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OZET

Ureaz Enziminin Cesitli Polimerlerle Modifikasyonu
Sonucu Mikro Boyutta Ure Biyosensoriiniin
Olusturulmasi Ve Biyokimyasal Uygulamalari

Gokay VARDAR

Kimya Anabilim Dal

Doktora Tezi
Danisman: Doc. Dr. Melda ALTIKATOGLU YAPAOZ

Azotlu maddelerin metabolizmasinin son Uriinii olan tre, bobrekler kanalyla
cikarildigl icin tlire tayini bobrek bozukluklarinin derecesini anlamada yararhdir ve
ozellikle pratikte en c¢ok akut veya kronik bébrek hastaliklarinin tani, tedavi ve

izleniminde kullanilir. Bu yiizden {lirenin tayini 6nem arz etmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, iireaz enziminin polietilen glikol ve dekstran polimerleri ile
cesitli oranlarda non-kovalent kompleksleri senztezlenmistir. Yapilan aktivite
tayinleri sonucu Polietilen Glikol/Ureaz icin en iyi mol oram1 1/1 ve
Dekstran/Ureaz icin en iyi mol oranin 40/1 oldugu saptanmistir. Daha sonra
amonyum secici elektrot hazirlamak i¢cin PVC-COOH ve PVC-Palmitik asit temelli
iki farkli membran bilesimi kullanilmistir.En iyi aktivite gosteren Polietilen
Glikol/Ureaz ve Dekstran/Ureaz kompleksleri ¢apraz baglayic ajanlar vasitasiyla

amonyum elektrot yiizeylerine immobilize edilmistir. Bu sayede PVC-COOH-
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Dekstran/Ureaz, PVC-Palmitik  Asit-Dekstran/Ureaz, = PVC-COOH-Polietilen
Glikol/Ureaz, PVC-Palmitik asit-Polietilen Glikol/Ureaz temelli 4 farkl iire

biyosensori gelistirilmistir.

Gelistirilen biyosensoérlerin potansiyometrik davranislari incelendi. Farkli pH’lerde
ve sicakliklarda modifiye olmayan tire biyosensoriine gore daha iyi,daha kararh bir
potansiyometrik  davranis goésterdi. Ayrica gelistirilen biyosensérlerin
tekrarlanabilirlikleri, secicilikleri, cevap zamanlar1 incelendi. Biyosensorlerin
tekrarlanabilirlikleri gayet iyi (B.S.S.<%10), Na*,Ca*2,Li* iyonlarin girisim etkisi
K*iyonuna gore nispeten daha az, cevap zamanlar1 genel olarak 30 saniyenin

altindadir.

Son olarak, gelistirilen biyosensorler ile insan kan serumunda tre tayini
yapilmistir. Deneysel olarak buldugumuz iire degerleri ile hastanede bulunan tre
degerleri ile bagimh iki 6rneklem t testi ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir.
istatistiksel analizin sonucunda deneysel olarak buldugumuz degerlerin

istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiustiir.

Anahtar kelimeler: Ure biyosensori, enzim modifikasyonu, polietilen glikol,

dekstran, iireaz
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ABSTRACT

Development of Micro Sized Urea Biosensor by Using
Modificated Various Polymers and Biochemical

Applications

Gokay VARDAR

Department of Chemistry

Doctor of Philosophy Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Melda ALTIKATOGLU YAPAOZ

Urea, which is the end product of the metabolism of nitrogenous substances, is
removed through the kidneys, the determination of urea is useful in understanding
the degree of kidney disorders and is particularly used in practice in the diagnosis,
treatment and impression of acute or chronic kidney diseases. Therefore,

determination of urea is important for kidney diseases.

In this thesis, non-covalent complexes of urease enzyme were synthesized by
dextran and polyethylene polymers with different molar ratios. According to the
urease activity determinations, the best molar ratio for Polyethylene
Glycol/Urease was 1/1 and the best ratio for Dextran/Urease was 40/1 was
obtained. Later, Two different membrane compositions based on PVC-COOH and
PVC-Palmitic acid were used to prepare the ammonium selective electrodes.
Urease-Polyethylene Glycol and Urease-Dextran complexes which were obtained
best activity were immobilized to ammonium electrode surfaces by crosslinking

agents. Four different urea biosensors based on PVC-COOH-Dextran/Urease, PVC -
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Palmitic Acid-Dextran/Urease, PVC-COOH-Polyethylene Glycol/Urease, PVC-

Palmitic acid-Polyethylene Glycol/Urease were developed.

Potentiometric response of the developed biosensors was examined against pH
and temperature. It showed better, more stable potentiometric response than
unmodified urea biosensor at different pHs and temperatures. Also reproducibility,
selectivity and response times of the developed biosensors were examined. The
reproducibility of the biosensors is very good (R.S.D. <10%), the interference effect
of Na +, Ca *2, Li * ions are relatively less than K * ion, and response times are

generally less than 30 seconds.

Finally, urea was determined in human blood serum with the developed
biosensors. The urea values that we found experimentally and the urea values in
the hospital were statistically compared with paired dependent t test. As a result of
the statistical analysis, it was found that the experimental values were statistically

significant.

Keywords: Urea biosensor, enzyme modification, polyethylene glycol, dextran,

urease
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Giris

1.1 Literatiir Ozeti

Ure, insanlarda azot metabolizmasinin baslica son iiriiniidiir ve viicuttan esas
olarak idrar yoluyla bobrekler tarafindan elimine edilir, ayrica kan ve tiikiiriik gibi
viicut sivilarinda da salgilanir. Idrardaki diizeyi, patofizyolojik kosullar altinda 7 ila
20 mg/dL arasinda degismekte, lirenin miktar1 bobrek fonksiyonunu ve cesitli
bobrek ve karaciger hastaliklarinin teshisinde 6nemli bilgiler saglamaktadir.
Azotemi veya Uremi olarak da adlandirilan, kandaki ilire seviyelerinin artmasi,
Kronik Kidney disease (CKD) veya End Stage Renal Disease (ESRD) olarak da
bilinir ve genellikle ilerleyen bobrek fonksiyon kaybina neden olur. CKD disinda,
kalp yetmezligi, hipovolemik sok, gastrointestinal kanama, ciddi enfeksiyonlar gibi
diger baz1 durumlar da normal seviyenin 6tesinde iire seviyelerinde artisa neden

olur [1].

Ure tayini icin gaz kromotografisi, kalorimetri, florimetri ve elektrokimyasal
metotlar bulunmaktadir. Bu metotlar arasinda trenin elektrokimyasal tayini, bir
cok ilire biyosensoriiniin gelismesine yol acti. Bir¢ok iire biyosensori algilayici
olarak iireaz enzimini kullanmaktadir [2]. Ureaz enzimi, (iire amidohidrolaz, E.C.
3.5.1.5 ) iireyi amonyum ve karbon diokside ¢eviren etkili bir enzimdir. Ureazin
kanda, idrarda ve atik sularda belirlenmesi ¢ok onemlidir. Ayrica diyaliz

prosesinde 6nemli rol oynamaktadir [3].

Urenin potansiyometrik tayini icin enzimatik sensérler en iyi bilinen biyosensér
sinifidir. Bu tip sensorler enzimatik reaksiyon sirasinda aciga c¢ikan trenin
konsantrasyonunu 6lgecek sekilde sensoriin yiizeyine dogrudan substrat ile temas
edebilen enzim katmani yerlestirilir. Literatiirde, elektroanalizde kullanilan
potansiyometrik lire biyosensorleri hakkinda bir¢ok yayin bildirilmistir. Enzimatik

reaksiyon sirasinda sirasiyla agiga ¢ikan amonyum iyonlarini ve hidrojen iyonlarini



tespit eden amonyum iyon secici elektrotlar ,amonyum gaz elektrotlar1 ve pH

elektrotlar iire biyosensorii olarak kullanilmaktadir [4].
1.2 Tezin Amaci

Bu tez Onerisinin amaci, mikro boyutlarda hizli, hassas, dogru ve tekrarlanabilen
sonuglar sergileyen, sicakliga karsi direngli, genis pH araliginda c¢alisabilen,

ekonomik ve glvenilir potansiyometrik tire biyosensoru gelistirilmesidir.
1.3 Hipotez

Hipotez olarak polietilen glikol ve dekstran ile fiziksel olarak modifiye edilen tlireaz
enziminin iyonofor olarak nonaktin, ¢apraz baglayic1 olarak glutaraldehit
kullanilarak karbokillenmis PVC membran ve uzun zincirli yag asidi olan palmitik
asitli PVC membran ylizeyine immobilize edilmesine dayanir. Elde edilen
biyosensoriin potansiyometrik olarak okumalar1 yapilarak, kan serumlarinda tire

degerleri biyosensor vasitasiyla belirlenir.
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Enzimler

2.1 Enzimlerin Yapisi

Enzimler, genellikle yiiksek katalitik aktiviteye, secicilige ve ozgiillige sahip
proteinler olarak adlandirilan bir biyolojik makro molekiiller grubudur. Canh
organizmalarda enzimler, yasami siirdiiren metabolik siireclerde binlerce spesifik
reaksiyon icin son derece etkili katalizorler olarak gorev yapar [5]. Kesin
diizenlemelerde binlerce atomdan olusan bu molekiiller, biyolojik hiicrelerde
meydana gelen farkli kimyasal reaksiyonlarin ¢ogunu katalize edebilir ve ¢ok
yuksek bir substrat 6zgulliik derecesi ile yan irilnlerin olusumunu azaltir [6].
Enzimler ¢ogu inorganik katalizérden daha etkilidir; ayrica, enzimler daha buyiik
spesifik etki sergilerler. Genellikle inorganik katalizorler, cesitli kimyasal
reaksiyonlar1 hizlandirarak islev goriirken, enzimler sadece belirli bir kimyasal
reaksiyonu katalize eder. Enzimler tarafindan degistirilen maddelere substratlar
denir. Enzimlerin 6zgillugi, farkli maddeler arasinda ve hatta bir bilesigin optik
izomerleri arasinda ayrim yapmada yiiksek secicilige sahip olmalarini saglar.
Ornegin, D-glukoz fosforilasyonunu katalize eden bir enzim olan glukokinaz, L-

glikoz lizerinde etkili olmaz [7].

Biitiin enzimler protein yapili olmasina ragmen kofaktor denilen protein yapil
olmayan bir bilesenin yoklugunda ¢ogu enzim Kkatalitik aktivite gosteremezler. Bu
durumda enzimin inaktif protein bilesenine apoenzim, kofaktor iceren aktif
enzime haloenzim denmektedir. Kofaktor koenzim denilen organik bir molekiil
ya da metal iyonu olabilir. Baz1 enzimler kofaktoérlerine sikica baglanir ki enzimlere
zarar vermeden cikarilmasi zordur.Boyle kofaktorlere prostetik grup denir [8].
Oksidorediiktazlar, transferazlar, izomerazlar ve ligazlar koenzimler gerektirir.
Koenzimler aktif  olarak reaksiyonlara dahil olurlar. Ornegin,
oksidorediiktazlardaki koenzimler substrattaki hidrojenleri veya elektronlari

kabul ederek ya da elektronlar1 substrata vererek gorev alirlar. Transferazlar ise



reaksiyonda transfer edilen grubu kabul eden veya bagislayan koenzimlere
sahiptir. Birgok koenzim, niikleotitlere benzeyen yapilar sunar. Ayrica koenzimler
baz1 vitaminler gibi viicudun sentezleyemedigi, diyetle disaridan alinmasi gereken
bilesikler icerir. Ornegin B kompleks vitaminleri, koenzimler olarak islev goériir

veya koenzimlerin yapisinin bir pargasini olusturur [7].

Substrat
Koenzim
+ 50—
Apoenzim Kofaktor - Haloenzim
(Protein kismi) {Protein olmayan kisim) (Tim enzim)
inaktif Aktive edici Aktif

Sekil 2. 1 Haloenzim-Apoenzim Ciftinin Gosterimi [9]

2.2 Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimler genellikle reaksiyona girdikleri substratin adina -az son ekini ekleyerek
adlandirilir. Ornegin, amilaz, lireaz ve tirozinaz, sirasiyla nisasta, iire ve tirozin
iceren reaksiyonlari katalize eden enzimlerdir. Enzimler ayrica, dehidrojenazlar ve
dekarboksilazlar gibi farkli substratlardan hidrojen ve karboksil uzaklastirilmasini
katalize eden reaksiyon tipi ile de belirlenir. Baz1 enzimlerin kendine has isimleri
vardir; bunlarin arasinda tiikiiriik pitalin, mide pepsini ve pankreas tripsin ve
kimotripsin vardir. Isimlerin farkli kriterlere gore kullanilmasi sonucu ortaya ¢ikan
karisiklik, Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi'ni (IUBMB) bir
siniflandirma sistemi 6nermeye, her enzime tanimlayici bir isim ve kendine 6zgii
bir tanimlamaya izin veren bir numara vermeye yoneltmistir. Bu siniflandirmada,
katalizlenen reaksiyon tipine gore alt1 ana enzim sinifi géz 6niinde bulundurulur.
Her sinif kendi alt siniflarina ayrilir. Enzimi tanimlamak i¢in kullanilan sayisal kod

dort bilesenden olusur: ilk say1 ana enzim sinifina karsilik gelir, ikincisi alt sinifi



belirtir, Uclinciisii alt sinifi gosterir (bu sayilar, reaksiyonda yer alan atom
gruplarinin niteligi hesaba katilarak verilir), dordiincii say1 ayn ti¢ rakama sahip

enzimler arasinda ki sirasini vermektedir. Uluslararasi siniflandirma 6 ana grubu

icerir [7], [10], [11], [12].

2.2.1 Oksidorediiktazlar

Bu enzimler redoks reaksiyonlarin1 katalize eder. Dehidrojenazlari, oksidazlari,

peroksidazlari ve oksijenazlari igerir.

Dehidrojenazlar, substratlar olarak hidrojen vericisi ve alic1 olarak bir koenzim
kullanir. Reaksiyona girdikleri substratin ad1 ve ardindan dehidrojenaz kelimesi ile
belirtilirler. Daha az siklikla, ters reaksiyon g6z Oniine alindiginda, bunlara

rediiktaz denir.

Oksidazlar, hidrojen alicisinin molektler oksijen (02) oldugu reaksiyonlari

katalizleyen enzimlerdir.

Peroksidazlar, bir substrat1 oksitlemek i¢in H202 kullanan enzimlerdir, H202 H20'ye

donustirilr.
Oksijenazlar, substrat olarak oksijen icerir.

Bir oksidorediiktaz ornegi, laktat dehidrojenazdir. Sistematik ismi L-laktat: NAD
oksidorediiktaz. onerilen yaygin adi laktat dehidrojenaz ve kod numarasi
1.1.1.27'dir. Bu enzim, laktatin piruvat'a oksidasyonunun yani sira ters reaksiyonu
(piruvatin laktata indirgenmesi) katalize eder. Enzim, koenzim olarak nikotinamid

adenin diniikleotidi (NAD) kullanir [7], [10], [11], [12].

i il
HOCH + MaDY = C =0 + mMNADH + HY
| |
COo™ COQO™
Laktat Piruwvat

Sekil 2. 2 Bir Oksidorediiktaz Enzimi Katalizi [7]



2.2.2 Transferazlar

Transferazlar, bir amin, karboksil, karbonil, metil, asil, glikosil ve fosforil gibi bir
atom grubunun bir dondr substrattan bir alic1 bilesige transferini katalize eden
enzimlerdir. Ornek olarak aspartat aminotransferaz verilebilir. (kod numarasi,
2.6.1.1.). Asagidaki reaksiyonla bir amin grubunun bir bilesikten digerine
transferini katalize eden bir aminotransferaz veya transaminaz reaksiyonunu

gorebiliriz [7], [10], [11], [12].

[i;,:,c.— ?OD'

coo" CHy il CHs

LI:H, & rI:HJ S— f~|3H:- + ffH:
*H,N—C—H C=0 C=0 *H,N—-C—H
coo coor coo- coo-

l-Aspartat  o-ketoglutarat Okzalasetat  L-Glutamat

Sekil 2. 3 Bir Transferaz Enzimi Katalizi [7]
2.2.3 Hidrolazlar

Hidrolazlar, C-O, C—N, C=S ve O—P baglarinin su ilavesiyle parc¢alanmasini
katalizleyen enzimlerdir. Ornek olarak, iire olusturmak icin arjinin hidrolizini
katalize eden arjininaz veya l-arjinin amidino hidrolazdir (kod numarasi, 3.5.3.1)

[71, [10], [11], [12].

W
C=NH CH,~NH;
i% NH, i
(CH)y + HO— 0=c{ "+ CH,
T R g L7
HN—C —H H,N—C—H
| |
coo- ) olox
L-Arjinin Ure L-Ornitin

Sekil 2. 4 Bir Hidrolaz Enzimi Katalizi [7]
2.2.4 Liyazlar

Liyazlar, hidrolizden farkl bir islemle bir substrattaki C—C, C—S ve C—N baglarinin
(peptit baglar1 harig) béliinmesini katalize eder. Cift baglara gruplarin ilavesi ve

gruplarin yer degistirmesiyle cift baglarin olusumunu katalize eder. Sirasiyla CO»,
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su veya aldehit cikarildiklar1t reaksiyonalar1 katalize eden dekarboksilazlar,
dehidratazlar, aldolazlar 6rnek verilebilir. Bir liyaz Ornegi olarak, fruktoz-1,6

bisfosfati iki li¢lli fosfat halinde bolen aldolazdir [7], [10], [11], [12].

0

P —0—H,C CH,—0—P (I_tHz—'D— P (I_tHzLZIH
. H—-C—0H 4 C=D
HOoH - | |
C=0 CH,—O0— P
H
OH . . e .
D-Gliseraldehit Dihidroksi

Fruktoz 1-6 bifosfat 3-Fosfat aseton fosfat

Sekil 2. 5 Bir Liyaz Enzimi Katalizi [7]

2.2.5 izomerazlar

izomerazlar, optik, geometrik veya konumsal izomerleri birbirine déniistiiren
reaksiyonlar1 Kkatalizler. Bazilarinin epimeraz racemaz, cis-trans izomerazlari,
sikloizomeraz ve tautomeraz gibi yaygin isimleri vardir. Asagidaki reaksiyonu
katalize eden triosfosfat izomeraz veya digliseraldehit-3-fosfat ketol izomeraz (kod

numarasl, 5.3.1.1) érnek olarak verilebilir [7], [10], [11].

M
?HIDH (T?=G'
¢=0 == H-C-OH
CH,—0—PO; CH,—0—PO;

Dihidroksi aseton fosfat D-Gliseraldehit-3-fosfat

Sekil 2. 6 Bir izomeraz Enzim Katalizi [7]

2.2.6 Ligazlar

Ligazlar, bir niikleosid trifosfatin yiiksek enerjili bir baginin hidrolizine bagh bir
reaksiyonda iki molekiiliin baglanmasini katalize eder. Reaksiyon sonucunda, C—C,
C=S, C—0 veya C—N baglar1 olusturur. Bir 6rnek olarak, glutamin olusturmak i¢in
glutamik asit ve amonyak kullanan reaksiyonu katalize eden glutamin sentetazdir.

Sentez i¢in gereken enerji ATP'nin hidrolizi ile saglanir [7], [10], [11], [12].



L CO—NH,

(;hz I:|:H7

rI:H, + NH; + ATP - (;:Ilg + ADP + P
*H,N=C—=H Amonyum *HN=C—H

fLGC" {l:ﬂf}‘
L-Glutamat L-Glutamin

Sekil 2. 7 Bir Ligaz Enzim Katalizi [7]

2.3 Enzimatik Kataliz

Enzimler reaksiyon hizini biiytik 6l¢iide arttirir ve herhangi bir katalizor gibi, net
enerji degisimini veya reaksiyonun denge sabitini degistirmezler. Reaksiyon
boyunca, bir enzim aslinda bir gecici kompleks olusturan substratlara baglanir. Bu
baglanma sirasinda molekiiliin olas1 modifikasyonlar1 gecicidir, bu da enzimin

katalizin sonunda degismedigi anlamina gelir.
Eger bir enzim E, substrat S'nin P iirtiniine déniisiimiini katalize ederse, enzim ve
substrat daha sonra enzim ve liriine ayrisan kompleks bir ES olusturur.

E + § = ES — E + P

Enzim Substrat ES Kompleksi Enzim  Uriin

Sekil 2. 8 Enzim ile Substrat Reaksiyonu [7]

Baslangicta teorik olarak onerilen ES kompleksinin olusumu deneysel olarak
ispatlanmistir. Reaksiyon sirasinda, enzim etkin bir sekilde substrata baglanir. Son
olarak, enzim degismez ve tekrar baska bir substrat molekiiliine baglanabilir. Bu
olay , nicin ¢ok az miktarda enzimin reaksiyon hizini biiytik 6l¢tide hizlandirdigini

aciklar. Ayni molekil bir¢ok kez tekrar kullanilir [7], [10], [11], [12].
2.4 Enzimlerin Aktif Bolgesi

ES kompleksini olusturmak icin, substrat enzim tlizerinde tanimlanmis bir yere
tutturulur. Molekiiliin bu bdlgesi aktif bolge, aktif merkez, katalitik bolge veya
substrat yeri isimlerini almistir. Enzimin katalitik etkisinin gerceklestigi yer

burasidir (Sekil 2.9).
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Enzim Substrat Enzim-Substrat Kompleks Enzim Urtin
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Sekil 2. 9 Enzimatik Reaksiyonun Sematik Gosterimi [7]

Aktif bolge baglayici ve katalitik bolgelere sahiptir. Substrat, baglayic1 bolgeye,
substratta degistirilecek olan yer tam olarak katalitik bolgeye yerlestirilecek
sekilde yerlestirilir. Hem baglama hem de katalitik hareketler, amino asit
rezidiilerinin yan zincirlerinin énemli bir rol oynadig1 aktif bolge seviyesinde
oldukca spesifik bir tic boyutlu konformasyon gerektirir. Substratin enzime
baglanmasi, hidrojen baglari, iyonik ¢ekimler, hidrofobik baglar ve van der Waals
etkilesimleri gibi kovalent olmayan baglari igerir. Aktif bolgedeki kimyasal gruplar,
substrattaki gruplar ile yiizlesecek ve etkilesime girecek sekilde yerlestirilmis ve
uygun pozisyonda sabitlenecek sekilde diizenlenmistir. Reaksiyon boyunca, enzim

ve substrat arasinda gecici kovalent baglar da olusur.

19. ylizyilin sonlarinda, E. Fischer bir anahtar ve kilidi arasindaki kesin uyumu
karsilastirarak enzim-substrat etkilesimini agiklamak icin bir hipotez 6nerdi. Bu
hipotez, dogru bir baglanma icin miikemmel bir yapisal tamamlayicilik gerektirir.
“Anahtar ve kilit” hipotezi, kesin 6zgiilliigii olan enzimlerin etki mekanizmasini
aciklamak icin faydalidir. Ancak model, molekiiler yap1 ve makromolekiillerin
konformasyonunun mevcut bilgisi ile uyumlu olmayan bir rijide seviyesi gerektirir.
Enzimde konformasyonel degisikliklere neden olan ve katalitik etkinligi artiran
ajanlar vardir. Su anda Koshland tarafindan 6nerilen baska bir hipotez daha kabul
gormektedir. Bu “etkilesme sonucu uygunluk” hipotezi, enzim yapisinin rijit degil
esnek oldugunu dikkate alan uyarilmis uyum kavramini ortaya koydu. Bu esnek
model, enzimin substrat ile temas halindeyken konformasyonunu modifiye
etmesine izin verir, buna adapte olur ve ES kompleksi olusturmak icin en uygun

konformasyonu elde etmek icin esansiyel rezidiilerini yonlendirir. Sadece uygun



bir substrat, kataliz icin gerekli olan kesin konformasyonel degisikligini
tetikleyebilir. Substrat enzime baglandiginda, molekiilde yapisal degisiklikler
meydana getirir; ancak o zaman en etkili yeri saglamak icin kritik fonksiyonel

gruplar yeniden diizenlenir [7], [10], [11], [12], [13].

Anahtar-Kilit Uyumu Modeli

Substrat Enzim Enzim /Substrat Kompleksi

Etkilesme Sonrasi Uygunluk Modeli Tamamen aktif

= anzim
konformasyonu
- """"" Gegis durumu
yapisi

Substrat Enzim Enzim/Substrat Kompleksi

L J

Sekil 2. 10 Enzim Katalizinde ki Anahtar-Kilit Uyumu Modeli ve Etkilesme Sonrasi
Uygunluk Modeli [14]

2.5 Enzim Stabilizasyonu

Enzimlerin baslica uygulamalar1 deterjanlar, gida isleme, hayvan beslenmesi,
meyve suyu ve aromalar, kozmetikler, ilaclar, farmasotikler, deri, ipek, kimyasal ve
arastirma ve gelistirme amaclidir. Endiistriyel uygulamalar enzimlerin sicaklik,
asirt pH ve alkaliler, asitler, tuzlar ve yiizey aktif cisimleri varliginda stabilize
olmussa uygulanabilir [15]. Enzimlerin stabilitesi sicaklik, muamele ve solventlerle
etkilesim gibi ortamlarda azalmaktadir [16]. Enzimler iiretimde, saklama ve
uygulama sirasinda cesitli denatiirasyon reaksiyonlarina maruz kalirlar. Protein
denatiirasyonu, amino asit dizilimi degismeden tli¢ boyutlu yapisinda meydana
gelen biiyik veya kiiciik degisimlerdir. Eger denatiire edici etki gideriliyorsa,
enzim denatilirasyonu tersine c¢evrilebilir. Kararli ve aktif enzimlerin elde edilmesi
genellikle zorlu bir ¢abadir ¢linkii endiistriyel ortamlarda kullanilmak tizere dogal
olarak evrimlesmemislerdir. Enzimlerin biyolojik aktivitesi, li¢ boyutlu dogal

yapiya dolayisiyla Kkatalitik olarak aktif bir enzimin herhangi bir o6nemli



konformasyonel degisikligi onlarin inaktivasyonuna neden olabilir. Enzimlerin
instabilitesi agregasyon, biyolojik fomksiyonlarinin azalmasi, ve ekstrem kosullar
ya da pH ve sicaklikta meydana gelen kiiciik degisimlerin ani konformasyon
degisiklerine ve ardindan biyolojik aktive kayiplarina neden olmasindan
kaynaklanir. Degerli irtunlerin iiretilmesi i¢in bir dizi enzim bazli islem
gerceklestirilmistir, ancak biiyiik potansiyellerine ragmen istenmeyen stabilite,
katalitik verimlilik ve dusiik spesifiklik nedeniyle engellenmistir. Bu nedenle,
enzim stabilizasyonu i¢cin metodolojilerin kullanimi, biyoteknolojideki ilerleme ve
potansiyel protein modellerinin kesfi i¢in zorunludur [15], [17], [18].

Tablo 2. 1 Denatiirasyondan Sorumlu Cesitli Fiziksel ve Biyolojik Ajanlarin ilgili
Hedef Bolgelere Etkisi ve Enzimler Uzerindeki Ilgili Etkileri [15]

Denatilirasyon Tipi Protein Hedefi Denatiirasyon Uriinii
Sicak Hidrojen Baglari Agregatlar
Soguk Hidrofobik baglar; | Agregatlar

Goziinen Gruplar Inaktif Monomerler
Mekanik kuvvet Coziinen Gruplar Yiksek Diizensiz

Yapilar;inaktif

Monomerler
Radyasyon Fonksiyonel Yiiksek Diizensiz Yap1
Gruplar;Sistein,Peptit
Baglari
Proteazlar Peptit Baglan Oligopeptit;Amino Asitler

Protein molekiillerinin stabilizasyonu, bu degisimin onlenmesi ve proteinlerin
dogal yapisinin degismeden korunmasi anlamina gelir [19]. Enzim stabilizasyonu
ylksek stabiliteye sahip enzimlerin tretilmesi, protein miihendisligi, enzimlerin
kimyasal olarak modifiye edilmesi, mikro-nano enkapsiilasyon, immobilizasyon ve

stabilite edici katki maddelerinin eklenmesidir [10].
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Sekil 2. 11 Farkl Enzim Stabilizasyon Metotlarinin Sematik Gosterimi [15]
2.5.1 Enzim Stabilizasyon Teknikleri
2.5.1.1 Ekstremofillerden Enzimlerin Taranmasi ve izolasyonu

Ekstremofiller, c¢esitli ekstrem ortamlarda var olan ve termofiller, asitofiller,
alkalofiller, psiklrofiller ve barofiller (piezofiller) ve digerlerini iceren cesitli

siniflardaki organizmalardir.

Bu organizmalar yiiksek ve diistik sicakliklarda (5 ila 130 °C), asir1 pH'da (0-12),
yuksek tuz konsantrasyonlarinda (% 3-35) ve yiiksek basingta (1000 bar)
yasayabilirler. Bu mikroorganizmalar, mezofilik tiirevlerinin hayatta kalamadiklari
kosullar altinda, endiistriyel islemlerin gelismesine izin veren benzersiz
biyokatalizorler iretir. Bu enzimler, mikroorganizmalarin ya optimize edilmis
fermantasyonu ya da rekombinant DNA teknolojisi ile hizli biiyliyen mezofillerin

klonlanmasi yoluyla termofillerden iretilebilir. Bu enzim smiflar1 icinde:
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esterazlar/lipazlar, glikozidazlar, aldolazlar, nitrilazlar/ amidazlar, fosfatazlar ve

rasemazlar bulunur [15], [20], [21].
2.5.1.2 Enzim Miihendisligi

Protein miihendisligi, genellikle protein genlerinin kullanilip, yeni proteinlerin
tasarimi ve yapimidir. Rasyonel protein tasarimi, enzim o6zelliklerinin degismesi
sebebiyle, enzim uygulamalarindaki kisitlamalar1 karsilamasimi saglar [22].
Rasyonel tasarim, istenen o6zellikleri degistirmek veya uyarmak amaciyla protein
yapisindaki degisikliklerin 6ngoriilmesi icin molekiiler modelleme ile birlikte
yapisal ve mekanik bilgileri kullanir. Bilgisayar teknolojisindeki gelismeler,
rasyonel tasarim tahminlerini gelistirmek i¢in daha iyi protein modelleri
olusturmaya yardimci olmustur. Genomik, proteomik ve bilisim alanindaki
gelismeler, buyiik miktarda biyolojik veriden yararlanmak icin yeni firsatlar

yaratmaktadir [15], [23], [24].
2.5.1.3 Enzimlerin Fonksiyonlastirilmasi

Kovalent kimyasal modifikasyon, bolgeye yonelik mutajenez ve hedef enzimin
dogrudan gelisimi icin gii¢li bir alternatif olarak ortaya ¢ikmistir. Amino asit yan
zincirlerinin kimyasal modifikasyonu daha biiyiik, neredeyse sinirsiz, cesitli
gruplarin eklenmesine izin verir, fakat girisleri icin kullanilan reaksiyonlar tipik

olarak dogada spesifik degildir [25].

Glutaraldehit ¢apraz baglanmasi ve enzim ylizeyinin pegilasyonu, biyokatalizor
kararliligini arttirmak icin stratejilerden biridir. Bu teknoloji, enzim mikro
kristallerinin glutaraldehit gibi bifonksiyonel reaktiflerle ¢apraz baglanmasini

icerir [26].

Pegilasyon, toksik ve immiinojenik olmayan bir polimer olan, bir veya daha fazla
metoksi polietilen glikol zincirinin baglanmasiyla bir protein veya peptidin
modifikasyonu ile karakterize edilen yaygin olarak kullanilan bir stratejidir.
Pegilasyon biyomolekiiliin konformasyonu, elektrostatik baglanmasi, boyudu ve
hidrofobikligi gibi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini degistirir, enzimlerin katalitik
davranislarini ve sulu ortamdaki kararliliklarimi iyilestirirr mPEGmin su

molekiillerini koordine etme kabiliyetinden kaynaklanan PEG-enzim konjugatinin
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biiyiik o6lcliide genisletilmis hidrodinamik hacmi bu degisikliklerden sorumlu

olabilir [27], [28].
2.5.1.4 Enzim immobilizasyonu

Enzim Immobilizasyonu, heterojen immobilize edilmis bir enzim sistemi yaratarak
enzimlerin kati desteklere ya da kati desteklerin igine sabitlendigi teknik bir
islemdir. Kat1 destek, enzim aktivitesini koruyarak enzim yapisini stabilize eder.
Destek baglayicilar, zayif veya kovalent baglari iceren fiziksel veya kimyasal
olabilir. Fiziksel baglanma zayiftir ve endiistriyel kosullar altinda enzimi tasiyiciya
sabit tutabilmesi zordur. Bu destek baglayicilar sentetik bir regine, zeolit veya

silika gibi inorganik bir polimer veya bir biyopolimer olabilir [29].

Kati tasiyacillara enzim immobilizasyonu, biyokatalizorlerin operasyonel
stabilitesini, daha iyi calisma kontroliinii, katalizér kontaminasyonu olmadan kolay
uriin geri kazanimini ve reaktor tasariminin esnekligini artirmak icin belki de en
¢ok Kkullanilan stratejidir. Ayrica reaksiyon iiriinleri tarafindan inhibisyonu
azaltmasi, dogal olmayan substratlara kars1 seciciligi, ¢ozilebilir enzimlere kiyasla
daha iyi fonksiyonel 6zellik gostermesi, bunlarin hepsi immobilizasyonu, enzim
stabilizasyonuna gelistirmesi yontinden en ¢ok tercih edilen yontem yapar. Termal
stabilite genellikle, sert bir destege tutturma ve korumali bir mikro-ortamin

yaratilmasiyla ortaya ¢ikan molekiiler sertlikten kaynaklanir [30].

Belirli bir enzim i¢in en ideal immobilizasyon prosediirii, zaman icinde yiiksek
katalitik aktiviteyi korurken, enzimin yiiksek turnover sayisina ulasmasini

saglayan prosediirdiir [15].

Baslica immobilizasyon yontemleri; adsorpsiyon, kovalent baglama, tutuklama,
capraz baglama, afinite. Bazi durumlarda enzim immobilizasyonu protokolleri
birka¢ immobilizasyon kombinasyonuna dayanmaktadir. Ornegin enzimin
gozenekli polimere daha iyi tutuklanmasi icin boncuklara kovalent, adsorpsiyon ve

afinite yontemiyle 6n immobilizasyonu yapilir [31], [15].
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Sekil 2. 12 immobilizasyon Yéntemleri [31]

2.5.1.5 Polioller,Sekerler ve Tuz ilavesi

Poliollerin ve sekerlerin sulu protein ¢ozeltilerine eklenmesi, polar olmayan amino
asit kalintilan arasindaki hidrofobik etkilesimlerin gii¢clendirilmesini tesvik eder,
protein sertlesmesine ve termostabilitenin arttirilmasina neden olur. Ayrica,
poliollerin suyun aktivitesi lizerindeki etkisinin, dengeleme etkilerini yonettigi

gorilmektedir [32].

Genel olarak enzimler, konsantrasyonlarini ve ortamin iyonik kuvvetlerini
artirarak stabilize edilir. Notr tuzlar su icin enzimler ile yarisir ve yiiklii gruplara
veya dipollere baglanir. Bu, enzimin hidrofobik alanlar1 arasindaki etkilesimlerin
giiclendirilmesine ve enzim molekiillerinin termal agilma reaksiyonlarina karsi
daha direngli hale gelmelerine ve sikismalarina neden olabilir. Tim tuzlar
hidrofobik etkilesimlerin stabilizasyonunda esit derecede etkili degildir, bazilari
bunlara baglanarak ve suyun lokalize yapisin1 (kaotropik etki) bozarak enzim

destabilizasyonunda ¢ok daha etkilidir [15].
2.5.1.6 Enzim Enkapsiilasyonu

Enzimlerin kapsiillenmesi, bir polimer agindaki (jel kafesi), bir silika sol-jelindeki,

bir membran yapisindaki ya da bir mikrokapsiil icindeki tutma islemidir. Tutma,
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kapstllenecek enzim varliginda polimerik bir agin sentezini gerektirir[33].
Nanopartikiller, enzim immobilizasyon tasiyicilar: olarak kullanilmistir. Enzimler
kiireler, fiberler ve tilipler seklinde nanoboyuttaki iskelelerin iizerine immobilize
edilir. Genel olarak, nanopartikiiller, minimize edilmis difiizyon sinirlamalari,
birim kiitle basina maksimum ytlizey alani ve yiiksek enzim yiikleme kabiliyeti

nedeniyle enzim immobilizasyonu i¢in ideal bir destek olarak kabul edilir [34].

Enzim immobilizasyonu icin en ¢ok ¢alisilan konulardan biri silika matrislerinde

kapsiillemedir.

Enzimlerin lipozomlar halinde kapsiillenmesi denatiirasyonu stabilize etmek ve
onlemek icin umut verici bir stratejidir. Lipid membran gecirgenligini kontrol
ederek, substratin gecirgenligini artiran lipozomlarin gecirgenligini kontrol etmek

mimkiindr [15].
2.6 Ureaz (Ure Amidohidrolaz: EC 3.5.1.5)

Ureaz bir hidrolaz simifi enzimdir. 1926 yilinda Sumner tarafindan soya
fasulyesinden kristal halde ekstrakte edildi. Bu olay enzimoloji tarihinin en 6nemli
olayidir. Clinkii ilk kez bir enzim saf halde ekstrakte edildi ve enzimlerin protein
yapisinda oldugu acikca anlasildi. Ayrica Sumner bu bulusuyla 1946 yilinda kimya
dalinda Nobel Odiiliinii kazanmistir. [35].

Ureaz bakteri, mantar, maya ve bitkiler tarafindan iiretilir. Bu organizmalarda iire
parcalanmasini katalize ederek bu organizmalara biiytime icin bir azot kaynagi
saglar. En sik arastirilan bakteriyel iireazlardan biri, Helicobacter pylori', peptik
tlserleri ve mide kanserini isaret etmektedir. Bitkilerde iireaz, baklagil
tohumlarinda yaygin olarak bulunur ve tohum c¢imlenmesinde 6nemli bir rol
oynadigi one siirilmektedir. Bitki {reazlarinin ayrica tohum kimyasal
savunmasina katilmalar1 6ngoriilmektedir. Ayrica bakterilerde normal flora ve
patojen olmayanlari iceren bir¢ok sinifta gesitli bakteri tiirleri tarafindan tretilir.
Ureolitik &zelliklere sahip mikroorganizmalar, insan ve hayvan viicutlarinda
oldugu gibi toprakta ve suda da bulunur. Ureolitik bakteriler simbiyotik dogal
mikroflora veya patojenlere ait olabilir [36]. Ayrica, Ureazin Proteus mirabilis,

Staphylococcus saprophyticus ve Helicobacter pylor gibi bazi tirler icin gii¢lii bir
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viriilans faktorii oldugu gosterilmistir. Ureaz H. pylori metabolizmasi ve
virtlansinin merkezinde yer alir, mide mukozasini kolonilestirmesi icin gereklidir
ve gucli bir bagisiklik tepkisi ortaya c¢ikaran gii¢li bir immiinojendir. Bu enzim
taksonomik tanimlama ve tedaviden sonra tani ve takip i¢in kullanilir ve bir asi
adayidir. Simdi, bu kayda deger proteinin kaynaginin, insanlarin mide mukozasini

kolonize eden H. pylori oldugu bilinmektedir.

Ureaz, lirenin amonyak ve karbamat verecek sekilde hidrolize eder. Son iiriin

kendiliginden amonyak ve karbonik asit verecek sekilde ayrisir [37].

HN-C0-NH, + H,0 =% NH + HN-CI0J0H

HN-CIOI0H + 2H,0— NH; + Hy(0;

Sekil 2. 13 Urenin Karbamat ve Amonyaga Déniisiim Reaksiyonu [37]

Sulu c¢ozeltilerde salinan karbonik asit ve iki amonyak molekiilii sirasiyla

deprotanlanmis ve protonlanmis formlariyla denge halindedir.

Hy(0; = H* 4 HCO;
ENHI; + JH;0 = INH;" + 20H°

Sekil 2. 14 Karbonik asit ve Amonyagin Denge Reaksiyonu [37]

Saflastirilmis H. pylori iireazin kinetik parametreleri, 23 ° C'de 0 ila 5 mM'lik bir
ire konsantrasyonlar1 araliginda olgiilen hidroliz oranlar1 kullanilarak

hesaplanmistir; Km 0,17 ila 0,48 mM arasinda degismekteydi [37].

Ureaz yapilary, alt birimlerinin yapilar1 ve sayilari, molekiiler agirhiklar: ve amino
asit dizileri cesitli kaynaklardan eldesine goére degisir. Ureaz, hidrolitik
ozelliklerinin elde edilmesi icin birka¢ ek proteinin aktivitesini gerektiren nikel

iceren bir enzimdir.

16



Bakteriyel tireazlar daima iki veya ili¢ farkli polipeptitten olusan multimerik
enzimlerdir. P. mirabilis'te li¢ yapisal alt birim: 11 kDa UreA (y alt birim), 12.2 kDa
UreB (B alt birim) ve 61 kDa UreC (a alt birim) bulunmaktadir. Bu polipeptitler, ii¢
yapisal gen tarafindan kodlanir: sirasiyla ureA, ureB ve ureC. Helikobakter iireazi
6zgiin olarak farkli bir yapida bulunur. H. pylori iireaz sadece iki alt birimden
olusur: ureA ve ureB genleri tarafindan kodlanan 26.5 kDa UreA (a altbirim) ve
61.7 kDa UreB (B alt birim). Iki metal iyonlu aktif {ireazin merkezi, yapisal alt
birimlerin en biiyiigiinde bulunur. Ureaz nikel iceren enzim olmasina ragmen
mikroaerofilik Helicobacter mustelae lireazinda bir demir a¢iga ¢ikarildi. Mantar ve
bitki Ureazlarinin alt birimlerinin proteinleri homo-heksamerik yapida iken,
bakteriyel tireazlarin iki veya ti¢ alt birimli kompleksleri multimer yapidadir [36].
Ureaz monomer olarak aktiftir ve genellikle multimerik yap1 icerisinde trimer veya

hekzamer olarak bulunur [35].

Bitki ve fungal tireazlar 90-kDa agirhiginda ayni alt birimli homo-oligomerik
proteinleridir. Bakteriyel ve bitki iireazlari, benzer tii¢ boyutlu yapilara ve
korunmus bir katalitik mekanizmaya sahip olduklar1 6ne strtlerek, yliksek sekans
benzerligine sahiptir. Bitki Ureazlari, a, f ve y olarak belirtilen iki ya da tg
polipeptitten olusan bakteriyel tireazlarin aksine tek zincirli polipeptitten olusur.
Bitki iireazi olan Jack bean iireazi 840 amino asit rezidiizli icerir, molekiil agirhg:
ise 90 kDa’dir. Jack bean iireazin katalitik bolgesi, birbirinde 3.7 A°¢ uzaklikla
ayrilmis Nil ne Ni2 seklinde bi nikel merkezi iceren bakteri lireazlarina ¢ok

benzerdir [38].

Ureaz

Sekil 2. 15 Helicobakter pylori Ureaz Enziminin Yapisi [35]
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3

Biyosensorler

3.1 Genel Olarak Biyosensorler

Biyosensorler immobilize edilmis biyolojik aktif bilesigin biyokimyasal sinyalini
Olciilebilir  elektriksel sinyale doniistiren uygun bir donistiiriicelerle
baglanmasiyla olusturulan analitik cihazlardir. Biyokomponentler niikleik asitler
(DNA. RNA), enzimler, mikroorganizmalar, antikorlar, dokular, hiicre
reseptorleridir. Dontistiiriicii sistemleri ise elekrokimyasal, termometrik, optik,

piezoelektrik ve manyetiktir. [39], [40], [41].

\ 4 4 Analit
wor
!/' ' ./I

Biyoaktif molekiil

Dondgtiiriici

Yiikseltgeyici

Microelectranics Mikroelektronikler

Sekil 3. 1 Biyosensoriin Sematik Gosterimi [41]

Dénitstiriiciler  biyokimyasal sinyal Olciilebilir sinyale dontstiiriirler.
Amperometrik doniistiirticiiler, elektrokimyasal reaksiyonun bir sonucu olarak
sabit bir potansiyelde bir elektrot boyunca akim bosalmasini tespit ederken,
potansiyometrik doniistiiriiciiler, elektrot membraninin belirli iyonlarla temas
ettikce, membran boyunca potansiyelindeki degisikligi tespit eder. Termometrik
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doniistiiriciiler, biyokimyasal reaksiyon ile olusan sicaklik degisimini tespit
ederlerken piezoelektrik ve yiizeysel ses dalgasi (SAW) molekillerin kuvars
kristallerinin ylzeyinden adsorpsiyonu veya desorpsiyonundan sonra salinim
frekansindaki degisimi tespit eder. Optik doniistiiriiciiler, reaktifler veya
biyolojik sistemin iriinleri tarafindan emilen veya yayilan elektromanyetik
radyasyonlar1 olger. Alan etkisi transistorleri (FETs), kati hal elektroniginin
iyon secici elektrotlarla (ISE) bir araya gelmesi ve ISE'de akim bosaltmadan

biriken ytikiin izlenmesidir [40].

Tablo 3. 1 Biyosensor Bilesenleri [42]

Analit (Ornek) Biyobilesen (Reseptor) Sinyali Ileten Sistem
Metaller Elektrokimyasal Esash
Hormonlar Enzimler Elektrokimyasal Esash
Enzim Antikorlar Yar1 iletken Esashi
Koenzimler Hiicre Optik Esash
Substrat Doku Kesitleri Fotometri Esash
Aktivator Reseptorler Fliiorometri Esash
Inhibitor Mikroorganizmalar Fliorometri Esash
Antikor-Antijen Niikleik Asitler Piezoelektrik Esash
Niikleik Asit Lipitler Kuartz Kristal Mikrobalans
Mikroorganizmalar Hiicre Organelleri Mikrokantil everlar
Glikoz Glikoz Oksidaz Amperometrik
L-Aminoasitler Horseradish Peroksidaz Potansiyometrik
Herbist Antibadiler Piezolektrik kuartz kristal
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Biyokomponentler, analite kars1 énemli derece spesifik olan biyomolekiillerdir. En

¢ok kullanilan biyokomponentler enzim ve antikorlardir [10].

Ik enzim bazh sensér 1967'de Updike ve Hicks tarafindan iiretildi. Enzim
biyosensorleri, immobilizasyon yontemleri vasitasiyla yani enzimlerin van der
Waals kuvvetleri, iyonik baglanma veya kovalent baglanma ile adsorbe edilmesi
lzerine tasarlanmistir. Bu amag¢ i¢in yaygin olarak kullanilan enzimler;

oksidoredtiktazlar, polifenol oksidazlar, peroksidazlar ve aminooksidazlardir [43].

ilk mikrop bazl veya hiicre bazh sensor Diviés tarafindan gerceklestirildi [44].
Doku bazli sensorler i¢in dokular, bitki ve hayvan kaynaklarindan elde edilir.
Rechnitz, amino asit arginininin belirlenmesi i¢in ilk doku bazli sensoéri
gelistirmistir. Organel bazli sensdérler membranlar, kloroplastlar, mitokondri ve
mikrozomlar kullanilarak yapilmistir. Bununla birlikte, bu tip biyosensorlerin
stabilitesi yliksek olmasina ragmen, tespit siireleri daha uzundur ve spesifiklikleri

daha azdir.

Antikorlarin kendi antijenlerine karsi yiiksek afiniteye sahip oldugu, yani
antikorlarin spesifik olarak patojenlere veya toksinlere baglandigi veya konakg¢inin
bagisiklik sisteminin bilesenleri ile etkilesime girdigi gercegi Uzerine
immiinosensorler tasarlanmistir [45].

DNA biyosensorleri, bir numunede tek zincirli nikleik asit molekiilliniin
tamamlayict  zincirini taniyabilmesi ve baglayabilmesi o6zelligi iizerine

gelistirilmistir. Etkilesim, iki niikleik asit zinciri arasinda stabil hidrojen baglarinin

olusmasindan kaynaklanmaktadir [46].
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Sekil 3. 2 Biyosensoriin Siniflandirilmasi [47]

Basarili bir biyosensoriin olusturulmasi, biyolojik durumun prensibine ve uygun

donitstiriiciiyle bir araya gelmesine baghdir [40].

Basitlikleri, ytliksek hassasiyetleri, gercek zamanli ve yerinde analizleri igin
biyosensorler endiistriyel prosesler, klinik tespit ve cevresel kontrol dahil olmak
lizere cesitli alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica biyosensoérler,
glinlimiizde ¢esitli biyomolekiiller (enzim, antikor, doku, hiicre) kullanilarak klinik
teshis, gida teknolojisi, askeri, endistriyel, biyomedikal ve cevresel izleme gibi

uygulamalar i¢in kapsamli aragtirmalara konu olmaktadir [41], [47].

3.1.1 Elektrokimyasal Biyosensorler

Bir elektrokimyasal biyosensor, bir elektrokimyasal transdiisere sahip bir
biyosensordiir. Bu biyosensorler potansiyometrik, amperometrik,
konduktometrik, impidimetrik ve alan etki biyosensoérleridir [48], [49]. En ¢cok
calisilan teknik amperometriktir onu potansiyometrik biyosensoérler izler [50].

Reaksiyonlar genellikle sadece elektrot yiizeyine yakin bir yerde ol¢iildiigiinden,
elektrotlarin kendileri elektrokimyasal biyosensoérlerin performansinda énemli bir
rol oynamaktadir. Belirli bir elektrotun secilen islevine dayanarak, elektrot

materyali, yiizey modifikasyonu veya boyutlar1 elektrodun tayin 6zelligini biliyiik
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Olgiide etkiler. Elektrokimyasal algilama, genellikle algilama veya redoks elektrotu
olarak da bilinen bir referans elektrot, bir karsi veya yardimci elektrot ve ¢alisan
bir elektrot gerektirir. Yaygin olarak Ag / AgCl'den yapilan referans elektrot,
bilinen ve kararl bir potansiyeli korumak i¢cin reaksiyon bolgesinden belli bir
mesafede tutulur. Calisma elektrotu biyokimyasal reaksiyonda doéntstiriici
elemani olarak hizmet ederken, karsi elektrot elektrolitik ¢ozeltiye bir baglanti
kurar, boylece calisma elektroduna bir akim uygulanabilir. Bu elektrotlar hem
iletken hem de kimyasal olarak kararli olmalidir. Bu nedenle, analite bagh olarak
platin, altin, karbon (6rnegin grafit) ve silikon bilesikleri yaygin olarak

kullanilmaktadir [48].
3.1.1.1 Amperometrik Biyosensorler

Amperometri, bir elektroaktif tirin elektrokimyasal oksidasyon veya
indirgenmesinden kaynaklanan akimin ol¢iilmesine dayanir [49]. Elektrokimyasal
kurulum siklikla altin, platin, camsi karbon, grafit veya karbon macunu gibi bir
calisma elektrodundan, Ag / AgCl gibi bir referans elektrottan ve genellikle karbon
veya platinden yapilan bir yardimci elektrottan olusur [50].

Amperometri, basitligi ve hassasiyeti nedeniyle biyosensorlerde muhtemelen en
yaygin tespit yontemidir. Biyolojik element dogrudan elektrot izerinde immobilize
edilebilir ve genellikle de bir enzimdir. Enzimatik reaksiyon sirasinda, enzim
tarafindan bir elektrokimyasal olarak aktif tiir tretilebilir veya tiiketilebilir ve bu
tiirler elektrotta oksitlenebilir veya indirgenebilir. ideal durumda, élgiilen akim,
analit konsantrasyonuyla dogrudan orantilidir [50].

Clark oksijen elektrotlar1 belki de bir akimin oksijen konsantrasyonuyla orantili
olarak iretildigi en basit amperometrik biyosensor formlar1 icin temeli temsil
eder. Bu, belirli bir potansiyelde bir Ag / AgCl referans elektrodundaki referansla
platin ¢calisma elektrottaki oksijenin azaltilmasiyla dlciiliir. Tipik olarak, akim sabit
bir potansiyelde o6l¢iliir ve buna amperometri denir. Potansiyelin kontrolli
degisimleri sirasinda bir akim 6lgtliirse, buna voltametri denir [48].

Daha yeni biyosensorlerde elektron transferi icin mediatorler veya aktif

merkezden elektroda dogrudan elektron transferi olan enzimler kullanilir [50].
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3.1.1.2 Potansiyometrik Biyosensorler

Potansiyometrik cihazlar, bir elektrokimyasal hiicredeki referans elektrot ile
karsilastirildiginda, c¢alisma elektrotunda sarj potansiyelinin birikmesini,
aralarinda sifir veya hi¢ énemli bir akim olmadiginda oOlger. Baska bir deyisle,
potansiyometri, bir elektrokimyasal reaksiyondaki iyon aktivitesi hakkinda bilgi
saglar [48].

En yaygin potansiyometrik cihazlar pH elektrotlaridir; diger bir¢ok iyon (F-, I-,
CN-, Na+ K+, Ca?+, NHs ) veya gaz (CO2, NH3) secici elektrotlar mevcuttur [49].
Iyon segici elektrotlar (ISE'ler) potansiyometrik él¢ciimlere dayanir ve temel olarak
enzim bazli biyosensorler icin kullanilabilir. Ornegin enzim aktivitesine bagh
olarak pH'deki degisim, pH'ye duyarl bir ISE ile kolayca izlenebilir. Bir iyon secici

membran boyunca gelisen potansiyel 6l¢tliir [50].

Potansiyometrik ol¢limler icin, konsantrasyon ile potansiyel arasindaki iliski,
Ecen'in sifir akimda gozlenen hiicre potansiyelini temsil ettigi Nernst denklemi
tarafindan yoénetilir. Bu bazen elektromotiv kuvveti veya EMF olarak da ifade
edilir. E°ce hiicreye sabit bir potansiyel katar, R evrensel gaz sabiti, T derece Kelvin
cinsinden mutlak sicaklik, n elektrot reaksiyonunun yik sayisidir, F Faraday
sabitidir, Q anottaki iyon konsantrasyonunun katottaki iyon konsantrasyonuna

oranidir [48].

RT
EMF or E.u=E", —nQ

T

Sekil 3. 3 NERST Esitligi [48]
Potansiyometrik dedektore bitisik bir biyokatalizor katmani yerlestirildiginde,
herhangi bir biyokatalizor sensoriinde oldugu gibi sunlar g6z oOnilinde
bulundurulmahdir. (1) analiz edilecek olan substratin biyosensor yiizeyine
tasinmasi (2) reaksiyon tabakasina analitin diflizyonu  (3) biyokatalizor
mevcudiyetinde analit reaksiyonu ve (4) reaksiyon iiriiniiniin hem detektére hem

de bulk ¢ozeltiye dogru difiizyonu [49].
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3.1.1.3 Konduktometrik Biyosensorler

Ureazdaki gibi bir¢cok enzim reaksiyonu ve bircok biyolojik membran reseptorii
birlestirilmis mikroelektrotlar kullanilarak iyon iletkenlik veya impedimetrik
cihazlarla izlenebilir [49]. Konduktometri, bir analitin (6rnegin elektrolit
cozeltileri) veya bir ortamin (6rnegin nanotellerin) elektrotlar veya referans
devreleri arasinda bir elektrik akimi iletme kabiliyetini 6l¢gmektedir. Cogu
durumda, konduktometrik biyosensorler, enzimatik bir reaksiyonun bir sonucu
olarak iyonik kuvveti ve dolayisiyla iki elektrot arasindaki bir ¢ozeltinin
iletkenligini degistiren enzimlerle gii¢lii bir sekilde iligkilendirilmistir. Boylece,
iletken bir ¢ozeltide yiiklu tiirlerin konsantrasyonunda degisiklik lireten enzimatik
reaksiyonlar1 incelemek icin konduktometrik cihazlar kullanilabilir. Klinik
orneklerin degisken iyonik arka planmi ve yiliksek iyonik kuvvetli ortamlardaki
kiiciik iletkenlik degisikliklerini 6l¢gme gereksinimi, bu tir enzim bazh iletken
cihazlarin biyoalgilayici icin uygulanabilirligini sinirlar. Diger bir yaklasim,
enzimlerin ya da antikor-antijen ¢iftinin immobilizasyonu sonucu bir elektrotun

iletkenligindeki degisiklikleri dogrudan izlemektir [48].
3.1.1.4 Yiizey Alan Doniistiirticiileri (Field Effect Transistors)

FET, yan iletken bir malzemedeki iki elektrot arasindaki kanalin iletkenligini
kontrol etmek icin bir elektrik alan kullanan bir transistor tiiriidiir. Iletkenligin
kontrolii, kaynak ve bosaltma elektroduna gore elektrik alan potansiyelinin gate
olarak bilinen tgtincii bir elektrotta degistirilmesiyle gerceklestirilir [48].

iyon konsantrasyonlarini belirlemek icin kullanilan sistemlerin énemli bir
varyasyonu, iyona duyarh alan etkili transistorlerdir (ISFET'ler). Bir ISFET,
dogrudan FET'in yalitimli gate elektroduna uygulanan bir iyon se¢ici membrandan
olusur. Bu gibi ISFET'ler bir biyokatalitik veya biyo-komplekslestirici tabaka ile
birlestiginde, bunlar biyosensor olurlar ve genellikle enzim (ENFET'ler) veya
immiinolojik (IMFET'ler) alan transistorleri olarak adlandirilirlar. ENFET ve
IMFET tabanh cihazlarin ¢alisma 6zellikleri, ISE tabanli biyosensorlerin 6zellikleri

ile giiclii bir sekilde ilgilidir [50].
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3.1.2 Biyosensorlerin Uygulama Alanlar
3.1.2.1 Gida Teknolojisi

Biyosensorler, gidalardaki patojenlerin tespitinde kullanilir. Sebzelerde
Escherichia coli varhg, gidalara diski bulagsmasinin bir biyoindikatérudtr. E. coli,
potansiyometrik biyoalgilayici sistemleri kullanilarak amonyak (iireaz - E. coli
antikor konjugati tarafindan itretilen) kaynakl pH'taki degisim tespit edilerek
Olgilmustir [51].

Siit endiistrisinde enzimatik biyosensorler de kullanilmaktadir. Screen-printed
karbon elektrotu temel alan bir biyosensor, bir akis hiicresine entegre edildi.
Enzimler, foto ¢apraz baglanabilir bir polimerin i¢ine sokularak elektrotlar lizerine
immobilize edildi. Bu sayede olusturulan otomatik akis bazli biyosensor, siitteki li¢
organofosfat pestisiti 6l¢cebilmektedir [52].

Fermantasyon siirecinde, sakrifikasyon geleneksel Fehiing'in metodu ile
izlenmektedir. Bu yontem, indirgeyici sekerin titrasyonunu icerdiginden, sonuclari
kesin olmamaktadir. Bununla birlikte, 1975'te ticari olarak glikoz biyosensoériiniin
piyasaya siiriilmesinden bu yana biyosensorler fermantasyon endiistrilerinde
kullanilmaktadir. Artik fabrikalar basariyla sakrifikasyon ve fermantasyon
atolyesinde tiretimi kontrol etmek i¢in glikoz biyosensorlerini kullaniyor ve glikoz
tiretmek icin bioenzimatik yontemi kullaniyor [53].

3.1.2.2 Medikal Alandaki Uygulamalari

Tip alaninda, biyosensorlerin uygulamalar1 hizla artmaktadir. Glikoz
biyosensorleri, kan sekeri diizeyleri lizerinde hassas kontrolii gerektiren diyabetus
mellitus tanisi i¢in klinik uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Evde kan
sekeri Ol¢cen biyosensorlerin kullanimi diinya pazarinin% 85'ini olusturmaktadir
[54].

Biyosensorler, bulasici hastaliklar teshis etmek icin tip alaninda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Patojen tanimlamasi ve anti-mikrobiyal duyarhlik ile birlikte
idrar yolu enfeksiyonu (IYE) tamisi i¢in umut verici bir biyosensor teknolojisi
calisilmaktadir [50].

Bugiin karsilasilan en biiytiik sorun, kalp yetersizligi ile yaklasik bir milyon insanin

muzdarip olmasidir. Kardiyovaskiiler hastaliklarin tespit teknikleri arasinda
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immiinoafinite kolonu testi, florometrik ve enzime bagli immiinosorbent testi
bulunur. Bunlar zahmetli, kalifiye personel gerektirir ve zaman alicidir. Elektrik
Olgimiu tUzerine kurulan biyosensorler, ilgili belirli bir biyomarker ile istenen

seciciligi saglayarak biyokimyasal molekiiler tanimada kullanir [50].
3.1.2.3 Askeri Alandaki Uygulamalari

Biyosensorler biyolojik saldir1 zamanlarinda askeri amaglar icin kullanilabilir. Bu
tiir biyosensorlerin temel amaci, gergek zamanh olarak biyolojik savas ajanlariny,
yani bakteriler (vejetatif ve sporlar), toksinler ve viriisler olarak adlandirilan ve
gercek zamanl olarak tehdit olusturan organizmalar1 hassas ve secici bir sekilde
tanimlamaktir. Biyolojik savas ajanlarinin kimyasal markerlarini tanimlayabilen

molekiiler teknikler kullanilarak bir¢cok biyosensor tasarimi yapilmistir [50].
3.1.2.4 Cevre izleme Alanlarindaki Uygulamalari

Cevresel ol¢ctimler genel olarak, toprak kirliligi, hava kirliligi ve su kirliliginin tayin
edilmesi, su aritma etkinliklerinin saptanmasi, tarimsal ve endiistriyel atiklarin
takip edilmesidir. Cevresel dlciimler ¢ok genis bir alan1 kapsamaktadir. Bu yiizden
yuzlerce ve binlerce 6rnek i¢cin numune alinmasi, bu numunelerin hazirlanmasi ve
Olgiilmesi masrafli ve zaman olarak dezavantajlidir. Bunun yerine tasinabilir bir
biyosensor ile aninda ve olay yerinde 6l¢lim yapilabilmektedir.

Atik sulardaki organik kirliligin 6lciisii olan Biyokimyasal Oksijen Istemi (BOD),
Trichosporon cutaneum denilen bir mikroorganizma kullanilarak olusturulan bir
mikrobiyal biyosensor ile ¢ok kisa zamanda olciilebilmektedir. Bunun yaninda,
Pseudomonas, Clostridium, Bacillus gibi mikrobiyal tiirler kullanilarak bir ¢ok
amperometrik BOD sensoérii olusturulmustur.

Atmosfer Kkirliliginin 6l¢iimi icin de gaz sensorlerine ihtiya¢ duyulur. Bu ylizden
mikrobiyal temelli havadaki karbondioksit, azotdioksit, kiikiirtdioksit, metan gibi
gazlar dlcen biyosensorler gelistirilmistir. Bu biyosensorler temel olarak, ototrof
bakterilerin havadaki kirlilik bilesenini tiiketmesiyle, solunum aktivitesinin bir

oksijen elektroduyla 6l¢iilmesidir [47].
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3.2 Ure Biyosensorleri

Urenin potansiyometrik tayini icin enzimatik sensérler en iyi bilinen biyosensér
sinifidir. Bu biyosensorlerde aktif enzim tabakasi bir substrat ile dogrudan temas
ettigi ve enzimatik reaksiyon sirasinda olusan triinlerin konsantrasyonunu 6lgen
klasik bir sensoriin yuizeyine yerlestirilir [4]. Sensor, Ureaz ile hidrolize edilen

tirenin enzimatik reaksiyonuna dayanir [55].

NHyCONH: + H" 4+ 2H:0—2NH,; + HCO,

Sekil 3. 4 Urenin Enzimatik Hidrolizi [55]

Ure, reaksiyonun sonucunda hidrojen iyonlarinin konsantrasyonunda bir diisiise
(pH artar) ve iki yeni iyon olusmasina neden olan tire'yi amonyak ve hidrojen
karbonata pargcalar [56]. Ure konsantrasyonunu, pCO2 elektrodu, pNH3 elektrodu,
pH elektrodu ve pNHs elektrodu gibi cesitli donitstiriciiler kullanarak

potansiyometrik olarak belirlemek miimkiindiir [57].

Kati1 hal kontakt nonaktin bazli amonyum iyon secici elektrotlar (ISE), hizli ve
tekrarlanabilirlikleri nedeniyle, potansiyometrik tlire biyosensorlerinin gelisimi

icin en uygun transduserler arasindadir [58].

Enzimatik hidroliz sonucu protolitik 6zelliklere sahip trtinler olusmasindan dolay:
pH oOlciimiine dayanan tre algilayicisi mimkiindiir. Bu triinler pH sensor
yluzeyinin alkalilesterek sensor potansiyelinin diismesine neden olur. pH-bazh
biyosensorlerin ortak kalibrasyon grafikleri sigmoidal sekle sahiptir. Bu
biyoalgilama yonteminin ana dezavantaji, analiz edilen numunelerin tampon

kapasitesine giiclii bir duyarlilikla bagh olmasidir [39].

Potansiyometri ve amperometri lire biyosensoriiniin 6l¢iilmesinde kullanilan en
yaygin iki yontemdir. Bu ikisi arasinda potansiyometrik yontemler oldukga
secicidir ve yaygin olarak kullanilan yontemdir. Potansiyometrik biyosensorler,
kolaylik, hiz, diisiik maliyet ve yiiksek hassasiyet nedeniyle geleneksel iire

belirleme yontemlerine daha iyi bir alternatif olarak kabul edilmistir [59].

Polivinil klorir (PVC) membran elektrotlarin uygun iyonoforlar kullanilarak

biyosensor olusturulmasinin kisa yanit siiresi, iyi tekrarlanabilirlik ve basit dizaym
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gibi avantajlar1 vardir. Enzimler glutaraldehit capraz baglayici reaksiyonlarla PVC
iyon secici membran yiizeyine baglanir. Ancak enzimin plastiklegtirilmis
hidrofobik PVC membran ylizeyine baglanmasi zayiftir. Enzim immobilizasyonunu
kolaylastirmak icin membran malzemesi olarak kullanilan PVC fonksiyonlastirilir
(amin,karboksil) [60]. Enzimler karboksillenmis PVC membran yiizeyine kovalent
olarak direkt baglanabilmektedir. Bu enzim immobilizasyon metodu hazirlanis (1
adim karbodiimid metodu) agisindan basittir ve elde edilen biyosensoérlerin
miilkemmel dinamikleri, yliksek hassasiyeti ve uzun calisma stabilitesi bulunur

[39].

Bu biyosensorlerle birlikte tlireyi es zamanl 6l¢ebilen birka¢ biparametrik sistem
vardir. Bu sistemler enzimatik yontemlere dayanir ve oOlciimden Once girisim
yapan maddelerin uzaklastirilmasi gerekir. Amonyum dontustiiriicii bu sistemlerde
endojen amonyuma sodyum ve potasyum iyonlari girisim yapabilir. Bu girisimlerin

tistesinden gelebilmek icin cesitli stratejiler kullanilmistir: diferansiyel dl¢ciimler

(Koncki et al., 2000), gaz difiizyonu ile ayrilma (Krawczynski vel Krawczyk et al.,

1994), kolon iyon degistiricisi (Radomska et al., 2004) [58],[61].

Chetana Vaghela ve arkadaslar1 (2018), tireyi berthelot testiyle lireaz tarafindan
iretilen amonyum nedeniyle ortaya ¢ikan renkli kompleksin yogunlugunun LED

15181na ve optik fibere dayali basit algilama sistemi kullanilarak él¢tilmiistiir [62].

Anaradha Soni ve arkadaslar1 (2018), tiikiiriik numunelerinde tire tayini icin basit
bir metodoloji kullanilarak filtre kagidi bazli pH duyarh boya tlizerindeki seride
lireazin immobilizasyonu sonucu optik bazl akilli telefon gelistirildi. Serit, ttikiirtik
numunesinde bulunan iire ile lireaz enzimi reaksiyonunun bir sonucu olarak
amonyak olusumu iizerine pH'daki artis nedeniyle renk degistirmistir. Ornekte
mevcut olan lre konsantrasyonu arttik¢a, daha fazla amonyak serbest birakildi ve
bu nedenle renk degisimi daha derindi. Kagit seridindeki bu renk degisimi, daha
sonra evde gelistirilen akilli telefon tabanli bir uygulama kullanilarak RGB

profilleme yoluyla tarandi [1].

Emre C(Cevik ve arkadaslar1 (2012) Altin elektrot iizerinde demir oksit

nanopartikiiller ile modifiye edilen PGMA (poly(glycidylmethacrylate) bazli yeni
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bir ilire biyosensorii gelistirmistir. Ureaz enzimi bu yapiya kovalent olarak

baglanmistir [2].

Walcerz 1998 yilinda nonaktin, PVC-COOH ve Dioktil sebakat membrani iceren
amonyum secici elektotlarina iireazi immobilize ederek potansiyometrik iire
biyosensorii lretmislerdir. Bu biyosensor ile kanda FIA sistemi ile kanda iire

tayinini gerceklestirmislerdir [63]

M.Sheliakina ve arkadaslar1 (2014) arginin tespiti i¢in lireazin inhibisyon etkisine
dayanilarak yeni bir biyosensor gelistirmislerdir. Iyon secici alan etkisi
transistorleri, transdiiserler olarak kullanildi. Glutaraldehit buharinda immobilize
olan iireaz, biyosensoriin biyotaniyici elemani olarak gorev almistir. Calismanin
onemli bir kismi ireazin argininin tarafindan inhibisyonunu kanitlamayi

amaglamaktaydi [64].

Azam S. Emami Meibodi ve Sara Haghjoo, enzimin tutuklanmasinda matriks olarak
gorev alan polianilin-cok duvarli karbon nanotipler (PANI / MWCNTSs)
kompozitini, elektropolimerizasyon yoéntemi ile irettiler. Ureaz fiziksel
adsorpsiyon ve elektrokimyasal tuzaklama teknigi kullanilarak immobilize

edilmistir [65].
3.3 Ure ve Ure Tayin Yontemleri

Ure (karbamid, karbonil diamid), memelilerde azotlu bilesiklerin en etkili son

metabolitidir, insanlarda azot atiliminin% 80-90'1n1 olusturur [66].

Protein bakimindan zengin yiyecekler 9 esansiyel ve 11 esansiyel olmayan amino
aside déniistiiriiliir. iki grup arasindaki fark, esansiyel amino asitlerin viicutta
sentezlenememesi ve bu nedenle diyet veya proteinlerle alinmasi gerekliligidir.
Amino asitlerin iki secenegi vardir: (1) proteini sentezlemek i¢in kullanilabilirler
veya (2) a-amino grubunun ¢ikarildig1 ve karacigerde iire haline donustirildigu
monoton bir sekilde parcalanirlar. Sasirtici olmayan bir sekilde iire tiretimi, yenen
protein miktar1 ile yakindan ilgilidir; bu nedenle iire, kronik bébrek hastaligini
olan bir hastanin gerekli miktarda protein alip almadigini tahmin etmek ic¢in

kullanilabilir [67].
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¢ Proteince zengin besinler

Esansiyel ve.
nonesansiyel
amino asitler

Y S Viicut —
. protein depolar
Karaciger
Y ) Atik iiriinler
0 ve iyonlar
re

v

idrar

Sekil 3. 5 Protein Metabolizmasinin Genel Taslagi [67]

Sekil 3.5'deki taslaga gore; diyet proteini alimi, esansiyel ve esansiyel olmayan
amino asitlere veya metabolik atik {irtinlere ve iyonlara hizli bir sekilde metabolize
edilebilir. Esansiyel ve esansiyel olmayan amino asitler viicut protein depolariyla i¢
ice gecebilirler. Amino asitler ayrica iire olusturmak i¢in karacigerden metabolize
edilebilir, daha sonra idrarla atilir. Viicut protein depolari, esansiyel ve esansiyel
olmayan amino asitlere geri dontstiiriilebilir veya idrarla atilan atik trtinler ve

iyonlar olusturarak metabolize edilebilir [67].

Memelilerde, deaminasyon reaksiyonu sonucu olusan ve gii¢li bir baz olan
amonyak canli ortaminin pH’sin1 ylkselterek canllar icin zararli etkilere neden
olabilir. Bu yiizden karacigerde CO: ile birleserek toksik olmayan bilesik tire
sentezlenir [68]. Karacigerde olusan iire kan yoluyla bobreklere tasinir ve idrar

yoluyla viicuttan atilmaktadir [66].
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Sekil 3. 6 Ure Dongiisii [69]

Ure dongiisii, hepatositlerin mitokondrilerinde baslar ve sitoplazmada sona erer.
Ure dongiisii, viicudun toksik amonyag iire haline déniistiirmenin bir yoludur.
Amonyak, protein katabolizmasindan kaynaklanir, bunun yaninda sekonder olarak
yuksek proteinli diyete, deaminasyonlara veya uzun stireli aclhik donemine baghdir.
Amonyak ayrica dogal olarak bagirsak florasi tarafindan liretilir. Kas ve periferik
dokularda, glutamat serbest amonyag1 kabul eden amino asit lizerinde glutamin
olusumuna yol agar. Glutamin daha sonra kas ve periferik dokulardan salinir ve
karaciger tarafindan kullanilir. Glutaminaz, glutamini glutamat ve amonyaga
pargalar. Glutamat ayrica, glutamat dehidrojenaz enzimi yoluyla ek tire saglar.
Buradan itibaren, amonyak baslangicta hepatosit mitokondri icine dahil edilir ve
sonucta iire olusumuna yol acar. Ure daha sonra hepatosit sitoplazmasini birakilir

ve sonucta idrarla atilir [70].
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Sekil 3. 7 Amonyagin CO:ile Reaksiyonu [71]

Dogada yaygin olarak bulunan iirenin belirlemesi tibbi tani, tarim bilimi, cevre

izlemesi ve gida bilimi i¢in 6nemli hususlardan biridir [59].

Kan plazmasinda tire seviyelerinin azalmasi nadir olarak goriiliir ve ciddi karaciger
hastaliklarina ve dusiik protein alimina karakteristiktir. Metabolizmanin son {liriint
olan tre, bobreklerin boébrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesine olanak
saglayan énemli bir faktordiir. Idrar ve kandaki iire diizeyi, bobrek ve karaciger
fonksiyonlarini, proteinlerin katabolizmasini, konjestif kalp yetmezligini, yiiksek
protein diyetini, yetersiz beslenmeyi, hamileligi ve hatta sok ve stresi kontrol

etmek icin degerli bir belirte¢ olarak kullanilir [39], [59].

Kandaki iire fizyolojik duizeyi diyete bagh olarak 2,5 ile 8,6 mM arasindadir. Kronik
ve keskin bobrek yetmezligi sirasinda 6nemli derecede artar (sirasiyla 50-70 ve
120-150 mM). Bu patolojik iire seviyeleri, periton diyalizi veya hemodiyaliz
tedavisi sirasinda 10 mM'nin altina dusirilebilir. Postdiyalizat sivilarinda iire
seviyeleri, yaklasik 3 ila 16 mM arasinda degisebilir. Idrar numunelerinde bulunan
en yliksek ve giiclii diyet bagiml lire diizeyleri, 0.2 ile 1 M arasinda degismektedir
[39].

Kandaki artan iire seviyesi bobrek yetmezliginden, iliriner sistemde tikanma,
dehidrasyon, yanma, sok ve sindirim kanalindaki kanamadan sorumludur. Kronik
bobrek hastaligl1 (KBH) veya bobrek yetmezligi olan kisilerde, iire seviyesi, saglikl
kisilere kiyasla 10 katina kadar ulasabilir. Yillik kiiresel iire liretiminin, biiytik
kismi1 giibre olarak kullaniir ve 2050 yilina kadar 9,3 milyar tonu asmasi

beklenmektedir. Ure ayrica toprak pH'sindaki diisiisten de sorumlu olabilir [59].
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Baslica iire tayin yontemleri;

Direkt yontemler: Kolorimetrik, Ksanthidrol yontemi

indirekt yontemler: Kowarsky Yontemi

Kolorimetrik yontemler: Berthelot ve Nessler reaksiyonlari
Elektrokimyasal Yontemler: Kondiiktometrik ve Potansiyometrik

Diger Yontemler: Kemiliiminesans yontemi [68].
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A

Biyopolimerler

4.1 Polimerler ve Biyopolimerler

Polimerler, tip endistrisinde ve toplumumuzda en goze c¢arpan materyal
siniflarindan biridir. Dogada meydana geldikleri zaman, hem bitkisel hem de
hayvansal kaynakli materyalleri insan konakg¢ilarda biyoyumlulugu artirdigi,
biyoaktivite kabiliyetini gosterdigi, biyobozunmaya maruz kaldigi tahmin
edilmektedir [72]. Surdirilebilirlik yaklasimlar1 ardindan, yenilenebilir
kaynaklardan elde edilen polimerler iizerinde arastirmalar yogunlasmistir.
Polisakkaritler dogada en bol bulunan polimerler olmasinin yaninda, ayni1 zamanda
milkemmel bir yapi c¢esitliligi sunar. Polisakkaritler kimyasal modifikasyonla
fonksiyonel polimerlerin hazirlanmasinda baslangic materyali olarak 6nceden
belirlenebilir. Esterifikasyon, eterifikasyon, niikleofilik yer degistirme ve
oksidasyon gibi yaygin modifikasyon metotlar1 i¢in polisakkarritlerde yaygin

bulunan hidroksil gruplarindan yararlanilir [73].

Dogal olarak tiretilmis biyopolimerler, son birka¢ yilda bolluklari, toksik
olmamalari, biyouyumluluklari, biyobozunurluklari, esneklikleri,
yenilenebilirlikleri ve fonksiyonlastirilmasi icin cok sayida reaktif gruplarina sahip
olmalarindan dolay1 biiytk 6lciide ilgi cekmektedir. Su siralar, dogal polimerlerin
cogu biyomedikal, cevresel, farmasotik, gida, biyoyakit/enerji gibi cesitli
uygulamalar icin ideal ve gelecek vaat eden destek/kompozit aday potansiyeli
gostermektedir. Enzimlerin optimal reaksiyonu icin ¢evresinde biyouyumlu bir
mikroortam saglayarak biyokatalitik performansini ve stabilitesini artirmasi
acisindan biyopolimerlerin kullanilmasinin 6énemli bir avantaja sahiptirler.
Glinlimiizde aljinat, kitosan, selliloz, dekstran, agaroz, agar-agar, karra geenan,
jelatin, guar zamki, pektin vb. bircok polimer ve bunlarin tiirevleri

multifonksiyonel biyokataliz i¢in destek tasiciy1 gorevi istlenmektedirler [74].
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Sentetik polimerler, yaygin olarak kullanilan malzemeler ve yiiksek teknoloji
uygulamalarinda fonksiyonel elemanlar olarak, modern insanin hemen hemen her

yoOniiyle kendi yollarin1 agmis olan her yerde bulunur.

Bir¢ok durumda, sentetik polimerlerin ¢esitli tibbi implant ve doku miihendisligi
uygulamalar icin kompozisyonlari, mekanik o6zellikleri ve bozunma o6zellikleri

bakimindan dogal polimerlerden daha iistiin oldugu kanitlanmistir [75].

Biyopolimerler, farkli olceklere dayali olarak farklh sekillerde smiflandirilir.
Parc¢alanabilirliklerine bagh olarak, biyopolimerler biyolojik olarak parcalanabilen
ve biyolojik olarak parcalanamayan, alternatif olarak biyolojik bazli ve biyolojik
esasli olmayan biyopolimerler iki genis gruba ayrilabilir. Polimer omurgalarina
dayanarak, biyopolimerler kabaca asagidaki gruplara ayrilabilir: poliesterler,
polisakaritler, polikarbonatlar, poliamitler ve vinil polimerler. Bu gruplar
tekrardan kokenlerine gore birkag alt gruba ayrilmaktadir. Biyopolimerler, tekrar
eden birimin yapisina bagh olarak, u¢ gruba ayrlabilir: (i) polisakaritler,
sekerlerden yapilir (6rnegin bitkilerde bulunan seliiloz), (ii) proteinler, amino
asitlerden yapilir (6rnegin, miyoglobin). kas dokularinda bulunur) ve (iii) niikleik
asitler ntikleotidlerden (DNA, verilen bir organizmanin genetik materyali) yapilir.
Uygulamaya dayanarak, biyopolimerler biyoplastikler, biyo yilizey aktif madde,
biyo-deterjan, biyo-yapiskan, biyo-akiskan ve benzeri olarak siniflandirilabilir [76].

Biyopolimerler

Tekrarlanan birimlere bagh

* Biyoparcalanabilir Biyoparcalanamaz .

Polisakkaritler - Proteinler Niikleik asitler

Biyolojik bazh Biyolojik olmayan

Polimer omurgasina bagh

Poliesterler Polisakkaritler Polikarbonatlar Poliamitler Vinil polimerler

Sekil 4. 1 Biyopolimerlerin Siniflandirilmasi [76]
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4.1.1 Biyopolimerlerin Uygulama Alanlar
4.1.1.1 Nanomateryallerin Sentezi

Nanopartikullerin sentez protokollerinin ¢ogu c¢evre icin buyik bir tehdit
olusturmaktadir. Arastirmacilar su anda nanopartikiillerin sentezi i¢in daha ¢evre
dostu islemler gelistirmeye odaklanmaktadir. Biyopolimerler, c¢esitli
nanopartikiillerin sentezi icin kapaklama ve indirgeme maddesi olarak yaygin bir
sekilde kullanilmistir. Kitosan, heparin, ¢oziiniir nisasta, seliiloz, jelatin, polivinil
alkol,vb. gibi biyopolimerler, farkli nanopartikiillerin sentezlenmesinde cesitli

toksik maddelerin yerini almak i¢in kullanilabilir [77], [78].
4.1.1.2 Biyomedikal Uygulamalar

Son yillarda, biyopolimer malzemeler doku miihendisligi, farmasétik tasiyicilar ve
tibbi cihazlar gibi biyomedikal uygulamalarindan dolay1 biytik ilgi uyandirdi.
Yaygin bir biyopolimer olan jelatin tipta yaralarin sarilmasinda sargi olarak
kullanildi. Gozenekli jelatin iskeleleri ve filmler, basit kopiirtiicli olarak ¢oziiciiler
veya gazlarin yardimi ile tretildi; bu iskeleler iyilesmek tlizere olan yaraya

beslenmesini saglayan ila¢ veya besinleri tutmalarini saglamaktadir [79], [80].
4.1.1.3 Gida Endiistrisi

Biyopolimerler su anda gida kaplamalarinda, gida ambalaj materyali ve
fonksiyonel gidalar icin kapsiilleme matrislerinde kullanilmaktadir. Uriin raf
omrini artirmak icin benzersiz ¢ozliimler sunar. Kitosan, yiyecegi ¢ok cesitli
mikroorganizmalara karsi korumak i¢in antimikrobiyal bir paketleme maddesi
olarak  buiyiilk potansiyel gostermistir. Amiloz gibi  biyopolimerler,
plastiklestiricilerle karistirildiginda, ¢esitli gida ve ambalaj uygulamalari i¢in ince

filmler olusturma konusunda miikemmel potansiyele sahiptir [76].
4.1.1.4  Suyun Aritilmasinda

Fonksiyonel malzemelerle cesitli nanokompozitler gelistirmek arsenik, kursun vb.
gibi cesitli toksik metalleri antibakteriyel maddelerle birlikte sudan temizleyebilir,
bu durum elektriksiz ¢alisabilen uygun fiyath su temizleyicilerini ortaya

cikarabilir.
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Kitosan, su aritma islemlerinde topaklastirici olarak kullanilir ve yillara gore
haftalar veya aylar boyunca ¢evrede biyolojik olarak parcalanabilmektedir. Kitosan
ile karsilastirildiginda, bir¢ok uygun ve ucuz sentetik topaklayicilar mevcuttur,
ancak cevre tizerinde kalic1 bir etki birakmaktadirlar. Kitosan selatlar olusturarak

metalleri sudan uzaklastirir [76].

4.1.2 Dekstran

Dekstranlar 50 seneden fazla plazma hacmi genisleticisi, periferal akis destekgisi
ve antitrombolitik ajan olarak klinik amaglarla kullanilan glikoz polimerleridir.
Ancak son zamanlarda, baslica terapatik ajan olarak dongiideki dayaniklilig:
artirarak protein ve ilaglarin tasinmasinda molekiiler tasiyici olarak potansiyeli
oldugu kesfedilmistir. Ayn1 zamanda ila¢ tasiyicis1 olarak hedef ilacin spesifik
bolgelerine aktif ya da pasif olarak baglanma 6zelligi gosterir. Ayrica dekstranlar,
in vitro stabiliteyi artirirlar, protein ya da enzimlerin in vivo imminojenligini
azaltirlar. Dekstran protein konjugatlarinin bir ¢ogu proteinlerin farmakolojik
aktivitesini belirli derecede saglasa da, kiicik molekil ilaglarda dekstran

konjugatlarinin bir ¢ogu 6n ilag¢ olarak in vivo aktif ilacin salinmasinda rol oynar

[81].

Gidalarda dekstranin baslica potansiyel kullanimi kristallesmeyi 6nleme, nemi
muhafaza etme ve viicut saglama kapasitesiyle ilgili oldugu bilinmektedir.
Leuconostoc ve Lactobacillus tirleri tarafindan fretilen kiigik miktarlarda
dekstranin, sakkaroz iceren fermente gidalarda bulunmasi muhtemeldir. Dekstran
kristallesmeyi engelledigi icin, dekstran formasyonu seker (sakkaroz) iiretimine
zararhdir;  vizkoziteyi artinr ve bu nedenle buharlastiricilardaki,
kristallestiricilerdeki ve tavalardaki filtrenebilirligi ve 1s1 transferini azaltir.
Uretilen herhangi bir dekstram1 parcalamak icin dekstranazlar kullanilabilir.
Sekerin yiyeceklerde, iceceklerde ve sekerlemelerde kristallesmesinin 6nlenmesi

potansiyel bir kullanimdir [82].

Dekstranlar ana zincirde a (1-6) glukopiranoz birimleri igeren,dallanma zincirinde
de o (1-2), a (1-4) ya da « (1-3) dallanmalar iceren biyopolimerdir [83]. Dallanma
icerigi kaynaga gore % 0,5 ten %60’a kadar degismektedir [81]. Bir¢ok
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mikroorganizma, degisen molekiiler agirliklariyla ve az ya da ¢ok dalli olan yapilar
iceren dekstranlar tretir. Dogadaki dekstranlarin bir c¢ogu Leuconostoc,
Streptococcus ve Lactobacillus turlerinden olusmaktadir [84]. Dekstranin kaynagi
molekul agirhg dagilimimi da belirler [81]. Ayrica disiik molekil agirhikli
dekstranlar medikal olarak daha kullanighdirlar [84].

) —— CHI

OH

Sekil 4. 2 Dekstranin Molekiil Yapisi [81]

Dekstranin periodat ile oksitlenmesiyle elde edilen bir aldehit-dekstran, enzim
molekilliiniin amino gruplarinin ¢apraz baglanmasi i¢in uygun bir poli aldehit
polimer olarak kabul edilir. Daha 6nce multimerik katalizorlerin monomer alt
birimlerinin ¢apraz baglanmasi, enzimlerin desorpsiyonunu desteklerden ve
koruyucu enzim yiizey modifikasyonlarini1 azaltmak icin daha 6nce kullanilmistir.
Tekli amino ve aldehit gruplar1 arasindaki reaksiyon, stabil olmayan Schiff
bazlarinin olusmasi ile sonuglanir. Ama bu polimerin c¢esitli pH’larda inkiibe
edilmesi yeni siklik yapilarin tiretilmesini bunu takiben komsu aldehit gruplarinin
modifikasyonu, proteinlerle amino asitlerin daha gii¢li baglanarak daha stabil
baglar olusmasini saglar. Bu nedenle aldehit dekstran intermolekiiler c¢apraz
baglayic1 ve enzim ylizeyini kaplayarak stabilitesini artirmak icin miikemel bir

capraz baglayici adayi olarak islev gorebilir [85].

Dekstran ayrica diger birka¢ uygulama icin kimyasal olarak da modifiye edilebilir.
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e Veterinerlikte (Fe2 + kaynagi olarak Fe-dekstran)

e Tipta kolesterol diistiriicii bir madde olarak (Dietilamino etanol((DEAE)-
dekstran)

e Ayirma teknolojisinde, molekiiler elek (¢capraz bagh dekstran) ve sulu iki
fazli ayirma sistemlerinde (dekstran / polietilen glikol)

e Doku / hiicre kiiltiiriinde bir mikro tasiyici olarak

e Biyoteknolojik uygulamalar i¢in (dekstran siilfat) [86].

4.1.3 Polietilen Glikol

Polietilen glikol c¢ok c¢esitli uzunluklarda ve terminal fonksiyonel gruplar
kullanilarak hazirlanabilen, etilen dioksit yapilarindan olusan dogrusal sentetik bir

polieterdir [87].

o—ton

Sekil 4. 3 Polietilen glikol’iin yapisi [87]
Calisilan polimerler arasinda PEG en ilging, ¢ok yonlii olam1 olarak ortaya
cikmaktadir ve dokuz PEG-protein konjugati su anda klinik uygulamada
kullanilmaktadir. PEG’in basarisinin nedenleri, hidrofilikligi, toksik olmamasi ve

immiinojenik olmamasi gibi bircok avantajl 6zellikte bulunur [88].

Sulu c¢ozeltilerdeki varhigl, protein konformasyonu veya enzim aktiviteleri iizerinde
zararhh bir etkiye sahip degildir [87]. Polietilen glikol (PEG), toksik olmayisi,
biyouyumlulugu ve su veya cesitli c¢oziicilerde iyi ¢ozlnirligii nedeniyle
biyolojide ¢ok degerli bir bilesendir. PEG, etilen oksit linitesi basina 2-3 su
molekiilliyle koordinasyonundan kaynaklanan benzersiz ¢oziilme oOzelliklerine
sahiptir. Bu yiiksek ¢oziilme, polimerik omurgadaki biiylik esnekligi ile birlikte,
polimere biyouyumluluk, immiinojenik olmama ve antijenik olmama gibi 6zellikler

kazandirir. Solvasyonun bir baska sonucu, PEG'in jel gecirgenlik kromatografisiyle
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belirlenen, kiitlenin kiiresel proteinden 5 ila 10 kat daha yiiksek goriniir bir
molekiiler agirhga sahip olmasidir [88]. PEG'in diger polimerlerle veya
nanomalzemelerle birlestirilmesi biyouyumluluklarini verimli bir sekilde

artirabilir [89].

Polietilen glikol (PEG) ve tiirevleri, tipta, kozmetikte ve gida katkilarinda
kullanilmakta olan biyolojik olarak uyumlu polimerlerdir. Biyomolekiillerin PEG
tiirevleriyle konjugasyonu (PEGilasyon) c¢oziiniirlik, stabilite ve yari omriini
artirabilir. PEG tirevlerinin hem lipozom hem de misel bazli ila¢ dagilim
sistemlerinde 6nemli bir basarisi oldugu bulunmustur. PEG’lerin uygulamalari,
yuksek kalitede polimerlerin hazirlanmasina ve biyomolekiillere baglanmasini

kolaylastiran terminale uygun fonksiyonel gruplarin dahil edilmesine baghdir [90].

Polimer ailesinden olan polietilen glikoller (PEG'ler), imalat endiistrisinden ilag¢
endustrisine kadar onemli uygulamalara sahip polieter bilesiklerdir. Distik
toksisiteleri nedeniyle, belirgin klinik kullanimlari vardir. Bir¢ok miishil ve cilt

kremleri i¢in kullanilirlar[91] .

Polietilen glikol (PEG), zehirli boya ylizeylerini gelistirmek icin kullanilan iyi
bilinen bir polimerdir. Bir substrat uzerine immobilize edildiginde, protein
adsorpsiyonunu, memeli hiicreli yapismasini ve bakteriyel yapismasni saglayan
hidrofilik karakter verir. Bu kaplamalar ayrica trombosit yapismasini azaltir, bu da
trombiis olusumu riski, doku hasar1 ve diger sitotoksik etki riskini azaltir. Bu
nedenle, PEG kaplamalar1 diger uygulamalarin yani sira anti-enfektif tibbi
implantlar, gelismis sinyal-giiriiltii oranlarina sahip biyosensorler ve az kirli

membranlari elde etmek i¢in kullanilmistir [92].
PEG, ayrica kayganligi arttirmak icin bir plastiklestirici olarak kullanilir [93].

PEG'in buyiik basarisina ragmen bu polimer, her uygulama i¢cin miikemmel ve en
uygun polimer olmayabilir ve her durumda, kullanimini sinirlayabilen asagida

listelenen bazi dezavantajlari sunar.

e Biyobozunur olmadigindan, yiiksek molekiiler agirlhikli PEG'ler, daima
bobrek klerensi esiginin altindaki molekiiler agirliklarinda dikkatli

kullanilmalidir.

40



e Spesifik anti-PEG antikorlari, PEG-asparajinaz ve PEG-ilirikaz ile tedavi
edilen hastalarin serumunda tespit edildi, bu da terapétik etkinlik kaybiyla
notrlestirici bir etki yaratti. Bazi arastirmacilar 6nceden var olan IgM ve IgG
anti-PEG antikorlarinin varligin1 PEG ilaglariyla daha 6nce tedavi gormemis
hastalarin yaklasik% 25'inde tespit etmislerdir.

e PEG-konjuge hemoglobin ve TNF-R baglayici proteinlerin ¢oklu doz
uygulamasindan sonra hayvanlarda tartismali bobrek hticre vakuolizasyonu
gozlenirken, polimerin tek basina veya diger konjugatlarla birlikte
kullanildigr zaman asla bulunamamistir. Bununla birlikte, bu bulgu,
biyolojik olarak parcalanamayan, yiiksek molekiiler agirhikli PEG'lerin
kullanimiyla baglantili bagka bir potansiyel sorunu vurgulamaktadir.

e Ila¢ salinim bilesimlerinde PEG'lerin kullanimina bagh ¢ok sayida patent,

yeni konjugatlarin gelismesini engelleyebilir veya onleyebilir [88].

PEGilasyon , biyolojik molekiillerin, toksik olmayan, immiinojenik olmayan bir
polimer olan polietilen glikol (PEG) ile kovalent konjugasyonla modifikasyonunu
tarif eder ve baz1 biyofarmasoétiklerle iliskili dezavantajlarin iistesinden gelmek
icin bir strateji olarak kullanilir. Genellikle proteinlerde yer alan amino gruplarinin
alkilasyon ve acilasyonu ile gerceklesmektedir. Amino gruplarinin kullanilmasinin

sebebi yapida niikleofilik olarak aktif olmalaridir [94], [10].

PEGilasyon, biyomedikal molekiiliin konformasyonunu, elektrostatik baglanmasini
ve hidrofobikligi gibi fiziksel ve kimyasal o6zelliklerini degistirir ve ilacin

farmakokinetik davranisinda bir iyilesme gergeklestirir.
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Sekil 4. 4 Baglanmis Polietilen Glikol iceren Bir Proteinin Sematik Gosterimi

Polimeri cevreleyen daireler, polimerin eter-oksijen gruplariyla koordine edilmis

su bulutunu tasvir eder [94].
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5

Materyal-Metot

5.1 Kullanilan Cihazlar

Tablo 5. 1 Deneysel Calismada Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihazlar Modeller
Liyofilizator SEM CHRIST

UV Spektrofotometre PG Instruments T60
Su Banyosu Nuve ST30

Referans Elektrot

Etiv

Potansiyometre

Hassas Terazi

pH metre

Manyetik Karistirici

Saf Su Cihazi

Mikropipet

FT-IR Spektrofotometre

Hanna Instruments HI 5315

Memmert

Medisen

Shimadzu ATX224

Hanna Instruments HI 2211

Heidolph MR3001

Purelab Flex

Eppendorf

Pelkin Elmer Spectrum One



5.2 Kullanilan Malzemeler ve Kimyasal Maddeler

Beher (10 ml, 25 ml, 50 ml, 100 ml,250 ml)

Spatiil

Penisilin Siseleri

Pasteur Pipetler

Deney Tiipleri

Kuvartz Kiivet (1 ml)
Manyetik Karistic1t Magneti
Bakir Tel

Saat Cam1

Plastik Kablolar

Tablo 5. 2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Maddeler Uretici Firma Katalog Numarasi
Sodyum Meta Periyodat Fluka 71862

Dekstran Sigma 9004-54-0

Diyaliz Membran Sigma D9777-100FT
Polietilen Glikol Sigma BCBB3752

Mw:20.000

Fenol Sigma 108-95-2
Sodyum Hipoklorit Sigma 7681-52-9
Grafit Aldrich BC7679V
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Tablo 5. 2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler (devami)

Epoksi Reg¢inesi Sigma 26544-38-7
Sertlestirici Bayern RN-LL2-132
Tetrahidro Furan Emplura 1.08114.2500
Polivinil Klortr Aldrich WE370852/1
Bis (2-etil hekzil) SIAL 290831
Sebakat
Nonaktin Biochemika 74155
Palmitik Asit Merck 800508
Amonyum Kloriir Merck 1.01145.1000
Ureaz from Jack Bean Sigma SLBV7562
Karbodimid Sigma 538-75-0
Glutaraldehit Sigma Aldrich STBB3357
Tris HCI Sigma Aldrich T32553
Tris Baz Aldrich 185515
Potasyum Klortr Merck 1.04936.1000
Kalsiyum Klortr Merck 1.02379.1000
Sodyum Kloriir Sigma Aldrich S2BD1280V
Lityum Klortir Carlo ERBA 458271
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5.3 Deneylerin Yapilisi

5.3.1 Ureaz Enzimin Aktivite Tayini
Kullanilan Reaktifler;

0,1 M Fosfat tamponu (pH 7)

2 mg/ml Ureaz enzim ¢ozeltisi

0,17 gr/1 Ure ¢ozeltisi

Fenol reaktifi: (reaktif A ve reaktif B) seklinde iki cesit reaktifin 1:1 oranda
karistirilmasiyla elde edildi. Reaktif A 2,5 g fenol 25 ml suda ¢oziilerek; reaktif B i

25 ml distile suda 14 mg Na-nitroprussid 25 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

Alkali hipoklorit ¢ozeltisi: (reaktif A ve reaktif B) seklinde iki ¢esit reaktifin 1:1
oranda karistirilmasiyla elde edildi. Reaktif A %5’lik (w/v) NaOH ile hazirlanirken,
reaktif B litresinde 2 gr NaOCl iceren klorak kullanildi ve bu ¢ozeltiden 2.9 ml

alinip distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.

Deneyin yapilisi: 25°C’deki deney tiiplerine sirasiyla 1,89 ml pH:7 fosfat tamponu,
10 pl ire ¢ozeltisi ve 0,1 ml lireaz enzim ¢ozeltisi konularak reaksiyon baslatildi.
30 dakika sonra 0,5 ml fenol reaktifi ve 0,5 ml alkali hipoklorit ¢ozeltisi eklenilmis
ve vorteks ile karistirilmistir. Bu karisim 50-60°C’deki su banyosunda 5 dakika
inkiibe edilmistir ve sogumasi beklenmistir. Bu islemler sonucu 630 nm dalga
boyunda (As30) absorspsiyon spektrumlari okundu. A¢iga ¢ikan NH3 miktarindan

lireaz aktivitesi tayin edilmistir [95].

Aktivite Unite hesaplamasi: Bir iinite lireaz aktivitesi, belirli pH degerinde, 1
dakikada 1 pmol irenin, amonyak ve COz’e doniismesini katalizleyen enzim

miktar1 olarak tanimlanmaktadir. 5.1’de verilen esitlik vasitasiyla hesaplanmistir:

Aeso x10°
M_xtxC

ureaz

U/ml =

Sekil 5. 1 Ureaz Enziminin Aktivite Hesabi [71]
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As30 Ureazin 630 nm’deki absorpsiyonu, M Ureazin molar absorpsiyon katsayiss, t

zaman, Cireaz Ureazin konsantrasyonu.
5.3.2 Enzim Polimer Komplekslerinin Sentezi
5.3.2.1  Dekstran Aldehit Tiirevinin Sentezi

e Sodyum periodat (NalOs) dekstran c¢ozeltisinin Uzerine yavas yavas

karistirilarak eklendi.

e Bu cozelti oda sicakliginda ve karanlik ortamda 24 saat stire boyunca

karismaya birakildi.

e Ortamda bulunan fazla iyonlar1 wuzaklastirmak icin elde edilen
ylkseltgenmis dekstrani 24 saat oda sicaklifinda karanlik ortamda distile

suya karsi diyalize birakildi.

e Uriin liyofilizatérde kurutularak aldehit gruplar iceren dekstran elde edildi

[96].
Dekstran Dekstran Aldehid
Glukoz —0O Glukoz —O
8] 0. o
4
OH O—Glukoz [::) I O—=Glukoz
OH o ‘
OH o

Sekil 5. 2 Dekstran Aldehit Tiirevinin Eldesi [96]

5.3.2.2  Polietilen Glikol (PEG) Aldehit Tiirevinin Eldesi

e NalO4 PEG ¢ozeltisinin lizerine yavas yavas karistirilarak eklendi.

e Bu c¢ozelti oda sicakliginda ve karanlik ortamda 24 saat slire boyunca
karismaya birakildi.

e Ortamda bulunan fazla iyonlar1 uzaklastirmak icin elde edilen
yukseltgenmis PEG 24 saat oda sicakliginda karanlik ortamda distile suya
karsi diyalize birakildi.

e Uriin liyofilizatérde kurutularak aldehit gruplari iceren PEG elde edildi [10]
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PEG

Sekil 5. 3 Polietilen Glikol (PEG) Aldehit Eldesi [10]

5.3.2.3  Dekstran/Ureaz, Polietilen Glikol/ Ureaz Komplekslerinin Sentezi

Ticari tlreaz enzimi ile 20 000 Da PEG’in aldehit tiirevinin non-kovalent
kompleksleri ile 75 000 Da dekstranin aldehit tiirevinin non-kovalent kompleksleri

sentezlenmistir.

Toplami 4 ml reaksiyon hacminde olacak sekilde kompleks reaksiyonu yapilmistir.
Protein konstrasyonu Cp=0,2 mg/ml olacak sekilde enzimden 0,2 mg/ml X 2 ml =
0,4 mg proteine karsilik gelen hacim alinmistir. PEG ve dekstran konsantrasyonu
farkl oranda kompleksler hesaplanmistir. Penisilin siselerinde protein/polimer (2
ml enzim + 2 ml PEG ve 2 ml enzim + 2 ml dekstran) reaksiyonu 4°C’de ve 1 saat

boyunca manyetik karistiric1 yardimiyla gergeklesmistir [71],[97].

5.3.3 Enzim Polimer Komplekslerinin Aktivite Tayini
5.3.3.1  Polietilen Glikol/Ureaz Komplekslerine Ait Aktivite Tayinleri

Degisik mol oranlarinda hazirlanmis Ureaz/Peg-aldehit kompleksleri (1/1, 1/5,
1/10, 1/20, 5/1, 10/1, 20/1, 30/1) substrat olan tre ile 30 dakika boyunca su
banyosunda etkilesime sokulmustur. Bu etkilesim tamamlandiktan sonra
reaksiyonu durdurmak icin fenol reaktifi ve alkali hipoklorit ¢ozeltisi yardimiyla

50-60°C’de 5 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

islemler tamamlandiktan sonra, 630 nm dalga boyunda absorbans 6&l¢iimii

yapilmis ve aktivite hesaplanmistir [95].
5.3.3.2  Dekstran/Ureaz Komplekslerine Ait Aktivite Tayinleri

Degisik mol oranlarinda hazirlanmis Ureaz/Dekstran-aldehit kompleksleri (1/1,
1/5, 1/10, 1/20, 10/1, 20/1, 30/1, 40/1, 50/1) substrat olan tre ile 30 dakika

boyunca su banyosunda etkilesime sokulmustur. Bu etkilesim tamamlandiktan
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sonra reaksiyonu durdurmak icin fenol reaktifi ve alkali hipoklorit c¢cozeltisi

yardimiyla 50-60°C’de 5 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

islemler tamamlandiktan sonra, 630 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii

yapilmis ve aktivite hesaplanmistir [95].

5.3.4 Mikro Boyutlarda Potansiyometrik Amonyum Secici Elektrodun
Hazirlanmasi ve Testi

Calismada yeni bir teknolojiyle kompozit materyalden potansiyometrik mikro
boyuta sahip amonyum duyarli sensér hazirlanacaktir. Bu sekilde hazirlanacak
sensor i¢ referans elektrot ve referans ¢ozelti icermeyecektir.

Kiitlece %50 grafit, % 35 epoksi ve % 15 sertlestiriciden olusan karisima yeterli
miktarda THF ilave edilerek homojen olacak sekilde iyice karistirilacaktir. Elektrot
govdesini teskil eden, c¢api 1.0 mm olan bakir telin yiizeyi, THF icerigi ucurularak
uygun kivama getirilen kati-kontak karisimina daldirilarak kaplanacaktir. Kati-
kontaktla kaplanan bakir teller, 24 saat siireyle 50 °C’taki etiivde kurutulacaktir
[60],[98],[99], [100],[101].

5.3.4.1 Amonyum Secici Membranlarinin Hazirlanisi

Amonyum secici elektrot membranlar1 asagida anlatilan iki farkli ydntemle

hazirlanmistir.

i) Toplam kiitle 100 mg olacak sekilde %32 karboksillenmis PVC bazh
polimer, %65 bis (2-etilhekzil) sebakat (plastiklestirici) ve %3 nonaktin
(iyonofor) 1 ml THFye ilave edilecek ve iyice ¢6ziinene kadar ultrasonik
karnistirictda  karistirilacaktir. Boylece, kat1 kontakt ylzeylere
kaplanacak olan elektrot membranlari elde edilecektir [102], [68].

ii) Toplam kiitle 100 mg olacak sekilde %30 PVC polimeri, %3 palmitik
asit, %3 nonaktin, %64 bis (2-etilhekzil) sebakat (plastiklestirici) 1 ml
THF’ye ilave edilecek ve iyice ¢oziinene kadar ultrasonik karistiricida
karistirilacaktir.  Boylece, kati kontakt ylizeylere kaplanacak olan
elektrot membranlari elde edilecektir [68], [102], [103].

5.3.4.2 Membranlarin Kati Kontakt Yiizeylere Kaplanmasi

Yiizeyleri kati kontakla kaplanmis olan bakir teller, hazirlanan membran

cozeltilerine uygun kalinlikta membran elde edilecek sekilde 2-3 defa
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daldirilarak kaplanacaktir. Kaplanan elektrot membranlari, 6 saat siiresince

karanlikta oda kosullarinda kurumaya birakilacaktir.
5.34.3 Elektrotlarin Kosullandirilmasi

Amonyum secici elektrotlar kurutulduktan sonra, amonyum Kklorir tuzundan
hazirlanan 10-2 M’lik ¢ozeltide 12 saat siireyle kosullandirilacaktir. Elektrotlar,
kullanim zamanlari disinda oda kosullarinda karanlikta tutulacaktir. Kullanimdan
once PVC membran elektrotlar, 10-1 M’lik NH4Cl ¢ozeltisinde yaklasik 15 dk.

kosullandirilacaktir.

Bakir te

lzolasyon

= Hatl Kontakt

Amanyum Segici Membran

Sekil 5. 4 Amonyum Secici Elektrodun Sematik Gosterimi
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5.3.4.4 Amonyum Secici Elektrotlarinin Potansiyometrik Davranislarinin

incelenmesi

Amonyum Kloriir (10-1 M ve 10-> M) ¢ozeltileri kullanilarak iki farkli yontemle de
hazirlanan amonyum elektrotlarinin potansiyelleri okundu (mV) ve ¢calisma

araliklar belirlendi.

5.3.5 Dekstran/Ureaz Kompleksinin Amonyum Segici Elektrot Yiizeyine

immobilizasyonu

Ureaz enzimini daha énceki calismalarda dekstran polimeri ile stabilizasyonunu
gerceklestirmistik. Dekstran polimeri ile stabilize olan tlireaz enziminin en iyi
aktivite gosterdigi oran (Nireaz/N dekstran):40/1 olarak bulunmustur. Bu oranh
kompleks iki farkli yontemle hazirlanan amonyum secici membranlar yiizeyine
immobilize edilmesi amag¢glanmistir.

e 2 ml'lik ¢ozelti icerisinde 30 mg tureaz olacak sekilde hazirlanan tireaz-
dekstran aldehit kompleksinden 1ml alinarak 5 mg karbodimid ile
karistirtlmistir.  Bu karisim  elektrot ylizeyine damlatiip 1 gece
buzdolabinda bekletilmistir.

e Daha sonra elektot ylizeyine %2.5 glutaraldehit ¢6zeltisi damlatilip, 1 saat
bekletilip baglanmayan glutaraldehitlerin uzaklastirilmas: icin elektrot
ylzeyi distile su ile yikanmistir.

e Kalan 1 ml'lik iireaz-dekstran kompleksi elektrot yilizeyinde tekrar
damlatiip 1 gece kurumasi beklenmistir. Ol¢iim alinmadan o6nce
baglanmayan enzimlerin uzaklastirilmasi i¢in distile su ile yikanmustur.
Elektrotlar kullanimlar1 disinda +4° C'de saklanmaktadir [102], [103],
[104].

5.3.6 Polietilen glikol/Ureaz Kompleksinin Amonyum Segici Elektrot
Yiizeyine immobilizasyonu

Ureaz enzimini daha onceki calismalarda polietilen glikol polimeri ile
stabilizasyonunu gerceklestirmistik. Polietilen glikol polimeri ile stabilize olan

lreaz enziminin en iyi aktivite gosterdigi oran (Nireaz/N polietilen glikol): 1/1 olarak
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bulunmustur.Bu oranli kompleks iki farkli yontemle hazirlanan amonyum segici

membranlar yiizeyine immobilize edilmesi amaglanmistir.

2 ml'lik ¢ozelti icerisinde 30 mg lireaz olacak sekilde hazirlanan treaz-
polietilen glikol aldehit kompleksinden 1ml alinarak 5 mg karbodimid ile
karnstirllmistir.  Bu karisim elektrot ylizeyine damlatiip 1 gece
buzdolabinda bekletilmistir.

Daha sonra elektot ytlizeyine %2.5 glutaraldehit ¢ozeltisi damlatilip, 1 saat
bekletilip baglanmayan glutaraldehitlerin uzaklastirilmasi icin elektrot
ylzeyi distile su ile yikanmstur.

Kalan 1 ml’lik lireaz-polietilen glikol kompleksi elektrot yiizeyinde tekrar

damlatihp 1 gece kurumasi beklenmistir. Olciim alinmadan 6nce

baglanmayan enzimlerin uzaklastirilmasi icin distile su ile yikanmistir.
Elektrotlar kullanimlar1 disinda +4° C’de saklanmaktadir [102], [103]
,[104].

Sekil 5. 5 Hazirlanan Ure Biyosensoriiniin Genel Goriintiisii
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AMONYUM SECiCi MEMBRAN

GLUTARALDEHIT

UREAZ-DEKSTRAN
UREAZ-POLIETILEN GLIKOL
KOMPLEKSLERi

—0

HaN™ “NHs 4+  3H0 S - CO, + 2NHOH

Sekil 5. 6 Ure Biyosensoriiniin Sematik Goriintiisii
5.3.7 Ure Biyosensérlerinin Analitik Davranislarinin incelenmesi
5.3.7.1 Ure Biyosensérlerinin Calisma Araliklarinin Belirlenmesi

Ure biyosensorlerinin ¢alisma araliklarinin belirlenmesi i¢in tris tamponunda
hazirlanmis (pH:7,2) cesitli iire konsantrasyonlarinin potansiyometre cihazinda
potansiyel degerleri (mv) okunmustur ve her bir biyosensoriin ¢alisma araliklari

belirlenmistir.

5.3.7.2 Ure Biyosensorlerinin Farkh pH’larda ki Davranisi

Ure biyosensorlerinin 10-2 M -10-4 M arasindaki farkh pH’larda tris tamponuyla
hazirlanan (pH 5,2; pH 6,2; pH 7;2; pH 8,2) lre c¢ozeltilerindeki potansiyel
degerleri (mv) okunmustur. Her bir pH icin -log[iire]’ye karsi potansiyel degerleri
(mV) grafige gecirildi ve grafigin egimleri hesaplanarak biyosensorlerin optimum

pH degerleri belirlendi.
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5.3.7.3 Ure Biyosensérlerinin Farkh Sicakliklardaki Davranisi

Ure biyosensérlerinin 102 M -104 M arasindaki  farkli sicakliklarda tris
tamponuyla hazirlanan (25°C, 30°C, 35°C, 40°C ve 45°C) fre ¢ozeltilerindeki
potansiyel degerleri (mv) okunmustur. Her bir sicaklik icin -log[iire]’'ye karsi
potansiyel degerleri (mV) grafige gecirildi ve grafigin egimleri hesaplanarak

biyosensoérlerin optimum sicakliklari belirlendi.
5.3.7.4 Ure Biyosensorlerinin Tekrarlanabilirliklerinin Incelenmesi

Ure biyosensérlerinin tekrarlanabilirliklerini belirlemek i¢in 10-# ve 10-2 molar
arasinda ki (pH 7,2) standart lire ¢ozeltilerinde ayni giin igerisinde ayni anda 8-10
defa potansiyel degerleri okunmustir. Her bir ol¢limiin -log[iire]’ye Kkarsi
potansiyel degerleri (mV) grafige gecirildi ve her bir biyosensoriin egimleri
belirlendi. Bulunan egim degerlerinin bagil standart sapmalarn (%B.S.S.)

hesaplandi. B.S.S degeri %10 dan az ise biyosensorin tekrarlanabilirligi yliksektir.
5.3.7.5 Ure Biyosensérlerinin Segicilikleri

Hazirlanan biyosensorlerin Na*,Ca2*K* ve Li* iyonlarina karsi potansiyometrik
seciciliklerini incelemek icin ilgili iyonlarin pH 7.2’de NaCl, CaCl;, KCI, LICI
¢ozeltilerini hazirladik. Her bir tuzun potansiyometrik mV okumasi1 yapilarak
sonuglar kaydedildi. Elde edilen sonuclar [UPAC tarafindan 6nerilen ayri ¢ozeltiler

yontemiyle hesaplanarak biyosensorlerin secicilik katsayilar: belirlendi.
5.3.7.6 Ure Biyosensérlerinin Cevap Zamani

Hazirlanan lire biyosensorlerinin cevap zamanlarini belirleyebilmek i¢in 10-# ve
10-2 molar arasindaki (pH 7,2) standart lire ¢ozeltilerinin her birine biyosensor
daldirilarak o6lgiilen potansiyel degerinin sabit hale gelmesi icin gegen siire
kaydedildi.

5.3.7.7 insan Kan Serumlarinda Ure Tayini ve istatistiksel Hesaplamalari

Bezmialem Vakif Universitesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvari’ndan alinan insan
kan serumu oOrneklerinde kalibrasyon egrisi cizilerek tre tayini yapilmistir.
Deneysel olarak buldugumuz iire miktarlari ile hastane laboratuvarinda kullanilan

“ARCHITECT 7D75 Urea Nitrogen Reagent Kit” ile bulunan iire miktarlari
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istatistiksel olarak SPSS programi ile bagimh iki Oorneklem t testi yapilarak
karsilastirilmistir.Deneysel olarak buldugumuz iire sonuglarinin gercek sonuclara
gore ne kadar anlamli olup olmadigi bu test ile belirlenmistir.

SPSS programinda;

H, : Farksizlik hipotezidir, istenilen durumun belirtildigi yerdir.Gergek degerler
ile deneysel degerler arasinda fark yoktur seklinde kurulur.

H, : Alternatif hipotezidir, farklilik tizerine kurulur.

Sig: Anlamlhilik diizeyi (p). P degeri bir karsilastirmada “istatistiksel anlaml fark
vardir” karar1 verecegimiz zaman yapacagimiz olasi hata miktarin1 gosterir.
Maksimum kabul edilebilir diizeyi 0,05 olarak belirlenmistir. SPSS paket
programinda p degeri Sig. kisaltmasi ile verilmektedir. Sig. “significance”
(anlamlhilik) kelimesinin kisaltmasidir. SPSS disindaki biitiin programlar ise P
degerini “P value” ya da P olarak belirtmektedir.

a : Anlamlilik dizeyinin karsilastirilmasi igin kullanilan giiven aralifi degerinin

simgesidir. Genelde %95 (0,05) olarak belirlenir [105], [106].
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6

Sonuc ve Oneriler

6.1 Polietilen Glikol (PEG) Aldehit Tiirevinin ve Dekstran Aldehit

Tiirevinin FTIR Spektrumlari
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Sekil 6. 1 PEG Aldehit Tiirevinin FTIR Spektrumu
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Sekil 6. 2 Dekstran Aldehit Tiirevinin FTIR Spektrumu
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Dekstran aldehidin ve polietilen glikol aldehidin spektrumlarinda 2750-2900 cm-
dalga boyunda (C-H aldehid gerilmesi) aldehid grubunun, 1720-1639 cm dalga
boyunda ise C=0 aldehid gerilmesinin bandlar1 gorilmektedir [97], [107].
Literatiirde de benzer sonuglar goriilmektedir [108], [97], [109], [110].

6.2 Enzim Polimer Komplekslerinin Aktivite Tayini Sonuc¢lari

6.2.1Polietilen Glikol/Ureaz Komplekslerine Ait Aktivite Tayini Sonug¢lar

5000
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=
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Sekil 6. 3 Polietilen Glikol/Ureaz Komplekslerinin Aktivite Tayini Sonuglari

259C’de pH 7 Fosfat tamponunda nireaz/Npeg oranl 6 farkli kompleksin ve serbest
enzimin aktivite degerleri Sekil 6.3’de verilmistir. Grafikte goriilecegi lzere
Nireaz/Npeg : 1/1 oranli kompleks serbest enzimden daha yliksek ve ayrica diger

komplekslere gore en yiiksek aktivite degerini gostermistir. [18], [102].

Ureaz / PEG orani azaldik¢a toplam aktivite artmistir, dolayisiyla Nireaz/Npeg : 1/1
kompleksi maksimum aktivite gostermistir. Literatiire gore, eklenen iireaz
miktarinin artmasi ile modifikasyon etkinligi azalmaktadir. Bu nedenle,
sonuglarimiz mevcut literatiirle paraleldir [102],[111]. Ureazin bir polimer

tarafindan immobilizasyonu sonucu, serbest iireaz enzimi ile karsilastirildiginda
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aktivitede azalmaya neden olmaktadir [112]. Protein yapisindaki konformasyonel
degisiklikler ve erisilebilir aktif boélgelerin azalmasi nedeniyle enzim
aktivitesindeki azalmayr gosteren farkli polimerlerle iireazin kovalent
modifikasyonunu gergeklestiren birka¢ c¢alisma vardir [113], [114]. Bununla
birlikte, calismamizda iireaz ve PEG konsantrasyonunun esitligi en ytliksek enzim

aktivitesini beraberinde getirmektedir.

6.2.2 Dekstran/Ureaz Komplekslerine Ait Aktivite Tayini Sonuglari
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Sekil 6. 4 Dekstran/Ureaz Komplekslerine Ait Aktivite Tayini Sonuclari

250C’de pH 7 Fosfat tamponunda nireaz/Npekstran Ooranl 8 farkli kompleksin ve
serbest enzimin aktivite degerleri Sekil 6.4’de verilmistir. Grafige bakilarak 40/1
oranli kompleks diger oranlara gore en yiiksek aktivite degeri ve ayrica serbest

enzimden daha yiiksek aktivite degeri gostermektedir.[71], [97].

Sekil 6.4’'de lreaz dekstran kompleksinin aktivitesinin, sabit {ireaz
konsantrasyonunda eklenen polimer miktarina bagimh oldugunu gérmekteyiz.
Bununla birlikte, ayn1 zamanda, maksimum aktiviteye nireaz/Npekstran 40/1 oraninda

ulasildiktan sonra, dekstran/iireaz kompleksinin enzimatik aktivitesinin,
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kompleks icindeki polimer konsantrasyonunun artmasiyla azaldig1 goriilmektedir.
Molar oranina karsi aktivitedeki degisim, enzim molekiilleri etrafinda kalin bir
polimer Kkilifin olusmasindan dolay1 olabilir ve enzimin etrafindaki polimer
tabakasi ¢ok kalin oldugunda, enzimin substrat ile temasini 6nlemek icin enzim
aktif merkezi bloke edilebilir, enzim aktivitesi diisebilir [115]. Ayrica, literatiire
gore, poliol molekiilleri, protein molekiiliiniin yiizey tabakasindan tercihen diglanir
ve protein molekiili etrafindaki su kabugu korunur, bdylece proteinin

konformasyonu daha rijid hale gelir [116].

Daha onceki calismalarimizda da, enzim ve polimerin molar oraninin enzim-

polimer kompleksinin aktivitesini yonettigini bulduk [108], [117], [118], [119].

Sonug olarak iki farkl polimer ile stabilize olan iireaz enziminin en ytliksek aktivite
gosterdigi oranlar (Nireaz/Npeg:1/1) ve (Nireaz/Npekstran:40/1) biyosensor iiretimi icin

secilmistir.

6.3 Amonyum Secici Elektrotlarin Potansiyometrik Davranisi

6.3.1 Karboksillenmis PVC Membranina Dayali (PVC-COOH) Amonyum Segcici

Elektrodun Potansiyometrik Davranisi
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Sekil 6. 5 PVC-COOH Membranina Dayali Amonyum Segici Elektrodun Standart
Amonyum Kloriir Cozeltilerindeki Potansiyel-Zaman Degisimi
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Tablo 6. 1 PVC-COOH Membranina Dayali Amonyum Secici Elektrodun
Potansiyometrik Ozellikleri

Calisma aralig 10-10°M
Nernst davranisi, (mV/Her onkat) 502

Cevap zamani <15s

Yasam siiresi 10 Hafta

Literatiirdeki bazi ¢alismalarda PVC-COOH Amonyum secici elektrodun calisma
araliglt 10-1-10-> M [99]; nerst davranist 50+5 mv, 51+ 1.55 mv [120]; cevap

zamanlari 22 saniyeden diisiik [120], 10 saniye olarak bulunmustur [99].

6.3.2 PVC-Palimitik Asit Membranina Dayali Amonyum Secici Elektrodun
Potansiyometrik Davranisi
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Sekil 6. 6 PVC-Palmitik asit Membranina Dayali Amonyum Segici Elektrodun
Standart Amonyum Kloriir Cozeltilerindeki Potansiyel-Zaman Degisimi
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Tablo 6. 2 PVC-Palmitik asit Membranina Dayali Amonyum Secici Elektrodun
Potansiyometrik Ozellikleri

Calisma aralig 10-1-10-5M
Nernst davranisi, (mV/Her onkat) 505
Cevap zamani <15s

Yasam siiresi 9-10 Hafta

Literatiirdeki c¢alismada PVC-Palmitik asit amonyum secici elektrodun c¢alisma

aralig1 47+ 5 mv, cevap zamani 15 saniyeden asagida bulunmustur [99].

6.4 Ure Biyosensorlerinin Calisma Araliklarimin Belirlenmesi

6.4.1 Ureaz’in Dekstran ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure

Biyosensorlerinin Calisma Araliklarinin Belirlenmesi

I caligmasi veri grafigi
1074,8-

— 5X10-3M

1060-

10-3M
1050-

EX10-4 M
1040-

my

1030-
10-4M

1020-
EX10-5M

1010- 105 M

o

990,54 i ! ! 1 1 1 1
01:23:28 01:26:40 01:30:00 01:33:20 01:36:40 01:40:00 01:43:20 01:46:54
Zaman ss:dd:ss

Sekil 6. 7 PVC-Palmitik Asit-Dekstran/Ureaz Membranina Dayal Ure
Biyosensoruniin Calisma Araligi
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Sekil 6. 8 PVC-Palmitik Asit-Dekstran/Ureaz Membranina Dayali Ure
Biyosensoriniin Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 6. 9 PVC-COOH-Dekstran/Ureaz Membranina Dayal Ure Biyosensoriiniin

Calisma Aralig
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Sekil 6. 10 PVC-COOH-Dekstran/Ureaz Membranina Dayali Ure Biyosensériiniin
Kalibrasyon Grafigi

Sekil 6.7 ve Sekil 6.9’da lireaz'in dekstran ile modifikasyonu sonucu olusturulan
lire biyosensorlerinin lineer ¢alisma araliklar1 5 x 10> M ile 5 x 103 M arasinda
oldugu gorilmektedir. Ayrica bu biyosensorlerin Sekil 6.8 ve Sekil 6.10’da
kalibrasyon grafiklerine bakacak olursak grafiklerin R? degerleri sirasiyla 0,9967

ve 0.9984 olarak bulunmustur.

6.4.2 Ureaz’in Polietilen Glikol ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure

Biyosensorlerinin Calisma Araliklarinin Belirlenmesi
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Sekil 6. 11 PVC-Palmitik Asit-Polietilen Glikol/Ureaz Membranina Dayali Ure
Biyosensoriniin Calisma Araligi
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Sekil 6. 12 PVC-Palmitik Asit-Polietilen Glikol/Ureaz Membranina Dayali Ure
Biyosensoriniin Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 6. 13 PVC-COOH-Polietilen Glikol/Ureaz Membranina Dayal Ure
Biyosensortiniin Calisma Araligi
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Sekil 6. 14 PVC-COOH-Polietilen Glikol/Ureaz Membranina Dayali Ure
Biyosensoriniin Kalibrasyon Grafigi

Sekil 6.11 ve Sekil 6.13'de iireaz’'in polietilen gikol ile modifikasyonu sonucu
olusturulan tire biyosensorlerinin lineer ¢alisma araliklar1 5 x 10> M ile 5 x 103 M
arasinda oldugu goriulmektedir. Ayrica bu biyosensorlerin Sekil 6.12 ve Sekil
6.14’de kalibrasyon grafiklerine bakacak olursak grafiklerin R? degerleri sirasiyla

0,9959 ve 0.9989 olarak bulunmustur.

Literatirdeki c¢alismalarnt inceledigimizde; PVC-COOH membranina dayal
potansiyometrik iire biyosensoriiniin lineer ¢alisma araligi 10-#4 - 10-2 M arasinda
bulunmustur [121], [58], PVC-COOH membranina dayal diger calismalarda
sirasiyla 10-2 - 10-> M [103], [52], 0.026 ve 10 mM [122], 0.3-70 mM [123], 10-1-10-
5 M [124]. PVC-Palmitik asit membranina dayali lire biyosensoriiniin lineer ¢alisma
araligt 102 - 10> M bulunmustur [103]. PVCnin amin grubu ile
fonksiyonlagtirlmasindan  olusan =~ PVC-NH; membranina  dayali ire
biyosensoriiniin lineer ¢alisma araligi 5 x 10-2- 5 x 104 M arasinda bulunmustur
[60]. Poly(vinylferrocenium) film iizerine immobilize edilen iireaza dayal

olusturulan lire biyosensoriiniin ¢alisma araligi 5x10->-1x10-1M olarak
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bulunmustur [4]. Sonu¢ olarak hazirladigimiz biyosensorlerin lineer c¢alisma
araliklar1 literatiirdeki benzer membranlar kullanilarak hazirlanan ire

biyosensorlerine gore benzer ya da yakin sonuglar gostermektedir.
6.5 Ure Biyosensorlerine pH’nin etKisi

6.5.1 Ureazin Dekstran ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure

Biyosensorlerinin Farkli pH’larda ki Potansiyometrik Davranisi
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Sekil 6. 15 PVC-Palmitik Asit -Dekstran/Ureaz ve PVC-Palmitik Asit-Ureaz
Membranina Dayali Ure Biyosensériiniin Farkli pH Degerlerindeki Egim Grafigi

Sekil 6.15’de dekstran ile modifiye edilmis lireazin ve serbest lireaz enziminin
palmitik asitli membranda olusturuldugu iire biyosensorlerinin pH 5,2; 6,2; 7,2 ve
8,2 tris tamponundaki iire ¢6zeltilerinde egim degerleri hesaplanmistir .Gortilecegi
gibi her iki biyosensorde en iyi aktiviteyi pH 7.2°de gostermektedir. Modifiye
edilmis iire biyosensori degisen pH degerlerinde 6zellikle 6,2 ve 7,2 arasinda daha

stabil davrandigi goriilmiistiir.
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Sekil 6. 16 PVC-COOH-Dekstran/Ureaz ve PVC-COOH-Ureaz Membranina Dayal
Ure Biyosensoriiniin Farkh pH Degerlerindeki Egim Grafigi

Sekil 6.16’da dekstran ile modifiye edilmis tlireazin ve serbest lireaz enziminin
karboksilli membranda olusturuldugu iire biyosensérlerinin pH 5,2; 6,2; 7,2 ve
8,2'de tris tamponundaki iire ¢ozeltilerinde egim degerleri hesaplanmistir. Her iki
biyosensoériinde optimum pH’s1t 7.2’dir. Karboksillenmis membrana baglanan
dekstran/iireaz kompleksi, klasik tire biyosensoriine gore degisen pH degerlerinde
daha stabil oldugu goriilmiigtiir. Ozellikle modifiye edilmemis iire biyosensorii pH

8,2 degerinde keskin bir diislis yasamaktadir.
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6.5.2 Ureaz’in Polietilen Glikol ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure

Biyosensorlerinin Farkli pH’lardaki Potansiyometrik Davranisi
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Sekil 6. 17 PVC-Palmitik Asit -Polietilen Glikol/Ureaz ve PVC-Palmitik Asit-Ureaz
Membranina Dayali Ure Biyosensoriiniin Farkli pH Degerlerindeki Egim Grafigi

Sekil 6.17'de polietilen glikol ile modifiye edilmis Ulreazin ve serbest lreaz
enziminin palmitik asitli membranda olusturuldugu tire biyosensorlerinin pH 5,2;
6,2, 7,2 ve 8,2'de tris tamponundaki iire c¢ozeltilerinde egim degerleri
hesaplanmistir. Her iki biyosensorinde optimum pH degerleri 7,2’dir. Polietilen
glikol ile modifiye edilmis lire biyosensori, modifiye olmamis lire biyosensoriine
gore daha stabil davranis gostermektedir. Hatta yiiksek pH degerinde daha iyi

aktivite gostermektedir.
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Sekil 6. 18 PVC-COOH-Polietilen Glikol/Ureaz ve PVC-COOH-Ureaz Membranina
Dayali Ure Biyosensériiniin Farkli pH Degerlerindeki Egim Grafigi

Sekil 6.18'de polietilen glikol ile modifiye edilmis Ulreazin ve serbest lireaz
enziminin karboksilli membranda olusturuldugu iire biyosensorlerinin pH 5,2;
6,2, 7,2 ve 8,2'de tris tamponundaki iire c¢ozeltilerinde egim degerleri
hesaplanmistir. Her iki biyosensoriinde optimum pH degeri 7,2’dir. Modifiye olan

iire biyosensori degisen pH degerlerinde daha stabil davranis gostermistir.

PVC-Palmitik asit ve PVC-COOH membranlar kullanilarak, dekstran ve polietilen
glikol ile modifiye olan iire biyosensorlerimizin optimum pH degeri 7,2’dir. Belirli
bir Ure biyosensori icin optimum c¢alisma pH araliginin tanimi, {reaz
reaksiyonunun aktivitesine baghdir [122]. Ureaz enziminin tarafindan iireyi
par¢alama reaksiyonunun Kkatalitik aktivitesi pH 7 olarak belirlenmistir [4], [2],
[125]. Normal insan kani1 pH 7.2-7.6 arasinda ortalama olarak pH 7.4 olarak kabul
edebiliriz [122],[56]. Bu sebeple hazirladigimiz biyosensorlerin kandaki iire
Olclimiine uygun oldugunu gorebilmekteyiz. Literatiirdeki g¢alismalarda da

optimum pH degerinin 7’ye yakin oldugu [68], [4], [56], [2], [103], [104], [122],
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[125] ve pH 6-7.5 arasi biyosensoérleriin stabil cevap gosterdigi, pH 8'den sonra

cevabin azaldig1 goriilmektedir [122].

Ureaz'in dekstran ve polietilen Glikol ile modifiye olmasiyla olusturdugumuz iire
biyosensorleri, modiye olmadan serbest iireaz enzimiyle hazirlanan iire
biyosensoriine gore daha genis pH araliginda aktivite gosterip, degisen pH
degerlerinden daha stabil oldugu goriilmistiir. Polimerlerle modifiye olduktan
sonra enzimin pH stabilitesindeki artis yiizeye veya artik yiiklere ve baglarin
yapisina bagl olarak mikro ortaminin degismesinden kaynaklanabilir [126].
Muhtemelen, enzim polimer kompleksi protein yiizey yiikiinii degistirdi ve sonug
olarak etrafindaki izoelektrik sabitini degistirdi [118],[119]. pH stabilitesindeki bu
tiir bir artis, 6nceki calismalarla uyumludur [126], [119], [118].

6.6 Ure Biyosensorlerine Sicakhigin EtKisi

6.6.1Ureaz’in Dekstran ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure

Biyosensorlerinin Farkl Sicakliklardaki Potansiyometrik Davranisi
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Sekil 6. 19 PVC-Palmitik Asit -Dekstran/Ureaz ve PVC-Palmitik Asit-Ureaz
Membranina Dayali Ure Biyosensériiniin Farkli Sicaklik Degerlerindeki Egim
Grafigi
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Pvc-Palmitik asit membran yiizeyine immobilize edilen Dekstran/Ureaz kompleksi
ve serbest lireaz enzimiyle olusturulan iire biyosensoriiniin farkh sicakliklardaki
(25°C,30°C,35°C,40°C ve 45°C) potansiyometrik davranisi Sekil 6.19'da
gosterilmektedir. Serbest enzim ile olusturulan tre biyosensoriiniin optimum
sicakhgr 25°C, Dekstran/Ureaz kompleksi ile olusturulan iire biyosensériiniin
optimum sicakligr 30°C’dir .Serbest enzim biyosensorii 30°C’de keskin bir distis
yasamaktadir Ayrica Dekstran/iireaz  kompleksi ile olusturulan iire
biyosensoriiniin artan sicakliklara karsi serbest enzimli lire biyosensore gore daha

dayanikl ve stabil oldugu gorilmistir.
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Sekil 6. 20 PVC-COOH-Dekstran/Ureaz ve PVC-COOH-Ureaz Membranina Dayali
Ure Biyosensériiniin Farkh Sicaklik Degerlerindeki Egim Grafigi

Karboksillenmis Pvc membran yiizeyine immobilize edilen Dekstran/Ureaz
kompleksi ve serbest lireaz enzimiyle olusturulan tre biyosensoriniin farkh

sicakliklardaki (25°C,30°C,35°C,40°C ve 45°C) potansiyometrik davranisi Sekil
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6.20’de gosterilmektedir. Serbest enzim ile olusturulan iire biyosensoériniin
optimum sicakhgr 25°C, Dekstran/Ureaz kompleksi ile olusturulan iire
biyosensériiniin optimum sicakhigr 30°C’dir. Ayrica Dekstran/Ureaz kompleksi ile
olusturulan {tire biyosensoriinliin artan sicakliklara karsi serbest enzimli iire

biyosensore gore daha dayanikli oldugu gorilmiistiir.

6.6.2 Ureaz’in Polietilen Glikol ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure

Biyosensorlerinin Farkl Sicakliklardaki Potansiyometrik Davranisi
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Sekil 6. 21 PVC-Palmitik Asit —Polietilen Glikol/Ureaz ve PVC-Palmitik Asit-Ureaz
Membranina Dayali Ure Biyosensoriiniin Farkl Sicaklik Degerlerindeki Egim
Grafigi
Pvc-Palmitik asit membran yiizeyine immobilize edilen Polietilen Glikol/Ureaz
kompleksi ve serbest lireaz enzimiyle olusturulan iire biyosensoriiniin farklh

sicakliklardaki (25°C,30°C,35°C,40°C ve 45°C) potansiyometrik davranisi Sekil
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6.21’de gosterilmektedir. Serbest enzim ile olusturulan iire biyosensoriiniin
optimum sicakligr 25°C, Polietilen Glikol/iireaz kompleksi ile olusturulan iire
biyosensoriinin optimum sicakligi 30°C’dir. Serbest enzim biyosensoru sicaklik
arttigt zaman daha keskin dislsler yasamaktadir. Ayrica Dekstran/lireaz
kompleksi ile olusturulan tire biyosensoriniin artan sicakliklara karsi serbest

enzimli Ure biyosensore gore daha dayanikli ve stabil oldugu gorilmustiir.
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Sekil 6. 22 PVC-COOH -Polietilen Glikol/Ureaz ve PVC-COOH-Ureaz Membranina
Dayali Ure Biyosensoriiniin Farkl Sicaklik Degerlerindeki Egim Grafigi

Karboksillenmis PVC membran yiizeyine immobilize edilen Polietilen Glikol/Ureaz
kompleksi ve serbest lireaz enzimiyle olusturulan iire biyosensoriniin farkl

sicakliklardaki (25°C,30°C,35°C,40°C ve 45°C) potansiyometrik davranisi Sekil
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6.22’de gosterilmektedir. Serbest enzim ile olusturulan iire biyosensoriiniin
optimum sicakligi 25°C, Polietilen Glikol/Ureaz kompleksi ile olusturulan iire
biyosensorinin optimum sicakligt 30°C’dir. Ayrica Polietilen Glikol/iireaz
kompleksi ile olusturulan tlire biyosensoriiniin artan sicakliklara karsi modifiye

olmayan iire biyosensoriine gore daha dayanikli oldugu gorilmiistiir.

Modiye olmadan serbest lireaz enzimiyle hazirlanan iire biyosensoérii PVC-COOH
ve PVC-Palmitik asit membraninda da optimum sicaklig1 25°C, Ureaz’in dekstran
ve polietilen Glikol ile modifiye olmasiyla olusturdugumuz iire biyosensorlerinin
PVC-COOH ve PVC-Palmitik asit membraninda da optimum sicakhigr 30°C.
Optimum sicakliktan sonraki sicakliklarda ki yasanan egimdeki diisiis, lireazin
aktivitesindeki azalmadan, denatiirasyonundan ya da PVC membranlarnin

instabilitesinden kaynaklanmaktadir [104]. Literatiirde yapilan bazi ¢alismalarda;

H.pylori lreaz kullanilan tire biyosensorlerinin PVC-COOH ve PVC-Palmitik asit
membranlarinda ki optimum sicakliklar1 30°C olarak bulunmustur. Jack Bean
lireaz kullanilan potansiyometrik tre biyosensorlerinin PVC-COOH ve PVC-
Palmitik asit membranlarinda ki optimum sicakliklar1 25 °C olarak bulunmustur

[68], [104].

Ureaz  enziminin  poly(vinylferrocenium) kompozit membran iizerine
immobilizasyonu sonucu olusan potansiyometrik iire biyosensoriiniin optimum

sicaklig1 35°C olarak bulunmustur [4].

Ureaz’in  SIPGMA asili nanopartikiillere immobilizasyonu sonucu olusan
potansiyometrik tire biyosensoriiniin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik 35°C

olarak bulunmustur [2].

Polipirol bazli potansiyometrik tire biyosensoriiniin optimum sicakligi 35°C’dir

[127].

Ureaz'in dekstran ve polietilen Glikol ile modifiye olmasiyla olusturdugumuz iire
biyosensorleri, modiye olmadan serbest iireaz enzimiyle hazirlanan iire
biyosensoriine gore farkh sicaklarda daha stabil davranis gosterdigi ve artan
sicakliklara karsi daha direngli oldugu goriilmektedir. Dekstran/Ureaz ve

Polietilen glikol/Ureaz kompleksleri, iireazin polimerler ile bir ¢ok noktadaki
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etkilesimlerinden dolay1 enzimin dogal yapisini degistirerek ya da enzim

molekiilleri cevresinde kalin polimer kabugun olusmasindan dolay:

enzime kiyasla termal stabilitesini gostermistir [126], [128], [108], [109].

6.7 Ure Biyosensorlerinin Tekrarlanabilirlikleri

serbest

6.7.1Ureaz’in Dekstran ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure

Biyosensorlerinin Tekrarlanabilirliklerinin incelenmesi
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Dekstran ile modifiye edilmis {ire biyosensorlerinin tekrarlanabilirliklerini
belirlemek i¢in 10-4 ve 10-2 molar arasinda ayni giin icerisinde ayni anda 8-10 arasi
Olcim yapimistir. Her bir o6lclimiin kalibrasyon grafigi cizilerek her bir
biyosensoriin egimleri belirlendi. Bulunan egim degerlerinin bagil standart
sapmalar1 (%B.S.S.) hesaplandi.Hesaplanan bagil standart sapmalar Tablo 6.3'de

gosterilmektedir.

Tablo 6. 3 Ureaz'in Dekstran ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure
Biyosensorlerinin Bagil Standart Sapma Degerleri

PVC-PalmitikAsit- PVC-COOH-

Dekstran/Ureaz Dekstran/Ureaz
Bagil Standart Sapma %3.052 %2.702
(%B.S.S.)

Bagil standart sapma degerleri %10’un altinda oldugu zaman biyosensor
membranlarinin tekrarlanabilirliginin yiiksek oldugu bilinmektedir [68]. Bu
yluzden dekstran ile modifiye edilmis lire biyosensorlerinin
tekrarlanabilirliklerinin olduk¢a iyi oldugunu soyleyebiliriz. Literatiirde de tire
biyosensorlerinin % 3.27, % 5.1 gibi bagil standart sapma degerlerini gormekteyiz

[129],[130].

6.7.2 Ureaz’in Polietilen Glikol ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure

Biyosensorlerinin Tekrarlanabilirliklerinin incelenmesi

10-1 Molar Urea
1005 ’;/
1000 /
595
890
s8s
10-2 Malar Urea
z 280 i =
975 ) / //
s70
965
s60
cogdl 10-3 Molar Urea A,
L/ ™~ B
850
946,34

]
01:08:24 01:23:20 01:40:00 01:56:40 02:14:29
Time

Sekil 6. 25 PVC-Palmitik Asit —Polietilen Glikol/Ureaz Membranina Dayal Ure
Biyosensoriiniin Tekrarlanabilirligi

76



1180- 10-2 Molar

170~

1160-

10-3 Malar
1150~

my

1140-
1130-
1120
1110-
1100-

1090-
1086+ | 1 | | 1
00:56:03 01:06:40 01:15:00 01:23:20 01:31:40 01:39:03
Time

Sekil 6. 26 PVC-COOH-Polietilen Glikol/Ureaz Membranina Dayal Ure
Biyosensoriiniin Tekrarlanabilirligi

Polietilen glikol ile modifiye edilmis tire biyosensorlerinin tekrarlanabilirliklerini
belirlemek icin 10-# ve 10-2 molar arasinda ayni giin icerisinde ayni anda 8-10 aras1
Olcim yapilmistir. Her bir olciimin kalibrasyon grafigi cizilerek her bir
biyosensoriin egimleri belirlendi. Bulunan egim degerlerinin bagil standart
sapmalar1 (%B.S.S.) hesaplandi. Hesaplanan bagil standart sapmalar Tablo 6.4'de

gosterilmektedir.

Tablo 6. 4 Ureaz'in Polietilen Glikol ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure
Biyosensorlerinin Bagil Standart Sapma Degerleri

PVC-PalmitikAsit- PVC-COOH-Polietilen
Polietilen Glikol/Ureaz Glikol/Ureaz

Bagil Standart Sapma % 3.14 % 2.11
(%B.S.S.)

Bagil standart sapma degerleri %10’un altinda oldugu zaman biyosensor
membranlarinin tekrarlanabilirliginin yiiksek oldugu bilinmektedir [16]. Bu
yuzden polietilen glikol ile modifiye edilmis tUre biyosensorlerinin

tekrarlanabilirliklerinin olduk¢a iyi oldugunu soyleyebiliriz. Literatiirde de tire
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biyosensorlerinin  %3.04, %4,5,% 3,8 gibi bagil standart sapma degerleri
gorulmektedir [131], [54], [132], [95].

6.8 Ure Biyosensorlerinin Secicilik Katsayilarinin Hesaplanmasi
6.8.1Ureaz’in Dekstran ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure
Biyosensorlerinin Secicilik Katsayilarinin Hesaplanmasi

Tablo 6. 5 Ureaz’in Dekstran ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure
Biyosensorlerinin Segicilik Katsayilari

iyonlar Secicilik Katsayisi, K nHi,x

PVC-PalmitikAsit-Dekstran/Ureaz ~ PVC-COOH-Dekstran/Ureaz

Na+* 1.4 x102 1.4 x 102

K+ 2.1x101 1.7x 101
Caz* 1.2x 102 1.3x 102
Li+ 1.4x 102 1.5x 102

Tablo 6.5’de goriilecegi lizere biyosensorlerin  Na*, K+, Ca%*, Li*
iyonlarina karsi secililik katsayilar1 hesaplanmistir. Tabloya baktigimiz zaman iire
biyosensoérlerinin cevabina Na*, Ca?+, Li* iyonlarin girisim etkisinin diisiik oldugu
gorilmiistiir. Bu iyonlara kiyasla K* iyonu biyosensor cevabina ytliksek bir girisim
etkisi gostermektedir. Literatiire baktigimiz zamanda genel olarak K* iyonunun
girisim etkisinin yiiksek oldugu géze carpmaktadir [41], [68], [60], [123], [133].
Hatta baz1 ¢alismalarda K* iyonunun (K yu,x = >10-1) yaninda Na* iyonunun da (K
NnHox =>10-2) girisim etkisinin yiiksek oldugu goriilmektedir [39]. Her iki
membranla olusturulan tire biyosensorleriyle kiyasladigimiz zaman hemen hemen
sonuglarin benzer oldugu sadece PVC-COOH-Dekstran/Ureaz membranina dayali
lire biyosensoriinde K* iyonunun girisim etkisi diger membrana goére biraz daha

azdir.
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6.8.2 Ureaz’in Polietilen Glikol ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure

Biyosensorlerinin Secicilik Katsayilarinin Hesaplanmasi

Tablo 6. 6 Ureaz'in Polietilen Glikol ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure
Biyosensorlerinin Secicilik Katsayilari

iyonlar Secicilik Katsayisi, K nuix

PVC-PalmitikAsit-Polietilen Glikol/Ureaz PVC-COOH-Polietilen Glikol/Ureaz

Na* 2,7 x10-3 51x103
K+ 1,6 x 102 2.3x 102
Caz* 1,2x 102 1,4x 102
Li* 7,4x103 6.7 x103

Tablo 6.6'da goriilecegi lzere biyosensorlerin Na*, K+,  Ca?+, Li*
iyonlarina karsi secililik katsayilar1 hesaplanmistir.Tabloya baktigimiz zaman iire
biyosensorlerinin cevabina Na*, Ca2*, Li* iyonlarin girisim etkisinin diisiik oldugu
gorulmistiir. Bu iyonlara kiyasla K* iyonu biyosensor cevabina girisim etkisi
gostermektedir. Ancak lire biyosensoriiniin literatiirdeki ¢alismalarina bakacak
olursak K* iyonunun secicilik katsayisi K nusx = 101 civarinda oldugu
goriilmektedir. Bu sonu¢ bizim hazirladigimiz iire biyosensoriinden 10 kat daha
fazla girisim etkisi yaptigin1 gosterir [134], [135]. Ozellikle Li* iyonunu girisim
etkisi yok denecek kadar az oldugu tabloda goriilmektedir. Her iki membran
arasindaki secicilik degerlerinde 6nemli bir fark bulunmamaktadir ve genel olarak

benzer sonuglar vermislerdir.
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6.9 Ure Biyosensorlerinin Cevap Zamanlarinin Belirlenmesi
6.9.1 Ureaz’in Dekstran ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure
Biyosensorlerinin Cevap Zamanlarinin Belirlenmesi

Tablo 6. 7 Ureaz'in Dekstran ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure
Biyosensorlerinin Cevap Zamanlari

PVC-PalmitikAsit-Dekstran/Ureaz PVC-COOH-Dekstran/Ureaz

Cevap Zamani 20-30 saniye 20-30 saniye

Dekstran ile modifiye edilen iire biyosensorlerin cevap zamani Tablo 6.7'de
gorilmektedir. Tabloya gore biyosensorlerin cevap zamani 20-30 saniye araliginda
degismektedir. Potansiyometrik lire biyosensorlerinin cevap zamanini literatiirde
inceledigimiz zaman genel olarak; 10 saniye [136], 1-2 dakika [121], [58], < 2
dakika [137], 10 dakika [138], 280 saniye [139]. Genel olarak biyosensorlerin
cevap zamanli birkac saniye ile birka¢ dakika arasinda degismektedir. 5 dakikaya
kadar olan degerler kabul edilebilir. 10 dakika gibi olan stireler uzun kabul edilir
[47]. Bu sebeple dekstran ile modifiye ettigimiz lire biyosensorlerimizin cevap

zamani kisa ve kabul edilebilir sinirlar icerisindedir.
6.9.2 Ureaz’in Polietilen Glikol ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure
Biyosensorlerinin Cevap Zamanlarinin Belirlenmesi

Tablo 6. 8 Ureaz'in Polietilen Glikol ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure
Biyosensorlerinin Cevap Zamanlari

PVC/PalmitikAsit-Polietilen Glikol/Ureaz PVC-COOH-Polietilen Glikol/Ureaz

Cevap 20-25 saniye 20-25 saniye

Zamani

Polietilen Glikol ile modifiye edilen tire biyosensorlerin cevap zamani Tablo 6.8’de
gorilmektedir. Tabloya gore biyosensorlerin cevap zamani 20-25 saniye araliginda
degismektedir. Literatiirde potansiyometrik Ure biyosensorlerin cevap zamani; 315

saniye [140], >60 saniye [141], 30-40 saniye [142], 29 saniye [143], 70-90 saniye [144],
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20 saniye [145], 5 saniye [146]. Genel olarak biyosensorlerin cevap zamani birkag
saniye ile birka¢ dakika arasinda degismektedir. 5 dakikaya kadar olan degerler
kabul edilebilir. 10 dakika gibi olan siireler uzun kabul edilir [47]. Bu sebeple
polietilen glikol ile modifiye ettigimiz iire biyosensorlerimizin cevap zamani kisa

ve kabul edilebilir sinirlar icerisindedir.

6.10 Ure Biyosensérleri ile insan Kan Serumlarindaki Ure Tayini

6.10.1 Ureaz’in Dekstran ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan Ure
Biyosensorleri ile insan Kan Serumlarindaki Ure Tayini

Tablo 6. 9 PVC-Palmitik Asit -Dekstran/Ureaz Membranina Dayal Ure
Biyosensorii ile Insan Kan Serumunda Ure Miktarlarinin Olgiilmesi

Gercek Degerler (CARCHITECT | PVC-PalmitikAsit-Dekstran/Ureaz
Ornek 7D75 Urea Nitrogen Reagent (mg/dl)
Kit) (mg/dl)

1 15 13.09
2 20 22.23
3 33 30

4 38 35.24
5 72 68.76

H,: Gergek degerler ile PVC-Palmitik Asit -Dekstran/Ureaz Membranina Dayali

Ure Biyosensorii degerleri arasinda fark yoktur.

H.: Gergek degerler ile PVC-Palmitik Asit -Dekstran/Ureaz Membranina Dayali

Ure Biyosensorii degerleri arasinda fark vardir.

Sig:0,163>a:0,05 oldugu i¢in H,, kabul edilir. Ger¢ek degerler ile PVC-Palmitik Asit

-Dekstran/Ureaz Membranina Dayali Ure Biyosensorii degerleri arasinda fark

olmadig1 %95 gilivenle test edilmistir.
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Tablo 6. 10 PVC-COOH-Dekstran/Ureaz Membranina Dayali Ure Biyosensérii ile
insan Kan Serumunda Ure Miktarlarinin Olgiilmesi

Gercek Degerler ("ARCHITECT PVC-COOH-Dekstran/Ureaz

Ornek 7D75 Urea Nitrogen Reagent (mg/dl)
Kit) (mg/dl)

1 15 15.07

2 20 19.36

3 33 31.48

4 38 35.23

5 72 67.32

H,: Gercek degerler ile PVC-COOH-Dekstran/Ureaz Membranina Dayali Ure

Biyosensoru degerleri arasinda fark yoktur.

H,: Gercek degerler ile PVC-COOH-Dekstran/Ureaz Membranina Dayali Ure

S

Biyosensorti degerleri arasinda fark vardir.

Sig:0,085>a:0,05 oldugu icin H, kabul edilir. Ger¢ek degerler ile PVC-COOH-

Dekstran/Ureaz Membranina Dayali Ure Biyosensorii degerleri arasinda fark

olmadig1 %95 giivenle test edilmistir.

6.10.2 Ureaz’in Polietilen Glikol ile Modifikasyonu Sonucu Olusturulan

Ure Biyosensérleri ile insan Kan Serumlarindaki Ure Tayini

Tablo 6. 11 PVC-Palmitik Asit -Polietilen Glikol/Ureaz Membranina Dayah Ure
Biyosensoérii ile Insan Kan Serumunda Ure Miktarlarinin Olgiilmesi

Gercek Degerler ('ARCHITECT PVC-Palmitik Asit-Polietilen Glikol /Ureaz

Ornek 7D75 Urea Nitrogen Reagent (mg/dl)
Kit) (mg/dl)
1 19 15
2 27 25
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Tablo 6. 11 PVC-Palmitik Asit —Polietilen Glikol/Ureaz Membranina Dayali Ure
Biyosensérii ile Insan Kan Serumunda Ure Miktarlarinin Olgiilmesi (devami)

3 33 28
4 57 45.4
5 139 130

H,: Gergek degerler ile PVC-Palmitik Asit -Polietilen Glikol/Ureaz Membranina

Dayali Ure Biyosensérii degerleri arasinda fark yoktur.

H.: Gergek degerler ile PVC-Palmitik Asit -Polietilen Glikol/Ureaz Membranina
Dayali Ure Biyosensérii degerleri arasinda fark vardr.

Sig:0,080>a:0,05 oldugu icin H, kabul edilir. Ger¢ek degerler ile PVC-Palmitik Asit

~Polietilen Glikol/Ureaz Membranina Dayali Ure Biyosensorii degerleri arasinda

fark olmadig1 %95 glivenle test edilmistir.

Tablo 6. 12 PVC-COOH-Polietilen Glikol/Ureaz Membranina Dayali Ure
Biyosensérii ile Insan Kan Serumunda Ure Miktarlarinin Ol¢iilmesi

Gergek Degerler ("ARCHITECT PVC-COOH-Polietilen Glikol/Ureaz
Ornek 7D75 Urea Nitrogen Reagent (mg/dl)
Kit) (mg/dl)
1 19 16.56
2 27 27.2
3 33 28.21
4 57 50.5
5 139 130.3

H,: Ger¢ek degerler ile PVC-COOH-Polietilen Glikol/Ureaz Membranina Dayali

Ure Biyosensorii degerleri arasinda fark yoktur.

H,: Gergek degerler ile PVC-COOH-Polietilen Glikol/Ureaz Membranina Dayal

Ure Biyosensorii degerleri arasinda fark vardir.
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Sig:0,121>0:0,05 oldugu icin H, kabul edilir. Ger¢ek degerler ile PVC-COOH-

Polietilen Glikol/Ureaz Membranina Dayali Ure Biyosensorii degerleri arasinda

fark olmadig1 %95 giivenle test edilmistir.
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Genel olarak tez ¢alismasini 6zetledigimizde;

. Ureaz enziminin modifikasyonu icin dekstran ve polietilen glikol
polimerlerleri kullanilmistir.Bu polimerlerle farkli mol oranlarinda enzim/polimer
fiziksel kompleksleri sentezlenmistir. Ureaz enziminin polietilen glikol ile
modifikasyonunda nireaz/Npeg : 1/1 oranli kompleks diger komplekslere gore en
yuksek aktivite degerini gostermistir. Ayrica lireaz enziminin dekstran ile
modifikasyonunda nireaz/Npekstran 40/1 oranli kompleks diger oranlara gore en

yuksek aktivite degerini gostermistir

. Modifiye edilen ve stabilizasyonu gergeklesen iireaz enziminin bir¢ok
uygulama alani bulunmaktadir [147]. Biz bu tez ¢alismasinda biyosensor tiretimi
icin modifiye olan iireaz enzimini kullandik. Aktivite tayinleri sonuglarina
bakilarak en iyi aktivite gosteren niireaz/npeg : 1/1 ve niireaz/nDekstran 40/1

oranli iki enzim-polimer kompleksi biyosensoriin olusturulmasi i¢in se¢ilmistir.

. Secilen iireaz/polimer komplekslerinin elektrot yilizeyine immobilize
edilerek iire biyosensori olusturulmasi igin iki farkli amonyum sec¢ici membran
elektrodu hazirlanmistir. Bunlardan ilki; PVC membranina ilave edilen 18 karbonlu
uzun zincirli yag asidi olan palmitik asit ile olusturulan PVC-Palmitik asit
amonyum sec¢ici membran, ikincisi ise membran bileseni olarak karboksillenmis
PVC’nin kullanildigi PVC-COOH amonyum secici membrandir. Her iki yontemle
hazirlanan amonyum se¢ici membranlar 10-1-10-> M arasindaki amonyum
cozeltilerinde potansiyometrik davranis gostermektedir, cevap zamanlar1 15

saniyeden az ve 9-10 haftalik yasam streleri mevcuttur.

. Dekstran/Ureaz ve Polietilen glikol/Ureaz komplekslerinin PVC-Palmitik asit
ve PVC-COOH amonyum membranlarina immobilize edilmesi sonucu 4 farkl tre
biyosensorii olusturuldu. Bunlar; PVC-Palmitik asit-Dekstran/Ureaz, PVC-
COOH-Dekstran/Ureaz, PVC-Palmitik asit-Polietilen glikol/Ureaz, PVC-COOH-
Polietilen glikol/Ureaz'dir. Bu biyosensérler 6zgiin, ilk kez hazirlanmis olup,

literatiirde bulunmamaktadir.

. ilk olarak, olusturulan 4 farkli biyosensériin lineer calisma araliklar
belirlenmistir. Hazirlanan 4 biyosensor 5 x 10-> M ile 5 x 10-3 M arasindaki standart

tire cozeltilerinde lineer davranis gostermistir. Biyosensorlerin lineer calisma
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araliklarinda ki kalibrasyon grafikleri cizildiginde R? degerlerinin 0.99 civarinda

oldugu bulunmustur.

) Hazirlanan iire biyosensorlerinin farklh pH’lardaki (5,2; 6,2; 7,2 ve 8,2)
potansiyometrik davranisi incelenmis ve sonuglar serbest lreaz enzimi ile
olusturulan tre biyosensorleri ile karsilastirilmistir. Hazirladigimiz 4 farkh iire
biyosenoriiniin ve serbest ilireaz enzimi ile olusturulan ilire biyosensoriiniin
optimum pH degeri 7.2 olarak bulunmustur. Hazirladigimiz 4 farkh ire
biyosenort, serbest iireaz enzimi ile olusturulan iire biyosensoriine gore degisen
pH degerlerinde daha kararli potansiyometrik davranis gostermistir.
Hazirladigimiz 4 farkh tre biyosensoriinii kendi arasinda kiyasladigimiz zaman
PVC- Palmitik asit-Dekstran/Ureaz biyosensérii degisen pH degerlerinde en kararl
potansiyometrik davramis1  gosterirken, PVC-COOH-Polietilen glikol/Ureaz

biyosensori degisen pH degerlerinde ki kararligi en diisiik olan biyosensordiir.

o Hazirlanan iire biyosensorlerinin farkli sicakliklardaki (25°C,30°C,35°C,40°C
ve 45°C) potansiyometrik davranisi incelenmis ve sonuclar serbest iireaz enzimi
ile olusturulan iire biyosensérleri (PVC-Palmitik asit-Ureaz ve PVC-COOH-Ureaz)
ile kiyaslanmistir. Hazirladigimiz 4 farkh tre biyosensoriniin optimum sicakligi
30°C’dir ve serbest lireaz enzimi ile olusturulan iire biyosensoriine gore daha iyi
bir termal diren¢ gostermistir. Ozellikle PVC- Palmitik asit-Dekstran/Ureaz
biyosensorii diger biyosensorlere gore farkl sicakliklardaki termal direnci en iyi
olan biyosensordiir. PVC-COOH-Dekstran/Ureaz biyosensériiniin ise farkh
sicakliklardaki termal direnci, serbest lireaz enzimi ile olusturulan PVC-COOH-
Ureaz biyosensoriine ¢ok yakindir ve diger hazirladigimiz iire biyosensorlerine

gore en distiktir.

. Hazirlanan iire biyosensorlerinin tekrarlanabilirliklerini 6l¢mek her bir
biyosensoriin bagl standart sapmalart (%B.S.S.) hesaplanmistir. Her bir
biyosensorin %B.S.S. degeri sinir deger olan %.10'un ¢ok fazla altindadir.
Biyosensorler arasinda en iyi %B.S.S. degeri % 2.11 ile PVC-COOH-Polietilen
Glikol/ Ureaz biyosensoriine aittir.  PVC-COOH membranina dayali iire
biyosensorlerin tekrarlanabilirlikleri PVC-Palmitik asit membranina dayali iire

biyosensorlerinden daha iyi oldugunu gormekteyiz.
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. Hazirlanan iire biyosensorlerine Na*, K*, Ca* Li* iyonlarinin girisim etkisi
belirlemek icin biyosensorlerin bu iyonlara Kkarsi secililik katsayilari
hesaplanmistir. Diger ili¢ iyona nispeten K* iyonunun girisim etkisi oldugu
gozlemlendi. En iyi secicilik gosteren biyosensor PVC-COOH-Polietilen Glikol/
Ureaz biyosensériidiir. Ozellikle Polietilen glikol/Ureaz kompleksine dayali iire
biyosensorlerinin, Dekstran/Ureaz kompleksine dayal iire biyosensérlerine gére

secicilikleri daha iyi bulunmustur.

. Hazirlanan ire biyosensorlerinin cevap zamanlar1 belirlenmistir.
Dekstran/Ureaz kompleksine dayali iire biyosensérlerinin cevap zamani 20-30
saniye; Polietilen glikol/Ureaz kompleksine dayal iire biyosensérlerinin cevap

zamani ise 20-25saniye araliginda bulunmustur.

. Hazirlanan dort iire biyosensoriiyle insan kan serumunda tre analizleri
yapilmistir ve gercek degerler ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir.
Hazirladigimiz biitiin biyosensorlerdeki tire analizleri, bagiml iki 6érneklem t testi
ile %95 gliven seviyesinde (Sig>a:0,05) anlaml bulunmustur. PVC-Palmitik Asit-
Dekstran/Ureaz biyosensériiniin %95 giiven seviyesindeki Sig degeri 0.163 olarak

en iyi Sig degerine sahip biyosensordiir.
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