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OZET

ZnO NANOROD TEMELLI PENISILIN BIYOSENSORU
HAZIRLANMASI

Cisem TURAN

Kimya Anabilim Dal1

Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Emine KARAKUS

Penisilin, “pensilin notatum” adli mantarin trettigi, bakteri o6ldiiriicii bir maddedir.
Hastalik yapan bakterilerin hiicre duvarini bozarak hastaligi onler. Nefrit, menenjit,
prostat ve kemik iltihabi gibi ¢cok sayida hastaligi tedavi eder.

Tez c¢alismasinda, sentezlemis oldugumuz yiizey bagimhi ve ylizey bagimsiz ZnO
nanorodlar ve kitosan kullanilmasi ile penisilinaz enziminin nanorod yiizeyine
immobilizasyonu yapilarak potansiyometrik esasl penisilin biyosensorii hazirlanmstir.

Elde edilen biyosensoriin optimum calisma kosullarini belirlemek amaci ile tampon
konsantrasyonu, tampon pH’s1 ve ortam sicaklifinin elektrot cevabi iizerine etkileri
incelenmis, enzim elektrodunun raf Omrii, tekrarlanabilirligi, tayin aralifi
belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada, hazirlanan penisilin biyosensorii ile Alfoxil adl
ticari farmasotik formiilasyonda penisilin tayini standart katma yontemi ile yapilarak
elde edilen sonug referans degeri karsilastirilmistir.

Anahtar kelimeler: Biyosensor, penisilin, penisilinaz, ¢inko oksit nanorod,
potansiyometrik, kitosan, penisilin biyosensorii

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

PREPARATION OF PENICILLIN BIOSENSOR BASED ZnO
NANOROD

Cisem TURAN

Department of Chemistry
MSec. Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Emine KARAKUS

Penicillin is a group of antibitiotics derived from Penicillium fungi. Penicillium
antibiotics were among the first drugs to be effective aganist many previously serious
diseases such as bacterial infections. It disrupts cells wall of this bacteria and prevents
diseases such as nephritis, meningitis, prostate, osteitis.

In thesis study, potentiometric-based penicillin biosensor was prepared by immobilizing
penicillinase on our synthesized surface dependent and surface independent ZnO
nanorods surfaces and chitosan.

To determine the optimum working conditions of the biosensor; examined the effect of
buffer concentration, buffer pH, and media temperature on the electrode response and
determined shelf life, repeatibility and interval of determination (designated range).
Additionally, the penisilin assay in Alfoxil was also carried out with our prepared
penisilin biosensor. The obtained results was compared refecence value.

Key words: Biosensor, penisilin, penicillinace, zinc oxide nanorod, chitosan,
potentiometric, penicillin biosensor

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

GIRIS

1.1  Literatiir Ozeti

Insan viicudunda antibiyotik ve diger ilac bilesenlerinin belirlenmesi ve izlenmesi insan
sagligi, analitik ve klinik kimya, veterinerlik, ilag ve gida sanayisi i¢in biiyiik 6nem
tasimaktadir. Penisilin konsantrasyonunu bilmek, insan viicudunda meydana gelen
biyokimyasal ve fizyolojik reaksiyonlar bakimindan Onemlidir. Penisilin gibi
antibiyotikleri belirlemek icin mikrobiyotik, kromotografik, spektrofotometrik,
florimetrik, elektrokimyasal gibi farkl teknikler vardir. Bunlar arasinda elektrokimyasal
esaslt penisilin biyosensorleri, hazirlanma maliyetinin disiik, segiciliginin yiiksek ve
uygulanabilirliginin basit olmas1 nedeniyle yaygin olarak ¢aligilmaktadir [1]. Bunlardan
amperometrik esasli penisilin biyosensorlerine literatiirde daha fazla rastlanmig
olmasina ragmen potansiyometrik esasli penisilin biyosensorleri sayisi oldukc¢a az

olmasi nedeniyle tez calismamizin 6zgiin oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

1.2 Tezin Amaci

Bu calismada, ZnO nanorod temelli ve penisinilaz enzimin elektrostatik olarak
immobilize edilmesi ile biyosensor hazirlanmasi amaglanmistir. Biyosensorlerin
optimum caligma kosullarin1 belirlemek amaci ile tampon konsantrasyonu, tampon
pH’s1, enzim miktar1 ve ortam sicakliginin elektrot cevabi lizerine etkileri incelenerek,
enzim elektrodun raf omri, tekrarlanabilirligi, duyarliligi, tayin araligi ve tayin siniri
belirlenmistir. Ayrica bu calismada, hazirlanan penisilin biyosensorii ile ticari olarak

satilan penisilin iceren ilag ile standart yontem karsilastirilmasi da amag edilmistir.



1.3  Hipotez

Tez ¢alismamizda, elektriksel, optik, fiziksel ve fotokatalist 6zelliginden dolay1 bilim
diinyasinin ilgi odagi olan, biyouyumlulugu ve toksik olmamasi nedeniyle de
biyoteknolojik aragtirmalarda tercih edilen ZnO nanorod kullanilarak hem elektriksel
sinyalin daha iyi iletilmesi hem de penisinilaz enziminin elektrot yiizeyine
immobilizasyonu saglanmistir. Ayrica, yapilan bu yontem kitosan ile gelistirilerek
analitik ozellikleri daha iyi olan bir penisilin biyosensorii gelistirilmistir. Uretilen
biyosensoriin gercek numude bozucu tiirlerin girisim etkisi olmaksizin uygulanabirligini

gosterilmistir.



BOLUM 2

ENZIMLER

Enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenen ve canli metabolizmasindaki kimyasal
reaksiyonlart hizlandiran ve higbir yan iiriin olusturmadan %100 iiriin verimi saglayan
biyolojik katalizorlerdir. Katalik RNA molekiillerinin (ribozimler) kii¢iik bir grubu
hari¢ tutuldugunda biitlin enzimler protein yapisindadir. Proteinlerin en biiyiik ve en ¢ok

Ozellesmis grubunu temsil eder [2].

Enzimler protein yapisinda olduklar1 i¢in proteinlerin tiim 6zelliklerine sahiptirler.
Enzimler biiylik molekiillii olup kolodyum zarlarindan gegemezler, 1s1 ile kolaylikla
denatiire olurlar ve ortamin asit veya alkali olusuna karsi duyarlidirlar. 0°C ile yaklasik
40°C arasinda sicaklik yiikselmesi, enzimin etki hizin1 artirir. Ancak bu sicakliklarin

tizerinde denatiirasyon goriiliir [2,3].
Genel olarak enzimlerin 6zellikleri su sekilde siralanabilir;
1. Enzimlerin biiylik ¢ogunlugu protein yapisindadir.
2. Aymn tiir reaksiyonlar enzimler tarafindan defalarca gergeklestirilebilir.
3. Bir enzim daima bir ¢esit veya ayn1 tip benzer reaksiyonlari katalizler.
4. Katalizledikleri reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diisiirtirler.
5. Enzimler gerceklesecek reaksiyonun ¢cabuk dengeye ulasmasini saglarlar.
6. Enzimler canli ortamda oldugu gibi cansiz ortamda da gorev yaparlar [4].

Canlilar1  olusturan biyomolekiiller kinetik yonden olduk¢a kararhidirlar ve
kendiliklerinden kolayca reaksiyon vermezler. Bu yiizden bir hiicrede olusabilecek olan

tiim kimyasal tepkimeler enzimler araciliiyla gerceklestirilmektedir yani kendiliginden



reaksiyonlar meydana gelmez. Enzimler protein yapisinda oldugu ve DNA tarafindan
sifrelendigi icin, bir hiicredeki tiim olaylar DNA sayesinde diizenlenip, kontrol

edilmektedir [2].

2.1 Enzimlerin Yapis1

Enzimler protein yapili biyolojik katalizorlerdir. Enzimin protein yapisinin yaninda
enzime aktiflik kazandiran gruplar vardir. Enzimin protein kismina apoenzim, protein
olmayan par¢asina kofaktor denir. Apoenzim ve kofaktoriin olusturdugu aktif yapiya da
haloenzim denir. Kofaktor arasinda metal iyonlar1 ve organik yapida olan koenzimler
yer alir. Siklikla karsilagilan metal iyonlari Zn®*,Fe** Mg**, Mn®** , koenzimler ise
NAD" , FAD" dir. Enzimler sadece bir substrata veya ayni fonksiyonlu grubu olan
substrat serisine karsi etkindir. Enzim reaksiyonlarinda yan iiriinler meydana gelmez.
Enzim molekiilii biiyiik olmasina karsin, substrat enzim molekiiliiniin her yerine degil
aktif merkez denilen 6zel bir yerine baglanir ve biyokimyasal reaksiyonlar burada
meydana gelir. Aktif merkezde substratin birlesme ylizeyine uygun amino asit dizileri
bulunmaktadir ve aktif merkez substrati baglayarak bir enzim - substrat kompleksi
meydana getirir, ardindan olusan kompleks iiriine doniistiikten sonra enzim {iriinden

ayrilir [6].

2.2 Enzimlerin Siniflandirilmasi

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

edilmistir. Enzimlerin alt1 ana siifi kisaca soyledir;

1. Oksidorediiktazlar: Redoks reaksiyonlarin1 katalizlerler. Sistematik ismin

olusturulmasinda “donor: akseptdr oksidorediiktaz” seklinde bir diizenleme yapilir.

2. Transferazlar: Metil, acil, amino, glikozil yada fosfat gibi spesifik bir gurubun bir
maddeden digerine transferini  katalizleyen enzimlerdir. Sistematik ismin

olusturulmasinda “donor: akseptdr gruptransferaz” seklinde bir diizenleme yapilir.

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

ismin olusturulmasinda “substrat gruphidrolaz” sekinde bir diizenleme yapulir.



4. Liyazlar: C-C, C-O, C-N gibi baglarin eliminasyon yoluyla yikimimi katalizler.

Sistematik ismin olusturulmasinda “substrat grupliyaz” sekinde bir diizenleme yapilir.

5. Izomerazlar: Izomerazlar bir molekiil igindeki geometrik yada yapisal yeniden
diizenlenmeyi katalizlerler. Sistematik ismin olusturulmasinda “substrat grupizomeraz”

sekinde bir diizenleme yapilir [6].

2.3 Enzimlerin Aktivitesine Etki Eden Faktorler

2.3.1 Sicakhik

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

kiyasla daha fazla etkilemektedir [7].

2.3.2pH

Enzimler pH degisimlerine duyarlidir ve kendi optimum pH araliklarinda en biiyiik
aktivite degerini gosterirler. pH etkisi enzimlerin yapilarindaki amino asitlerin ve
substratlarin yapilarindaki iyonik kisimlarin degismesinden kaynaklanir. Yiiklerdeki bu
degisiklikler substratin baglanmasin1 ve reaksiyonun gergeklesme oranini degistirir.

Farkl1 substratlarda enzim reaksiyonlarinin optimum pH" s1 farklilik gosterebilir [7].

2.3.3 Substrat Konsantrasyonu

Bir enzimin aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonun etkisini inceleyen deneysel
caligmalarin sonuglari tutarlilik gosterir. Diisiik substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon
hiz1 azalirken, yiiksek substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon hizi artar. Yiiksek
substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon hiz1 belli bir siire sonra sabitlenmeye baslar ve

sonunda asag1 yukari sabit olur [7].



2.4 Penisilinaz

Penisilinaz enzimi, penisilinin penisiloata hidrolizini katalizleyen, beta-laktamaz grubu
bir enzimdir. Aktivitesi ilk defa 1940 yilinda Abraham ve Chain tarafindan gram negatif
E.coli’den saptanmistir. Molekiiler agirlig1 yaklasik 50 kilo Dalton’dur. Penisilinazlar
beta-laktam grubu antibiyotikleri hidroliz eden ve bu antibiyotiklere diren¢ gelisimine

neden olan enzimdir (Sekil 2.1) [8].
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Sekil 2.1 Penisilinazin aktif bolgesinden penisiline karst direng olusturma

Sekil 2.1°de penisilinler, penisilinazlara karsi sterik engel olusturur. Sterik engel;
hacimce biiyiik olan radikal gruplarin kiyasal tepkime hizina denir. Penisilinazlar bu

engele kars1 direng olustururlar.

Pensilinazlar, diger beta-laktamaz grubu enzimler gibi bazi yasamsal dneme sahiptirler.
Beta-laktamazlarin en 6nemli 6zelligi mevcut antibiyotiklere diren¢ olusturmalarindan
cok, mutasyonel degisikler ile her yeni beta-laktam antibiyotige karsi da direng

gelistirebilmeleri ve siiratle yayilabilmeleridir [9].



BOLUM 3

ANTIBIiYOTIKLER

Mantar ve diger mikroorganizmalar tarafindan iiretilen mikroorganizmalarin veya baska
canlilarin gelismesini durduran ve 6ldiiren dogal ya da kimyevi maddelere ‘antibiyotik’
denir.

Antibiyotikler tipta kullanilan tiim ilaglar i¢inde ¢ok Onemli bir yer tutar. Kullanima
girmelerinden giiniimiize kadar gegen siirede bu ilaclar 6nemli gelisme gostermis, ayni
zamanda sirasinda ve sonrasinda ortaya cikan sorunlar giindeme gelmistir. Bu
sorunlarin basinda ise antibiyotiklere kars1 gelisen bakteriyel diren¢ yer almaktadir.
Antibiyotikleri ¢esitli kriterlere gore smiflandirmak miimkiindiir. Antibiyotikler,
mikroorganizmalar tizerindeki etki derecelerine, etki mekanizmalarina, kimyasal
yapilarina ve farmokinetik Ozelliklerine gore olmak iizere ¢esitli sekillerde

siniflandirirlar [10].

3.1 Beta Laktam Antibiyotikler

Molekiiliinlin antibakteriyel etkisinden sorumlu g¢ekirdek kisminda b-laktam halkasi
iceren antibiyotiklere b-laktam antibiyotikler veya kisaca b-laktamlar denir. b-laktam
halkasi biri azot, iigii karbon olan 4 {iyeli doymus bir halkadir. b-laktam antibiyotiklerin
bes grubu sunlardir:
1. Penisilinler
. Sefalosporinler

2

3. Karbapenemler
4. Monobaktamlar
5

. b-laktamaz inhibitorleri (klavamlar) [11].



3.1.1 Penisilinler

1929 yilinda Fleming bir petri kutusunda Penicillium kolonisinin c¢evresindeki
Stapylococcus aureus kolonilerinin liremesinin durdugunu goézlemis ve bu etkiyi
penisilin adin1 verdigi maddenin yaptigini bildirmistir. Elde edilen penisilin 6zellikle
gram pozitif koklara etkili oldugu goriilmustiir. Ancak kiiltiir filtratindaki penisilinin
miktar1 az ve dayaniksiz oldugundan elde edilip tedavide kullanilmamistir. 1940°da
kChain ve arkadaglar1 penisilinin dayanikli aktif seklini bol miktarda elde ederek
tedavide kullanma yolununu agmislardir. Penisilin kimyasal yapisinda tiazolidin
halkasina bagli bir beta-laktam halkast bulunur. Beta laktam halka yapisinin beta-
laktamaz enzimi gibi etkilerle degismesi sonucu penisilinin biyolojik aktivetesi yok
olur. Penisilinin kimyasal yapisindaki yan zincirlerde degismeler oldugunda beta-
laktamaza duyarliligi, antibakteriyel spektremu ve farmokolojik etkisinde farklar

gosterdigi anlasilmistir.

Benzil ve veya diger dogal penisilinlere bir¢ok organizma tiirlinden elde edilen
amidafen etkisi ile 6-aminopenisilanik asit elde edilir. Bagka yan zincirler ilavesi birgok

yar1 sentetik penisilin elde edilmistir.

Penisilinin tedavide kullanilmaya baslandigi 1940 yilindan sonraki yirmi yilda bazi
degisiklik yapili yeni penisilin bilesikleri, sonraki yirmi yili kapsayan 1960-1980
arasinda ise bir¢ok yeni penisilin elde edilmistr. Ayrica kimyasal yapisina penisiline

benzerlik gosteren baska antibiyotikler de bulunmustur.

Penisilinlerin kimyasal yapisinda beta-laktam halkasina baghi 5 tyeli bir tizalodin

halkasindan olusan 6-amino penisilanik asit ¢cekirdegi bulunur [11].
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Sekil 3.1 Penisilin Formiili

3.1.1.1 Penisilinlerin Simiflandiriimasi
Penisilinleri gram pozitif ve gram bakterilere etkileri, gram pozitif ve gram negatif
bakterilerinin meydana getirdigi beta-laktamazlara dayanikliligi gdziiniine alinarak

gruplamak miimkiindiir.

Her gruptan agizdan veya parenteral yoldan kullailan maddeler, kimyasal yapilar1 yakin
(analog) maddeler, esterleri, kompleksleri gosterilmistir. Bu maddelerin antibakteriyel

spektrumlar1 ana maddeye benzemektedir. Penisilinler dort gruba ayrilirlar:

1. Standart Penisilinler: Pensilin G, Penisilin V

2. Beta lakatamaz olusturan stafiloklara etkili olanlar: Metisilin,  nafsilin,
kloksasilin, flukloksasilin, oksasilin, dikloksasilin

3. Gram negatiflere etkili ve beta laktamazlarla harap olanlar: Aminopenisilinler,
karboksipenisilinler, asiliiredopenisilinler, amidinopenisilinler

4. Gram negatiflere etkili ve ve Gram negatif beta-laktamazlara direncli olanlar:

Temosilin [11].

3.1.1.2 Penisilin Biyosensorii ile Ilgili Yapilan Calismalar

Usman Ali ve arkadaglar1 2011 yilinda ¢inko oksit nanorodlar iizerine penisilinaz
enzimini imobilize ederek potansiyometrik penisilin biyosensorii gelistirmistir. Bu
calismada; ¢inko oksit, diisiik sicaklikta suda kimyasal biiyiime yontemi kullanilarak
altin kapli cam yiizey lizerinde biiyiitiilmiistlir. Penisilinaz 1yi siralanmis ¢inko oksit
nanorodlar tizerine elektrostatik olarak imobilize edilmistir. ZnO nanorodlar, N-5 azido
2 nitrobenziloksaksimad ile penisilinaz enzimi kullanilarak hareketsizlestirildi. Penislin
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biyosensoriiniin duyarliligi, segiciligi, stabilitesi ve tekrar {iiretilebilirligi incelenmistir.
Sensér 100 uM’dan 10 mM’dan genis logaritmik konsantrasyon araliginda
potansiyometrik cevaba sahiptir. Bu arastirma sirasinda yiiksek duyarlilik yaklasik
olarak 121 mV/decade 6lgiildii. Sensor cevabi Na”, K+1, D-glukoz, L-glukoz, iirik asit,
askorbik asit, iire, sakkaroz, laktoz, glisin, penisiloik asit, sefalosporin gibi girisim

yapan maddelerin normal konsantrasyonlarinda etkilenmemistir [1].

Thust ve arkadaslar elektrolit/ yalitkan/ yari-iletkene duyarli olan Al /p-Si /SiO, /Si3Ny
katman {izerinde penisiline duyarli potansiyometrik biyosensdr penisilinaz enzimi
tarafindan hareketsizlestirildi. Immobilizasyon, heterofonksiyonel carpraz baglayici ile
iki farkli asamada yapildi. Ilk basamakta carpraz bagli molekiiliin amin fonksiyonel
grubu SizN, yiizeyine dogrudan bagland:. ikinci ise, ¢arpraz bagl molekiiliin ikinci
reaktif grupta enzime baglandi. Bu prosediir, enzimin stabilitesini en az 250 giin devam

etmesini saglar. Duyarlilik, yaklasik 60 mV 6l¢iilmiistiir [12].

Gongalves ve arkadaslar1 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, Penisilin G, altin elektrot
ve tek tabakali sistein kullanarak penisilinaz ile immobilize edildi. Ayrica, basarili
sekilde, Michaelis-Menten enzim sabiti ile 6l¢iildli ve en alt sinir 4,5 nM’lik elde edildi

[13].

Liu ve arkadaslar1 1998 yilinda, H* iyonuna duyarli olan transistor (H-ISFET) ve
penisilin G asilaz gelistirildi. Penisilin G’nin farkli konsatrasyonlarda sensor cevap
stiresi 30 saniyedir. pH 7.0 ve 20 mM fosfat tampon ile dogrusal bir garfik elde edildi.
Kalibrasyon egrisinin araligt 0.5 ile 8 mM oldu. 20 kere tekrarlanan yapilan deneylerde
lic numune i¢in varyasyon katsayilart %5’in altinda idi. Sensoriin stabilitesi 6 ay asan
bir siireyi buldu. 40 tane miktar1 az ve ¢ok olan penisilin konsantrasyonu, korelasyon
testi icin se¢ildi. Degerler HPLC yontemi ile karsilastirildi. Korelasyon katsayist (r)
0.9944, regresyon esitligi y = 1.034X - 2083.7 olarak olgiildii. Bu ¢alismada, farkl
Ol¢iim metodlar karsilastirildi [14].
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Leszcynska ve arkadaglar1 1998 yilinda, Penisilin G biyosensorii olugturmak i¢in pH-
zar elektrot ile tridodesilamin kullanildi. Tridodesilamin bir hidrojen iyon segici
iyonofor olarak kullanildi. Elektrot enzimatik zar yiizeyine dogrudan penisilinazin
kovalent baglanmasiyla modifiye edildi. Biyosensoriin yiiksek hassasiyet ve tepki
stiresinin kisa oldugu FIA ile analiz edildi. FIA akici enjelsiyon analizidir. Datalar, her
saat 30 Oornekten alindi. FIA yontemi, penisilin G tayini i¢in basar1 oldu. Inorganik,
organik ve biyoorganik bilesikler ile hazirlanan ¢ozeltini girisim etkisi olmadigi
gozlemlendi. Biyosensor kullaniminin en 6nemli avantaji; uzun Omiirlii olmasi ve uzun
stirede istikrar gostermesidir. Bu nedenle fermentasyon biyoproseslerinin yaklagik iki ay
icerisinde ayni biyosensor araciligiyla kontrol edilebilecektir. Yiiksek duyarlilik ve
secicilikten dolay1, gercek biyoteknolojik drnekleri penisilin belirlenmesi i¢in gosterilen
method, resmi farmokolojik kaynaklarindan 6nerilen yontemlerle elde edilen veriler

karsilastirabilir analitik sonuglar verir [15].

Eppelsheim ve arkadaslart 1994 yilinda, iireaz ve penisilinaz biyosensorleri farkli
doniistiiriiciiler ile karsilastirildi. Ornek olarak; pH cam elektrotlar, makroskobik iyon
secgici elektrotlar, kalin-ince donistiiriiciilerdir. Bu sensorler icin kati fazdaki
donustiirticiilerin kullanimi, klasik referans elektrot olmaksizin potansiyel dlgtimlerin
olmast son derece onemlidir. Bu caligmalar gosteriyor ki; klasik referans elektrot
olmadan ince film tabakali sensorler onlarin farkli mod olusturduklarini gosterdi. Bu
durumun anlami tek seg¢ici elektrodun potansiyel degisiminden kaynaklanmadigi, analit
konsantrasyonundan dolay1 oldugu belirlendi. Bu 6lgiim secici olmayan bir elektrot
referans ile degismesinden degildir. Enzim sensorleri makroskopik donistiiriiciiler ve
klasik referans elektrotlar gosteriyor ki ince tabakali sensorlerle karsilastirilidiginda
ayni temel karakteristik 6zellikler gosterdi. Sensorlerin uzun vadeli stabilitesi yeterlidir.
Ureaz ve penisilinaz kalin film sensdrler oda sicakliginda iki haftalik siire zarfinda %50

ve % 75 olarak ilk yanit1 verildi [16].

Hassen ve arkdaslar1 2007 yilinda yaptiklarinda calismada, penisilin biyosensorii ile
calismiglardir. Staphylococcus aureus hastane enfeksiyonlarinin en Onde gelen
nedenlerinden biridir ve penisiline karst direngli oldugu gozlenmektedir. B-laktamaz,

penisilini hidroliz eder. Calisma 6rnekleri hastalardan toplanmistir. Bakterilerinin hizl
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yayilist klinik olarak onemlidir. Fiziksel ve elektrokimyasal teknikler bu calismaya
katki saglamiglardir. Bu makalede, halkali voltametri ve impedans spektroskopi
teknikleri kullanilmigtir. Penisilin G, silfiir grubuyla birlikte altin elektrot ile
immobilize edildi. Elektrottaki Penisilin G’nin dagilimmi ve molekiiler yapisini
incelemek i¢in mikroskop ve spektroskopi kullanildi. Biri direngli ve biri duyarli olmak
tizere iki tane S.aureus tiirii bakteri, kuvars kristal mikrobalans teknik ile gozlemlendi

[17].

Wu ve arkadaglar1 2014 yilinda yaptiklart ¢alismada penisilin biyosensorii, hematein,
iyonik sivilar ve penisilinaz kullanmiglardir. Penisilinaz, penisilini penisilinoik asite
hidroliz eder, H" iyonu agi8a cikar. Hematein amperometrik olarak pH endiikatorii
olarak kullanilir. Penisilin, 1.25 x 10" ve 7.5 x 107 calisma araliklarinda en iyl
performans gostermistir. Bu bilgilere ek olarak, hazirlanan biyosensor iyi 6zgilinliik,

yiiksek duyarlilik, kabul edelebilir stabiliteye sahip oldugu gozlendi [18].

3.1.2 Sefalosporinler

Sefalosporinler, Cephalosporicum acremonium adi verilen mantardan elde
edilmistir. Yapisal ve islevsel olarak pensilinlere ¢cok benzemektedirler, baktersisid
etkilidirler. Hiicre duvari sentezinde rolii olan PBP(penisilin baglayic1 proteinler)'leri
inhibe ederek otolitik enzimleri de aktive ederler. Sefalosporinler, bazi1 bakteriler
tarafindan Ttretilen beta-laktamaz enzimlerinin inaktive edici etkilerine karsi daha
dayaniklidirlar. Sefalosporinler birinci, ikinci, liglincii ve dordiincii kusak olarak

isimlendirilir [19].
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3.1.2.1 Birinci Kusak Sefalosporinler

Bu gruptaki ilaglardan cerrahide profilaksi i¢in ilk tercih edilen sefazolindir.
Intramiiskiiler ve intravendz yoldan uygulanmasi sonrasinda hastalar tarafindan iyi
tolere edilebilir. Yarilanma Omriiniin uzun olmasi nedeniyle 8 saatte bir uygulanir ve
tedavi maaliyetini disiirtir. Sik kullanilmasinin bir nedenide enjeksiyonun uygulandigi

bolgede daha az agr1 olusturur.

Bir bagka birinci kusak sefalosporin olan sefradin ise hem agiz yolu ile hem de

parenteral olarak kullanilabilir.

Sefadroksil en uzun etkisi bulunan, oral olarak kullanilan sefalosporindir. Antibakteriyel

spekturumu digerlerine gore nispeten azdir [19].

3.1.2.2 ikinci Kusak Sefalosporinler

Birinci kusaga gore daha uzun yarilanma siiresine sahiptirler. Bundan dolay1 dozaj
intervalleri daha uzundur ve bircok yonden ekonomik avantaj saglarlar. Mikst
infeksiyonlarinda, cerrahide profilaktik olarak ve obstetrik/jinekolojide sefoksitin
yararll bir ilagtir. Ancak bazi gram negatif bakterilere sefotetan'dan daha az etkilidir

[19].

3.1.2.3 Uciincii Kusak Sefalosporinler

B-laktamazlara daha dayanikli olan bu ilaglar Psddomas'lara ve diger Gram negatif
mikroorganizmalara daha etkili olduklar1 tespit edilmistir. Bu grupta bulunan
sefalosporinlerin bazilar1 B-laktamazlari indiiklerler ve multipl B-laktam rezistansi
olustururlar.

Hepsinin uygulanma sekli parenteraldir. Sefoperazon, seftazidim ve sefsulodin
Ps6domas'lara karsi etkilidirler. Sefotoksim, seftizoksim, seftriakson, moksalaktam,

sefpirom, sefmenoksim gibi sefalosporinlerde bu gruba girmektedirler [19].
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3.2 Antibiyotik Tayinin Onemi

Antibiyotikler giiniimiizde en sik kullanilan ilaglardan biridir. Bu yiizden tiiketimi bu
kadar yiiksek olan ilacin tayini ¢ok 6nemli bir yer tutar. Bizim c¢alismamizda da
antibiyotigin en ¢ok kullanilan ¢esidi olan pensilin kullanildi. Asagida bugiine kadar
yapilan ¢alismalarin sonuglarina gore antibiyotik kullaniminin 6nemi sayisal degerlerde

de desteklenmistir.

Antibiyotikler ABD’de kalp ilaglarindan sonra en sik kullanilan ilaglardir.
Hastahanede yatan hastalarin %25 ile % 40 aras1 antibiyotik kullanmaktadir.

Tiim ilag tiiketiminin %25°1 antibiyotiklere aittir.

s L b=

Yillik yedi milyar dolar kazang elde edilir [20].
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BOLUM 4

BiYOSENSORLER

Biyosensorler, analiz edilecek madde ile se¢imli bir sekilde etkilesime giren biyoaktif
bir bilesenin, bu madde ile etkilesimi sonucu ortaya ¢ikardig: sinyalin, ileten bir iletici
sistemle birlestirilmesi ve bu etkilesim iiriinlerinin bir 6l¢iim sistemi ile Olgiilmesi
olarak tanimlanabilir. Daha genel bir ifade ile, bir biyosensér; biyolojik bir ajanla
birlestirilmis olan fiziko-kimyasal detektdrdiir ve bu yapi istenilen iiriiniin analizi

amactyla kullanilmaktadir [21].

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

calismalarina giizel 6rnekler olusturmaktadirlar.

Sekil 4.1 Dogal ve en miikemmel biyosensorik sistemler
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Gilinlimiizde gorme, isitme gibi yeteneklerini kaybetmis kisilerin bu yeteneklerini tekrar
yerine koyacak yapay sistemler lizerinde yogun arastirmalar yapilmaktadir. Tip
alanindaki bilim adamlariyla da ortak c¢alismayr gerektiren bu aragtirmalar da
biyosensor alanina dahil edilebilirler. Bununla birlikte, bugiin biyosensdrlerden
bahsedilince ilk akla gelen daha genel ve yaygin kullanim imkani bulmus, analiz

amacina yonelik biyoanalitik sistemler olmaktadir [22].

Elektrokimyasal sensorler (elektrokimyasal algilayici sistemler) Analitik Kimya’da
olduk¢a yaygin kullanimi olan cihazlardir. Bu cihazlara [UPAC tarafindan getirilen
tanim su sekildedir: “Kimyasal bilesiklere ya da iyonlara segici ve tersinir bir sekilde
cevap veren ve konsantrasyona bagimli elektriksel sinyaller olusturan kiigiiltiilmiis
cihazlara elektrokimyasal sensorler “denir. Bu sensorler, yapilarina enzim, hiicre, doku,
antikor, DNA, vb. biyolojik maddelerin eklenmesiyle biyosensor adin1 almiglardir. Nitel
ve nicel analiz yapabilen biyosensorler, “biyo” (biyolojik kokenli) ve “sensor”
(algilayici) kelimelerinden olusmaktadir. Diger bir tanim ise; “Biri biyokimyasal, digeri
ise elektrokimyasal 6zellikte, birbiri i¢ine ge¢mis iki ¢eviriciden olusan algilayici cihaz”
olabilir. Biyokimyasal kismin gorevi analizlenecek maddeyle etkileserek onu
tanimaktir. Bu tanima olayinin sonucunda bir biyokimyasal iiriin de olusabilmektedir.
Biyosensoriin ikinci kismi olan elektrokimyasal kisim ise; bu tanima olayini okunabilir

(6lctilebilir) bir sayisal degere ¢cevirmekle gorevlidir [23].

Biyosensorlerin tarihi 5011 yillarin ortalarinda L.C. Clark’in Cincinnati hastanesinde
(Ohio, ABD) ameliyat sirasinda kanin O, miktarin1 bir elektrot ile izlemesiyle bagslar.
1962 yilinda clark ve lyons glukozoksidaz (GOD) enzimini O, elektrodu ile konbine
ederek kanin glukoz diizeyini dlgmeyi basardilar. Boylece yeni bir analitik sistem
olustu. Bu sistem bir yandan biyolojik sistemin yliksek spesifikligini (enzim) diger
taraftan ise fiziksel sistemin (elektrod) tayin duyarliligini birlestirmis ve genis

spektrumlu bir uygulama olanagi bulmustur.

Glukoz + O, — Glukono — ¢ — lakton + H,0O,
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Bir biyolojik sividaki glukoz ve ¢oziinmiis oksijen elektrod etrafindaki membrani
gecerek elektrod yiizeyine ulastiginda glukoz oksitlenerek glukonik aside dontisiir ve bu
sirada O, harcanir. Ortamdaki glukoz bittiginde O, tiiketimi durur. O, elektrodu ile
baslangictaki ve reaksiyon sonundaki ¢oziinmiis O, Olgiiliir. Aradaki fark ortamdaki
glukozun oksidasyonu i¢in harcanan O, olup buradan biyolojik sividaki glukoz miktari
hesaplanir. Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlari belirleyen sensdrler
hazirlanabilirken sisteme biyomateryalin de katilmasiyla diger bircok maddenin tayini
miimkiindiir. Boylece hazirlanan analiz sistemlerine biyosensorler adi verilir [4]. Sekil

4.2°de biyosensoriin en genel yapisi goriilmektedir.

Substrat

1.050

3

Son firiin Olgiim
alma

1 (=1}

Doniistiiriicii Go

Sekil 4.2 Biyosensoriin yapist [21].

Biyosensorlerin yiliksek spesifiklik yaninda; renkli ve bulanik ¢ozeltilerde genis bir
konsantrasyon araliginda dogrudan 6lgiime olanak saglamak gibi iistiinliikleri vardir.
Fakat reseptor olarak adlandirilan biyokomponentlerin pH, sicaklik, iyon siddeti gibi
ortam kosullarindan etkilenmesi biyosensoriin kullanim Omriinii azalttigindan bir

dezavantajdir [24].

4.1 Biyosensorlerin Yapisi ve Fonksiyonu

Bir biyosensor, biyolojik algilayici elementin seciciligi ile hedef analitin
konsantrasyonuyla orantili olarak sinyal iireten transduserin (¢evirici) kombinesinden
olusan bir cihazdir. Bu sinyal; proton konsantrasyonundaki degisimden, amonyak ve
oksijen gibi gazlarin salinmasi ya da yiikseltgenmesi, 151k emisyonu, absorbsiyon ya da
reflektans, 1s1 emisyonu, kiitle degisimi ve bunun gibi degisimlerden kaynaklanir.
Sinyal, transduser yardimiyla akim, potansiyel, sicaklik degisimi, 15181n absorbsiyonu,
ya da elektrokimyasal, termal, optik olarak ya da piezoelektrik anlamda kiitle artisiyla

Ol¢iilebilir forma doniistiiriiliir. Sinyal ayrica ileriki analizler icin gliglendirilebilir,
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islenebilir ya da depolanabilir. Prensipte herhangi bir reseptor; herhangi bir transduserle
birlestirilip isleyen bir biyosensor iiretilebilir. Biyosensorlerde, biyoaktif bilesenin tayin
edilecek madde ile etkilestiginde olusan sinyalin iletim ve Ol¢iimiinde, genel olarak,
elektrokimyasal, optik, piezoelektrik ve kalorimetrik esasli sistemler kullanilir. Sekil

4.3°de biyosensorlerin genel ¢alisma mekanizmasi goriilmektedir [22].

BiYOSENSOR

Elektrokimyasallar
= & : .
e P = Potansiyvometrik
- | ° .7 = Enzimler "]:'\1/ s Amperometrik
4 t « Doku kesitleri ]]:> = Kondiiktometrik
| > -. » Organeller Optik
4 | |
® = e Immuno ajanlar ]]:> = Fotometri =——> Sinyal
> P ‘ - Niikleik asitler | Florimetri
> . .
" e t « Mikroorganizmalar Piezoelekirik
* m v * Reseptor molekiller ﬂ::> = Kitle degisimi
» ® .‘ Kalorimetrik
¢ r .7 ]]:> = |Is1 degdisimi
L L Veri Toplama ve

Degerlendirme

Numune BIYOKOMPONENTLER TRANSDUSERLER

Sekil 4.3 Biyosensorlerin genel ¢calisma mekanizmasi

4.1.1 Biyokomponentler

Biyosensorlerin yapisinda gorev alan biyobilisenler (biyokomponentler) ¢ogu kez
biyoreseptor olarak da adlandirilir. Biyobilesenler i¢inde en yaygin kullanilana enzimler

ve antikorlardir.

Enzimler, mikroorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar ve niikleik asitler ve
biyolojik membranlar i¢ine yerlesmis kimyasal reseptorler, sensorlerde biyobilesen
(biyoreseptor) olarak kullanilirlar. Biyoreseptorler analizlenecek maddeyi doniisiime
ugratirlar ve bu doniisiime eslik eden degisimler doniistiiriicii tarafindan algilanirlar.
Yiiksek spesifiklerinden dolay1 enzimler en yaygin kullanilan reseptdrlerdir. Uygun bir
enzimin bulunmamasi veya enzimin kararsiz olmasi ve birden ¢ok sayida maddenin

tayini durumlarinda hiicre sistemleri ve tercihen mikroorganizmalar kullanilir.
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Mikroorganizmalar degisik reseptor davranislar1 gosterirler ve biyolojik oksijen

gereksinimi (BOI) toksisite ve mutajenite testlerinde basar ile kullanilmaktadirlar [22].

4.1.2 Transduserler (Doniistiiriiciiler)

Biyolojik ve biyokimyasal sinyalleri veya cevabi belirlenebilir sinyale doniistiirebilen
sistemlere doniistiiriicli denir. Bir substrat i¢in analiz edilecek maddenin aktivesi O,
tiketimiyle, H,O, olusumuyla, NADH konsantrasyonundaki degisimle, floresans,
absorbsiyon, pH degisimiyle, iletekenlik, sicaklik ya da kiitledeki degisimle

izlenebilmektedir.
Transduserler temelde dort grup altinda toplanirlar;
1. Elektrokimyasal transduserler

— Amperometrik
— Potansiyometrik
— Kondiiktometrik
2. Optik transduserler
3. Kiitle degisimini temel alan transduserler

4. Is1degisimi temel alan transduserler

4.1.3 Biyosensorlerde Analizlenebilecek Unsurlar

Analizlenecek madde ve yapilar genel olarak analit olarak adlandirilirlar.
Biyosensorlerde tayin edilebilen maddeler oOrnekleriyle birlikte Cizelge 4.1'de

verilmistir.
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Cizelge 4.1 Biyosensorde tayin edilebilen maddeler [3]

Analizi Yapilan Ornekler
Maddeler

Alanin, arginin, asporjin, aspartik asit, sistin, glutamin,
Amino asitler glutamik asit, glutation, histidin, levsin, lisin, metionin,
fenilalenin, sarkosin, serin, tayrosin, teitofan,valin

Gazlar NH3, Hz, CH4, SOQ, NO

Kofaktorler AMPT, ATP, NAD(P)H

Aminopirin, anilin, aromatik aminler, asetil kolin, kreatin,
Amidler ve aminler kreatinin, guanidin, guanosin, penisilin, spermin, {irik
asit,iire, zantin

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

Kompleks maddeler Antibiotikler, mutojenler, vitaminler

F, NO,, NO;s, PO;7, SO;7, SO,7, Hg™*, Zn"
Inorganik iyonlar

4.1.4 Biyosensorlerde Kullanilan Biyoaktif Yapilar

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

alma organi) olarak siiflandirilabilirler [27]. (Cizelge 4.2)
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Cizelge 4.2 Biyosensorlerde kullanilabilen biyoaktif bilesenler

Biyoaktif Tabaka Bilesenleri

Organlar Doku Kesitleri
(Ornegin; koku alma organi) Tim Hiicreler

Hiicre Organalleri
(Ornegin; mitokondri)

Biyomembranlar Lipozomlar

(Ornegin; resptor) Niikleik Asitler
Enzimler

Antikorlar Iyonoforlar

4.1.5 Biyosensorlerde Yararlanilan Iletim ve Ol¢iim Sistemleri

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

piezoelektrik esaslt sistemler kullanilir [27].

Cizelge 4.3 Biyosensorlerde kullanilan dl¢tim sistemleri

fletim ve Ol¢iim Sistemleri

Elektrokimyasal Esash Kalorimetri Esash
Amperometri Esasli (Elektrotlar) (Termistorler)
Potansiyometri Esasli (Elektrotlar)

Yari iletken Esasli (Transistorler)

Piezoelektrik Esash

(Piezoelektrik Kristaller)
Optik Esash

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

Biyoliiminesans Esasli (Optik Lifler)
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4.1.6 Biyosensor Cesitleri
4.1.6.1 Elektrokimyasal Sensorler

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

etkili biyosensorlere rastlanmaktadir [28].

4.1.6.2 Potansiyometrik Biyosensorler

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

sinyal/gliriiltii oran1 analitik problemlere sebep olabilmektedir [28].

4.1.6.3 Voltametrik Biyosensorler

Mikrobiyolojik reaksiyonlar, genellikle iletkenlik ve kapasitansta artma, empedansta
azalmaya sebep olmaktadir. Buna dayanarak rezistans, kapasitans, iletkenlik ya da
empedanstaki degisimin 6l¢limiinii esas alan sensorler bu grupta yer almaktadir. Klinik
orneklerdeki bakteri tespitinde, spesifik patojen tespitinde, endiistriyel mikrobiyal
proses kontroliinde bu sensorlerden faydalanilmaktadir. Modern elektroanalitik
sistemler oldukea diisiik tespit limitlerine sahip olup (10”) kiigiikk hacimde 6rneklerin
kullanilmasma (1-2pl) olanak tanimaktadir. Bununla birlikte elektrot sistemi Ol¢tim
ortamindan siirekli alinan sinyalin (online) takibine izin verir. Elektrokimyasal analiz
icin gereken malzeme, diger analitik metotlarla karsilastirildiginda ¢ok daha ucuz ve
basittir. Ayrica elektrokimyasal sensorler optik esasli sensorlere gore de bulanik
ortamda ¢alisabilme, karsilastirilabilir enstriimental duyarlilik, minyatiirlesmeye

uygunluk gibi avantajlara sahiptir [28].

4.1.6.4 Amperometrik Biyosensorler

Genel anlamda amperometri, bir potansiyeldeki akim siddetinin 6l¢limii esasina dayanir.
Amperometrik biyosensorlerde akim siddeti, calisma elektrotunda yiikseltgenen veya

indirgenen elektroaktif tiirlerin derisiminin bir fonksiyonudur. Referans elektrot olarak
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gorev yapan ikinci bir elektrot vasitasiyla akim siddetinden analiz edilecek tiirlerin
derigimlerinin belirlenmesinde yararlanilir. Elektrokimyasal reaksiyonlarda c¢ogu
analitlerin redoks esi olarak hareket edememesinden dolayr direkt olarak analiz
edilebilecek az miktarda uygulama vardir. Bu yilizden algilayici elektrot {izerinde
analitin elektrokimyasal reaksiyonu icin elektrokimyasal aktif etiketler (direkt veya
enzimatik reaksiyon sonucu iriin olarak) gereklidir. Oksijen ve H,O, elektrotlar en

popiiler olanlaridir [28].

4.1.6.5 Optik Sensorler

Optik ceviricilerin kullanildigt durumda iki genel sinif vardir. Birincisinde, 15181n
iletimindeki degisimin olgiilmesi, ikincisinde ise floresansin dlgiilmesi s6z konusudur.
Isigin iletimindeki degisimin Ol¢iilmesine dayali, optik esasli sensdrlerde, O6l¢iim
sistemi, madde derisimine bagli olarak absorbans veya luminesansta degisim gosteren
bir boya igerir veya CO2, O, veya pH degisimi gibi bir fizikokimyasal o6zellikten
faydalanilir. Bu sensorlerde en dnemli etken fiber boyunca 151k iletiminin etkinligidir.
Ikinci sinif, fiberin kendi &zeliklerindeki (intrensek) degisimleri kapsar ve arka alan
(evanescent) biyosensorler ve yiizey plazmon rezonans biyosensorler olarak iki gruba

ayrilir [28].

4.1.6.6 Termal Sensorler

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

miktardaki substrat derigiminin Sl¢iimiine (10°M) olanak tanir [28].

4.1.6.7 Kiitle Duyarh Sensorler

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

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

dayanir [28].

4.1.7 Biyosensorlerin Uygulama Alanlari

Biyosensorler tip, gida, eczacilik, ¢evre kirliligi, savunma ve bir¢cok endiistriyel
aktivitede Ozellikle otomasyon, kalite kontrolii, durum tespit ve enerji saklanmasinda
cok Onemli rol oynarlar. Bugiline kadar 180°den fazla farkli madde igin biyosensor
hazirlanmis olup bunlardan ancak 25 kadar ticari olarak iiretilmektedir. Biyosensorler

icin miimkiin uygulama alanlar1 sunlardir:

Klinik diyagnostik, biyomedikal sektor

e Proses kontrolii:
-Biyoreaktor kontrol ve analitigi
-Gida tiretim ve analizi

e Tarla tarimi, bag - bahge tarim1 ve veterinerlik

e Bakteriyal ve viral diyagnostik

e lac analizi

e Endiistriyel atik su kontrolii

e (Cevre koruma ve kirlilik kontrolii

e Maden isletmelerinde toksik gaz analizleri

e Askeri uygulamalar

Biyosensorler; gida maddeleri, metebolitler, vitaminler, antibiyotikler, ilaglar gibi
organik maddeler, bazi1 organik bilesikler yaninda enzimler, virlisler ve
mikroorganizmalarin tayininde kullanilirlar. Biyosensor gruplar1 ve kapsadiklari analiz

alanlan Cizelge 4.4’te gosterilmektedir [22].
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Cizelge 4.4 Biyosensor gruplari ve kapsadiklari analiz olanaklari

Biyosensor grubu Kapsadig1 analiz alam

Enzim Sensorleri Kiictlik molekiillii organik ve anorganik maddeler (ilaglar,

gida maddeleri, vitaminler, antibiyotikler, pestisitler

Mikrobiyal Sensorler Enzim sensorlerinin kullanildigi alanlar, biyolojik O,

gereksinimi, toksisite, mutajenite.

DNA-Sensorleri Viriisler, patojen mikroorganizmalar

Immiinosensérler Viriisler, patojen mikroorganizmalar, ksenobiyotikler

4.1.7.1 Gida Sektoriinde Biyosensor Kullanim

Gidalara yonelik kantitatif analizler baslica kalite ve gilivenlik konularina agiklik
getirmeyi hedef alir. Renk, aroma, vitamin ve kimyasal miktarlarinin yaninda zararl
mikroorganizmalarin, toksinlerin, alerjenlerin gidaya etkisine dikkat edilmelidir.
Biyosensorler, gida analizlerinde besinin dogal bilesenlerinin, ortama karigsan
maddelerin izin verilen sinirlar i¢inde olup olmadiginin belirlenmesinde biiyliik 6nem
tasir. Gida analizlerinde dogal 6rneklerin, hammadelerin, islem basamaklarinin, mamiil
tirtinlerinin, tastma adimlarinda dogal bilesenlerin bozumu, mikrobiyal kontaminasyon
ve bunu Onlemek icin kullanilan katki maddelerinin tayini Onemlidir. Bunlarin
tayinlerinde HPLC ve gaz kromatografisi duyarli analiz imkani saglamasina ragmen
bunlar ¢ok masrafli yontemlerdir. Immunoassay teknikleri ise zaman alici olmalar,
Ol¢iim  sistemiyle dogrudan baglantili  olmamalar1 ve laboratuar ortami
gereksinimlerinden dolay1 gida sektoriinde kullanigli degildirler. Bu olumsuzluklarin
yaninda, biyosensor teknolojisi, gida analizlerinde biiyiik alternatifler saglamaktadir.
Ancak gida sektoril i¢in, ticari olarak pazarlanabilir biyosensorlerin sayist ¢ok azdir.

Bunlar, glukoz, L-laktat, galaktoz ve alkol tayinine yonelik biyosensorlerdir.

Sekerlerin meyve ve sebzelerde, siit ve bal gibi iirlinlerde, kola, sarap, meyve sularinda
tiretim ve fermentasyon islemlerini tayinleri 6nemlidir. Bu islemlerin, duyarli, pratik,
ekonomik ve kisa siirede gerceklesmesi icin c¢esitli biyosensorler gelistirilmistir. Bu
biyosensorlerin bliylik kismi, hidrojen peroksit veya oksijen duyarli amperometrik

sensOrleri esas alan enzim elektrotlaridir.
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Pestisit atiklarinin belirlenmesinde 6zellikle organofosfat pestisitlerinin inhibitor olarak
etki ettigi asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzimlerinin immobilizasyonuyla

hazirlanan biyosensorlerden yararlanilir.

Gidalarda tazelik kontrolii, meyvelerde alkol; yaglarda aldehit ve baliklarda histamin
tayiniyle yapilir. Gidalarda alkol tayini, alkollii iceceklerin olgunlagma islemlerinin
izlenmesi ile 6nem kazanir. Alkol tayininde daha ¢ok alkol oksidaz immobilize edilmis

amperometrik esasli enzim sensorleri kullanilir.

4.1.7.2 Savunma Sektoriinde Biyosensor Kullanimi

Kimyasal ve biyolojik silahlar, insan yasamina yanlig yansiyan uygulamalardan biridir.
Cok sik1 denetim altinda olmalarina ragmen kimyasal ve biyolojik silahlarin tehlikeleri
her zaman siirmektedir. Sentetik kimyasallar, bitki, hayvan ve mikroorganizma kaynakli

toksinler, bakteri ve viriisler biyolojik silahlarin ana materyallerdir.

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

modifiye altin elektrotu gelistirilmistir.

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

hazirlanmasinda immunojenik ilkeleri 6n plana ¢ikarmaktadir.
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4.1.7.3 Cevresel Olciimlerde Biyosensér Kullanim

Cevresel oOl¢iimler insan sagligi ve ekosistemin korunmasi agisindan 6nemlidir. Hava,
su, toprak kirliligi 6l¢timleri, endiistriyel ve tarimsal atik kontrolii ve aritma etkinliginin

saptanmasi gibi alanlarda kullanilirlar.

Biyosensor hazirlanmasinda, aktif biyolojik materyalin, kararliligim1 koruyarak
immobilize edilmesi gerekir. Bu nedenle genellikler jelde tutuklama yontemi kullanilir.
Biyomateryal olarak, uzun yasam siireleri, ucuz ve kararli olmalari, pH ve sicaklik gibi
dis etkenleri tolere etme Ozelliklerinden dolayr mikroorganizmalar; enzimlere ve

antikorlara gore daha kullanighdirlar.

Biyokimyasal oksijen istemi (BOD) atik sularda organik kirliligin 6l¢iisiidiir ve 6l¢iim
genellikle 5 giin siirmektedir. BOD sensorleri genellikle oksijen elektrodu yiizeyinde
tutturulmus immobilize mikroorganizma membranindan olusur. Kirlilik kaynagi
emiisyon derecelerinin ve atmosfer kirliliginin 6l¢iimii i¢in, mikrobiyal esasli CO,, NO,,
NHj3, CH4, SO, gibi gaz temelli bircok biyosensor gelistirilmistir. Sensdr iizerine enzim
immobilizasyonu ile siirekli bir ol¢lim sistemi olusturabilir ve ¢evresel numunelerde

toksik madde tayini yapilabilir.

4.1.7.4 Tibbi Alanda Biyosensor Kullanim

Biyosensorlerin  tibbi analitik sistemlere istiin gelmesinin nedeni, spesifik bir
metabolitin veya tedavide kullanilan ilacin miktarmin kisa bir siirede tayin

edilebilmesidir. Kisa siireli tayin gerektiren bazi hastaliklar;

e Yogun bakim iinitelerinde ve cerrahi girisimlerde hizli1 doz ayarlamak i¢in ilacin

kan konsantrasyonunun hizli tespiti
e Prematiire cocuklarin bakim ve takibi

e Implante problarin yerlestirilmesi sirasinda, ilacin kanda uzun = siireli

konsantrasyonunun tayini

e Hemodiyaliz
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e Yapay pankreas

e Canliya transplante edilmeden organlarin canliligini korumak ve islevlerini

degerlendirmek {izere organin prezervasyonu

Enzim ve elektrot yiizeyi arasinda elektrodlarin gidis gelisini saglayan elektron transfer
mediatorlerin kullanilmasiyla enzimatik redoks islevini elektrotla birlestiren yaklagim
en basarili enzim elektrotlardir. Mediatorler, oksijenden daha kolay rediiklenebilen
bilesiklerdir. Bunlar oksijenden bagimsiz olarak calisma imkani sunarlar ve numune

¢ozeltisinde ¢oziiniir halde ve elektrot yiizeyinde immobilize edilerek bulunabilirler.

Giliniimiizde en basarili mediatorle birlikte kullanilan enzim elektrodu, diyabet teshisi
icin kan ve idrarda glukoz tayinini miimkiin kilan amperometrik glukoz biyosensoriidiir.
Glukoz biyosensoriinde, bir biyolojik sividaki glukoz ve ¢oziinmiis oksijen, elektrod
etrafindaki membran1 gegerek elektrod ylizeyine ulagtiginda glukoz oksitlenerek
glukonik aside doniisiir ve bu sirada O, harcanir. Ortamdaki glukoz bittiginde O,
tiketimi durur. O, elektrodu ile baglangictaki ve reaksiyon sonundaki ¢oziinmiis O,
Ol¢iiliir. Aradaki fark ortamdaki glukozun oksidasyonu i¢in harcanan O, olup buradan

biyolojik sividaki glukoz miktar1 hesaplanir.

Insan viicuduna yerlestirilen biyosensdrler sayesinde, biyolojik sivilar viicut disina
alinmadan ve tiiketilmeden analiz edilebilmektedir. In vivo Olgiimlerde, beyin veya
diger dokularda siirekli analiz ve izleme yapilabilen, enzimlerin degistirilebildigi ve bu
sayede farkl1 maddelerin de analizine imkan veren igne tip mikrodiyaliz biyosensorleri
de son yillarin ilging drneklerindendir. ilaglarin, viicuttaki diizeylerinin ayarlanmast,
kotli amacla kullaniminin engellenmesi ve uyusturucu ile miicadele i¢in biyosensor

caligmalar1 yapilmaktadir.

4.1.8 Enzim Sensorleri

En genel anlamda bakildiginda bir enzim sensorii, iletici, ince bir enzim tabakasi ve

Olciim kombinasyonundan olusmaktadir. Diger biyosensorlerden tek fark biyoaktif
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tabakada biyomolekiil olarak enzimler bulunmaktadir. Sekil 4.4’te bir enzim sensoriiniin

genel sematik gdsterimi verilmektedir.

B —s
e,
A 0g®

Sekil 4.4 Bir enzim sensoriiniin genel sematik gosterimi (A : Analizlenecek madde, B :
immobilize enzim tabakasi, C : iletici ve D : Olg¢iim sistemi).

Bir enzim elektrodunda enzimi igeren biyoaktif tabaka, enzimin katalizledigi tepkimeye
uygun bir iletim ve Ol¢iim sisteminin uzantisi olan bir iletici ile birlestirilmektedir.
Iletim sistemi biyoaktif tabakada gerceklesen enzimatik tepkime sonucu olusan iiriiniin
miktarindaki artis1 tespit edebilecek sekilde seg¢ilmelidir. Biyoaktif tabakadaki ve
biyoaktif tabaka iletici ara ylizeyindeki derisimlerin hizli bir sekilde dengeye
ulagabilmesi i¢in difiizyon engelini en aza indirmek amaciyla biyoaktif tabaka
kalinliginin miimkiin oldugunca ince olmasi1 gerekmektedir. Bunun yani sira biyoaktif
tabakada sabit bir substrat derisimi saglayabilmek i¢in dlgme ¢ozeltisinin yeterli bir
sekilde karistirilmas1 gerekmektedir. Iletici sistemin 6lgme sistemine gdnderdigi sinyal
biyoaktif tabaka ile iletici ara yiizeyindeki derigimlerdeki degisiklige baghdir. Ancak
s0z konusu derigimler denge halinde 6l¢me ¢o6zeltisindeki derigimlerle orantili oldugu

i¢cin ¢cogu zaman kalibrasyon grafigi ¢izilerek sonuca varilir [29].
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Sekil 4.5’te goriildiigi gibi sistemin 6zelligine bagl olarak yiikseltici, mikroislemeci,

dijital goriintiileyici gibi kisimlar sistem i¢inde yer alabilirler.

SO0 =P (1.53)

Q0 Biyokatolizor
L) Tletici

mo Yiikseltici
20 Mikroislemci
m Gosterge

Sekil 4.5 Bir biyosensdr sisteminde bulunan bilesenler.

Bir enzim sensoriiniin ¢aligma ilkesi, enzim veya enzimlerin immobilize edilmis oldugu
biyoaktif tabakadaki olaylarin biraz daha yakindan incelenmesiyle daha kolay
anlasilabilir. Sekil 4.6’ da biyoaktif tabakada gerceklesen olaylar agisindan bir enzim

sensoriiniin genel calisma ilkesi 6zetlenmistir [29]

[A,] [B,] G [F]

DLL. U. Tl 'ﬂﬂ r BT

[A] 4 [Bd :|=E [C] 4+ [F]

A R c]  [F 0¢

Sekil 4.6 Enzim sensoriiniin genel ¢alisma ilkesi (A: Substrat, B: Kosubstrat veya
Koenzim, C ve F: Uriinler, ¢: Ol¢iim ¢dzeltisi i¢indeki, t: Biyoaktif tabakadaki ve y:
Elektrot yiizeyindeki konsantrasyonlar; D.T.: Difiizyon tabakasi, O.C.: Ol¢iim ¢dzeltisi,
B.T.: Biyoaktif tabaka, I: iletici).
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Sekil 4.6’dan da goriildiigii gibi bir enzim elektrodunda enzimi iceren biyoaktif tabaka,
enzimin katalizledigi reaksiyona uygun bir iletim ve 6l¢lim sisteminin uzantisi olan bir
iletici ile birlestirilmektedir. Iletim sistemi, biyoaktif tabakada gerceklesen enzimatik
reaksiyon sonucu substrat, kosubstrat (veya koenzim) konsantrasyonundaki azalis ya da
tiriin konsantrasyonundaki artis1 tespit edebilecek sekilde secilebilir. Konsantrasyonlarin
hizli bir sekilde dengeye ulagabilmesi i¢in diflizyonu azaltmak amaciyla biyoaktif
tabaka kalinliginin miimkiin oldugunca ince olmasi gerekmektedir. Bunun yanisira
biyoaktif tabakada sabit bir substrat konsantrasyonu saglayabilmek i¢in oOl¢lim
cozeltisinin yeterli bir sekilde karistirilmasi da gerekmektedir. Dogal olarak tayin
edilecek tiirlerin ol¢lim ¢ozeltisindeki, biyoaktif tabakadaki ve biyoaktif tabaka-iletici
ara yiizeyindeki konsantrasyonlar1 farkli olur. Iletici sistemin Slcecegi sinyal biyoaktif

tabaka-iletici ara ylizeyindeki konsantrasyonlara iligkindir.

4.1.8.1 Enzim Sensorlerinin Siniflandirilmasi

Enzim sensorlerinin siniflandirilmas: genel olarak, enzimatik reaksiyon sonucu olusan
sinyalin belirlenme ilkesine gore yapilmaktadir. Bu ¢ercevede Cizelge 3.5’te s6z konusu

siniflandirma 6zetlenmektedir [29].
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Cizelge 4.5 Enzim sensorlerinin siniflandirilmasi

1.Elektrokimyasal Esash Enzim Sensorleri

Amperometrik esash enzim sensorleri

* Birinci nesil amperometrik enzim elektrodlari

» Ikinci nesil amperometrik enzim elektrodlar

+  Ugiincii nesil amperometrik enzim elektrodlar
Potansiyometrik enzim sensorleri

* Proton duyar potansyometrik enzim elektrodlari

* Amonyum duyar potansiyometrik enzim elektrodlari

» Karbondioksit duyar potansiyometrik enzim elektrodlar

* Diger iyon duyar potansiyometrik enzim elektrodlari
Yar iletkenleri esas alan enzim sensorler

e Enzim alan etki transistorleri (ENFET)

2. Optik esash enzim sensorleri
e Absorpsiyon esasli optik enzim sensdrleri
* Flouresans esasl optik enzim sensdrleri

* Biyoliiminesans esasl optik enzim sensorleri

3.Piezoelektrik esash enzim sensorleri

4.Kalorimetrik esashh enzim sensorleri

Potansiyometrik Esashi Enzim Sensorleri

Akimin ¢ok az gectigi veya hi¢c gecmedigi sistemlerde, indikator elektrodun referans
elektroda kars1 gosterdigi, konsantrasyon degisimine bagli olarak degisen potansiyelin
ol¢iildiigli tayin yOntemine potansiyometri denir. Caligma elektrodu, c¢ozeltideki
tiirlerden bazilarina se¢imlilik gosteren ve i¢ kisminda bir bagka karsilastirma elektrodu
ile nicel analizi yapilacak tiirtin belli derisimdeki ¢6zeltisi bulunan ve bir membran ile
analizi yapilacak ¢o6zeltiden ayrilmis bir elektrottur. Analizi yapilacak c¢ozeltiye

daldirilan bu elektrot ile ayni ¢ozelti ile temasta olan bir karsilastirma elektrodu
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arasinda olusan gerilim degeri ile analizi yapilan tiir arasinda logaritmik bir iligki vardir.
Bu hiicre geriliminin 6l¢iimii sirasinda iki elektrot arasinda uygun bir devre yardimiyla
bir akimin gegmemesi saglanir. Sekil 4.7°de potansiyometrik bir 6l¢lim sistemi sematik

olarak goriilmektedir.

dijital bir
potansiyornetre

indikaiar elektrot

mtarang alaktniot —

analil gizahisi | akiif elekirol puzeyi

ey SRS
ian

Sekil 4.7 Potansiyometrik dl¢iim sisteminin sematik olarak gosterimi

Icte ve dista bulunan c¢ozeltilerde analizi yapilacak tiiriin derisimi acisindan bir fark
varsa membranin i¢ yiizeyi ve dis ylizeyi arasinda bir gerilim farki olusur. Bu gerilim
farkinin degeri analizi yapilan tiire ve derisimine bagli oldugu gibi, membranin cinsine
ve ¢ozeltide bulunan 6teki bilesenlerin tiir ve miktarlarina da baghdir. Iyon segici
elektrotlar olarak adlandirilan bu elektrotlarin en g¢ok bilineni, H" iyonlarina kars
secimlilik gosteren ve ince bir cam zarin membran olarak kullanildigi cam elektrottur.
Bir iyon segici elektrotla dlgiilen gerilim degeri, elektrodun secimlilik gosterdigi tiire ek
olarak c¢ozeltide bulunan diger tiirlerden de etkilenir. Potansiyometrik sensorlerin
duyarl, kararli, dayanikli olmasi ve hizli cevap liretmesi istenir. Potansiyometri esash
ve biyoaktif bilesen olarak enzimlerin kullanildig1 bazi biyosensorlere iliskin 6rnekler

asagida verilmistir [27].
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Glutaminaz
Glutamin > Glutamat + NH;

(NH; + H,0 «— NH,* + OHY)

Amonyum Duvar Sensdr

Aspartam Karboksipeptidaz A a-Ketoglutarat + L- Aspartik Asit

>

L- Aspartik Asit L-Aspartaz Fumarat + NH;*
Kreatinaz
Kreatinin * NH; + Kreatin

Amonvok Duvar Sensir

L-Fenilalanin Amonyak Liyaz
L- Fenilalanin » NH; + trans-sinnamat
(NH," " NH:+ HY)
Malat Dekarboksilaz
Malat _ Laktat +CO,

Karbondioksit Sensorii

Okzalat + 0, Okzalat Oksidaz X 200, + H:0;

p-Sivanoalanin sentetaz
Sistein + CN~ *  HS + |- sivanoalanin

Sivaniir Sensorii

34



pH Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlari: Proton konsantrasyonundaki
degismeyi belirlemek amaciyla tasarlanan bu tiir enzim elektrotlarinda temel sensor
olarak en yaygin bir sekilde klasik cam elektrotlar1 kullanilir [30]. Bunlarin yanisira
antimon elektrotunda oldugu gibi H' iyonlarina duyar bazi metalik elektrotlarinda
kullanilmast miimkiindiir. Temel ilke proton konsantrasyonundaki kii¢iik farklarin
belirlenmesidir. Potansiyometrik enzim sensorlerine verilebilecek en klasik ornek {iire

tayinine yonelik sensordiir.

O=C(NH,), + H,0 Ureaz o, 4+ H,0
 ———

pH Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlarimin Bazi Uygulamalar:

pH duyar potansiyometrik enzim elektrotlarina iliskin secilmis ornekler asagida
verilmistir. Bu tlir enzim sensorlerinde temel iletici olarak genelde cam pH duyar
elektrotlar kullanilir. Bu ¢alismada pH duyar potansiyometrik enzim elektodu

kullanilmustir. Penisilinaz, pensilini hidroliz eder, penisilioat ve H" iyonu a¢iga cikar.

1) Penisilin Tayini [29]

Penisilin Penisilinaz Penisilioat + H*

v

2) Ure Tayini [29]

Ure + H,O Ureaz CO; + 2 NH;

(CO, + H,0O <« HCO; + H+)

(NH; + HyO < NH,* + OH)

3) Glukoz Tayini [30], [31]

Glukoz + O, Glukoz oksidaz Glukonik Asit + H,O,

»
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Amonyum Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlari: Amonyum iyonlarina duyar
temel sensor ile enzimin birlestirilmesiyle hazirlanan bu elektrotlar genelde H* , K* ve
Na* gibi tek yiiklii katyonlara da duyarlik gosterdikleri i¢in 6l¢iim ortamlarinda benzer
maddelerin bulunmasi durumunda girisim problemleri ortaya c¢ikmaktadir. Girisim

etkilerini azaltmak i¢in degisik yontemler kullanilmaktadir [22].

Amonyum Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlarmmn Bazi Uygulamalar
Amonyum duyar potansiyometrik enzim elektrotlarina iliskin secilmis 6rnekler asagida
verilmistir. Bu tiir enzim sensorlerinde temel iletici olarak NH;" duyar elektrotlar

kullanilir.

1)Ure Tayini

Ure + H,0O Ureaz CO; + 2NH;
—

(CO; + H,O HC™ +H")
(NH; + HLO <+—>NH," + OH")
2) L-Amino Asit Tayini

L-Aminoasit + H)O + Oy L- Amino Asit oksidaz ~ 2-Okzoasit + NH4" + H,O,

»

H,O, Katalaz H,O + % O,
e
( L-Amino asit + %2 O, 2-Okzoasit + NH4" )
—_

3) Glutamin Tayini

Glutamin Glutaminaz Glutamat + NHj3

(NH; + H,O ,» NH.*+OH")
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4.1.9 Enzim Elekrotlarinda Performans Faktorleri

Hazirlanan biyosensoriin hedeflenen amagclar ¢ergevesinde kullanilir olup olmadigina,
ancak performans faktorlerinin ayrintili bir sekilde belirlenmesinden sonra karar

verilebilir [31].

4.1.9.1 Kalibrasyon ve Duyarhhk

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

yapilmasi gerkemektedir [31].

4.1.9.2 Kararhhk

Kararlilik biyosensoér Omriiniin uzunlugu hakkinda bilgi verir. Uzun Omiir ayni
materyalle ¢cok sayida analizin yapilabilecegini anlatir. Bu durumda isgiicii ve maliyet
acisindan Onemli avantajlar saglanir. S6z konusu Omiir, onlarin saklama ve calisma
kosullar1 agisindan baglica iki durumda incelenir. Dogal olarak kullanilmadan ideal
kosullarda saklandigindaki 6miir ile siirekli calisma kosullarindaki 6miir farkli olacaktir.
Biyolojik materyal acisindan biyosensoriin kararliligi incelendiginde enzimin saflik
diizeyi, kaynagi ve immobilizasyon yontemi gibi parametreler 6nem tagir. Genellikle
fiziksel 1mmobilizasyon yontemlerinin kullanilmasi durumunda biyosensor Omrii

kimyasal yontemlere gore daha kisadir [31].

Biyolojik materyal agisindan enzim sensdriiniin kararliligr incelendiginde enzimin saflik
diizeyi, kaynag1 ve immobilizasyon yontemi gibi parametrelerin 6nem tasidigi goriliir.
Calisma kosullar1 agisindan bakildiginda, analiz i¢in yeterli kosullar1 sagliyorsa nispeten
diisiik sicakliklarda ¢aligmak biyosensor dmriinii uzatir. Saklama agisindan bakildiginda
+4 °C de mikrobiyal {iremeye izin vermeyecek ortamlarda saklama aym yonde bir katki

saglayacaktir. Biitlin bunlarla birlikte reaksiyon iiriinlerinin bazi durumlarda enzim
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inaktivasyonuna neden olabilecegi, kofaktdr veya araci iceren sistemlerde bunlarin

kaybinin aktivite diisiisiine yol agacagi unutulmamalidir.

4.1.9.3 Tayin Aralgi ve Tayin Sinir1

Kalibrasyon grafiginde substrat derisimi ile sensOr cevabi arasindaki iliskinin dogrusal
oldugu derisim araligima ‘‘dogrusal ¢aligma aralig1’” denir. Bu dogrusal grafigin en alt
siir; tayin smirt olarak tanimlanir. Dogrusal tayin aralifinin ve tayin sinirmin
uygunlugu i¢in, analizlenecek maddenin analiz ortamdaki diizeyi ve girisim yapabilecek
maddelerin olmasi olduk¢a Onemlidir. Bunun yanisira biyosensoér cevabini etkileyen
parametreler dogrudan sensdr kalibrasyonunu da etkiler. Ornek olarak enzim
sensorlerinde baslica pH, sicaklik ve bozucu tiirlerin sensor cevabini etkileyerek tayin

araligini degistirebilecegi goriiliir [31].

4.1.9.4 Cevap Siiresi

Cevap zamani biyosensoriin analizlenecek maddenin bulundugu ortama temas ettigi
andan sinyalin kararli hale geldigi ana kadar gegen siiredir. Cok sayida numunenin s6z
konusu oldugu analizlerde en kisa siirede elde edilen sonug biiyiik 6nem tasidigindan
biyosensoriin cevap siiresinin kisa olmasi istenir. Girisim yapan iyonlar, bir Nernst
potansiyel farki olugmasi i¢in tasinmasi gereken iyonlarin aktif elektrot yiizeyine
ulagmalarin1 geciktirir ve cevap zamanini etkiler. Cevap zamani asagidaki islemlerle

azaltilabilir;

o Etkili karistirma (veya akis hizinin artirilmasi),

e Membran yiizeyinden kirliliklerin uzaklastirilmasi veya ¢ok kii¢ciik membran yiizeyli
mikro-elektrotlar kullanilmasi,

e Olgiim sirasinda ¢ozelti konsantrasyonunun seyreltikten derisige dogru olmast.

e Notral tasityict membranlarda, aktif maddeye (ligand veya kompleks) cozeltideki
iyonun tutunma hiz

e lyon ekstraksiyon kapasitesi
e Difiizyona kars1 direng
e Membran kalinlig

e Membrandaki ¢oziiciiniin polaritesi de cevap zamanin etkileyen faktorlerdir [31].
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4.1.9.5 Secicilik

Ideal bir biyosensoriin sadece hadef analitin derisimindeki degisikliklere cevap vermesi
ve diger tiirlerin varhigindan etkilenmemesi gerekir [32]. Enzimatik reaksiyonun
substrat ve tiriinleri ile girisim yapan maddelerin bulunmasi durumunda sensor sinyali
etkilenerek hedef analitin derisimi yanlig tayin edilir. Bu problem, girisim veren
maddenin bir 6n islemle uzaklagtirlmasi veya bunlardan etkilenmeyen bir sensor

kullanilmasi ile giderilmesi ile giderilebilir.

Sadece tek bir iyona duyarli bir elektrot yoktur. X iyonunu 6l¢mek i¢in kullanilan bir
elektrot Y iyonuna da duyarli olabilir. Diger iyonlarin varligi elektrot performansini
onemli Olciide zayiflatir. Bu iyonlarin girisimi, elektrot membraninin yapisina bagl
olarak cesitli sekillerde olabilir. Segicilik ilk kez Nicolsky tarafindan hidrojen ve
sodyum iyonlarma duyarlilik gosteren cam elektrot i¢in kullanilmis ve asagidaki
esitlikle verilmistir. Pek ¢ok iyon secici elektrot (ISE) cogunlukla asagidaki esitlige

uygun davranir [32].

0,0592

n

E=E° + log [a +E(ki"; a,"™"™ }]

a, = Olgiilecek iyonun aktivitesi
ay = Girisim yapan iyonun aktivitesi
n,, ny = Her bir tiiriin yiikii

kP = Segicilik katsayis

Denklem, bir elektrotun dlgiilecek X iyonu ve biitlin girisim yapan iyonlara cevabin
gosterir. Elektrotun farkli iyonik tiirlere karst duyarlilig: segicilik katsayisi ile belirlenir.

Secicilik katsayis1 biiyiidiikge elektrotun dlgtilecek iyona duyarliligi azalir.

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

kullanilabilir.
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4.1.9.6 Tekrarlanabilirlik

Enzim sensorlerinde tekrarlanabilir sonuglar elde edilmesinde kullanilan enzim
aktivitesi, kararlili§1 ve saflik diizeyi biiylik 6nem tasir. Ancak karakteristik 6zellikleri
cok iyi bilinen enzim preparatlarinin kullanilmasi surumunda bile sensoér hazirlama
asamalar1 ve calisma ortam ve kosullar1 agisindan beklenen niteliklerde biiyiik
farklanmalar gozlenebilir. Bu nedenle hazirlanan sensorle tekrarlanabilirlik

denemelerinin gerceklestirilmesi bir zorunluluktur [31].

4.1.9.7 Sicakhk

Enzim katalizli reaksiyonlarin hizlar1 sicaklia ¢ok duyarlhidir. Enzimin optimum
stvakligindan uzaklagilmasi surumunda o6zellikle termal kararliligt diisiik olan
enzimlerin tersinmez denatiirasyonuna neden olarak sensor cevabini olumsuz yonde

etkiler.

4.1.9.8 Tibbi Uygulamalarda Kullanilacak Biyosensoérler icin Biyouyumluluk

Hastalik  tedavisinde veya  biyosensOriin  insan  viicuduna uzun  siireli
implantasyonlarinda 6nem kazanmaktadir. Biyosensoriin  bulundugu biyolojik

elementlerin aktivitesini etkilememesi gerekmektedir.

4.1.10 Enzim immobilizasyonu

Kelime anlami olarak immobilizasyon hareketi smirlandirma demektir. immobilize
edilmis enzimlerin de gercekten hareketleri siirlandirilmis olmaktadir. Enzimlerin
endiistriyel alanda kullanimmi artirmak i¢in, Ozellikle son otuz yilda enzim
immobilizasyonu lizerine arastirmalar yogunlagsmistir. Bu alanda yapilan yayinlarin
sayist da yi1ldan yila artmaktadir. Enzimler, suda ¢6ziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya
kimyasal olarak baglanarak immobilize edilebilirler. Suda ¢6ziinmeyen {iiriin veren bir
kopolimerizasyon reaksiyonuna enzim molekiiliiniin monomer olarak katilmasi ve suda
cozlinmeyen bir matriks veya mikrokapsiillerde tutuklanmasiyla immobilizasyon
gerceklestirilir. Immobilize enzimin dogal (serbest) enzime iistiinliikleri su sekildedir;
Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklagtirilabilir (stizme, santrifiijleme v.b.) ve
iirtinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz. Cevre kosullarma
(pH, sicaklik vs.) karst daha dayanaklidir. Birgok kez ve uzun siire kullanilabilir.

Siirekli islemlere uygulanabilir. Dogal enzime kiyasla daha kararlidir. Uriiniin olusumu
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kontrol altinda tutulabilir. Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur. Bazi

durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.

Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik organik ve inorganik materyal
kullanilmaktadir. Tastyicinin suda ¢éziinmemesi, yapisinin gdzenekli olmasi, hidrofilik
olmasi, mekanik kararlilik gostermesi, kimyasal ve termal kararlilik gostermesi,
kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilar enzimle kovalent bag olusturabilecek
fonksiyonel gruplar tasimasi, mikroorganizmalar kars1 direngli olmasi, zehirli olmamasi,
ucuz ve yenilenebilir olmas1 gerekmektedir. Gergek anlamda ilk enzim immobilizasyon
denemelerinin sonuglar1 1950°li yillarda bircok ¢alisma grubu tarafindan ayni anda
yaymlanmistir. Daha sonra bu alandaki ¢alismalara diinyanin her alaninda biiyiik bir ilgi

duyulup enzimler degisik amaglarla immobilize edilmistir [22].

4.1.11 immobilizasyon Yontemleri

Yukarida da bahsedildigi gibi biyosensorler farkli 6zellikteki iki elemanin (transduser
ve biyoreseptor) birlestirilmesiyle olusurlar. Uygun biyoreseptdr ve transduser
secildikten sonra bunlarin birbirine baglanmasi asilmasi1 gereken en dnemli sorundur.
Bu baglama islemini biyosensoérlerin immobilizasyonu olarak tanimliyoruz. Baglama
isleminde ¢ok degisik yontemler kullanilabilir. Hangi yontemin kullanilacagi secilen
transduser ve biyoreseptore gore belirlenir. Enzimler hiicrelerde biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalize eden proteinlerdir. Hiicrelerde ¢ok Onemli metabolik gorevleri
olan enzimler ¢ok cesitli amaclar i¢in kullanilmak tlizere giinliik hayata girmislerdir. Pek
cok endiistriyel, analitik ve klinik proseslerde enzimler, substrat c¢ozeltisi ile
karistiritlirlar ve {riine dontisim gerceklestirildikten sonra ekonomik olarak geri
kazanilamazlar. Enzimlerin sadece bir kere kullanilmalari, pahali olmalar1 nedeni ile
bliylik masraflara neden olmaktadir. Bu nedenle immobilize edilerek defalarca
kullanilmalar1 ekonomik olarak daha makul olmaktadir. Giiniimiizde c¢ok sayida
immobilize enzim endiistride kullanilmaktadir. Immobilizasyon biyosensérlerin
kararliligt ve tekrar kullanimi agisindan biiylik avantaj saglar. Biyosensor

immobilizasyonunda baslica dort yontem kullanilmaktadir.
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a) Kovalent Baglama: Biyoreseptoriin transduser ylizeyine kimyasal bir reaksiyon

sonucu baglanmasidir.

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

hapsedilmesidir.

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

bifonksiyonel reaktiflerle film veya tabakaya kovalent baglanir.

d) Adsorpsiyon: Biyoreseptoriin film veya tabaka ile hidrofobik, hidrofilik ve/veya
iyonik etkilesim sonucu assosiyasyonudur. Biyoreseptorlerin kimyasal yapisi ve
fiziksel durumuna gore immobilizasyon yontemi belirlenir. Enzimler igin
uygulanan tiim immobilizasyon yoOntemleri protein yapisindaki diger
biyoreseptorler icin de uygulanabilir. Ornegin; Hayvan ve bitki dokulari
membran yapisinda olduklarindan farkli immobilizasyon yontemleri uygulamak
gerekir. Immobilizasyon yontemine gore biyosensdriin ortalama Omiirleri

asagida verilmistir [22].
Adsorpsiyon: 1giin, Membranda tutuklama: 1 hafta,

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

4.1.11.1 Kovalent Baglama

Enzimler dogrudan transdusere veya dnceden uygun bir film veya tabaka ile kaplanmis
transdusere kovalent olarak baglanabilirler. Enzimler aktive edilmis transduser
yiizeylerine baglanabilecegi gibi dnceden uygun bir materyale kovalent baglanarak
immobilize edilen enzim preparatt transduser yiizeyinde bir film veya tabaka
olusturularak da biyosensor hazirlanabilir. Enzimlerin kovalent baglanmasinda
kullanilabilecek tastyicilarin icermesi gereken reaktif gruplar ve bunlarin enzimdeki

hangi aminoasitlerle etkilesime girdikleri Cizelge 4.6’ da verilmistir.
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Cizelge 4.6 Enzim immobilizasyonunda kullanilan maddelerde (tasiyici) bulunan reaktif
gruplar ve reaksiyona girdikleri amino asitlerin fonksiyonel gruplar

Tasiyicimn reaktif grubu Enzimdeki fonksiyonel grup

ve ilgili amino asit

—  MH;{Lys, M-Terminal)

SH(Cys)

o
OH (Tyr)

Driaz onyum e

R MNCS MHz (Lys, N-Terminal)
zotyosiyanat
i
o -‘___‘N-.“
O — MWH>(Lys, N-Terminal)
c—"
(=)
Asit anhidrit .
MH; (Lys. N-Terminal)
SEH({Cys)
CHCOM
Agil azid ODH (Tyn)
—_— O —
c NH —  MNH:{Lys, N-Terminal)
- O

imidokarbonat

irosiyvanat

MHg (Ly=s, N-Tarminal)

— CH;COCI MH; {Ly=s, N-Tarminal}

Agil Klortir

Enzimlerin kovalent baglanmasinda dikkat edilecek dnemli nokta, baglanmanin enzim
aktivitesi i¢in esansiyel olan aminoasitler lizerinden gerceklesmemesi ve bu gruplarin
baglanma sirasinda sterik olarak rahatsiz edilmemesidir. Cizelge 4.7 de goriildiigii gibi
kovalent baglanma enzim molekiilii tiizerindeki fonksiyonel gruplar {izerinden

gerceklesir.
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Cizelge 4.7 Enzimlerin kovalent baglama ile immobilizasyonunda bag olusumuna
katilan aminoasitlerin reaktif gruplar

|| "
MHz —C ——0OH —5&H — 58 —CH MNH

A B C D NW

E

NH

e " Om m
F H
G
H

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

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

(D): Metiyoninin tiyoeter grubu,

(E): Histidinin imidazol grubu,

(F): Argininin guanidil grubu,

(G): Tirozinin fenolik grubu,

(H): Triptofanin indolil grubu.

Enzim immobilizasyonu ¢ok yumusak kosullarda (oda sicakligi, nétral pH vb.)

yapilmalidir [33].

4.1.11.2 Tutuklama

Enzimler makromolekiiler yapili proteinler olup polimer jel matrikslerde Sekil 4.8’deki

gibi tutuklanabilirler Bu yontem enzimler yaninda organeller, hiicreler ve antikorlar i¢in
de uygulanabilir. Updike ve Hicks, tarafindan hazirlanan, ilk enzim elektrotunda glukoz

oksidaz (GOD) poliakrilamid jelinde tutuklanmistir [34].

Sekil 4.8 Enzim molekiiliiniin jel icinde veya polimer matrikste tutuklanmasi
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Guilbault ve arkadaslarinin hazirladig1 iireaz elektrotunda ise {iireaz siispansiyonu
elektrot yiizeyinde diyaliz membrani tarafindan sarilarak tutuklanmustir [4], [30], [35],
[36]. Cozeltide enzim aktivitesi hizla diistiiglinden fiziksel tutuklama yerine kimyasal
kovalent baglama tercih edilir. Tutuklama i¢in en yaygin kullanilan film veya matriksler

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

4.1.11.3 Adsorpsiyon

Immobilizasyonda kullanilan en eski ve en basit yontemlerdendir. Ornegin, glukoz
oksidaz adsorplanmis polietilen membrani ilk olarak 1962 yilinda glukoz biyosensorii
icin Onerilmistir [37]. Genelde, enzim veya biyoreseptor ¢Ozeltisine yilizeyi membran
veya film ile kaplanmis transduser daldirilir ve belirli bir siire beklenir. Membran veya
film, immobilize edilecek reseptore gore hidrofilik veya hidrofobik karakterde
secilebilir. Enzimler durumunda daha ¢ok hidrofilik membranlar kullanilir. En ¢ok
kullanilan adsorbanlar; seliiloz asetat membranlari, polistiren, polivinil kloriir ve
silikadir. Sorpsiyon tersinir bir olay oldugundan adsorpsiyon ile immobilizasyon
giivenilir bir yontem degildir ama yine de biyosensorlerde basarili uygulamalar1 vardir

[4]. Sekil 4.9°da enzim molekiiliiniin elektrot yilizeyine adsorpsiyonu goriilmektedir.

Sekil 4.9 Enzim molekiiliiniin elektrot yiizeyinde adsorpsiyonu

4.1.11.4 Capraz Baglama
Bu yontem biyosensor hazirlanmasinda daha cok tutuklama ve kovalent baglama
yontemlerinin birlestirilmesi seklinde uygulanir. Sekil 4.10°da enzim molekiiliiniin film

veya tabakaya capraz baglanmasi goriilmektedir.
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Sekil 4.10 Enzim molekiiliiniin film veya tabakaya ¢apraz baglanmasi

Capraz baglayici reaktif olarak glutaraldehid, hekzametilen diizosiyanat, diflorodinitro
benzen, bismaleimido hekzan, disiiksinil suberat sik kullanilan reaktiflerdir. Baz1 ¢capraz
baglayici reaktiflerin formiilleri Sekil 4.11°de verilmistir. Glutaraldehit en sik kullanilan

bifonksiyonel reaktiftir. Ortamdaki konsantrasyonu %?2-5 (w/w) olmalidir [38].

o o}
. //
C CHa CH; CH c
y / r '--.,___.H
Glutaraldehit
0 —¢ ——N (CHJ)g N———C——0
Hekzametilen diizosiyanat
NCO
O,N F
SCN CH4
- F
_ Zizosiyanato-4-
izotiyosiyanato-Toluen 1,5-difloro-2,4-dinitro benzen

Sekil 4.11 Baz1 bifonksiyonel reaktiflerin kimyasal formiilleri
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4.1.12 Kitosan

Kitosan, yenge¢ ve karides gibi kabuklu deniz iirlinlerinin dis iskeletlerinde,
kelebeklerin kanatlarinda, mantarlarin hiicre duvarlarinda vb. bulunan dogal bir
polisakkarit olan kitinden kismi deasetilasyon yoluyla elde edilen, reaktif fonksiyonel
amino gruplarina sahip; kimyasal yap1 olarak seluloza benzeyen ve dogada selulozdan
sonra en sik rastlanan biyopolimerdir. Beyaz renkte, kokusuz ve tatsiz, yar1 seffaf
partikiil veya toz halinde bir madde olan kitosan sindirim enzimlerine dayaniklidir.
Buna karsin bazi bakteriler tarafindan pargalanir. Suda ¢o6ziinmez. Sadece asidik
¢oziiclilerde (<6.0 pH) ¢oziiniir. Coziindiirmek i¢in asetik asit , formik asit, laktik asit
gibi organik asitler kullanilir. inorganik asitlerde ¢dziinme sinirhidir (% 1 hidroklorik
asitte ¢oziiniir; siilfirik ve fosforik asitte ¢oziinmez). Kitosan soliisyonlarinin pH 7.0 ve
tizerinde stabilitesi bozulur. Ayni sekilde oda sicakliginda uzun siire muhafaza kitosan

sollisyonlarinin stabilitesini olumsuz etkilemektedir [7].

Dogal bir biyopolimer olan kitosan, 6zellikle son 50 yildir arastirmacilar i¢in ilging bir
materyal olarak yerini korumaktadir. Kitine gore bircok avantaja da sahip olan kitosan
basta gida, kozmetik, ziraat, tip, kagit ve tekstil olmak iizere birgok endiistri dalinda
kullanim alani bulmustur. In-vivo testler, kitosanin insan viicuduna herhangi bir yan
etkisi bulunmadigin1 biyouyumlu oldugunu gdstermistir. Kitosan yara tedavisinde doku
saglanmasi i¢in olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica, medikal yapay
deri, cerrahi dikis iplikleri, yapay kan damarlari, kontrollii ilag salimi, kontakt lens
yapimi, yara bandi, sargi bezi, kolestrol kontrolii (yag baglayici), tiimdr inhibitdri,
antifungal, antibakteriyal, ve hemostatik etki gostermesi vb. seklinde
siralanabilmektedir [39]. Sindirim enzimleri tarafindan hidrolize edilememesi, yiiksek
viskozitesi, jel olusturma ve yliksek su baglama yetenegi vb. nedenlerle bitkisel
diyetetik liflere benzerlik gostermektedir ve canli organizmada benzer etkiler
olusturmaktadir. Bagirsak hareketlerinin ve sindirim faaliyetlerinin diizenlenmesi,
bagirsak mikroflorasinin (bifidobakterilerin) desteklenmesi, kan kolesterol seviyesinin
diizenlenmesi (LDL kolestroliin  diistiriilmesi, HDL kolestroliin  artirilmasi),
kanbasincinin diisiiriilmesi, karaciger fonksiyonlarmin diizenlenmesi gibi fonksiyonel
etkilerinin yani sira sindirim yoluyla alindiginda ya da emilimini azaltarak (pozitif
yiiklii bir bilesik olmasindan dolayr negatif yiiklii olan yag asitlerine baglanarak) kilo
kaybin1 desteklemesi oldukea ilgi ¢cekmistir [7]. Kitosanin pozitif iyonik yiike sahip

47



olmasi bahsedilen bu Ozellikleri gostermesinde biiyiikk 6nem tasir. Kitosan kimyasal
yapisi, ucuz ve biyouyumlu olmasi sebebiyle biyosensér uygulamalarinda enzim

immobilizasyonu i¢in kullanilmaktadir [40].

4.1.12.1 Kimyasal Yapisi ve Reaksiyonu

Bir polisakkarit olan kitin kimyasal olarak 2-asetamido-2-deoksi--D-glukoz (N-asetil
glukozamin)'dan olugmaktadir. Kitin® in diisiik derecede deasetilasyonu yoluyla elde
edilen  kitosan ise  (1—4)-2-amino-2-deoksi-D-glukoz  (glukozamin)olarak
bilinmektedir. Kitosan, 3 c¢esit reaktif fonksiyonel gruba sahiptir. C-3, C-6

pozisyonunda birer hidroksil ve C-2 pozisyonunda ise bir amino grubu bulunmaktadir

[7].

Sekil 4.12 Kitosan'in Kimyasal Yapisi

Kitosan, her tekrarlayan birimdeki primer (C-6), ve sekonder (C-3) hidroksil gruplari ile
amin (C-2) grubu olmak iizere toplam ii¢ tane reaktif gruba sahiptir. Bu reaktif gruplar
kolayca kimyasal modifikasyona ugrayabilmekte ve kitosanin mekaniksel ve fiziksel

ozellikleri ile ¢oziiniirliglini degistirmektedir [39].
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BOLUM 5

NANOTEKNOLOJI

Nano” kelimesi Yunanca nannos kelimesinden gelir ve “kiigiik yasli adam veya ciice”
demektir. Giiniimiizde nano, teknik bir 6l¢ii birimi olarak kullanilir ve herhangi bir
birimin milyarda biri anlamini tasir. Genellikle ‘metre’ ile birlikte kullanilir:
Nanometre, 1 metrenin milyarda biri Olcilisiinde bir uzunlugu temsil eder (yaklasik
olarak ard arda dizilmis 5 ila 10 atom) [41]. Insan sag telinin ¢apinin yaklasik 100.000
nanometre oldugu disiiniilirse ne kadar kiiglik bir 6l¢ekten bahsedildigi daha rahat

anlagilir [42] .

Manoteknoloji arahg

01 1.0 10 100

w" 10  w* 1w’  1w-* 10* w04 10 W ' 10°
nm mikronveya pm Hm m

Angstrom (&)

Sekil 5.1 Nanoteknolojinin kullanildig1 boyut aralig: [43].
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Malzemenin biiyiikliigli nanometre Olgiitlerine inildigi zaman, kuvantum davranislari
bilinen klasik davraniglarin yerini almakta ve fiziksel Ozellikleri kesikli bir degisim
gostermeye baslamaktadir. Kimyasal ve fiziksel 6zellikler, yapmin biiyiikliigiine ve
atom yapisinin ayrintilarina, disardan sisteme baglanan yabanci bir atomun cinsine ve
yerine gore ¢ok farkli ve olaganiistii davraniglar sergilemektedirler. Soyle ki, mevcut
nanoyapiya yabanci bir atomun yapismasi, elektronik o6zellikleri, 6rnegin elektrik
iletkenligi farkedilebilir sekilde degistirmektedir. Bu yabanci bir atom gecis elemeti
oldugunda yapistirdigt bir nanoyapiya manyetik Ozellikler kazandirabilmektedir.
Kisaca, bir nanoyapinin fiziksel 6zellikleri, bag yapist ve dolayisi ile mukavemeti onun
biiyiikliigiine ve boyutuna bagli olarak énemli degisimler gdsterebilmektedir. Ornegin,
karbon atomlarindan olusan elmas kristali iyi bir yalitkan oldugu halde, bir boyutlu
karbon atom zinciri, altin ve glimiis zincirlerinden bile daha iyi bir iletken
olabilmektedir. Nanobilim, nanometre Olciitlerinde ortaya ¢ikan bu yeni davranislari
kuvantum kurami yardimi ile anlamamizi saglar. Nanoteknoloji ise ya yeni nanoyapilar
tasarlayip sentezlemeyi, ya da nanoyapilara yeni olagantistii 6zellikler kazandirmay1 ve

bu ozellikleri yeni iglevlerde kullanmay1 amaglar [44].

Peki neden boyutlarin kiiciiltiilmesi i¢in ugras verilmektedir? Transistorlerde elektrodlar
aras1 mesafeye kanal genisligi denir. Kanal genisligi bir transistoriin agma kapama
hizin1 belirlemesi agisindan 6nemlidir. Kanal genisligi ne kadar dar ise transistor o
kadar hizli ¢alismaktadir. Buna ek olarak transistor boyutlarinin kii¢tilmesiyle birlikte,
bir ¢ip icine yerlestirilebilen transistor sayisi da artmaktadir. Hem daralan kanal
genisligiyle hem de artan transistor sayisiyla elektronik aygitlarin performans: kat kat
artmaktadir. Son 50 yil i¢inde arastirmacilarin minyatiirlestirme cabalarindaki
basarisiin gostergesi, 50 yil once iiretilen tek bir transistdrle ayni boyutlara sahip bir
cip i¢ine simdilerde 100 milyon transistoriin yerlestirilebilmesidir. Dolayisiyla
elektronik aygitlarin kalbi olan transistorlerin performansindaki artis dogrudan
mikroelektronik endiistrisini etkilemektedir. Mikroelektronik endiistrisindeki yukaridan
asagiya Uretim modelindeki bu hizli ilerleyisin bilimsel ve ekonomik nedenlerden
dolay1r 2010-2020’ye kadar siirecegi tahmin edilmektedir. Bu gibi siirlamalar su an
mikroelektronik endiistrisinde baskin konumdaki silisyum esasli elektronik iiretime

alternatif yeni bir iliretim modeli gerektirmektedir. Asagidan yukar1 (bottom-up) {iretim
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modeli olarak adlandirilan bu yeni iiretim modelinde; dogadan esinlenerek, protein ve
diger makro molekiillerden biyolojik sistemlerin olusturulmasi gibi, kimyasal metotlarla
elde edilen hassasiyetle kontrol edilip ayarlanabilen kimyasal bilesim, yapi, morfoloji
ve biiyiiklilkte nanoboyutlu yap: taglarinin bir araya getirilip, bunlardan fonksiyonel
aygitlarn tiretilmesi hedeflenmektedir. Su an piyasada bulunan, silisyum esasl bir {iriin
olan Pentium 4 islemcilerde kanal genisligi 180 nm civarinda iken, kimyasal metotlarla
iiretilen karbon nanotiiplerden olusan organik bir transistorde bu mesafe 1-2 nm

civarindadir [45].

Transistor teknolojisindeki gelisimden de anlasilabilecegi gibi nanoteknolojinin
biyosensor teknolojisi ile birlesmesi, makro boyutta iiretilen sensorlerin
minyatlirlesmesini saglar. Kullanilan nanomateryaller sayesinde sensoriin duyarliligi,
hassasiyeti, 6l¢lim aralig1, kullanim 6mrii ve cevap siiresi gibi parametrelerin gelismesi
ve diisiik maliyetli sensorlerin tiretilmesi saglanir. Nanoteknolojinin sensor teknolojisi
ile birlikte gelismesi bu acidan 6nemlidir. Bu sebeple son yillarda yapilan biyosensor

calismalarinda nanomateryaller ve nanoteknolojik yontemler uygulanmaktadir.

Nanomalzemeler, 0-boyutlu, 1- boyutlu ve 2- boyutlu olmak iizere 3 grupta incelenir
[46]. Izotropik kiireler, yirmiyiizliiler (icosahedrons) ve kiipler 0-boyutlu nanomateryal
olarak smiflandirilabilir. Bunlar nanodiinyasinda en 1yi bilinen sekillerdir.
Yariiletkenler, nanokiireler ve Cgp bu gruptadir. Cubuklar, poligon seklindeki silindirler
ve teller 1-boyutlu nanomateryallerin drnekleridir. 2- boyutlu nanomateryallere ise Ince
filmler gibi ¢ogunlukla optik kaplamalarda, korozyon korunmasinda ve yar1 iletken ince
film cihazlarda kullanilan nanomateryaller 6rnek verilebilir [47]. 1D nanomateryal olan
ZnO nanorodlar sahip oldugu olaganiistii materyal o6zellikleri ve elektronik, optik,

fotonik performansi sayesinde genis kullanim alanina sahiptir [46].
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Nanopartikiil Nanorod dizisi

&2 [
s

Sekil 5.2 Nanopartikiil ve nanorodlarda elektron transferi [47].

Nanorodlar elektron transferini giliglendirmek i¢in biiyiik bir potansiyele sahiptir. Sekil
4.2°den de goriildiigii gibi partikiil diizeninde elektron bir partikiilden digerine gegerek
kars1 tarafa ulasir. Bu da elektronlarin daha zor ve uzun bir zamanda transfer edilmesine
neden olur. Ancak nanorod diizeninde elektron ¢ok daha rahat bir sekilde transfer edilir.
Bunun sonucu olarak ZnO nanorod basta giines pillerinde olmak iizere benzer uygulama
alanlarinda gelecek vadeden bir materyaldir. ZnO ¢ok fazla ¢aba gerektirmeden degisik
sentez metotlart kullanilarak farkli kristal yapilarinda sentezlenebilme 6zelligine

sahiptir [47].

5.1 Nanoyapilarin Sentezlenme Yontemleri

Farkli boyut ve kalitedeki nanoyapilarin elde edilebilmesi i¢in farkli iiretim hizi ve
maliyete sahip bir¢ok sentez yontemi bulunmaktadir. Bu yontemler yukaridan-asagrya
ve asagidan-yukariya olmak iizere iki kategoriye ayrilabilir. Yukaridan- asagiya
tekniklerinde nanoyapilar, kiilge malzemenin fiziksel ya da kimyasal olarak
islenmesiyle istenilen boyutta elde edilir. Asagidan-yukariya biiyiitme teknikleri, atom

ya da molekiillerden baslayarak nanoyapilarin sentezlenmesini saglar. Fiziksel buhar
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coktiirme (Physical Vapor Deposition-PVD), kimyasal buhar ¢oktiirme (Chemical
Vapor Deposition-CVD) ve sol-gel bu yontemlerden en yaygin kullanilanlardir [48].

5.1.1 Fiziksel Buhar Coktiirme (PVD)

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

atom ya da molekiiller hedeften ¢ikarak altlik tizerinde birikir [48].

5.1.2 Kimyasal Buhar Coktiirme (CVD)

CVD, nanoyapilarin sentezlenmesinde oldukc¢a yaygin olarak kullanilan bir tekniktir.
Tipik bir CVD siirecinde, tastyic1 asal gazlarla seyreltilen reaktan gazlar ya da baglangi¢
maddeleri reaksiyon hiicresine girer. Siire¢ ve ¢alisma kosullarina bagli olarak reaktan
gazlar arasinda ylizeye carpmadan Once, buhar fazinda homojen kimyasal reaksiyonlar
gerceklesir ve daha diisiik sicaklik bolgesinde bulunan altlik {izerinde yogunlasma
stireci ile bir film sekillenir. Reaksiyon kimyas1 ve ¢oktiirme sartlarinin kontroliiyle cok
farkli morfolojilerde yapilar elde edilebilir. istenen yapinin biiyiitiilebilmesi igin
sicaklik, basing, baslangic konsantrasyonlari, akis hizi ve reaktdr geometrisi gibi
parametrelerin kontrol edilmesi gerekmektedir. Bu kategori icerisinde Buhar-Sivi-Kat1
(Vapor-Liquid-Solid-VLS) ve Buhar-Kat1 (Vapor-Solid-VS) yontemleri genis bir yere
sahiptir. VLS mekanizmasinda buhar haldeki malzeme asal bir gazla daha diisiik
sicakliktaki altlik {izerine tasinarak ¢ekirdeklenir, ¢coker ve biiylir. Biiylitme islemi icin
althik tizerine kaplanmis bir katalizor sayesinde cekirdeklenme damlaciklar halindeki
katalizor lizerinde gerceklesir. Katalizér yiizeyinde adsorbe olmus malzeme doyuma
ulagtiginda ¢okme ve biliylime gergeklesir. Yapilarin boyutlar1 kullanilan katalizoriin
boyutuna baglidir. VS yonteminde nanoyapilar katalizér kullanilmadan, direkt olarak
buhar fazindan daha diisiik sicaklikta tutulan altlik {izerinde yogunlasirlar. Literatiirde
VLS ve VS yontemleriyle biiyiitiilmis tel, serit, kemer, tiip gibi degisik morfolojilerde
Zn0O nanoyapilara siklikla rastlanmaktadir [48].

53



CVD ve PVD yontemleri yiliksek sicaklik ve diisiik basinglarda ¢alismay1 gerektiren,
kullanilan cihazlar nedeniyle maliyeti oldukc¢a yiiksek ve az miktarda malzemenin elde
edilebildigi yontemlerdir. Ayrica CVD yonteminde baslangic maddeleri ¢cogu zaman
tehlikeli ve zehirlidir. Degisik morfolojilerde nanoyapilar elde etmek miimkiindiir,
ancak yontemin ¢ok fazla parametre igermesi nedeniyle ¢ok kontrollii ¢alisilmalidir

[48].

5.1.3 Sol- gel Yontemi
Sol-gel yontemi ise alkoksit bazli baslangic maddelerinin hidroliz ve yogunlagma
reaksiyonlartyla, klasik yiiksek sicaklik yontemlerine kiyasla daha saf ve homojen

malzemelerin diislik sicakliklarda iiretimini saglar [48].

5.2 Cinko Oksit'in Ozellikleri

Cinko oksit (ZnO) II-VI grubu yariiletkenlerin 6nemli bir {yesidir [47]. Oda
sicakliginda 3,4eV genis iletim bant aralifina ve 60meV gibi biiyiikk bir baglanma
enerjisine, 0,4- 2 optik dalga boyu araliginda yiiksek gecirgenlige sahiptir. 3,4eV daha
biiyiik iletim bant araligina sahip bilesikler bulunsa da, 60meV gibi bir baglanma
enerjisi degerine sahip olmasi, optik pompalama i¢in diisiik esik degerine sahip olmasi,
radyasyon direnci ve biyo-uyumlulugu gibi 6zellikleriyle bir¢ok aygit yapim i¢in ideal
bir adaydir. Ergime noktas1 yaklasik 1975°C, atom agirligi 81.408 g/mol, yogunlugu
5.606 g/cm3 ve 1s1 kapasitesi 40,3J/mol K’dir (Cizelge 5.1).
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Cizelge 5.1 ZnO'in fiziksel 6zellikleri [45]

Zn(’in fiziksel ozellikleri
Orgii Yapist Hegzagonal Wurtzit
Orgii Sabiti a=3.24A , c=5.13 A c/a=1.60
Molekiil agirhigi 7/n=65.38 , 0=16, Zn0O=81.38
Yogunlugu 5.606gr/cm?
Erime noktasi 1975 C°
Yasak enerji aralig1 3.436 eV (0 K, 3.20 eV (300 K°)
Eksiton baglanma enerjisi 60 meV
Orgii enerjisi 965K cal/mol

Hekzagonal kristal yapidaki ZnO’nun sematik goriiniimii Sekil 5.3’de verilmektedir
[43]. Elektronik, optik ve fotonik 6zelliklerinden dolayr ZnO nanorodlarin, UV-lazer,
LED, giines pilleri, nanojeneratorler, gaz sensorleri, fotodedektorler, ve fotokatalist

olarak kullanimu ilgi ¢ekmektedir [46].

Sekil 5.3 Hekzagonal ZnO yapis1 [43].

Vurtzit yapt a ve ¢ olan iki 0rgii parametreleri ile hekzagonal birim hiicreye sahiptir

(c/a= 8/ 3 =1.633) [49].
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5.3 Cinko Oksit Nanorod Sentez Mekanizmasi

ZnO nanorod bir yiizeyden bagimsiz ya da bagimli olarak biiyiitiilebilir ve yiizey
tizerinde sirali dikey biiylimesi fotokatalitik uygulamalarda avantaj saglar. ZnO kristal
yapisinin anizotropisi nanorod biiylimesini desteklemektedir. Nanorodlarin anizotropik
bliylimesi [0 0 0 2] yoniinde c-eksen boyunca yer alir. Hidrotermal kosullarda biiyiime
hizlar1 V(0001) > V(1011) >V(1010) seklinde degisik yonlerde olur [46].

ZnO kristalinin ¢ogunlukla c-eksen [0 0 0 2] yonelimli biiylimesinin sebebi, hegzagonal
cubugun [0 0 0 1] bazal diizleminin polar olmasidir. Dolayisiyla diger diizlemlere
oranla yiiksek yiizey enerjisine sahiptir [50]. ZnO nanorodlarin silisyum ylizey iizerinde

VS metodu ile biiylime mekanizmasi Sekil 5.4'te verilmistir.

Sekil 5.4 Si yiizey tlizerinde VS metodu ile ZnO nanorodlarin bliyiime mekanizmasinin
sematik gosterimi [51].
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5.4 ZnO Nanorodlarin Sentez Metotlar:

5.4.1 Elektrokaplama Metodu

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

nanokolumnar (kolon bi¢imli) ZnO, ZnO nanorod filmleri elde edilmektedir [47].

5.4.2 Buhar-Sivi-Kat1 (VLS) Metodu

ZnO nanoyapilarin sentezinde kullanilan diger bir yontem de buhar-sivi-kat1 (vapor-
liquid-solid, VLS) prosesidir. Bu proses 1960’11 yillarda mikrometre mertebesinde
whiskler tiretmek icin Wagner ve Ellies tarafindan gelistirildi [52]. Tipik bir VLS
prosesi bir metal katalizoriin nanoboyutlardaki sivi damlacaginda gaz fazindaki
reaktantlarin ¢oziilmesiyle baslamaktadir. VLS prosesi yaygin bir sekilde ZnO

nanorodlar ve nanoteller hazirlanmasinda kullanilmaktadir [47].

5.4.3 Kimyasal Banyo Kaplama (CBD) Metodu

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

gerektirmeden biiyiik miktarlarda ince filmler olusturma 6zelligine sahiptir [47].

5.4.4 Metal-Organik Kimyasal Buhar Kaplama (MOCVD)

Bir diger yontem de metal-organik kimyasal buhar kaplama (MOCVD) yontemidir. Bu
yontem yariiletken ince filmlerin proseslerinde yaygin olarak kullanilmakta ve ayrica
ZnO nanorodlar biiyiitmek icin de kullanilmaktadir. ZnO ince film ve kuantum
noktalarin MOCVD kullanilarak kolaylikla hazirlanmasina ragmen, ZnO nanorodlarin
bu yontemle biiyiitiilmesi son zamanlarda daha cok gerceklestirildi Yi ve ekibi
katalizér kullanmadan MOCVD yontemini ZnO nanorod ve nanoneedle biiyiitmek i¢in
kulland1 [53]. Bu bulgudan sonra MOCVD yontemine dayali benzer ¢alismalar degisik
gruplar tarafindan yapilmaktadir [47].
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5.4.5 Sol-gel Metodu
Tek boyutlu nanoyapilar elde etmek i¢in kullanilan bir yontem de sol-jel teknigidir [47].

5.4.6 Mikrodalga Isitma Metodu

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

kristallerin sentezinde kullanilmaktadir [47].

5.4.7 Hidrotermal Sentez Metodu

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

edilmektedir [47].

Hidrotermal metot cogunlukla 1D nanomateryallerin sentezinde kullanilmaktadir. Diger
yontemlerle kiyaslandiginda hidrotermal yontemle olusturulmus ZnO nanorodlar
oksijen bosluklarindan dolayi kristal bozukluklarina sahiptir ve sahip olduklar1 bu dogal
bozuklular ile ge¢is metalleriyle katkilandirilmadan fotokatalitik gorlintir 151k
sergileyebilmektedir. Hidrotermal metotla yiizey ilizerinde ZnO nanorod biiylimesi

asagidaki basamaklari takip eder.

I. Ince tabakali bir yiizey iizerine ZnO nanopartikiilleri cekirdeklenir. Cekirdek
tabakasi, azalan termodinamik bariyer yaratti1 i¢in nanorodlarin biiylimesini

saglar.

II. NaOH ya da HMT gibi alkali reaktifler ve Zn(NOs3), ve ZnCl,, gibi Zn** tuzunun

sulu ¢Ozeltisi 6nciil olarak kullanilir.

III.  ZnO cekirdeklenen yiizey belli bir sicaklikta ve siirede biiyiime ¢ozeltisinde

tutulur.

IV.  Son olarak olusan yiizey yikanir ve kurutulur.
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HMT ve Zn(NOs), Onciil olarak secildiginde, kimyasal rekasiyon asagidaki esitliklerle

Ozetlenebilir.

1. Bozulma reaksiyonu : (CH3)¢N4 + 6H,O — 6HCHO + 4NHj;

2 Hidrotermal besleme reaksiyonu: NHj3 +H,0 «—— NHy+ +OH

3. Asir1 doygunluk reaksiyonu: 20H™ +Zn** —— Zn(OH),

4. ZnO nanorod biiyiime reaksiyonu: Zn(OH)* "— ZnO + H,O

ZnO nanorodlarin biiylime parametrelerinden biri olan reaktanlarin asir1 doygunlugu,
kontrol edilebilmektedir. Yiiksek asir1 doygunluk diizeyleri kristal biiylimesini
desteklemektedir. Eger kisa zamanda hidroksil iyonu fazla olursa, ¢ozeltideki ¢inko
iyonlar1 yiiksek pH'dan dolay1 ¢cokmekte ve ZnO nanorod iiretiminde ¢inko iyonlarinin
etkisi azalmaktadir. Besleyici maddenin hizli tiiketimi daha fazla nanorod {iretimini
onlemektedir. Cozeltideki hidroksil iyonu konsantrasyonu biitlin nanorod iiretimi

boyunca diistik asir1 doygunluk saglanmasi igin kontrol edilmelidir [46].

ZnO nanorodlarin hidrotermal sentezi sirasinda HMT disinda ortama hidroksil iyonu
saglayan NaOH, KOH veya Na,CO; gibi reaktifler mevcuttur. ZnO nanorodlarin
sentezinde alkali reaktif olarak NaOH, KOH, ya da Na,COj secilirse reaksiyon sicakligi
artar (>100°C) ve teflon-kapli pas tutmayan otoklav i¢inde basing olusturulmasiyla
nanorodlar sentezlenir. HMTA, amonyum ya da etilendiamin alkali reaktif olarak
secilirse  disiik  sicakliklarda  (<100°C) ve atmosferik kosullarda ZnO
nanorodlarsentezlenir. HMTA reaksiyon sirasinda bircok gorev istlenmektedir.
Birincisi, HMTA termal bozunma ile ¢oktiirme reaksiyonu ig¢in hidroksil iyonu
saglamasidir. Ikincisi, HMTA termal bozunma sirasinda azalan hidroksil iyonlarina
kars1 pH tamponu gorevi gormesidir. HMTA'nin hidroliz orani artan pH ile ters bir etki
ile azalir. Ugiinciisii, HMTA ZnO nanorodlarin polar olmayan yiizeylerine tutunarak
onlar1 ¢inko iyonlarin1 (001) polar yiizeyinden epitaksiyel biiyiime i¢in korumasidir

[46].
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5.5 Penisilin Tayininde Kullanilan Biyomateryallere Genel Bakis

5.5.1 Penisilinaz

Penisilinaz enzimi penisilin indirgenerek penisilioat ve hidrojenin olusturdugu
reaksiyonu katalizler.

Penisilin + HyO ---------——-- -» Penisiloat + H"

5.5.2 Kitosan

Kitosan, kitinden kismi deasetilasyon yoluyla elde edilen, reaktif fonksiyonel amino
gruplarina sahip; kimyasal yap1 olarak seluloza benzeyen dogal bir biyopolimerdir. Tez
calismamizda  kitosan, penisilaz  enziminin elektrot ylizeyine daha 1iyi
immobilizasyonunu saglamak ve elektrot yiizeyinden enzim kaybimi Onlemek icin

kullanilmustir.

CHION CHAON
| S - a | [ = Q
/M S H

N\ V4 \ /
\, OH H/ | \ou "/

Sekil 5.5 Kitosanin kimyasal yapis1 [52]

5.5.3 Cinko Oksit Nanorod

ZnO nanorodlar, yliksek spesifik yiizey alani, toksik olmamasi, kimyasal stabilitesi,
elektrokimyasal aktivitesi, yiiksek elektron iletkenligine sahiptir ve en Onemli yari
iletken maddelerden biridir. Ayrica yaklasik 9.5'lik yiiksek izoelektrik noktasi sayesinde
proteinlerin ZnO nanorod yiizeyine elektrostatik olarak immobilize olmasini
saglamaktadir [12]. Bu 6zellikleri sebebiyle biyosensor uygulamalarinda genis kullanim

alanina sahiptir.
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BOLUM 6

MATERYAL VE METOD

6.1 Kullanilan Cihazlar

Cozeltilerin potansiyel dl¢timleri ORION 4 Star Benchtop pH-iyonmetre ile yapildi. pH
Olctimleri ise; Sartorius PB-11 pH metre kullanildi. Referans elektrot olarak ¢ift temaslh
giimiig-giimiis kloriir elektrot kullanildi (Orion 90-02). Bu elektroda i¢ dolgu ¢ozeltileri
olarak ORION 900002 ve 900003 katalog numarali ¢ozeltiler dolduruldu. Cozelti
ilaveleri i¢in Brand marka mikropipetler kullanildi. Calismalar siiresince kullanilan
bidestile su PURELAB Classic cihazi kullanilarak temin edildi. Hazirlanan ¢inko oksit
nanorodlar, Yildiz Teknik Universitesi Merkez Laboratuvari'nda bulunan EVO LS-10
Zeiss markali Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak goériintiilendi.

6.2 Kullanilan Numuneler

6.2.1 Ger¢cek Numune

Alfoxil 500 mg marka ilagtan temin edilmistir.

6.3 Kullanilan Enzimler

Calismada kullanilan penisilaz enziminin numarasi, elde edildigi kaynak ve temin

edildigi firma Cizelge 6.1°de verildi.
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Cizelge 6.1 Tez calismasinda kullanilan penisilinaz enzimi hakkinda bilgi

Enzimin Ad1

Numarasi

Kaynagi

Temin Edilen Firma

Penisilinaz [1150.39 Units/g]

E.C.3.5.2.6

Bacillus cereus

Sigma

6.4 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan D-(+)- glukoz monohidrat, kitosan, L-askorbik asit, sodyum fosfat

dibazik ve sodyum fosfat monobazik Sigma’dan; iirik asit Fluka’dan, nanorod sentezi

icin kullanilan hekzametilentetramin ve ¢inko nitrat tetrahidrat Merck’den temin edildi

ve saflastirilmadan kullanildi.

6.5 Kullanilan Cozeltiler

6.5.1 0.1M Fosfat Tamponu Cozeltisi (pH 7.4)

Monobazik sodyum fosfat (NaH,PO,) ¢ozeltisi: 1.1998 g NaH,PO, hassas terazide

tartildiktan sonra suda ¢oziiliip hacmi bidestile su ile 100 mL'ye tamamlanarak 0.1 M'lik

stok cozeltisi hazirlandi. 1.4196 g Na,HPO, tartilarak bir miktar suda ¢oziildiikten

sonra, daha oOnce hazirlanan 0.1 M'llk monobazik sodyum fosfat c¢ozeltisi ile

kanistirilarak ¢6zeltinin pH's1 7.4 olarak ayarlandiktan sonra ¢ozelti hacmi 100 mL'ye

tamamlandi. Tampon ¢ozeltiler kullanilmadiklari zaman buzdolabinda saklandi.

6.5.2 Penisilinaz Enzim Cozeltisi

10 mg penisilinaz enzimi, 1 mL 0.1 M fosfat tamponunda (pH 7.4) ¢oziilerek hazirlandi.

Hazirlanan enzim ¢ozeltisi kullanilmadigi zaman -20°C'de saklandi.

6.5.3 Kitosan Cozeltisi

50 mg kitosan, 10 mL %]1" lik asetik asit cozeltisinde oda sicaklifinda 3 saat

karistirllarak %35'lik kitosan ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin pH'st 0.1 M

NaOH ¢ozeltisiyle 7.4' e ayarlandi. Hazirlanan ¢ozelti kullanilmadigr zaman +4°C'de

saklandi.
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6.5.4 ZnO Nanorod/Kitosan Cozeltisi
2 mg ZnO nanorod, 1 mL kitosan ¢ozeltisine (6.5.3'te belirtildigi sekilde hazirlanan)
eklenerek vortekslenerek karistirildi. Hazirlanan ¢ozelti kullanilmadigi zaman +4°C'de

saklandi.

6.5.5 Penisilinaz /Kitosan Cozeltisi
I mL kitosan ¢ozeltisine (6.5.3'te belirtildigi sekilde hazirlanan) 0.4 mL penislin enzim
cozeltisi (5.5.2'de belirtildigi sekilde hazirlanan) eklenerek hazirlandi. Hazirlanan

¢ozelti kullanilmadig1 zaman -20°C'de saklandi.

6.5.6 Penisilin Cozeltileri

4.9542 g penisilin bidestile suda ¢oziiliip hacmi 25 mL’ye tamamlanarak 1.0 M’lik
¢ozeltisi hazirlandiktan sonra gerekli seyreltmeler yapilarak 1.0x107-1.0x10*M

konsantrasyon araliginda stok penisilin ¢ozeltileri hazirlandi

Penisilin tayini icin kalibrasyon coézeltileri: Kalibrasyon egrilerinin c¢izilmesi icin

kullanilan penisilin ¢ozeltileri Cizelge 5.2°de belirtildigi sekilde hazirlanmistir.
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Cizelge 6.2 Penisilin kalibrasyon ¢6zeltilerinin hazirlanmasi

Hazirlanan ) 0.1M Fosfat
Penislin Tlave edilen stok penisilin ¢ozelti miktart (mL) Tamponu (mL)
Cozeltileri
M) 1 2 3 4
1.0 1.0x10 1.0x10 1.0x10 1.0x10

1.0x10" 2.5 2.5
5.0x107 1.25 2.5
2.5x107 0.625 2.5
1.0x107 2.5 2.5
5.0x107 1.25 2.5
2.5x107 0.625 2.5
1.0x107 2.5 2.5
5.0x10™ 1.25 25
2.5x10* 0.625 25
1.0x10™ 25 25
5.0x107 1.25 25
2.5x107 0.625 25
1.0x107 25 25

Saf su ilave edilerek ¢ozeltiler belirlenen optimum pH’a ayarlanarak ¢ézelti hacmi 25.0 mL’ye tamamlandi.

6.5.7 Standart Katma Yontemi ile Gercek Numunede Penisilin Tayini icin
Kullanilan Cozeltiler

Standart katma yontemiyle, ¢inko oksit nanorod ve kitosan kullanilarak hazirlamig

oldugumuz penisilin biyosensorii ile ger¢ek numune O6rneginde penisilin tayini igin

kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi Cizelge 6.3’de verildi.
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Cizelge 6.3 Penisilin ¢ozeltilerinin hazirlanmast

Cozelti No
1 2 3 4 5
flave edilen 10° M
penisilin ¢ozeltisi 0 0.1 0.2 0.4 0.6
(mL)
0.1 M Fosfat
tamponu (pH 7.4) 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
(mL)
Alfoxil 200 200 200 200 200
Saf su ilave edilerek ¢ozeltiler belirlenen optimum pH’a ayarlanarak
¢ozelti hacmi 25.0 mL’ye tamamlandi.

6.6 Penisilin Biyosensorleri

6.6.1 Penisilin Biyosensorlerinin Hazirlanmasi

Gilimiis tel kullanilarak hazirlanmis ¢inko oksit nanorodlara penisilinaz enzimini
imobilize edildi ve penisilinaz nanorod yiizeyine daha iyi immobilize olmasini
saglamak i¢in kitosan kullanilarak penisilin biyosensorii elde edilmistir. Biyosensor

hazirlanmadan once ilk olarak ¢inko oksit nanorod hazirlanmistir.

6.6.1.1 Hidrotermal Yontemle Cinko Oksit Nanorod’un Hazirlanmasi
Cinko oksit nanorodlar bir ylizeye (glimiis, altin tel veya levha, vb.) bagimli veya
yiizeyden bagimsiz olarak olusturulabilir. Tez calismamizda her iki yontemle ZnO

nanorod tliretimi gergeklestirilmistir.

Yiizey bagimli ZnO nanorod sentezi i¢in; giimiis tel aseton, etanol ve saf suda
yikandiktan sonra 25'er mL hacimlerde 0.025M Zn(NOs), ve 0.025M hekzametilen
tetraminin (HMT) karistirilip hazirlanmasindan olusan 95°C'deki ¢ozeltiye daldirildi ve
¢cOzeltinin buharlagmasi icin yaklasik 2-4 saat bekletildi. Giimiis tel ylizeyinde beyaz
renkli tabakanin goriilmesi, ZnO nanorodlarin olustugunu gostermektedir. Kaplanan tel

saf su ile yikandi1 ve oda sicakliginda 5 dakika bekletilerek kurumasi saglandi. Olusan
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nanorodlarin SEM goriintiisii alinarak kaplamanin en iyi sekilde gerceklestiginden emin

olundu (Sekil 6.1).
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Sekil 6.1 Nanorodlarin SEM goriintiisii.

Yiizey bagimsiz ZnO nanorod sentezi i¢in; 25'er mL hacimlerde 0.025M Zn(NOs), ve
0.025M hekzametilen tetraminin (HMT) bir beher i¢inde karistirilip hazirlanmasindan
olusan ¢ozelti 95°C'de 2-4 saat bekletilerek tamamen buharlastirildi. Beherin dip

kisminda olusan beyaz renkli tabaka, ZnO nanorodlarin olustugunu gostermektedir.

6.6.1.2 Biyosensor P'nin Hazirlanmasi

Penisilin biyosensorli, hem yiizey bagimli hem de yiizey bagimsiz ZnO nanorod

kullanilarak hazirlanmastir.

1. Yiizey bagimli ZnO nanorod, 0.1 M fosfat tamponunda (pH 7.4) 5 dakika

bekletilerek nanorod iizerinde hidrofilik ylizeylerin olugmasi saglandi.

2. Nanorod, 1 ml kitosan / 0.5 mL penisilinaz enzimi iceren (7.4) c¢ozeltiye

daldirilarak 30 dakika bekletildi.
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3. Elektrot 1 mL kitosan ¢ozeltisi iginde 2 mg yilizey-bagimsiz ZnO nanorodun
karistirilmasiyla elde edilen ¢ozeltide 15 dakika bekletilerek yiizey-bagimsiz
Zn0O nanorod partikiillerinin elektrot yiizeyine tekrar tutunmasi ve ylizeyinin
kitosan ile kaplanmasi saglandi. Bu sekilde pensilin biyosensoriiniin
iletkenliginin daha da artmasi ve penisilinaz enzimin yilizeye daha iyi

immobilize olmasi gerceklestirildi.
4. Hazirlanan penisilin biyosensorii, +4°C’de 15 dakika bekletilerek kurutuldu.

5. Kuruyan penisilin biyosensorii 1 saat boyunca 1 mL penisilinaz (pH: 7.4) enzim
cozeltisinde bekletildi. Boylece enzimin nanorod yiizeyine elektrostatik olarak

immobilize olmas1 saglandi.

6. Hazirlanan penisilin biyosensorii kurumasi igin +4°C’de 15 dakika bekletildi.

Hazirlanan biyosensdr “Biyosensor P” olarak adlandirildi.

Biyosensor P'nin hazirlanmasi sematik olarak Sekil 6.2'de goriilmektedir.

Nanorod Kitosan/ Penisilinaz KitosanNanorod
kﬁplﬁmﬂ gozeltlsmde bekletme t;ozelttsmde beldetme
Giimiis tel Zn0 Nanorod kaph
giimiis tel

+4 C' de 15 dak. Penisilinaz +4°C" de 15 dak.
immobilizasyonu karrutma ve olgum

Sekil 6.2 Biyosensor P'nin hazirlanma semasi
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6.6.2 Penisilin Biyosensorlerinin Calisma Araliklarinin ve Egimlerinin

Belirlenmesi

Hazirlanan penisilin biyosensoriiniin analitik 6zelliklerini incelemek amaci ile asagida

verilen elektrokimyasal hiicreler olusturuldu ve sicaklik 25.0 = 1.0°C’ta ayarlanda.

Referans elektrot /deney ¢izeltisi /kitosan /penilinaz/ZnO nanorod kapl giimiis tel / Ag;AgCl

Elektrokimyasal hiicredeki penisilin ¢ozeltilerinin konsantrasyonu 1.0x10™ - 1.0x10”"M
arasinda degistirilidi. Penisilin ¢ozeltilerinin pH’lar1 fosfat tamponu ile optimum pH’a
ayarland1 ve hazirlanan elektrotlar i¢in ayr1 ayr1 hiicre potansiyelleri kaydedildi. Her bir
elektrot i¢in log[penisilin]’a kars1 potansiyel degerleri (mV) grafige gecirildi ve

biyosensorlerin ¢aligma araligi ve egimleri belirlendi.

6.6.3 Penisilin Biyosensorlerinin Performansina Etki Eden Faktorlerin
Belirlenmesi

Hazirlanan penisilin biyosensorlerinin cevabi {izerine tampon konsantrasyonunun
pH’nin, sicakligin, karistirma hizinin etkisi, tekrarlanabilirligi, cevap siiresi, girisim

etkisi belirlenerek raf 6mrii tayin edildi.

6.6.4 Penisilin Biyosensorlerinin Tekrarlanabirligi

Tekrarlanabilirlik, biyosensorler i¢in Onemli bir parametridir. Enzim preparatinin
aktivitesi, kararliligi, saflik diizeyi hazirlanacak enzim sensorii ile tekrarlanabilir
sonuglar alinmasinda O6nemlidir. Ancak biyosensér hazirlama asamalar1 ve caligma
ortami agisindan beklenen niteliklerde oldukca biiyiik farkliliklarla karsilasmakta
miimkiindiir. Hazirlanan bir biyosensor ile tekrarlanabilirlik denemelerinin en basiti
ayni Ornekte ardi ardma Ol¢iim yapilmasi, elde edilen degerlerden egimlerin

hesaplanarak her bir egim degerinin yiizdeye ¢evrilerek grafige gecirilmesidir.
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Ayni giin igerisinde ayni biyosensdr ile hazirlanan penisilin kalibrasyon ¢ozeltileri (10
SM-10"M arasinda 10 seri) ile 15 dakikada bir defa mV 6l¢iimii yapilip kalibrasyon
grafikleri ¢izilmis ve her bir grafigin egimi belirlenmistir. Eg§im degerlerinin sayisal
olarak en biiyiigi 100 kabul edilip diger egim degerleri ona gore hesaplanarak grafige
gecirildi.
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BOLUM 7

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Tez calismasinda, sentezini gerceklestirdigimiz yiizey bagimli ve ylizey bagimsiz ZnO
nanorod ve kitosan yiizeyine penisilinaz enziminin immobilize edilmesi ile penisilin
biyosensorii hazirlanmistir. Elde edilen biyosensér “Biyosensér P” olarak

adlandirilmistir. Hazirlanan biyosensdriin sematik gdsterimi Sekil 7.1°de yer almaktadir.

)30 P30 PI0 P10 P10 P I P10 P I0 P10 P16 30 P10 P10 P16 P10 P10 P
w O ¥ O *D*D*D%Di‘z
SO O O 00D 0D

ﬁﬁﬁﬁ*ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

Sekil 7.1 ZnO nanorod (i\\?’) ve kitosan (O) temelli, penisilinaz enziminin (2—)
immobilizasyonu ile hazirlanan penisilin biyosensoriiniin gematik gosterimi.

Hazirlanan penisilin biyosensdriiniin biyokimyasal karakterizasyonu yapildiktan sonra
Alfoksil isimli farmasotik preparatta penisilin miktar1 bagar ile tayin edilmistir.

Penisilinaz enziminin penisiline etkisi sonucu penisiloat ve hidrojen iyonunun olugmast,
ortamda bulunan penisilin miktar1 ile orantili olarak elektrot potansiyelinde degismeye

neden olmaktadir.
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Biyosensorle yapilan Ol¢limlerde, enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen
iyonundan dolayr okunan potansiyel degerlerinin penisilin konsantrasyonuna karsi

grafigi cizildikten sonra grafigin egim degerleri belirlendi.

7.1 Penisilin Biyosensoriiniin Kalibrasyon Grafigi

Penisilin biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi Sekil 7.2°de verilmistir.

- 180
- 160

E (mV)

- 140
- 120
- 100
- 80

D

0 -1 -2 -3 -4 -5 -6
log [penisilin]

s

Sekil 7.2 Biyosensor P'nin kalibrasyon grafigi

Cizelge 7.2’den penisilin biyosensoriiniin ¢alisma aralig 1.0x1072 - 1.0x10° M, egim
degeri ise 24.8 mV/p[penisilin] olarak belirlenmistir.

Usman Ali ve arkadaslari, 2011 yilinda yaptiklarn ¢alismada Ag/AgCl referans
elektrotlar ile oda sicakliginda hazirladiklari penisilin tuz konsantrasyonlarinda 100 pM
-100 mM araliginda yanit aldiklar1 gostermislerdir [1]. Li ve arkadaglar1 2005 yilinda,
altin nanopartikiiler kullanilarak trans seviyesinde elektrokimyasal Penisilin G
immunosensor gelistirmek istenmistir. Penisilin biyosensorii ¢alisma araliklart 3.34x10°

M -1x10° M olarak tespit etmislerdir [53].
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7.2 Tampon Konsantrasyonunun Etkisi

Penisilin  biyosensorlerinin = performansina tampon konsantrasyonunun etkisini
incelemek i¢in 5 farkli konsantrasyonda (5, 7, 10, 15 ve 20 mM) fosfat tamponu
kullanilarak hazirlanan penisilin ¢ozeltilerinde (pH 7.4) biyosensorle potansiyel
Olgtimleri yapilarak kalibrasyon grafikleri ¢izildi ve tampon konsantrasyonuna karsi

egim degerleri Cizelge 7.1°de, grafigi de Sekil 7.3'de verildi.

Cizelge 7.1 25,0+1,0°C’da kitosan kullanilarak hazirlanmis penisilin biyosensoriiniin
cevabina tampon konsantrasyonunun etkisi

Egim, (mV/p[penisilin])
Tampon Konsantrasyonu
(mM) Biyosensor P
5 4.8
7 13.5
10 31.0
15 22.4
20 7.8
40,00
2 3000 |
o
g 20,00 -
=
£ 10,00 r
2D
>
0,00 | | | | |
0 5 10 15 20 25

Tampon Konsantrasyonu (mM)

Sekil 7.3 Biyosensor P’nin egiminin tampon konsantrasyonu ile degisimi
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Cizelge 7.1 ve Sekil 7.3’den de goriilecegi gibi, penisilin biyosensorii i¢in en yiiksek
egimin elde edildigi optimum tampon konsantrasyonunun 10 mM oldugu bulundu.

Liang ve arkadaglari (1997) hazirladiklar1 amperometrik penisilin biyosensori ile 5, 10,
20 ve 40 mM ol¢iimleri yapilmig, optimum tampon konsantrasyonu 20 mM fosfat
tamponunda belirlenmistir [14]. Bu tez ¢alismasinda ise ol¢iimler i¢in fosfat tamponu
kullanilmis, optimum tampon konsantrasyonu 10 mM olarak belirlenmistir. Tampon
konsantrasyonu artmasi, hazirlamis oldugumuz biyosensor egiminde diisiise yol agmuistir

(Cizelge 7.1 ve Sekil 7.3).

7.3 pH’1n Etkisi

Pensisilin biyosensoriiniin performasina pH’nin etkisini incelemek icin 7 farkli pH’da
(6.4; 6.6; 7.0; 7.2; 7.4; 7.6 ve 7.8) ve optimum tampon konsantrasyonunda penisilin
cozeltileri hazirlandiktan sonra kalibrasyon grafikleri ¢izilerek egimleri belirlendi. Elde

edilen sonuclar Cizelge 7.2 ve Sekil 7.4’te verildi.

Cizelge 7.2 25,0+£1,0°C’da Penisilin biyosensoriilin cevabina pH’ nin etkisi

pH Egim, (mV/p|penisilin])
6.4 5.05
6.6 16.75
7 23.65
7.2 27.4
7.4 31.75
7.6 18.6
7.8 6.6
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Sekil 7.4 Penisilin biyosensdriiniin egiminin pH ile degisimi

Cizelge 7.2 ve Sekil 7.4’te goriildiigii gibi, Biyosensér P'nin egiminin pH 7.4'de
maksimum degere ulastigi bunun altinda ve {istiindeki pH degerlerinde azalis gosterdigi

goriilmektedir. Biyosensor P'nin optimum pH's1 7.4 olarak belirlenmistir.

Liang ve arkadaslar1 1998’de yaptiklar1 pensilin biyosensorii ¢alismasinda, 20 mM olan
fosfat tamponunda pH degerleri 6, 7, 8 olmak iizere 3 degerde Slglim yapilmis ve
optimum pH’nin 7 olduguna karar verilmistir [14]. Thust ve arkadaglar1 1996 yilinda
yaptiklar1 potentiyometrik penisilin biyosensorii ¢alismasinda 3 ve 10 arasindaki pH
degerleri karsilastirilmistir. Optimum deger bu calismada da 7 olarak tespit edilmistir.
Calisma bu degerde devam ettirilmistir [12]. Bu tezde ise optimum pH’s1 7.4 olarak

tespit edildi.

7.4 Sicakhigin Etkisi

Penisilin biyosensdrlerinin performansina sicakligin etkisini incelemek icin, 5 farklh
sicaklikta (5, 10, 20, 25 ve 30°C), biyosensériin optimum tampon konsantrasyonunda ve
optimum pH’sinda hazirlanan penisilin ¢ozeltileri ile ayr1 ayr1 potansiyel Olgiimleri
yapilarak kalibrasyon grafikleri ¢izildi (Sekil 7.5). Elde edilen egim degerleri Cizelge
7.3'te verildi.
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Sekil 7.5 Pensilin biyosensdrlerinin egiminin sicaklik ile degisimi

Cizelge 7.3 Penisilin biyosensoriiniin cevabina sicakligin etkisi

Sicaklik (°C) Egim, (mV/p[penisilin])
5 4.3
10 12.8
15 28
20 24
25 31
30 13

Cizelge 7.3 ve Sekil 7.5’ten goriildiigii gibi, Biyosensor P, 10°Cmin altindaki ve
25°C'nin tizerindeki sicaklik degerinde cevap vermemistir. Biyosensor P nin maksimum

performans gosterdigi sicaklik degeri 25°C olarak bulunmustur.

Usman Ali ve arkadaglar1 2011 yilinda yaptiklari penisilin biyosensorii ¢aligmalarinda
20°C ile 80°C arasinda maksimum degeri 50°C olarak O6l¢iilmiis, ancak bu degerde
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biyosensorde oda sicakligindaki kadar kararlilik gorememislerdir [1]. Bu nedenle
literatiirde penisilin biyosensorleri ile yapilan ¢alismalar genellikle 20-25°C sicaklik

araliklarinda ¢alisilmistir.

7.5 Girisim Etkisi

Hazirlanan ZnO nanorod temelli penisilin biyosensoriiniin performasina bazi
maddelerin girisim etkisi yapip yapmadigini belirlemek amaciyla, 10°M penisilin
kalibrasyon c¢ozeltisi (pH: 7.4) kullanilarak ortamdaki girsimci maddelerin 3 farkli
konsatrasyonda olacak sekilde kalibrasyon ¢ozeltileri (pH: 7.4) hazirlanmistir. Sadece
penisilin igeren ve penisilin ile girisimei madde i¢eren kalibrasyon cozeltilerinde ayri

ayrt mV Ol¢limleri yapilmis sonuclar Cizelge 7.4’de belirtilmistir.
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Cizelge 7.4 Penisilin biyosensoriine bazi tiirlerin girisim oranlari

Girisimci Madde Konsantrasyon (M) Girisim Etkisi (%)
Sefalosforin 10° 107 10* 0.0
L-askorbik asit 10° 107 10* 0.0
Urik asit 10° 107 10* 0.0
Glisin 10° 10 10* 0.0
L-glukoz 10 107 10* 0.0
D-glukoz 10° 107 10* 0.0
Sukroz 10 10 10* 0.0
Laktoz 10 10 10* 0.0
KCl 10 10 10* 0.0

10 0.0

107 12.2
NaCl

10* 8.6

107 0.0

10 0.0
Urik asit 107 10.4

10* 0.0

Usman Ali ve arkadaslar1 yapilan penisilin biyosensorii ile calismalarinda Na*!, K*', D-
glukoz, L-glukoz, askorbik asit, urik asit, urea, sukroz, laktoz, glisin, penisilonik asit ve
sepholosporin kullanarak girisim etkisi arastirilmistir. Bu maddelerin girisim etkisi

olamdig tespit edilmistir [1].
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7.6 Karistirma Hizinin Etkisi

Penisilin biyosensorlerinin cevabina karstirma hizinin etkisini belirlemek amaciyla
manyetik karigticinin hiz1 300, 400 ve 500 rpm olmak iizere ti¢ farkli hiza ayarlanarak
glukoz ¢ozeltilerinin potansiyelinin kararli hale gelmesi i¢in beklendi. Alinan Slgiimler
kiyaslanginda karistirma hizinin artmasiin biyosensoriin potansiyeline herhangi bir

etkisinin olmadig1 gorildii.

7.7 Cevap Siiresi

Biyosensor i¢in cevap zamani oldukca dnemlidir, ideal bir biyosensor kisa siirede sonug
verebilmelidir. Penisilin biyosensdrlerinin cevap siiresini bulabilmek i¢in optimum
sartlarda hazirlanan cesitli konsantrasyonlardaki penisilin ¢o6zeltilerine penisilin
biyosensorii ve referans elektrot daldirilarak yapilan Olgiimlerde potansiyellerinin
kararli hale gelmesi i¢in gegen silire kaydedildi. Cevap zaman ile belirtilen,
biyosensoriin analizlenecek maddenin bulundugu ortama temas ettigi andan itibaren
Olciim diizeneginden sonucun okundugu ana kadar gegen siiredir. Biyosensorler igin
cevap zamani 5 dakikaya kadar olan degerler uygun kabul edilirken, 10 dakika uzun bir
stire olarak goriiliir [54]. Penisilin biyosensorlerinin cevap zamani, yaklasik 1-4 dakika
arasindadir, 1 dakikadan daha kisa siirede sonug¢ verdigi de gozlenmistir. Bu sonug,
hazirlamis oldugumuz penisilin biyosensoriiniin de cevap zamaninin oldukca kisa

oldugunu gostermektedir.

7.8 Raf Omrii ve Tekrarlanabilirlik

Penisilin biyosensorlerinin raf dmriinii belirlemek amaciyla, Biyosensor P +4°C’de
depolanmis, haftada iki giin penisilin ¢ozeltilerinde mV Olgiimleri alinarak egim
degerleri belirlenmistir. On bes gilinlin sonunda biyosensoriin az da olsa cevap verdigi
gozlemlenmistir. Bu durum biyosensoriimiiziin  uzun siire kullanilabilecegini
gostermistir. Sekil 7.6’de goriildiigii gibi, 15 gilin boyunca aralikli olarak 6l¢giim alinan

Biyosensor P’nin raf 6mrii grafigi asagida ¢izilmistir.
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Sekil 7.6 Pensilin biyosensdriin raf 6mrii grafigi

Usman Ali ve arkadaslar1 ZnO nanorod kullanilarak yaptiklari penisilin biyosensorii
calismasinda yaklasik 4 hafta boyunca aralikli olarak Ol¢iim almislardir. Enzim

aktivetesinin 90%’u korudugu tespit edilmistir [1].

Penisilin biyosensorlerinin tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla aym giin i¢inde
ayn1 biyosensor ile hazirlanan 3 seri penisilin kalibrasyon ¢ozeltilerinde mV okumalari
yapildi ve her Ol¢lim i¢in kalibrasyon grafigi ¢izilerek egimleri belirlendi. Sayisal
olarak en biiylik egim degeri %100 olarak kabul edilerek diger egim degerleri de ona
gore hesaplandi ve biyosensérde de alman ikinci Ol¢limlerde %70'e varan azalig

gorildii.

Bu ¢alismada biyosensoriin raf omriiniin iyi ve tekrarlanabilirliginin diisiik oldugunu
belirledik. Ayni anda birden fazla giimiis tel, ¢cinko oksit nanorod kaplanabilir. Teller
kaplanmis bir sekilde bulundugunda biyosensoriin hazirlanmast Biyosensor P i¢in ise
1.45 saat siirmektedir. Biyosensorlerle c¢alisma yaptiktan sonra, nanorod kaph
elektrotlar zimparalanip tekrar biyosensor hazirlanmasinda kullanilabilmesi, biyosensor
hazirlama yoOnteminin maliyetini oldukca diisiirmektedir. Gelistirmis oldugumuz

biyosensoriin tekrarlanabilirligi diisiik olmasina ragmen, raf Omriinlin iyi olmasinin
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yaninda biyosensor hazirlamasinin kolay, pratik ve maliyetinin diisiik olmas1 ona {iistiin

avantajlar saglamaktadir.

7.9 Enzim Kinetik Parmetrelerinin (Km ve Vmax degerleri) Belirlenmesi

Reaksiyonlarin hizlari, mekanizmalar1 ve hiza etki eden faktorlerin neler oldugunu
inceleyen fizikokimya alt dalina kimyasal kinetik denir [55]. Biyokimyasal reaksiyonlar
icin enzimlerin kinetik parametrelerinin (Km ve Vmax degerleri) belirlenmesi, enzimle
yapilan ¢aligmalarda, enzim biyosensorlerinde enzimin ¢alismasi hakkinda 6nemli bilgi

saglamasi bakimindan ¢ok dnemlidir.

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

diisiik olan bir enzim, substratina yiiksek ilgi (affinite) gosterir [56].

Hazirlamis oldugumuz pensilin biyosensoriinde immobilize olmus penisilinaz enziminin
Km sabitini bulmak amaciyla penisilin konsantrasyonuna karsit potansiyel degisimi
verilerinden yararlanilarak Lineweaver-Burk grafigi (1/[penisilin]- 1/AmV grafigi)
cizilmis ve bu grafikten enzimin Km ve Vmax degeri belirlenmistir. ilgili verilerden
yararlanilarak Sekil 7.6 ve Sekil 7.7" de verilen 1/[penisilin]- 1/AmV grafigi cizilerek
elde edilen Lineweaver-Burk grafiginden, Biyosensor P i¢in penisilinaz enziminin Km

degeri 0.089 mM, Vmax degeri ise 52.9 mV/dakika olarak bulunmustur.
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Sekil 7.7 Biyosensor P’nin penisilinaz i¢in Lineweaver-Burk grafigi

Gongalves ve arkadaslar1 (2013), altin elektrod kullanalarak hazirladikladiklar
amperometrik penisilin biyosensoriinde penisilinaz enziminin Km degerini 0.094 mM
olarak bulmuslardir [13]. Bizim gelistirdigimiz Biyosensor P ile yaptigimiz 6l¢iimlerde

bu deger 0.89 mM olarak bulunmustur.

7.10 Gercek Numunelerde Pensilin Tayini

7.10.1 Ticari Farmasotik Formulasyonda Penisilin Tayini

Hazirladigimiz penisilin biyosensdriiniin gercek numulerde kullanilip kullanilmayacagi
arastirildi. Bu amagla satin alinan Actavis firmasina ait Alfoksil 500 mg tabletlerdeki

penisilin miktar1 tayini, standart katma yontemi kullanilarak belirlendi.
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Cizelge 7.5 Serumda penisilin tayini i¢in penisilin ile elde edilen sonuglar

Alfoksil 500 mg tozunda bulunan Pensilin Biyosensorii (ug / 200uL)
refereans deger (ug/200uL)

25.1+1 25.4+1

Cizelge 7.5’da gorildiigi gibi, Alfoksil 500 mg’daki pensilin miktari ile hazirladigimiz
biyosensoriin sonuglari birbirine yakindir. Bu durum penisilin tayinin sensoriimiizle

basarili sekilde yapildigini ortaya koymaktadir.
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BOLUM 8

SONUC

Bu calismada, yiizey bagimli ve ylizey bagimsiz ZnO nanorodlarin ve ayrica kitosan
kullanilmast ile penisilinaz enziminin immobilizasyonu yapilmak suretiyle
potansiyometrik esaslt Ol¢lim yapacak sekilde tasarlanan penisilin biyosensorii
hazirlandiktan sonra biyokimyasal olarak karakterizasyonu ve optimizasyonu
yapilmistir. Elde edilen sensoriin penisilin tayininde kullanilip kullanilamayacagi,
penisilini dogru sekilde Ol¢ilip 6lcemeyecegi Alfoxil isimli ticari farmasotik preparatta
yapilan caligmalarla belirlenmis ve “Biyosensor P” olarak adlandirdigimiz penisilin
biyosensoriimiiziin dogru ve pratik sekilde penisilin miktarin1 belirledigi goriilmiistiir.
Biyosensoriin ¢alisma araligi 10™'-10”M, optimum tampon konsantrasyonu 10mM ve
optimum sicakligr 25°C olarak bulunmugstur. Optimum pH degeri 7.4 olan biyosensdriin
tekrarlanabilirliginin yeterli olmamasina ragmen, cevap siiresinin kisa, raf dmriiniin 1yi,
hazirlanmasimnin ucuz ve kolay olmasi nedeniyle {istiin 6zelliklere sahip oldugu

sOylenebilir.

Penisilin biyosensorleri hazirlanmasiyla ilgili literatiir detayli olarak taranmig, bunlarin
bliylik cogunlugunun amperometrik esasli oldugu goriilmiistiir. Potansiyometrik esasl
pensilin biyosensorlerinin sayisi ¢ok azdir. Tez calismasinda hazirlamis oldugumuz
pensilin biyosensdrlerinin  ZnO nanorod olusturularak ve buna ilaveten kitosan
kullanilarak hazirlanmasi (Biyosensor P) literatiire onemli bir katki saglayacaktir.
Calismamizda hazirladigimiz biyosensoriin biyoanalitik karakterizasyonlar1 basari ile
yapilmis, girisim etkisi yapabilecek tiirlerin biyosensor cevabina girisim etkisi olmadigi

gozlemlenmistir.
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