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OZET

Glukoz Tayinine Yonelik Yeni Bir Biyosensor Tasarim

Glukoz tayinine yonelik bu calismada glukoz oksidaz enzimi ve peroksidaz
enzimi, sigir serum albiimini/jelatin ve glutaraldehit ile capraz baglanarak Au
elektrot yiizeyine sabitlenmis ve gelistirilen biyosensor ile glukoz 6lciimleri 0.9 V’ta
amperometrik yontem ile ahmmistir.

Tasarlanan biyosensoriin optimizasyon calismalarinda oncelikle biyoaktif
tabaka icin jelatin miktari, sigir serum albumin miktar1 ve glutaraldehit yiizdesi
gibi parametreler, caliyjma kosullarinin optimizasyonunda ise tarama hizi, pH,
sicaklik ve tampon derisimi optimizasyonu gerceklestirilmistir. Karakterizasyon
calismalan icinde dogrusal tayin araligl, raf omrii, oOlciim tekrarlanabilirligi ve
serumda glukoz analizleri yapilmistir.

Biyoaktif tabakanin optimizasyonunda BSA miktari, jelatin miktar1 ve
glutaraldehit yiizdesi sirasiyla 0.030 gr, 0.45 gr ve % 2.5 olarak tespit edilmistir.
Fosfat tamponunun pH: 7.5 ve 50 mM, tarama hizinin 0.05 V/s, sicakhign ise 35 °C
optimum calisma kosullarim sagladigi belirlenmistir.

Au/BSA-jelatin/glukoz oksidaz-peroksidaz/glutaraldehit modifiye
biyosensor icin karakterizasyon calismalarinda 5-400 mg/dL aralhiginda glukoz icin
dogrusal sonuclarin alindig1 belirlenmistir. Raf 6mrii ¢calismalarinda 40.giiniin
sonunda yanitin % 72’ye kadar korundugu, 80 mg/dL derisimle kullanilarak
yapilan tekrarlanabilirlik calismalarinda (n=13) standart sapma (S.S) = £0.1320 ve
% varyasyon katsayisi (V.K) = 0.165 olarak bulunmustur.

Serum ornekleriyle yapilan calismalarda; biyosensor, kit ve altin standart
olarak kabul ettigimiz merkez laboratuvar sonuclarinin ROC egrileri analizi
yapilmistir ve biyosensor sonu¢larmmin (.90-1.00) ile miikemmel arahikta oldugu
bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Au elektrot, Glukoz biyosensorii, Glukoz oksidaz,
Peroksidaz
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ABSTRACT

A New Designed Biosensor For The Glucose Determination

In this study for the determination of glucose, glucose oxidase enzymes and
peroxidase enzymes fixed on the gold electrode by using BSA/gelatin and
crosslinking by glutaraldehyde. Measurements were carried out at 0.9 V with
amperometric method.

During the optimization studies the amount of gelatin, bovine serum albumin
and glutaraldehyde were determined. For the optimization working condition pH,
temperature, scanning rate and buffer concentration were carried out. Afterwards,
some paramaters such as linearity, repeatability of the measurement, shelf life, and
serum glucose analyses were carried out.

From the bioactive layer optimization studies; gelatin, bovine serum albumin
amount and optimal percentage glutaraldehyde were determined as 0.45 gr, 0.030
gr and %2.5 for the Au/BSA-Gelatin/GOD-POD/ glutaraldehyde modified
biosensor. Phosphate buffer of pH 7.5 and 50 mM, scanning rate of 0.05 V/s,
temperature 35 °C were determined as a optimum working conditions.

It was determined that linear results are obtained between the ranges of 5-400
mg/dL for glucose concentration. As for shelf life studies, at the end of 40th day of
responses has been preserved by 72 %, repeatability of the measurement (n=13)
standard deviation (S. S) =+0,1320 and % coefficient of variation (V. K) = 0.165,
respectively.

Studies with using serum samples; biosensor, kit, central laboratory results
accepted as gold standard ROC curve analysis reviewed and the biosensor results

(.90-1.00) were found with excellent range.

Key Words: Glucose biosensor, Gold electrode, Glucose oxidase, Peroxidase
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1.GIRiS

Dogada bulunan biitiin canlilar, yasamlarini siirdiirebilmek i¢in ¢evresel degisimleri
hizla algilaylp bu degisimlere adaptasyon gostermeye calisirlar. Ornegin; kopeklerin
koku alma duyular1 insanlara gére 100.000 kat daha duyarhidir ve yilan baliklar
tonlarca su igerisine ilave edilen birka¢ damla yabanci maddeyi bile algilar. Canlilarda
bulunan ¢evreyi ‘hizli sekilde algilama ve adaptasyon gelistirme mekanizmalart®
biyosensérlerin in vitro olarak gelistirilmesi ve kullanimi i¢in model olusturmustur.'™

Biyosensorler IUPAC tarafindan ‘Kimyasal bilesiklere ya da iyonlara segici ve
tersinir bir sekilde cevap veren ve derisime bagimli elektriksel sinyaller olusturan
kiigiiltiilmiis cihazlar’ olarak tamimlanmigtir. Son 20 yilda biyoteknolojide bas
dondiirticti gelismelere paralel olarak gelisen biyosensor teknolojisi’ nin hizli gelisimi
IUPAC tarafindan olusturulan ‘Biyosensérleri Simiflandirma ve Adlandirma
Komisyonu’ 1996 yilinda yayinladig1 biyosensor tanimi simdiden gegerliligini yitirmis
ve bu tanim biyosensorlerin mevcut durumu goz oniine alindiginda yetersiz bir tanim
olarak kalmustir, >~

Biyosensorlerin tarihi 1962 yilinda L.C. Clark’in Cincinnati Hastanesi 'nde
(Ohio, ABD) ameliyat sirasinda kanin O, miktarin1 bir elektrot ile izlemesiyle
baslamaktadir. 1988 yilinda Clark ve Lyons, glukoz oksidaz enzimini O; elektrodu ile
birlikte kullanarak kanin glukoz diizeyini 6lgmeyi basarmislardir. Olusan bu yeni
analitik sistem ile bir yandan enzim O6zgilinliigiinii bir yandan da elektrot tayin
duyarliligini birlestirmis ve uygulama olanagi bulmustur. *°

Bir biyolojik sividaki glukoz ve ¢6ziinmiis oksijen elektrot etrafindaki membrani
gecerek elektrot yiizeyine ulastifinda glukoz oksitlenerek O, harcanir. Ortamdaki
glukoz bittiginde O, elektrodu ile baslangigtaki ve tepkime sonundaki ¢oziinmiis O,
Olgiiliir. Aradaki fark ortamdaki glukozun yiikseltgenmesi i¢in harcanan O, olup

10, 11

buradan biyolojik sividaki glukoz derisimi hesaplanir. Klasik elektrokimya ile

sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen sensorler hazirlanabilirken sisteme
biyomateryalin de katilmastyla diger birgok maddenin tayini miimkiin olmustur. > '
Biyosensorler; klinik teshis, tibbi uygulamalar, siire¢ denetleme, biyoreaktorler,
gidalarda kalite kontrol, tarim ve veterinerlikte tan1 ve kalite kontrolii, bakteriyel ve
viral teshis Kkitlerinin hazirlanmasi, ilag {iretimi, endistriyel atitk su denetimi,

madencilik, askeri savunma sanayi gibi alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.



Biyosensorlerin en yogun olarak kullanildiklar1 alan bugiin i¢in tibbi tam1 ve teshistir.
Hi¢ kuskusuz biyomedikal sektoér biyosensdrler icin en iyi pazardir. Bu alanda
uygulama olanagi bulan ilk biyosensorler, enzim sensorleridir. Ticari olarak iiretilen ilk
biyosensor ise seker hastaligi teshisi i¢in kan ve idrarda glukoz tayinini miimkiin kilan
glukoz oksidaz elektrotudur. Bu alanda gerek viicuttaki glukoz, iire, seker gibi biyolojik
tiriinlerin takibi yani sira kanserlerin izlenmesi ve mikrobiyal ajanlarin tespiti amaciyla
siklikla kullanilmaktadir. ' %4
Bu tez kapsaminda kan glukozunu diger biyosensor yontemlerine gore daha ucuz,

daha hizli, daha hassas ve daha dogru 6l¢gmek amaciyla yeni bir modifiye biyosensor

tasarlamay1 amacladik.



2.GENEL BILGILER

2.1. Biyosensorlere Genel Bakis

Biyosensorler fizikokimyasal analiz sistemleri ile biyolojik materyallerin
birlestirilmesi ile olusan analitik sistemlerdir. Biyosensorlerde biyolojik sistemin yiiksek
Ozglinligii ile fiziksel analiz sisteminin tayin duyarliligi birlestirilmistir. Cok sayida
biyoorganik molekiil ve bazi inorganik molekiillerin analizinde kullanmak amaci ile pek
cok biyosensor gelistirilmistir. Glinlimiizde biyosensorler, 6zellikle saglik basta olmak
iizere; cevresel analizlerde, askeri sahada, gida, ilag iiretimi ve kimya endiistrilerinde
kullanilmaktadir. "

[k biyosensér galismalart L.C. Clark’m kandaki oksijen seviyesini O, duyarl
amperometrik bir elektrotla ameliyat sirasinda izlemesi ve ardindan 1962 yilinda O,
duyarli amperometrik elektrot yiizeyine glukoz oksidaz enzimini immobilize ederek
hazirladigi glukoz biyosenséridiir. '* ' Bu gelismenin ardindan pek ¢ok biyosensor
gelistirilmigtir. Biyosensorler IUPAC tarafindan ‘Kimyasal bilesiklere ya da iyonlara
secici ve tersinir bir sekilde cevap veren ve derisime bagimli elektriksel sinyaller
olusturan kiiciiltiilmiis cihazlar’ olarak tanimlanmistir. Biyosensor teknolojisi o kadar
hizl1 gelismektedir ki; IUPAC tarafindan olusturulan Biyosensorleri Smiflandirma ve
Adlandirma Komisyonunun 1996 yilinda hazirlayip yayinladigi bu biyosensor tanim
biyomikrogiplerin gelisimi ile daha simdiden gecerliligini yitirmistir. '®

Biyosensorler temel olarak; analiz edilecek maddenin biyosensor yiizeyindeki
biyokomponentle etkilesime girmesi sonucu iletici yiizeyinde analit miktariyla orantili
bir sinyalin olusumu ve bu sinyalin 6l¢iim cihazina iletilmesi ilkesine dayanir.
Biyosensorlerde biyokomponent olarak enzimler, mikroorganizmalar, bitkisel ve
hayvansal dokular, reseptorler, antikorlar ve niikleik asitler kullanilabilir. Analiz
edilecek molekiile uygun olarak bir biyokomponent ve analitin doniistimii sonucunda
olusan elektrokimyasal, optik ya da gravimetrik sinyali elektriksel sinyale ceviren
uygun bir iletici secilmelidir. Iletici ve biyokomponent birbirine uygun fiziksel ya da
kimyasal yontemle baglanabilir. ' Sekil 2.1°de bir biyosensdr sisteminin birimleri

sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil:2.1 Biyosensor bilegenlerinin sematik gosterimi

Giintimiizde biyosensérler, biyokomponent (va da biyolojik tanima bolgesi) ve
iletici olarak pek cok farkli maddeyi ve sistemi icermektedir. Bunlarin en onemli

olanlar: Tablo 2.1 de verilmistir.

Tablo 2.1 Biyosensor bilegenlerinin icerigi

Analit Biyokomponent Sinyal Iletici Sistem
o Metal o Enzimler Elektrokimyasal esasl
e Hormonlar e Antikor o Amperometri
e Enzimler e Hiicre e Potansiyometri
o Substrat o Doku kesitleri Optik esash
o Aktivator- e Mikroorganizmalar e Fotometri
Inhibitor e Niikleik asitler o Fluorometri
o Antikor-Antijen o Lipidler e Biyoliininesans
e Niikleik asit e Hiicre organelleri Piezoelektrik
e Mikroorganizma e Reseptorler OCM (kuartz kristal
o Viriisler mikrobalans)

e Mikrokantilever




2.2. Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

2.2.1. Analiz edilecek madde-biyoaktif bilesen iliskisine gore biyosensorlerin
smiflandirilmasi
Biyosensorler, farkli bir bakis acgisiyla analizi yapilacak madde-biyoaktif bilesen
iligkisine gore asagidaki sekilde siniflandirilabilirler:
a) Biyokatalitik esasli biyosensorler (mikroorganizma ve enzimlerin kullanmildig:
biyosensorler).
b) Biyoafinite esasli biyosensorler (antikor-antijen ve reseptor-ligand gibi

etkilesimlerin kullanildig1 biyosensorler).

2.2.2. Biyoaktif ol¢iim prensiplerine ve iletici tiiriine gore biyosensorlerin
siiflandirilmasi

Biyosensorler oOl¢iim prensiplerine ve iletici tiiriine gore asagidaki gibi
siiflandirilir:

a) Elektrokimyasal esasli biyosensdrler (Amperometri, Potansiyometri)

b) Optik esasli biyosensorler (Fotometri, Fluorometri, Biyoliiminesans)

c) Piezoelektrik  esasli  biyosensorler = (Kuartz  kristal = mikrobalans,
Mikrokantileverlar)

d) Kalorimetri esasli biyosensorler (Termistorler)

2.2.3. Biyoaktif tabakada kullamlan biyokomponent tiiriine gore
biyosensorlerin siniflandirilmasi
Biyosensorler biyoaktif tabakalarinda gérev alan biyokomponentin tiiriine gore:
1.Enzim temelli biyosensorler
2.Doku temelli biyosensorler
3.DNA temelli biyosensorler
4.Antikor/Antijen temelli biyosensorler (immiinobiyosensorler)
5.Mikrobiyal kokenli biyosensorler olmak tiizere 5 ana bashk altinda

siniflandirilmaktadir.



2.2.3.1. Enzim temelli biyosensorler

Biyosensor teknolojisinin tarihsel gecmisine bakildiginda, bu alandaki ilk
calismalarin amperometrik ve potansiyometrik temelli enzim sensorleriyle basladigi
goriilmektedir. 1962 de Clark ve Lyons, 1967 de Updike ve Hick tarafindan rapor edilen
glukoz tayinine yonelik glukoz oksidaz enzim elektrodlari bu konudaki ilk &rnekleri
olusturmaktadir. '* Biyosensor teknolojisinde kullamlan biyolojik materyallerin artan
komplekslik niteliklerine gore siralanmis hali ve bu hiyerarsideki enzimlerin yeri Sekil

2.2°de gosterilmektedir. 2!

Organ ( Orneg&in ; koku alma organi )
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[ _
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Sekil 2.2. Biyosensor teknolojisinde kullanilan biyoaktif materyal hiyerarsisinde
enzimlerin yeri

196011 yillarda biyoloji ve biyokimya bilimlerindeki tarihsel gelisme paralelinde,
tim bu yapilar i¢inde fonksiyonlar1 nispeten daha ayrintili bir bicimde tanimlanan en
onemli grubu, enzimler olusturmaktaydi. Bunun yani sira elektrokimya alanindaki
gelismeler, Ozellikle amperometrik ve potansiyometrik esasli sensorlerin  pratik
uygulamalarda rahatlikla kullanilabilecegi zemini olusturmustu. Cesitli maddelerin ¢ok
sayidaki duyarli ve pratik analizlerine duyulan gereksinimin de artmasiyla ilk enzim

elektrodlariyla ilgili bilimsel ¢alismalar baslamis oldu. ** 1960lardan bu yana iletim ve



Olctim teknolojilerindeki gelismeler elektrokimyasal esaslarin yami sira kolorimetrik,
optik ve akustik temelli sistemlerde de ¢ok Onemli gelismelere yol agmistir. Temel
bilimlerdeki ilerlemeler, enzimlerin yanisira diger biyolojik materyallerin islevlerinin de
cok daha ayrintili bir sekilde ortaya c¢ikarilmasina imkan vermistir. * Bu ilerlemelerin
dogal bir sonucu olarak farkli biyolojik materyallerin ve iletim sistemlerinin
kombinasyonuyla c¢ok cesitli biyosensorler gelistirilmis ve gelistirilmeye devam
edilmektedir. Buglinkii sonuca bakildiginda hangi temel iletim sistemi s6z konusu
olursa olsun pratik ve ticari uygulamalarda enzim elektrodlarinin biiyiik tstiinligii goze
carpmaktadir. >* Bu sonugtaki en biiyiik etmen canl sistemlerle ilgili hemen hemen her
tiirlii maddenin dogrudan veya dolayli olarak analizinde kullanilabilecek ¢ok sayidaki
enzimin varligidir. Bilinen enzimlerin yani sira bilinmeyenlerin potansiyel varligi,
piyasada yiizlerce ticari enzim preparatinin bulunabilirligi ve bu saymnin her gecen giin
ylikselmesi enzim sensorlerinin tartisilmaz Ustlinliigiiniin  devam edeceginin bir
gostergesidir. Son yillarda organik faz enzimolojisi konusundaki bulgular, enzimler ile
organik fazda oldukca farkli analizlerin yapilabilirligini ortaya koymustur. S6z konusu
bulgular hem tasarlanabilecek enzim sensorlerinin sayisinda artisa hemde uygulama
alanlarimin yayginlagsmasina katki saglayacak niteliktedir. »

En genel anlamda bakildiginda diger biyosensdrlerde oldugu gibi enzim sensorleri
de biyoaktif tabaka, iletici ve Ol¢iim sisteminden olusur (Sekil 2.3) Diger
biyosensorlerden tek farki biyoaktif tabakada biyomolekiil olarak enzimlerin yer
almasidir. Buna karsilik diger biyosensorlerde oldugu gibi biyoaktif tabakanin i¢ ve dis
ylzeylerinde membranlar iletici ile Ol¢iim diizenegi arasinda sinyal yiikselticiler,
mikroislemciler veya dl¢lim diizenegiyle baglantili kaydedici veya bilgisayar sistemleri

gereksinimlerine gore eklenen unsurlardir. '®

— Olciim cihazi

fletici Bir bivosensdriin genel
sematik gosterimi

Biyoaktif tabaka
Analit 2%

Sekil 2.3. Bir Enzim Sensoriiniin Genel Sematik Gosterimi.



2.2.3.2. Doku temelli biyosensorler

Hayvansal ve bitkisel baz1 dokularin ve organellerin kimi enzimlerce zengin oldugu
bilinmektedir. Iste bu enzimlerin izole edilmis preparatlar1 yerine dogrudan yogun
bulunduklar1 bu doku parcalar1 da biyokomponent olarak kullanilmaktadirlar. Ozellikle
uzun ve masrafli enzim saflastirma zorlugundan kurtardig: icin ve hedef analitin ¢ok
basamakli doniisiimiinde farkli enzimlerin bir arada kullanilmasi yerine bu enzimleri
igeren dokunun kullanim1 ve ilgilenilen enzim ticari olarak bulunmuyorsa doku
parcalarinin biyokomponent olarak kullanimi avantajlidir. Dokularin komplekslikleri
sebebiyle her yeni tip elektrot i¢in cevap karakterleri farkli oldugundan her biyosensor
icin optimizasyon gereklidir.

Biyosensorlerin  bu tiirlinde enzimler, dogal ortamlarinda bulunacaklarindan
katalitik 6zgiilliikk acisindan ¢ok avantajlidir. Ancak substratin enzime ulagmasi igin
asmas1 gereken difiizyon bariyerinin artmasindan dolayr cevap siiresi uzar. Bu
dezavantaji kismen de olsa azaltabilmek i¢in dokular homojenize edilerek kullanilir.
Bunun yaninda dokular pek ¢ok enzimi biinyelerinde igerdiklerinden, analitin istenilen
enzim digindaki diger enzimlerle doniistiiriilmesi ile olusacak hatalar1 engellemek i¢in
diger enzim sistemlerini inhibe edecek maddeler ve kosullar biyosensor hazirlanirken

kullanilmalidir.

2.2.3.3. DNA temelli biyosensorler

Biyokomponent olarak tek zincirli DNA oligomerlerinin kullanildigi biyosensor
sistemleridir. DNA yapisinin ortaya ¢ikmasi, hibridizasyon, amplifikasyon ve
rekombinant DNA teknolojilerinin gelisimi DNA sensorlerinin gelistirilmesine dnciiliik
etmistir. Genellikle DNA sensorleri iletici yilizeyine immobilize haldeki tek zincirli
DNA oligomeri (DNA probu) ile belirli bir hastaligi, kalitsal bir karakteri ya da bir
bakteri veya viriisiin patojenitesini simgeleyen bir tek zincirli DNA pargasinin
hibridizasyonu prensibine dayamr. ** Bu hibridizasyonla olusan cift zincirli DNA
sayesinde bir elektrokimyasal ya da optik sinyal olusur ve optik, piezoelektrik,
elektrokimyasal bir iletici ile sinyal okunabilir hale getirilir. Kullanilan DNA probllari

genellikle 20-30 bazlik kisa tek zincirli DNA’lardir. 2%



2.2.3.4. Antikor/antijen (immiino sensorler) temelli biyosensorler

Biyokomponent olarak antikorlarin kullanildigi biyosensorler antikor temelli
biyosensorler ya da immiinosensérler olarak adlandirilirlar. * Viicuda giren yabanci
organizmalara (viriis, bakteri ve protozoa) veya onlarin protein {iriinlerine karsi
bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan iiretilen protein yapili maddelere antikor denir.
Antikorlar ve antijenler arasinda 6zgiil etkilesim oldugundan immiinosensorler ile son
derece 6zgiil ve duyarli analizler yapilabilir. Antikorlar uygun ileticiler ile eslestirilerek
hormon, ilag, viriis, bakteri ve cevresel kirletici olan diger molekiillerin, pestisitlerin,

biyomedikal maddelerin tayini i¢in immiinosensorler gelistirilebilir.

2.2.3.5. Mikrobiyal biyosensorler

Bir mikrobiyal biyosensor, bir iletici ile canli veya canli olmayan mikrobiyal
hiicrelerin immobilize edilerek birlesmesi ile olusmaktadir. Biyosensorlerin yapiminda
kullanilan mikroorganizmalar bir takim avantajlara sahiptir. Mikroorganizmalar genis
bir araliktaki kimyasal bilesikleri metabolize edebilir. Mikroorganizmalar olumsuz
sartlara uyma konusunda biiyiik bir kapasiteye sahiptirler ve yeteneklerini gelistirerek
zamanla yeni molekiiller olusturabilir. Mikroorganizmalar ayni zamanda mutasyonla
veya rekombinant DNA teknolojisi ile olusan genetik modifikasyonlar i¢in de ekonomik
intraselliiler enzim kaynagidir. ** '

Enzim bazli sensorlerle karsilagtirildiginda hiicre kullanmanin ana sinirlandirici
faktorlerinden biri substrat ve {riinlerin hiicre zarindan difiizyonunun daha yavas bir
cevap saglamasidir. Bu problemin iistesinden gelmenin bir yolu hiicre gecirgenligini
arttirmaktir. Hiicrelerin gecirgenligi fiziksel (dondurma-¢6zme), kimyasal (organik
coziiciiler/deterjanlar) ve enzimatik (lizozim, papain) islemlerle arttirilabilir. Bu konuda
en ¢ok kullanilan yontem toluen, kloroform, etanol ve butanol gibi organik ¢oziiciiler ve
N-cetyl-N,N,N-trimetil amonyum bromid (CTAB), Na-deoksikolat ve dijitonin gibi
deterjanlarin kullanildigr kimyasal metotlardir. 2 Bu tiir kimyasal islemler hiicre
membranindaki bazi lipidlerin ayrilmasina neden olarak kiigiikk molekiil agirlikli
substratlarin ve {riinlerin membrandan diflizyonunu, enzim gibi makromolekiilleri
hiicre iginde tutarak, kolaylastirir. Gegirgenlik i¢in yapilan islemler hiicrelerin oliimiine
neden olsa da intraselliiler enzimlerin ekonomik bir sekilde kullanilmasini saglar. Bu
metod kofaktér rejenerasyonu veya metabolik solunum gerektirmeyen basit biyosensor

yapimlarinda kullamilir. '



Saf enzimlerle karsilastirildiginda hiicre bazli biyosensorlerin  diisiik 6zgiil
aktiviteleri hiicre kullanimini sinirlandiran bir diger faktordiir. Bu genel olarak
hiicredeki diger enzimlerce katalizlenen ve istenmeyen yan tepkimelerin meydana
gelmesine neden olmaktadir. Ozgiil olmayan reaksiyonlar1 minimize etmek icin
birtakim yaklagimlar arastirilmaktadir. Hiicre gecirgenliginin arttirilmasi, istenmeyen
yan tepkimelere neden olan kiigiik molekiil agirlikli kofaktdrlerin salimimini saglar.
Bunun sonucunda; Ornegin laktozu etanol ve CO,’ye doniistiiren intraselliiler f-
galaktozidaz enzimini igeren maya hiicresi gegirgenlik islemine tabi tutuldugunda
birok kofaktorii kaybettiginden laktozu ancak glukoz ve galaktoza déniistiirebilir. > **
Cansiz hiicrelerde, hiicre igindeki diger enzimlerce gerceklesen yan tepkimeler o

enzimin fiziksel (1sitmayla) ya da kimyasal olarak inaktive edilmesiyle de minimalize

edilebilir. >3

2.3. Biyosensirlerde Immobilizasyon Yontemleri

Analiz edilmesi hedeflenen 6rnege uygun biyokomponent ve iletici segildikten
sonra bu iki eleman birbirine baglanmali yani biyokomponent iletici yiizeyine
immobilize edilmelidir. > *’

Immobilizasyon i¢in kullanilan temel yontemler sdyledir:
I. Adsorbsiyon (kovalent olmayan baglama)

II. Tutuklama

III. Capraz Baglama

IV. Kovalent Baglama

Bu immobilizasyon yontemleri sematik olarak Sekil 2.4’de gosterilmistir.

2 @

Capraz Baglama Tutuklama
E E
E E
E
C?E e
=
= E
Adsorbsiyon E E E

Kovalent Baglama

Sekil 2.4. Immobilizasyon yontemlerinin sematik gosterimi.
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Biyosensoriin 6mrii immobilizasyon islemiyle biyokomponentin iletici yiizeyinde
ne kadar stire tutulabildigine bagli oldugundan, biyokomponentin uzun siire ylizeyden
ayrilmas: engellenmelidir. Enzimlerin immobilizasyonunda enzimin aktif merkezi
immobilizasyon esnasinda zarar gormemeli ya da enzim aktivitesinde sterik engel

nedeniyle diislis olmamasina dikkat edilmelidir. 38
2.3.1. Adsorbsiyon

Immobilizasyon i¢in kullanilan en basit ydntemlerden biridir. Biyokomponentin
iletici ylizeyine non-kovalent etkilesimler (hidrojen baglari, ¢oklu tuz kopriileri,
elektron gecis kompleksleri ve Van der Walls kuvvetleri) ile tutturulmasi prensibine
dayanir. Adsorbsiyonda kullanilan basica adsorbanlar; seliilloz, silika jel, cam,

hidroksiapatit, kollajen, kil, polimerik aromatik recinelerdir. *°
2.3.2. Tutuklama

Yiiksek molekiil kiitleli biyomolekiiller sentetik veya dogal jel matrikslerde, yari
gecirgen membranlarda, misellerde ve mikro kapsiillerde tutuklanarak etkin bir sekilde
immobilize edilebilirler. **

Jel matrise tutuklamada kullanilan baslica malzemeler akrilamit polimerleri, jelatin
tabakalari, nisasta, kalsiyum aljinat jelleri, silikon lastigi, polivinil kloriir, polivinil

alkoldiir. *'
2.3.3. Capraz Baglama

Capraz baglama; kiiciik molekiillii bir ya da multi-fonksiyonel gruplar iceren
kimyasal reaktifler kullanarak biyokomponent ile adsorban arasinda c¢oziinmeyen
kompleksler olusturma prensibine dayanir. En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama
ajanlarindan biri glutaraldehittir. Glutaraldehit disinda hekzametilen diizosiyanat,2-
izosiyanato-4-izotiyasiyanato-toluen, 1,5-difloro-2,4-dinitrobenzen, bisdiazobenzidin-

2,2- disiilfonikasit gibi kimyasallarda ¢apraz baglamada kullanilabilir. **
2.3.4. Kovalent Baglama

Kovalent baglamanin ger¢eklesmesi i¢cin baglanma yiizeyinde ve/veya biyomolekiil
tizerinde tiyol (-SH), hidroksil (-OH), amin (-NH, ), karbonil (-C=0), karboksil (-
COOH) gibi reaktif gruplarin olmasi gerekmektedir. Bu reaktif gruplar olmadigi
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takdirde cesitli manipiilasyonlarla (kendiliginden olusan tek tabakalar, SAM vb. gibi)
reaktif gruplar olusturulabilir. Biyomolekiil, aktive edilmis iletici yiizeyine
baglanabilecegi gibi Onceden uygun bir materyale kovalent baglanip immobilize
biyokomponenti iceren tabaka ile iletici yiizeyinde film olusturulabilir. **
Biyokomponentlerin kovalent baglama ile immobilizasyonu pH, sicaklik, iyon
siddeti gibi degigkenlere karsi diren¢ saglar ve biyosensoriin Omriinii uzatir ancak

biyoaktif tabakada bir miktar aktivite kaybina sebep olabilir. **

2.4. Elektrokimya Esash Enzim Biyosensorleri

Enzim temelli biyosensorlerin pek c¢ogunda elektrokimyasal esaslh ileticiler
kullanilir. Bu ileticiler ile amperometri ve/veya potansiyometri ilkelerine gore dlgitimler
alabildiginden genellikle oksidorediiktaz (elektron agiga cikaran enzimler) simnifi

enzimler kullanilir. ** Bir enzim biyosensorii Sekil 2.5’de sematik olarak gosterilmistir.

[Av] [By] [Cy1 [Fy]
|- |
[Ad + [Bi] =—= [C: + [Fi

il il 1l 1l
v ‘ v v v

o.c

[Ac] [Bcl [Cel  [Fc]
Sekil 2.5. Enzim biyosensoriiniin genel ¢aligma ilkesi (A: Substrat, B: Kosubstrat veya
Koenzim, C ve F: Uriinler, ¢: Ol¢iim ¢ozeltisi igindeki, t: biyoaktif tabakadaki ve y: elektrot yiizeyindeki
derisimler. D.T: Difiizyon tabakasi, O.C.: Ol¢iim ¢ozeltisi, B.T.: Biyoaktif tabaka, I: Tletici)

Sekilde de goriildiigii lizere A substrati1 elektrot yiizeyine immobilize olmus enzim
tarafindan B koenziminin yardimiyla C ve F’ye donistiiriiliir. Bu doniisiim sonrasinda
elektrot yiizeyinde madde derisimlerindeki farklanma iletici tarafindan sinyal olarak

yansitilir,
2.4.1. Amperometrik Esash Enzim Biyosensorleri

Amperometri genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim siddetinin dl¢limiinii esas

almaktadir. S6z konusu akim yogunlugu c¢alisma elektrodunda yiikseltgenen ya da
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indirgenen elektroaktif tiirlerin derisiminin bir fonksiyonu olarak tanimlanir. Ikinci
elektrot referans elektrot olarak is gormektedir. Kalibrasyondan sonra, akim
yogunluklarindan ilgili tiirlerin derisimlerinin belirlenmesinde yararlanilmaktadir. letici
sistem olarak bir amperometrik sensoriin kullanilmasi durumunda potansiyometrik
sensorlerden en bliyiik fark, {riinlerden sinyal olusturan tiiriin elektrot yilizeyinde

tiikketilmesidir.

2.4.1.1. Dongiisel voltammetri (Cyclic Voltammetry, CV)

Dongilisel voltammetride (CV), karistirllmayan bir ¢ozeltide kiiciik durgun bir

elektrodun akim cevabu bir tiggen dalga sekilli potansiyel ile uyarilir (Sekil 2.6) *

B

Potansivel

Sekil 2.6 Ikizkenar iiggen dalgasi seklinde uygulanan potansiyel.

Dongilisel voltammetride belli bir potansiyel araliginda dogrusal olarak tarama
yapilir, sonra tarama yonii ters gevrilir ve potansiyel orijinal degerine getirilir. Her iki
yondeki tarama hizi aynidir. Bu uyarma c¢evrimi birka¢ kez tekrarlanir. Ters yondeki
potansiyellere dondiirme potansiyelleri denir. Dondiirme potansiyellerin aralifi, bir veya
daha fazla analitin diflizyon kontrollii bir yilikseltgenme veya indirgenmenin meydana
geldigi potansiyeldir. Baslangi¢ taramasinin yonii negatif veya pozitif olabilir. Bu da
numunenin bilesimine baglidir. Daha negatif potansiyeller yoniinde bir tarama ileri
tarama, zit yondeki tarama da ters tarama olarak adlandirilir. Ucgen dalga

uygulandiginda Sekil 2.7°deki gibi bir voltammogram elde edilir. *°
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Sekil 2.7 Uggen dalga potansiyel uygulandiginda elde edilen voltammogram.

Bu egri soyle yorumlanir; gittikge artan bir katodik gerilim uygulandiginda egrinin
ABDF dal1 elde edilir. Indirgenme sebebiyle bir katodik akim gdzlenir (B noktas1 ).
B’den D’ye kadarki bolgede indirgenebilen maddenin yiizey derisimi gittikge
kiictiliirken, akimda hizli bir artis olur. Pik akimi iki bilesenden meydana gelir. Biri,
analitin ylizey derisimini Nernst esitligi ile verilen denge derisimine esitlemek icin
gerekli kapasitif akim artisidir. ikincisi ise normal difiizyon kontrollii akimdir. Sonra ilk
akim, difiizyon tabakasi elektrot yiizeyinden uzaklastik¢a hizla azalir (D noktasindan F
noktasina). F’de wuygulanan katodik gerilim azalmaya baglar. FH bolgesinde
indirgenebilen maddenin indirgenmesi devam eder. Ancak indirgenmis madde derigimi
azalmis oldugundan akim da azdir. Potansiyel yeteri kadar pozitif oldugunda
indirgenme daha fazla devam etmez, akim sifira gider ve sonra da anodik olur. Anodik
akim, ileri yondeki tarama sirasinda ylizey yakinlarinda biriken indirgenmis maddenin
yeniden yiikseltgenmesi sonucu olusur. Bu anodik akim pik yapar ve sonra biriken

indirgenmis maddenin anodik tepkime yoluyla kullanilmastyla azalir. *’

2.4.1.2. Diferansiyel puls voltametrisi

Diferansiyel puls voltametrisinde uyarma sinyalleri; dogrusal bir tarama esnasinda
periyodik pulslarin  olusturulmasiyla gergeklestirilir. Bu ydntemle, yari—dalga
potansiyelleri arasinda yaklasik 0,05 V fark olan maddelerin bile pik maksimumlari elde
edilebilmektedir. Duyarlilk st 107-10® M’dir. Duyarlibigin yiiksek olmasinin

nedeni; 6l¢limiin, faradayik akimin en yiiksek, kapasitif akimin en diisiik oldugu anda
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yapilmasindan kaynaklanir. Potansiyel aniden arttirildiginda, elektrot yiizeyi etrafindaki
analit tabakasinda, analit derisimini yeni potansiyel tarafindan belirli bir seviyeye
diisiirecek akim artis1 gergeklesir. Ancak bu potansiyel i¢in gerekli denge derisimine
erisilince, akim diflizyonu karsilayacak seviyeye gelir. Buna diflizyon kontrollii akim

. 48
denir.
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Sekil 2.8 A) Analog cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi i¢gin kullanilan uyarma sinyali,
B) Diferansiyel puls voltametrisine ait bir voltamogram

2.5. Glukoz Oksidaz Enzimi

Mantar kdkenli bir enzim olan glukoz oksidaz enzimi (GOD) (EC 1.1.3.4), 1950’li
yillardan beri teknolojik uygulamalarda kullanilmaktadir. ¥ GOD, farkli mantar

50-52 . .
cinsi mantarlardan elde

kaynaklarindan saflastirllir ve 6zellikle Aspergillus,
edilmektedir. GOD, kurutulmus yumurtadan glukozun ¢ikarilmasi, besin maddelerinin
renk ve tatlarinin gelistirilmesi, raf omriiniin uzatilmasi, meyve suyu ve konserve
iceceklerde oksijenin uzaklastirilmas1t ve mayonezin eksimesini onlemeyi de igeren
bircok ticari uygulamada kullanilmaktadir. Aym1 zamanda katalazli otomatik glukoz
deneme kitlerinde ve 6zellikle kan, idrar gibi viicut sivilarinda ve endiistriyel sivilardaki
glukozun belirlenmesini saglayan biyosensorlerde kullanilmaktadir. > > GOD;
Salmonella infantis, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Bacillus cereus,
Campylobacter jejuni and Listeria monocytogens gibi farkli gida kaynakli patojenlere
kars1 en iyi antagonistik etkiye sahip oldugu bildirilmistir. GOD dis macununda katki

54

maddesi olarak ve besinlerin korunmasinda da kullanilmaktadir. Viicuda

yerlestirilebilir glukoz sensorleri diyabetli hastalarda uygulanmaktadir. *® Ticari GOD
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genis Olglide kullanilmasina ragmen biyoteknolojideki uygulamalarda faydali

ozelliklerini kullanmak igin yeni formiilasyonlar gelistirilmektedir.

2.5.1. Glukoz oksidaz tepkime mekanizmasi

GOD, elektron alicis1 olarak molekiiler oksijen kullanan -D-glukozun, D-glukono-
delta lakton ve hidrojen peroksite oksidasyonu ile kataliz eden bir flavoproteindir. Bu
reaksiyon yiikseltgen ve indirgen adim olmak iizere 2’ye ayrilmaktadir (Sekil 2.8).
Indirgen tepkimede GOD, B-D-glukozun D-glukonolaktona déniisiimiinii kataliz eder.
Daha sonra GOD’mn flavin adenin diniikleotid (FAD) halkast FADH,’ye indirgenir.
Yiikseltgen tepkimede indirgenmis FAD, H,O, elde etmek igin oksijenle tekrar
yiikseltgenir. H,O, katalaz enzimi ile su ve oksijen tretmek {lizere parcgalanir.
A.Niger’deki laktonaz (EC 3.1.1.17) enziminin glukonodelta laktonun glukonik asite

hidrolizini saglayan enzim oldugunu bulmustur. >

_OH OH ~OH

[ C
: OH
H /.,1—0\()H H /,1—0\ H.O H o
- H \, GOD ~ H \ ¢ o COOH
OH H —_— . OH H =0 > OH H
HO H HO HO
H OH H OH H OH
B - D glucose D - glucono - 6 - lactone Gluconic acid
ﬁf" "\\
GOD - FADH2 GOD - FAD
N"\,& __,_/’
0, — = H,0,

Peroksidaz
Hz202 —— @ 2H20+ O2

Sekil 2.9. Glukoz oksidaz enzim tepkimesinin gdsterimi.

2.5.2. Glukoz oksidazin bilesimi

Askli mantarlardan elde edilen GOD, birbirine kovalent olarak distilfit baglariyla
baglanmis 2 6zdes polipeptit zincirinden olusan dimerik bir glikoproteindir. '” Sekilde
P.amagasakiense’den elde edilen GOD enziminin aktif merkez rezidiisii ve FAD kismi

gosterilmektedir (Sekil 2.10). P.amagasakiense kaynakli Glukoz oksidaz enziminin
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FAD kismi kovalent olarak bagl degildir. > Bu GOD enziminin yaklasik %11-13

kadar1 mannozdan zengin karbohidratlar ile glikozillenmistir.

Asn-518

” ' )
Tp-AN > By \ sL‘Jé/‘—_" FAD

His520
His-363

Iyr-73
Phe-418

Sekil 2.10. P.amagasakiense kaynakli Glukoz Oksidaz FAD kismi ve aktif merkez
rezidiileri.

GOD’nin aktif merkez rezidiileri Tyr-73, PHe-418, Trp-430, Arg-516, Asn-518,
His-520 ve His-563’ten olusmaktadir. Arg-516 GOD ile p-D-glukozun etkili
baglanmas1 icin en Onemli aminoasit iken, Asn-518 daha az bir oOlgiide katkida
bulunmaktadir. Aromatik rezidillerden Tyr-73, PHe-418 ve Trp-430 glukoz
oksidasyonunun maksimum hizinin yani sira substratin dogru yoOnelmesi igin de
onemlidir. His-520 ve His-563 reaksiyon boyunca glukozun 1-OH grubu ile hidrojen
bagi yapmaktadir. *°

2.5.3. Glukoz oksidazin 6zellikleri

GOD’nin molekiiler agirhigi yaklasik 130-175 kDa arasinda degismektedir. ** GOD,
D-glukozun beta anomeri i¢in yiiksek 6zgiilliik gosterirken alfa anomeri i¢in uygun bir
substrat olarak goriilmemektedir. Substrat olarak D-galaktoz, D-mannoz ve 2-deoksi-D-
glukozu kullandiginda diisik GOD aktivitesi goriilmektedir. GOD inhibitdrleri; p-
klormekiiribenzoat, Ag, Hg, Cu, hidroksilamin, hidrazin, fenilhidrazin, dimedon ve
sodyum bistilfattir. A.Niger ve P.amagasakiense kaynakli GOD iizerinde yapilan
karsilastirmali ¢alismalarda molekiiler agirliklart sirasi ile 152 kDa ve 150 kDa olarak
saptanmustir. >/ Her iki sus tarafindan iretilen GOD’da baslica glukoz, mannoz ve
heksozaminden olusan  karbohidratlar  benzerdir. A.niger kaynakli  GOD

P.amagasakiense’dekinden daha fazla mannoz ve heksozamin igermektedir fakat
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glukoz daha az igerir. A.niger’deki karbohidrat icerigi % 16, P.amagasakiense’ deki ise
% 11°dir. A.niger GOD’daki aminoasit igerigi tirozin, arjinin ve histidin aminoasitleri
bakimindan daha zengin iken, P.amagasakiense GOD’nda lizin ve fenilalaninden daha
zengindir. A.niger GOD i¢in optimum pH araligi: 3.5- 6.5, P.amagasakiense i¢in pH :
4.0- 5.5. A.niger GOD enzimi daha genis bir pH araligina sahiptir. Tablo 2.2°de

A.Niger’den elde edilen GOD enziminin 6zellikleri verilmistir. >

Tablo 2.2.: A.Niger’den elde edilen glukoz oksidaz enziminin 6zellikleri

5

zellikler

Degeri

Molekiiler agirlik

150-186 kDa (Swoboda ve Massey 1965; Nakamura ve Fujiki 1968; Tsuge ve ark.,
1975)

UV-VIS
absorbsiyon
(Tsuge et al
1975)

280; 380; 450 (nm)
11.5:1: 1.03 (oran)

Ekstinksiyon

270,000 (280 nm’de Solomon ve ark.., 1977)
katsay1si

( 25,180-28,200 (450 nm’de Swoboda ve Massey 1965; Johnson ve ark.., 1989)
Ll 21,600 (452 nm’de Nakamura ve Fujiki 1968)
M 'cm’)

Ozgiil  aktivite

80-172 pmol glukoz/dakika/mg enzim (Swoboda ve Massey 1965; Tsuge ve ark..,
(pH 5.6, 25-

1975)

37°C)

198-248 mM (pH 5-7, 20-30°C,oksijen; Bao ve ark.., 2001)
K.  (Michaelis | 110-120 mM (pH 5.6, 0-38°C,oksijen; Gibson ve ark.., 1964)
sabiti  ,glukoza | 50-74 mM (pH 5.5, 15-30°C, oksijen; Nakamura ve Ogura 1968b)
gore) 33 mM (pH 5.6, 25°C,oksijen; Swoboda ve Massey 1965)

41.8 mM (pH 6.86, 25°C,benzokinon; Bohmhammel ve ark.., 1993b)
Sicaklik aralig1 20-50°C (Gouda ve ark..2003)
pH aralig1 4-7 (Keilin and Hartree 1947; Nakamura ve Fujiki 1968; Bao ve ark.., 2001)

Ag', Hg", Cu* iyonlar (umol; Nakamura ve Ogura 1968a, Toren ve Burger
Inhibitorler 1968)

Arsenit,p-klormerkiirikbenzoat, fenilmerkiirikasetat ( Nakamura ve Ogura 1968a)

Izoelektrik nokta

(pD)

4.2 (Pazur ve Kleppe 1964)
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2.5.4. Glukoz Oksidazin karakterizasyonu

2.5.4.1. Substrat ozgiilligii

GOD B-D-glukoz i¢in yiiksek ozgiilliik ve diger sekerlerle ¢ok az aktivite gdsterir.
B-D-glukoz molekiiler oksijen varliginda 1. karbondan kendiliginden glukonik asite
hidroliz olan delta-glukono-1,5-lakton’a okside olmaktadir. Bunun yapisal 6zellikleri ve
reaksiyonun bdlgesel seciciligi GOD ve piranoz oksidaz arasindaki ayrimi takip eder ve

2. pozisyondaki karbon atomundan oksitlenir. >’

2.54.2 Optimum pH ve stabilite

Enzim aktivitesi aktif merkezdeki aminoasitlerin iyonizasyon durumuna baglh
oldugundan, pH dogru konformasyonunu saglamada 6nemli rol oynamaktadir. Cogu
protein pH 5-9 arasinda dar bir aralikta aktiftir. A.niger ve P.chrysogenum glukoz
oksidazinin optimum pH araligi 5-7 arasindadir. Bunun aksine P.funiculosum433 ve

P.canescens glukoz oksidazin optimum pH 6-8.6 arasindadr. ®

2.54.3 Optimum sicaklik ve stabilite

Enzimler sicaklik degisimlerine kars1 duyarlidir. Enzimin tepkime orani ve sicaklik
arasindaki iligki eksponansiyeldir. Sicakligin her 10 derece artisinda enzim reaksiyon
orani 2 katina ¢ikmaktadir. Birgok enzim 40°C ve 70°C sicaklik arasinda denatiire olup
aktivitesini kaybedebilir. Enzimin maksimum aktiviteyi gosterdigi sicaklik enzimin
optimum sicaklig1 olarak bilinmektedir. GOD ig¢in en diislik optimum sicaklik 25-30°C
ve en yiiksek optimum sicaklik ise 40-60°C’dir. '

2.5.4.4. Enzim derisimi ile baslangi¢ hiz1 degisimi

Michaelis ve Menten enzim katalizinin hizinin ve baslangi¢ hizi substrat derisimi
ile hiperbolik olarak degistigini belirlemislerdir. Substrat derisimi ve baslangi¢
derigimin artmasi ile Vy.x (maksimum hiz-velocity) noktasina ulasilir. Diisiik substrat
derisimlerinde, substrat derisiminin bir kismi1 baglangi¢ hizidir ve birinci derece kinetigi
olarak adlandirilir. Yiiksek substrat derisimlerinde, baslangi¢ hizi substrat derisiminden

bagimsizdir ve 0. derece kinetik ya da saturasyon olarak adlandirilir. 0.2 U/mL GOD,
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GOD boya baglama deneyleriyle kesin olarak belirlenmistir. Yiiksek GOD aktivitesinde

baslangi¢ hiz1 kararsiz aktiviteye yol acan diisiisle baslamaktadir. 60

2.5.4.5. Kinetik parametrelerin degiskenligi

Michaelis glukoz oksidazin V. ve Ky, degerleri gesitli arastirmacilar tarafindan
hesaplanmistir ve degerlerinde farkliliklar bulmustur. GOD’nin T.favus i¢in K, degeri
10.9 mM ve A.niger i¢in 33 mM. P.amagasakiense GOD K, 5.7 mM ve P.funiculosum
GOD K, ise 3.3 mM “dir. Glikozile ve deglikozile P.amagasakiense GOD K, degerleri
ise sirasiyla 3.4 mM ve 2.7 mM ‘dir. V.« degerleri 450- 1000 U/mg arasindadir. 62

2.5.4.6. Depolama stabilitesi

GOD’1n yar1 émrii 37°C’de 30 dakikadir. immobilize GOD’nin uygulamadaki en
etkili sicaklik 37°C’dir. PEG, sorbitol, ksilitol, eritritol, gliserol ve etilen glikol i¢eren
polihidrik alkollerin A.niger GOD’1 lizerindeki stabilize edici etkisi gosterilmistir (Ye et
al., 1988). Liyofilize GOD preparasyonu 6 ay -20°C’de sabit kalir. ©*

2.6 Glukoz oksidazin uygulamalan

Birgok endiistriyel ve ticari uygulamada glukoz oksidaz kullanilmaktadir. Bunlara
Ornek olarak;

i. Gida isleme (katki maddesi olarak)
ii. Ekmek yapimi
iii. Siit ve laktoperoksidaz sistemi
iv. Kuru yumurta tozu
v. Antioksidan/koruyucu olarak
vi. Sarapta azaltilmis alkol orani
vii. Glukonik asit tiretimi
viii. Oral hijyen

ix. Glukoz sensorii
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2.6.1. Gida isleme (katki maddesi olarak): Glukoz oksidaz FDA
simiflandirilmas1 altinda genellikle giivenli olarak kabul edilmekte olup gida
endiistrisinde toz veya sivi formunda katki maddesi olarak kullanilabilir. Genellikle
antioksidan, koruyucu ve stabilize edici 6zelligi ile siniflandirilmaktadir. Bircok gida
irlinlinde glukoz oksidaz kullanilmaktadir. Yiyeceklerde GOD’nin hazirlanmasi,
miselyum hiicre duvarinda dogal olarak bulunan 2 tipik enzim GOD ve katalazin
karigtmin1  igermektedir. Katalazdan GOD’nin ayrilmasi pahali ve yiyecegin
hazirlanmasinda gerekli degildir. Ayrica katalaz, GOD tarafindan {iretilen hidrojen
peroksitin yikilmasina yardimci olur ve bu yiizden hidrojen peroksitin inhibisyonunu ve

deaktivasyonunu azaltir. *

2.6.2 Ekmek yapimi: Olgunlastirici/oksitleyici ajanlar un i¢in katki maddesi
olarak kullanilmaktadir. Amag¢ gluten miktarin1 arttirarak ekmegin  kivamini
tyilestirmektir. Bu unda bulunan iki protein olan gliadin ve glutenenin oksidasyonu
araciligiyla gergeklesmektedir. Gluten formu; gliadin ve glutenen’in su ile temasi
sonucu olusur ve bu olgunlagma mayanin katkisiyla desteklenmektedir. Bu siiregte
kiigiik miktarlarda da olsa olgunlagma ajanlarina ihtiya¢ vardir ve genellikle potasyum
bromat (KBrOs) kullanilmaktaydi. Ancak daha sonra bromatin in vivo ve in vitro DNA
hasarina neden olarak kanser gelisim siirecini hizlandirdigindan dolay1 karsinojenik bir
ajan olarak kabul edilmistir. Sonug¢ olarak birgok iilke gidalarda bromat kullanimini
yasaklamig ve buna alternatif olarak glukoz oksidaz kullanmaya baslamistir. GOD,
somun hacmi artmig ve kivami gelismis bir ekmegi iiretmede etkili bir oksitleyicidir.
GOD oksidasyonu hidrojen peroksitin iiretimi ile sonuglanir ve GOD kullanmadan

hazirlanan hamura gére daha elastik ve yapiskan oldugu goriilmiistiir. ©

2.6.3 Siit ve laktoperoksidaz sistemi: Glukoz oksidazin en Onemli
uygulamalarindan biri de gida sektdriinde koruyucu olarak gorev almasidir.
Laktoperoksidaz (LP) sistemi glukoz oksidaz ile beraber kullanildiginda ¢ok yararl bir
antimikrobiyal ajandir. Laktoperoksidaz sistem, immiin sistemin yabanci
mikroorganizmalara kars1 dogal savunma mekanizmasinin bir parcasidir ve siit, gdzyasi
ve tlikiiriik gibi memeli salgilarinda bulunabilir. Bu sistem laktoperoksidaz, tiyosiyanat

ve hidrojen peroksit olmak iizere iic bilesenden meydana gelmektedir. LP sistem
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aktivasyonu sadece yalnizca tiyosiyanat ve hidrojen peroksit varliginda meydana gelir.
Laktoperoksidaz ile kataliz, insanlar i¢in tamamen giivenli ve antimikrobiyal olan aktif
ara Uriinler liretir. Glukoz oksidaz ve substrati (glukoz) LP sisteminde hidrojen peroksite

ihtiyac duyar ve sistemin siirekli olarak yenilenmesini ve iiretilmesini saglar. *

2.64 Kuru yumurta tozu: Maillard (enzimatik olmayan esmerlesme
tepkimesi) indirgen sekerler ve aminoasitler ya da proteinlerin amino grubu arasindaki
tepkime sonucu olusur. Kurutulmus yumurta tozu iiretiminde bu tepkime, istenmeyen
tat olusumuna ve esmerlesmeye neden olur. Bu yiizden sivi yumurtadaki glukoz (~4
g/L) piskiirtmeli kurutmadan 6nce ¢ikarilir. Glukozun ¢ikarilmasi ayni1 zamanda daha
uzun raf Omriine ve mikrobiyal toleransin artmasina neden olur. Bunun yam sira
tepkimede {retilen hidrojen peroksit sivi yumurtada yaygin olarak bulunan
mikroorganizmalarin biiylimesini engeller ya da 6ldiirtir. Piiskiirtmeli kurutmadan once
glukoz oksidaz ile yumurtadan glukozun c¢ikarilmasi1 FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan izin verilen glukoz ¢ikarilma yollarindan biridir. Maillard
tepkimesi ile istenmeyen esmerlesme sadece yumurtaya Ozgii bir durum degildir.
Patates iriinlerinde de ayni sorunla karsilasiimakta ve glukoz oksidaz, glukoz

bilesimini azaltarak esmerlesmeyi de azaltmaktadir. 65

2.6.5 Antioksidan/koruyucu olarak: Oksijen varlig1, pek ¢ok gida iiriinlinde
sorundur. Mayonez ve salata soslar1 gibi yiiksek yag orani iceren besinlerde lipid
oksidasyonu, ac1 tada ve bozulmaya neden olabilir. Sarap ve bira gibi igkilerde de
durum benzerdir ve igeceklerdeki oksijenin uzaklastirilmasi, tat ve lezzetin korunmasina
yardimc1 olmaktadir. Konserve ve paketlenmis yiyeceklerde oksijen bakteriyel
biliylimeyi tesvik ettiginden dolay1r anaeorobik ortam saglamak i¢in gida ile kapak
arasinda kalan bolgedeki oksijen uzaklastirilmak istenir. Saflastirma isleminde, oksijen
enzimatik olmayan Maillard tepkimesine katkida bulunabilir bu yilizden uygun
kontroller yapilmahdir. **

Glukoz oksidaz

B-D-Glukoz + /2 O, —— > Glukonik asit (Esitlik 1)
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Glukoz oksidaz ile katalizlenen genel tepkimede (Esitlik 1) 2 glukonik asit
molekiilii iiretmek i¢in 2 glukoz molekiilii ve 1 oksijen molekiilii tiiketilmektedir. Bu
tepkimede tiiketilen GOD, ¢esitli yiyeceklerde koruyucu olarak ve aktif oksijen tutucu
antioksidan olarak kullanilir. insan tiiketimi igin giivenli oldugu bilinen glukonik asitin
WHO (World Health Organization) tarafindan kabul edilebilir giinlik alim sinir1
belirlenmemistir. Tiiketicilerin talebi ile birlikte kimyasal antioksidan ile dogal oksijen
tutucu olan GOD’nin yer degistirmesi GOD’yi yiyeceklerin korunmasinda en iyi aday

yapmaktadir.

2.6.6. Sarapta azaltilmis alkol orani: Seker, fermentasyon ile {iretilen alkol
yapimindaki en dnemli bilesendir ¢linkii alkol iiretmek i¢in Saccharomyces cerevisiae
tarafindan kullanilan primer substrattir. Meyve suyu gibi iceceklerden sarap
fermentasyonu icin glukoz azaltilabilir ve diisiik alkol igerigi ile sonuglanabilir. Alkol
oran1 azaltmis saraplara olan talepten dolay1 farkli teknolojilerin kullanimi ile ilgili
arastirmalar baslatilmistir. Bu teknolojilerden biri de glukoz oksidaz kullanarak mevcut

glukoz miktarini azaltmak ve bunun sonucunda diisiik alkol igerigi elde etmektir.

2.6.7  Glukonik asit iiretimi: Glukonik asit ve bunlarin yan iirlinii olan tuzlar
genellikle gilivenli olarak kabul edilmekte ve tekstil boyama, metal yilizey temizleme,
gida katki maddeleri, deterjanlar, kozmetik ve ilag dahil olmak {izere sanayide genis bir
yelpazede kullanilmaktadir. Gida katki maddesi olmasinin yani sira asitligi diizenleyici,
renk sabitleyici, antioksidan olarak da kullanilabilir. Endiistriyel olarak
fermentasyondan {iretilen glukonik asidin yilda 50.000/100.000 ton kadar kiiresel

{iretimi yap1lmaktadir. %’

2.6.8 Oral hijyen: Laktoperoksidaz gibi glukoz oksidaz da agiz bakim
iiriinlerinde antimikrobiyal ajan olarak kullanilabilir. Streptococci gibi birgok
mikroorganizma dis ¢iiriiklerine neden olmakta ve GOD tarafindan iiretilen hidrojen
peroksit, bakterisid olarak hareket eder. Glukoz oksidaz’in bu o6zelligi sayesinde
antikorlarin agir zinciri ile enzimin fiizyonu sonucunda Streptococci mutantlari

oldurtliir.
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2.6.9 Glukoz sensorii: Son zamanlarda biyosensorlerin diinya piyasasi
degerlerinin 5 milyar dolar oldugu tahmin edilmekte ve bunlarin da % 85’1 glukoz
biyosensoriidiir. Glukoz oksidaz, yaygin olarak saglik ve gida endiistrisi igin
amperometrik biyosensor olusturmak i¢in kullanilmistir. Bu sistemde, referans elektrod
ve ¢alisma elektrodu arasinda sabit elektrik potansiyeli uygulanir ve hedef molekiiliin

derisimi ile orantil1 olarak katalitik tepkime gerceklesir. >

2.7. Glukozun Saghktaki Onemi

Glukoz, alti karbondan olusmus bir monosakkarittir. Basta beyin olmak iizere
organizmanin en onemli enerji kaynagi olan glukoz, az veya hi¢ mitokondrisi olmayan
hiicrelerin (eritrosit gibi) gereksinim duydugu enerji kaynagidir. Ayrica viicudumuzda
kanda ve az miktarda lenf bezlerinde bulunmaktadir. L ve D konformasyona sahip olup,

viicudumuz sadece D-glukozu tanir.

Kan glukoz diizeyi belirli smirlar icinde sabit durumdadir. Referans degerleri
arasinda bulunan glukoz degerine normoglisemi, referans degerlerin altinda ise
hipoglisemi ve referans degerin iistiinde ise hiperglisemi olarak degerlendirilir. Kan
glukoz seviyesi, glukoz metabolizmas: ile ilgili biitiin metabolik yollarin (glikoliz,
glikojenoliz, glikojenez, glukoneogenez vb.) birbiriyle uyumlu ¢alismasi ve kontrolii ile
ayarlanir. Kan glukoz seviyesinin diizenlenmesinde, karaciger ve hormonlar ¢ok
onemlidir. Kisa siireli acliklarda, karacigerdeki glikojenden glikojenoliz sonucu kana
glukoz verilirken uzun siireli agliklarda ise karaciger tarafindan glukoneogenezle kana

glukoz verilir. 68

Son yillarda kan glukoz seviyesinin yiiksek olmasiyla baglantili 6liim riski,
arastirmacilar tarafindan en ¢ok c¢alisilan konulardan biridir. Hiperglisemi; Akut
koroner sendromu olan hastalarda (ACS), siklikla goriiliir ve diyabetli olan ve
olmayan hastalar i¢cin mortalite ve morbidite agisindan bagimsiz bir belirleyicidir. Akut
koroner sendromlu hastalarda hiperglisemik sonuglarin takibi, kisa ve uzun vadeli yan
etkilerin yok edilmesinde biiylik 6nem tasimaktadir. Yogun bir metabolik tedavi ile
hipergliseminin olumsuz etkileri bu hastalarda Onlenebilir. Cok merkezli klinik
denemeler sonucunda glukoz kontroliiniin sikligi, hiperglisemisi olan ACS’lu
hastalardaki komplikasyon ve mortalite oranlarinin azalmasiyla iligkilidir. Hiperglisemi;

hem dogustan hem de sonradan edinilen bagisikhik sistemini degistirirek enfeksiyona
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duyarliligin1 arttirmaktadir. Akut hiperglisemi; enfeksiyona karst dogustan olusan
bagisiklik yamitini degistirebilir ve kétii sonuglara yol agabilir. ©*

Hiperglisemi ile iligkili kardiyovaskiiler komplikasyonlarin sikligi giderek
artan kiiresel bir saglik problemi haline gelmistir. Non-oksidatif glukoz yolagindaki
mediyatorler, kardiyak endotel hiicreleri etkileyerek hiperglisemiyle baglantili hasara
yol agmaktadir.

Hiperglisemi ve akut bobrek hasar1 arasindaki iliski (AKI) ameliyat donemi
boyunca daha net gézlenmektedir. Yani hiperglisemi cerrahi bir komplikasyon olarak
AKI riskini arttirmaktadir. Yeni girisimsel ¢aligmalar ve meta analizler, yogun bir
sekilde glukoz derisiminin kontrol altinda tutulmasinin bobrek hasarina karsi tedaviye
yanitta olumlu sonug¢ alinmasini sagladigini gostermektedir.

Seker hastaligi (Diabetes Mellitus), diinya iizerinde 2014 yili itibariyle 422
milyon kisinin etkilendigi hiperglisemiye bagli bir hastaliktir. 1980 yilina kiyasla
yetiskin niifusta goriilme oram1 %4.7°den %8.5’e kadar yiikselmistir. 2012 yilinda
diyabet nedeniyle 6liimler 1.5 milyon kisiye ulasmustir. 2.2 milyon kisi ise diyabete
bagli komplikasyonlardan  (kardiyovaskiiler hastaliklar  gibi) dolayr  6lim
gergceklesmistir. Bu hastaligin komplikasyonlari, kanda glukozun diizenli takibi ile
bliyiik oranda azaltilabilmektedir. Bu nedenle milyonlarca diyabet hastasi, kandaki
glukoz derisimini diizenli olarak 6lgmektedir. Bu da glukozu en ¢ok test edilen analit

haline getirmektedir.

2.8. Glukoz Oksidaz Enziminin Kan Glukoz Diizeyi Tayinindeki Onemi

Kan glukozunu 6lgmek i¢in bir¢ok analitik yontem kullanilmaktadir. Gegmiste,
yalanci olarak artmig degerlerle sonuclanan goreceli olarak 6zgiil olmayan analizler
siklikla kullanilmigtir. Suan siklikla kullanilan yontemlerin hemen hepsi enzimatiktir.
Amerikan Patoloji Uzmanlar1 Koleji (CAP) tarafindan yiiriitiilen son incelemeler; en sik
kullanilan yontemin hekzokinaz yontemi oldugunu bunun sebebinin de iiretici firmalar
tarafindan otomatize cihazlara uyarlanmasi oldugunu bildirmistir. Glukoz oksidaz
yontemi yaygin olarak en sik kullanilan diger yontemdir. Ayni zamanda manuel olarak
en sik olarak kullanilan yontemdir. CAP incelemelerinde sivi kontrol serumlarinin tiim
yontemlerle elde edilen glukoz degerlerinde %5°ten az bir CV (Varyasyon katsayisi)
meydana getirdigi goriilmiistiir. Laboratuvar Ol¢iimlerinde teste gore degisse de

genellikle CV’nin iist simrmim %35’i gegmemesi beklenir.
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Glukoz oksidaz olgiimleri serum, plazma ve tam kanda kullaniminin uygunlugunun
yani sira beyin omurilik sivist (BOS) glukozu 6l¢iimii i¢inde uygundur. Fakat idrar,
peroksidaz tepkimesini yalanci olarak diisiik sonuglar olusturarak, etkileyen maddeleri
(trik asit gibi) yiiksek derisimde icerir. Bu nedenle glukoz oksidaz enzimi idrar
lgiimlerinde kullanilmamalidir. > Literatiirde idrarin 6l¢timiinii etkileyen maddeleri
uzaklagtirmak i¢in iyon degistirici regine ile 6n islemin uygulandigr ydntemler

tanimlanmaktadir.

Baz1 cihazlarda, glukoz oksidaz igeren ¢ozeltiye ornek eklendikten sonra oksijen
tilketim hizin1 6lgen polarografik oksijen elektrodu bulunur. Bu 6l¢iim sadece glukoz
oksidaz tepkimesini kullandigindan peroksidaz asamasinda elde edilen etkilesimleri
elimine eder. Hidrojen peroksitten, oksijen olusumunu engellemek i¢in, baz1 glukoz
oksidaz enzimlerinde var olan katalaz yolu ile peroksit uzaklastirilir. Bu islem idrar,
serum, plazma veya BOS Orneklerine direkt olarak uygulanabilir. Bununla beraber, bu
yaklasim kan hiicreleri oksijeni kullandigindan tam kanda glukoz Ol¢iimi igin

kullanilamaz. >°

Coklu tabakali slayt kullanan otomatize kuru kimya analiz sistemlerinde glukoz,
glukoz oksidaz yontemi ile dl¢iiliir. 10 mL serum, plazma, idrar veya BOS 6rnek reaktif
igeren tabakanin en listiinde yer alan delikli film tizerine yerlestirilir. Glukoz film tabaka
iizerinden difiize olur ve renkli son iirlin veya boya olusturmak ig¢in reaktiflerle
tepkimeye girer. Bu boyanin yogunlugu, saydam film i¢inden reflektans
spektrofotometresiyle Olgiiliir. Diisiik 6rnek miktari, sivi olmayan reaktifler, 6rnek

saklamada gelismis stabilite bu yontemin avantajlarindandir. 69

Kan glukoz diizeyi tayinine ydnelik gelistirdigimiz biyosensor igin prensip su
sekildedir: Glukoz, glukoz oksidaz varliginda enzimatik tepkime sonucunda belirlenir.
Tepkimede olusan hidrojen peroksit, peroksidaz katalizorliiglinde kuinoneimin, su ve

molekiiler oksijen olugur. Olusan oksijen miktari ile glukoz derisimi dogru orantilidir.
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2.9. Glukoz Tayininde Biyosensér Kullanim

Glukoz tayini, biyokimya ve gida gibi bircok alanda en énemli analitlerin baginda
gelmektedir. Bugiin i¢in glukoz tayini, titrimetrik ya da kolorimetrik metodLar
kullanilarak saglanmaktadir. Bu metodlar, analizde girisim yapabilecek olan proteinlerin
coktiiriilmesi gerekliligi ve seciciligin diisiik olmasi ile karakterizedir. Bu kosullar
altinda biyosensorler, zaman alan geleneksel tekniklere ve is yiikiine bir alternatiftir.
Bugiine kadar glukoz tayini i¢in; potansiyometrik, amperometrik, optik, kolorimetrik ve
viskometrik olmak {izere birgok biyosensor calismasi yapilmistir. " Bu calismada
amperometrik biyosensor kullanilarak yapilan glukoz tayinindeki biyomateryalleri

inceleyelim.

2.10. Glukoz Oksidazin immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonu temel akademik aragtirmalardan bircok farkl
endiistriyel uygulamalara kadar genis bir yelpazede ilgi ¢ekmektedir. Bugiine kadar ¢cok
sayida immobilize enzim bazli islemlerin ekonomik oldugu kanitlanmistir. Baglica gida
endiistrisinde serbest enzimle katalizlenen islemlerin yerini alarak biiylik Olgekte
kullanilmistir.

Nikel ekran, gozenekli cam partikiiller, kati cam partikiiller ve seliiloz gibi
destek cesitleri enzimlerin immobilizasyonu i¢in kullanilmaktadir. Nispeten daha genis
ylizey alanina sahip materyallerle olusan avantajlardan dolay1 gézenekli cam ve seliiloz
en popiler destek olmustur. Ornegin, APTES (gamaaminopropiltrietoksilan) ile
gozenekli cam iizerinde GOD enziminin depolama kararliligi ve hazirhgr cesitli
arastirmacilar tarafindan yapilmis ve GOD immobilizasyonundan o©nce camin
silanizasyonu yapilmistir. Kat1 ve gézenekli camlarin her ikisi iizerinde de immobilize
edilen GOD, bir¢ok arastirmaci tarafindan ¢alisilmistir. Buna ek olarak, nikel oksit
ekran silanize edilebilir ve GOD tiyofosgen yontemiyle baglanabilir ancak ekran kiigiik
bir yiizey alanina sahiptir. GOD glutaraldehit gibi bir ajanla ¢apraz baglanmasi zordur
ancak polietilenimin gibi yliksek sayida reaktif amino gruplarina sahip belli proteinlerin
varhginda daha kolay ¢apraz bag yapmaktadir. *°

GOD ve CAT (katalaz enzimi) eszamanli ko-immobilizasyonu i¢in destek olarak
inorganik ve gozenekli magnezyum silikat (florisil) birgok arastirmaci tarafindan
kullanilmistir. Tastyicinin gézeneklerinde bagli olan GOD tarafindan tiretilen glukonik

asidin kismi noétralizasyonu Onemli bir rol oynayabilir. Bagli enzimlerin
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mikrogevrelerindeki pH azalmasi denatiirasyonu engelleyebilir ve bodylece ko-

immobilize olan GOD/CAT oranmin stabilitesini arttirabilir. *°

Katalitik aktivitesi esansiyel olmayan enzimler, fonksiyonel gruplar araciligiyla
destege kovalent olarak baglanabilir. Fakat baglanmanin sonunda enzim aktivitesindeki
degisimden ya da aktif merkezin kapanmasindan dolay1r immobilizasyonun enzim
aktivitesini diislirdiigii bilinmektedir. Baglanan karisima kompetitif inhibitoriin ya da
substratin katkisi, aktivite kaybina kars1 enzim iizerinde aktif merkezi korumaktadir. Bu

substratlar varliginda enzimlerin immobilizasyonu ile ilgili bircok calisma mevcuttur. ™

GOD ve CAT aktif bolgelerini korumak i¢in, ko-immobilizasyon GOD’1in
substrat1 olan glukoz varliginda uygulanmistir. Baglanma stiresince CAT’ 1in substrati
olan hidrojen peroksiti iiretmek i¢cin GOD glukozu okside etmektedir. Boylece ko-
immobilizasyon glukoz ve hidrojen peroksit ve bunlarin substratlari olan glukoz oksidaz
ve katalaz varliginda uygulanmistir. Ko-immobilize GOD i¢in 15 mM glukoz ve CAT
icin de 20 mM glukoz varliginda maksimum aktivite rapor edilmistir. Bu substratlarin
varliginda GOD ve CAT’ in ko-immobilizasyonu, bu enzimlerin tekrar kullanilabilirligi
ve aktivitesini Onemli derecede arttirmaktadir. GOD, katalitik turnover sirasinda
hidrojen peroksitin artan derisimiyle inaktive edilir. Hidrojen peroksit inaktivasyonu
sistemden ayrilan ve hidrojen peroksiti azaltan CAT ile distiriiliir. Bu tepkime ile bir

miktar oksijen geri kazamlir ve glukoz oksidasyonu i¢in hazir hale getirilir. *

Solution Matrix
B O g i S S S e S R L I SIS ~.  (Inactive)
A
i st » G _ GOD(FAD) + M0,
v
o I— Gs . k ks ko | CAT
Gl H.O—G1” Y GOD (FADHY + ' O« 1 0,+H,0
v B i 4 g
RUERALIAT v .- R
Oy el mouniasra e e e RS 6 5

Sekil 2.11. Heterojen sistemlerde tepkime ve transport siiregleri igin basitlestirilmis semasi.

Buchholz and Godelmann, indirgenmis GOD’nin yiikseltgenmesi ve hidrojen

peroksitin deaktivasyonu gibi deaktivasyonel parametreleri ve tepkime mekanizmalarini
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aciklamiglardir (Sekil 2.11). CAT, hidrojen peroksitin H, ve H,O’ya doniistimiiyle
hidrojen peroksitin deaktivasyonundan GOD’yi Onlemede anahtar rol oynar. CAT,
GOD/CAT sistemindeki koruyucu etkisine ragmen derisimin destek {izerindeki GOD

enziminin aktivitesi lizerine ¢ok az bir etkisi vardir.

CAT enziminin daha iyi baglanma o6zelliginden ve immobilize soliisyonda
CAT’mn ytliksek derisimlerinden dolayr CAT aktivitesi ko-immobilize sistemde
GOD’den 6nemli 6lgiide daha yiiksektir. Deneylerde gama-APTES yada glutaraldehidle
Onceden islem yapilmaksizin destek iizerine direkt olarak adsorbe edilen GOD ve CAT
enzimlerinin sirasiyla glutaraldehit bagli sistem aktivitesini %10 ve %40’a kadar

cikarttig1 goriilmustiir.

GOD enziminin optimum baglanmasi pH 6’nin iizerindedir Bouin ve ark.. pH
3.0’1n altinda immobilize olan GOD tamamen ve geridoniisiimsiiz sekilde aktivitesini
kaybeder. CAT immobilizasyonu iizerinde pH 4.5’ten 8.0’a kadar degisen araliklarda
pH etkisi degerlendirilmistir. pH arttikca CAT aktivitesi de artmaktadir. CAT aktivitesi,
destek tizerinde GOD aktivitesine cok az etkisi oldugu goriilmiistiir. CAT derisimi,

GOD’nin baglanmasiyla asla 6nemli 6l¢lide girisim vermez.

2.11. Peroksidaz Enziminin Onemi

Schoenbein 1855’te bazi mantar ve hayvan hiicre ekstraktlarinda hidrojen
peroksit solusyonu igerisinde mavi renk olusumunu gézlemlemistir. Bu aktivitenin
nedeni ekstrakt icerisindeki peroksidaz enzimidir. Peroksidaz yiiksek bitkilerde, diisiik
derisimlerdeki incir 6zsuyunda ve yaban turpunda bulunur. 1943 yilinda yaban

turpundan ilk peroksidaz kristalizasyonu yapilmistir. '’

Calismamiz yaban turpu peroksidazidir. Peroksidazinin molekiiler agirligi
40,200 ve her bir molekiil bir ferriprotoporfirinlll (protohemin) igerir. Protoheminde, 6
kordinasyon bagindan dordii pirol halkasindaki nitrojenler ile demir molekiilii
arasindadir. Kalan iki koordinasyon baglarindan X ve Y, ortam pH’sine bagli olarak su
molekiiliine veya -OH iyonuna baglanir. Peroksidazda, iki artik koordinasyon bagindan
(X veya Y) biri amino grubuyla veya su molekiilii ile koordine olursa digeri proteinin
karboksil grubunu olusturur. Peroksidaz enzimi H,O ve O,’yi katalitik reaksiyonla

hidrojen perokside doniistiiriir. >
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2.12. Biyosensor Hazirlanmasinda Kullanilan Biyoaktif Tabaka Bilesenleri

Biyosensor hazirlanmasinda en dnemli asamalardan biri de biyoaktif tabakanin
uygunlugunun saglanmasi ve tayin edilmek istenen analite karsi duyarli olmasidir. Bu
boliimde biyoaktif tabakada kullanilan; sigir serum albiimini, jelatin ve glutaraldehit

anlatildi. 7

2.12.1. Sigir serum albiimini (Bovine serum albumin: BSA)

Kisaca albiimin olarak da adlandirilan serum alblimini, insan ve diger memeli
hayvanlarin kan plazmasindaki en yaygin proteindir. Kanda bulunan proteinlerin %
60’11 olusturur. Ayrica, doku sivilarinda, 6zellikle kas ve deride, az miktarda ter,
gbzyasl, mide sular1 ve safrada da bulunur. Serum alblimini dolagim sisteminin major
coziiniir bilesenidir ve bircok fizyolojik islevi vardir. Sigir serum albumini sigir
kanindan izole edilen bir kan proteinidir. Sigir serum albiimini (BSA) insan serum
albumini ile yapisal homolojilerinin olmasi sebebiyle ¢cok yogun calisilan bir proteindir.
BSA, 17 disiilfid bagiyla 9 kisma ayrilmis 3 homoloji bolgesinden (LII ve III) olusur
(Sekil 2.12). Her bolgede biiyiik-kiiclik-biiytik triple yapidadir. BSA proteini 607 amino
asitten olugsmustur. Proteinin N terminal ucunda 18 amino asitten olusan sinyal peptit
dizisi, salgilanma sirasinda Onciil proteinden ¢ikarilir. Boylece protein 589 amino asit
icerir. Ayrica olgun BSA proteini olmasi i¢in bu proteinden 4 amino asit (N terminal
uctan) daha ¢ikarilir. Sonug olarak elimizde 585 amino asit i¢eren bir protein bulunur. 8

Immobilizasyon c¢alismalarinda &zellikle tutuklama ydntemlerinde capraz
baglayicilarla olusturulan ¢apraz bag sayisini arttirmak i¢in ve enzimle yapilan gapraz
bag sayisin1 azaltarak enzimin aktivitesinin diismesinin engellenmesi amaciyla

kullanilir.

30



Sekil 2.12. BSA’ya ait ii¢ boyutlu yap1

2.12.2. Jelatin

Jelatin, sigir, domuz, koyun gibi hayvanlarin kemik, deri ve tendonlarindaki
kollajenin hidroliziyle elde edilen bir proteindir. Jelatinin yapisinda karakteristik olarak
prolin, glisin ve hidroksiprolin aminoasitlerini ¢ok bulunmaktadir. Yapist genel olarak
tekrarlanan glisin-X-Y triplet yapisin1 igerir ve genellikle X prolin, Y ise
hidroksiprolindir. Bu aminoasitler, jelatinin {i¢lii bir heliks yap1 olusturmasinda ve
jellesme 6zelligi kazanmasinda etkilidirler. Jelatin, tamponda ¢oziiliip 1sitildiktan sonra
oda sicakligina getirildiginde jel kivamimi alir. Bu 6zelliginden dolay1 iyi ve kolay
kullanilabilir bir immobilizasyon malzemesidir. '*

Jelatin eger biyomalzeme olarak kullanilmak isteniyorsa ¢apraz bagli olmasi sarttir.
Son zamanlarda jelatin filminin ¢apraz baglar fiziksel olarak termal 1s1 ve ultraviyole
isinlar yardimiyla olusturulmakta, kimyasal olarak ise formaldehit, glutaraldehit, suda
coziinen karbodiimid, diepoksi bilesenleri ve diizosiyanatlar gibi ¢apraz baglayici
ajanlar kullanilarak elde edilmektedir. Biyosensor ¢aligmalarinda ise termal ve mekanik
kararliligimin arttirnllmas1 amaciyla immobilizasyonda genellikle c¢apraz baglayici

glutaraldehit ile birlikte kullanilir.
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2.12.3. Glutaraldehit

Glutaraldehit, 6zellikle enzimlerin kovalent immobilizasyonunda siklikla kullanilan
bifonksiyonel bir reaktiftir. Biyosensor gelistirilmesinde kullamilan biyoaktif
materyallerin (enzim, hiicre, doku, vb.), jelatin, kollajen, kitosan gibi biyolojik
molekiillerle birlikte glutaraldehid ile ¢apraz baglar olusturmasi esasina dayali
immobilizasyon yontemi olduk¢a yogun bir sekilde kullammaktadir. *

Yontem kolay uygulanabilir olmast yaninda immobilize sistemin termal ve
operasyonal ayni zamanda da depo kararliligim1 artirmast bakimindan tercih
edilmektedir.

Mikroorganizmalar i¢in toksik etki gostermesine ragmen biyoaktif sisteme
kazandirdig1 avantajlardan dolayr % 1,0’in altindaki derisimlerde glutaraldehidin

kullanilmastyla hiicre immobilizasyonlar1 da gerceklestirilmektedir. 30
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

(Calismada kullanilan arag-gerec ve kimyasallar asagidaki gibidir.

3.1.1 Cihazlar

Au Calisma Elektrodu (CHI, A.B.D)

Palm Sens Biyosensor (Hollanda)

Platin Tel Yardimci Elekrot (CHI 115, A.B.D)
Ag/AgCl Referans Elekrot (CHI 111, A.B.D)
P1000 ve P20 Otomatik Pipetleri (Gilson, Fransa)
Termostatl su banyosu (Nuve, TR)

Manyetik Karistirict (Tiiv Bayern, Almanya)
pH Metre (Mettler Toledo)

Hassas Terazi (Mettler AJ100)
UV-1601Spektrofotometre (Shimadzu)
Sonikator (Resonik 1016, Tiirkiye)

YV V.V V V V V V V VYV V

3.1.2 Kimyasallar:

Monosodyumhidrojenfosfat NaH,PO4 (Merck)
Disodyumhidrojenfosfat Na,HPO4 (Merck)
Sodyum asetat trihidrat (Merck)

Asetik asit (Merck)

Glisin (Sigma)

Distile/Bidistile su

Gluteraldehit (Sigma)

NaOH (Sigma)

HCI (Sigma)

Aliimina (Sigma)

vV V.V V V V V V V VYV V

Aliimina soliisyonlar1
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% 96 Etanol (Sigma)

S1gir Serum Alblimini (Sigma)

Jelatin (Sigma)

Glukoz Oksidaz glukoz tayin kiti (Randox GLUC PAP/GL2623)

YV V V V

3.1.3 Kullanilan ¢ozeltiler

Fosfat tamponu: 0.1 M Fosfat tamponu hazirlanarak (Disodyumhidrojen fosfat ve
monosodyumhidrojen fosfat) ¢ézeltinin pH’1 1,0 M NaOH ve HCl ile 7.0’ e ayarlanda.
Farkli pH ve derisimlerdeki tampon ¢ozeltileri hazirlamak i¢in de aym yol izlendi.

Tampon ¢ozelti buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

Asetik asit/asetat tamponu: 0.1 M Asetik asit/Asetat tamponu hazirlanarak
(Sodyumasetattrihidrat ve asetik asit) ¢ozeltinin pH’1 1,0 M NaOH ve HCI ile 5.0°e
ayarlandi. Farkli pH ve derisimlerdeki tampon ¢ozeltileri hazirlamak i¢in de ayn1 yol

izlendi. Tampon ¢ozelti buzdolabinda +4 °C’de sakland.

Glisin/NaOH tamponu: 0.1 M Glisin/NaOH ile hazirlanan ¢dzeltinin pH’1 1,0
M NaOH ve HCI ile 9.0’a ayarlandi. Farkli pH ve derigimlerdeki tampon ¢ozeltileri

hazirlamak i¢in de ayn1 yol izlendi. Tampon ¢dzelti buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

Deneylerde kullamlan glukoz oksidaz enzim Kitindeki (Gluc pap GL2623)

reaktiflerin derisimleri;

*Glukoz reaktifi

*Fosfat tamponu: 50 mmol/l, pH 7.0
*MOPS tamponu: 50 mmol/l, pH 7.0
*Fenol: 11 mmol/l
*4-aminofenazon: 0.77 mmol/L
*Glukoz oksidaz: >1.5 kU/L
*Peroksidaz: >1.5 kU/L

Deney sirasinda kullanilacak olan enzim c¢ozeltisi buzdolabinda bekletildi.

(Cozelti uzun siire kullanilmadig1 zaman derin dondurucuda saklandi.
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Glukoz ¢ozeltisi: 1.000 gr tartilan glukoz pH’1 7,5 olan 0,1 M fosfat tamponuyla
tamamlanarak 1 M derisimde 10 mL stok ¢Ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiden belirli bir
miktar almarak ve aym sekilde 0,1 M fosfat tamponu ile seyreltilerek 1,0x10” M ve
1,0x107 M derisimlerde glukoz ¢ozeltileri hazirlandi. Farkli pH’de glukoz ¢ozeltisi
hazirlamak i¢in 0,1 M fosfat tamponu, 1 M NaOH ve HClI ile istenilen pH’ye ayarlandi.
Hazirlanan glukoz ¢ozeltisi en fazla 7 giin kullanildi. Bu siire i¢inde buzdolabinda
muhafaza edildi.

Sodyum hidroksit c¢ozeltisi: Kat1 sodyum hidroksit saf suda ¢oziilerek 0,1 M
derisimde ¢ozelti hazirlandi.
Hidroklorik asit ¢ozeltisi: Derisik HCI saf su ile seyreltilerek 1 M derisimde

¢Ozelti hazirlandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Glukoz Tayinine Yonelik Immobilize Edilmis Biyosensor

Hazirlanmasi

Oncelikle Au elektrot fiziksel, kimyasal ve elektrokimyasal yontemler kullanilarak
temizlenir. Temizlik asamalar1 asagidaki gibidir:

I. Bir miktar gama aliimina soliisyonu kadife ylizey (elektrot yiizeyinin ¢izilmemesi
i¢in) lizerine almir. Daha sonra Au elektrot aliimina iizerine yavas bir sekilde halkalar
cizerek gezdirilir. Boylelikle yiizeydeki tabaka ve/veya baska bir kirlilik mekanik olarak
giderilmis olur.

II. Au elektrot bidistile suyla durulandiktan sonra adsorblanmis partikiilleri
uzaklastirmak i¢in on dakika %96 etanol igerisinde sonikatorde bekletilir. Tekrar distile
suyla durulandiktan sonra on dakikada distile su icerisinde sonikatorde bekletilir.

[I. Au elektrodun yiizeyinin elektrokimyasal olarak temizlenmesi i¢in 0,1 N HCl
cozeltisi igerisinde +1,0 ve -1,0 potansiyelleri arasinda onbes tane dongiisel
voltammogram alinir.

Glukoz biyosensoriiniin  hazirlanmasi i¢in kullanilan c¢alisma elektrodu Au
elektrottur. Birinci reaksiyon mekanizmasinda olusan hidrojen peroksit ikinci
basamakta reaksiyona girerek harcanir ve ¢éziinmiis oksijen miktarinda artma olur. Bu
artma, sabit potansiyel fark altinda sistemden gecen akim miktarindaki artma ile dogru

orantilidir. Au ¢alisma elektrodu ile akimdaki bu artma belirlenir.
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Biyosensoriin biyoaktif tabakasini olusturmak amaciyla 45 mg jelatin ve 30 mg
BSA, 300 pL pH:7 fosfat tamponu igerisinde ¢oziiliip 45° C’ de 20 dk bekletildi.
Karigimin 10 pL’si 30 pL enzim ¢ozeltisi ile karistirilarak elde edilen toplam hacim 40
uL olarak Au calisma elektrodu tlizerine yayildi.+ 4° C’ de 1 saat bekletildi. Daha sonra
fiziksel olarak baglanmasi amaci ile 1 saat UV 151k ile muamele edildi. Daha sonra %
2.5’lik glutaraldehit c¢ozeltisinde 5 dk c¢apraz baglanmanin gergeklestirilmesi igin
bekletildi. Son olarak elektrot icerisinde pH:7.5 fosfat tamponu bulunan reaksiyon

hiicresine alindi. Biitlin deneyler ayni1 elektrot tipi kullanilarak yapilmistir.

3.2.2. Glukoz Oksidaz Temelli Biyosensoriin Ol¢iim Prosediirii

Glukoz oksidaz temelli biyosensorle yapilan olgiimlerde kullanilan elektrot Sekil

3.1’de, diizenegin tamami Sekil 3.2°de gosterilmektedir.

Altin Elektrodun immobilize ediimeden énceki hali BSA/Jelatin/GOD Ile immobilize edilen altin elektrot

Sekil 3.1. Au elektrotun immobilize edilmeden 6nce ve sonraki hali.
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Sekil 3.2. Biyosensor diizeneginin tamami.

Enzimle immobilize edilen elektrodun hazirlanmasinin ardindan igerisinde pH 7.5
fosfat tamponu bulunan c¢alisilmak istenilen sicakliga gelmis reaksiyon hiicresine
Ag/AgCl referans ve Pt karsit elektrotlarla beraber yerlestirildi. Elektrotlarin
baglantilarinin kurulmasi ardindan manyetik karistirici sabit bir hizda ¢alistirildi ve
substrat ilave edilmeden Once oksijenin indirgenme potansiyel farki 0,9 Volt’a
ayarlanarak potansiyel fark sabitlendi ve tepkime siiresi boyunca sabit tutuldu. Belirli
bir siire ardindan grafikte goriilen akim degeri dengeye gelip sabit bir degere ulastiginda
50 pl substrat eklemesi yapildi ve reaksiyon baglatildi. Bir siire sonra sistemdeki
oksidasyon-rediiksiyon sonucu olugsan O, eklenen substrat derisimi ile orantili olarak
akim siddetinde bir artmaya sebep oldu. Oksijen miktarinin artmasi 0.9 V potansiyelde
devreden gecen akim miktarint da arttirdi. Bu durum yeni denge kurulana kadar siirdii.
Denge kurulduktan sonra yeni 6l¢iim i¢in tekrar substrat eklemesi yapilarak Olctimler
tekrarlandi. Yapilan tiim denemelerde akim siddeti farklar1 alind1 ve bu fark ile orantili

olan substrat derigimi tayin edildi.

3.2.3. immobilizasyon Parametrelerinin Optimizasyonu

Glukoz oksidaz temelli biyosensdr i¢in en iyi cevabin elde edilebilecegi
immobilizasyon kosullarinin tespit edilmesi amaglandi. Bu amagla jelatin, sigir serum

albumini ve capraz baglayici glutaraldehit miktarinin biyosensér cevabina etkileri
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arastiritlmistir. Her bir immobilizasyon parametresinin optimum miktarinin tayin
edilmesi icin, diger degiskenler sabit tutularak optimizasyonu yapilacak parametre

degistirilip biyosensor hazirlandi ve dl¢iimler alindi.

3.2.3.1. Jelatin Miktarinin Biyosensor Cevabina Etkisi

GOD temelli biyosensoriin biyoaktif tabakasindaki jelatin miktarinin biyosensor
cevabina etkisinin belirlenmesi amaciyla farkli jelatin miktarlar ile elektrot hazirlandi.
Hazirlanan her elektrotla yapilan oOlgiimlerden elde edilen akim farki ve substrat
derisimi arasindaki grafik yardimiyla en uygun jelatin miktar1 tespit edildi. Bu amagla
BSA miktar1 0.030 gram ve glutaraldehit yilizdesi %2.5 olacak sekilde sabit tutularak
0.225, 0.45, 0.67, 0.9 ve 1.2 gram miktarlarinda jelatin ile biyosensorler hazirlandi.
Olgiimler 50 mM derisimde pH 7.5 fosfat tamponunda gerceklestirildi.

3.2.3.2. Sigir Serum Albumin Miktarinin Biyosensor Cevabina Etkisi

En uygun jelatin miktar1 belirlendikten sonra, BSA miktarinin biyosensor cevabina
etkisinin belirlenmesi i¢in farklt BSA derisimleri ile elektrot hazirlandi. Hazirlanan
elektrotla yapilan 6l¢iimlerden grafikler elde edildi. Bu grafikler yardimiyla en uygun
BSA miktar1 tespit edildi. Bu amagla jelatin miktar1 0,45 gram, glutaraldehit yiizdesi
%?2.5 olacak sekilde sabit tutularak 0.015, 0.030, 0.045, 0.06 ve 0.12 gram miktarlarinda
BSA kullanildi. Olgiimler 50 mM derisimde pH 7.5 fosfat tamponunda hazirlanan

tepkime hiicresinde gerceklestirildi.

3.2.3.3. Glutaraldehit Yiizdesinin Biyosensor Cevabina Etkisi

En uygun BSA ve jelatin miktarlar1 belirlendikten sonra, glutaraldehit yiizdesinin
biyosensdr cevabina etkisini belirlemek i¢in farkli glutaraldehit yiizdeleri iceren
cozeltiler ile elektrot hazirlandi. Hazirlanan elektrotla yapilan Ol¢timlerin verileri
grafiklendirildi ve en uygun glutaraldehit yiizdesi tespit edildi. Bu amagla jelatin miktar1
0.45 gram ve BSA miktar1 0.030 gram olacak sekilde sabit tutulup %1.5, %2, %2.5, %3
ve %3.5’lik glutaraldehit ¢ozeltileri kullanldi. Olgiimler 50 mM derisimde pH 7.5 fosfat

tamponunda gerceklestirildi.
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3.2.4. Biyosensoriin Calisma Kosullarinin Optimizasyonu

3.2.4.1. pH Degerinin Belirlenmesi

Biyosensoriin optimum pH’inin belirlenmesi i¢in pH 5.0, 5.5, 6.0 ve 6.5’de 50 mM
asetik asit/asetat; 7.0, 7.5 ve 8.0 50 mM sodyum fosfat tamponu ve pH 8.5, 9.0 ve 9.5
50 mM glisin/NaOH tamponu kullanilarak en 1yi biyosensér yamtinin hangi pH
degerlerinde elde edildigi belirlendi. Olgiimler 5.55 mmol/L standart glukoz ¢dzeltisi
derisiminde yapildi. Bu calisma sonucunda tampon pH’t ve % biyosensor yaniti

arasinda grafik ¢izilerek optimum pH belirlendi.

3.2.4.2. Tampon Derisiminin Belirlenmesi

Biyosensor ile en iyi yanitlarin goriildigli tampon derisimlerini belirlemek igin bir
onceki ¢alisma ile belirlenen optimum pH degerinde, molar derisimi 25 mM, 50 mM,
100 mM ve 150 mM olan fosfat tamponu kullanilarak denemeler gerceklestirildi.
Olgiimler 5.55 mmol/L glukoz derisiminde yapildi. Bu g¢aligma sonucunda tampon

derisimi ve % biyosensdr cevabi arasinda grafik ¢izildi.

3.2.4.3. Sicakhigin belirlenmesi

Olciimler 50 mM pH 7,5 fosfat tamponu i¢erisinde alindi. Sicaklik 10 °C, 15 °C, 20
°C, 25 °C, 30°C, 35°C, 40°C, 45 °C, 50 °C ve 55 °C olacak sekilde degistirilerek sicaklik
optimizasyonu gerceklestirildi. Ol¢iimler 5.55 mmol/L glukoz derisiminde yapildi. Bu

caligma sonucunda sicaklik ve % enzim aktivitesi arasinda grafik ¢izildi.

3.3. Gelistirilen Biyosensoriin Karakterizasyonuna Yonelik Calismalar

Glukoz biyosensoriinde kullanilmis olan Dbiyobilesenlerin  immobilizasyon
parametrelerinin ve c¢alisma kosullarinin  optimizasyonu tamamlandiktan sonra

biyosensoriin karakterizasyon ¢aligmalarina gecildi.

3.3.1. Tekrarlanabilirlik

Glukoz biyosensoriiniin dl¢im sonuglarinin giivenilirlii ve tekrarlanabilirliginin

belirlenmesi i¢in, 50 mM pH 7.5 fosfat tampon i¢inde gergeklestirilen denemelerde,
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5.55 mmol/L glukoz ¢o6zeltisi kullanilarak arka arkaya ara vermeksizin ayni sensorle
olgiimler yapildi. Olgiimlere iliskin standart sapmalar ve varyasyon Kkatsayilari

hesaplandi.

3.3.2. Raf Omriiniin Belirlenmesi

Hazirlanan biyosensoriin raf dmriinii belirlemek i¢in 40 giin boyunca degisik zaman
araliginda 5.55 mmol/L glukoz derisiminde biyosensoriin amperometrik cevap akimi
Olctildii. Yapilan 6l¢timler sonucunda elde edilen amperometrik cevap akimlari saklama
siiresine kars1 grafige gegirilerek biyosensoriin raf omrii belirlendi. Biyosensoriin raf
omriinii belirlemek amaciyla yapilan deneylerde elektrot +4 °C’de buzdolabinda

muhafaza edildi.

3.3.3. Glukoz i¢cin dogrusal tayin araliginin belirlenmesi

Tasarlanan biyosensorde, glukoz i¢in dogrusal tayin araliginin belirlenmesi
amaciyla derisimi 0.1, 0.5, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100, 125, 200, 250, 350, 400, 500, 1000
mg/dL olacak sekilde hazirlanan glukoz ¢6zeltileri kullanilarak 6l¢timler alindi. Yapilan
Olglimler sonucunda elde edilen amperometrik cevap akimlar1 ve glukoz derisimleri

arasindaki grafik yardimiyla biyosensoriin dogrusal tayin araligi belirlendi.

3.3.4. Biyosensorle Serumda Glukoz Analizi

Tasarlanan biyosensér ile tam kan ve serumda glukoz tayini yapilmistir. Olgiimler
50 mM pH 7,5 fosfat tamponu icerisinde alind1. Orneklem igin 20 hiperglisemik serum
ve 20 normoglisemik serum olmak {izere toplam 40 o6rnekle gruplar igerisinde tampon

degistirilmeksizin dl¢limler alindi.

3.3.5. Kit ile Serumda Glukoz Analizi
Glukoz derisimini belirlemek i¢in Glukoz oksidaz (GLUC-PAP-GL2623) Kiti,
manuel olarak kullanildi.  Standart (100 mg/dL) ve oOrnek 10 pl, glukoz
oksidaz/peroksidaz reaktifi ise 1000 pl olacak sekilde tiipler hazirlandi. Hazirlanan

tipler 37°C ‘lik etiivde 10 dakika inkiibe edildi. 500 nm dalga boyunda, 1 cm’lik
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kiivetler igerisinde kore karsi optik dansite degerleri okundu ve gerekli hesaplamalar

yapild.

3.3.6. Istatiksel Analiz

Veriler istatiksel olarak degerlendirilirken IBM-SPSS 20.0 paket programi
kullanilmistir. Tipta kullanim alani yaygin olan Receiver Operating Characteric (ROC)
ya da ROC egrisi, tan1 testlerinin performanslarinin degerlendirilmesi ve
karsilastirilmasinda olduk¢a onemlidir. Bu tez kapsaminda ROC analizi; biyosensor
yonteminin ayirt etme giiciiniin belirlenmesi, yontem etkinliklerinin karsilastirilmasi ve
olusturulan prototip sonuglarimin kalitesinin izlenmesi amaciyla kullanilmistir. Kit
(Gluc-PAP GL2623), merkez laboratuvar ve biyosensor veriler, ROC egrileri altinda

kalan alanlar degerlendirilerek analiz edilmistir.
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4.BULGULAR

4.1. Biyosensorde Calisma Kosullarinin Optimizasyonu

Glukoz biyosensorii ol¢iim kosullari, daha onceden yapilmis olan GOD
caligmalar1 goz Ontine alinarak gerceklestirildi.

Optimum degerin belirlenmesinde her deney i¢in 80 mg/dL (5.55 mmol/L)
derisime sahip glukoz ¢ozeltisi kullanildi. Degerler saptandik¢a uygun olan o degerler

kullanilmaya baslandi.

4.1.1. Caliyma Tamponu ve Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Optimum ¢alisma tamponun ve pH’sinin belirlenmesi i¢in pH 5.0, 5.5, 6.0 ve 6.5
degerlerinde asetik asit/asetat tamponu; pH 7.0, 7.5 ve 8.0 degerlerinde sodyum fosfat
tamponu ve pH 8.5, 9.0 ve 9.5 degerlerinde glisin/NaOH tamponu kullanilarak élgtimler
gerceklestirildi ve Lineer Sweep egrileri elde edildi (Sekil 4.1).

pH 7.5

354

304 pH 7.0 J /

254

Akim Farki (pA)

20+

) 0?4 S 0.6 o 0'8 S 1f0 S 1.2

Potansiyel (V)

Sekil 4.1. pH degisiminin biyosensor cevabi iizerine etkisini gdsteren Lineer Sweep gosterimi

(Olgiimler %2.5 glutaraldehit, 0.05 V/s tarama hiz1 ve 35°C sicaklikta yapild1.)

Egrilere ait maksimum akim farki degerlerinin pH‘ye kars1 grafigi Sekil 4.2°de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. pH degisiminin biyosensor cevabina etkisi

Maksimum 6l¢iim degeri pH 7.5’de fosfat tamponu ile elde edilmistir.

4.1.2 Calisma arahginin belirlenmesi

BSA-jelatin  kullanilarak glukoz tayinine yonelik hazirlanan enzimatik
biyosensorde, ¢aligma araliginin belirlenmesi igin kutuplarin bir ucu elektroda diger ucu
6l¢iim hiicresine daldirilarak sabitlendi ve Sekil 4.3’de goriilen dongiisel voltammogram

alindi.
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Sekil 4.3. Dongiisel voltammogram ( Olgiimler pH 7.5 , %2.5 glutaraldehit, 35°C sicaklikta, 50 mM
Fosfat tamponunda gergeklestirildi.)

Voltammogram’dan alinan sonug neticesinde ¢alismalar 0.9 V sabit akimda devam

edildi ve Linear Sweep 0l¢iim verileri asagidaki gibi secildi:

E condition: -1,2 V

T condition: 0V

E deposition: -1,0 V

T deposition: 0V

teq: 8s

E begin: 0,8 V

Eend: 1,2V

E step: 0,003 V

4.1.3. Optimum Tarama Hizi Degerinin Belirlenmesi

Tarama hizinin biyosensor cevabi iizerine etkileri incelenmis ve sonuglar Sekil

4.4°de gosterilmistir.
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0.05V/s
0.06 V/s

0,03 V/s

Akim Farki (pA)

Potansiyel (V)

Sekil 4.4. Biyosensdriin tarama hiz1 8lgiimlerini gdsteren dongiisel voltamogramlari (Olgiimler pH
7.5, %2.5 glutaraldehit, 35°C sicaklikta ve 50 mM fosfat tamponunda gergeklestirildi.)

Sonucgta 3 farkli tarama hiz1 ile yapilan dl¢limler iginde yiiksek akim ve en yiiksek pik

olugturan tarama hiz1 0.05 V/s olarak saptanmistir.

4.1.4. Optimum Tampon Derisiminin Belirlenmesi
pH 7.5°de 25 mM, 50 mM, 75 mM ve 100 mM derisimlerdeki fosfat tamponlari
kullanilarak tampon derisim optimizasyonu gerceklestirildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Tampon derisiminin biyosensdr cevabi lizerine etkisini gdsteren Lineer Sweep gdsterimi
(Olgiimler pH 7.5 , %2.5 Glutaraldehit, 0.05 V/s tarama hiz1, 35°C’da gerceklestirildi.)
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Sekil 4.6. Tampon derisiminin biyosensor cevabina etkisi

Sekil 4.5°deki egrilere ait maksimum 6l¢lim degerleri, tampon derisimine kars1 grafiksel
olarak gosterildiginde (Sekil 4.6) maksimum degerin 50 mM fosfat tamponu derisiminde oldugu

saptanmistir.
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4.1.5 Optimum sicaklik degerinin belirlenmesi

Olgiimlerde kullanlacak optimum sicakliginin belirlenmesine yonelik ¢alismalarda
10°C — 55°C araliginda biyosensor ile oOlglimler alinarak akim farki degerleri

Olctlmiistiir. (Sekil 4.7)

80

Akim Farki (pA)

Potansiyel (V)

Sekil 4.7. Biyosensor igin optimum sicaklik dlglimlerinin yapildigi Lineer sweep goriintiisii.
(Olgiimler pH 7.5, 50 mM fosfat tamponunda, %2.5 Glutaraldehit varliginda 0.05 V/s tarama hiz1 ile
yapilmusgtir.)

60
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Sekil 4.8. Biyosensor i¢in optimum sicaklik grafigi.
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Sekil 4.7°deki egrilere ait maksimum Ol¢iim degerleri, sicaklik degerlerine karsi
grafiksel olarak gosterildiginde (Sekil 4.8) maksimum degerin 35°C oldugu

saptanmigtir.

4.2. Biyosensorde Biyoaktif Tabakanin Optimizasyonu

Baglangic olarak 6l¢iim kosullari, daha onceden yapilmis olan caligmalar goz
Oniine alinarak gerceklestirildi. Optimizasyon ¢alismalarindan elde ettigimiz; pH 7.5, 50
mM fosfat tamponu, 35°C ve 0.05V/s tarama hiz1 ve her deney i¢in 80 mg/dL derisime
sahip glukoz cozeltisi kullanildi. Biyoaktif tabakayi olusturan sigir serum albumini,
jelatin ve glutaraldehit degerleri saptandik¢a uygun olan o degerler kullanilmaya

baslandi.

4.2.1. Sigir Serum Albumin Derisiminin Optimizasyonu

Farkli BSA miktarlarina sahip enzim cozeltileri kullanilarak hazirlanan 5 farkli sigir
serum albumin-jelatin/glukoz oksidaz-peroksidaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile

yapilan denemelerde alinan cevaplar Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9. BSA derigiminin biyosensor cevabi iizerine etkisini gosteren Lineer Sweep gosterimi
(Olgiimler pH 7.5, 0.05 V/s tarama hiz1, 35°C sicaklik, %2.5 Glutaraldehit ve 50 mM Fosfat tamponunda
gerceklestirildi.)
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Sekil 4.10 Sigir serum albumin miktarlarindaki degisimin biyosensor cevabina etkisi

Sekil 4.9’dan elde edilen degerler Sekil 4.10°da yerine konuldugunda yiiksek akim

farkina sahip s1g1r serum albumin derigiminin 0.030 gr oldugu saptanmustir.
4.2.2. Glutaraldehit Derisiminin Optimizasyonu

Glukoz tayinine yonelik hazirlanan enzimatik biyosensorde, ¢apraz baglayici olarak
kullanilan farkli derisimlerdeki glutaraldehitin biyosensor cevabi iizerine etkileri

incelenmis ve deneysel sonuglar sekil 4.11°de gosterilmistir.

] _— o /

304 %2 Glutaraldehit //
%3.5 Glutaraldehi

254 %1.5 Glutraldehit

20

Akim Farki (pA)

T
0.90 095 1.00 105

Potansiyel (V)

Sekil 4.11. Glutaraldehit derisiminin biyosensor cevabi {lizerine etkisini gdsteren lineer sweep gosterimi

(Olgiimler pH 7.5, 0.05 V/s tarama hizi, 35°C sicaklik ve 50 mM Fosfat tamponunda gergeklestirildi.)
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Sekil 4.12. Glutaraldehitin yiizdesinin biyosensor cevabina etkisi

Sekil 4.11°den elde edilen degerler Sekil 4.12°de yerine konuldugunda yiiksek
akim farkina sahip derisimin % 2.5’lik glutaraldehit oldugu saptanmastir.

4.2.3. Jelatin Derisiminin Optimizasyonu

Farkli jelatin miktarlarina sahip enzim c¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan 5 farkl

biyosensor ile yapilan denemelerde alinan cevaplar Sekil 4.13’de verilmistir.
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40 0.45 gr Jelatin
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154

-
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Potansiyel (V)

Sekil 4.13. Jelatin derisiminin biyosensor cevabi ilizerine etkisini gosteren Lineer Sweep
gosterimi (Olgiimler pH 7.5, 0.05 V/s tarama hiz1, 35°C sicaklik ve 50 mM Fosfat tamponunda
gerceklestirildi.)
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Sekil 4.14. Jelatin miktarmin biyosensor cevabina etkisi

Sekil 4.13’ten elde edilen degerler Sekil 4.14°te yerine konuldugunda yiiksek akim

farkina sahip jelatin derisiminin 0.45 gr oldugu saptanmustir.
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4.3. Glukoz Ol¢iimii I¢in Hazirlanan Modifiye Biyosensoriin Analitik

Karakterizasyonu

Biyosensor, Au elektrot ucuna 0.030 gr BSA, 0.45 gr jelatin ve %2.5
glutaraldehit’in immobilizasyonu ile hazirland1. Olgiimler 0.05 V/s tarama hizinda,

35°C sicaklik, pH 7.5 ve 50 mM fosfat tampon igerisinde alindu.

4.3.1. Glukoz tayini icin dogrusal aralik
Derisimi 0.1, 0.5, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100, 125, 200, 250, 350, 400, 500, 1000
mg/dL olacak sekilde hazirlanan glukoz ¢6zeltileri icin dl¢limler alindi. Sonuglar Sekil

4.15 ve Sekil 4.16°da gosterilmistir.
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Sekil 4.15 5-1000 mg/dL araligindaki glukoz derisimlerinde dogrusal tayin aralig
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Sekil 4.16. 5-400 mg/dL araligindaki glukoz derisimlerinde tayin aralig.

Sekil 4.15 ve Sekil 4.16°da gosterildigi sekilde dl¢timler 5-400 mg/dL glukoz
derisim araliginda, glukoz derisimine bagli olarak dogrusal artis gostermistir (R*:

0.9969).

4.3.2. Raf 6mriiniin belirlenmesi

Hazirlanan biyosensoriin raf Omriiniin belirlenmesi amaciyla Bolim 3.2.3.2°de
anlatilan islemler uygulanarak elde edilen degerler grafige gecirilmistir. Biyosensoriin
raf Omriinii belirlemek amaciyla yapilan deneylerde elektrot +4 °C’ da buzdolabinda

muhafaza edildi.
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Sekil 4.17. Biyosensoriin raf émrii (Olgiimler pH 7.5, 0.05 V/s tarama hiz1, 35°C sicaklik ve 50 mM
Fosfat tamponunda gergeklestirildi.)

40 giin boyunca yapilan dlgiimler sonucunda immobilize enzim aktivitesinin %

72.2 oraninda korundugu saptanmistir (Sekil 4.17).

4.3.3. Biyosensorde Olciim Tekrarlanabilirligi

Bu ¢alismada hazirlanan glukoz biyosensoriiniin 6l¢iim tekrarlanabilirligi incelendi.
Olgiim hiicresi icerisine 80 mg/dL glukoz ¢ozeltisinden 50’ser pL eklemeler yapilarak
ve ayni standart egri kullanilmak sarti ile 6lgtimler alindi. 13 kez tekrar edilen 6l¢iimlere
ait ortalama deger (X), standart sapma (S.S) ve varyasyon katsayis1 (% V.K.) Tablo

4.1°de verilmistir. Cizelgeye ait Lineer Sweep gosterimi Sekil 4.18’de gosterilmektedir.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde biyosensér ile aliman yanitlarin

tekrarlanabilirliginin oldukca ytiksek oldugu belirlendi.

Tablo 4.3.3. Biyosensoriin tekrarlanabilirlik ¢izelgesi
Deneme | 1 2 |3 |4 |5 6 7 18 9 |10 11 12 13 T S.S VK
Sayisi

(%)

Bulunan | 80 | 80 | 80 | 80 | 80,2 | 80,3 | 80 | 79,9 | 80 | 80,1 | 79,9 | 79,8 | 79,9 | 80,00 | 0,1320 | 0.165
glukoz
derisimi
(mg/dL)
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Sekil 4.18. BSA-Jelatin/glukoz oksidaz- peroksidaz /glutaraldehit modifiye biyosensore iliskin
tekrarlanabilirlik i¢in Lineer Sweep gosterimi (Olgiimler pH 7.5, 0.05 V/s tarama hiz1, 35°C , 50 mM
Fosfat tamponunda ve 80 mg/dL glukoz ¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirildi.)

4.3.4 Serumda glukoz analizi

Hazirlanan Au/BSA-jelatin/glukoz oksidaz-peroksidaz /glutaraldehit modifiye
glukoz biyosensér ile serumda glukoz tayini yapildi. Ornek olarak Balcali Hastanesi
merkez laboratuvarda islemleri bitmis hiperglisemik ve normoglisemik serumlar
kullanildi. Hiperglisemik serum (n=20), normoglisemik serum (n=20) olmak {izere
toplamda n=40 olacak sekilde oOl¢lim sonucglart standart grafik yardimiyla
degerlendirildi. Olgiimler; 0.9 V’ta, 35°C, 50 mM pH 7,5 fosfat tamponunda
gergeklestirildi. Ayrica ayni 6rnekler Randox Gluc PAP GL2623 kiti kullanilarak da
degerlendirildi ve sonuglar merkez laboratuvar sonuglartyla beraber Tablo 4.2 ve Tablo

4.3’de verilmistir.
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Tablo 4.2. Normoglisemik serum 6rneklerinde biyosensor sonuglarinin diger yontemlerle kryaslanmasi

Hasta adi soyadi Merkez laboratuvar GLUC-PAP Biyosensor sonuglart mg/dL
sonuglart mg/dL (GL2623) sonuglar1
(mg/dL)

1-A.D 84 83.5 80.5
2-FM 92 94 94

3-A.S 93 94 92
4-B.C 91 93 95
5-H.Y 91 87 86
6-M.A 87 91 93
7-M.U 87 89 88
8-M.G 91 94 96
9-M.D 90 90 93.5
10-N.M 85 83 86
11-E.D 98 101 101.5
12-M.D 82 84 85
13-M.K 96 97 98.5
14-1.K 92 91.7 96
15-E.G 98 101.5 98
16-A.0 101 114 110
17-D.K 102 104 103
18-M.K 79 88 85
19-L.O 87 84 84
20-A.E 91 88 90.8

Tablo 4.3. Hiperglisemik serum 6rneklerinde biyosensor sonuglarinin diger yontemlerle kiyaslanmasi

Hasta ad1 soyad: | Merkez GLUC-PAP (GL2623) Biyosensor sonuglar1 (mg/dL)
lab.verileri(mg/dL) sonuglar1 (mg/dL)
1-H.A 113 104 123
2-1.K 131 124 127
3-D.B 246 242 238
4-D.S 167 158 162
5-UB 123 118 113
6-F.K 111 105 120
7-A.S 185 176 180
8-A.B 161 154 152
9-A.0 257 251 256
10-E.D 127 136 134
11-F.§ 165 167 172
12-N.U 109 111 107
13-M.C 132 131 134
14M.G 137 141 145
15-S.A 289 283 276
16-M.S 149 152 156
17-S.S 117 123 127
18-H.G 121 130 135
19-S.0 160 152 150
20-1.D 108 102 104
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Merkez laboratuvar, Randox Gluc PAP kit ve biyosensor caligmalarina ait ROC

egrileri Sekil 4.19, Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de verilmistir.

ROC Cuarve
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Sekil 4.19. Merkez laboratuvar verileri igin ROC egrisi ( Egri altinda kalan alan 1,000 )

ROC Curve

Py
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Sekil 4.20. Biyosensor verileri icin ROC egrisi ( Egri altinda kalan alan 1,000)
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ROC Curve
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Sekil 4.21. Spektrotometrik yontem verileri i¢in ROC egrisi (Egri altinda kalan alan ,984 )

Merkez laboratuvar i¢in ROC egrisi (Sekil 4.19), biyosensor verileri icin ROC
egrisi (Sekil 4.20) ve spektrofotometrik verilerin ROC egrisi (Sekil 4.21) altinda kalan
alanlara bakildiginda; biyosensor ve merkez laboratuvar verilerinin ‘.90-1.00° olan
miikemmel aralikta oldugu goriilmektedir. Spektrofotometrik yontemin ROC egrisi
altinda kalan alan, biyosensor ve merkez laboratuvar ROC analizi alanlarindan daha az
oldugu gozlenmektedir. Bu 3 yontem ic¢in ¢izilen ROC egrileri birbirleriyle
kiyaslandiginda (Sekil 4.22) altin standart yonteme uygunluk agisindan tasarladigimiz

biyosensoriin daha uyumlu oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.22. Spektrofotometre, merkez laboratuvar ve biyosensor sonuglari igin ROC egrilerinin

kiyaslanmast
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5. TARTISMA

Fizikokimyasal doniistliriiciiler veya doniistiirici mikrosistemler ile biyolojik
yapilar1 birlestiren analitik cihazlar olan biyosensdrlerin; “biyo” kismi 6zgiil oldugu
hedef analiti tanir ve “sensor” kismina sinyal (elektriksel, optik vb. gibi) olarak iletilir.
Biyosensorler genel olarak biyoreseptor denilen, hedef molekiiliin yakalandigi biyolojik
baglanma bdlgesi ve bu baglanma sonucu olusan degisimi ileten iletici (transducer) ve
sinyal doniistiiriicii kisimlardan olusur. Biyosensorler basitlikleri, yiiksek duyarliliklar:
ve ger¢ek zamanli analizlere uygulanabilirlikleri nedeniyle saglikta, cevresel
analizlerde, askeri sahada, gida, ila¢ iiretimi ve kimya endiistrileri olmak {izere bir¢ok
alanda kullanilmaktadir. Biyoreseptdr olarak enzim, antikor, organel gibi bircok
biyomolekiil kullanilabilmektedir. Bu tez kapsaminda biyomolekiil olarak Glukoz
oksidaz (GOD) ve Peroksidaz (POD) enzimi kullanilmistir. Bu tiir biyosensorlerin
temelindeki ilke bir¢cok kimyasal tepkimenin iyon ya da elektronlari iiretmesi ya da
tilketmesidir. Enzimler kimyasal tepkimelere katildiklarinda proton, elektron, 151k ve 1s1
gibi birgok Olgiilebilir tepkime {riinii olusturduklarindan, biyoreseptor olarak siklikla
kullanilmaktadir. Enzim temelli biyosensorlerin c¢ogunda elektrokimyasal esaslh
ileticiler kullanilir. Bu ileticiler ile amperometri ilkesine gore Ol¢iim alinabildiginden
ozellikle amperometride oksidorediiktaz sinifi enzimler yaygin olarak kullanilir. Glukoz
derisimini saptamak icin genel olarak elektrokimyasal biyosensdrler kullanilir. Bu
durumda ¢dzeltinin elektriksel 6zelliklerinde degisimler meydana gelir ve bu degisimler
Ol¢iilerek parametre olarak kullanilir.

Glukoz izlemi, sanayi ve biyosensor arastirmalarindaki en karmasik konulardan
biridir. Son zamanlarda ticari, tek kullanimlik ve tasinabilir glukoz biyosensorleri bircok
aragtirmaci tarafindan gelistirilmis ve diinya pazarina sunulmustur. Glukoz, diyabet gibi
baz1 hastaliklarin tanisinin yani sira gida endiistrisinde de tayini yapilan analitlerden
biridir. Glukoz tayini, HPLC ve gaz-sivi kromotografisi gibi cihazlarla yapilmasina
ragmen glukoz biyosensorleri daha ucuz, hizli ve kolay tayin imkam sunar. Ozellikle
diyabetli hastalarin kan sekeri seviyesinin hizli ve gilivenilir bir sekilde Slgiilmesi i¢in
glukoz biyosensorlerinden faydalanilir. Diinya {izerinde 1980 yilinda diyabet olan insan
sayis1t 108 milyon iken 2014’te 422 milyona c¢ikmustir. 2012°de diyabetli 1.5 milyon
insanin dogrudan Oliimiine dolayli olarak da 2.2 milyon hastanin kan glukoz

diizeyindeki artis sebebiyle 6ldiigii rapor edilmistir. Bu nedenle glukoz derisiminin daha
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kisa siirede, daha az maliyetle daha dogru Ol¢iim yapan sistemlerin gelistirilmesi
oldukc¢a onemlidir.

Bu tez kapsaminda kan glukoz derigimlerinin daha hizli ve daha ucuz Sl¢limiine
olanak saglayan Au/BSA-jelatin/GOD modifiye biyosensor gelistirildi. Bu
biyosensoriin  calisma kosullar1  ve biyoaktif tabakanin optimizasyonu ve
karakterizasyon caligmalar1 yapildi. Calisma kosullarinin optimizasyonunda oncelikle
tarama hiz1 ile ¢alisma aralig1 belirlenerek optimum pH, sicaklik ve tampon derigimleri
bulundu.

Deney kosullar1 protein yapisindaki enzimlerin katalitik aktiviteleri i¢in ¢ok 6nemlidir.
Enzimlerin katalitik aktivitelerini etkileyen en Onemli kosullardan birisi ortamin pH
degeridir. Bundan dolay1 immobilizasyon sonrasinda pH, aktivite iliskisindeki degisimler,
enzim proteinin yapi-fonksiyon iligkisini anlamak ve biyosensoriin optimum ¢alisma
kosullarini belirlemek agisindan 6nemlidir. Optimum pH degerini belirlemek icin deney
ortaminin pH’s1; asetik asit tamponu ile pH 5, 5.5, 6, 6.5, sodyum fosfat tamponu ile pH
7, 1.5, 8.0 ve glisin-NaOH tamponu ile pH 8.5, 9, 9.5 olacak sekilde degistirilerek
Olgtimler alindi. Yapilan 6l¢iimler sonucunda maksimum 6l¢tiim degeri pH 7.5’de fosfat
tamponu ile gdzlenmistir. Diger taraftan glukoz oksidaz enziminin optimum pH
degerinin Wilson ve Walker, Voet ve Voet’e gore pH 5-9 arasinda, Kalisz ve ark. ve
Eriksson ve ark.’a gore pH 5-7.5 arasinda ve Sukhacheva’a gore pH 6-8.6 arasinda
oldugu bildirilmektedir. Bizim buldugumuz pH 7.5 degerinin tiim bu caligmalarda
bulunan degerler aralifinda olmasi biyosensor ¢alismalari sirasinda enzimin optimum
pH degerinde c¢alistiginin ve pH degerine baghh herhangi bir aktivite kaybi
gostermediginin kanitidir.

Optimum sicakligin belirlemesine yonelik yapilan ¢aligmalarda deney ortami 10°C -
55°C arasinda 5’er derece arttirillarak Olglimler alindi. Yapilan calismalar sonucunda
sicaklik ve enzim aktivitesi arasindaki grafikten optimum sicaklik 35°C olarak bulunmustir
(Sekil 4.7 ve Sekil 4.8). Literatiire bakildiginda farkli kaynaklardan elde edilen glukoz
oksidaz enzimi i¢in 25-35°C araliginda (Sukhacheva ve ark..,2004) bildirilmistir.

Optimum tampon derisimini belirlemek i¢in dl¢timler pH 7.5°de derisimi 25 mM, 50
mM, 100 mM ve 150 mM olmak iizere 4 farkli fosfat tamponunda ¢alisild1 (Sekil 4.5 ve
Sekil 4.6).
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Sekil 5.1. Farkli fosfat tampon derisimlerine bagli olarak gergeklesen cevap akimlari

Yapilan deneyler sonucunda pH 7.5’de ve fosfat tamponu kullanilarak yapilan
Ol¢iimlerde maksimum degere ulasildigi ve iyon siddetinin enzim aktivitesi lizerinde
minimum etkili oldugu gozlenmistir. Sonuglar literatiir ile uyumludur. Diger taraftan bu
yontemin degisik glukoz derisimlerini belirlemek amaciyla yapildigi goz Oniine
alindiginda normoglisemik bir 6rnegin (80 mg/dL) altinda ve iistiinde yapilan
Ol¢iimlerde glukoz derisiminden kaynaklanan bir etkinin goézlenmedigi ve tiim
derisimler i¢in dogrusal bir sonug grafigi elde edildigi gosterilmistir ( R*: 0.9967) (Sekil
5.1).

Pek ¢ok endiistriyel, analitik ve klinik proseslerde enzimler, substrat ¢ozeltisi ile
karistirilirlar ve iirline donilisim gercgeklestirildikten sonra ekonomik olarak geri
kazanilamazlar. Enzimlerin sadece bir kere kullanilmalari, pahali olmalar1 nedeni ile
bliyilk masraflara neden olmaktadir. Bu nedenle immobilize edilerek defalarca
kullanilmalar1 ekonomik olarak daha makul olmaktadir. immobilizasyon buna baglh
olarak biyoaktif tabaka; biyosensorlerin kararlilig1 ve tekrar kullanimi agisindan biiyiik
avantaj saglar. Biyosensoriin biyoaktif tabakasinin optimizasyonunu degerlendirmek
amaciyla sigir serum alblimini, jelatin ve glutaraldehit kullanilarak herbirinin derisim
farklarinin enzim aktivitesine etkileri arastirildi.

Tasarladigimiz biyosensordeki biyoaktif tabakada sigir serum albiimini; hem capraz

baglayicilarla (glutaraldehit) yapilan ¢apraz bag sayisini arttirmak hem de enzimle
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yapilan capraz bag sayisini azaltarak enzimin aktivitesinin diismesinin engellenmesi
amaciyla kullanildi. BSA’in optimizasyonunda 5 farkli derisim kullanilarak elektrot
hazirlandi. En iyi biyosensor cevabi 0.030 gram BSA miktarinda elde edildi (Sekil 4.9
ve Sekil 4.10)

30
©0.015 gr BSA  =0.0226x+14.03
= R?=0.9712
20 0.030 gr BSA v =0.0218x+15.29
"/.’/_,//”/’<> R=0.9713
<15
- 0.045 gr BSA ¥ =0.0276x+20.72
R? =0.9902
10
0.030gr BSA ¥ =0:020%x+13.46
5 R? = 0.9826
y=0.021x+11.27
0 X0.00758rBSA ' 2 _ 0 gacy

0 50 100 150 200 250 300
Glukoz derigimi (mM)

Sekil 5.2. Farkli BSA derisimlerinin biyosensor cevabina etkisi

Sekil 5.2°de goriildiigii lizere BSA miktarindaki artis capraz bag sayisini
arttirdigindan dolayr optimum miktardan fazla olan BSA (0.09 gr ve 0.045 gr),
biyosensor cevabinda azalmaya neden olmustur. Optimum miktardan az olan BSA
(0.0075 ve 0.015 gr), biyoaktif tabakadaki toplam capraz bag sayisini azaltmasina
ragmen ayni zamanda enzim-jelatin, enzim-enzim, enzim-BSA arasindaki capraz bag
sayisinin da artmasina neden olur. Bu durumda enzimlerin aktif merkezlerinden
olusabilecek olasi baglanmalarin da sayis1 artar. Bu nedenle BSA miktarindaki azalma
biyosensdr cevabinin da diigmesine sebebiyet verebilir.

Degisik glukoz derisimleri kullanilarak yapilan 6lgiimlerde ise glukoz miktarinin
degisik BSA derisimlerinden etkilenmedigi ve BSA derisimi her ne olursa olsun glukoz
Olclimiinlin dogrusal sonu¢ verdigi gozlenmistir (Sekil 5.2). Sonug¢ olarak BSA’nin
enzimin aktif bolgesi lizerine herhangi bir etkisi olmadig1 sdylenebilir.

Immobilizasyonda kullanilan jelatin miktarmin biyosensdér cevabina etkisi

incelendi. Jelatin eger biyomalzeme olarak kullanilacak ise ¢apraz bagli olmak
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zorundadir. Son zamanlarda jelatin filminin ¢apraz baglar fiziksel olarak termal 1s1 ve
ultraviyole 1smlar yardimiyla olusturulmakta, kimyasal olarak ise formaldehit,
glutaraldehit gibi ¢apraz baglayict ajanlar kullanilarak elde edilmektedir. Biyosensor
calismalarinda ise termal ve mekanik kararliligmin arttirilmasi  amaciyla

immobilizasyonda genellikle ¢capraz baglayici glutaraldehit ile birlikte kullanilir."*

16
=0,0112x + 9,48
15 0,225~ 2
©0,222 ér R2 = 0,9887
Jelatin
14
13 y=0,011x + 12,41
= 00458"  p2_ 9977
212
- y =0,0116x +9,9
11 0,67gr R*=0,9917
10
9 y=0,0112x + 10,34
% 0,90 gr RZ = 0,9962
8
- :0,0086x + 8,83
1 1 2 2 X128 ’
0 50 00 50 00 50 300 X12er Ch oo

Glukoz konsatrasyonu (mM)

Sekil 5.3 Farkli jelatin miktarlarinin biyosensor cevabina etkisi

Jelatin miktar1 1.2 gr ’a yiikseltildiginde biyosensdr cevabi olarak en diisiik degerler
elde edilmistir (Sekil 5.3). Bu sonuca gore; membran kalinlagsmasi gerceklesmekte ve
oksijen ile substratin biyoaktif tabaka icerisine diflizyonun engellenmektedir. Jelatin
miktarindaki artis ile biyosensor cevabinin diismesi bu sebepten dolay1 beklenen bir
sonuctur. 0.225, 0.67 gr ve 0.9 gr jelatin kullanilarak hazirlanan biyosensoriin yaniti
0.45gr jelatinle hazirlanan biyosensore gore diisliktlir. 0.45gr jelatin ile hazirlanan
biyosensor hem daha kararli bir biyoaktif tabaka olusturmasi hem de glukoz derisim
araliginda daha mitkkemmel dogrusallik gostermesi bakimindan tercih edilmistir (R” :
0.9977) (Sekil 5.3).

Biyoaktif tabakanin c¢apraz baglayic1 ajam1 olarak kullanilan glutaraldehit
ylizdesinin biyosensor cevabina etkisi incelendi ve farkli glutaraldehit miktarlan ile
biyosensor hazirlandi (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12). Grafiklerden goriildiigii tizere farkli
derisimlerde glutaraldehit ¢ozeltisi ile hazirlanan biyosensorlerde substrat igin

dogrusalligr yiiksek grafikler elde edilmistir. Burada tercihi belirleyen faktor akim
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farklarinin yiiksekligidir. Bu acidan incelendiginde substrat icin en yiiksek akim farki %

2.5’1ik glutaraldehit derigimi ile hazirlanan biyosensorden alinmustir.

25

0 %3.5GA y=0,0136x + 8,42
R?=0,9897

0O%1.5GAy = 0,0086x + 10,41
15 R*=0,9835

%3.0 GA y = 0,0106x + 11,21
i R?=0,9822

X %2.0 GA y =0,0152x + 15,28

20

I A

2 _
5 R*=0,9972
%25 GA Y = 0,0094x +13,83
R?=0,9986
0
0 50 100 150 200 250 300

Glukoz derisimi mM

Sekil 5.4 Farkli glutaraldehit derisimlerinin biyosensor cevabina etkisi

Glutaraldehit yiizdesinin yiiksek olmasi durumunda, diisiik oldugu duruma gore
biyoaktif tabakanin daha dar gbzenekli olmasi beklenir. Bu nedenle yiiksek glutaraldehit
miktarlarinda biyosensor cevabmin diisiik olmasi beklenen bir sonugtur. Diislik
glutaraldehit yiizdesi kullanilarak hazirlanan biyosensdrde enzim-jelatin, enzim-enzim,
jelatin-jelatin, jelatin-BSA, BSA-enzim, BSA-BSA arasindaki capraz bag sayisinin
azalmasi substratin biyoaktif tabakadan kacisina olanak saglayabilir. Ayrica ¢apraz bag
sayisinin azalmast oksijenin tepkime ortamindan biyoaktif tabakaya daha kolay
diflizyonuna imkan saglayacagindan oksijen derisimiyle orantili olmasi gereken
devreden gecen akim miktarin etkiler.

Kan glukozunu belirlemeye yonelik tasarlanan modifiye biyosensore ait
karakterizasyon ¢alismalarinda; dogrusal tayin araligi, raf Omriiniin belirlenmesi,
Ol¢iimiin tekrarlanabilirlik verileri elde edildikten sonra tam kan ve serumda glukoz
tayini yapilarak istatistiksel veriler analiz edildi.

Biyosensoriin ¢esitli substrat derisimlerinde biyosensdr cevaplarini incelemek ve
glukoz standart grafiklerini belirlemek amaciyla, farkli glukoz derisimleri kullanilarak

biyosensor cevaplart belirlendi. 5-1000 mg/dL glukoz derisimi aralifinda lineer
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sonuclar elde edildi (R® : 0.9929) (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16) Yiiksek glukoz
derisimlerinde ¢ok belirgin olmasada dogrusalliktan sapmalar gozlenmistir. Bu durumda
glukoz derisim araligi 5-400 mg/dL araliginda secildiginde dogrusal grafigin daha
hassas oldugu (R* :0.9969) saptanmis olup serum analizlerinde de glukoz degeri 400
mg/dL tlizerinde bulundugunda serumun seyreltilerek Sl¢iimiin tekrarlanmasi ve ¢ikan
degerin seyreltme faktorii ile diizeltilmesi sonucuna varilmistir.

Raf Oomriinlin belirlenmesine yonelik yapan calismalarda Au elektrot iizerine sigir
serum alblimini, jelatin ve glutaraldehitle glukoz oksidaz-peroksidaz enzimi immobilize
edildi. 40 giin boyunca yapilan 6lgiimler sonucunda elektrot iizerine immobilize edilmis
enzim aktivitesi %27.8 azalmistir. 40.giinden sonraki yapilan oOl¢iimlerde standart
grafiklerindeki sapmalarindan dolay1 raf 6mrii 40 giin olarak belirlenmistir.

Olgiimiin tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda ise derisimi 80 mg/dL olan glukoz
cozeltisi ile artarda Olgiim yapildi. 13 deger icin ortalama deger (Xort): 80.00 mg/dL,
standart sapma (S.S.): 0.1320 ve varyasyon katsayist (V.K %): 0.165 olarak hesaplandi.
Varyasyon katsayisinin %5’in altinda olmasi1 anlamli kabul edilmektedir. Elde edilen
veriler degerlendirildiginde biyosensor ile aliman yanitlarin tekrarlanabilirliginin
oldukga yiiksek oldugu gozlemlenmektedir (Sekil 4.18)

Tipta kullanim alan1 yaygin olan Receiver Operating Characteric (ROC) ya da
ROC egrisi, tan1 testlerinin performanslarinin degerlendirilmesi ve karsilagtirilmasinda
olduk¢a 6nemlidir. Bu tez kapsaminda ROC analizi; biyosensor yonteminin ayirt etme
giicliniin belirlenmesi, yontem etkinliklerinin karsilastirilmast ve olusturulan prototip
sonuglarinin kalitesinin izlenmesi amaciyla kullanilmistir. ROC egrisi, tan1 koymak
amactyla kullanilan bir degiskenin degisim genisligi icinde aldigi tiim degerlerin
sirastyla kesim noktasi kabul edilmesiyle hesaplanacak duyarlilik degerlerinin, testin
yanlig pozitif oranina (1-6zgiilliik) kars1 noktalanmas ile elde edilir. ROC egrisinin
olusturulacagi koordinat sisteminde, Y ekseninde tam testinin gergek pozitif degeri
(duyarlilik), X ekseninde ise yanlis pozitif degeri (1-6zgiillik) yer alir. Her kesim
noktasindaki dogru pozitif ve yanlis pozitife karsilik gelen noktalar birlestirilerek ROC
egrisi ¢izilir( 1-7).

ROC egrisinin altinda kalan alanin biiyiikliigii, lizerinde ¢alisilan tani testinin
ayirma yeteneginin istatistiksel olarak énemini gosterir. Uzerinde ¢aligilan tami testinin
hi¢ ayirma yetenegi olmadigi durumda ROC egrisi altindaki alanin beklenen degeri
0.50°dir. Miikemmel bir test ise sifir yanlis pozitif ve sifir yanlis negatif ile alanin degeri

1.00 olacaktir. Test, bu iki degerin arasinda bir alana sahip olmalidir.
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Egri altindaki alanlarin yorumlanmasinda asagida verilen derecelendirmeler

kullanilabilir.

.90-1.00 = mikemmel

.80-.90 = iyi
.70-.80 = orta
.60-.70 = zay1f

.50-.60 = basarisiz

Serumda yapilan glukoz Sl¢iimlerinde ise glukoz oksidaz kitinin spektrofotometrik,
biyosensdr ve merkez laboratuvar verileri kiyaslanarak degerlendirme yapildi. ROC
analizleri yapildi. Merkez laboratuvar i¢cin ROC egrisi (Sekil 4.19), biyosensor verileri
icin ROC egrisi (Sekil 4.20) ve spektrofotometrik verilerin ROC egrisi (Sekil 4.21)
altinda kalan alanlara bakildiginda; biyosensér ve merkez laboratuvar verilerinin “.90-
1.00° olan miikemmel aralikta oldugu goriilmektedir. Spektrofotometrik yontemin ROC
egrisi altinda kalan alan, biyosensér ve merkez laboratuvar ROC analizi alanlarindan
daha az oldugu gozlenmektedir. Bu 3 yontem igin cizilen ROC egrileri birbirleriyle
kiyaslandiginda (Sekil 4.22) altin standart yonteme uygunluk acisindan tasarladigimiz
biyosensdriin daha uyumlu oldugu goriilmektedir.

Biitlin bu veriler 15181nda biyosensor diger 2 yonteme gore maliyet, dogruluk, hizli

sonuclar ve duyarlilik agisindan incelendiginde avantajlari;

1. Maliyet: Merkez laboratuvar ve spektrofotometrik yontemin semi mikro
caligmasinda 6rnek basina 1000 pl kit kullanilirken tasarladigimiz biyosensor ile 40
giin boyunca enzim aktivitesi korunan ve giinliik 6l¢iim alinan elektrot i¢in sadece
30 pl kit kullanilmaktadir. Bu yontemin en biiyiik avantaji maliyeti olarak kabul

edebiliriz.

2. Hazh Sonug: Merkez laboratuvar ve spektrofotometrede kan glukozunun
belirlenmesi i¢in gereken siire en az yarim saat iken biyosensor ile alinan cevap
stiresi 50 saniyedir.

3. Dogruluk: Olgiilen veya hesaplanan bir degerin gercek degere veya bu tez igin altin
standart olan merkez laboratuvar verilerine yakinligini belirten bir kavramdir.

Bilindigi iizere altin standart klinik ¢aligmalarda sik¢a kullanilan giivenilir bir 6l¢ii
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kavrami olarak yerlesmis durumdadir. Diyabet hastalarinin kan glukoz diizeylerini
izlemek icin kullandiklar1 glukometrelerdeki hata orani oldukga yiiksek iken
biyosensor, altin standart olarak kabul ettigimiz merkez laboratuvar sonuglart ile

uyumlu veriler elde edilmektedir.

. Duyarhilik: Ayni biiyiikliigiin tekrarlamal1 6l¢iim veya hesaplama sonuglarinin

birbirine yakinhigini ifade eden kavramdir. Uretilen biyosensér ile tekrarlamali

6l¢iimlerde hesaplama sonuglarinin birbirine yakinligi oldukca yiiksektir.
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6.SONUCLAR VE ONERILER

Biyosensorler temel olarak; analiz edilecek maddenin biyosensor yiizeyindeki
biyokomponentle etkilesime girmesi sonucu iletici ylizeyinde analit miktarryla orantili
bir sinyalin olusumu ve bu sinyalin Ol¢lim cihazia iletilmesi ilkesine dayanir.
Biyosensorlerde biyokomponent olarak enzimler, mikroorganizmalar, bitkisel ve
hayvansal dokular, reseptorler, antikorlar ve niikleik asitler kullanilabilir. Analiz
edilecek molekiile uygun olarak bir biyokomponent ve analitin doniistimii sonucunda
olusan elektrokimyasal, optik ya da gravimetrik sinyali elektriksel sinyale ceviren
uygun bir iletici secilmelidir. Biyosensor sistemlerinde en biiylik sorunlardan biri
biyolojik materyali en uygun sekilde immobilize etmeyi basarmaktir. Immobilizasyon
adimi1 biyolojik materyalin yasam ve kullanim siiresini akibetinde biyosensoriin
kullanim ve yasam Omriinii belirler. ideal bir immobilizasyon sisteminin segimi ile
hazirlanan biyosensor sistemlerinden son yillarda ticari alanda da genis ¢apta
yararlanilmaktadir.

Bu ¢alismada olusturulan biyosensor sisteminde Au elektrot yiizeyine glukoz oksidaz
ve peroksidaz enziminin immobilizasyonu gergeklestirilmis ve glukoz tayini yapilmstir.
Gergeklestirilen calismada biyosensor sistemini olusturmak icin glukoz oksidaz enzimi,
sigir serum albiimini, jelatin ve glutaraldehit yardimiyla elektrot yiizeyine immobilize
edilmistir (BSA-jelatin /glukoz oksidaz-peroksidaz /glutaraldehit). Olusturulan sistemle
Olctimler 0.9 V’ta amperometrik metotla yapilmistir.

Tasarlanan biyosensor i¢in optimizasyon ve karakterizasyon caligmalar1 yapilmuistir.
Calisma kosullarinin optimizasyonu amaciyla yapilan denemelerde BSA-jelatin/glukoz
oksidaz-peroksidaz /glutaraldehit glukoz biyosensorii i¢in ¢alisma tamponu olarak 35°C, pH
7,5 50 mM fosfat tamponu belirlenmistir. Biyoaktif tabakanin optimizasyonu amaciyla
yapilan denemelerde ise 0.030 gr BSA, 0.45 gr jelatin ve %2.5 glutaraldehit olarak
belirlenmistir. Tasarlanan biyosensor icin yapilan karakterizasyon ¢alismalarinda ise BSA-
jelatin /glukoz oksidaz-peroksidaz /glutaraldehit modifiye glukoz oksidaz biyosensorii igin
dogrusal tayin araligi 5-400 mg/dL bulunmustur. Biyosensoriin 6l¢iim tekrarlanabilirligi
denemelerinde Au/BSA-jelatin/glukoz oksidaz-peroksidaz /glutaraldehit modifiye glukoz
biyosensorii i¢in (n=13) 80 mg/dL glukoz derisiminde standart sapma (S.S) = £0.1320 ve %
varyasyon katsayisi (V.K) = 0.165 olarak bulunmustur.

Raf oOmrii caligmalarinda 40.giiniin sonunda yanitin %72’ye kadar korundugu,
tekrarlanabilirlik ¢aligmalarinda artarda yapilan 6lgiimler sonucunda degerlerin birbiriyle

uyumlu oldugu goriilmiistiir. Serum 6rneklerinde yapilan glukoz analizlerinde; biyosensor
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ile alinan sonuglar merkez laboratuvar ve kit ile alinan sonuglarla olusan ROC analiziyle
incelenmistir. ROC egrisi altinda kalan alanlara bakilarak biyosensor verilerinin altin
standart verilere miikemmel derece yakin oldugunu (.90-1.000) , spektrofotometrik
Olciimlerde ise alanda bir miktar azalma oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak bu yiiksek lisans tezi kapsaminda Au elektrot ile glukoz tayinine
yonelik tasarladigimiz biyosensoriin gelistirilecek glukometreler i¢in iyi bir prototip
oldugu, diger yontemlere kiyasla maliyet, hizli sonug, dogruluk ve duyarlilik
bakimindan daha avantajli oldugu ve 0Ozgiin caligmayla literatiire ©nemli katki

saglayacak veriler elde edilmistir.
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