak dengesizligine yol acan hastaliklar da

glutamin seviyelerini etkiler [22], [23].

Patolojik olgularda taniyr destekleme ve hastaligin seyrini izleme, ayrica glutaminin
girdigi normal veya patolojik metabolik olaylarin mekanizmalarint aydinlatma
agisindan glutamin tayini nem kazanmaktadir. Biyolojik sivilarda ve gida 6rneklerinde
birtakim maddelerin diizeylerinin dogru ve hassas olarak belirlenmesi hastalik
teshislerinde ve gidalarin kalite kontrollerinde gerekli parametreler olduklarindan
bunlarin hizli ve basit bir sekilde belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla son

yillarda biyosensorlerin kullanimi giindeme gelmistir.

Giiniimiizde amino asit tayinlerinde ince tabaka kromatografisi (ITK) den ¢ok, yiiksek
performansh sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi (GC), anyon ve katyon
degistirici kromatografiler ile kombine ¢alisan amino asit analizorleri, fluorometrik ve
radyoaktif metodlar gibi ileri teknoloji gerektiren yontemler uygulanmaktadir. Yine de
ITK kisa, ucuz ve basit oldugu i¢in giiniimiizde hala kullanilabilmektedir [24],[25],[26]

Glutamin genellikle, standart yontemler olan ve enzimatik reaksiyona dayali HPLC,
spektrofotometrik ve kromatografik yontemlerle tayin edilebilmektedir. Ancak biyolojik

orneklerde ve gidalarda bulunan bazi maddelerin tayini igin ¢esitli yontemler
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kullanilmasma ragmen, bunlarin tayini i¢in kullanilan HPLC ve kromatografik
yontemlerinin ekipmanlarinin  pahali olmasi, aletlerin kullaniminin  uzmanlik
gerektirecek diizeyde dikkat ve itina istemesi ve laboratuvar sartlarinda
uygulanabilirliginin  smirli  olmasi gibi faktérler bu yontemlerin cazibesini

azaltmaktadir.

Enzimatik-spektrofotometrik esasli yontemler ise, cesitli reaktiflerle reaksiyon sonucu
olusan renkli bilesigin absorpsiyonunun Ol¢limiine dayanmaktadir. Ancak bu
yontemlerde, diisiik miktardaki Ornekleri tayin etme giigliigli bulunmasinin yani sira,
askorbik asit, tirik asit, glukoz, ketonlar ve sefalosporin tiirii antibiyotiklerin kanda

yiiksek konsantrasyonda bulunmasi halinde bunlar girisim etkisi yapabilir.

2.3.1 Biyosensor Esash Glutamin Tayin Yoéntemleri

Glutaminin daha basit, ucuz, dogru ve duyarl tayinine olanak saglayan biyosensorlerin
gelistirilmesi ¢ok dnemli bir ilerlemedir. Glutamin i¢in uygun, bugiinkii biyosensorler,

glutaminaz enziminin immobilizasyonuna dayanir [1], [2].

2.3.1.1 Optik Sensorler

Son yillarda dogal ilgi ve 6zgilinliigii temel alan floresans sensorleri gelistirilmistir [27],
[28]. Bu yontem mutagenez ve aminoasit dizilerinde degisikliklere olanak saglamustir.
Genetik ve protein miithendisligi kullanarak glutaminin optik hiicre kiiltiirlerinde

glutamin konsantasyonlarinin tayini i¢in optik biyosensor gelistirilmistir [29].

2.3.1.2 Amperometrik Sensorler

Genel anlamda amperometri, bir potansiyeldeki akim siddetinin Olgiimiinii esas alir.
Amperometrik biyosensorlerde, oksijen ve H,O, elektrotlar1 en popiiler olanlaridir.
Hidrojen peroksit tayinine dayali amperometrik glutamin elktrodu yapilmistir [30].
Ayrica glutaminaz ve glutamat oksidazin jelde tutuklamasiyla immobilize edilmesiyle,
glutamin ve glutamat biyosensorleri ince film teknolojisiyle iiretildi ve 6l¢iim hidrojen

peroksidin anodik reaksiyonuna dayanmaktadir [31].
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2.3.1.3 Kapiler Elektroforez Yontemi

Elektroforez, iletken bir ¢ozelti i¢indeki ylikli/yliksiiz pargaciklarin veya molekiillerin

bir elektriksel alan varliginda go¢ etmesidir.

2.3.1.4 Laser Induced Fluorecence (LIF)

Bu yontem, molekiilleri elektromagnetik radyasyonun adsorpsiyonuyla uyarilmis halden
yilksek enerji seviyelerine optik emisyonunu esas alir. Cocuklardaki menenjit
hastaliginin teshisi i¢in, beyin omurilik sivis1 (BOS) i¢inde glutamin ve glutamat tayini,

LIF ve kapiler elektroforez (CZE-LIF) yontemleriyle gerceklestirilmistir [32].

2.3.1.5 Potansiyometrik Sensorler

Potansiyometrik glutamin enzim elektrotlari, bakteri, doku ve enzimlerin immobilize
edilerek kullanilmasiyla amonyak tayinine dayanir [33], [34], [35]. Potansiyometrik
glutamin biyosensorlerinde ¢ok az alete ihtiyag duyulmasi avantaj vardir. Bunlarda
sadece iyon- segici elektrot, pH - segici elektrot ve iyon - secici alan etkili transistorlere

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Literatiirde glutaminin tayini i¢in potansiyometrik-esasli biyosensorlere rastlanmamis
olmasi tez ¢aligmamizin 6zgilin oldugunu gostermektedir. Ayrica, amperometrik enzim
elektrodu kullanilarak yapilan biyosensorlerde glutamatin girisim yapmasi nedeniyle
cift enzim sensorleri kullamilmistir. Glutamin elektroduna endojen amonyagin,
glutamatin ve askorbik asitin girisim yaptigi belirtilmistir [30]. Yine yapilan
amperometrik c¢ift enzim sensoriinde; glutamat sensér okumasiyla birlikte glutamat
oksidazin yan aktivitesi olarak aspartik asit ve asparajinazin girisim yaptig1 gézlenmistir
[31]. Bu ve bunun gibi sikintilar1 yapmis oldugumuz bu ¢alisma esnasinda
yasayacagimizi diisiinmiistiik. Ancak glutaminaz enziminin tek basina immobilize
edilmesi sonucu hazirlamis oldugumuz potansiyometrik glutamin biyosensorii ile almig
oldugumuz Oolgiimlerde, bu tarz bir sorunla karsilasmadik. Glutamat girisimini
Onleyecek herhangi bir dis tabakaya ihtiyag duymadik, askorbik asit girisimini
engellemek igin de bir i¢ membran kullanmadik [30]. Yapilan tim optimizasyon
calismalarimizda, 6l¢iimlerimizi dogru bir sekilde alarak, en iyi ¢alisma kosullarimizi

zorlanmadan belirleyebildik.
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2.4  Glutamin ile lgili Yapilan Cahsmalar

Villarta ve arkadaslar1 1992’de glutamat oksidaz ve glutaminaz enzimlerini tekrar
aktive edilmis immobilon —AV affinite membran {izerine birlikte immobilize ederek
amperometrik enzim elektrodu gelistirdi. Amperometrik glutamin elektrodu Clark tipi
enzim elektroduydu ve prob iiretilen hidrojen perokside duyarli platin elektroddan
olusur. Biyosensoriin optimum c¢alisma sartlarini; pH’S1 5.5 olarak bulmuglar, bu
sartlarda dogrusallig 1x10°M’dan 7.5x10*M’a kadar, tayin sinirmi da 2.4x10*M’dan
yiiksek bulmusglardir ve egim 91nA/mM’dir. Koruyucu membranlarin eklenmesiyle
akim cevabmin 10nA/mM’a azaldigi, dogrusalligm ise 1.3x10”*M glutamine
genigletildigi gézlenmistir. Glutamin elektroduna; endojen amonyagin, glutamatin ve
askorbik asitin girisim yaptig1 belirtilmistir. Glutamat girisimi; glutamat oksidaz/katalaz
dis membran1 dahil edilmesiyle elimine edilmistir. Onemli askorbat girisimini
engellemek i¢inse, seliiloz asetat i¢ membrani kullanmislardir. Hazirlanan biyosensorle;
6 saglikli yetiskin goniilliiniin serum 6rneklerindeki glutamin igerigi 6l¢iildii. Glutamin
konsantrasyonu 1.27mM, standart sapma 0.12 ve yilizde iyilesme de %2104 olarak
belirtilmistir [30].

Male ve arkadaslar1 1993°de hiicre kiiltiirlerinde glutamini belirlemek igin akis
enjeksiyon analizi (FIA) biyosensor sistemi gelistirmiglerdir. Gozenekli aminopropil
cam boncuklar iizerine glutamat oksidaz ve glutaminaz enzimlerinin kovalent olarak
imobilize edilmesiyle enzim kolonu olusturmuslardir. Enzimatik reaksiyon sonucu
olusan hidrojen peroksit + 0.7V akim uygulanarak amperometrik olarak tayin edilmistir.
Test edilen gesitli anyon degistirme regineleri arasinda endojen glutamatin, asetat anyon
degistirme regineleri iizerine tamamen absorbe oldugu gézlenmistir. Bu tip bir iyon
degitiricinin ayn1 zamanda, aspartik asit, lirik asit ve askorbik asiti de absorbe ettigi
gozlenmistir. FIA biyosensoriiniin, 10 um alt sapma limiti ile 1mM glutamin
konsantirasyonuna kadar dogrusal oldugu, ayni zamanda + 1.2%’lik bagil hata ile iyi bir
tekrarlanabilirlige sahip oldugu gozlenmistir. Her bir analiz, 17 saatlik bir verime
karsilik gelen, numune alma ve yikama da dahil olmak tizere 3.5 dakika i¢inde yapilmas.
Anyon degistirme kolonu 12 saat boyunca 200 analiz i¢in kullanilabilmistir. Imobilize
enzim kolonu’nun aktivite kayb1 olmaksizin en az 500 kez tekrarlanan analiz i¢in stabil
oldugu belirtilmistir. Bu biyosensor sistemi, bocek hiicresi ve memeli hiicresinde
glutamin tayini i¢in uygulandiginda elde edilen onuglar HPLC ile karsilagtirilmistir
[36].
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Moser ve arkadaglar1 1995°de glutaminaz ve glutamat oksidazin jel tutuklamayla
birlikte immobilize edilmesiyle, glutamin ve glutamat biyosensdrlerini ince film
teknolojisiyle {iretti. Notral pH araliginda optimum aktiviteye sahip glutaminaz
nedeniyle glutaminin dogrudan izlemesini yapabildiler. Glutamin enzim sensori
hidrojel membran iginde glutamat oksidaz ile glutaminazin co-imobilizasyonu ile
hazirlandi. Sensor cevabinin 50pmol’den 10 mmol glutamin/L’deki konsantrasyon
aralig1 i¢inde lineer oldugu belirtilmistir. Glutamat sensér okumasiyla birlikte glutamat
oksidazin yan aktivitesi olarak aspartik asit ve asparajinazin girisim yaptig1 gozlendi.
Sensor tlizerine glutamat sensorii entegre edilmesiyle, farkli 6l¢iimlerle girisim elimine
edilmistir. Sensorlerin kararliliklarinin oldukga iyi oldugu ve performansinda herhangi

bir degisme olmadan en az 300 6l¢iim i¢in kullanilabildigi de belirtilmistir [31].

Madaras ve arkadaslar1 1997°de endojen glutamat sinyalini Onleyerek amperometrik
Olglimler igin glutamin membranlar1 tanimlamiglardir. Hiicre kiiltiirleri gibi kompleks
orneklerde glutamat varliginda glutamini Ol¢miislerdir. Glutaminaz ve glutamatin
birlikte immobilizesine dayali tabakanin glutamat oksidaz ve katalaz immobilize
edilmesiyle olusan tamamlayic1 anti-glutamat tabakasinin kullanilmasiyla glutamat
girisimini  olduk¢a azaltmislardir. Glutamin seviyeleri 0.7-5 mM arasindaki
konsantrasyonlarda eklenir, gluatamat seviyeleri 0.07 ve 0.7 mM arasindadir. Tim
membranlarin 1 glinde 5nA akim veren 40pL ornek boyutunda tayin edildigi
bulunmustur. Glutamin membran cevabinin; 5mM glutamat +5mM glutamin
karigiminda (50puL 6rnek boyutuyla) elde edildigi belirtildi. En iyi glutamin kararliligs;
lineerlik, hassasiyet ve tekrarlanabilirliginin en az 10mM glutamin konsantrasyonunda
oldugu belirtilmistir. Glutamat ve glutamin eszamanl dl¢iimleri i¢in 5 giinliik yar1 dmiir

ve +4’liikk hassasiyet gozlenmistir [2].

Tucci ve arkadaslar1 1998’de ¢ocuklardaki menenjit hastaliginin beyin-omurilik sivisi
(BOS) iginde lazer bagli floresans tayini ve kapiler elektroforeziyle (CZE-LIFD)
glutamin ve glutamat ol¢iimiinii gerceklestirdiler. Glutamin i¢in tiirevlendirmeyi uygun
hale getirmede 3 test yaptiktan sonra glutamin ¢dzeltisini 10°M°dan 10°M’a
tiirevlendirdiler. Tiirevlendirilmis BOS’taki 10~>’den 10> mol/L arasindaki glutamin
lineer baglantiyr gosterir. Glutaminin  10°°M ¢6zeltisi CZE-LIFD’le  kolayca
Olciilebildigini gozlemlemisler. Standart hatalar; metodun yanilgisinin pik yiikseklikleri

icin yaklasik %1°den az oldugunu oOnerir. Gergek standart sapma pik yiiksekligi icin
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%3.36 ve gii¢ asamasi i¢in %8.97 dir. Bakteriyel ve viral menenjitli ¢ocuklarin beyin
omurilik sivisinda glutamin ve glutamat 6l¢iim sonuclarinda, menenjitli hastalarin
kontrol grubundan daha diisiik glutamin konsantrasyonlarina sahip oldugu, bakteriyel
menenjitteki konsantrasyonun da viral menenjitteki konsantrasyona gore daha diisiik
oldugu belirtilmistir. Enfeksiyon ve inflamasyon sirasinda glutaminin karacigerde
tutunmasiin arttigini kismen agiklamiglardir. Glutamat konsantrasyonlarinin ise;

menenjitli hastalarda kontrol grubuna gore yiikseldigi belirtilmistir [32].

Konyalioglu ve Ozyer 2000’de plazma glutamin diizeylerini iki yontem ile
degerlendirmislerdir. Kan plazmasi1 glutamin analizinde kullanilan ince tabaka
kromatografisi ile kombine bir spektrofotometrik yontem (ITKSPK) bilinmektedir. Bu
yontem ile ince tabaka kromatografisinde dzel okuyucu (ITK-Okuyucu) yardimiyla
gelistirdikleri yontemi kiyaslamislardir. Bu amacla, 35 saglikli bireyden kan alinip
plazmalar1 ayirmisglar, ekstraksiyondan sonra, ince tabaka kromatografisi ile ayrilmig
glutaminle spektrofotometrik ve ITK-okuyucu aletinde miktar tayinleri yapmislardir.
Saglikli kisilerden alinan kan plazma &rneklerinin ITK-okuyucu ve spektrofotometrik
yontemle bulunan glutamin diizeyleri arasinda uygunluk bulduklarini belirtmislerdir.
(korelasyon katsayist, r: 0.883). Bdylece, ince tabaka kromatografisi ve ITK-okuyucusu
ille kombine olarak gelistirdikleri yoOntemin, plazmada glutamin tayininde

kullanilabilecek bir yontem oldugunu sdyleyebilmislerdir [37].

Dattelbaum ve Lakowicz 2001°de genetik protein miihendisligi kullanarak glutaminin
optik tayinini gerceklestirdiler. Glutamin i¢in favori duyarlilik ve hassasiyet nedeniyle,
optik biyosensorler i¢in Gln BP segtiler. Gln BP ‘nin X-Ray kristal yapis1 hem ligand
bagli hem de ligandsiz yapilarda tayin edilmistir. E.coli kullanilan glutamin i¢in ilk
reaktifsiz optik dizi tretimi sunmuslardir. Hiicre kiiltiirii ortaminda glutamin

konsantrasyonlarinin 0,2’den 5mM’a gesitlendirdiklerini belirtmislerdir [29].

Moser ve arkadaslar1 2002°de glukoz, laktat, glutamin ve glutamat konsantrasyonlarinin
eszamanli Ol¢limleri i¢in ¢oklu biyosensorleri, ince film teknolojisi kullanilarak
tretmiglerdir. Glukoz, glutamin, laktat ve glutamat eszamanli Olgiimleri i¢in bir
biyosensor diziyi mikroakis sistemine uygulamislardir. Kacak sinyal olmayan, uzun
vadeli kararli biyosensorler; elektrokimyasal doniistiiriiciilerin modifiye edilmesiyle ve
fotomodelli (photopatternable) enzim membranlarinin kullanilmasiyla {iretilmistir.

Kullandiklar1 uygun minyatiir teknoloji ile tiim kan ve fermentasyon sivi besiyerlerinde
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hiicre i¢i ve hiicre dis1 uygulamalar i¢in kiitle {iretebilen yontemlere yol gostermislerdir.
Notr pH araliginda aktivite gosteren glutaminaz nedeniyle glutaminin tam ve eszamanl
Olctimiinii glukoz, laktat ve glutamat ile birlikte yapabilmislerdir. Biyosensorlerin ¢ok
duyarh cihazlarla entegre edilicegini belirterek, modifiye elektrotlarin yiiksek kaliteli
biyoalgilayict cihazlarla entegre edilmesiyle verime karsi hassasiyetin azaldigi

gozlenmistir [38].

Kadioglu, 2005°de uzmanlik tezinde yaptigi ¢alismada tikanma sariligi olusturduklari
kontrol grubu, ursodeoksikolik asit ve glutamin verdikleri deney grubu arasindaki
farklar1 ortaya koymustur. Bu sonuglar istatistiksel olarak yorumlamiglardir. Sonug
olarak tikanma sariligi olusturdugumuz ratlarda bakteriyel translokasyon ve
karacigerdeki hasarlanmada Ursodeoksikolik asit ve Glutamin’in morbidite ve mortalite
tizerinde istatistiksel olarak olumlu etkileri oldugunu saptamislardir. Tikanma sariligi
tanist konan hastalarda, tant kondugu andan itibaren Ursodeoksikolik asit ve
Glutamin’in operasyon Oncesi ve sonrasinda kullanilmasinin morbidite ve mortaliteyi

azaltacagini savunmuslardir [39].

Stefano ve arkadaglari 2006°da E.Coli’den glutamin baglayici protein ve L-Glutamin
arasindaki molekiiler baglanmayla gozenekli silikon nano teknolojisine dayanan
biyosensor tiretmislerdir. Glutamin i¢in molekiiler prob olarak rol oynayan glutamin
baglayic1 proteini (GIn BP) gozenekte silikon matriksinin deliklerine baglamislar,
boylece gozenekli gecirgen tabaka yiizeyinin Onislevsel siirecini Onlemislerdir.
Asindiriimis olan gozenekli silikon tabakasimin FT-IR spektrumunu kaydettiler; 650cm™
ve 2100cm™de Si-H baglarmin kararkteristik piklerini 1050-1100cm™’de Si-O-Si
pikleri sunulmadigi zaman gozenekli silikon yiizeyi (PSi) hidrofobik bagin kuvvetini
test ettiler. Proteinle kaplanmis PSi yiizeyi silikon dogrultusunda iyi kararlilik
gosterdigini blirtmislerdir. Glutamin tayini i¢in gdznekli nanoteknolojiye dayanan
protein temelli optik mikrosensériin gelisimi igin Onveriler sundular ve gozenekli
silikonu olduk¢a kullamish ¢evirici olarak gosterdiler. Ustelik gozenekli silikon
tabakada, Si-H baglarimin varligindan dolayr yiizeysel islevlendirme siireci
kullanmadilar. Protein konsantrasyonuna sinyal cevap; 9-36ugl™ araligimda dahi

ol¢iildiigii belirtilmistir [40].
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2.5 Glutamin Tayininde Kullanilan Biyomateryallere Genel Bakis

25.1 Glutaminaz

Glutaminin; glutamat ve amonyum iyonlarina doniigiimiinii katalize eder. Olusan

amonyumun pek ¢ogu iireye doniistiiriliir.

Glutaminaz
Glutamin ——%  Glutamat + NH,"

2.5.2 Kitosan

Tez calismamizda kitosan, glutaminaz enziminin elektrot yilizeyine daha iyi
immobilizasyonunu saglamak ve elektrot yiizeyinden enzim kaybini onlemek i¢in
kullanilmistir.  Kitosan, kitinden kismi deasetilasyon yoluyla elde edilen, reaktif
fonksiyonel amino gruplarina sahip; kimyasal yap1 olarak seluloza benzeyen dogal bir

biyopolimerdir [41]. (Sekil 2.6)
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Sekil 2.6 Kitosanin kimyasal yapisi [41]

2.5.3 Cinko Oksit Nanorod

Zn0O nanorodlar, yliksek spesifik yiizey alani, toksik olmamasi, kimyasal stabilitesi,
elektrokimyasal aktivitesi, yliksek elektron iletkenligine sahiptir. Ayrica yaklasik 9,5'lik
yiiksek izoelektrik noktasi sayesinde proteinlerin ZnO nanorod yiizeyine elektrostatik
olarak immobilize olmasini saglamaktadir [42]. Bu o6zellikleri sebebiyle biyosensor

uygulamalarinda genis kullanim alanina sahiptir.
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BOLUM 3

NANOTEKNOLOJI

Nanoteknoloji maddeyi atomik ve molekiiler seviyede kontrol etme bilimidir. Genel
olarak 100 nm ve daha kiigiik boyutta malzeme, aygit gelistirmekle ilgilidir [43]. 1 nm,
metrenin milyarda biridir (yaklasik olarak ard arda dizilmis 5 ila 10 atom). Insan sag
telinin ¢apinin yaklagik 100.000 nanometre oldugu diisiiniiliirse ne kadar kiiciik bir

Olgekten bahsedildigi daha rahat anlasilir [44].

Nanoteknoloji bir¢cok alani kapsayan bir bilim dalidir. Aygit fizigi, malzeme bilimi,
elektronik, kimya, biyoloji gibi dallardan bilim arastirmacilari, nanoteknoloji

caligmalar1 yapmaktadir [43].

“Nano” kelimesi Yunanca nannos kelimesinden gelir ve “kii¢iik yasli adam veya ciice”
demektir. Nanoteknolojinin etkileri {izerinde ¢ok tartisma olmustur. Nanoteknolojinin
tip, elektronik ve enerji iiretimi gibi alanlarda uygulanma potansiyeli vardir. Bunun
yaninda, her yeni teknolojide oldugu gibi, nanomalzemelerin de saglik ve cevre

tizerindeki etkileri merak edilmektedir [45].

Nanoteknolojiyi bu kadar ilging kilan unsur, malzemeler nano-boyutta makrodiinyadan
farkli davranmalandir. Kiilce seklindeki altin bagka maddelerle reaksiyona girmek
istemezken, nanoboyuttaki altinda bu durumun tam tersi gozlemlenmektedir. Kuantum
etkileri yliziinden maddeler, nanoboyutta farkli 6zellikler gostermektedir. Bu 6zellik
yiiziinden, bilim adamlar1 malzemelerin nanoboyuttaki hallerini arastirip, sorunlara

¢Oziim bulmaya ¢alismaktadirlar [43].

Malzemenin biiyiikliigii nanometre Olgiitlerine inildigi zaman, kuvantum davranislari
bilinen klasik davraniglarin yerini almakta ve fiziksel 6zellikleri kesikli bir degisim

gostermeye baslamaktadir. Kimyasal ve fiziksel 6zellikler, yapmin biiyiikliigiine ve
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atom yapisinin ayrintilarina, disardan sisteme baglanan yabanci bir atomun cinsine ve
yerine gore ¢ok farkli ve olaganiistii davranislar sergilemektedirler. Soyle ki, mevcut
nanoyapiya yabanci bir atomun yapismasi, elektronik ozellikleri, 6rnegin elektrik
iletkenligi farkedilebilir sekilde degistirmektedir. Bu yabanci bir atom gecis elemeti
oldugunda yapistirdigt bir nanoyapiya manyetik Ozellikler kazandirabilmektedir.
Kisaca, bir nanoyapimin fiziksel 6zellikleri, bag yapis1 ve dolayist ile mukavemeti onun
biiyiikliigiine ve boyutuna bagli olarak énemli degisimler gdsterebilmektedir. Ornegin,
karbon atomlarindan olusan elmas kristali iyl bir yalitkan oldugu halde, bir boyutlu
karbon atom zinciri, altin ve glimiis zincirlerinden bile daha iyi bir iletken
olabilmektedir. Nanobilim, nanometre 6lgiitlerinde ortaya ¢ikan bu yeni davranislari
kuvantum kurami yardimi ile anlamamizi saglar. Nanoteknoloji ise ya yeni nanoyapilar
tasarlayip sentezlemeyi, ya da nanoyapilara yeni olagantistii 6zellikler kazandirmay1 ve

bu 6zellikleri yeni islevlerde kullanmayi amaglar [46].

Peki neden boyutlarin kiiciiltiilmesi i¢in ugras verilmektedir? Transistorlerde elektrodlar
aras1 mesafeye kanal genisligi denir. Kanal genisligi bir transistoriin agma kapama
hizim1 belirlemesi agisindan 6nemlidir. Kanal genisligi ne kadar dar ise transistor o
kadar hizli ¢aligmaktadir. Buna ek olarak transistor boyutlarinin kii¢iilmesiyle birlikte,
bir ¢ip i¢ine yerlestirilebilen transistor sayis1 da artmaktadir. Hem daralan kanal
genisligiyle hem de artan transistor sayisiyla elektronik aygitlarin performansi kat kat
artmaktadir. Son 50 yil iginde arastirmacilarin minyatiirlestirme c¢abalarindaki
basarisinin gostergesi, 50 yil once iiretilen tek bir transistorle ayni boyutlara sahip bir
cip i¢ine simdilerde 100 milyon transistoriin yerlestirilebilmesidir. Dolayisiyla
elektronik aygitlarin kalbi olan transistorlerin performansindaki artis dogrudan
mikroelektronik endiistrisini etkilemektedir. Mikroelektronik endiistrisindeki yukaridan
asagiya Uretim modelindeki bu hizli ilerleyisin bilimsel ve ekonomik nedenlerden
dolayr 2010-2020’ye kadar siirecegi tahmin edilmektedir. Bu gibi smirlamalar su an
mikroelektronik endiistrisinde baskin konumdaki silisyum esaslhi elektronik {iretime
alternatif yeni bir tiretim modeli gerektirmektedir. Asagidan yukar1 (bottom-up) iiretim
modeli olarak adlandirilan bu yeni {iretim modelinde; dogadan esinlenerek, protein ve
diger makro molekiillerden biyolojik sistemlerin olusturulmasi gibi, kimyasal metotlarla
elde edilen hassasiyetle kontrol edilip ayarlanabilen kimyasal bilesim, yap1, morfoloji
ve biiyiikliikte nanoboyutlu yap1 taslarinin bir araya getirilip, bunlardan fonksiyonel

aygitlarn tiretilmesi hedeflenmektedir. Su an piyasada bulunan, silisyum esasl bir {iriin
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olan Pentium 4 islemcilerde kanal genisligi 180 nm civarinda iken, kimyasal metotlarla
tiretilen karbon nanotiiplerden olusan organik bir transistorde bu mesafe 1-2 nm

civarindadir [47].

Transistor teknolojisindeki gelisimden de anlasilabilecegi gibi nanoteknolojinin
biyosensor teknolojisi ile Dbirlesmesi, makro boyutta iiretilen sensorlerin
minyatiirlesmesini saglar. Kullanilan nanomateryaller sayesinde sensoriin duyarliligi,
hassasiyeti, 6l¢iim araligi, kullanim 6mrii ve cevap siiresi gibi parametrelerin gelismesi
ve diisiik maliyetli sensorlerin iiretilmesi saglanir. Nanoteknolojinin sensor teknolojisi
ile birlikte gelismesi bu ac¢idan énemlidir. Bu sebeple son yillarda yapilan biyosensor

calismalarinda nanomateryaller ve nanoteknolojik yontemler uygulanmaktadir.

Nanomalzemeler, 0-boyutlu, 1- boyutlu ve 2- boyutlu olmak {izere 3 grupta incelenir
[48]. 1zotropik kiireler, yirmiyiizliiler (icosahedrons) ve kiipler 0-boyutlu nanomateryal
olarak simniflandirilabilir. Bunlar nanodiinyasinda en iyi bilinen sekillerdir. Yari
iletkenler, nanokiireler ve C-60 bu gruptadir. Cubuklar, poligon seklindeki silindirler ve
teller 1-boyutlu nanomateryallerin &rnekleridir. 2- boyutlu nanomateryallere ise Ince
filmler gibi ¢ogunlukla optik kaplamalarda, korozyon korunmasinda ve yari iletken ince
film cihazlarda kullanilan nanomateryaller 6rnek verilebilir [49]. 1D nanomateryal olan
ZnO nanorodlar sahip oldugu olaganiistii materyal o6zellikleri ve elektronik, optik,

fotonik performansi sayesinde genis kullanim alanina sahiptir [48].

Nanopartikiillerin aksine nanorodlar elektron transferini giiglendirmek igin bilyiik bir
potansiyele sahiptir. Nanopartikiillerde partikiilden digerine gecerek karsi tarafa ulasir.
Bu sekilde elektronlarin transferi daha zor ve daha uzun siirede gergeklesir. Ancak

nanorod diizeninde elektron ¢ok daha rahat bir sekilde transfer edilir. (Sekil 3.1)
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Nanopartikiil Nanorod dizisi

&2 [
3

Sekil 3.1 Nanopartikiil ve nanorodlarda elektron transferi [49]

Bunun sonucu olarak ZnO nanorod basta giines pillerinde olmak iizere benzer uygulama
alanlarinda gelecek vaadeden bir materyaldir. ZnO ¢ok fazla ¢aba gerektirmeden
degisik sentez metotlar1 kullanilarak farkli kristal yapilarinda sentezlenebilme 6zelligine

sahiptir [49].

3.1 Nanoyapilarin Sentezleme Teknikleri

Farkli boyut ve kalitedeki nanoyapilarin elde edilebilmesi i¢in farkli tiretim hizi ve
maliyete sahip bircok sentez yontemi bulunmaktadir. Bu yontemler yukaridan-asagiya
ve asagidan-yukartya olmak tizere iki kategoriye ayrilabilir. Yukaridan- asagiya
tekniklerinde nanoyapilar, kiilge malzemenin fiziksel ya da kimyasal olarak
islenmesiyle istenilen boyutta elde edilir. Asagidan-yukariya biiylitme teknikleri, atom
ya da molekiillerden baslayarak nanoyapilarin sentezlenmesini saglar. Fiziksel buhar
¢coktirme (Physical Vapor Deposition-PVD), kimyasal buhar ¢oktiirme (Chemical
Vapor Deposition-CVD) ve sol-gel bu yontemlerden en yaygin kullanilanlardir [50].
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3.1.1 Fiziksel Buhar Coktiirme (PVD)

PVD yonteminde c¢oktiiriilmek istenen malzeme kati fazdan buhar fazina, termal
buharlagtirma ya da sigratma gibi metotlarla doniistiiriiliir. Buhar, kaynaktan altlik
lizerine tasinir ve altlik {izerinde yogunlasir. Termal buharlastirmada kaynak malzeme
bir pota igerisine yerlestirilir ve vakum ortaminda erime noktasina kadar 1sitilarak buhar
haline getirilir. Sigratma metodunda ise kaynak olarak bir hedef kullanilir. Vakum
ortaminda yiiksek enerjili iyonlar iiretilir ve hedefle c¢arpistirilir. Uyarim sonucunda

atom ya da molekiiller hedeften ¢ikarak altlik tizerinde birikir [50].

3.1.2 Kimyasal Buhar Coktiirme (CVD)

CVD, nanoyapilarin sentezlenmesinde olduk¢a yaygin olarak kullanilan bir tekniktir.
Tipik bir CVD siirecinde, tasiyici asal gazlarla seyreltilen reaktan gazlar ya da baslangig
maddeleri reaksiyon hiicresine girer. Siire¢ ve ¢alisma kosullarina bagli olarak reaktan
gazlar arasinda ylizeye ¢arpmadan Once, buhar fazinda homojen kimyasal reaksiyonlar
gergeklesir ve daha diisiik sicaklik bolgesinde bulunan altlik {izerinde yogunlasma
stireci ile bir film sekillenir. Reaksiyon kimyas1 ve ¢oktlirme sartlarinin kontroliiyle ¢ok
farkli morfolojilerde yapilar elde edilebilir. Istenen yapinmn biiyiitiilebilmesi igin
sicaklik, basing, baslangic konsantirasyonlari, akis hizi ve reaktér geometrisi gibi
parametrelerin kontrol edilmesi gerekmektedir. Bu kategori igerisinde Buhar-Sivi-Kati
(Vapor-Liquid-Solid-VLS) ve Buhar-Kat1 (Vapor-Solid-VS) yontemleri genis bir yere
sahiptir. VLS mekanizmasinda buhar haldeki malzeme asal bir gazla daha disiik
sicakliktaki altlik tizerine tasinarak ¢ekirdeklenir, ¢oker ve biiyiir. Biiylitme islemi icin
althik tizerine kaplanmis bir katalizor sayesinde cekirdeklenme damlaciklar halindeki
katalizor tizerinde gerceklesir. Katalizor yiizeyinde adsorbe olmus malzeme doyuma
ulagtiginda ¢okme ve biiylime gergeklesir. Yapilarin boyutlar1 kullanilan katalizoriin
boyutuna baghdir. VS ydnteminde nanoyapilar katalizoér kullanilmadan, direkt olarak
buhar fazindan daha diisiik sicaklikta tutulan altlik {izerinde yogunlasirlar. Literatiirde
VLS ve VS yontemleriyle biiytitiilmiis tel, serit, kemer, tiip gibi degisik morfolojilerde
ZnO nanoyapilara siklikla rastlanmaktadir [50].

CVD ve PVD yontemleri yiliksek sicaklik ve diisiik basinglarda ¢alismay1 gerektiren,
kullanilan cihazlar nedeniyle maliyeti oldukc¢a yiiksek ve az miktarda malzemenin elde
edilebildigi yontemlerdir. Ayrica CVD yonteminde baglangic maddeleri ¢ogu zaman

tehlikeli ve zehirlidir. Degisik morfolojilerde nanoyapilar elde etmek miimkiindiir,
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ancak yontemin ¢ok fazla parametre icermesi nedeniyle ¢ok kontrollii ¢alisilmalidir
[50].

3.1.3 Sol-gel Yontemi

Sol-gel yontemi ise alkoksit bazli baslangic maddelerinin hidroliz ve yogunlagsma
reaksiyonlariyla, klasik yiiksek sicaklik yontemlerine kiyasla daha saf ve homojen

malzemelerin diisiik sicakliklarda tiretimini saglar [50].

3.2 Cinko Oksit'in Ozellikleri

Cinko oksit (ZnO) II-VI grubu yari iletkenlerin 6nemli bir tyesidir [47]. Oda
sicakliginda 3.4eV genis iletim bant araligina ve 60meV gibi biiyiikk bir baglanma
enerjisine, 0.4- 2p optik dalga boyu araliginda yiiksek gecirgenlige sahiptir. 3.4eV daha
biiytik iletim bant araligina sahip bilesikler bulunsa da, 60meV gibi bir baglanma
enerjisi degerine sahip olmasi, optik pompalama i¢in diisiik esik degerine sahip olmasi,
radyasyon direnci ve biyo-uyumlulugu gibi 6zellikleriyle birgok aygit yapimi igin ideal
bir adaydir. Ergime noktasi yaklasik 1975°C, atom agirligi 81.408 g/mol, yogunlugu
5.606 glcm3 ve 1s1 kapasitesi 40.3J/mol K’dir. Hekzagonal kristal yapidaki ZnO’nun

sematik goriiniimii Sekil 3.2°de verilmektedir [51].

Sekil 3.2 Hekzagonal ZnO yapis1 [51]

ZnO, a ve c olan iki 6rgii parametresi igeren wurzit yapida olup ile hekzagonal birim
hiicresine sahiptir (c/a= 8/ 3 =1.633) [52]. Cinko oksitin diger 6zellikleri Cizelge 3.1°de
verilmistir. (Cizelge 3.1)
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Cizelge 3.1 ZnO'in fiziksel 6zellikleri [47]

Orgii Yapisi Hegzagonal wurtzit

Orgii Sabiti a=3.24A, c=5.13 A, c/a=1.60
Molekiil agirlig Zn=65.38, 0O=16, Zn0=81.38
Yogunlugu 5.66 gr/cm?

Erime noktasi 1975 C°

Yasak enerji araligi 3.436 eV (0 K®), 3.20 eV (300 K°)
Eksiton baglanma enerjisi 60 meV

Orgii enerjisi 965 kcal/mol

Elektronik, optik ve fotonik 6zelliklerinden dolayr ZnO nanorodlarin, UV-lazer, LED,
giines pilleri, nanojeneratorler, gaz sensorleri, foto dedektorler ve fotokatalist olarak

kullanimu ilgi gekmektedir [48].

3.3 Cinko Oksit Nanorod Sentez Mekanizmasi

ZnO nanorod bir yilizeyden bagimsiz ya da bagimli olarak biiyiitiilebilir ve ylizey
tizerinde sirali dikey biiylimesi fotokatalitik uygulamalarda avantaj saglar. ZnO kristal
yapisinin anizotropisi nanorod biliylimesini desteklemektedir. Nanorodlarin anizotropik
biiylimesi [0 0 0 2] yoniinde c-eksen boyunca yer alir. Hidrotermal kosullarda biiyiime
hizlar1 V(0001) > V(1011) >V(1010) seklinde degisik yonlerde olur [48].

ZnO kristalinin gogunlukla c-eksen [0 0 0 2] yonelimli biiyiimesinin sebebi, hegzagonal
¢ubugun [0 0 0 1] bazal diizleminin polar olmasidir. Dolayisiyla diger diizlemlere
oranla yiiksek yiizey enerjisine sahiptir [53]. ZnO nanorodlarin silisyum yiizey iizerinde

VS metodu ile biiylime mekanizmasi1 Sekil 3.3'te verilmistir.
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Sekil 3.3 ZnO nanorodlarin silisyum yiizey iizerinde VS metodu ile biiylime
mekanizmasi

3.4 7ZnO Nanorodlarin Sentez Metotlari

3.4.1 Elektrokaplama Metodu

Elektrokaplama ZnO nanopargaciklarin ince filmler halinde elde edilmesinde kullanilan
yaygin metodlardan bir tanesidir. Baglangi¢c maddelerini igeren ¢ozelti icerisinde oksijen
¢oziilmesi ve ardindan voltaj uygulanmasiyla ZnO film halinde biiyiitiilmektedir. Bu
metotta akim yogunlugu, kaplama zamani ve banyo sicakligi gibi parametreler
degistirilerek farkli ¢aplarda ve boyutlarda ZnO yapilar elde edilebilmektedir. Ayrica
band aralig1 da elektrokaplama potansiyeline bagli olarak degismekte ve potansiyelin
arttirtlmasiyla band araligi artmaktadir. Bu metod kullanilarak nanogdzenekli ZnO,

nanokolumnar (kolon bi¢imli) ZnO, ZnO nanorod filmleri elde edilmektedir [49].

3.4.2 Buhar-Sivi-Kat1 (VLS) Metodu

Zn0O nanoyapilarin sentezinde kullanilan diger bir yontem de buhar-sivi-kat1 (vapor-
liquid-solid, VLS) prosesidir. Bu proses 1960’11 yillarda mikrometre mertebesinde
whiskler tiretmek i¢in Wagner ve Ellies tarafindan gelistirildi [54]. Tipik bir VLS
prosesi bir metal katalizOriin nanoboyutlardaki sivi damlacaginda gaz fazindaki
reaktantlarin ¢oziilmesiyle baslamaktadir. VLS prosesi yaygmn bir sekilde ZnO

nanorodlar ve nanoteller hazirlanmasinda kullanilmaktadir [49].
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3.4.3 Kimyasal Banyo Kaplama (CBD) Metodu

Kimyasal banyo kaplama (CBD) metodu ile ZnO nanorodlar elde edilmektedir. Diger
film kaplama yontemleriyle kiyaslandiginda, bu yontem basit, yeniden fiiretilebilen,
kirletici olmayan ve ekonomik bir yontemdir. Ayrica kompleks ekipmanlar

gerektirmeden biiylik miktarlarda ince filmler olusturma 6zelligine sahiptir [49].

3.4.4 Metal-Organik Kimyasal Buhar Kaplama (MOCVD)

Bir diger yontem de metal-organik kimyasal buhar kaplama (MOCVD) yontemidir. Bu
yontem yariiletken ince filmlerin proseslerinde yaygin olarak kullanilmakta ve ayrica
ZnO nanorodlart biiylitmek igin de kullanilmaktadir. ZnO ince film ve kuantum
noktalarin MOCVD kullanilarak kolaylikla hazirlanmasina ragmen, ZnO nanorodlarin
bu yontemle biiyiitiilmesi son zamanlarda daha c¢ok gerceklestirildi [47]. Yi ve ekibi
katalizor kullanmadan MOCVD yo6ntemini ZnO nanorod ve nanoneedle biiyiitmek i¢in
kullandi [53]. Bu bulgudan sonra MOCVD yontemine dayali benzer ¢alismalar degisik
gruplar tarafindan yapilmaktadir [49].

3.4.5 Sol-gel Metodu

Tek boyutlu nanoyapilar elde etmek igin kullanilan bir yontem de sol-jel teknigidir [49].

3.4.6 Mikrodalga Isitma Metodu

Son yillarda ZnO nanoyapilarin sentezin de mikrodalga 1sitma yontemi kullanilmaya
baglanmaktadir. Bu yontem kullanilarak ZnO nanotiipler, ¢igege benzer (flower-like) ve
igneye benzer (needle-like) seklinde ZnO yapilar, nanorod ve diger farkli ZnO

kristallerin sentezinde kullanilmaktadir [49].

3.4.7 Hidrotermal Sentez Metodu

Hidrotermal metod toz halinde ZnO nanoyapilar hazirlanmasinda yaygin olarak
kullanilan bir metottur. Bu metod ile ZnO nanorodlar, nanopartikiil ve nanoyapraklar,
ZnO nanoteller ve nanokusaklar, ZnO ¢icek goriiniimlii (flower) yapilar elde

edilmektedir [49].

Hidrotermal metot ¢ogunlukla 1D nanomateryallerin sentezinde kullanilmaktadir. Diger

yontemlerle kiyaslandiginda hidrotermal yontemle olusturulmus ZnO nanorodlar
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oksijen bosluklarindan dolay1 kristal bozukluklarina sahiptir ve sahip olduklari bu dogal
bozuklular ile gecis metalleriyle katkilandirilmadan fotokatalitik gorlinlir 151k
sergileyebilmektedir. Hidrotermal metotla yiizey iizerinde ZnO nanorod biiylimesi

asagidaki basamaklar1 takip eder.

A. ZnO nanopartikiilleri ince tabaka yiizey iizerinde ¢ekirdeklenir. Cekirdek tabakasi,
azalan  termodinamik  bariyerden = dolayr = nanorodlarin  biiylimesinin

cekirdeklenmesini destekler.

B. Alkali reaktifler (NaOH ya da HMT gibi) ve Zn®* tuzunun (Zn(NO3),, ZnCl,, gibi)

sulu ¢6zeltisi 6nciil olarak kullanilir.

C. ZnO cekirdeklenen yiizey kesin bir sicaklik ve zamanda biiylime c¢ozeltisinde

tutulur.

D. Son olarak olusan ylizey yikanir ve kurutulur.

HMT ve Zn(NOs3), onciil olarak segildiginde, kimyasal rekasiyon asagidaki esitliklerle

Ozetlenebilir.

Bozulma reaksiyonu:

(CH3)6Ny4 + 6H,0 —— 6HCHO + 4NHj (1)
Hidrotermal besleme reaksiyonu:

NH3 +H,0 «— NH4+ +OH~ )
Asir1 doygunluk reaksiyonu:

20H" +Zn** —— Zn(OH), (3)
ZnO nanorod biiyiime reaksiyonu:

Zn(OH)?> "= ZnO + H,0 (4)

Zn0O nanorodlarin biliylime parametrelerinden biri olan reaktanlarin asir1 doygunlugu,
kontrol edilebilmektedir. Yiiksek asir1 doygunluk diizeyleri kristal biiylimesini
desteklemektedir. Eger kisa zamanda hidroksil iyonu fazla olursa, ¢ozeltideki ¢inko
iyonlari yiiksek pH'dan dolay1 ¢okmekte ve ZnO nanorod iiretiminde ¢inko iyonlarinin

etkisi azalmaktadir. Besleyici maddenin hizli tiiketimi daha fazla nanorod tretimini

27



onlemektedir. Cozeltideki hidroksil iyonu konsantrasyonu biitiin nanorod {iretimi

boyunca diisiik agir1 doygunluk saglanmasi i¢in kontrol edilmelidir [48].

ZnO nanorodlarin hidrotermal sentezi sirasinda HMT disinda ortama hidroksil iyonu
saglayan NaOH, KOH veya Na,COj gibi reaktifler mevcuttur. ZnO nanorodlarin
sentezinde alkali reaktif olarak NaOH, KOH, ya da Na,COs segilirse reaksiyon sicakligi
artar (>100°C) ve teflon-kapli pas tutmayan otoklav i¢inde basing olusturulmasiyla
nanorodlar sentezlenir. HMTA, amonyum ya da etilendiamin alkali reaktif olarak
secilirse diistik sicakliklarda (<100°C) ve atmosferik kosullarda ZnO nanorodlar
sentezlenir. HMTA reaksiyon sirasinda bir¢ok gorev iistlenmektedir. Birincisi, HMTA
termal bozunma ile ¢oktiirme reaksiyonu igin hidroksil iyonu saglamasidir. ikincisi,
HMTA termal bozunma sirasinda azalan hidroksil iyonlarina kars1 pH tamponu gorevi
gormesidir. HMTA'nin hidroliz oram artan pH ile ters bir etki ile azalir. Ugiinciisii,
HMTA ZnO nanorodlarin polar olmayan yiizeylerine tutunarak onlart ¢inko iyonlarini

(001) polar yiizeyinden epitaksiyel biiyiime igin korumasidir [48].
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BOLUM 4

ENZIMLER

Kataliz yapan yani kimyasal tepkimelerin hizin1 artiran biyomolekiillerdir. Neredeyse
tiim enzimler proteindir. Proteinler aminoasitlerden olusmus makro molekiillerdir. Tiim
diger hiicre i¢i proteinler gibi enzimler de DNA dizisindeki bilgilerin aminoasit dizisine
dontistiiriilmesi ile sentezlenirler. Aminoasitler yapilarinda karboksil grubu (-COOH),
amino grubu (-NH) ve degisken bir R grubuna sahiptirler [55]. Bilinen 20 cesit
aminoasit vardir. Enzimlerin birbirinden farkli olmalarinin nedeni aminoasit

dizilimlerinin farkli olmasidir [56].

Enzimler biyolojik katalizorlerdir. Enzim tepkimelerinde, bu siirece giren molekiillere
ise substrat denir ve enzim bunlar1 farkli molekiillere, tirlinlere doniistiiriir. Enzimler
substratlarina belirli mekanizma ile baglanirlar. Bazi enzimler substratin yaninda
kofaktor de kullanirlar Enzim-substrat ve enzim-substrat kofaktor iliskisi sematik olarak
Sekil 4.1°de goriilmektedir.
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Sekil 4.1 Enzimin substratla baglanma sekilleri: Enzim-substrat ve
enzim-substrat kofaktor iliskisi [57]
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Bir canli hiicredeki tepkimelerin neredeyse tamami yeterince hizli olabilmek igin
enzimlere ihtiya¢ duyar. Enzimler substratlar1 i¢in son derece segici olduklar1 ve pek
cok olast tepkimeden sadece birkagini hizlandirdiklarindan dolayi, bir hiicredeki

enzimlerin kiimesi o hiicrede hangi metabolik yolaklarin bulundugunu belirler [58].

Her katalizér gibi enzimler de bir tepkimenin aktivasyon enerjisini (E, veya AG¥)
azaltarak calisir ve boylece tepkime hizini garpict sekilde artirir. Cogu enzim tepkimesi,
ona karsilik gelen ve katalizlenmeyen tepkimeden milyonlarca kere daha hizlidir. Diger
katalizorler gibi enzimler de katalizledikleri tepkime sonucunda tiikenmez ve bu
tepkimelerin dengesini degistirmez. Ancak, diger ¢ogu katalizorden farkli olarak
enzimler ¢ok daha spesifiktir. Enzimlerin 4000'den fazla biyokimyasal tepkimeyi
katalizledigi bilinmektedir. Enzimlerin biiyiik ¢ogunlugu protein olmakla beraber,
ribozim adli baz1 RNA molekiilleri de tepkimeleri katalizler, bunun en iyi bilinen 6rnegi

ribozomu olusturan bazi RNA'lardur.

Enzimlerin etkinligi baska molekiiller tarafindan etkilenebilir. Inhibitérler enzim
aktivitesini azaltan molekiillerdir, aktivatorler ise enzim aktivitesi artiran molekiillerdir.
Etkinlik ayrica sicaklik, kimyasal ortam (6rnegin pH) ve substrat konsantrasyonu
tarafindan etkilenir. Bazi enzimler endiistriyel amagla kullanilirlar, 6rnegin antibiyotik

sentezinde [58].

Gilinlimiizde enzimler mikrobiyoloji, biyokimya, tip, miihendislik, botanik, temizlik
maddeleri ve tarim gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir [59]. Enzimler atik sularin
bertarafinda, iyilestirilmesinde, renk gideriminde, tekstil atik sularmnin aritiminda, aktif
camur sisteminde ve ipek endiistrisinde biyoaktif peptidlerin pargalanmasi gibi gesitli

alanlarda kullanilmaktadir [60].

4.1 Enzimlerin Yapilar1 ve Mekanizmalari

Enzimler genelde kiiresel proteinlerdir, biiyliklik olarak 62 amino asitten (4-
oksalokrotonat totomeraz'in monomeri) 2500 amino asitten fazlasina (hayvan yag asit
sentaz) kadar uzanirlar. Az sayida RNA-temelli biyolojik katalizorler de mevcuttur,
bunlarin en yaygin olani ribozomdur, bunlara ya RNA-enzim veya ribozim denir.
Enzimlerin etkinligi onlarin {i¢ boyutlu yapist tarafindan belirlenir. Cogu enzim etki
ettikleri substratlardan ¢ok daha biiyiiktiir ve enzimin sadece ufak bir bolimi (3-4

aminoasit kalintis1) dogrudan kataliz ile dogrudan iliskilidir. Bu Kkatalitik amino asit
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kalintilarin bulundugu, substrata baglanan ve tepkimeyi yiiriiten bolge aktif merkez
(veya aktif bolge) olarak adlandirilir. Enzimlerde ayrica kataliz ig¢in gerekli olan
kofaktorlerin baglandigi konumlar da mevcuttur. Bazi enzimlerde ayrica katalizlenen
tepkimenin indirekt substrat veya iriinleri olan kiiglik molekiillerin baglandig1 baska
yerler vardir. Bu baglanma enzimin aktivitesini artirabilir veya azaltabilir, bu da geri

beslemeli bir diizenleme yoludur.

Cogu protein gibi enzimler de uzun aminoasit zincirlerinden olusur, bunlar katlanir ve
tic boyutlu bir yap1 olusturur. Her aminoasit dizisi, kendine has 6zellikleri olan 6zgil bir
yapt olusturur. Tek bagina protein zincirleri bazen gruplanarak protein kompleksleri
olusturabilir. Cogu enzim 1s1 veya bazi kimyasal etmenlerle denatiire olur, yani
proteinin {i¢ boyutlu yapisinin bozulmasi sonucu katlanmis hali agilir ve inaktive olur.

Enzime bagl olarak denatiirasyon tersinir olabilir veya olmayabilir [58].

Enzimler protein yapisina sahip olup aktivite gosterebilmeleri i¢in kofaktor adi verilen

bir mineral ve koenzim adi verilen genellikle bir vitamin tiirevi igerirler (Sekil 4.2).

Bilesik Enzimin Yapisi

. protein vitamin &
V.. N
o
)
e &
@ mineral

d 4
apoenzim kofaktor

Sekil 4.2 Enzimin Yapisi [58]

4.1.1 AKktif bolge

Enzim molekiillerinde aktif bolge denilen 6zel bir cep veya yuva bulunur. Substrat

enzimin aktif bolgesine baglanir. Enzimlerin aktif bolgesinde yer alan aminoasidler:
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genellikle lizin-histidin-sistein-serin-tirozin’dir. Aktif bdlgedeki elektrofilik (elektron
alicis1) gruplar ise Mg*™?, Mn*?, Fe™ gibi metaller ve NHz" gruplaridir [58].

4.1.2 Kofaktorler

Bazi enzimlerin aktif hale gelmeleri icin protein yapisinda bulunmayan metal
iyonlarindan olusan ve kofaktor adi verilen yan gruplara ihitiya¢ duyulur. Kalsiyum,
magnezyum, potasyum, c¢inko gibi mineraller kofaktor olarak bazi enzimlerin
aktiviteleri i¢in sarttir. Ornegin DNA-polimeraz enzimi igin ¢inko, iireaz enzimi i¢in ise
nikel yan grup olarak gereklidir. Bir enzimin aktifligi i¢in gerekli olan, proteine gevsek
ya da sikica bagli olan (prostetik grup), bir metal iyonu (aktivator) ya da organik bir
molekiil (koenzim) gibi protein olmayan bir maddedir [58].

4.1.3 Koenzimler

Koenzim, organik ya da inorganik, ¢cogunlukla fosfat iceren ve protein kismina gore ¢ok
daha kiiciik molekiillii kismidir. Enzimde faaliyet gosteren ve esas isi yapan bu
kisimdir. Koenzim kismi, genellikle protein kismindan ayrilabilir. Yapilan analizlerde
bircok vitamini biinyesinde bulundurdugu saptanmistir. Bazi vitaminler viicut
hiicrelerinde koenzimlerin pargasi olarak islev goriirler. Yani koenzimler, apoenzimi

aktif hale getiren, enzimin protein yapida olmayan bilesenidir [58].

4.1.4 Ozgiilliik

Enzimler genelde hangi tepkimeleri katalizledikleri ve bu tepkimelerdeki substratlar
konusunda ¢ok 6zgiildiirler. Enzim ve substratlarinin birbirini tamamlayici sekil, yiik ve
hidrofilik/hidrofobik o6zellikleri bu 06zgiilligi meydana getirir. Enzimler ayrica

steroizomerik, yonsel ve kimyasal 6zgiillik de gosterebilirler.

En yiiksek seviyede 6zgiillik ve dogruluk gosteren enzimler genomun kopaylanmasi ve
ifadesi ile iligkilidir. Bu enzimlerin "prova okuma" mekanizmalar1 vardir. DNA
polimeraz gibi bir enzim, ilk asamada bir reaksiyonu katalizler, ikinci asamada da
trtinlin dogrulugunu kontrol eder. Bu iki adimli siire¢ sayesinde yiiksek sadakatli
polimerazlarda ortalama hata orani 100 milyon reaksiyonda 1'den az olur. Benzer
prova-okuma mekanizmalart RNA polimeraz, aminoasil tRNA sentetaz ve ribozomlarda

da vardir.
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Ikincil metabolit iireten bazi enzimler ayirim goézetmedigi soylenir, ¢iinkii gdreceli
olarak genis bir substrat grubuna etki edebilirler. Substrat spesifisitesindeki bu genislik

sayensinde yeni metabolik yollarin evrimlesebildigi 6ne siirtilmiistiir [58].

4.1.5 Anahtar Kilit Modeli

Enzimler hangi tepkimeyi katalizledikleri ve bu tepkimeye hangi substratin girdigine
cok biiyiik bir ozgiilliik gosterirler. 1894'te Emil Fischer bunun nedeninin, enzim ve
substratinin birbirine tam uyan tamamlayict geometrik sekilleri olmasindan dolay1
oldugunu 6ne siirmiistiir. Bu fikre sik¢a "anahtar kilit" modeli olarak deginilir. Bu
model enzim 6zgiilliigiinii aciklasa da gecis halinin enzim tarafindan stabilizasyonunu
aciklamaz. "Anahtar ve kilit" modeli artik yetersiz sayilmaktadir, "indiiklenmis uyum"

modeli halen en yaygin kabul géren enzim-substrat-koenzim seklidir [58]. (Sekil 4.3)

Enzim substrata baglanma L-,

Subitrat noktasmda hafifce sekil inler
egqtmr
f Almfmm o
Enzimin aktif bélgesine  Enzim/substrat Enzimfirin ~ Ohusan firiinlerin enzimin
substratm girisi kompleksi kompleksi aktif bolgesinden aynlmas:

Sekil 4.3 Enzimlerde indiiklenmis uyum modeli [58]

4.2 Enzimlerin Smmiflandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB), enzimleri
katalizledikleri reaksiyon tipine gore alt1 ana sinifa ayirir. Bu smiflarda yer alan her
enzim, EC olarak kisaltilmis ve dort rakamdan olusan kod numarasi ile karakterize

edilmistir. Enzimlerin alt1 ana sinifi kisaca sdyledir;

1. Oksidorediiktazlar: Redoks reaksiyonlarin1 katalizlerler. Sistematik ismin

olusturulmasinda “donor: akseptdr oksidorediiktaz” seklinde bir diizenleme yapilir.
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2. Transferazlar: Metil, agil, amino, glikozil yada fosfat gibi spesifik bir gurubun bir
maddeden digerine transferini Kkatalizleyen enzimlerdir. Sistematik ismin

olusturulmasinda “dondr: akseptor gruptransferaz” seklinde bir diizenleme yapilir.

3. Hidrolazlar: C-O, C-N, C-C gibi baglarin hidrolitik yikimini katalizler. Sistematik

ismin olusturulmasinda “substrat gruphidrolaz” sekinde bir diizenleme yapilir.

4. Liyazlar: C-C, C-O, C-N gibi baglarin eliminasyon yoluyla yikimini Kkatalizler.
Sistematik ismin olusturulmasinda “substrat grupliyaz” sekinde bir diizenleme

yapilir.

5. Izomerazlar: Izomerazlar bir molekiil i¢indeki geometrik ya da yapisal yeniden
diizenlenmeyi  katalizlerler.  Sistematik ismin olusturulmasinda “substrat

grupizomeraz” sekinde bir diizenleme yapilir [61].

4.3 Enzimlerin Aktivitesine Etki Eden Faktorler

4.3.1 Sicakhk

Sicaklik artis1  biitin - kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi enzim kataliz
reaksiyonlarinida artiric1 etki yapmaktadir. Ancak protein yapisindaki enzimlerin
sicaklik artis1  denatiirasyon olasiliginida arttirir.  Sicakligin - etkisiyle olusan
denatiirasyon, saflastirilmis enzim ¢o6zeltilerini saflastirilmamis enzim c¢ozeltilerine

kiyasla daha fazla etkilemektedir [62].

432 pH

Enzimler pH degisimlerine duyarlidir ve kendi optimum pH araliklarinda en biiyiik
aktivite degerini gosterirler. pH etkisi enzimlerin yapilarindaki aminoasitlerin ve
substratlarin yapilarindaki iyonik kisimlarin deg§ismesinden kaynaklanir. Yiiklerdeki bu
degisiklikler substratin baglanmasin1 ve reaksiyonun gergeklesme oranimi degistirir.

Farkli substratlarda enzim reaksiyonlarinin optimum pH’s1 farklilik gosterebilir [62].

4.3.3 Substrat Konsantrasyonu

Bir enzimin aktivitesi {lizerine substrat konsantirasyonun etkisini inceleyen deneysel
caligmalarin  sonuglar1 tutarhilik gosterir. Diisiik substrat konsantirasyonlarinda

reaksiyon hizi azalirken, yiiksek substrat konsantirasyonlarinda reaksiyon hizi artar.
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Yiiksek substrat konsantirasyonlarinda reaksiyon hizi belli bir siire sonra sabitlenmeye

baslar ve sonunda agag1 yukari sabit olur [62].

4.4 Glutaminaz Enzimi

Sistematik olarak glutamin aminohidrolaz olarak isimlendirilen enzimin diger
isimlendirme sekilleri de glutaminaz, glutaminaz | ve L-glutaminaz’dir [63], [64], [65].
Glutaminaz enzimi, serin bagimli beta-laktamaz ve penisilin baglayicit proteinler
ailesine aittir [66]. Glutaminaz, katalizledigi kimyasal reaksiyona bagli olarak enzim
numaralandirma sistemine gore ise EC 3.5.1.2 seklinde isimlendirilir. Uluslararasi
biyokimya ve molekiiler biyoloji birligi (IUBMB) enzimlerin her birinin sayisiz alt grup
igeren alt1 ana sinifa boliindiigii bir isimlendirme sistemi gelistirmistir [67]. Her enzime
sistematik kod numarasi verilmistir. Bu numara EC harflerinden sonra art arda gelen
dort rakamdan meydana gelir. EC numarasini olusturan dort rakamdan ilk rakam
enzimin bagl oldugu smifi gosterirken, ikinci rakam alt smnifi, liglincli rakam alt-alt
smifi ve dordiincii ise alt-alt siniftaki seri numarasini gosterir. Glutaminazin ait oldugu

enzim sinifi sematize edilmistir [59], [68]. (Sekil 4.4)

EC 3 + Hidrolazlar
EC 3.5 * Karbon-azot baglannda
'''' etkili enzimler
13 £ * Lineer anmdlers etkih
EC351.. e
EC 3.5.1.2 « Glutaminaz

Sekil 4.4 Glutaminaz enziminin dahil oldugu enzim sinifi [66]

Glutaminaz enzimi, azot metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir. Son yillarda
terapotik ve endiistriyel kullanim alanlarindan dolayr bu enzime olan ilgi oldukca
artmistir. Terapdtik agidan anti 16semik ajan olarak gorev almasinin yam sira fermente
gidalarda da tat artiric1 6zellik gostermekte rolii bulunmaktadir. Glutaminaz aktivitesi
yaygin olarak bitkilerde, hayvansal dokularda ve bakteri, maya ve kiifleri kapsayan

mikroorganizmalarda gozlenmistir.
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glutaminaz
L-Glutamin —— L-Glutamik asit + NH,"

Glutaminaz enzimi glutamini glutamik asit ve amonyum iyonuna doniistiiren reaksiyonu
katalizleyen onemli bir enzimdir. Enzim, katalizledigi reaksiyon sonucu agiga cikan
glutamik asitten dolay1 gidalarda tat artirict Ozellige sahiptir bundan dolay1r gida
endiistrisinde yaygin olarak kullanilir. Bunun yaninda ilag sektoriinde de yaygin
kullanim alanina sahiptir. Glutaminaz enziminin {i¢ boyutlu yapisi Sekil 4.5’te
gorildiugi gibidir [67], [69], [70], [71].

Sekil 4.5 Glutaminaz enziminin yapist [66]

4.4.1 Glutaminaz Enziminin Kullanim Alanlari ve Fonksiyonlari

Glutaminaz aktivitesi genis olarak bitkilerde, hayvansal dokularda ve bakteri, maya ve
kiifleri kapsayan mikroorganizmalarda gozlenmistir. Mikrobiyal L-glutaminazin
antitimor aktivite Ozelligi fark edildiginden beri bu maddeye karsi ilgi ve onem

artmistir.

L-glutaminaz fermente gidalarda glutamik asit iceriginin artmasina sebep olur bu da
gidalarda lezzet artisini saglar. L-glutaminaz glutamik asit sentezinde aktivite gosteren
bir enzimdir bu da Shoyu Kojil’nin enzimik sindiriminde énemli bir katki maddesidir.
Cin yemeklerinde tat arttirict olarak kullanilan mono sodyum glutamatin (MSG;

glutamik asidin endiistriyel kullanim formu) yerini L-glutaminaz almistir. Bunun en
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biiylik nedeni bazi insanlarin glutamata karsi alerjik fonksiyon gostermesidir [72].
Mono sodyum glutamat bazi insanlarda hirilti, kalp atis hizinda degismeler ve nefes

alma zorlugu gibi negatif etkilere sebep olduguna dair tartismalar bulunmaktadir [73].

Glutaminaz genellikle soya sosu gibi fermente gidalarda lezzetli tad1 denetleyen 6nemli
bir enzim olarak kabul edilmektedir. Soya sosu yapiminda lezzetli bir tat elde edebilmek
icin glutamik asit diizeyinin yiiksek olmasi 6nemlidir. Gidalarda ortamin glutamik asit

konsantirasyonunu artirarak tat verici 6zelliginden dolay1 gida endiistrisinde yaygin
olarak kullanilir [72], [74], [75].

Glutaminaz enziminin endiistriyel uygulamasinin yani sira terapotik kullanim alani da
bulunmaktadir. Bu enzim kuvvetli antilosemik ajan 6zelligi ile saglik alaninda kullanimi
s0z konusudur [72]. Klinik alanda yapilan ¢aligmalarda fosfat-aktive edilmis glutaminaz
enizminin antineoplastik yani timor hiicrelerinin gelisimini onleyen 6zellik gosterdigi

rapor edilmistir [73].

Glutaminaz enzimi fonksiyonlarinin 6nemini 6zetlemek gerekirse, L-glutaminaz enzimi
antiretroviral yani HIV virlisiiniin viicutta ¢ogalmasini ve etkinlesmesini engelleyen,
tedavi eden ajan olarak, r-glutamil transfer reaksiyonlar1 ile theanine gibi bazi 6zel
kimyasallarin sentezinde, L-glutamin miktarinin tayini i¢in biyosensor uygulamalarinda
ve gida enddistrisinde tat ve aroma artirici olarak genis kullanim alanina sahiptir [70],
[76].

4.4.2 Glutaminaz Enziminin Eldesi

Glutaminaz enziminin literatiirde farkli mikroorganizma tilirlerinden iretimi

gerceklestirilmistir. Bunlardan bazilar1 Cizelge 4.1’de sunulmustur.
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Cizelge 4.1 Glutaminaz iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma Kaynaklar Mikroorganizma Kaynaklar
Bakteriler Fungi
Azotobacter agilis [77] Aspergillus flavus [83]
Bacillus flavum [77] Aspergillus nidulans [84]
Bacillus subtilise [78] Aspergillus oryzae [85]
Lactobacillus reuteri [73], [79] Aspergillus sp. [86]
Lactobacillus rhamnosus [74] Beauveria bassiana [87].[88]
Pseudomonas sp [78] Beauveria sp. [69]
Rhizobium etli [79] Debaryomyces spp. [89],[90]
Micrococcus luteus [80] Trichoderma koningii [70]
Micrococcus glutamicus [77] Tilachlidum humicola [67]
Vibrio costicola [81] Verticillium malthousei [77]
Vibrio sp. [82] Zygosaccharomyces rouxii [72],[76]

Kashyap ve arkadaslari (2002), Zygosaccharomyces rouxii mikroorganizmasini
kullanarak kati ortam fermantasyonu metodu ile L-glutaminaz enzimi iiretmislerdir. Bu
dogrultuda; agro-endiistriyel kaynaklarin (bugday kepegi, susam yagi vb.), eklenen
substratlarm ~ nem  igeriklerinin  (%37.5-%75), asilanan  mikroorganizma
konsantrasyonunun (0.5-3mL), karbon kaynaklarmin (glukoz, sukroz, maltoz, laktoz,
mannitol vb.), azot kaynaklarmm (NaNO3, NH4CI, Malt ekstrakt, Pepton vb.), L-
glutamin konsantirasyonunun (%0.25-%3) ve inkiibasyon sicakliklarmin (25°C-50°C)
enzim tretimine etkilerini ¢alismistir. Yaptiklari ¢aligmalar sonucu elde edilen optimum
degerler sOyledir: agro-endiistriyel kaynak igerigi %64, karbon kaynagi olarak glukoz

ve maltoz, optimum sicaklik 30 °C olarak bulunmustur [72].

Prasanth Kumar ve arkadaslari (2009), halofilik Aspergillus sp. Mikroorganizmasini
kullanarak ekstraseliiler L-glutaminaz enzimini tretmislerdir. Bu dogrultuda; asilanan
mikroorganizma konsantirasyonunun (0.5-3mL), karbon kaynaklarinin (glukoz, maltoz,

laktoz, galaktoz vb.), azot kaynaklarmin (NaNO3, Malt ekstrakt, Pepton vb.), L-
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glutamin konsantirasyonunun (%0.5-%3.5) ve inkiibasyon sicakliklarinin (26°C —36°C)
enzim iretimine etkilerini ¢aligmigtir. Calisma sonucu elde ettikleri optimum degerler
sOyledir: Optimum inkiibasyon sicakligi 28°C, optimum pH degeri 6.0, karbon kaynagi
olarak laktozu bulmuslardir. Bunun yaninda azot kaynaginin halofilik Aspergillus sp.
kullanilarak L-glutaminaz enzimi {iretimine negatif etkisi oldugu da yine ¢alismalarinda

yer almaktadir [81].

Sabu ve arkadaslar1 (2000), Beauveria sp. mikroorganizmasimi kullanarak kati ortam
fermantasyonu metodu ile L-glutaminaz enzimi iiretimislerdir. Calisma sonucu elde
ettikleri optimum degerler soyledir: Optimum sicaklik 27°C, optimum pH degerleri 6.0
ve 9.0 ve karbon kaynagi olarak glukozdur [69].

4.5 Enzim Immobilizasyonu

Kelime anlami olarak immobilizasyon hareketi siirlandirma demektir. immobilize
edilmis enzimlerin de gercekten hareketleri sinirlandirilmis olmaktadir. Enzimlerin
endistriyel alanda kullanimim1 artirmak igin, Ozellikle son otuz yilda enzim
immobilizasyonu {izerine arastirmalar yogunlasmistir. Bu alanda yapilan yayinlarin
sayist da yildan yila artmaktadir. Enzimler, suda ¢ézlinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya
kimyasal olarak baglanarak immobilize edilebilirler. Suda ¢dzlinmeyen iirlin veren bir
kopolimerizasyon reaksiyonuna enzim molekiiliiniin monomer olarak katilmasi ve suda
¢oziinmeyen bir matriks veya mikrokapsiillerde tutuklanmasiyla immobilizasyon
gerceklestirilir. Immobilize enzimin dogal (serbest) enzime iistiinliikleri su sekildedir;
Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiijleme vb.) ve
driinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz. Cevre kosullarina
(pH, sicaklik vs.) kars1 daha dayanaklidir. Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir.
Siirekli islemlere uygulanabilir. Dogal enzime kiyasla daha kararlidir. Uriiniin olusumu
kontrol altinda tutulabilir. Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur. Bazi

durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gdsterebilir.

Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik organik ve inorganik materyal
kullanilmaktadir. Tastyicinin suda ¢éziinmemesi, yapisinin gozenekli olmasi, hidrofilik
olmasi, mekanik kararlilik gostermesi, kimyasal ve termal kararlilik gostermesi,
kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilar enzimle kovalent bag olusturabilecek

fonksiyonel gruplar tagimasi, mikroorganizmalar kars1 direngli olmasi, zehirli olmamasi,
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ucuz ve yenilenebilir olmas1 gerekmektedir. Gergek anlamda ilk enzim immobilizasyon
denemelerinin sonuglar1 1950°1i yillarda birgok g¢alisma grubu tarafindan ayni anda
yayinlanmistir. Daha sonra bu alandaki ¢alismalara diinyanin her alaninda biiyiik bir ilgi

duyulup enzimler degisik amaglarla immobilize edilmistir [82].

45.1 Immobilizasyon Yéntemleri

Yukarida da bahsedildigi gibi biyosensorler farkli 6zellikteki iki elemanin (transduser
ve biyoreseptor) birlestirilmesiyle olusurlar. Uygun biyoreseptor ve transduser
secildikten sonra bunlarin birbirine baglanmasi asilmasi gereken en 6nemli sorundur.
Bu baglama islemini biyosensorlerin immobilizasyonu olarak tanimliyoruz. Baglama
isleminde ¢ok degisik yontemler kullanilabilir. Hangi yontemin kullanilacagi secilen
transduser ve biyoreseptore gore belirlenir. Enzimler hiicrelerde biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalize eden proteinlerdir. Hiicrelerde ¢cok 6nemli metabolik gorevleri
olan enzimler ¢ok ¢esitli amaglar i¢in kullanilmak iizere giinliik hayata girmislerdir. Pek
¢ok endiistriyel, analitik ve klinik proseslerde enzimler, substrat ¢ozeltisi ile
karistirilirlar ve triine donilisim gergeklestirildikten sonra ekonomik olarak geri
kazanilamazlar. Enzimlerin sadece bir kere kullanilmalari, pahali olmalari nedeni ile
bliylik masraflara neden olmaktadir. Bu nedenle immobilize edilerek defalarca
kullanilmalar1 ekonomik olarak daha makul olmaktadir. Giiniimiizde c¢ok sayida
immobilize enzim endiistride kullamlmaktadir. Immobilizasyon biyosensdrlerin
kararliligt ve tekrar kullanimi agisindan Dbiiylik avantaj saglar. Biyosensor

immobilizasyonunda baslica dort yontem kullanilmaktadir.

a) Kovalent Baglama: Biyoreseptoriin transduser yiizeyine kimyasal bir reaksiyon

sonucu baglanmasidir.

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

hapsedilmesidir.

¢) Capraz Baglama: Tutuklama yontemi ile kimyasal baglamanin birlestirilmis sekli
olarak uygulanir. Tutuklanmis biyoreseptor glutaraldehid gibi bifonksiyonel reaktiflerle

film veya tabakaya kovalent baglanir.

d) Adsorpsiyon: Biyoreseptoriin film veya tabaka ile hidrofobik, hidrofilik ve/veya

iyonik etkilesim sonucu assosiyasyonudur. Biyoreseptorlerin kimyasal yapisi ve fiziksel
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durumuna gore immobilizasyon yontemi belirlenir. Enzimler i¢in uygulanan tiim
immobilizasyon yoOntemleri protein yapisindaki diger biyoreseptorler i¢in de
uygulanabilir. Ornegin; Hayvan ve bitki dokular1 membran yapisinda olduklarindan
farkli immobilizasyon yontemleri uygulamak gerekir. Immobilizasyon ydntemine gore

biyosensoriin ortalama dmiirleri asagida verilmistir [82]. (Cizelge 4.2)

Cizelge 4.2 Immobilizasyon ydntemine gore biyosensdriin
ortalama omiirleri

Imobilizasyon Yontemi | Biyosensor Omrii
Adsorpsiyon 1 giin
Fiziksel tutuklama 3-4 hafta
Membranda tutuklama 1 hafta
Kovalent baglama 4-14 ay

45.1.1 Kovalent Baglama

Enzimler dogrudan transdusere veya dnceden uygun bir film veya tabaka ile kaplanmis
transdusere kovalent olarak baglanabilirler. Enzimler aktive edilmis transduser
ylizeylerine baglanabilecegi gibi 6nceden uygun bir materyale kovalent baglanarak
immobilize edilen enzim preparati transduser yilizeyinde bir film veya tabaka
olusturularak da biyosensor hazirlanabilir. Enzimlerin kovalent baglanmasinda
kullanilabilecek tasiyicilarin igermesi gereken reaktif gruplar ve bunlarin enzimdeki

hangi aminoasitlerle etkilesime girdikleri Cizelge 4.3 te verilmistir.
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Cizelge 4.3 Enzim immobilizasyonunda kullanilan maddelerde (tasiyici) bulunan reaktif
gruplar ve reaksiyona girdikleri amino asitlerin fonksiyonel gruplari

Tasiyvicimn Realtif Enzimdeld Fonksivonel Grup ve
Grubu Mgili Aminoasit
—— NHz (Lys, ¥- Terminal)
Q— N2*Cl —— SH(Cys)
Dharomvom taz _Q_ OH(Tyr)
— RE—NCS o
izotivosivanat NH2 (Lys, M- Terminal)
(8]
n
—C— o
_C& ll NH: {Lys, M- Termanal)
Acsit anhidnit
CHzCON; NH2 (Lys, N- Terminal)
Agcil azid —— SH(Cys)
OH(Tyr)
0 — o _
O ___._.-':-‘ e MNH M2 (Lys, X- Termemal)
mudokarbonat
—— NH2 (Lys, N- Terminal)
izosTvanat
—— CHzCOC1
Agil klorir — NH2 (Lys, N- Terminal)

Enzimlerin kovalent baglanmasinda dikkat edilecek onemli nokta, baglanmanin enzim
aktivitesi i¢in esansiyel olan aminoasitler iizerinden gergeklesmemesi ve bu gruplarin
baglanma sirasinda sterik olarak rahatsiz edilmemesidir. Kovalent baglanma enzim

molekiilii tizerindeki fonksiyonel gruplar tizerinden gergeklesir. (Cizelge 4.4)
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Cizelge 4.4 Enzimlerin kovalent baglama ile immobilizasyonunda bag olusumuna
katilan aminoasitlerin reaktif gruplari

| =
—NH, —C—oH —5H —5 —CH, NH

A B C D N‘h"'ﬁ'-/

E

NH

F :
G

H

(A): N-terminal aminoasitlerin amino grubu ve lizinin p-amino grubu,

(B): C-terminal aminoasitlerin ve aspartik ve glutamik asidin serbest karboksil gruplari,
(C): Sisteinin siilfhidril grubu,

(D): Metiyoninin tiyoeter grubu,

(E): Histidinin imidazol grubu,

(F): Argininin guanidil grubu,

(G): Tirozinin fenolik grubu,

(H): Triptofanin indolil grubu.

Enzim immobilizasyonu ¢ok yumusak kosullarda (oda sicakligi, notral pH vb.)
yapilmalidir [83]. Enzim molekiiliiniin glutaraldehid ile ¢apraz baglanmasi Sekil 4.6’da

goriilmektedir.
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Sekil 4.6 Enzim molekiiliiniin glutaraldehid ile ¢apraz baglanmasi

45.1.2 Tutuklama

Bu yontem enzimlerin yaninda organeller, hiicreler ve antikorlar i¢in de uygulanabilir.
Updike ve Hicks, tarafindan hazirlanan, ilk enzim elektrotunda glukoz oksidaz (GOD)
poliakrilamid jelinde tutuklanmistir. Enzimler makromolekiiler yapili proteinler olup

polimer jel matrikslerde tutuklanabilirler [84]. (Sekil 4.7)

Sekil 4.7 Enzim molekiiliiniin jel icinde veya polimer matrikste tutuklanmasi

Guilbault ve arkadaslarinin hazirladig1 iireaz elektrotunda ise {ireaz siispansiyonu
elektrot ylizeyinde diyaliz membrani tarafindan sarilarak tutuklanmigtir [85], [86], [87],

[83]. Cozeltide enzim aktivitesi hizla diistiigiinden fiziksel tutuklama yerine kimyasal
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kovalent baglama tercih edilir. Tutuklama i¢in en yaygin kullanilan film veya matriksler

nisasta, poliakrilamid, silikon lastigi, polivinil kloriir ve polivinil alkoldiir.

4.5.1.3 Adsorpsiyon

Immobilizasyonda kullanilan en eski ve en basit yontemlerdendir. Ornegin, glukoz
oksidaz adsorplanmis polietilen membrani ilk olarak 1962 yilinda glukoz biyosensorii
icin Onerilmistir [88]. Genelde, enzim veya biyoreseptdr ¢ozeltisine yiizeyi membran
veya film ile kaplanmis transduser daldirilir ve belirli bir siire beklenir. Membran veya
film, immobilize edilecek reseptore gore hidrofilik veya hidrofobik karakterde
secilebilir. Enzimler durumunda daha ¢ok hidrofilik membranlar kullanilir. En ¢ok
kullanilan adsorbanlar; seliiloz asetat membranlari, polistiren, polivinil kloriir ve
silikadir. Sorpsiyon tersinir bir olay oldugundan adsorpsiyon ile immobilizasyon
giivenilir bir yontem degildir ama yine de biyosensorlerde basarili uygulamalar1 vardir

[85]. Sekil 4.8’de enzim molekiiliiniin elektrot yiizeyine adsorpsiyonu goriilmektedir.

Sekil 4.8 Enzim molekiiliiniin elektrot yiizeyinde adsorpsiyonu

45.1.4 Capraz Baglama

Bu yontem biyosensor hazirlanmasinda daha ¢ok tutuklama ve kovalent baglama
yontemlerinin birlestirilmesi seklinde uygulanir. Sekil 4.9°da enzim molekiiliiniin film

veya tabakaya capraz baglanmasi goriilmektedir.
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Sekil 4.9 Enzim molekiiliiniin film veya tabakaya ¢apraz baglanmasi

Capraz baglayici reaktif olarak glutaraldehid, hekzametilen diizosiyanat, diflorodinitro
benzen, bismaleimido hekzan, disiiksinil suberat sik kullanilan reaktiflerdir.
Glutaraldehit en sik kullanilan bifonksiyonel reaktiftir. Ortamdaki konsantirasyonu %2-

5 (w/w) olmalidir. Bazi gapraz baglayici reaktiflerin formiilleri Sekil 4.10°da verilmistir
[89].

0 Q
= =
56 ——cHy ——cH, —ctp —c 2
H/ H
Glutaraldehit
0 —¢ —N (CHo)g N c——0
Hekzametilen diizosiyanat
NO;
MCO
O;N F
SCN CH,
_— F
 Zizosiyanato-4-
izotiyosiyanato-Tolven 1. 5-difloro-2 4-dinitro benzen

Sekil 4.10 Bazi bifonksiyonel reaktiflerin kimyasal formiilleri

4.6 Kitosan

Kitosan, yenge¢ ve karides gibi kabuklu deniz iiriinlerinin dis iskeletlerinde,

kelebeklerin kanatlarinda, mantarlarin hiicre duvarlarinda vb. bulunan dogal bir
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polisakkarit olan kitinden kismi deasetilasyon yoluyla elde edilen, reaktif fonksiyonel
amino gruplarina sahip; kimyasal yap1 olarak seluloza benzeyen ve dogada selulozdan
sonra en sik rastlanan biyopolimerdir. Beyaz renkte, kokusuz ve tatsiz, yar1 seffaf
partikiil veya toz halinde bir madde olan kitosan sindirim enzimlerine dayaniklidir.
Buna karsin bazi bakteriler tarafindan pargalanir. Suda ¢6ziinmez. Sadece asidik
¢oziiciilerde (<6.0 pH) ¢oziinlir. Coziindiirmek igin asetik asit, formik asit, laktik asit
gibi organik asitler kullanilir. Inorganik asitlerde ¢oziinme smirlidir (% 1 hidroklorik
asitte ¢Oziiniir; stlfirik ve fosforik asitte ¢éziinmez). Kitosan soliisyonlarinin pH 7.0 ve
tizerinde stabilitesi bozulur. Ayni sekilde oda sicakliginda uzun siire muhafaza kitosan

soliisyonlarinin stabilitesini olumsuz etkilemektedir [62].

Dogal bir biyopolimer olan kitosan, 6zellikle son 50 yildir arastirmacilar i¢in ilging bir
materyal olarak yerini korumaktadir. Kitine gore bir¢ok avantaja da sahip olan kitosan
basta gida, kozmetik, ziraat, tip, kagit ve tekstil olmak lizere birgok endiistri dalinda
kullanim alani bulmustur. In-vivo testler, kitosanin insan viicuduna herhangi bir yan
etkisi bulunmadigini biyouyumlu oldugunu gostermistir. Kitosan yara tedavisinde doku
saglanmasi i¢in oldukca yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica, medikal yapay
deri, cerrahi dikis iplikleri, yapay kan damarlari, kontrollii ilag salimi, kontakt lens
yapimi, yara bandi, sargi bezi, kolestrol kontrolii (yag baglayici), tiimor inhibitori,
antifungal, antibakteriyal ve hemostatik etki gostermesi vb. seklinde siralanabilmektedir
[90]. Sindirim enzimleri tarafindan hidrolize edilememesi, yiiksek viskozitesi, jel
olusturma ve yiiksek su baglama yetenegi vb. nedenlerle bitkisel diyetetik liflere
benzerlik gostermektedir ve canli organizmada benzer etkiler olusturmaktadir. Bagirsak
hareketlerinin ve sindirim faaliyetlerinin diizenlenmesi, bagirsak mikroflorasinin
(bifidobakterilerin) desteklenmesi, kan kolesterol seviyesinin diizenlenmesi (LDL
kolestroliin diisiiriilmesi, HDL kolestroliin artirilmasi), kanbasincinin diistiriilmesi,
karaciger fonksiyonlarinin diizenlenmesi gibi fonksiyonel etkilerinin yan1 sira sindirim
yoluyla alindiginda ya da emilimini azaltarak (pozitif yiikli bir bilesik olmasindan
dolay1 negatif yiiklii olan yag asitlerine baglanarak) kilo kaybini1 desteklemesi oldukca
ilgi ¢ekmistir [62]. Kitosanin pozitif iyonik yiike sahip olmas1 bahsedilen bu 6zellikleri
gostermesinde biiyiik 6nem tagir. Kitosan kimyasal yapisi, ucuz ve biyouyumlu olmasi
sebebiyle biyosensor uygulamalarinda enzim immobilizasyonu i¢in kullanilmaktadir

[91].
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4.6.1 Kimyasal Yapisi ve Reaksiyonu

Bir polisakkarit olan kitin kimyasal olarak 2-asetamido-2-deoksi-8-D-glukoz (N-asetil

glukozamin)'den olusmaktadir. (Sekil 4.11)

Sekil 4.11 Kitosan'in kimyasal yapisi

Sekil 4.11’den de gorildigii gibi Kitosan, her tekrarlayan birimdeki primer (C-6), ve
sekonder (C-3) hidroksil gruplart ile amin (C-2) grubu olmak iizere toplam ii¢ tane
reaktif gruba sahiptir. Bu reaktif gruplar kolayca kimyasal modifikasyona
ugrayabilmekte ve kitosanin mekaniksel ve fiziksel ozellikleri ile c¢oziintirliigiini

degistirmektedir [90].

Kitin’in diisiik derecede deasetilasyonu yoluyla elde edilen kitosan ise (1—4)-2-amino-
2-deoksi-D-glukoz (glukozamin) olarak bilinmektedir. Kitosan, 3 g¢esit reaktif
fonksiyonel gruba sahiptir. C-3, C-6 pozisyonunda birer hidroksil ve C-2 pozisyonunda

ise bir amino grubu bulunmaktadir [62].

48



BOLUM 5

BiYOSENSORLER

Biyosensorler, analiz edilecek madde ile se¢imli bir sekilde etkilesime giren biyoaktif
bir bilesenin, bu madde ile etkilesimi sonucu ortaya ¢ikardig: sinyalin, ileten bir iletici
sistemle birlestirilmesi ve bu etkilesim iirlinlerinin bir 6l¢iim sistemi ile Olciilmesi
olarak tanimlanabilir. Daha genel bir ifadeyle biyosensérler biyolojik tepkimelerde

hedef analitleri denetlemek i¢in kullanilan algilayicilardir.

Son yillarda bilim ve teknolojideki hizli gelismeler biyosensor kavram ve tanimlarinda
da 6nemli genislemelere yol agmistir. Canli yasamin 6nemli unsurlarindan olan gérme,
isitme, koklama, tad alma, dokunma gibi algilama mekanizmalar1 dogal ve en
milkemmel biyosensorik sistemler olarak diisiindiiriildiikleri i¢in  biyosensor

calismalarina giizel 6rnekler olusturmaktadirlar.

Gilinlimiizde gorme, isitme gibi yeteneklerini kaybetmis kisilerin bu yeteneklerini tekrar
yerine koyacak yapay sistemler lizerinde yogun arastirmalar yapilmaktadir. Tip
alanindaki bilim adamlariyla da ortak c¢alismayr gerektiren bu arastirmalar da
biyosensOr alanina dahil edilebilirler. Bununla birlikte, bugiin biyosensorlerden
bahsedilince ilk akla gelen daha genel ve yaygin kullanim imkani bulmusg, analiz

amacina yonelik biyoanalitik sistemler olmaktadir [92].

Elektrokimyasal sensorler (elektrokimyasal algilayici sistemler) Analitik Kimya’da
oldukca yaygin kullanimi olan cihazlardir. Bu cihazlara IUPAC tarafindan getirilen
tanim su sekildedir: “Kimyasal bilesiklere ya da iyonlara segici ve tersinir bir sekilde
cevap veren ve konsantirasyona bagimli elektriksel sinyaller olusturan kigiltiilmiis
cihazlara elektrokimyasal sensorler “denir. Bu sensorler, yapilarina enzim, hiicre, doku,
antikor, DNA, vb. biyolojik maddelerin eklenmesiyle BIYOSENSOR adini almuslardir.

Nitel ve nicel analiz yapabilen biyosensorler, “biyo” (biyolojik kokenli) ve “sensor”
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(algilayict) kelimelerinden olugmaktadir. Diger bir tanim ise; “Biri biyokimyasal, digeri
ise elektrokimyasal 6zellikte, birbiri igine gegmis iki geviriciden olusan algilayici cihaz”
olabilir. Biyokimyasal kismin gorevi analizlenecek maddeyle etkileserek onu
tanimaktir. Bu tanima olayimin sonucunda bir biyokimyasal iiriin de olusabilmektedir.
Biyosensoriin ikinci kismi olan elektrokimyasal kisim ise; bu tanima olayini okunabilir

(0lgiilebilir) bir sayisal degere ¢evirmekle gorevlidir [93].

Biyosensorlerin tarihi 50’li yillarin ortalarinda L.C. Clark’in Cincinnati hastanesinde
(Ohio, ABD) ameliyat sirasinda kanin O, miktarini bir elektrot ile izlemesiyle baslar.
Clark ve Lyons (1962) ilk defa biyosensor terimini ifade etmislerdir. Enzim-elektrot
kompleksini imal eden ikili, bu kompleksi glikoz sensorii olarak kullanmiglardir.
Sensor, oksido-reduktaz enzim olan glikoz oksidazin pletanyum elektroduna immobilize
olmasindan ibarettir 1962 yilinda clark ve lyons glukozoksidaz (GOD) enzimini O;
elektrodu ile konbine ederek kanin glukoz diizeyini 6lgmeyi basardilar. Bdylece yeni bir
analitik sistem olustu. Bu sistem bir yandan biyolojik sistemin yiliksek spesifikligini
(enzim) diger taraftan ise fiziksel sistemin (elektrod) tayin duyarhiligini birlestirmis ve
genis spektrumlu bir uygulama olanag1 bulmustur. Iste basitce bu prensibe gore calisan
tarihin ilk biyosensorii 1974 yilinda piyasada Yellow Spirngs Instrument (YSI) olarak
goriilmiistiir. YSI sensoriiniin gelistirilmesinde ana 6zellik yeni nesil membranlardir.
Clark burada sandevi¢ membran kullanmistir. Enzim niikleopor polikarbonat membran
ve selluloz asetat membran arasimna hapsolmustur. Bu membranlar normalde ortamin
potansiyel yapisin1 etkileyecek olan diger faktorleri elimine etmekte ve cihazin
duyarliligini ve Ozgiinliiglinii artirmaktadir. Mesela, Clark’in kullandigi membran
H,O,i diffiize ederken askorbat ve diger parazitik kimyasallarin gegcisini

engellemektedir. (Sekil 5.1)
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Sekil 5.1 Clark’in enzim elektrodu

Glukoz oksidaz enzimi glukozun oksidasyonunu katalizler.

Glukoz + O, — Glukono — 6 — lakton + H,0,

Bir biyolojik sividaki glukoz ve ¢o6ziinmiis oksijen elektrod etrafindaki membrani
gecerek elektrod yiizeyine ulastiginda glukoz oksitlenerek glukonik aside doniisiir ve bu
sirada Oy harcanir. Ortamdaki glukoz bittiginde O, tiiketimi durur. O, elektrodu ile
baslangictaki ve reaksiyon sonundaki ¢6ziinmiis O, Olgiiliir. Aradaki fark ortamdaki
glukozun oksidasyonu i¢in harcanan O olup buradan biyolojik sividaki glukoz miktar
hesaplanir. Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen sensorler
hazirlanabilirken sisteme biyomateryalinde katilmasiyla diger bir¢ok maddenin tayini

miimkiindiir [94]. Sekil5.2’de biyosensoriin en genel yapisi goriilmektedir.

0-

SINVAL ANALITIK
SINYAL

Analilenecek Biyoaktif Madde
Madde

Cevirici Sistem

Sekil 5.2 Biyosensoriin yapisi
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Biyosensorlerin yiliksek spesifiklik yaninda; renkli ve bulanik ¢ozeltilerde genis bir
konsantrasyon araliginda dogrudan ol¢lime olanak saglamak gibi {istlinliikleri vardir.
Fakat reseptor olarak adlandirilan biyokomponentlerin pH, sicaklik, iyon siddeti gibi
ortam kosullarindan etkilenmesi biyosensoriin  kullanim Omriinti azalttifindan bir

dezavantajdir [94].

5.1 Biyosensorlerin Yapisi ve Fonksiyonu

Bir biyosensor; biyolojik algilayici elementin segiciligi  ile hedef analitin
konsantirasyonuyla orantili olarak sinyal {ireten transduserin (¢evirici) kombinesinden
olusan bir cihazdir. Bu sinyal; proton konsantirasyonundaki degisimden, amonyak ve
oksijen gibi gazlarin salinmasi ya da yiikseltgenmesi, 151k emisyonu, absorbsiyon ya da
reflektans, 1s1 emisyonu, kiitle degisimi ve bunun gibi degisimlerden kaynaklanir.
Sinyal; transduser yardimiyla akim, potansiyel, sicaklik degisimi, 15181n absorbsiyonu,
ya da elektrokimyasal, termal, optik olarak ya da piezoelektrik anlamda kiitle artisiyla
Olgiilebilir forma donistiiriiliir. Sinyal ayrica ileriki analizler icin giliglendirilebilir,
islenebilir ya da depolanabilir. Prensipte herhangi bir reseptor; herhangi bir transduserle
birlestirilip isleyen bir biyosensdr liretilebilir. Biyosensorlerde, biyoaktif bilesenin tayin
edilecek madde ile etkilestiginde olusan sinyalin iletim ve Ol¢limiinde, genel olarak,
elektrokimyasal, optik, piezoelektrik ve kalorimetrik esasli sistemler kullanilir. Sekil

5.3’te biyosensorlerin genel ¢alisma mekanizmasi goriilmektedir [92].

BIYOSENSOR

~ ) N
. Elektrokimyasallar
= « Potansivometrik
* 5 ; I
- | - . | = Enzimler s Amperometrik
> ._ + Doku kesitleri H—> = Kondiktometrik
m
.- = Organeller Optik
s & - ) i i
> = [mmuno ajanlar = Fotometri = Sinyal
- P = MNikleik asitler 0 > = Flarimetri
| . .
" oe ’_ = Mikroorganizmalar Piezoelektrik
®* n . s Reseptar malekiller |II > = Kiltle dedisimi
. @ -’_ Kalorimetrik
s " .— H—> = |z dedisimi
L - L Veri Toplama ve

Degerlandirme

Numune  BiYOKOMPONENTLER TRANSDUSERLER

Sekil 5.3 Biyosensorlerin genel ¢calisma mekanizmasi
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5.1.1 Biyokomponentler

Biyosensorlerin yapisinda yer alan biyokomponentler (biyokimyasal bilesenler) ¢ogu
kez Dbiyoreseptor (biyolojik algilayici) olarak da adlandirilirlar.  Enzimler,
mikroorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar, niikleik asitler ve biyolojik
membranlar igine yerlesmis kimyasal reseptorler sensorlerde biyokomponent
(biyoreseptdr) olarak kullanilirlar. Bunlarin i¢inde en yaygin kullanilanlar; enzimler ve
antikorlardir. Biyoreseptorler analizlenecek maddeyi doniisiime ugratirlar ve bu

dontisiime eslik eden degisimler transduser tarafindan algilanir.

Teorik olarak reseptor ve transduserlerin birgok degisik sekilde birlestirilmesi miimkiin
olmasina ragmen bu bilesimler bir elektrik sinyali olusturamazlarsa biyosensor

fonksiyon gostermez [92].

Biyoreseptor; bir analitin taninmasinda biyosensoriin biyolojik hassasiyete sahip
kismidir. Biyosensoriin hassasiyeti ve segiciliginde etkilidir. Bu reseptorler tek bir
partikiiler substrati baglayacak ve diger substratlara baglanmayacak 6zellikte olmalidir;
temel olarak biyoreseptorler 3 grup (biyokatalitik, biyoaffinite ve hibrit reseptorleri)

altinda toplanirlar.

Biyokatalitik reseptorler, analiti belirlenmeyen formdan belirlenebilir forma
dontistiirerek transduserle kaydedilebilir ve belirlenebilir kilar [96]. Biyokatalitik tanima
elementleri enzim (mono veya multi enzim) igeren sistemler, hiicreler
(mikroorganizmalar, Orn; bakteriler, mantarlar, 0karyotik hiicreler, mayalar), hiicre
organelleri ve bitki hayvan doku pargalarindan olusur [96]. Enzimler biyosensorlerde
kullanilan ilk biyokomponentlerdir. Antibadiler, niikleik asitler, lektinler, boyalar, hiicre
membran reseptorleri ve diger spesifik baglayict ajanlar gibi biyolojik komponentler
biyoaffinite reseptorlerine Ornektir. Hormonlar, ilaglar, viriisler, tiimor antijenleri,
bakteri antijenleri ve diger bir¢ok protein gibi maddelerin belirlenmesi ve ol¢limii,
immunolojik teknikler vasitasiyla diisiik konsantirasyonlar da bile basarilabilmektedir.
Affinite bazli biyosensorler; belirli bir liganti termodinamik olarak stabil kompleks
formuna doniistiiren segici etkilesimler olustururlar. Hibrit reseptdrlerde biyosensor
uygulamalarinda niikleik asit kullanimi rapor edilmistir. Bu sensorlerin kullanim
alanlart DNA’da meydana gelen zararlar1 kimyasal olarak belirleme ve DNA’nin tiire
Ozgii diziliminin hibridizasyonuyla mikroorganizmalarin belirlenmesidir [95]. Yiiksek

spesifikliklerinden dolay1 enzimler en yaygin kullanilan biyoreseptorlerdir.
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5.1.2 Tranduserler

Biyolojik ve biyokimyasal sinyalleri veya cevabi belirlenebilir sinyale doniistiirebilen
sistemlere transduser denir. Transduserler, reseptorlerin biyolojik reaksiyonunu
Olctilebilir fiziksel bir sinyale doniistiirlirler. Biyokimyasal reaksiyonun 6zelligine gore
transduserler kullanilir. Elektrotlar amperometrik ve potansiyometrik oOl¢timlerde
kullanilir. Burada amag; O, elektrodunda ¢oziinmiis O;’yi, pH elektrodunda H' iyonunu
Olemektir. Bir substrat icin komponentin aktivitesi; O, tiiketimiyle, H,O, olusumuyla,
NADH konsantrasyonundaki degisimle, floresans, absorbsiyon, pH degisimiyle,
kondiiktivite, sicaklik ya da kiitledeki degisimle izlenebilmektedir. Optik sensorlerde
hedef; 151k, pieozoelektrik sensorlerde ise kristalin salinim rezonansi’nin kiitle
yiiklenimi sebebiyle degismesidir. Bunlarin disinda transistorler ve termistorler de

transduser olarak kullanilmaktadir.

Transduserler temelde dort grup altinda toplanirlar;

1- Elektrokimyasal transduserler
— Amperometrik
— Potansiyometrik
— Kondiiktometrik
2- Optik transduserler

3- Akustik transduserler

4- Termal transduserler

5.1.3 Biyosensorlerde Analizlenebilecek Unsurlar

Analizlenecek madde ve yapilar genel olarak analit olarak adlandirilirlar.
Biyosensorlerde tayin edilebilen maddeler Ornekleriyle birlikte Cizelge 5.1'de

verilmistir.
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Cizelge 5.1 Biyosensorde tayin edilebilen maddeler [97]

Analizi Yapilan Ornekler
Maddeler
Amino Asitler Alanin, arginin, asporjin, aspartik asit, sistein, glutamin,

glutamik asit, glutatyon, histidin, levsin, lisin, metionin,
fenilalenin, sarkosin, serin, tayrosin, teitofan, valin

Gazlar NHs;, H,, CH,4, SO,, NO
Kofaktorler AMPT, ATP, NAD(P)H
Amidler ve aminler Aminopirin, anilin, aromatik aminler, asetil kolin, kreatin,

kreatinin, guanidin, guanosin, penisilin, spermin, lirik asit,
iire, zantin

Karboksilik asitler Asetik asit, formik asit, glukonik asit, izositrik asit, askorbik
asit, laktik asit, malik asit, okzalik asit, piruvik asit, siiksinik
asit

Kompleks maddeler Antibiotikler, mutojenler, vitaminler

inorganik iyonlar F, NO,, NOs, PO3?, SO3?, S04, Hg™,Zn"

5.1.4 Biyosensorlerde Kullanilan Biyoaktif Yapilar

Biyosensorlerde kullanilan ve analizlenecek madde ile spesifik bir sekilde etkilesime
giren biyoaktif bilesenler, komplekslik hiyerarsisine gore basitten karmasiga dogru bir
siralama yapildiginda, iyonoforlar, antikorlar, enzimler, niikleik asitler, lipozomlar,
biyomembranlar (6rnegin; membran reseptorleri), hiicre organelleri (6rnegin;
mitokondri), tiim hiicreler, doku kesitleri ve homojenatlar1 ve organlar (6rnegin; koku

alma organi) olarak siniflandirilabilirler [98]. (Cizelge 5.2)
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Cizelge 5.2 Biyosensorlerde kullanilabilen biyoaktif bilesenler

I Bivoaktif Tabaka Bilesenleri

Organlar Doku Kesitler
(Omegin; koku alma organi) Tiim Hiicreler

Hiicre Organalleri
(Omegin; mitokondr)

Biyomembranlar Lipozomlar

(Omegin; resptér) Niikleik Asitler
Enzimler

Antikorlar [vonoforlar

5.1.5 Biyosensorlerde Yararlanilan iletim ve Olciim Sistemleri

Biyosensorlerde, biyoaktif bilesenin tayin edilecek madde ile etkilestiginde olusan
sinyalin iletim ve Olglimiinde, genel olarak, elektrokimyasal, optik, kalorimetrik ve

piezoelektrik esasli sistemler kullanilir [98]. (Cizelge 5.3)

Cizelge 5.3 Biyosensorlerde kullanilan 6l¢iim sistemleri

Tletim ve Olciim Sistemleri

Kalorimetri Esash

Amperometri Esasli (Elektrotlar) (Termistdrler)
Potansivometri Esasli (Elektrotlar)

Yan [letken Esasli (Transistérler)
Piezoelekirik Esash

(Piezoelektrik Kristaller)
Optik Esash

Fotometri Esasli (Optik Lifler)
Fluorometri Esasli (Optik Lifler)

Bivoliiminesans Esasli (Optik Lifler)
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Bu bagslik altinda en yaygin olarak potansiyometrik, amperometrik, voltametrik ve alan

etkili biyosensorlere rastlanmaktadir [99].
5.1.6 Biyosensor Cesitleri

5.1.6.1 Elektrokimyasal Sensorler

Bu bagslik altinda en yaygin olarak potansiyometrik, amperometrik, voltametrik ve alan

etkili biyosensorlere rastlanmaktadir [99].

5.1.6.2 Potansiyometrik Biyosensorler

Potansiyometri, bir calisma ve referans elektrot arasindaki potansiyel farkinin 6l¢timiinii
esas almaktadir ve belirlenen elektrot potansiyeli dogrudan analit derisimini
tanimlamaktadir. Potansiyometrik sensorlerin diisiik hassasiyet, spesifik olmayan
etkilesimlere ait ve aletsel sinyal almmasi gibi biiyiik problemleri vardir. Ozellikle

sinyal/giiriiltii oran1 analitik problemlere sebep olabilmektedir [99].

5.1.6.3 Voltametrik Biyosensorler

Mikrobiyolojik reaksiyonlar, genellikle iletkenlik ve kapasitansta artma, empedansta
azalmaya sebep olmaktadir. Buna dayanarak rezistans, kapasitans, iletkenlik ya da
empedanstaki degisimin dl¢limiinii esas alan sensorler bu grupta yer almaktadir. Klinik
orneklerdeki bakteri tespitinde, spesifik patojen tespitinde, endiistriyel mikrobiyal
proses kontroliinde bu sensorlerden faydalanilmaktadir. Modern elektroanalitik
sistemler olduk¢a diisiik tespit limitlerine sahip olup (10®) kiigiik hacimde érneklerin
kullanilmasima (1-2pul) olanak tanimaktadir. Bununla birlikte elektrot sistemi Ol¢iim
ortamindan siirekli alinan sinyalin (online) takibine izin verir. Elektrokimyasal analiz
icin gereken malzeme, diger analitik metotlarla karsilastirildiginda ¢ok daha ucuz ve
basittir. Ayrica elektrokimyasal sensorler optik esasli sensorlere gore de bulanik
ortamda ¢alisabilme, karsilastirilabilir enstriimental duyarlilik, minyatiirlesmeye

uygunluk gibi avantajlara sahiptir [99].

5.1.6.4 Amperometrik Biyosensorler

Genel anlamda amperometri, bir potansiyeldeki akim siddetinin 6l¢limii esasina dayanir.

Amperometrik biyosensorlerde akim siddeti, calisma elektrotunda yiikseltgenen veya
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indirgenen elektroaktif tiirlerin derisiminin bir fonksiyonudur. Referans elektrot olarak
gorev yapan ikinci bir elektrot vasitasiyla akim siddetinden analiz edilecek tiirlerin
derisimlerinin belirlenmesinde yararlanilir. Elektrokimyasal reaksiyonlarda c¢ogu
analitlerin redoks esi olarak hareket edememesinden dolayr direkt olarak analiz
edilebilecek az miktarda uygulama vardir. Bu yiizden algilayic1 elektrot iizerinde
analitin elektrokimyasal reaksiyonu icin elektrokimyasal aktif etiketler (direkt veya
enzimatik reaksiyon sonucu iiriin olarak) gereklidir. Oksijen ve H,O, elektrotlar en

popiiler olanlaridir [99].

5.1.6.5 Optik Sensorler

Optik ceviricilerin kullanildigi durumda iki genel sinif vardir. Birincisinde, 15181n
iletimindeki degisimin Olgiilmesi, ikincisinde ise floresansin dl¢iilmesi s6z konusudur.
Isigin iletimindeki degisimin Olg¢iilmesine dayali, optik esasli sensorlerde, olgiim
sistemi, madde derisimine bagli olarak absorbans veya luminesansta degisim gdsteren
bir boya icerir veya CO;, O, veya pH degisimi gibi bir fizikokimyasal 6zellikten
faydalanilir. Bu sensoérlerde en 6nemli etken fiber boyunca 151k iletiminin etkinligidir.
Ikinci sinif, fiberin kendi &zeliklerindeki (intrensek) degisimleri kapsar ve arka alan
(evanescent) biyosensorler ve yiizey plazmon rezonans biyosensorler olarak iki gruba

ayrilir [99].

5.1.6.6 Termal Sensorler

Temel prensipleri; bir enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminden yararlanilarak
substrat derisiminin belirlenmesine dayanir. Biitiin biyolojik reaksiyonlar ekzotermiktir.
Enzimatik reaksiyon sonucu olusan sicaklik degisimi ile substrat konsantarasyonu
arasindaki dogrusal iliskiden sonuca ulasilir. Sicaklik degisimleri termal olarak
yalitilmis ortamdaki termistorler veya termofiller araciligiyla izlenir. Kullanilan
termistorler ¢ok kiiclik sicaklik degisimlerine bile duyarlidir. Dolayisiyla ¢ok diisiik

miktardaki substrat derisiminin 6l¢iimiine (10~°M) olanak tanir [99].

5.1.6.7 Kiitle Hassas Sensorler

Cevirici olarak piezoelektrik kristallerin kullamildig1 kiitle hassas biyosensorler,
rezonans frekanstaki degisime dayanarak santimetrekarede nanogram seviyesinde kiitle

degisimini Olcebilen ve bu yiizden de antikor-antijen etkilesimlerinde sik¢a kullanilan
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biyosensorlerdir. Kiitle hassas biyosensorlerin ¢alisma prensibi piezoelektrik etkiye

dayanir [99].

5.1.7 Biyosensorlerin Uygulama Alanlari

Biyosensorler bir¢cok alanda kullanilmaktadir. Biyosensorler tip, gida, eczacilik, ¢evre
kirliligi, savunma ve bircok endiistriyel aktivitede 6zellikle otomasyon, kalite kontrolii,

durum tespit ve enerji saklanmasinda ¢ok 6nemli rol oynarlar.

Biyosensorler; gida maddeleri, metebolitler, vitaminler, antibiyotikler, ilaglar gibi
organik maddeler, baz1 organik bilesikler yaninda enzimler, viriisler ve
mikroorganizmalarin tayininde kullanilirlar. Biyosensor gruplart ve kapsadiklart analiz

alanlar1 Cizelge 5.4’te gosterilmektedir [92].

Cizelge 5.4 Biyosensor gruplari ve kapsadiklari analiz olanaklari

Biyosensor grubu Kapsadig1 analiz alam

Enzim Sensorleri Kiiciik molekiillii organik ve anorganik maddeler (ilaglar,
gida maddeleri, vitaminler, antibiyotikler, pestisitler

Mikrobiyal Sensdrler | Enzim sensorlerinin - kullanildigi  alanlar, biyolojik O,
gereksinimi, toksisite, mutajenite.

DNA-Sensorleri Virtisler, patojen mikroorganizmalar

Immiinosensdrler Virtisler, patojen mikroorganizmalar, ksenobiyotikler

5.1.7.1 Tibbi Alanda Biyosensor Kullanimi

Metabolitlerin 6l¢lilmesi, insulin eksikligi belirtilerinin dlgiilmesi, hastane kosullarinin
gozlenmesi, yapay pankreasin ¢alisma kosullarinin kontrolii, vb. Biyosensorlerin tibbi
analitik sistemlere iistiin gelmesinin nedeni, spesifik bir metabolitin veya tedavide
kullanilan ilacin miktarmin kisa bir siirede tayin edilebilmesidir. Kisa siireli tayin

gerektiren bazi hastaliklar;

e Yogun bakim iinitelerinde ve cerrahi girisimlerde hizli doz ayarlamak i¢in ilacin kan

konsantirasyonunun hizl tespiti
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e Prematiire ¢ocuklarin bakim ve takibi

e Implante problarin yerlestirilmesi swrasinda, ilacin kanda uzun siireli

konsantirasyonunun tayini
e Hemodiyaliz
e Yapay pankreas

e Canliya transplante edilmeden organlarin canliligint korumak ve islevlerini

degerlendirmek {izere organin prezervasyonu

5.1.7.2 Endiistriyel Alanda Biyosensor Kullanimi

Endiistriyel proses kontrollerinde gereklidir. Biyoreaktdrlerin kontrolii, giren hammadde

ve ¢ikan triinlerin dl¢iilmesi, vb.

5.1.7.3 Cevresel Denetimlerde Biyosensor Kullanimi

Cevre Koruma Ajansi (ing: EPA (Environmental Protection Agency) EPA tarafindan
hava ve su diizenli olarak izlenmektedir. Ayrica yerel idari mercilerin de bolgesel
izleme birimleri bulunmaktadir. Bu birimler diizenli olarak hava ve suyu tahlil

etmektedirler.

Biyosensor hazirlanmasinda, aktif biyolojik materyalin, kararliligini  koruyarak
immobilize edilmesi gerekir. Bu nedenle genellikler jelde tutuklama yontemi kullanilir.
Biyomateryal olarak, uzun yasam siireleri, ucuz ve kararli olmalari, pH ve sicaklik gibi
dis etkenleri tolere etme Ozelliklerinden dolayr mikroorganizmalar; enzimlere ve

antikorlara gore daha kullanighdirlar.

Biyokimyasal oksijen istemi (BOD) atik sularda organik kirliligin 6l¢iistidiir ve 6lglim
genellikle 5 giin stirmektedir. BOD sensorleri genellikle oksijen elektrodu ylizeyinde
tutturulmus immobilize mikroorganizma membranindan olusur. Kirlilik kaynagi
emiisyon derecelerinin ve atmosfer kirliliginin 6l¢iimii i¢in, mikrobiyal esasli CO,, NO»,
NH3, CH4, SO, gibi gaz temelli bircok biyosensor gelistirilmistir. Sensdr lizerine enzim
immobilizasyonu ile siirekli bir ol¢glim sistemi olusturabilir ve ¢evresel numunelerde

toksik madde tayini yapilabilir.
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5.1.7.4 Savunma Alaninda Biyosensor Kullanim

Askeri ve sivil savunma alaninda kullanilmak iizere birgok sensor ve biyosensor dizayni
ve imalatina, son korfez krizi ve 11 Eyliil sonrasinda hiz verilmistir. Herhangi bir
biyoterér ve biyosaldir1 sonrasi erken tesbit ve analiz i¢in ¢ok gii¢lii ve tasinabilir

biyosensorler en elzem cihazlardandir.

Kimyasal ve biyolojik silahlar, insan yagamina yanlis yansiyan uygulamalardan biridir.
Cok siki denetim altinda olmalarina ragmen kimyasal ve biyolojik silahlarin tehlikeleri
her zaman siirmektedir. Sentetik kimyasallar, bitki, hayvan ve mikroorganizma kaynakli

toksinler, bakteri ve viriisler biyolojik silahlarin ana materyallerdir.

Kimyasal silahlarin toksik kimyasal reaktifleri; organofosfor ve siyaniir tiirevleridir.
Organofosfor bilesikleri asetilkolinesteraz inhibisyonu ile etki ederler ve bu yiizden
sinir gaz1’’ olarak adlandirilirlar. Temel sensor olarak bir pH elektrodunun kullanilan
sistemlerde asetilkolinesteraz immobilize edilir. Bu biyosensorlerde organofosfor
bilesiklerinin konsantrasyonuyla orantili inhibisyonu izlenir ve sonuca ulasilir. Hidrojen
siyaniir ve siyanojen kloriir; toksik kimyasallarin diger 6nemli bir grubunu olustururlar.
Bunlar solunum zincirinde sitokrom oksidazla tepkimeye girerek islevlerini
gergeklestirirler. Bu ilke temel alinarak, siyaniir tayinine yonelik amperometrik esasli

modifiye altin elektrotu gelistirilmistir.

Biyolojik silahlarin temelini, canlilarda hastalik ve 6liime yol acabilecek bakteri, viriis
ve mantarlar olugsmaktadir. Mikroorganizmalar yiizeylerinde 6nemli diizeyde antijenik
determinantlara sahiptir. Bu 06zellik, mikroorganizma tayinine yonelik biyosensor

hazirlanmasinda immunojenik ilkeleri 6n plana ¢ikarmaktadir.

5.1.7.5 Gida Sektoriinde Biyosensor Kullanimi

Gidalara yonelik kantitatif analizler baslica kalite ve gilivenlik konularina agiklik
getirmeyi hedef alir. Renk, aroma, vitamin ve kimyasal miktarlarinin yaninda zararl
mikroorganizmalarin, toksinlerin, alerjenlerin gidaya etkisine dikkat edilmelidir.
Biyosensorler, gida analizlerinde besinin dogal bilesenlerinin, ortama karisan
maddelerin izin verilen sinirlar i¢inde olup olmadigmin belirlenmesinde biiylik 6nem

tagir. Gida analizlerinde dogal 6rneklerin, hammadelerin, islem basamaklarinin, mamiil
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tirtinlerinin, tastma adimlarinda dogal bilesenlerin bozumu, mikrobiyal kontaminasyon

ve bunu 6nlemek i¢in kullanilan katki maddelerinin tayini dnemlidir.

5.1.8 Enzim Sensorleri

En genel anlamda bakildiginda bir enzim sensori; iletici, ince bir enzim tabakasi ve
Ol¢iim kombinasyonundan olugmaktadir. Diger biyosensorlerden tek fark biyoaktif
tabakada biyomolekiil olarak enzimler bulunmaktadir. Sekil 5.4’te bir enzim sensoriiniin

genel sematik gosterimi verilmektedir.

— - _,

Sekil 5.4 Bir enzim sensériniin genel sematik gosterimi (A: Analizlenecek madde,
B: immobilize enzim tabakasi, C: iletici ve D: Ol¢iim sistemi).

Bir enzim elektrodunda enzimi igeren biyoaktif tabaka, enzimin katalizledigi tepkimeye
uygun bir iletim ve Ol¢lim sisteminin uzantisi olan bir iletici ile birlestirilmektedir.
Iletim sistemi biyoaktif tabakada gerceklesen enzimatik tepkime sonucu olusan {iriiniin
miktarindaki artis1 tespit edebilecek sekilde seg¢ilmelidir. Biyoaktif tabakadaki ve
biyoaktif tabaka iletici ara ylizeyindeki derisimlerin hizli bir sekilde dengeye
ulagabilmesi i¢in difilizyon engelini en aza indirmek amaciyla biyoaktif tabaka
kalinliginin miimkiin oldugunca ince olmas1 gerekmektedir. Bunun yani sira biyoaktif
tabakada sabit bir substrat derisimi saglayabilmek icin dlgme ¢ozeltisinin yeterli bir
sekilde karistirilmas1 gerekmektedir. Iletici sistemin 6lgme sistemine gdnderdigi sinyal
biyoaktif tabaka ile iletici ara yilizeyindeki derisimlerdeki degisiklige baglidir. Ancak
s0z konusu derigimler denge halinde 6lgme ¢ozeltisindeki derigimlerle orantili oldugu

icin ¢ogu zaman kalibrasyon grafigi ¢izilerek sonuca varilir [100].
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Sekil 5.5’te goriildiigli gibi sistemin dzelligine bagli olarak yiikseltici, mikroiglemci,

dijital goriintiileyici gibi kisimlar sistem i¢inde yer alabilirler.

iba-—Bv—m—l

a) Bivokatolizér
b) Metici

c) Yiikseltici

d) Mikroislemci
e) Gisterge

Sekil 5.5 Bir biyosensdr sisteminde bulunan bilesenler.

Bir enzim sensoriiniin ¢aligma ilkesi, enzim veya enzimlerin immobilize edilmis oldugu
biyoaktif tabakadaki olaylarin biraz daha yakindan incelenmesiyle daha kolay
anlasilabilir. Sekil 5.6’da biyoaktif tabakada gerceklesen olaylar agisindan bir enzim

sensoriiniin genel ¢aligsma ilkesi 6zetlenmistir [85].

[Ay]
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Sekil 5.6 Enzim sensoriiniin genel ¢alisma ilkesi

(A): Substrat

(B): Kosubstrat veya Koenzim

(C ve F): Uriinler

(¢): Olgiim ¢dzeltisi igcindeki

(t): Biyoaktif tabakadaki

(y): Elektrot yiizeyindeki konsantrasyonlar
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(D.T.): Diflizyon tabakasi
(0.C.): Olg¢iim ¢ozeltisi
(B.T.): Biyoaktif tabaka
(D): iletici

Sekil 5.6’dan da goriildiigii gibi bir enzim elektrodunda enzimi iceren biyoaktif tabaka,
enzimin katalizledigi reaksiyona uygun bir iletim ve 6lglim sisteminin uzantisi olan bir
iletici ile birlestirilmektedir. Iletim sistemi, biyoaktif tabakada gerceklesen enzimatik
reaksiyon sonucu substrat, kosubstrat (veya koenzim) konsantrasyonundaki azalis ya da
tiriin konsantrasyonundaki artis1 tespit edebilecek sekilde segilebilir. Konsantrasyonlarin
hizli bir sekilde dengeye ulagabilmesi i¢in diflizyonu azaltmak amaciyla biyoaktif
tabaka kalinliginin miimkiin oldugunca ince olmasi gerekmektedir. Bunun yanisira
biyoaktif tabakada sabit bir substrat konsantrasyonu saglayabilmek igin Ol¢iim
cozeltisinin yeterli bir sekilde karistirilmasi da gerekmektedir. Dogal olarak tayin
edilecek tiirlerin dlgiim ¢6zeltisindeki, biyoaktif tabakadaki ve biyoaktif tabaka-iletici
ara yiizeyindeki konsantrasyonlar1 farkli olur. Iletici sistemin dlcecegi sinyal biyoaktif

tabaka-iletici ara yiizeyindeki konsantrasyonlara iligkindir.

5.1.8.1 Enzim Sensorlerinin Simiflandirilmasi

Enzim sensorlerinin siniflandirilmas: genel olarak, enzimatik reaksiyon sonucu olusan
sinyalin belirlenme ilkesine gore yapilmaktadir. Bu ¢ergevede Cizelge 5.5°te s6z konusu

siiflandirma 6zetlenmektedir [85].
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Cizelge 5.5 Enzim sensorlerinin siniflandirilmasi

1. Elektrokimyasal Esasli Enzim Sensorleri
Amperometrik esasli enzim sensorleri
»  Birinci nesil amperometrik enzim elektrodlari
»  Iikinci nesil amperometrik enzim elektrodlar
+  Ugiincii nesil amperometrik enzim elektrodlart
Potansiyometrik enzim sensorleri
*  Proton duyar potansyometrik enzim elektrodlari
«  Amonyum duyar potansiyometrik enzim elektrodlar
»  Karbondioksit duyar potansiyometrik enzim elektrodlari
* Diger iyon duyar potansiyometrik enzim elektrodlari
*  Yar iletkenleri esas alan enzim sensdrler

*  Enzim alan etki transistorleri (ENFET)

2. Optik esasli enzim sensorleri
*  Absorpsiyon esasli optik enzim sensorleri
»  Flouresans esasli optik enzim sensdrleri

*  Biyoliiminesans esasli optik enzim sensorleri

3. Piezoelektrik esasli enzim sensorleri

4. Kalorimetrik esasli enzim sensorleri

Potansiyometrik Esasli Enzim Sensorleri

Akimin ¢ok az gectigi veya hi¢ gegmedigi sistemlerde, indikator elektrodun referans
elektroda kars1 gosterdigi, konsantrasyon degisimine bagl olarak degisen potansiyelin
ol¢iildiigii tayin yontemine potansiyometri denir. Calisma elektrodu, ¢6zeltideki
tiirlerden bazilaria sec¢imlilik gosteren ve i¢ kisminda bir bagka karsilastirma elektrodu
ile nicel analizi yapilacak tiiriin belli derisimdeki ¢6zeltisi bulunan ve bir membran ile
analizi yapilacak c¢ozeltiden ayrilmis bir elektrottur. Analizi yapilacak c¢ozeltiye
daldirilan bu elektrot ile ayni ¢ozelti ile temasta olan bir karsilastirma elektrodu
arasinda olusan gerilim degeri ile analizi yapilan tiir arasinda logaritmik bir iliski vardir.
Bu hiicre geriliminin 6l¢iimii sirasinda iki elektrot arasinda uygun bir devre yardimiyla
bir akimm gegmemesi saglanir. Sekil 5.7°de potansiyometrik bir 6l¢iim sistemi sematik

olarak goriilmektedir.
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dijital bir

19.81 mV :
potanstyometre
ad [~
referans elektrot L indikator elektrot
analit ¢ozeltisi ;,5-,,:_‘ | aktif elektrot yiizeyi
!

Sekil 5.7 Potansiyometrik dl¢iim sisteminin sematik olarak gosterimi

Icte ve dista bulunan c¢ozeltilerde analizi yapilacak tiiriin derisimi acisindan bir fark
varsa membranin i¢ yiizeyi ve dis ylizeyi arasinda bir gerilim farki olusur. Bu gerilim
farkinin degeri analizi yapilan tiire ve derisimine bagli oldugu gibi, membranin cinsine
ve cozeltide bulunan &teki bilesenlerin tiir ve miktarlarina da baghdir. iyon segici
elektrotlar olarak adlandirilan bu elektrotlarin en ¢ok bilineni, H" iyonlarina karsi
secimlilik gosteren ve ince bir cam zarin membran olarak kullanildigir cam elektrottur.
Bir iyon segici elektrotla dlgiilen gerilim degeri, elektrodun se¢imlilik gosterdigi tiire ek
olarak c¢ozeltide bulunan diger tiirlerden de etkilenir. Potansiyometrik sensorlerin
duyarli, kararli, dayanikli olmas1 ve hizli cevap iiretmesi istenir. Potansiyometri esasli
ve biyoaktif bilesen olarak enzimlerin kullanildig1 bazi biyosensorlere iligkin drnekler

asagida verilmistir [98].
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Glutaminaz
Glutamin > Glutamat + NH;
(NH; + H,O — NH;* + OH")

Amonyum Duyar Sensir

Aspartam Karboksipeptidaz A o-Ketoglutarat + L- Aspartik Asit
L- Aspartik Asit L-Aspartaz Fumarat + NH,*

Kreatinaz
Kreatinin * NH; + Kreatin

Amonvok Duvar Sensir

L-Fenilalanin Amonyak Liyvaz
L- Fenilalanin » NHy + trans-sinnamat
(NH." —»NH:+ H")

Malat Dekarboksilaz
Malat . Laktat + CO,

L

Karbondioksit Sensdrii

Okzalat + O, Okzalat Oksidaz 200, + H;0;

f-Sivanoalanin sentetaz
Sistein + CN~ * HS + I sivanoalanin

Sivaniir Sensdrii

Glukoz oksidaz
Glukoz + 04 . Glukonik Asit + Hz0-

H:0,+ 2T + 2H* Peroksidaz I, + 2H.O

Ivon Duyar Elektrot

pH Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlar1: Proton konsantirasyonundaki

degismeyi belirlemek amaciyla tasarlanan bu tiir enzim elektrotlarinda temel sensor
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olarak en yaygin bir sekilde klasik cam elektrotlar1 kullanilir [94]. Bunlarin yanisira
antimon elektrotunda oldugu gibi H' iyonlarina duyar bazi metalik elektrotlarinda
kullanilmas1 miimkiindiir. Temel ilke proton konsantirasyonundaki kii¢iik farklarin
belirlenmesidir. Potansiyometrik enzim sensorlerine verilebilecek en klasik ornek tire

tayinine yonelik sensordiir.

Ureaz
O=C(NH2:+H20 ———» CO0O2 +H20

pH Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlarinin Bazi1 Uygulamalar:

pH duyar potansiyometrik enzim elektrotlarina iliskin secilmis Ornekler asagida
verilmigtir. Bu tlir enzim sensorlerinde temel iletici olarak genelde cam pH duyar

elektrotlar kullanilir.

1) Penisilin Tayini [86]

L Penisilinaz L
Penisilin » Penisilioat +H™

2) Ure Tayini [86]

i Ureaz
Ure + H2Q ——— (C0O:+ 2 NH;

(CO2 + H20 «+— HCOs + HY)

(NH3 + H10 <« NHi* + OH)

3) Glukoz Tayini [101], [102]

Ghikoz oksid
Ghikoz + O3 O > Ghukonik Asit + H203

Amonyum Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlari: Amonyum iyonlarina duyar
temel sensor ile enzimin birlestirilmesiyle hazirlanan bu elektrotlar genelde H*, K* ve

Na* gibi tek yiiklii katyonlara da duyarlik gosterdikleri i¢in 6l¢iim ortamlarinda benzer

68



maddelerin bulunmast durumunda girisim problemleri ortaya ¢ikmaktadir. Girisim

etkilerini azaltmak i¢in degisik yontemler kullanilmaktadir [82].

Amonyum Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlarinin Bazi Uygulamalari
Amonyum duyar potansiyometrik enzim elektrotlarina iliskin secilmis 6rnekler asagida
verilmistir. Bu tiir enzim sensdrlerinde temel iletici olarak NH," duyar elektrotlar

kullanilir.
1) Ure Tayini
Ureaz

Ure + HHO ———» COz+ 2NH;
(CO2+H10 «—, HCOs™+HY

(NH3+ H2:0 o NH4y +0H)

2) L-Amino Asit Tayini

L-Amino Asit olksidaz
L-Aminoasit + H:0+ 02 » 2-Okzoasit + NHy™+ H202

Katalaz

H:0s H:O + ¥ 02

L 4

(L-Amino asit + %2 02— 2-Okzoasit + NH:™)

3) Glutamin Tayini

Glutaminaz
Glutamin > Glutamat + NH3

(T'JH; + HED — NH4+ + DH_)

5.1.9 Enzim Elektrotlarinda Performans Faktorleri

Hazirlanan biyosensoriin hedeflenen amaclar ¢ergevesinde kullanilir olup olmadigina,
ancak performans faktorlerinin ayrtili bir sekilde belirlenmesinden sonra Kkarar
verilebilir [94].

69



5.1.9.1 Kalibrasyon ve Duyarhhk

Duyarlilik derisimdeki bir birim degisiklik i¢in biyosensor sinyalinin zamanla degisimi
olarak tanimlanir. ideal olarak bir biyosensoriin duyarliligin biyosensér dmrii boyunca
sabit kalmalidir. Biyosensoriin duyarliligi, analizi yapilacak maddenin bir dizi belli
konsantrasyondaki ¢ozeltilerini igeren standart ¢ozeltiler ile yapilan 6lgiimler sonucu
kalibrasyon grafigi cizilerek kolayca belirlenebilmektedir. Zamanla bir biyosensoriin
duyarliligindaki degisimin belirlenmesi i¢in genellikle hergiin kalibrasyonunun
yapilmasi gerkemektedir [94].

5.1.9.2 Kararhhk

Kararlilik biyosensoér Omriiniin uzunlugu hakkinda bilgi verir. Uzun Omiir ayni
materyalle ¢ok sayida analizin yapilabilecegini anlatir. Bu durumda isgiicii ve maliyet
acisindan Onemli avantajlar saglanir. S6z konusu Omiir, onlarin saklama ve calisma
kosullart agisindan baglica iki durumda incelenir. Dogal olarak kullanilmadan ideal
kosullarda saklandigindaki dmiir ile stirekli calisma kosullarindaki 6miir farkl: olacaktir.
Biyolojik materyal agisindan biyosensoriin kararliligi incelendiginde enzimin saflik
diizeyi, kaynagi ve immobilizasyon yontemi gibi parametreler dnem tasir. Genellikle
fiziksel immobilizasyon yoOntemlerinin kullanilmasi durumunda biyosensor Omrii

kimyasal yontemlere gore daha kisadir [94].

Biyolojik materyal agisindan enzim sensoriiniin kararliligr incelendiginde enzimin saflik
diizeyi, kaynag1 ve immobilizasyon yontemi gibi parametrelerin 6nem tasidigi goriiliir.
Calisma kosullar1 acisindan bakildiginda, analiz i¢in yeterli kosullar1 sagliyorsa nispeten
diisiik sicakliklarda ¢alismak biyosensor dmriinii uzatir. Saklama agisindan bakildiginda
+4 °C°de mikrobiyal liremeye izin vermeyecek ortamlarda saklama ayni1 yonde bir katki
saglayacaktir. Biitiin bunlarla birlikte reaksiyon friinlerinin bazi durumlarda enzim
inaktivasyonuna neden olabilecegi, kofaktdr veya araci igeren sistemlerde bunlarin

kaybinin aktivite diisiisiine yol acacagi unutulmamalidir.

5.1.9.3 Tayin Araligi ve Tayin Sinir1

Kalibrasyon grafiginde substrat derigimi ile sensor cevabi arasindaki iliskinin dogrusal
oldugu derisim araligima ‘‘dogrusal ¢aligma aralii’’ denir. Bu dogrusal grafigin en alt

sinirl; tayin smnirt olarak tanimlanir. Dogrusal tayin araliginin ve tayin sinirinin
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uygunlugu i¢in, analizlenecek maddenin analiz ortamdaki diizeyi ve girisim yapabilecek
maddelerin olmast olduk¢a onemlidir. Bunun yanisira biyosensor cevabini etkileyen
parametreler dogrudan sensdr kalibrasyonunu da etkiler. Ornek olarak enzim
sensoOrlerinde baslica pH, sicaklik ve bozucu tiirlerin sensor cevabini etkileyerek tayin

araligini degistirebilecegi gortiliir [94].

5.1.9.4 Cevap Siiresi

Cevap zamani biyosensoriin analizlenecek maddenin bulundugu ortama temas ettigi
andan sinyalin kararli hale geldigi ana kadar gegen siiredir. Cok sayida numunenin séz
konusu oldugu analizlerde en kisa siirede elde edilen sonug biiyiik 6nem tasidigindan

biyosensdriin cevap siiresinin kisa olmasi istenir [94].

Girisim yapan iyonlar, bir Nernst potansiyel farki olusmasi i¢in taginmasi gereken

iyonlarin aktif elektrot yiizeyine ulagmalarin1 geciktirir ve cevap zamanini etkiler.

e (Cevap zamani asagidaki islemlerle azaltilabilir;

e Etkili karistirma (veya akis hizinin artirilmasi),

e Membran yiizeyinden kirliliklerin uzaklastirilmas1 veya c¢ok kiigiik membran
yiizeyli mikro-elektrotlar kullanilmasi,

e Ol¢iim sirasinda ¢dzelti konsantrasyonunun seyreltikten derisige dogru olmas.
Notral tastyict membranlarda, aktif maddeye (ligand veya kompleks) ¢ozeltideki
iyonun tutunma hizi, cevap zamanimni etkileyen en onemli faktordiir. Bunun
disinda;

e Iyon ekstraksiyon kapasitesi

e Difiizyona kars1 direng

e Membran kalinlig

e Membrandaki ¢0Oziiciiniin polaritesi de cevap zamanim etkileyen

faktorlerdir.

5.1.95 Secicilik

Ideal bir biyosensoriin sadece hadef analitin derisimindeki degisikliklere cevap vermesi
ve diger tirlerin varhigindan etkilenmemesi gerekir [94]. Enzimatik reaksiyonun
substrat ve iriinleri ile girisim yapan maddelerin bulunmas: durumunda sensor sinyali

etkilenerek hedef analitin derisimi yanlis tayin edilir. Bu problem, girisim veren
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maddenin bir 6n islemle uzaklastirilmasi veya bunlardan etkilenmeyen bir sensor

kullanilmasi ile giderilmesi ile giderilebilir.

Sadece tek bir iyona duyarli bir elektrot yoktur. X iyonunu 6lgmek i¢in kullanilan bir
elektrot Y iyonuna da duyarhi olabilir. Diger iyonlarin varligi elektrot performansini
onemli Olclide zayiflatir. Bu iyonlarin girisimi, elektrot membraninin yapisina bagl
olarak g¢esitli sekillerde olabilir. Segicilik ilk kez Nicolsky tarafindan hidrojen ve
sodyum iyonlarina duyarlilik gosteren cam elektrot icin kullanilmis ve asagidaki
esitlikle verilmistir. Pek ¢ok iyon segici elektrot (ISE) cogunlukla asagidaki esitlige
uygun davranir [20].

E=E° +

0 05, s )
n

a, = Olgiilecek iyonun aktivitesi

ay = Girisim yapan iyonun aktivitesi

n,, ny = Her bir tiiriin yiikii

k¥ = Segicilik katsayis

Denklem, bir elektrotun 6lgiilecek X iyonu ve biitiin girisim yapan iyonlara cevabini
gosterir. Elektrotun farkli iyonik tiirlere kars1 duyarlilig: segicilik katsayisi ile belirlenir.

Secicilik katsayis1 biiyiidiikge elektrotun dlgtilecek iyona duyarliligi azalir.

Secicilik katsayisi; ayr1 ¢ozelti metodu, ana iyonun girisim yapan iyon c¢ozeltisine
ilavesi metodu, girisim yapan iyonun ana iyon ¢oOzeltisine ilavesi metodu ile
hesaplanabilir. Segicilik katsayisinin hesaplanmasinda metotlardan herhangi birisi

kullanilabilir.

5.1.9.6 Tekrarlanabilirlik

Enzim sensorlerinde tekrarlanabilir sonuglar elde edilmesinde kullanilan enzim
aktivitesi, kararlilig1 ve saflik diizeyi biiylik 6nem tasir. Ancak karakteristik 6zellikleri
cok iyi bilinen enzim preparatlarinin kullanilmast surumunda bile sensor hazirlama
asamalar1 ve calisma ortam ve kosullar1 agisindan beklenen niteliklerde biiyiik
farklanmalar gozlenebilir. Bu nedenle hazirlanan sensorle tekrarlanabilirlik

denemelerinin gergeklestirilmesi bir zorunluluktur [94].
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5.1.9.7 Sicakhk

Enzim katalizli reaksiyonlarin hizlar1 sicakliga ¢ok duyarlidir. Enzimin optimum
sicakligindan uzaklasilmasi surumunda oOzellikle termal kararliligi disik olan
enzimlerin tersinmez denatiirasyonuna neden olarak sensor cevabini olumsuz yonde

etkiler.

5.1.9.8 Tibbi Uygulamalarda Kullamlacak Biyosensérler i¢in Biyouyumluluk

Hastalik  tedavisinde veya  biyosensoriin  insan  viicuduna uzun  siireli
implantasyonlarinda onem kazanmaktadir. Biyosensoriin  bulundugu biyolojik

elementlerin aktivitesini etkilememesi gerekmektedir.
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BOLUM 6

MATERYAL VE METOD

6.1 Kullamilan Cihazlar

Cozeltilerin potansiyel 6l¢iimleri ORION 4 Star Benchtop pH-iyonmetre ile yapildi. pH
Olctimleri ise; Sartorius PB-11 pH metre kullanildi. Referans elektrot olarak ¢ift temaslh
glimiis-glimiis kloriir elektrot kullanildi (Orion 90-02). Bu elektroda i¢ dolgu ¢ozeltileri
olarak ORION 900002 ve 900003 katalog numarali ¢ozeltiler dolduruldu. Cozelti
ilaveleri i¢in Brand marka mikropipetler kullanildi. Calismalar siiresince kullanilan
bidestile su PURELAB Classic cihazi kullanilarak temin edildi. Hazirlanan ¢inko oksit
nanorodlar, Y1ldiz Teknik Universitesi Merkez Laboratuvari'nda bulunan EVO LS-10
Zeiss markali Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak goriintiilendi.

6.2 Kullanilan Numuneler

6.2.1 GNC L-glutamin Tozu

GNC Live Well firmasindan satin alinmustir.

6.3 Glutaminaz Enzimi

Calismada daha onceden Hypocrea jecorina’dan iiretimini gergeklestirip optimum

calisma kosullarini belirledigimiz glutaminaz enzimi kullanilmigtir [103].

6.4 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan, glutamin, kitosan, L-askorbik asit, sodyum fosfat dibazik ve
sodyum fosfat monobazik Sigma’dan; iirik asit Fluka’dan, nanorod sentezi icin

kullanilan hekzametilentetramin ve ¢inko nitrat tetrahidrat Merck’den temin edildi ve
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saflastirilmadan kullanildi. Kullanilan aminoasitler ise, L-Valin, L-Askorbik Asit, L-
Lizin monohidrat, L-Histidin, L-Metiyonin, L-Serin, L-Prolin, L-Glutamik asit, L-
Losin, L-Izoldsin, Monosodyum glutamat, Urik asit ve L-Sistein Sigma’dan temin
edildi.

6.5 Kullamlan Cozeltiler

6.5.1 0.15M Fosfat Tamponu Cozeltisi (pH 7.4)

Monobazik sodyum fosfat (NaH,PO,) ¢o6zeltisi: 2.3996 g NaH,PO, hassas terazide
tartildiktan sonra suda ¢oziliip hacmi bidestile su ile 100 mL'ye tamamalanarak 0.2
M'lik stok ¢ozeltisi hazirlandi. 2.1294 g Na;HPOQy tartilarak bir miktar suda ¢oziildiikten
sonra, daha o©nce hazirlanan 0.2M'ilk monobazik sodyum fosfat c¢ozeltisi ile
karistirilarak ¢ozeltinin pH's1 7.4 olarak ayarlandiktan sonra ¢ozelti hacmi 100 mL'ye

tamamlandi. Tampon ¢ozeltileri kullanilmadiklari zaman buzdolabinda saklandi.

6.5.2 Kitosan Cozeltisi

50 mg kitosan, 10 mL %1" lik asetik asit ¢ozeltisinde oda sicakliginda 3 saat
kanistirilarak %5'lik kitosan c¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢6zeltinin pH'st 0.1M
NaOH c¢ozeltisiyle 7.4'e ayarlandi. Hazirlanan ¢6zelti kullanilmadigi zaman +4°C'de

saklandi.

6.5.3 Yiizey Bagimsiz ZnO Nanorod/Kitosan Cozeltisi

2 mg ZnO nanorod, 1 mL kitosan ¢ozeltisine (6.5.2'de belirtildigi sekilde hazirlanan)
eklenerek vortekslenerek karistirildi. Hazirlanan ¢ozelti kullanilmadigi zaman +4°C'de

saklandi.

6.5.4 Glutaminaz/Kitosan Cozeltisi

1 mL kitosan ¢ozeltisine (6.5.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan) 0.5 mL glutaminaz
enzimi eklenerek hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti kullanilmadigi zaman -20°C’de

saklandi.
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6.5.5 Glutamin Cozeltileri

3.6537 g glutamin bidestile suda ¢oziiliip hacmi 25 mL’ye tamamlanarak 1.0 M’lik
¢Ozeltisi hazirlandiktan sonra gerekli seyreltmeler yapilarak 1.0x101-1.0x10°M

konsantrasyon araliginda stok glutamin ¢6zeltileri hazirlandi.

6.5.6 Glutamin Tayini Icin Kalibrasyon Cézeltileri

Kalibrasyon egrilerinin ¢izilmesi i¢in kullanilan L-glutamin ¢ozeltileri Cizelge 6.1°de

belirtildigi sekilde hazirlanmistir.

Cizelge 6.1 Glutamin kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Hazirlanan Ilave edilen stok L-glutamin ¢ozeltileri (M) (mL) 0,15M
L-Glutamin Fosfat
Cozeltileri | 1 5,101 | 1.0x102 | 1.0x10° | 1.0x10" | 1.0x105 | Lox10® | T@mponu
(M) (mL)
1.0x10 2.5 2.5
5.0x107 1.25 25
2.5x10° 0.625 2.5
1.0x10° 2.5 25
5.0x10™ 1.25 25
2.5x10™ 0.625 2.5
1.0x10™ 2.5 25
5.0x107 1.25 2.5
2.5%107 0.625 25
1.0x10° 2.5 2.5
5.0x107 1.25 2.5
2.5x10°® 0.625 2.5
1.0x10°® 25 25
5.0x10” 1.25 25
2.5x10” 0.625 25
1.0x107 2,5 25

pH’lar 7.4’e ayarlandiktan sonra her bir ¢ozeltinin hacmi bidestile su ile 25.0 mL’ye
tamamland.
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6.5.7 GNC L-glutamin Tozunda Glutaminin Tayini I¢in (Standart Katma

Yonteminde) Kullanilan Cozeltiler

Standart katma yoOntemiyle glutamin biyosensorii yardimiyla L-glutamin tayininde

kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanmasi Cizelge 6.2°de verildi.

Cizelge 6.2 Glutamin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Cozelti No
1 2 3 4 5 6 7
ilave edilen 107

M L-glutamin 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

cozeltisi (mL)

0,15M Fosfat
tamponu (pH 7,4) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

(mL)
GNC L-glutamin | 55 | 599 200 200 200 200 | 200
tozu (uL)
Saf su ilave edilerek ¢ozeltiler belirlenen optimum pH’a
ayarlanarak ¢ozelti hacmi 25,0 mL’ye tamamlandi.

6.6 Glutamin Biyosensorleri

6.6.1 Glutamin Biyosensorlerinin Hazirlanmasi

Glmiis tel kullanilarak hazirlanmig ¢inko oksit nanorodlara glutaminaz enzimini
imobilize ederek ve glutaminaz enziminin nanorod yiizeyine daha iyi immobilize
olmasmi saglamak igin kitosan kullanilarak glutamin biyosensorii hazirlanmistir.

Biyosensor hazirlanmadan 6nce ilk olarak ¢inko oksit nanorod hazirlanmaigtir.

6.6.1.1 Hidrotermal Yontemle Cinko Oksit Nanorod Hazirlamsi

Cinko oksit nanorodlar bir yiizeye (glimiis, altin tel veya levha, vb.) gibi bir yiizeye

bagimli veya yiizeyden bagimsiz olarak olusturulabilir.

Tez calismamizda ylizey-bagimh ve yiizey-bagimsiz her iki yontemle de ZnO nanorod

sentezi gerceklestirilmistir.
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Yiizey Bagimh ZnO Nanorod Sentezi

Glimiis tel aseton, etanol ve saf suda yikandiktan sonra 25'er mL hacimlerde 0.025M
Zn(NOs3); ve 0.025M hekzametilen tetraminin (HMT) igeren 95°C'deki ¢ozeltiye
daldirildi ve ¢o6zeltinin buharlagmasi i¢in yaklasik 2-4 saat bekletildi. Glimiis tel
yizeyinde beyaz renkli tabakanin goriilmesi ile ZnO nanorodlarin olustugunu
anlasildi. Kaplanan tel saf su ile yikandiktan sonra oda sicakliginda 5 dakika
bekletilerek kurutuldu. Olusan nanorodlarin SEM goériintiisii alinarak kaplamanin en

iyi sekilde gerceklestiginden emin olundu. (Sekil6.1)

>

WD =12.0 mm Mag= 5.00KX  EHT=12.00kV

Sekil 6.1 Nanorodlarin SEM goriintiisii.

Yiizey Bagimsiz ZnO Nanorod Sentezi

Bu amagla 25'er mL hacimlerde 0.025M Zn(NOs), ve 0.025M hekzametilen
tetraminin (HMT) kanistirilip hazirlanmasindan olusan 95°C'deki ¢6zelti tamamen
buharlastirilarak beherin dibinde kaplanmis beyaz renkli ZnO nanorod tabakasi
kazinarak almmmasi sureti ile ylizey-bagimsiz ZnO nanorod sentezi

gerceklestirilmistir.
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6.6.1.2 Glutamin Biyosensoriiniin Hazirlanmasi

Glutamin biyosensoriiniin hazirlanmasi igin, Bolim 6.6.1.1'de belirtildigi sekilde
hazirlanan yiizey bagimli ve ylizey-bagimsiz ZnO nanorodlarin her ikisi de

kullanilmustir.

e Yiizey-bagimli ZnO nanorod, 0.15M fosfat tamponunda (pH 7.4) 5 dakika
bekletilerek nanorod {izerinde hidrofilik yiizeylerin olusmasi1 saglandiktan sonra

nanorod, ImL kitosan / 0.5 mL glutaminaz enzimi igeren (pH 7.4 ) ¢ozeltiye (BSliim
6.5.4) daldirilarak 30 dakika bekletildi.

e Daha sonra elektrot, 1 mL kitosan ¢ozeltisi icinde 2 mg yiizey-bagimsiz ZnO
nanorodun karistirilmasiyla elde edilen ¢ozeltide (Boliim 6.5.3) 15 dak bekletilerek
yiizey-bagimsiz ZnO nanorod partikiillerinin elektrot yiizeyine tekrar tutunmasi ve
yiizeyin kitosan tabakasiyla kaplanmasi saglandi. Boylece, hazirlamis oldugumuz
glutamin biyosensoriiniin iletkenliginin daha da artmasit ve glutaminaz enzimin

yiizeye daha iyi immobilize olmasi1 gercekleltirildi.
e Hazirlanan glutamin biyosensorii, +4°C'de 15 dakika bekletilerek kurutuldu.

e Kuruyan glutamin biyosensorii 1 saat boyunca 1mL glutaminaz enzim ¢ozeltisinde
bekletildi. Boylece enzimin nanorod ylizeyine elektrostatik olarak immobilize

olmasi saglandi.

e Hazirlanan glutamin biyosensorii kurumasi i¢in +4°C'de 15 dakika bekletildi.

Tez caligmamizda Hypocria jecorina’dan firetilen glutaminaz enzimi ve ZnO
nanorodlar kullanarak hazirlanan glutamin biyosensorii ve hazirlanma prosediirii

sematik olarak Sekil 6.2 ve Sekil 6.3’te goriilmektedir.
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Sekil 6.2 Hypocria jecorina’dan tiretilen glutaminaz enzimi ve ZnO nanorodlar
kullanarak hazirlanan glutamin biyosensorii. Glutaminaz (), ZnO nanorod (&) and
chitosan (D).

Nanorod Kitosan/Glutaminaz KitosanM™anorod
kaplama cézeltisinde bekletme | cozeltisinde bekletme
[—— e ————
Gitmiis tel Zn0 Nanorod kaph
giimiis tel
+—I C' de 15 dak. Ghutaminaz enzim +4°C" de 15 dak.
nmmobﬂizas}'onu kurutma ve dlgiim
——

Sekil 6.3 Glutamin biyosensorii’niin hazirlanma semast

6.6.2 Glutamin Biyosensoriiniin Calisma Araliklarinin ve Egiminin Belirlenmesi

Hazirlanan glutamin biyosensoriiniin analitik 6zelliklerini incelemek amaci ile asagida

verilen elektrokimyasal hiicreler olusturuldu ve sicaklik 25.0 = 1.0°C’ta ayarlandi.
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Referans elektrot / deney c¢ozeltisi / kitosan / glutaminaz/ ZnO nanorod kaph giimiig
tel / Ag; AgCl

Elektrokimyasal hiicredeki glutamin ¢ozeltilerinin konsantrasyonu 1.0x10™ - 1.0x10"'M
arasinda degistirilidi. Glutamin ¢ozeltilerinin pH’lar1 fosfat tamponu ile optimum pH’a
ayarland1 ve hazirlanan elektrotlar i¢in ayr1 ayri hiicre potansiyelleri kaydedildi. Her bir
elektrot igin log[glutamin]’a karsi potansiyel degerleri (mV) grafige gecirildi ve

biyosensorlerin ¢aligma aralig1 ve egimleri belirlendi.

6.6.3 Glutamin Biyosensoriiniin Performansina Etki Eden Faktorlerin

Belirlenmesi

Hazirlanan glutamin biyosensdriiniin cevabi iizerine tampon konsantrasyonunun,
pH’nin, sicakligin, karistirma hizinin etkisi, segicilik katsayisi, cevap siiresi, amino

asitlerin girisim etkisi belirlenerek raf dmrii tayin edildi.

6.6.3.1 Glutamin Biyosensdriiniin Tekrarlanabilirligi

Tekrarlanabilirlik, biyosensdr i¢in karakterize edici bir parametredir. Enzim
preparatinin aktivitesi, kararliligi, saflik dilizeyi hazirlanacak enzim sensorii ile
tekrarlanabilir sonuglar alinmasinda 6nemlidir. Ancak biyosensor hazirlama asamalari
ve calisma ortami agisindan beklenen niteliklerde oldukca biiyiik farkliliklar
gozlenebilir. Hazirlanan bir biyosensor ile tekrarlanabilirlik denemelerinin en basiti ayn
ornekte ard1 ardina 6l¢lim yapilmasi, elde edilen degerlerden egimlerin hesaplanarak her

bir egim degerinin ylizdeye ¢evrilerek grafige gecirilmesidir.

Ayni giin igerisinde ayni biyosensor ile hazirlanan glutamin kalibrasyon ¢ozeltileri (10°
®M-10"M arasinda 10 seri) ile 15 dakikada bir defa mV 6lciimii yapilip kalibrasyon
grafikleri ¢izilmis ve her bir grafigin egimi belirlenmistir. Egim degerlerinin sayisal
olarak en biiyiigi 100 kabul edilip diger egim degerleri ona gore hesaplanarak grafige
gecirildi.
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BOLUM 7

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

7.1 Glutamin Biyosensoriiniin Kalibrasyon Grafigi

Glutamin biyosensorii igin kalibrasyon grafigi Sekil 7.1'de goriildiigii gibi glutamin
cozeltilerinde c¢izildi. Biyosensor i¢in ¢izilen kalibrasyon grafiginden c¢aligsma araliklar

ve egimleri belirlendi. (Cizelge 7.1)

140
120
100
80
60
40
20

L AR A I U

E, mV

-6
log[glutamin]

-4

Sekil 7.1 Glutamin biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi

Cizelge 7.1 25.0+1.0°C’da hazirlanan glutamin biyosensdriiniin egimi
ve ¢alisma araliklar

Egim, (mV/p|glukoz])

Calisma arahig (M)

37.2

1.0x10° - 1.0x107
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7.2 Tampon Konsantrasyonunun Etkisi

Glutamin biyosensorlerinin  performansina tampon konsantrasyonunun etkisini
incelemek i¢in 5 farkli konsantrasyonda (0.05, 0.07, 0.10, 0.15 ve 0.20 M) fosfat
tamponu kullanilarak hazirlanan glutamin ¢ozeltilerinde (pH 7.4) biyosensorle
potansiyel  Olglimleri  yapilarak kalibrasyon grafikleri ¢izildi ve tampon
konsantrasyonuna karsi egim degerleri grafigi de Sekil 7.2‘de verildi. Glutamin

biyosensorii i¢in elde edilen egim degerleri Cizelge 7.2°de verildi.

Cizelge 7.2 25.0+1.0°C’da kitosan kullanilarak hazirlanmis glutamin biyosensdriiniin
cevabina tampon konsantirasyonunun etkisi

Tampon Konsantrasyonu (M) Egim, (mV/p[glutamin])
0.05 6.7
0.07 11.7
0.10 30.0
0.15 37.2
0.20 8.4
45
40 -
s 35
£ 35
= 30 -
50 _
E" 25
= 20 -
>
£ 15 1
£ 10 -
plelt)
S
O T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Tampon Konsantrasyonu, M

Sekil 7.2 Glutamin biyosensoriiniin egiminin tampon konsantrasyonu
ile degisimi
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Cizelge 7.2 ve Sekil 7.2 den de goriilecegi gibi, glutamin biyosensorii igin en yiiksek
egimin elde edildigi optimum tampon konsantrasyonunun 0.15M oldugu bulundu.

7.3 pH’m Etkisi

Glutamin biyosensoriiniin performasina pH’ nin etkisini incelemek igin 6 farkli pH’da
(6.5, 7.0, 7.2, 7.4, 7.5 ve 7.6) ve optimum tampon konsantrasyonunda glutamin
cozeltileri hazirlandiktan sonra kalibrasyon grafikleri ¢izilerek egimleri belirlendi. Elde

edilen sonuglar Cizelge 7.3 ve Sekil 7.3’te toplu halde verildi.

Cizelge 7.3 25.0+1.0°C’da glutamin biyosensoriiniin cevabina pH’nin etkisi

pH Egim (mV/p[glutamin])
6.5 7.73
7.0 13.63
7.2 12.53
7.4 37.20
7.5 9.45
7.6 9.10
50 -
E‘ 40 7
E
2 30 -
20
en
< 20 -
>
En
£ 10 -
o0
[Sa)
O T T T 1
6 6,5 7 7,5 8
pH

Sekil 7.3 Glutamin biyosensoriiniin egiminin pH ile degisimi
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Cizelge 7.3 ile Sekil 7.3’te goriildiigii gibi, pH 7.4’e kadar glutamin biyosensoriiniin
egimini, dolayist ile duyarliligi, artmig, pH 7.4’ten sonra azalmistir. Bu durum pH
7.4’ten sonra biyosensor yapisinda bulunan glutaminaz enziminin hizla denatiire oldugu

seklinde yorumlanabilir Dolayisiyla optimum ¢alisma pH’s1 7.4 olarak segildi.

Wakayama ve arkadaglari, (2005), hazirladiklar1 glutaminaz temelli glutamin
biyosensoriinde, pH 8.0’da maksimum aktivite oldugunu gérmelerine ragmen glutamin

biyosensorleri ile yapilan ¢alismalarda genellikle nétral pH segilmistir [30], [31], [104].

7.4 Sicakhgin EtKisi

Glutamin biyosensoriine sicakligin etkisini incelemek i¢in, 7 farkli sicaklikta (5, 10, 15,
20, 25, 30 ve 40 °C), biyosensoriin optimum tampon konsantrasyonunda ve optimum
pH’da hazirlanan glutamin c¢ozeltileri ile ayr1 ayr1 potansiyel Ol¢iimleri yapilarak

kalibrasyon grafikleri cizildi ve egim degerleri Cizelge 7.4’te verildi.

Cizelge 7.4 Glutamin biyosensoriiniin cevabina sicakligin etkisi

Sicaklik (°C) Egim, (mV/p[glutamin])
5 14.02
10 19.43
15 16.30
20 11.00
25 37.20
30 16.70
40 10.81
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50

40

30

20

10

Egim, mV/log[glutamin]

0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Sicaklik, °C

Sekil 7.4 Glutamin biyosensoriiniin egiminin sicaklik ile degisimi

Cizelge 7.4 ve Sekil 7.4’ten goriildiigii gibi, glutamin biyosensorii i¢in 10°C’ye kadar
egimde kiigiik bir artig, daha sonra 20°C’ye kadar biraz azalma goriilmiistiir. 25°C’de
biyosensoriin egimi optimum degere ¢ikmistir ve 25°C’dan sonra egimdeki diisiis,
biyosensordeki immobilize edilmis glutaminazin aktivitesinin diismiis oldugunu
gostermektedir. Sekil 7.4 ve Cizelge 7.4°te goriildiigii lizere glutamin biyosensoriiniin

optimum calisma sicakligi 25°C olarak bulunmustur.

Literatiirde glutamin biyosensorleri ile yapilan ¢alismalar genellikle oda sicakliginda,
20-25°C sicaklikta ¢aligilmustir [30],[31]. Yoshimune ve arkadaslari, (2006), glutaminaz
enziminin 37°C’den daha diisiik sicakliklarda enzimatik reaksiyonunu gerceklestirdigini

belirlemislerdir [105].

7.5 Girisim Etkisinin incelenmesi

Hazirlamis oldugumuz ZnO nanorod temelli glutamin biyosensdriiniin ¢caligmasina bazi
tiirlerin (lirik asit, askorbik asit ve 11 farkli amino asit) girsim etkisi yapip yapmadigini
belirlemek amaciyla, 10°M glutamin kalibrasyon ¢ozeltisi (pH:7.4) kullanilarak
ortamdaki girisimci maddelerin 3 farkli konsantrasyonda olacagi sekilde kalibrasyon

cozeltileri (pH:7.4) hazirlanmistir. Sadece glutamin igeren ve glutamin ile girigsimci
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madde iceren kalibrasyon c¢ozeltilerinde ayri ayrt mV olgtimleri yapilmis, sonuglar

Cizelge 7.5 de sunulmustur.

Cizelge 7.5 Glutamin biyosensoriine askorbik asit ve bazi amino
asitlerin girisim oranlar1

Girisimci Madde Konsantrasyon (M) Girisim Etkisi (%)

10% 0.0

L-askorbik asit 107 0.0
10* 0.0

10% 0.0

Urik asit 10° 5.7
10* 13.5

10% 0.0

L-serin 107 0.0

10 0.0
10 16.5
L-histidin 10° 14.1
10* 3.6
10° 10.2
L-prolin 10° 115
10" 4.3
10° 14.3

L-glutamik Asit 10° 15
10* 2.8

10° 3.2

L-I6sin 107 0.0

10* 0.0

107 0.0
Monosodyum glutamat 107 23.6
10* 8.4

10% 7.3

L-valin 107 45

10* 0.0
10% 25.2

L-izoldsin 103 18
10* 4.4

10% 0.0

L-sistein 107 0.0
10* 0.0

10 0.0

L-metiyonin 10°® 0.0
10* 0.0

10 13

L-lizin monohidrat 107 12
10* 5.2
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Cizelge 7.5 incelendiginde, hazirladigimiz ZnO nanorod temelli glutamin
biyosensoriine en ¢ok girisim etkisi yapan tiirlerin 10°M L-izol6sin, 10°M ve 10°M L-
histidin, 10°M monosodyum glutamat, 10%M ve 10°M glutamik asit, 10™*M iirik asit,
10°M ve 10°M L-lizin oldugu griilmektedir. L-askorbik asit, L-metiyonin, L-serin, L-
sisteinin hazirladigimiz glutamin biyosensoriine herhangi bir girisim etkisi olmadigi

ortaya ¢ikmistr. Diger amino asitlerin ise ihmal edilecek diizeyde etkileri olmustur.

Villarta ve arkadaslar1 (1992), hazirladiklar1 amperometrik glutamin elektroduna
askorbik asit ve glutamatin girisim etkisi yaptigin1 belirtmislerdir [30]. Yine yapilan

amperometrik ¢ift enzim sensoriinde; glutamatin girisim yaptigi gozlenmistir [31].

7.6 Kanstirma Hizimin Etkisi

Glutamin biyosensoriiniin cevabina karstirma hizinin etkisini belirlemek amaciyla
manyetik karisticinin hizi 100, 250 ve 750rpm olmak {izere ii¢ farkli hiza ayarlanarak
glutamin ¢dzeltilerinin potansiyelinin kararli hale gelmesi i¢in beklendi. 100 ve 750rpm
hizlarinda karistirma yapildiginda kararli potansiyele ulagsmak i¢in gegen siire, 250rpm
hizda karigtirildiginda gegen siireden daha uzun oldugu bulundu. Bu nedenle manyetik
karistiricinin  hizi  250rpm’e ayarlanarak biitiin c¢alismalarda ¢ozeltiler bu hizda

karistirildi.

Karigtirma hizinin artmasinin  biyosensOriin potansiyeline herhangi bir etkisinin
olmadigi, ancak cevap zamaninda bir artisa neden oldugu goriilmiistiir. Bu durum,
diisiik karistirma hizlarinda enzimatik reaksiyonun yavas oldugu, yiiksek karistirma
hizlarinda ise enzimin konformasyonu bozulacagindan enzimatik reaksiyonun
gerceklesme olasiliginin azaldigr seklinde acgiklanabilir. Ayrica ¢ok yiiksek karistirma
hizlarinda ¢o6zelti i¢inde sicramalar meydana gelebilecigi i¢in ortalama karistirma

hizlarinda cevap alabilmek istenmeyen durumlari1 engellemektedir.

7.7 Cevap Siiresi

Biyosensor i¢in cevap zamani oldukca 6nemlidir, ideal bir biyosensor kisa siirede sonug
verebilmelidir. Glutamin biyosensoriiniin cevap sliresini bulabilmek i¢in optimum
sartlarda hazirlanan c¢esitli konsantrasyonlardaki glutamin c¢ozeltilerine glutamin
biyosensorii ve referans elektrot daldirilarak yapilan olglimlerde potansiyellerinin

kararli hale gelmesi i¢in gecen siire kaydedildi. Cevap zamani ile belirtilen,
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biyosensoriin analizlenecek maddenin bulundugu ortama temas ettigi andan itibaren
Olciim diizeneginden sonucun okundugu ana kadar gegen siiredir. Biyosensorler igin
cevap zamani 5 dakikaya kadar olan degerler uygun kabul edilirken, 10 dakika uzun bir
stire olarak goriiliir [68]. Glutamin biyosensdriiniin cevap zamani, yaklasik 1-4 dakika
arasindadir, 1 dakikadan daha kisa siirede sonu¢ verdigi de gozlenmistir. Bu sonug,

biyosensoriin cevap zamaninin oldukga kisa oldugunu gostermektedir.

7.8 Raf Omrii

Glutamin biyosensoriiniin raf oémriinii belirlemek amaciyla 45 giin siiresince haftada 2
veya 3 defa glutamin ¢ozeltilerinde mV 6l¢iimii yapilarak kalibrasyon grafikleri ¢izildi
ve calisma araligi ile egimler belirlendi. ilk 25 giin diizenli olarak mV &l¢iimii
yapildiktan sonra kalibrasyon grafiklerinin cizilmesi ile belirlenen egim degerlerinde
fazla bir azalma goriilmedi. Daha sonra 45 giin sonunda yapilan Sl¢limler sonucu
glutamin biyosensoriiniin ¢alisma araliginin degismedigi ancak egim degerinde %30’luk
bir diisme oldugu belirlenmistir. Hazirladigimiz glutamin biyosensoriiniin raf démriiniin
uzun olmasi, onun biyoanalitik calismalarda rahatlikla kullanilabilecegini

gostermektedir.
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o
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o
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Sekil 7.5 45 giin sonunda glutamin biyosensdriiniin elde edilen egim
degerindeki degisme
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7.9 Tekrarlanabilirlik

Glutamin biyosensoriiniin tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla ayn1 giin i¢inde ayni
biyosensor ile hazirlanan 10 seri glutamin kalibrasyon ¢o6zeltilerinde mV okumalari
yapild1 ve her 6l¢iim icin kalibrasyon grafigi ¢izilerek egimleri belirlendi. Sayisal olarak
en biiyiik egim degeri %100 olarak kabul edilerek diger egim degerleri de ona gore
hesaplandi.

Olgiim sayisina karst hesaplanan bagil aktivite degerleri grafige gecirildi. En diisiik
egimin yiizdesi de %93 olarak bulundu. (Sekil 7.6)

102 +
100 -
98 -
96 -

94 -

Bagil Aktivite, %

92 -

90 T T T T T 1

Olgiim sayis1

Sekil 7.6 Glutamin biyosensoriiniin 10 kez alinan 6l¢iim sayisina karsilik
bagil cevabi

Biitiin sonuclar ve ¢izilen kalibrasyon grafigi dogrultusunda elektrodumuzun katalitik
aktivitesinde o©Onemli bir diisis olmamasi, tekrarlanabilirliginin oldukc¢a yiiksek

oldugunu gostermektedir.

Glutamin biyosensoril igin yapilan uygulama agamalar1 2 saat 15 dakika stirmektedir.
Biyosensorlerle ¢aligma yaptiktan sonra, nanorod kapl elektrotlar zimparalanip tekrar

biyosensor hazirlanmasinda kullanilabilmesi, biyosensor hazirlama yOnteminin
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maliyetini oldukca diisiirmektedir. Gelistirmis oldugumuz biyosensdriin raf émrii ve
tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi, biyosensdr hazirlamasinin kolay, pratik ve

maliyetinin diisiik olmasi ona iistlin avantajlar saglamaktadir.

7.10 Enzim Kinetik Parametrelerinin (Km ve Vmax degerleri) Belirlenmesi

Reaksiyonlarin hizlari, mekanizmalar1 ve hiza etki eden faktorlerin neler oldugunu
inceleyen fizikokimya alt dalina kimyasal kinetik denir [69]. Biyokimyasal reaksiyonlar
i¢in enzimlerin kinetik parametrelerinin (Km ve Vmax degerleri) belirlenmesi, enzimle
yapilan ¢aligmalarda, enzim biyosensorlerinde enzimin ¢alismasi hakkinda 6nemli bilgi

saglamasi bakimindan ¢ok dnemlidir.

Maksimum hiz, Vmax, enzimatik katalizin ulasabilecegi en yiiksek hiz degeridir. Enzim
bolgeleri substrat ile tam doygunluga gecince maksimum hiza (Vmax) ulasir. Michaelis
Menten sabiti, Km, en yiiksek hiz degerinin yarisina ulagmak igin gerekli substrat
miktaridir, enzime ve substrata 6zgiidiir, enzimin substrata olan ilgisini yansitir. Km’si

diisiik olan bir enzim, substratina yiiksek ilgi (affinite) gdsterir [70].

Hazirladigimiz ZnO nanorod temelli glutamin biyosensoriinde immobilize olmus
glutaminaz enziminin Km degerini bulmak amaciyla glutamin konsantrasyonuna karsi
potansiyel degisimi verilerinden yararlanilarak Lineweaver-Burk grafigi (1/[glutamin]-
1/AmV grafigi) ¢izilmis ve bu grafikten enzimin Km ve Vmax degeri belirlenmistir.

(Sekil 7.7)
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Sekil 7.7 Glutamin biyosensoriindeki glutaminaz i¢in Lineweaver-Burk grafigi

Ilgili verilerden yararlanilarak Sekil 7.7°de verilen 1/[glutamin]-1/AmV grafigi cizilerek
elde edilen Lineweaver-Burk grafiginden, glutaminaz enziminin Km degeri 0.29 mM,

Vmax degeri ise 208.3 mV/dakika olarak bulunmustur.

7.11 Gercek Numunelerde Glutamin Tayini

7.11.1 GNC L-glutamin Tozunda Glutamin Tayini

Hazirladigimiz glutamin biyosensoriiniin  ger¢ek numunelerde glutamin tayininde
kullanip kullanilamayacagi arastirildi. Bu amagla, GNC Live Well firmasindan satin

alinan L-glutamin tozunda glutamin tayini standart katma yontemi kullanilarak yapildi.
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40 - y = 33,072x + 6,5683
2=0,9407

E, mV
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Eklenen glutamin ¢6zeltileri (mL)

Sekil 7.8 Glutamin biyosensorii ile standart katma yénetimi kullanilarak 107 M
glutamin ¢ozeltisi ilave edilmesi ile yapilan mV dlglimleri sonucu
elde edilen kalibrasyon grafigi

Boliim 6.5.7°de belirtildigi sekilde hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak yapilan standart

katma yontemi kullanilmasi sonucu elde edilen deger Cizelge 7.6’da verilmistir.

Cizelge 7.6 ZnO nanorod temelli glutamin biyosensorii ile GNC marka L-glutamin tozu
orneginde glutamin tayini ile elde edilen sonug

Glutamin miktar (ug / 200uL)

GNC L-glutamin tozunda bulunan referans deger Glutamin biyosensorii

29.2 29.0

Cizelge 7.6’da goriildigi gibi, GNC L-glutamin tozu 6rneginde glutamin miktar ile
hazirladigimiz biyosensor ile buldugumuz sonug birbirine ¢ok yakin olmasi glutamin

tayininin sensoriimiizle basaril bir sekilde yapildigini ortaya koymaktadir.
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BOLUM 8

SONUC

Bu ¢alismada, GNC-L glutamin tozu Ornegindeki glutamin miktarinin tayininde
kullanabilmek i¢in, ZnO nanorod kaplanmig giimiis tel tizerine Hypocrea Jecorina’'dan
daha oOnceden iretmis oldugumuz glutaminaz enziminin Kkitosan kullanarak
immobilizasyonu ile potansiyometrik esasli gltamin biyosensorii hazirlanmis ve

optimizasyonu gerceklestirilmistir.

Hazirladigimiz glutamin biyosensoriiniin analitik 6zellikleri belirlenmis, biyosensoriin
alisma araligi 10°-10"M, optimum tampon Kkonsantrasyonu 0.15M ve optimum
sicakligi 25°C olarak bulunmustur. Optimum pH degeri hazirladigimiz glutamin
biyosensorii i¢in 7.4 olarak belirlenmistir. Biyosensoriimiiziin tekrarlanabilirliginin
yiiksek ve 45 giin siiresince alman Olgiimlerle raf Omriiniin olduk¢a uzun oldugu
gozlemlenmistir. Elektrotlarin  kullanildiktan sonra tekrar biyosensor yapiminda
kullanilabilecegi ve kisa siirede tekrar Ol¢iim alinabilecegi goriilmiistiir. Biyosensoriin
cevap siiresinin 1 dakikadan daha az oldugu belirlenmistir. Ayrica bu galismada,
hazirlanan glutamin biyosensorii ile GNC L-glutamin tozunda glutamin tayini yapilmus,
elde edilen sonuglar standart yontem ile karsilastirilmistir. Gergek numude yapmis
oldugumuz miktar tayininde sonuglarimizin referans aralifina oldukca yakin oldugu
goriildiiglinden biyosensoriimiiziin glutamin tayininde basar1 ile kullanilabilecegi
sOylenebilir. Calismamizda hazirladigimiz glutamin biyosensoriiniin - biyoanalitik
karakterizasyonlar1 basari ile yapilmis, girisim etkisi yapabilecek maddelerin biyosensor
cevabina etkisi incelenmis ve biyosensoriin gercek orneklerde bulunabilecek bozucu
tiirlerin glutamat ve izol6zin amino asitleri disinda, 6nemli bir girisim etkisi olmaksizin
uygulanabilirligi ispat edilmistir. Hazirladigimiz tez c¢alismamiz, Artifical Cells,
Nanomedicine, and Biotechnology dergisinde kabul edildi ve su anda basim islemleri

yapilmaktadir.
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Literatiirde Hypocrea Jecorina’dan iiretilen glutaminaz enzimi ve ZnO nanorod
kullanilarak hazirlanan glutamin biyosensoriine rastlanamis olmasi ¢alismamizin 6zgiin
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle tez c¢alismamizda, hazirlamis oldugumuz
glutamin biyosensoriiniin ZnO nanorod, Hypocrea Jecorina ‘dan iirettigimiz glutaminaz

enzimi ve kitosan kullanilarak hazirlanmasi literatiire 6nemli bir katki saglayacaktir.
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