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TESEKKUR

Doktora yapmak bana gore bilimsel yetkinlik edinmenin yaninda biraz da
motivasyon isi. Bu motivasyonu saglamamda ¢evremdeki insanlarin pay1 da biiyiik
kuskusuz. Dolayisiyla tezimi biiylitiirken aldigim destekleri asla yadsiyamam.
Siiphesiz tek basima asla bu sonuca erisemezdim. Oncelikli olarak iiniversite
hayatim boyunca bilimsel destegini esirgemeyen, bana karsi her zaman sonsuz
sabrini gosteren degerli hocam Prof. Dr. ibrahim ISILDAK’a sonsuz tesekkiirlerimi
sunmak istiyorum. Ayrica lisans egitimimden bu yana yardimlarini esirgemeyen ve
doktora tezimin de es danmismani olan degerli hocam Dog.Dr. Didem OZCIMEN’e de

desteklerinden dolayi tesekkiirlerimi sunarim.

Tim hayatim boyunca her zaman yanimda olan, beni biiyiiten ve bana egitim
olanaklar1 sunan annem Nejla UNER, babam Yalgin UNER ve biricik kardesim Samet

UNER’e ¢ok tesekkiir ederim.

Artik benim de ailem olan doktora ¢alismam boyunca her zaman yanimda olan ve
beni c¢okca destekleyen ikinci ailem Sabriye BAHAR ve Miimin BAHAR’a

yardimlarindan dolay1 ¢ok tesekkiir ederim.

Ve tabiki hayatimin olmazsa olmazlari degerli esim Hiiseyin BAHAR ve biricik kizim
Beyza BAHAR’a doktora ¢alismami tamamlayabilmem icin benimle gecirecekleri
zamandan ¢okga feragat ettikleri ve yoluma devam edebilmem i¢in beni her zaman

motive ettikleri icin ¢ok tesekkiir ederim.

Son olarak labaratuvarda birlikte c¢alistigim yardimlarini esirgemeyen tiim

arkadaslarima da desteklerinden dolay1 sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimin tiim arastirmacilara yardimci olmasini i¢tenlikle diliyorum.

Duygu UNER BAHAR
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OZET

Kisa, Orta Ve Uzun Dénem Kan Seker Ol¢iimlerini Es
Zamanh Gercgeklestiren Yeni Bir Ol¢iim Yéntemi

Gelistirilmesi

Duygu UNER BAHAR

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Ibrahim ISILDAK

Es-Danisman: Dog. Dr. Didem OZCIMEN

Diyabet metabolik bir hastaliktir ve hastaliga ait komplikasyonlarin ilerlemesini
onlemek icin duzenli glisemik kontrol gereklidir. Glisemik kontrol, giinliik aclik
sekeri oOl¢timleri ile veya glikozillenmis proteinlerin 6lciilmesi ile saglanir. Ancak
aclik sekeri olciimleri, o anki glisemik diizeyi yansitip ortalama glikoz diizeyi
hakkinda bilgi vermemektedir. Glikolize-hemoglobin (HbA1c) ve fruktozamin giin
icinde achk-tokluk, egzersiz ya da kan glikozundaki gecici degisikliklerden
etkilenmeden geriye doniik kan glikoz diizeyi hakkinda bilgi veren 6nemli

parametrelerdir.

Son 30 yilda HbA1c i¢in ¢ok sayida dl¢ciim yontemi gelistirilmistir. Bunlar HbAO ile
HbA1lc arasindaki yiik farkina dayali HPLC ile yapilan kromatografik yontemler,
yapisal farka dayali fenilboronik asit-HbAlc iliskisine dayali kromatografik

yontemler, antijen-antikor iliskisine dayali immiinokimyasal testlerdir.
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Kromatografik yontemlerde kullanilan yontemler pahali, ¢cok sayida 6n prosediir ve
profesyonel kullanic1 gerektiren yontemlerdir. imnmunokimyasal testlerde ise lineer
olmayan Kkalibrasyon egrileri ve ¢ok kolay bozulabilen ayiraglar sorun

olusturmaktadir.

Glisemik kontrolde kullanilan 6nemli bir diger protein ise serum albiiminidir. Serum
albiimini, HbA1c 6l¢limlerinin hemoglobin varyantlarindan etkilendigi durumlarda,
anemi veya bobrek yetmezligi durumlarinda giivenilir olarak kullanilmaktadir.
Insan serum albumininin (HSA) kanda yarilanma émrii 12-21 giin oldugu icin g-HSA
Olctimleri ile son 2-3 haftaya ait glikoz diizeyi oOlgllebilmektedir. Bu ara o6l¢lim,
heniliz HbA1c yiikselmeden 6nlem alinmasini saglayabilmektedir. G-HSA 6l¢limiinde
kullanilan temel yontemler boranat affinite kromatografisi, imiinoassay teknikleri
ve enzimatik yontemlerdir. Son 15-20 yil igerisindeki ¢alismalar yogun olarak
glikozile alblimin ve fruktozamin gibi 2-4 haftalik seker diizeyini gosteren

plazmadaki seker belirtegleri izerine yogunlasmistir.

Bu calisma glikoz, glikozile albiimin ve glikozile hemoglobin 6l¢limiinii ayn1 anda
gerceklestiren akis enjeksiyon analiz yontemin gelistirilmesini konu almaktadir.
Akis enjeksiyon analiz yontemde, borat secici sensor igeren bir deteksiyon bolmesi
ve sinirll ayirim saglayan bir mini-kolon bulunmaktadir. Gelistirilen yontem ile
glikoz, glikozile albiimin ve glikozile hemoglobinin eszamanli olarak ol¢iilmesi

saglanmaktadir.

Ug parametreyi birlikte dlgen bir yéntem veya cihaz literatiirde bulunmamaktadir.
Bu calisma ile hedeflenen eszamanli 6l¢iim yontemi; ekonomik ve basittir. Ayni
zamanda On islem olarak sadece kan Orneginin santrifiij ve lizis yapilmasini

gerektirmektedir.

Calismada, uzun donem glisemik kontrolleri icin HbA1lc'nin, orta dénem glisemik
diizeyi icin g-HSA'nin ve kisa donem icin anlik seker oOlciimlerinin ayni anda
gerceklestirildigi yeni bir akis enjeksiyon analiz yontemi gelistirilmesi
amac¢lanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda calismada; karbon nano tiip-giimiis borat
(CNT-GB) temelli bir elektrot gelistirilmis, durgun ve hareketli ortamda tekrarh
calismast test edilmistir. Diger yandan gelistirdigimiz elektrotun tim

karakterizasyon 6zellikleri tamamlanmis ve basarili sonuclar alinmistir.
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Glikoz, glikolize-alblimin ve glikolize-hemoglobinin akis enjeksiyon sistemde mini
bir ayirim kolonu ile kismi ayirimlarinin saglanmasi ve yeni bir borat segici
sensoOriin akis enjeksiyon analiz sisteminde dedektér olarak kullanilmasi ile bu
biyoanalitlerin eszamanli olarak analizlerinin kisa siirede gergeklestirilmesi
hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda mini ayrim kolonuna yerlestirilmek tlizere
grafit oksit-aminofenil boronik asit (GO-APBA) bazli kolon dolgu malzemesi
sentezlenmistir. Boylece santrifiij yapilan kan numunesindeki glikozile hemoglobin,

glikozile alblimin ve glikoz ayrimi saglanmasi hedeflenmistir.

Gelistirdigimiz elektrot ile c¢alisan eszamanli analiz yontemi sayesinde,
muayenehaneler, saglik ocaklari, poliklinik ve otoanalizor bulunmayan
hastanelerde glikoz, glikolize albiimin ve glikolize hemoglobinin eszamanli olarak
Olclilmesi amaglanmistir. Boylece gelistirilen sistemin kisa, orta ve uzun dénem kan

sekeri hakkinda hizli bir sekilde bilgi verecegi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Biyosensor, diyabetik teshis, hbalc, fruktozamin, FIA.
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Developing a New Measurement Method that
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Blood Glucose Measurements
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Diabetes is a metabolic disease and regular glycemic control is necessary to prevent
disease progression. Glycemic control is provided by daily fasting glucose
measurements or by measurement of glycosylated proteins. However, fasting
glucose measurements reflect the current glycemic level and do not give
information about the mean glucose level. Glycolysis-hemoglobin (HbAlc) and
fructosamine are important parameters that provide information about back-to-
blood glucose, exercising or blood glucose levels without being affected by

temporary changes in blood glucose.

For the last 30 years, many measurement methods had been developed for HbA1lc.
These are chromatographic methods based on the difference of charge between
HbAO and HbAlc, chromatographic methods based on the relationship between
phenylboronic acid-HbA1c based on structural difference, immunochemical tests
based on the antigen-antibody relationship. Methods used in chromatographic

methods are expensive, numerous pre-procedures and methods that require
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professional users. Non-linear calibration curves and very perishable reagents are

problematic in immunochemical tests.

Another important protein used in glycemic control is serum albumin. Serum
albumin is used reliably in cases where HbAlc measurements are affected by
hemoglobin variants, anemia or renal failure. Since the half-life of human serum
albumin (HSA) in the blood is 12 to 21 days, glucose level of the last 2-3 weeks can
be measured by glycosylated HSA measurements. This interim measurement can
help to prevent the HbA1c to rise. Boranate affinity chromatography, immunoassay
techniques and enzymatic methods are the main methods used in glycosylated HSA
measurement. Over the last 15 to 20 years, the studies have focused heavily on
plasma sugar markers such as glycosylated-albumin and fructosamine that show

sugar levels of 2 to 4 weeks.

This study focuses on the development of the flow injection analysis method that
simultaneously performs the measurement of glucose, glycosylated-albumin and
glycosylated-hemoglobin HbA1lc. In the flow injection analysis method, there is a
detection chamber containing a borate selective sensor and a mini-column
providing limited discrimination. Simultaneous measurement of glucose,
glycosylated-albumin and glycated-hemoglobin is achieved by the method
developed.

A method or device that measures three parameters together is absent in the
literature. Simultaneous measurement method developed with this study; is
economical and simple. Therewith, pretreatment requires only centrifugation and

lysis of the blood sample.

The aim of the study was to develop a new flow injection analysis method for HbAlc
for long-term glycemic control, where glycosylated albumin for medium-term
glycemic level and instant sugar measurements for short-term are performed
simultaneously. In this study; the silver borate-carbon nano tube based electrode
has been developed, and the repetitive operation in a stagnant and mobile
environment has been tested. On the other hand, all the characterization features of

the electrode we developed are completed and positive results are obtained.

The aim of this study is to provide a partial separation of glucose, glycated-albumin

and glycated-hemoglobin in the flow injection system with a minimization
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separation column and to get analyzes of bioanalytes in a short time by using a new
borate-selective sensor as a detector in the flow injection analysis system. To this
end, graphite oxide based column filler material was synthesized to be placed in the
mini-separation column. With this, the blood sample of the centrifuged glycosylated

hemoglobin, glycosylated-albumin and glucose separation is aimed.

With the simultaneous analysis method that we developed, simultaneous
measurements of glucose, glycosylated-albumin and glycated-hemoglobin can be
carried out in clinics, health centers, polyclinics and hospitals that do not have
autoanalysers. This will be enable to obtain the status of short, medium and long

term blood glucose and diabetic condition fast and economically.

Key words: Biosensor, diabetic diagnosis, hbalc, fructosamine, FIA.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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Giris

1.1 Literatiir Ozeti

Diyabet, insiilinin hi¢ salgilanmamasi ya da hiicredeki insulin reseptodrlerinin
fonksiyonundaki azalma sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Yiiksek kan sekeri
seviyeleri diyabete baglh gelisen hastaliklarin gelismesinden birincil etkendir. Sekil
1. 1’de tip1 ve tip 2 diyabet farki temel diizeyde a¢iklanmaktadir. Glukoz tasiyici tip
4 (GLUT4), insanlarda GLUT4 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Tipl
diyabette pankreas yeterli dilizeyde insiilin salgilayamamakta ve hiicre
membraninda bulunan insiilin reseptoriinii aktive edememektedir. Dolayisiyla
inaktif olan insiilin reseptorii GLUT4 proteini vasitasiyla glikozun hiicre igine
alinmasini saglayamaz. Tip2 diyabette ise pankreas instlini salgilamaktadir ancak
insiilin reseptori yeterli diizeyde ¢alismamaktadir. Dolayisiyla tip1 diyabetteki gibi

glikozun hiicre icine alinmasi yine engellenmis olmaktadir.

Kan sivi kisim ve kati kisim olmak tzere iki tip bilesenden olusur. a. Siv1 kisim;
plazma ve serumdan (%55) olusmakta, b. kat1 kisim ise kan hiicrelerini (%45)
icermektedir [1].

a. Siv1 Kisim:
Serum kan pihtilastiktan sonra olusan sivi kismidir. Serumun plazmadan farki,
serum igerisinde fibrinojen bulunmamasidir. Serum elde edilmesi i¢in dncelikle

kanin pihtilasmasi beklenir ve ardindan santrifiij edilerek kati kisim olan hiicresel

bolimiin dibe ¢okmesi saglanir.

Plazma; su (% 91), organik maddeler (% 7) (Proteinler) ve inorganik maddeler

(%2) den olusmaktadir.

Plazmada bulunan proteinler ve temel gorevleri su sekildedir: Plazmadaki

proteinlerin % 90’1n albumindir ve tasiyic1 gorevi yapmaktadir, globulin hem



tasiyici, hem de antikor olusumunda gorev yapmaktadir ve fibrinojen ise

pithtilasmayi saglamaktadir.

Saghkh insalin insalin Glikoz

Tip 1 Diyabet insdlin insalin Glikoz
reseptoru ® @ Py
< ® ®

Tip 2 Diyabet insalin insalin Glikoz
reseptoru ® © o

a & ® ®
qv\?* ® oo =

S

Sekil 1. 2 Diyabet tipleri (tip1 ve tip 2)

b. Kat1 Kisim:

Kan hiicrelerinin % 99’u eritrositlerden olusmaktadir. Eritrositler hemoglobin
tasimaktadirlar. Hemoglobin, hem ve globin olmak tizere, iki kisimdan meydana
gelmistir. Eritrositlere kirmizi rengini veren bir proteindir ve eritrositlerin renkleri
icerdikleri hemoglobin miktarina baglidir. Hemoglobin oksijeni baglayarak onun
kanda tasinmasini saglar. Eritrositler kan dolasiminda ortalama 120 giin kalirlar.
Zamanla eritrositlerin zar1 deforme olur ve dolasimdaki bazi noktalardan gecerken
yirtilirlar. Cogunlugu dalak olmak tizere, karaciger ve kemik iliginden gecerken

parcgalanirlar.
Tim kandaki hemoglobin oran;
- Erkelerde 16 gram/dl,

- Kadinlarda 14 gram/dl’'dir [1].



Glikohemoglobin (HbA1lc) hemoglobinin glikozla birlesmesidir. Eritrositlerin 120
glinlik 6mri boyunca, hemoglobin kan dolasiminda stirekli glikozla beraber
bulundugundan, hemoglobin iizerindeki bazi aminoasitlere glikoz baglanir ve
glikozillenmis hemoglobin meydana gelir. Kanimizda bulunan eritrositler hayatta
kalabilmek icin sadece glikoz kullanirlar. Kirmiz1 kan hiicrelerinin ortalama ne
kadar glikoz harcadig1 hesaplanir. Bu sayede, diyabet hastasinin, hem ag¢lik hem
tokluk glikoz degerlerini gostermeye yarayan ortalama bir indeks elde edilir. HbAlc
analizi, kan glikozunun uzun siireli (geriye doniik 3 aylik) takibine imkan saglar.
Glikohemoglobin miktar1 ne kadar yliksek seyrederse hastanin kan glikoz diizeyi

uzun siire yiiksek seyretmis olur.

HbA1lc, diyabetlilerde son ii¢ ay icerisindeki ortalama glisemik diizeyleri ile ilgili
bilgi veren bir parametredir. HbAlc seviyelerindeki degisiklikler diyabete bagh
gelisen komplikasyonlarda belirleyici olmaktadir. Bunun yani sira diyabete bagh
gelisen tiim komplikasyonlar HbA1c seviyelerindeki degisikliklerinden esit olarak
etkilenmezler [2]. Hematolojik ve genetik faktorler de HbA1lc seviyesini etkileyebilir
[3]. Ornegin anemi, kisa eritrosit yasam siiresi ile ilgili hastalilar vb. diisiik eritrosit
tretiminde demir eksikligi, vit12 eksikligi HbAlc seviyesini yiikseltirken, kronik
ciger hastaliklar1 oldugu durumlarda, diisiik eritrosit émri gibi hastaliklar da
HbAlc'yi diustrir. Cunki glikolizasyonun yarisi 90 ginden sonra meydana
gelmektedir. Bu nedenle diyabet iliskili morbidite ve mortaliteyi azaltmak i¢in a¢hk-
tokluk glisemi diizeyi, gin ici glisemik degiskenlik ile HbAlc seviyeleri kabul
edilebilir normal araliklarda tutulmalidir [2]. Dolayisiyla bu degiskenler birlikte ele
alinmalidir. HbA1lc (Diinya Saghk Orgiitii tarafindan) diyabet icin altin standart
kabul edilir. Saglikli kisilerde, hemoglobinin % 5-10 kadar glikozillenmistir. HbAlc
% 6.5’ den (veya 48 mmol/mol) biiyiik degerler diyabet hastasi kabul edilir.

HbA1c tayini; hastahanelerdeki laboratuvarlarda elektroforez, kolon kromatografi,
sivi kromatografisi, immiinotiirbidimetrik metodlarla yapilir [4]. Bu metodlara
dayali ticari kitler bulunmaktadir. Asagida bu yontemler hakkinda kisa bilgi

verilmistir [4]:

1- Immiinotiirbidimetrik teknigi: Antijen-antikor baglanmas:1 ile olsuan

immiinkompleks siispansiyonunu igeren kiivete gonderilen monokromatik
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15181n hem absorbe edilmesi hem de defleksiyona (sapmaya) ugratilmasi
ozelliginden yararlanilan oOlglimlerdir. Turbidimetrik yontemde, immiin
kompleks tarafindan absorbe edilen 151k miktar1 spektrofotometrik olarak
oOlciiliir. Otoanalizér: Numune reaktifleri uygun dl¢iimlerde alip karistiran,
belirli stire ve 1sida inkiibe eden, gerekli siirelerde optik okumalar1 yapip
sonunda ilgili analiz sonucunu hesaplanmis olarak kullaniciya sunan

cihazdir.

2- Elektroforez teknigi: Elektroforez teknigi uygulamasinda yiiriitme, boyama,
temizleme, seffaflastirma ve degerlendirme basamaklar1 uygulanir. Yukli
partikiillerin, bir elektrik alanina konulmasi ve elektrik akiminin tesiri ile

yuklii partikiillerin birbirinden ayrilmasi esasina dayantr.

3- Sivi kromatografi teknigi: Sivi kromatografide sabit ve hareketli fazlarin her
ikisi de sividir. Kromatografi diger tekniklerle birbirlerinden ayrilmayan
aminoasitler, yag asitleri, steroit hormonlar ve boya maddelerinin
ayrilmasinda kullanilmaktadir. Rutinde HbA1c, ilag, hormon, kollesterol gibi

maddelerin tayininde kullanilir.
1.2 Tezin Amaci

Calismada, uzun donem glisemik kontrolleri icin HbA1lc'nin, orta dénem glisemik
diizeyi icin glikolize-albiiminin ve kisa donem i¢in anlik seker 6l¢iimlerinin ayni
anda gerceklestirildigi yeni bir akis enjeksiyon analiz yontemi gelistirilmesi

amaglanmistir.

Gelistirdigimiz eszamanli analiz y6ntemi sayesinde, muayenehaneler, saglik
ocaklari, poliklinik ve otoanalizéor bulunmayan hastanelerde glikoz, glikolize-
albimin  ve  glikolize  hemoglobinin = eszamanli  olarak  6l¢llmesi
gerceklestirilebilecektir. Bu durum ilgili kisinin kisa, orta ve uzun doénem kan

sekerinin hizli ve ekonomik bir sekilde yorumlanmasini saglayacaktir.
1.3 Hipotez

Borat yapisi geregi glikozile proteinlere baglanma 6zelligine sahiptir. Bu bilgiden

yola ¢ikilarak karbon nano tiip-glimiis borat temelli bir elektrot gelistirilmistir.

Glikoz, glikozile albiimin (g-HSA) ve glikozile hemoglobinin (HbA1c) akis enjeksiyon
4



sistemde mini bir ayirim kolonu ile kismi ayirimlarinin saglanmasi ve gelistirilen
karbon nano tiip-giimiis borat temelli borat segici elektrotun akis enjeksiyon analiz
sisteminde dedektér olarak kullanilmasi ile bu biyoanalitlerin eszamanlh
Olglimlerinin borat konsantrasyonundaki azalmaya baglhh olarak kisa siirede
gerceklestirilmesi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda mini ayrim kolonuna
yerlestirilmek tizere GO-APBA (grafit oksit-aminofenilboronik asit) bazli kolon
dolgu malzemesi sentezlenmistir. Boylece santrifiij yapilan kan numunesindeki
HbAlc, g-HSA ve glikoz ayrimi saglanarak es zamanl 6lgtimlerin saglanacagi

ongorilmustiir.



2

Glikozile Protein Ol¢iim Yontemleri ve
Standardizasyonu

2.1 Glikozile Hemoglobin (HbA1c)

HbA1lc, (diger adlariyla; beta N-(1-deoxyfructos-1-yl) hemoglobin, hemoglobin Alc,
glycated hemoglobin, glikohemoglobin, GHb) glikozillenmis hemoglobini ifade eder.
Uluslararast Klinik Biyokimya Dernegi (IFCC) tarafindan HbAlc, HbAl'in f3-
zincirinin N-terminal(valinin) amino grubuna glikoz baglanmasi ile olusan dayanikli
yapl [-(1-deoksifruktozil) hemoglobin] olarak tanimlanmistir. HbA1c kandaki ana
glikozile hemoglobindir ve HbA1 'in ~ %80'ni olusturur [5].

Glikozile proteinler, glikoz ile amino asitler arasinda kendiliginden gelisir ve
enzimatik olmayan reaksiyon sonucu posttranslasyonel olarak olusurlar [5].
Hiperglisemi durumunda birgok protein glikozile olur. Hemoglobin glikozilasyonu
120 giin boyunca zamana bagli olarak degiskenlik gosterir. Bu iliski de 6nceki 120
guniin glikoz duizeyi hakkinda bilgi verir. HbA1lc 6l¢iimiinde 6rnek aliminda aghk
tokluk fark etmemektedir. Ornek, EDTA'li tam kandir ve uzun siire bekletilmeden
odasisinda 6lglime alinmalidir. Kan 4 9C'de 1 hafta, -70 °C'de en az 6 ay saklanabilir.
-20 9C'de saklanamaz [6]. Modifiye proteinler diyabet komplikasyonlarina neden
olur [3]. Hemoglobinin glikozilasyonu, sirali iki asamali enzimatik olmayan bir

reaksiyonla gerceklesir.

Ik olarak, N-terminal kalintilarindan veya hemoglobin (Hb) icerisindeki Lys
kalintilarinin yan zincirinden nétr amino gruplari, geri dontistimlii Schiff baz ara
maddeleri olusturmak tizere seker molekiillerinde aldehit veya keton gruplariyla
etkilesime girer. Daha sonra, ara turiin daha kararli bir ketoamin yapisi olusturmak
icin geri donuisiimsiiz bir molekiiller arasi Amadori diizenlemesine tabi tutulur [7],
[8]. Normalde bir miktar glikoz hemoglobine bagh bulunur. Hiperglisemide daha
fazla glikozillenme olur. Ol¢iimden énceki ortalama 3 aylik glisemi ile iliskilidir. Sekil
2.1’de glikozile hemoglobinin iki agsamali enzimatik olmayan reaksiyon gosterimi

yer almaktadir.
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Sekil 2.1 Glikozile hemoglobinin iki asamali enzimatik olmayan reaksiyon
gosterimi (sirasiyla glikoz, schiff bazi, amadori tirtinii)

Normal yetiskin hemoglobini agirlikli olarak HbA (a2B2), HbA2 (a262) ve
HbF(a2y2) (sirasiyla % 97, 2.5 ve % 0.5) icerir. HbA1lc, Hb A’'nin posttranslasyonel
modifikasyon tirtiniidiir. Toplam HbA'nin yaklasik % 6's1, HbAlal, HbAla2, HbA1lb
ve HbA1lc'den olusan HbA1 olarak adlandirilir. HbA1, HbAO'1n amino asit sekansi ile
ayni olmasina ragmen, ana HbAO bilesenininkinden biraz farkl elektroforetik ve
kromatografik oOzellikleri ile farklilagsmaktadir [9]. HbAlc molekiilii lizerinde
elektriksel bir yiik vardir ve ylkiin miktar1 hemoglobinin farkl bilesenleri
lizerindeki yiiklerden farklidir [10]. HbAlc molekiilii diger bilesenlerden farkli
biiytikliiktedir. HbAlc'nin bu 6zelliginden yola ¢ikilarak cesitli 6l¢iim yontemleri
gelistirilmistir. Sekil 2.2'de jel elektroodaklama ile hemoglobin komponentlerinin

ayrilmasi gosterilmistir.

Enzimatik olmayan glikasyon ile enzimatik glikasyon arasinda soyle bir fark
bulunmaktadir: Cogu protein, (hemoglobin dahil) enzimlerin katilimi1 olmadan
kovalent bilesikler olusturmak tlzere sekerlerle reaksiyona girmektedir. Bu
kimyasal isleme enzimatik olmayan glikasyon denir. Elde edilen glikasyon
urinlerinin birikmesi, diyabetin komplikasyonlarinin ilerlemesiyle iliskiliyken,
enzimatik glikasyon, enzimatik olmayan glikasyon islemlerini tersine ¢evirir ve

serbest amino gruplari olusturur [12]. Enzimatik de-glikasyon, memeli hiicrelerinde
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enzimatik olmayan glikasyona karsi gii¢lii bir savunma sistemidir. Bu sistem,
fruktozamin-3-kinaz (FN3K), glikozillenmis proteinler tlizerinde fosforilasyonlu
fruktoselisin kalintis1 kullanarak bilesigin yapisini ¢ézmekte ve glikozillenmis

proteinlerin ayrismasina neden olmaktadir [13].
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Sekil 2. 2 Jel elektroodaklama ile kan hiicresi hemoglobin komponentlerinin
ayrilmasi [11]

Diyabetli bireylerde enzimatik olmayan glikasyon engellenemedigi icin asiri
hiperglisemi ataklar1 gorulir [14]. Bu durum uzun vadede, protein yapisinin
stabilitesini degistirmekte ve sonucta hiicresel islev bozukluguna yol agmaktadir

[15]. Bu nedenle diyabet diizenli glisemik kontrol takibi gerektiren bir hastaliktir.

HbAlc, kan sekeri konsantrasyonlarindaki kisa stireli dalgalanmalardan
etkilenmediginden, 6rnegin yiyecegin ne zaman alindigina bakilmaksizin HbAlc
testi icin kan alinabilmektedir. Klinik laboratuarlarda halen kullanilmakta olan 3
ana HbAlc test yontemi vardir [3]. Bunlar; kromatografi esasl test (HPLC tahlili),
antikor bazli immiinolojik test ve enzim bazl test. Bunlarin disinda son yillarda
kullanim kolayliklari, ytliksek hassasiyetleri, yiiksek ol¢im hizlar1 ve dusiik
maliyetleri nedeniyle elektrokimyasal yontemler (biyosensorler) iizerinde

calismalar yogunlagmaktadir.



2.2 HbA1lcve Borat ilgisi

Bor, periyodik tabloda “B” simgesiyle gosterilen, atom numarasi 5, atom kiitlesi
10,8 g, molekiiler agirhigi1 155.233 g/mol, yogunlugu 2,84 g/cm3, erime noktas1 2200
°C ve kaynama noktasi 3660 °C olan, metal ile ametal arasi yari iletken 6zelliklere
sahip bir elementtir. Dogal olarak borun iki tane izotopu vardir. Bunlar; 1°B (% 18,8)
ve 1B (% 81,2) izotoplaridir. Her ikisinin ¢ekirdegi de spine sahip oldugu igin
niikleer manyetik rezonans arastirmalarinda kullanilir. Bor elementinin oksijene
karsi aktivitesi oldukg¢a yiiksektir ve uygun sartlarda bor oksitleri meydana
getirmektedir. Bor oksitler, alkali ve toprak alkali metalleriyle kolaylikla birleserek
bor bilesiklerini meydana getirirler [16], [17]. Sekil 2.3’de borat (B4072) 2D

molekiiler goriinlimii yer almaktadir.

0

- . . = -
t] . ...__- "-\.__
0 0

Sekil 2. 3 Borat (B407%) 2D molekiiler goriiniimii [18]

Boronik asit tiirevleri, glikozile edilmis proteinlerdeki seker kisminin cis-diol grubu
icin yiiksek bir afiniteye sahiptir [8]. Glikoproteinler, molekiiler tanima, hiicre igi
sinyal iletimi, bagisiklik yanmit1 gibi bir¢ok biyolojik siirecte kilit rol oynamaktadir.
Bu nedenle, gliko proteinlerin konsantrasyon seviyelerinin analizi 6nem

tasimaktadir [19], [20].

Boronik asitler, alkali bir sulu ¢ozelti icinde bes veya alti lyeli siklik esterler
olusturmak icin cis-diollerle kovalent reaksiyona girmektedirler. Ayrica ortam

asidik pH'ya degistirildiginde siklik esterler ayrismaktadir. Bu ozellik bir¢cok



algilama ve ayirma uygulamasi i¢in boronik asitler cazip ligandlar yapmaktadir [21].

Sekil 2.4’de boronik asit ile HbA1lc baglanmasi gosterilmektedir.
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Sekil 2. 4 Borat ve HbA1c baglanmasi [22]

2.3 HbA1c Ol¢iim Yontemleri

Hemoglobin Alc (HbA1c), diabetes mellitusun uzun siireli kontrolii i¢in en énemli
izleme parametrelerinden biridir. Glikohemoglobinin (GHb) o6l¢imi icin cesitli
analitik yontemler gelistirilmistir. Sekil 2.5’de literatirdeki HbAlc 6l¢im
yontemleri; laboratuvarda 6l¢iim ve yerinde 6l¢iim yontemleri olmak tizere iki ana

sinifa ayrilmistir.

Klinik kullanim potansiyeline sahip iyi bir sensor sistemi, bir yandan fonksiyonellik
ve reaktif depolama stabilitesi saglarken diger yandan HbA1lc seviyesini hassas ve
tekrarlanabilir Sekilde degerlendirebilmelidir. Sensor sistemi, HbAlc'yi glikozile
olmamis hemoglobinden (HbAO) veya diger girisimlerden ayirt edebilmeli ve
standart bir analitik metotla miilkemmel bir uyum sergilemelidir. Diger yandan
disiik maliyetli malzeme ve iiretim teknigi secimi biyosensor lretiminde
ulasilabilirlik acisindan 6nem tasimaktadir. Biyosensor sistemlerinde altin, yaygin
olarak kullanilmis olsa da, biyouyumluluk ve uygun maliyet 6zellikleri nedeniyle

cogunlukla karbon veya membran bazli malzemeler tercih edilmektedir.

10



HbA1c OLCUM
YONTEMLERI

ILABORATUVAR OLcim
YONTEMLERI

(BiYOSENSORLER)

YERINDE 6LCUM
YONTEMLERI

- Yontemler

Kromotografi Bazli Boronik Asit Bazl

Biyosensorler

Tayinine Dayah Dolayl
HbA1c Biyosensoérleri

Fruktozil Valinin

Antikor Bazli
Biyosensorler

Antikor Bazl Yontemler

Enzim Bazli Yontemler

IFormiIfeniIboronik Asite
Dayali Biyosensorler
(FPBA)

Enzimatik Olmayan

= Biyosensorler

Hbs immobilizasyonu
Yontemi

3-Aminofenil Boronik
Asite (APBA) Dayali

- Biyosensorler

Molekiiler Baski
Katalizorli (MIC)

- Biyosensorler

Yarismali inhibisyon
Yoéntemi

Tiyofen-3-Boronik Asite
Dayali Biyosensorler
(T3BA)

Fruktozil Amino Asit
Oksidaz (FAO) Modifiye
Biyosensorler

immobilize Anti HbAlc
Antikoru Yontemi

Ferrosen-Boronik Asite
Dayali Biyosensorler
(FcBA)

Sekil 2. 5 HbA1c 6l¢iim yontemleri siniflandirmasi

Genel olarak, HbA1lc biyosensor sistemlerinde plazma girisimlerini gidermek ve

eritrositlerin parg¢alanmasi i¢in bir 6n isleme ihtiya¢ duyulmaktadir. Hb ve HbA1lc

bu biyosensor sistemleri kullanilarak ayr1 ayri 6lgiilebilmektedir. HbA1c tahlili i¢in

biyosensorlere hemolizat numunesi uygulanmadan 6nce Hb konsantrasyonunu

O0lgmek icin bir UV-Vis spektroskopisi yontemi kullanilabilir. HbAlc igerigi bu

verilerden kolayca hesaplanabilir. Bununla birlikte, bu tiir bir algilama y6ntemi

pratikte elverisli degildir, ¢linki algilama ve ayirma farkl islemlerdir.

Gectigimiz on yilda laboratuvarda HbAlc o6l¢limiinde immunoassay [23], iyon

degisimi kromatografisi [24], boronat afinite kromatografisi [25], elektroforez [26],

[27] ve kolorimetrik yontemler [28] gibi cesitli HbAlc tespit yontemleri
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gelistirilmistir. Bu yontemler yiik farkhliklari, yapisal farkliliklar ve kimyasal
reaktivite temelinde li¢ temel kimyasal ilkeye dayanmaktadir. Bu yontemlerin ¢ogu,
cesitli Hb formlar1 (HbC, HbS, HbE, HbD ve HbF) ve / veya Hb'nin modifikasyonunu
(cabamillenmis Hb, asetillenmis Hb, degisken HbA1c) iceren Hb varyantlarindan en

az bir veya daha fazla girisime maruz kalmaktadir [29], [8].

Biyosensorlerle HbAlc tayininde kisinin evde kullanabilecegi pratik bir kullanim
amaclanmaktadir. Bu nedenle son yillarda yogun bir sekilde calisiimaktadir.
Biyosensorleri boronik asit tiirevlerine dayali afinite biyosensorler, fruktozil valin
ile dolayli yoldan HbA1c 6l¢en biyosensorler ve antikor bazli biyosensorler olarak

siniflandirmak mimkiindir.

2.3.1 Yerinde Ol¢iim Yontemleri (Biyosensérler)

Bu bolimde HbAlc oOlciimi icin tam kan numune analizindeki biyosensor
uygulamalar1 ve diyabet icin non-invaziv biyosensorler ozetlenmistir. En ¢ok
kullanilan boronik asit bazli elektrokimyasal biyosensorler; kullanilan boronik asit
tiirevinin tipine, elektrot ylizey modifikasyonuna ve tespit yontemine gore

ozetlenmektedir.
A. Boronik Asit Tiirevlerine Dayali Afinite Biyosensorleri

Boronik asit tiirevleri, glikozile edilmis proteinlerdeki seker kisminin cis-diol grubu
icin yiliksek bir afiniteye sahiptir; bu durum HbAlc dahil glikozile edilmis
proteinlerin saptanmasi icin c¢esitli afinite bazli 6l¢iim yoOntemlerinin temel
prensibidir [8]. Bor bazli yéntemin temel avantajlarindan biri 6l¢iimiin HbF, HbS,
HbC gibi hemoglobin varyantlarini etkilememesidir ki bu da borat1 HbAlc 6l¢iim
metotlar1 i¢cin uygulanabilir kilmaktadir. Diger yandan boronat bazli reaktifler,
HbA1c antikorlarina kiyasla daha stabil ve diisiik maliyetlidir. Bor- cis-diol kovalent
bagi, dogasi geregi GHb'yi 6l¢mekte ve numunedeki diger endojen seker molekiilleri

ile de etkilesime girmektedir.

Diger yandan bor bazli biyosensorlerde glikozillenmis Hb ve glikoz molekiilleri
arasinda bir secicilik olmadig1 icin, katalizor olarak hem demirin kullanilmasiyla

veya plazmadaki diger bilesenleri giderilmesiyle bu sorun ¢éziilebilmektedir.
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Borat bazli affinite boyosensorleri hazirlamada birka¢ yontem vardir. Birinci
yontem, Hbs'i (hem HbA hem HbA1c) 6nce bir elektrot ylizeyinde haptoglobin (Hp)
ile baglamak ve sonra sisteme ferrosen-boronik asit (FcBA) eklenmesidir.
Elektrokimyasal sinyallerle incelenebilen FcBA, Hb ile degil, sadece HbAlc ile
etkilesime girer. Ikinci yéntem ise boronik asit tiirevlerinin elektrot iizerinde
immobilize edilmesidir; bu, uygun bir elektrik sinyalinin algilanabilecegi HbAlc'nin
segici bir Sekilde baglanmasina yol acar. FcBA, HbA1c'nin belirlenmesinde cift rol
oynar. Ik olarak, molekiiliin boronik asit kism1 HbA1c ile etkilesime girer. Ikincisi,
ferrosen kismi redoks aktif bir etikettir, bu nedenle hem hedef tanima hem de sinyal

tretimi icin kullanilabilir.

Son yillarda, 3-aminofenilboronik asit (APBA), tiofen-3-boronik asit (T3BA) ve
formilfenilboronik asit (FPBA) dahil olmak ilizere HbAlc'nin yakalanmasi1 ve

saptanmasi icin boronik asit bazli biyosensorler gelistirilmistir.
Ferrosen-Boronik Asite Dayali Biyosensorler (FcBA):

Boronik asitleri elektrot ylizeyine tutturmak icin, ¢apraz baglayicilar
kullanilmalidir. Ornegin, elektrotlar, boronat afinite tabakasim (Sekil 2.7C)
olusturmak icin 6ncelikle sisteamin ile kendinden montajli tek tabaka (SAM) ile
ardindan glutaraldehit ve son olarak da APBA [30] ile modifiye edilebilir. Sekil 2.6’da
boronik asit bazli HbAlc sensoriinde (A)FcBA, (B)T3BA, (C) APBA/FTBA

kullanilarak HbA1c taninmasi gosterilmektedir.

Halamek ve ekibi HbAlc'nin tespiti icin FcBA bazli biyosensorler gelistirmislerdir
[31]. Hbs, ylizey aktif madde ile modifiye edilmis ylizeye emdirilir ve ardindan kiitle
duyarl kuvars kristal dengesi ve voltammetri kullanilarak toplam Hb ve HbAlc
izlenir. APBA modifiye edilmis elektrotlara baglanan HbAlc geri doniisiimlidiir,
boylece yeniden kullanilabilir bir 6l¢iim sistemi tasarlanabilmektedir. Boylece akis
enjeksiyonuna dayali yeni bir HbA1c biyosensorii gelistirilmistir [32]. Bu calismada
HbA1c konsantrasyonunu ayirmak icin 3-APBA ile degistirilmis bir vitroz karbon
elektrot kullanilmistir, bunu takiben kitosan iceren bir sol-jel ile degistirilmis
elektrot kullanilarak hemoglobin tespiti ve karbon nanotiip i¢ine tutturulmus bir
tetraentil silika ilave edilmistir. Bu sensér, sinyal ve Hbs konsantrasyonlari arasinda
iyi bir iligki gostermistir.
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Sekil 2. 6 Boronik asit bazli HbAlc sensor yapiminda (A)FcBA, (B)T3BA, (C)
APBA/FTBA kullanilarak HbA1c taninmasi [8]

Tiyofen-3-Boronik Asite Dayal Biyosensorler (T3BA):

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), iletkenlik veya dielektrik sabiti
degisimlerini Olcerek elektrot yiizeyindeki sirali kimyasal modifikasyonlar:
karakterize etmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Cihaz, membran boyunca
kii¢lik bir salinim voltajin1 bir dizi frekansin lizerine yerlestirir. Ortaya ¢ikan akim
ve faz kaymasi, arayliz hakkinda bilgi saglayan verilerdir. T3BA ile modifiye edilmis
biyosensorler iizerindeki HbAlc konsantrasyonu, heksasiyanoferrat (HCF) ile
immobilize edilmis HbA1c tarafindan olusan ytik transfer direnci degisikliklerinin
izlenmesiyle olculir [33], [34]. Bazi sensorler, yiizeye baghh HbAlc'yi redoks
gostergesine ihtiyac duymadan elektrot ara ytliziinin kapasitif davranislarini
kullanmak i¢in gelistirilmistir [35].

3-Aminofenil Boronik Asite (APBA) Dayali Biyosensorler:

Yapilan bir c¢alismada 3-aminofenil boronik asit-grafen oksit (APBA-GO)
konjugatinin amid bag ile sentezi yapilarak glikozile hemoglobin belirlenmistir
[36]. GO'nun yiiksek diizeyde iletken olmasi1 ve genis ylizey alanina sahip bir

materyal olmasi, APBA-GO modifiyeli biyosensorlerin performansini olumlu yénde

etkilemistir.
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Dogal gozenekli bir lif olan yumurta kabugu zarlar1 da dusiik maliyetli bir protein
immobilizasyonunda platform olarak kullanilabilir. 3-APBA ile modifiye edilmis bir
biyosensori kullanilarak HbAlc % 0.19'luk tespit limitiyle (% 2.3 ~ 14) klinik
olarak o6lgtilebilir [37].

Baska bir ¢alismada bir politeriyofenebenzoik asit (pTTBA) ile modifiye edilmis
plakaya basilmis elektrotlara kimyasal olarak baglanmis APBA kullanilarak tek
kullanimlik bir biyosensor tretilmistir [38]. HbAlc, katalitik indirgeme H202'nin
tepki yanit1 ile ara yiiz lizerindeki protein hemi olciilerek elde edilir. Bu sensor,
filtrelemeyle hazirlanan basit parmak delerek elde edilen kan 6rneklerinin analizi
icin basariyla kullanilmistir, amperometrik olarak HbA1lc seviyelerine % 0.1 ~ 1.5

oraninda dogrusal bir tepki gosterir.

Yukaridaki  ¢alismalar  HbAlc'nin dogrudan elektrokimyasal tespitini
saglayabilmesine ragmen, HbAlc'nin goreceli elektrokimyasal hareketsizligi
nedeniyle redoks mediatorii veya H202 gibi bir ekzojen redoks gostergesinin

eklenmesini gerektirmektedir.
Formilfenilboronik Asite Dayali Biyosensorler (FPBA):

FPBA ile yapilan bir calismada, FPBA ile modifiye edilmis bir arayiiz iizerine
HbAlc'nin immobilize edilmesiyle olusturulan bir ylizeye, bilinen miktarda glikoz
oksidaz (GOx) doldurularak enzimatik bir yarismali baglanma tahlili gelistirilmistir.
HbAlc ve GOx arasindaki ters konsantrasyon korelasyonu nedeniyle, GOx'in

elektrokimyasal sinyali, HbA1c arttik¢a azalmaktadir [39], [40].

2012 yilinda yapilan bir ¢alismada sistamin-FPBA konjugati, HbAlc ve GOx'u cis-
diol etkilesimi yapilarak bir altin elektrot yiizeyini islevsellestirmek icin
kullanilmistir. Bu yo6ntem, tam kan numunelerinde HbAlc tespiti icin
uygulanmaktadir. Sistamin-FPBA/Au elektrotundaki HbA1c-GOx yarismali
baglanma tahlili, HbAlc seviyesini % 4.5 ila % 15 araliginda d6l¢ebilmektedir.

B. Antikor Bazli Biyosensorler

Genel olarak antikor bazli immiinobiyosensorler, bilesenlerin HbAlcveya HbAlc'ye
0zgi antikorun immobilizasyonuna odaklanarak HbA1c'nin saptanmasini amaglar.

Yiksek spesifikligi ve seciciligi nedeniyle HbA1lc antikoru, HbA1lc'yi 6l¢gmek icin en
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iyi yontemlerden biridir. Ornegin latex bagl immunoassay metotta HbA1c antijen
molekiili ile spesifik lateks kiirecikleri ile kapli HbAlc antikorlar arasi etkilesim
olciilmektedir. Ornekteki antijen miktarindan okuma saglanir [3]. Diger yandan
farkli bir yontem olan dogrudan enzimatik HbA1c 6l¢iim metodunda ise horseradish
peroxidase katalizor olarak kullanilir. Tek kanalli test ile dogrudan % HbA1c 6l¢iimi
saglanmaktadir. Bu yontem ile ¢ok sayida 6l¢iim yapabilmek miimkiindiir. HPLC ve
immunoassay ile miikemmel korelasyon saglamaktadir. Hemoglobin varyantlari ile
etkilesimi olmamaktadir, tek kanalli 6l¢lim oldugundan daha hizli, basit ve etkin

0lclim saglamaktadir. Toplam hemoglobin 6l¢iimiine de gerek yoktur [3].

Farkli immobilizasyon bilesenlerine dayanan immiinobiyosensorler li¢ kategoriye
ayrilabilir. Birinci tip, Sekil 2.7 A'da goriildigu gibi Hb ve HbAlc'nin bir elektrotun
ylzeyi izerinde farklilasmadan hareketsiz hale getirildigi Fc-modifiye edilmis
elektrot ile benzerdir. Ikinci tip, Sekil 2.7 B'de goriildiigii gibi HbAlc analogunu,
HbAlc'ye 6zgii antikor bolgeleri icin HbAlc ile rekabet eden elektrot yiizeyine
baglamaktir. Uctincii tip, Sekil 2.7 C'de goriildiigi gibi sadece HbA1c i¢cin tanima ve

yakalama elemani olarak kullanilan sabit bir antikordur.

©
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Sekil 2. 7 HbAlc imminosensori yapiminda (A) deoxycholic acid (DOCA) veya Hp,
(B)Glikozile pentapeptid (GPP), (C) 3-MPA, PPy-Au Np ve SAM karisimi
kullanilarak HbA1c taninmasi [8]
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Hbs immobilizasyonu: Bu tip antikor bazli biyosensérde elektrot yiizeyinde Hbs
immobilizasyonu s6z konusudur. Hbs immobilizasyonu icin deoxycholic acid
(DOCA) ile modifiye edilmis ara yiizeye [31], anti-HbAlc immiinoglobin G (IgG)
kullanilarak HbA1c'ye segici bir sekilde baglanmistir ve IgG tizerindeki ¢oklu seker
kisimlarina baglanan FcBA elektrokimyasal sinyali ¢ogaltmak i¢in kullanilmistir
(Sekil 2.8A) [41] FcBA'nin kare dalga voltammogramlarinin anodik tepe ytiksekligi,
yluzeyde bulunan HbAlc ile iligkili IgG-FcBA ile orantilidir. Bu elektrokimyasal
immiinosensoriin duyarhligi, FcBA-bazli HbA1lc sensorlerinden ti¢ kat daha fazladir.
Bir ¢calismada Hbs zenginlestirmesi i¢in, Hp-modifiye edilmis seliiloz zarinin birinci
tabakasindan olusan bir sandvig tipi HbA1lc sensor gelistirilmis ve buna anti-HbA1lc
antikoru ilave edilmistir [42]. Hem HbA1c-sandvi¢ ELISA deneyi tarafindan tiretilen
optik sinyal, hem de Hp / anti-HbA1lc-GOx / Clark-tipi elektrottan {iretilen
elektrokimyasal sinyaller, klinik olarak % 5 ila % 20 HbA1c aralifinda dogrusal bir
korelasyon saglamaktadir. Ancak HbAlc-sandvi¢ immiinolojik testinin mevcut
durumu, membran basina tek kullanim olmasi, uzun saptama siiresi ve buiytik bir su

seyreltme islemi gerektirmesi nedeniyle tercih edilmemektedir.

Yarismali inhibisyon: Yarismaci inhibisyon yonteminde glikozile pentapeptid
HbA1c analogu olarak immobilize edilir. Boronik afinitedeki yarismali inhibisyon
yontemine benzer sekilde, HbAlc analitinin ve ylizeye bagh glikozile pentapeptid
(GPP) epitopunun bilinen miktardaki anti-glisine baglanmasi esasina dayanarak
HbA1c tespiti i¢in bir immiinoenzimometrik analiz gelistirilmistir [43]. Absorbans
spektroskopisi ile dlciilen glikoz oksidaz antikorunun enzimatik aktivitesi, ylizeye
bagli anti-HbAlc antikorunun miktariyla orantihdir, ancak HbAlc
konsantrasyonuyla ters orantilidir. Protein modifiyeli selilloz membranin bir kez
kullanilmasiyla  karsilastirildiginda, = GPP-modifiye ylizey c¢ok 1iyi bir
tekrarlanabilirlik sergiler ve baglayiciik kaybir olmadan 20 defadan fazla

tekrarlanabilir.

immobilize anti-HbA1c antikoru: Bu tip antikor bazli biyosensérde sadece HbA1lc
icin tanima ve yakalama elemani olarak kullanilan sabit bir antikor vardir ve HbAlc
antikorunun immobilizasyonu ile iliskilidir. Anti-HbAlc antikorunun elektrot

yluzeyinde immobilizasyonu, HbAlc'yi baglamak icin en dogrudan ve spesifik
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yoldur. SAM-3-Merkaptopropiyonik asit (MPA) ile muamele edilmis altinla ¢alisan
bir elektrotun yilizeyine HbAlc-spesifik antikorun kovalent olarak immobilize
edilmesiyle, HbAlc'nin baglanmasi redoks mediatérii olarak ferrikiyanit /
ferrosiyanid kullanilarak izlenir [44]. Bu tip biyosensorler diyabetik tedavi i¢in

HbA1c'nin in vitro él¢iimiinde uygulama i¢in biiytik bir potansiyele sahiptir.
C. Fruktozil Valinin Tayinine Dayali Dolayl1 HbA1c Biyosensorleri

HbAl1c, fruktozil amino asit oksidaz (FAO) ile enzimatik reaksiyona girer ve fruktozil
valin (FV) kism1 pargalanarak kantitatif olarak 6l¢tilebilen bir potansiyel olusturur.
Sekil 2.9da FV tabanli biyosensor kategorisi vardir. Birinci tiir dolaylh HbAlc
sensorleri, enzimatik reaksiyondan once elektrot ylizeyinde immobilize edilmis
olan FAO tarafindan FV'nin elektro oksidasyonunu élger (Sekil 2.8 A). ikinci tiir,
FV'yi oksitlemek icin yapay enzim olarak molekiiler baskili bir polimerin (MIP)
yapimini igerir (Sekil 2.8 B). Uciincii tip ise elektrokimyasal sensorler kullanarak FV

oksidasyonunu dogrudan 6l¢gmektedir (Sekil 2.8 C).

(A) @ @ (B) @ @ © @ @

W | [T
"] FAO MIC @ FV Electrode Modifiye

ylizey

Sekil 2. 8 Dolayli HbA1c biyosensori yapiminda (A)PVA-SbQ veya NP tutturulmus
elektrot yiizeyi, (B)MIC metodu, (C) enzimatik olmayan metod kullanilarak
fruktozil valin taninmasi [8].

Fruktozil Amino Asit Oksidaz (FAO) Modifiye Biyosensorler:

FAO bazl biyosensorler icin enzim ya fotobazik olarak stilbazol (PVA-SbQ) ile
capraz baglanmis poli (vinil alkol) ile yapilmis filmde tutulabilir [45] ya da iridyum
nanotabakalar (Ir) NP'ler [46], Fe304 NP'ler [47], ZnO NP'ler [48] ve Au NP'ler [49]

gibi nanopartikiiler malzemelerin ylizeyinde hareketsiz hale getirilebilir. NP'ler, PPy
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ve grafen nanotabakalar FAO ile modifiye edilmis biyosensoérlerin tiretimi igin
kullanilabilmektedir. Ancak FAO enzimi hala ¢ok pahalidir ve FV'nin elde edilmesi,

HbA1c testlerinin maliyetini arttirmaktadir.

Molekiiler Baski Katalizorii (MIC) Modifiye Edilmis Biyosensorler:
Sode ve ekibi tarafindan yapay bir enzim olusturmak icin molekiiler baski
teknolojisi ile MIC tabanli bir sensor gelistirilmistir [50]. MIC, FV'ye disiik bir
segicilige sahiptir, bu yiizden seciciligini arttirmak gerekmektedir. Bu amacla bir
calismada alillamin de kullamilmistir [51] ancak segiciligi pratik kullanim i¢in

istenilen diizeyde ytliksek cikmamistir.
Enzimatik Olmayan Biyosensoérler:

FV konsantrasyonu, enzimatik olmayan bir sistemde de 6lciilebilir. Bir ¢alismada
hem FV molekiil tanima hem de elektrokimyasal sinyal iletimi icin FcBA modifiye
elektrot gelistirilmistir [52]. Amperometrik sinyal, mM seviyesinde FV
konsantrasyonu tespiti icin yeterli diizeyde dogrusal ¢cikmistir. Ancak askorbik asit

gibi engelleyici bilesikler bu potansiyelde oksitlenebilir ve yanlis okumalar verebilir.

2.3.2 Laboratuvar Ol¢iim Yéntemleri

HbA1c'lerin belirlenmesi icin uygulanmakta olan 30'dan fazla farkli laboratuvar
yontemi vardir. Bu yontemler yiik farkliliklarina (iyon degisim kromatografisi,
HPLC, elektroforez), yapisal farkliliklara (afinite kromatografisi ve immiinoassay)
veya kimyasal analizlere (fotometri ve spektrofotometri) dayal teknik kullanarak
hemoglobini GHb'den ayirir [53]. Sonug, toplam Hb'nin ytzdesi olarak ifade edilir.
Sekil 2.9°da bu teknikler siniflandirilmistir.

HbAlc nin yiik miktar1 ve molekiil biiyiikligii diger hemoglobin bilesenlerinden
farklidir. Kromotogafik yontemler HbAlc'nin bu 6zelligini baz alarak o6l¢iim
saglamaktadir. HbA1lc kisa donem kan glikoz konsantrasyonundaki degisikliginden

etkilenmediginden kromatografik yontemler ile 6l¢time uygundur.

iyon degisim kromatografisi: Hb varyantlarin1 yiik temelinde ayirir. Tek
kullanimlik mini kolon icinde paketlenen katyon degisim reginesi (negatif yiiklii),
pozitif yiiklii olan Hb'ye yakin bir afiniteye sahiptir. Hastanin numunesi hemolizlidir
ve hemolizatin bir kismi kolona uygulanir. Bir tampon uygulanir ve eliient toplanir.
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Burada GHb digerlerinden daha az pozitif yiiklenmistir, bu ytzden ilk 6nce

digerlerinden ayrilmaktadir.

HbA1c 6lglimleri

Ayirma bazl Kimyasal bazh

|

Yik farkina dayah Enzimatik tahliller]

immino tahliller

HPLCiyon Kapiler
degisimi elektroforez

Afinite
kromotografisi

Sekil 2. 9 HbA1c 6l¢iim yontemlerinin analitik kavramlari ve bunlarin Uluslararasi
Klinik Kimya Federasyonu- referans dl¢iim prosediirii (IFCC-RMP) ile
izlenebilirligi.

Ardindan eliie edilen GHb (A1la, 1b ve 1c, topluca A1) spektrofotometrede Olgiliir.

Diger Hbs eliisyondan sonra 6l¢iliir ve HbA1 toplamin yiizdesi olarak ifade edilir.

Yiiksek basin¢h (veya performans) sivi kromatografi (HPLC): HPLC, HbA1lc ve
diger fraksiyonlarin ayrilmasi ve miktar tayini icin kullanilmaktadir. Farkh yiik ve
buiytikliikteki molekiilleri ayirarak olciim saglamaktadir. HPLC, katyon degisim
kromatografisini kullanarak tayin yapmaktadir. HPLC, karisimlarn farkl bilesen
molekiillerine ayiran bir malzeme ile doldurulmus kolon boyunca basing¢ altindan
gecirerek numuneyi (6rnegin kani) cesitli bilesenlerine ayirmaktadir. HbA1c icerigi,
HbA1lc pik alaninin toplam hemoglobin pik alanina oranindan 6lgiilir [53], [54],
[55]. Ancak bu yontem kirmizi kan hiicresini hemolize daha yatkin hale getirerek,
glikozilasyonun olusma siiresini azaltir ve yanlis (beklenen degerden daha diisiik)

bir A1C sonucu iiretebilir [55].
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Boronat afinite kromatografisi: Afinite jel kolonlari, kolona baglanan GHb'yi,
fraksiyondan ayirmak i¢in kullanilir. M-Aminofenilboronik asit, boncuklu agaroz
veya bagka bir matrise (6rnegin cam lifi) ¢apraz baglanma ile immobilize edilir.
Boronik asit, Hb de glikoz baginin cis-diol gruplan ile etkilesime girer ve boylece
GHb'yi kolon tizerinde segici bir sekilde tutan tersinir bes tiyeli bir halka kompleksi
olusturur. Boronik asit Hb’yi baglamaz. GHb'yi elute etmek icin sorbitol eklenir. GHb
ylzdesini hesaplamak i¢in 415 nm'de 6l¢iilen bagli ve bagli olmayan fraksiyonlarin
absorbansi Olciiliir. Susuzlastirilmis Hb baglanmaz ve yikama ile ¢ikarilir. Sorbitol,
boronat baglanma bélgeleri i¢in yarisir [53], [3]. Glikozile olan ve olmayan ayrimi
bu secilme ile saglanmis olur. Bu yontemde sadece iki fraksiyon bulundugundan
(glikozilllenmis ve glikozillenmemis), glikozillenmis kisim toplamla karsilastirilir ve
sonuglar % HbA1c olarak ifade edilir. HbA1c tespiti i¢in dogrusallik aralig1 % 5,3 ila
% 17'dir [3].

Kapiller elektroforez: Kaplier elektroforezde HbA1lc'nin yiik / kiitle oranina gore
ayrilmasi icin iki olasilik mevcuttur. Birincisi hemoglobinin izoelektrik noktasi
altindaki pH'nin asidik tamponundaki katyonlar1 analiz edilir. Hemoglobin A1C ve
AO0'1n ayrilmasi, HbAlc molekiliindeki pozitif ytikli bir amino grubuna glikoz
parcasi eklenmesi ile olusan bir yiik farki ile elimine edilmesinden saglanir. Ikinci
yontemde ise elektroanalitten borat anyonu ile HbA1c'ye secicilik saglanir ve alkali

kosullardaki anyonlar 6l¢tilerek HbA1c analiz edilir [3].

Agar jel elektroforezi: pH 6.3'teki tam kan hemolizatlarindaki agar jel
elektroforezi, HbA ve HbA1'in iyi ¢6ziinmesini saglamaktadir. Jel, hemoglobin ile
etkilesime giren negatif yiiklu kisimlari icerir. 25 ila 35 dakika sonra, GHb HbA'nin
katodik tarafinda ayrilir. 415 nm'de dansitometride taranarak miktar tayini yapilir

[53].

imminoassay: immiinohibisyon prensibi ile immiinolojik test, ELISA’daki gibi
antikorlarin fraksiyonu inhibe etmek icin kullanildigi bir yontemdir. HbAlc'yi

belirlemek i¢in bu antikorlar kullanilmaktadir [53].

Lateks ile gelistirilmis immiinoassay: HbAlc icin lateks ile gelistirilmis
immiinolojik test, lateks boncuklar tizerine kaplanmis antijen molekiilleri (HbA1lc)

ve HbAlc'ye 6zgii antikorlar arasindaki etkilesime dayanir [56], [57]. Bu ¢apraz
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baglanma reaksiyonu degisikliklere neden olmaktadir. Bu durum numunelerdeki
antijen miktariyla orantihdir. HbAlc % 2.0 - % 16.0 araliginda dogrusal sonug

vermistir [3].

Tipik bir yontemde glikoza ve B-zincirinin ilk 5 ila 10 amino asidine spesifik bir
antikor (genellikle monoklonal) kullanir. Bu antikor lateks kaphdir [56]. Bu
topaklastirici, absorbansta artis saglamak icin antikor ile reaksiyona girer. Buradan
da HbA1c miktar1 hesaplanir. Toplam hemoglobin hemoglobinin soret absorpsiyon
bandinda (410nm - 420nm) veya Drabkins yontemiyle yaklasik 540nm'de 6lgtilerek
okunur veya alkali hematin tahlili yapilabilir [3].

Enzimatik HbA1c testi: Tek bir kanal testi kullanan ve ayr1 bir Hb testine veya
hesaplama asamasina gerek kalmadan dogrudan % HbA1c degerlerini bildiren bir
dogrudan enzimatik HbAlc test kitidir [58], [59]. Ayrica numunelerdeki ortak
hemoglobin  varyantlarindan gelen  etkilesimlerden olumsuz olarak
etkilenmemektedir. Lizis edilen kan ornekleri proteolitik sindirime tabi tutulur.
Glikozlanmis valinler serbest birakilir ve fruktozil valin oksidaz i¢in substrat gérevi
yapar. Uretilen hidrojen peroksit, bir kromojen ile horseradish-peroksidaz
katalizorlii reaksiyon kullanmilarak olctiliir. Enzimatik testin klinik kimya
laboratuvarlarinda rutin HbAlc 6l¢iimii i¢in uygun ve guvenilir bir yontem oldugu

kanitlanmistir [57]. Ancak yliksek maliyetli bir 6l¢ciim yontemidir.
2.4 G-HSA Proteini ve Ol¢iim Yontemleri

Glisemik kontrolde kullanilan diger protein ise serum albiiminidir. Serum albiimini,
HbAlc olgciimlerinin hemoglobin varyantlarindan etkilendigi durumlarda, anemi
veya bobrek yetmezligi gibi durumlarda giivenilir olarak kullanilmaktadir. Sekil 2.
10’da serum proteini (albumin) yapis1 goriilmektedir. Hemoglobinde oldugu gibi
plazma proteinlerinin (serum albliimininin) amino gruplarn ile glikozun aldehit
grubu arasinda non-enzimatik glikozillenme meydana gelir ve glikozile serum

proteini olusur. [60].

Glikozile serum proteini (GSP) total GSP veya glikozile serum albiimin (GSA)
seklinde olgtlebilir. GSP ve GSA icin en yaygin kullanilan 6l¢iim fruktozamin

olctimiidiir. Insan serum albumininin (HSA) kanda yarilanma émrii 12-21 giin
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oldugu igcin g-HSA oOlglimleri ile son 2-3 haftaya ait glikoz diizeyi
belirlenebilmektedir. Serum fruktozamin 6l¢iimt, diyabetik hamileler veya eritrosit
yasaminl etkileyen hastalik durumlarinda, glisemik durumdaki kisa stiredeki
degisimleri gostermede kullanilmaktadir. Bu nedenle HbAlc ile yilda 3-4 kez
oOlciilerek elde edilen bilgiye, fruktozamin 6l¢tilerek her ay ulasilabilmektedir. GHb

Olclimii ile serum fruktozamin birbirini tamamlayabilmektedir.

Sekil 2. 10 Serum proteini (albumin)

G-HSA ol¢iimiinde kullanilan temel yontemler boranat affinite kromatografisi,
imlnoassay teknikleri ve enzimatik yontemlerdir. Son 15-20 yil icerisindeki
calismalar yogun olarak glikozile-albiimin ve fruktozamin gibi 2-4 haftalik seker

diizeyini gosteren plazmadaki seker belirtecleri tizerine yogunlasmistir.
2.5 HbA1c Standardizasyonu

Onceki bélimde anlatildigl lizere pek ¢ok HbAlc élgiim metodu mevcuttur.
Dolayisiyla her bir 6l¢tim yontemi farkli tipte yanitlar vermektedir. HbA1c sonuglari
arasindaki bu farklihgr ortadan kaldirmak icin, ABD'de 1996 yilinda Ulusal
Glikohemoglobin Standardizasyon Programi (NGSP) kurulmustur. Bu programda
sonucglarin "Diabet kontrolii ve komplikasyonlar: testi (DCCT)" ekivalan deger
seklinde verilmesine karar verilmistir [6], [61]. DCCT metodu, HbA1c'yi 6lcen HPLC-
katyon exchange metotdur [62]. Test sonuclari, Ulusal Glikohemoglobin
Standardizasyon Programinin (NGSP) cabalari ile uyumlu olarak Uluslararasi Klinik
Kimya Federasyonu Referans Ol¢ciim Prosediiriine (IFCC-RMP) gore standart hale

getirilmistir [53].
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HbAlc'nin global standardizasyonu IFCC tarafindan yapilmistir. Ulusal
Glikohemoglobin Standardizasyon Programi (NGSP) ve digerleri tarafindan
gelistirilen farkl belirlenmis karsilastirma metotlari ile degerlendirilmis ve HbAlc
laboratuvar bazli altin referans metodu kabul edilmistir [5]. IFCC referans yontemi
HbAlc oOl¢ciimii icin hassasiyet ve dogruluk saglayabilse de [63], karmasik
ekipmanlarin ve sistemi ¢calistiracak profesyonel personelin ihtiyaci yalnizca biiyiik
saglik kuruluslar1 veya arastirma kurumlari igin erisilebilirligini sinirlamaktadir
[64]. Bu nedenle, kullanimi kolay ve uygun maliyetli, ancak klinik kullanim i¢in
yeterince saglam yontemler gelistirmek 6nem arz etmektedir. HbA1c biyosensoérleri
uygun hassasiyet, diisiik maliyet, basitlik ve minyatiirlestirme imkani olan analitik

cihazlarin tasarimi i¢in biiyiik potansiyele sahiptir.

IFCC; laboratuvarin NGSP tarafindan sertifikalandirilmasi ve HPLC yontemine gore
kalibre edilmesini sart kosmustur. HbAlc biriminin mmol/mol olarak verilmesini

onermektedir.

Tablo 2. 1 HbA1c'ye dayali diyabet ve prediyabet teshisinde kabul edilen sinir
degerler [8]

Durum HbA1c (%)? HbA1c (mmol/mol)P
Prediyabet 5.7-6.4 39-47
Diyabet >6.5 >48

a: NGSP tarafindan onerilen % HbA1c deger sinirlari

b: IFCC tarafindan dnerilen HbA1c deger sinirlari

DCCT ye gore HPLC ile normal HbAlc % 4.0-6.0 (20-42 mmol/mol,) non-diyabetik
tst siir % 5.9 + 2 SD % 6.0°y1 (42 mmol/mol) asmamalidir. Tablo 2.2°de HbA1c ‘nin

[FCC standardizasyonu verilmistir.

24



Tablo 2.2 HbA1c ‘nin IFCC standardizasyonu (66)

NGSP-A1C DCCT ortalama ADAG ortalama IFCC-A1C
(%) glikoz (mg/dl) glikoz (mg/dl) (mmol/mol)
5 100 97 31
6 135 126 42
7 170 154 53
8 205 183 64
9 240 212 75
10 275 240 86
11 310 269 97
12 345 298 108

IFCC ‘ye ve NGSP’ye gore ortalama glikoz ve HbA1lc iliskisi asagidaki denkliklerden

kurulabilmektedir.
[FCC gore Ortalama Glikoz (mg/dl): (31.2 x HbAlc) + 3.52 [2.1]
NGSP gore Ortalama Glikoz (mg/dl): (35.6 x HbAlc) - 77.3 [2.2]

HbA1c % 1’lik artis ortalama plazma glikozunda 25-35 mg/dl artisa esdegerdir.
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3

Potansiyometrik Analiz

3.1 Potansiyometri

Potansiyometri; akimin ¢ok az gectigi veya hi¢ ge¢medigi elektrokimyasal
sistemlerde, ¢alisma elektrodunun referans elektroduna karsi iyon derisimine bagh
olarak sergiledigi potansiyel degisiminin o6lgiildigii bir elektrokimyasal tayin

yontemidir [67], [68].

Potansiyometrik  bir  hiicre, referans elektrot olarak adlandirilan
karsilastirma/standart elektrodu (yar1 hiicre), indikatér elektrot olarak
adlandirilan ¢alisma elektrodu (yar1 hiicre), tuz kopriisii ve analit ¢ozeltisinden

olusmaktadir [68].

Indikatér elektrot, él¢iilmek istenen iyona karsi secici olarak hazirlanan igerige
sahip elektrottur. Referans elektrot ise potansiyeli tam olarak bilinen, analit

cozeltisinin iceriginden bagimsiz, sabit elektrot potansiyeline sahip elektrotlardir.

Potansiyometrik sistem, bir test hiicresi (elektrolitik ¢ozelti/analit ¢6zeltisi), buna
baglantili olan indikator elektrot (degisken potansiyel) ve referans elektrot (sabit
potansiyel) ile kararl bir potansiyometreden olusur. Sekil 3.1’de potansiyometrik

sistem elemanlar1 yer almaktadir.

Bir iyon secici elektrot hiicresi sematik olarak asagidaki gibi gosterilebilir; I¢
Referans Elektrot / I¢ Referans Cozelti // Iyon-Secici Membran Elektrot // Test
Cozeltisi / Dis Referans Elektrot.

Analit ¢ozeltisine referans elektrot ve indikator elektrot (genellikle iyon secici
elektrot) daldirilir ve analit ¢ozeltisindeki iyonlarin derisimine bagh olarak bir
potansiyel degisimi meydana gelir. Olusan bu potansiyel degisimi bilgisayar

sistemindeki bir yazilim iizerinden ol¢iilerek iyonlarin derisimleri tayin edilebilir.
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Cok kanalk bir potansiyometre

00000

L]
1. 000

| Referans elektrot
—— Indikatér elektrot
(ryon segici elektrot)

Analit ¢ozeltisi

Potansivometrik sistem

Sekil 3. 1 Potansiyometrik sistem elemanlari

3.2 Potansiyometrik Tayin

Iyon secici elektrotlarda, iyon secici membran i¢ standart ve numune ¢dzeltisindeki
iyonlar1 birbirinden ayirir. Elektronlar, basit iyonlar veya test edilen iyonun ytiklii
ya da notral kompleksleri, membranin i¢ kisimlarina dogru i¢ standart ¢dzeltinin
icerigiyle orantili olarak tasinirlar. Boylece olusan elektrostatik potansiyel (EMF),
standart referans elektrot yar1 hiicresiyle membran elektrot yar1 hiicresi

birlestirilerek ol¢tliir [69], [70].

Derisim ile elektrot potansiyeli arasindaki iliski esitlik (3.1)’deki gibidir.
Aa+Bb+..+ne e Cc+dD+ .. (3.1)

Esitlik (2.1)’deki tersinir yar1 reaksiyon ele alindiginda, bir elektrotun potansiyel

farki (E), Nernst (Nernstian) esitligiyle (3.2) verilmistir. Bu esitlikten yararlanarak

potansiyel  degisimlerinden numune ¢ozeltilerindeki iyon derisimleri

hesaplanabilmektedir. [69], [71].
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E = E° — X dctp. (3.2)

nFr asag...

E = Elektrot potansiyeli

E° = Standart elektrot potansiyeli

R = Gaz sabiti, 8,314 ] mol-1 K-1

T = Sicaklik, kelvin ( 25 °C i¢in 273,15 K)
F = Faraday sabiti = 96486 ].volt1

n:=Alinan-verilen elektron sayisi

In 222 = Elektrotta hissedilen iyon aktiviteleri (3.3)

apap...

ajiyon aktivitesi olmak tlizere, esitlik (3.3) tek bir iyon i¢in yazilirsa, esitlik (3.4)’teki

halini alir.

E =E° +=Ing (3.4)

(£); Anyonlar igin (-), katyonlar igin (+) olur.

Eger iyon aktivitesi a;’den a;’ye degisirse potansiyel degisimi esitlik (3.5)’deki gibi
olur.

E=f +Zp% (3.5)

— nF a,

Eger olcimler 25 °C"de alinirsa, sabit sayilar yerine yazildiginda (3.5) esitligi (3.6)
halini alir.

202 15g%2 (3.6)

a

E =E° +

Esitlik (3.6) ya gore; 25 °C"de E — log(a) iliskisinin teorik degisimi n yiikli iyonlar
icin 59,2/n mV*tur. Bu degisim genel olarak katyonlar icin pozitif anyonlar icin
negatiftir. Dolayisiyla tek ytkli, iki ytkli ve ti¢ yiikli iyonlar icin bu deger sirasiyla
59,2,29,6 ve 19,8 mV'tur [72], [70].
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3.3 Referans Elektrotlar

Elektrot potansiyeli tam olarak bilinen, numune ¢dzeltisinin iceriginden bagimsiz
sabit elektrot potansiyeline sahip elektrotlara referans elektrot/karsilastirma
elektrodu denir. Referans elektrotlarin potansiyeli, analit ¢ozeltisine bagh degildir
ve incelenen ¢ozeltide bulunan analitin veya diger iyonlarin derisiminden
etkilenmez. Ancak sicaklik degismelerinde, referans elektrotlarin potansiyelleri bir

miktar degisebilmektedir.

Referans elektrotlar su 6zelliklere sahip olmalidir:

Kolay kullanilabilmeli, laboratuvar ortaminda kolaylikla hazirlanabilmelidir.

Kiicik akimlarin ge¢mesiyle potansiyellerinde bir degisme meydana
gelmemelidir.

e Potansiyelinin sicaklik degisimlerinden etkilenme katsayisi kii¢lik olmalhdir.
e Potansiyeli zamanla degismemelidir.

e Dogru ve tekrarlanabilir 6l¢ctimler alinabilmelidir.

Potansiyometrik olciimlerde en yaygin kullanilan referans elektrotlar;
glimiis/glimiis Kloriir referans elektrot, kalomel referans elektrot ve standart
hidrojen elektrotudur [69]. Bu c¢alismadaki potansiyometrik analizlerde

giimiis/glimis Kkloriir referans elektrot kullanilistir.

Glimiis/giimiis kloriir referans elektrotun kisa agiklamasi ve ¢alisma prensibi

asagidaki gibidir:

Basit bir gumis/gimis  klorir referans elektrot  Sekil 3.2'de
gorulmektedir. Doygun KCl ¢ozeltisi ile dolu silindirik bir boru igerisinde giimiis tel
olan, u¢ kismi gozenekli bir tikacla kapatilmis kalem sekline ve boyutlarina benzer

sekilde hazirlanmis elektrotlardir.

Gumis/gimis kloriir referans elektrodu genellikle bir giimis veya platin tel
yluzeyine giimis klorir kaplanmasiyla hazirlanir. Elektrotun hiicre ile iliskisini
gozenekli bir cam saglar. Yukaridaki sekilde (a); glimiis/giimis kloriir elektrodun

genel yapisini (b); ticari bir glimiis/glimiis kloriir elektrotu gostermektedir.

Gumis/glmis elektrot reaksiyonu esitligi su sekildedir:
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AgClyg + e & Agug + Cl (3.7)

(a) (b}

l : _ AgClpastas
-
-

Dovagun KCl Cozeltisi

|
Ld— Dis ¢ozelti ile temas: saglavan
gozenekh tkag

Sekil 3. 2 Giimiis/glimiis Kklortir referans elektrot

Yukaridaki  reaksiyonda potansiyel, Cl- iyonu derisimine baghdir.
Asagidaki esitlikte Cl- iyonu derisimine bagh olarak degisen potansiyel degisimini
gosterilmistir.

0,0592

E = EoAgCl/Ag - —log Cl_ (38)

Elektrot potansiyeli, klorir derisimine baghdir. Elektrotta indirgenme veya
yukseltgenme tepkimeleri sonucu olusabilecek potansiyel degisimini ortamda
bulunan potasyum kloriir tampon gorevi yaparak engellemektedir. Glimiis/giimis

Klorir referans elektrot 275 °C’ye kadar kullanilabilir.

En c¢ok tercih edilen referans elektrot tipi giimis/giimis Kklorir referans

elektrotudur.

Diger referans elektrotlara karsi bazi avantajlar su sekildedir: Kalomel elektrotta
civa kullanilir. Civa oldukc¢a zehirlidir. Ayrica cok kiiciik ebatlarda giimiis/giimiis
kloriir referans elektrot hazirlanabilmektedir. Bununla birlikte, giimiis/giimis
kloriir referans elektrottun en biiylik dezavantaji; dis ¢ozelti ile temasi saglayan
gozenekli tikacin ¢ozlinmeyen glimiis kompleksleri ile tikanma durumudur.
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3.4 liyon Secici Elektrotlar

Bircok iyonun yaninda tek bir iyona duyarli ve secici cevap sergileyen
elektrotlara “iyon secici elektrotlar (ISE)” denir [73]. Hicbir elektrot sadece tek bir
iyona cevap vermez, fakat bir iyona kars: bilinen bir secicilik gésterir. Iyon secici
elektrotlar, serbest iyonun aktifligine duyarhdir. Iyonik siddet sabit tutulursa;
derisim aktiflikle dogru orantili oldugundan iyon secici elektrotlar ile ¢ozelti
icerisindeki iyon derisimleri bu prensibe bagh olarak 6l¢iilmiis olur [70]. Iyon segici
elektrotlar (ISE), belirli bir iyonu iceren bir ¢ozeltiye yerlestirildiginde yanit veren
(potansiyel tlreten) bir gosterge elektrotudur. Giliniimiizde belirli katyonlara,
anyonlara ve bazi gazlara secici olarak yanit veren ¢ok cesitli iyon segici elektrotlar
vardir; pH elektrotlar1 bugline kadar en iyi bilinenlerdir. Bunlar kimyasal
analizlerde bir¢ok farkli uygulama icin kullanilabilmektedirler. Sekil 3.3’de
potansiyometrik oOl¢lim i¢in hazirlanmis tipik bir elektrokimyasal hiicre yer
almaktadir. Referans elektrot (yar1 hiicre) ile birlikte iyon segici bir elektrottan (yar1

hiicre) ve ilgili iyonu iceren bir numune ¢ozeltisinden olusmaktadir.

Tim ISE'lerin tasarimlarinin temel bir 6zelligi vardir: iyon algilayici kisim ve analit
iyonunu adsorbe edebilen yapiya sahip bir zardan/membrandan (plastik, cam veya
iyonik kristal olabilir) olusur. Membranin her iki tarafinda da ilgilenilen iyon iceren
bir ¢6zelti bulunur: bunlardan biri test-numune ¢ozeltisidir, digeri elektrotun icinde
standart bir ¢ozeltidir. Elektrot govdesinin icinde de membrandan gelen yaniti
izlemek icin bir elektrik baglantis1 (bakir/giimiis tel) bulunmaktadir. Iyon adsorbe
edebilen membran, analit iyonlarinin dengeye gelene kadar baglanabilecegi bir
ylzeye sahiptir. Cozeltideki iyon konsantrasyonu arttik¢a, bu iyonlar daha fazla alan
isgal edeceklerdir. Dolayisiyla elektrot farkl bir ¢ozeltiye yerlestirildiginde, adsorbe
edilebilen iyonlarin sayis1 da degisecektir. Membranin i¢ ve dis yiizeyindeki iyon
farki, asagidaki Nernst denkleminde gosterildigi gibi, iki c¢ozelti arasindaki
konsantrasyon farkiyla orantili bir sonu¢ yaratmaktadir. Nernst denklemi de bu
sonucu sayisal bir ifadeye dontistirmektedir. Nernst denklemi potansiyometrik

tayin bashgi altinda agiklanmistir.
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Ag/AgCI

kablolar

doyum
solisyonu stquaﬂ
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gézenekli
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sir

ornek solisyon (A, 6rnegi )

Sekil 3. 3 Potansiyel dl¢climii i¢in tasarlanmisg bir elektrokimyasal hiicre 6rnegi [74]

Iyon Secici Elektrotlarin Avantajlar:

Iyon secici elektrotlar, kimyasal analizin tiim alanlarinda kullanilir. En yaygin
kullanilan1 serbest H*'yva cevap veren pH elektrotudur. Diger yaygin kullanilan
elektrotlar floriir, nitrat, kalsiyum, klortir, sodyum ve karbon dioksit i¢in gelistirilen

elektrotlardir.
ISE analizlerinin en énemli avantajlar1 sunlardir:

e Ucuzluk

e Tasinabilirlik

e Az miktarda numune ve sarf malzeme ile ¢calisma

e Genis ¢alisma aralig1 - genellikle 1x10-1- 1x10-° M

e Cok kiicik numuneleri analiz edebilme

e Zor turleri analiz etme yetenegi: 6rnegin H* ve flortr, diger metotlarla

diisiik seviyelerde kolayca analiz edilememistir [75].
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Son otuz yilda iyon segici elektrotlarin gelistirilmesiyle son derece hassas analitik
Olciimler alinabilir hale gelmistir. Bu elektrotlar cevre, gida, saglik, tip ve

biyokimyasal alanlarda analiz i¢in yaygin olarak kullanilirlar.
iyon Secici Elektrotlarin Dezavantajlart:

e Spesifiklik sorunu: Elektrot diger iyonlara da cevap verebilmektedir,

e Yavas cevap slresi: Bazi durumlarda okumalar on dakikaya kadar
cikabilmektedir,

e Siirh kullanim é6mri

e Serbest iyonlara sinirli cevap: komplekslesmis veya baska sekilde
baglanmis iyonlar herhangi bir cevap vermeyebilirler,

e lyon aktivitesinin verdigi cevap dogrudan konsantrasyon ile
iliskilendirilemeyebilir: ayn1 analit konsantrasyonuna sahip iki
cozeltiden gelen cevap farkli arka plan seviyelerinden dolay1 farkl
yanitlar verebilmektedir,

e Siirlhl dogruluk- hassasiyet: pH elektrotu disinda, diger ISE'lerde
dogruluk pay1 +% 5'ten fazla degildir. Bazi elektrotlar digerlerinden

daha az sorun yaratirken bazi 6rnekler de daha az soruna neden olur.

Bir ISE'yi kullanma karar1 durum bazinda degerlendirilmelidir. Kullanim
kolayliklar: saha testleri i¢in vazgecilmez goriilmektedir. Celik, bakir veya cinko gibi
alasim elementlerinin dogru analizi i¢cin atomik absorpsiyon spektrofotometresi
daha iyi bir se¢im olacaktir. Ornegin siitteki kalsiyum i¢in kullanilan bir ISE, atomik
absorpsiyon spektrofotometresi kadar iyi sonug verebilir, ancak kalsiyumun serbest
birakilmasi icin numunenin 6n islemden gecirilmesi gerektigi de unutulmamalidir

[74].

Hizl1 cevap veren ISE'ler, potansiyometrik titrasyonlarda gosterge elektrotlari
olarak kullanilir. Genellikle Ca ve Cl secici elektrotlar da bu amag¢ icin

kullanilmaktadir.

iyon Secici Elektrot Tiirleri:

Iyon secici elektrotlar genel olarak asagidaki gibi siniflandirilmaktadir [75]:
1. Cam iyon segici elektrotlar.
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2. Kaplama tel elektrotlar.

3. Kat1 hal iyon se¢ici membran elektrotlar.

A- L. Siif elektrotlar.

B- II. Sinif elektrotlar.

C- IIL. Sinif elektrotlar.

4. Sv1 hal iyon secici elektrotlar.

5. Gaz ve enzim elektrotlar.

6. Iyon segici alan etki transistorleri (ISFET, MOSFET).

7. S1vi membran iyon segici elektrotlar (polimer membran elektrotlar).
8. Kompozit elektrotlar.

Bu ¢alismada kompozit iyon secici bir elektrot gelistirilmistir. Kompozit elektrotlar
1980°1li yillarda uretilmeye baslanmistir. Bu tiir elektrotlara "non-konvensiyonel
kat1 hal iyon segici elektrotlar” da denilmektedir. Bu elektrotlar karbon ve polimerik
inert bir matriks icine organik veya inorganik iyon degisim recinesinin doldurulmasi
ile hazirlanmaktadir. Minyatiirize edilebilirler ve uzun kullanim 6miirleri vardir

[70].
3.5 lIyon Secici Elektrotlarin Performans Ozellikleri

Cevap zamani: [UPAC tanimina gore cevap zamani; dedektor ¢iktisinin baslangig
degerinin belirli yliizdeler (6rnegin % 90 ila % 10) arasinda degismesi i¢in gereken

zamandir[99]. Cevap zamanini etkileyen faktorler sunlardir:

e Aktif maddeye (ligant veya kompleks) cézeltideki iyonun tutunma hizi,
e Iyon ekstraksiyon kapasitesi,

e Difiizyona karsi direnc,

e Membran kalinligi

e Membrandaki ¢6ziicliniin polaritesi.

Cevap zamanini azaltmak i¢in; Etkili karistirma (veya akis hizinin artirilmasi)
yapilabilir. Membran yiizeyinden Kkirliliklerin uzaklastirilmas1 veya c¢ok kiiciik

membran yiizeyli mikroelektrotlar kullanilmasi saglanabilir veya 6lciimlerin,

derisimi diisiik cozeltilerden yiiksek cozeltilere dogru yapilmasi saglanabilir.
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Segicilik: Ol¢iim ortaminda bir elektrodun sectigi iyonlarin disinda farkl iyonlarin
bulunmasi elektrot performansini 6nemli 6l¢iide zayiflatir. Bu farkli iyonlarin

girisimi, elektrot membranin yapisina bagh olarak cesitli sekillerde olabilir.

Potansiyometrik secicilik sabitleri, karisik ¢ozelti metotu ve ayri ¢6zelti metotu
olmak tizere iki temel yontemle hesaplanabilir [76], [77]. Karisik ¢6zelti metotlari
dort ana grupta toplanmaktadir. Bunlar: Sabit girisim (fixed interference) metodu,
iki cozelti (two solution) metodu, sabit ana iyon (fixed primary 1on) metodu,
potansiyel esitleme (matched potential) metodu olarak adlandirilmaktadir. Bu
calismada ayr ¢ozelti metodu kullanilarak secicilik katsayisi hesaplanmistir. Bu

nedenle ayri1 ¢6zelti metoduna deginilmistir.

Ayn ¢ozelti metoduyla segicilik katsayisi iki farkli Sekilde hesaplanabilir; ISE ve
referans elektrottan olusan hiicrenin potansiyeli iki ayr1 ¢ozelti icin olgiiliir. Ilk
cozeltide aa aktivitede A iyonu bulunurken, hi¢ B iyonu bulunmaz. Bu ¢6zeltinin
olciilen potansiyeli Ex’dir. Ikinci ¢ozeltide ise ilk ¢ozeltideki iyonunun aktivitesine
esit aktivitede B iyonu (ag) bulunurken, A iyonundan hi¢ bulunmaz. Bu ¢6ézeltinin

Olciilen potansiyeli Eg’dir [70].

ISE’lerdeki log a ve E arasindaki iliski ana iyon icin elde edilmektedir. Esit iyon
aktivitesi oldugu durumlarda asagidaki esitlik kullanilarak secicilik katsayisi

hesaplanabilmektedir [77]:

Log (Kij) = (Es- Ea) zF / 2,303 RT (3.9)

R=Gaz Sabiti: 8.314 J/mol K

F=Faraday Sabiti: 96.500 Coulomb/mol
T=Mutlak Sicaklik: 298K

z: ana iyon yuki: -2 (B407%)

Diger yontemde ise Ea=Eg durumu dikkate alinir ve asagidaki esitlik yardimi ile ayr1

cozelti metoduna gore segicilik katsayis1 hesaplanabilir [76], [77]:

Kyy = aa/(ag)ials (3.10)
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Tayin limiti: Membran ara fazinda 6lgtlebilir bir potansiyel farki olusturan en

diisiik iyon derisimidir [78].

Tekrarlanabilirlik: Farkli konsantrasyonlardaki standart ¢ozeltilerde elektrodun
yikandiktan sonra tekrar ¢ozeltilere daldirilmasiyla sergiledigi bir seri potansiyel

degerlerinin standart sapmasi olarak tanimlanmaktadir [79].

Calisma Omrii: Elektrotlarin kullanim émiirleri Nernst cevabi sergiledikleri siire
olarak degerlendirilmektedir. Elektrotlarin kullanim Omiirleri on katlik
konsantrasyon degisiminde belirli periyotlarla sergiledikleri potansiyel farklar
incelenerek belirlenir. Olgiilen bu potansiyel farklarla zamana karsi grafikler
olusturulur. Egimde, 6nemli bir farkin meydana gelmedigi stire kullanim 6mri

olarak belirlenir [80].

Dogrusal calisma araligr: Cizilen kalibrasyon grafiklerinden hesaplanabilir.
Dogrusal calisma araligi, kalibrasyon egrisinde veri noktalarinin dogrusalliktan
maksimum 2 mV saptigi aralik olarak tanimlanir. Potansiyel degisiminin

dogrusallig1 R2 degeri ile verilebilir. [81], [70].

pH calisma araligi: Tampon c¢ozeltilerin potansiyelleri olciiliir ve pH’ya karsi
grafige gecirilir. Potansiyelde 6nemli bir degismenin meydana gelmedigi pH aralig1

elektrodun pH c¢alisma araligi olarak belirlenir [70].
3.6 lyon Secici Elektrot Uygulamalari

Iyon secici elektrotlar asagidaki uygulamalarda siklikla kullanilir:

a. Dogrudan olciimler: Analit derisimlerini dogrudan ve sec¢imli olarak 6l¢gmek icin
kullanilirlar. Bu yontem o6l¢timii yapilan bir iyonun konsantrasyonuna karsi elde
edilen potansiyelin grafige gecirilmesiyle alinan kalibrasyon egrisini igerir. Ayrica
baska bir dogrudan 6l¢iim yontemi de standart ekleme yontemidir. Bu yontem,
bilinen hacimdeki bir analit ¢ézeltisine standart ¢6zeltinin bilinen hacimlerinin

eklenmesinden sonra elektrot sisteminin potansiyelinin tayinine dayanir [69].

b. Potansiyometrik titrasyonlarin doniim noktalarinin tayini: Potansiyometrik
titrasyonlar, titrant hacminin fonksiyonu olarak bir iyon secici elektrot ile

potansiyel degisiminin 6l¢lilmesi esasina dayanmaktadir. Kimyasal indikatdrlerin
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kullanildig: titrasyonlardan elde edilen verilerden daha makul sonuclar verirler ve

ozellikle renkli veya bulanik ¢ozeltilere de uygulanabilme avantajlar1 vardir.

c. Denge sabiti ve buna bagh fiziksel sabitlerin hesaplanmasi: Céziiniirlik ¢carpimi
sabitleri (K¢), iyonlasma sabitleri (Ki, Kai, Kb) ve olusum sabitleri (Kf) icin sayisal

degerler kolayca elde edilebilir.

d. Hareketli ortamlarda (akis enjeksiyon sistemlerde) dedektér olarak kullanimi:
PVC temelli ve i¢ referans ¢ozeltinin kullanilmadigi kati-hal kontakt tipi sivi
membran iyon segici elektrotlar, akis enjeksiyon sistemlerde potansiyometrik
dedektor olarak kullanilmaktadir. Iyon kromatografi tayinlerinde de iyon segici
elektrotlar siklikla kullanilmaktadir [82]. Sekil 3.4’de potansiyometrik akis hiicresi
icinde dedektor olarak kullanilan iyon secici elektrot ve referans elektrot

gosterilmistir. Bu akis hiicreleri ¢ok kii¢iik hiicre hacmine sahiptir (< 5,0 uL) [70].

Baglant: kablolan

Referans

, Ivon secici
elektrot % :

elektrot

Hareketli faz Har eketh faz
gibast gingi

Sekil 3. 4 Akis enjeksiyon sistemde kullanilan tipik bir akis hiicresi
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4

Akis Enjeksiyon Analizi (FIA)

4.1 Akis Enjeksiyon Analizi

Akis enjeksiyon teknigi ilk kez Danimarka’dan Hansen ve Ruzicka, Amerika Birlesik
Devletleri'nden Stewart tarafindan gelistirilmistir [83]. Ruzicka ve arkadaslar1 akis
enjeksiyon sistemini su sekilde agiklamislardir: Uygun bir akis ortaminda sivi
numunenin enjeksiyonunun stirekli akis seklinde yapildig1 bir metottur. Enjekte
edilen siv1 bir alan olusturarak stirekli olarak dedektore gonderilerek absorbans,

elektrot potansiyeli veya diger fiziksel parametrelerin 6l¢iimii yapilir [84].

Akis enjeksiyon analizi, FIA, 1970'lerin ortalarindan itibaren analitik kimya
laboratuvarlarinda ¢ok popiiler bir teknik haline gelmistir [84], [70]. Bunun temel
nedenleri arasinda goreceli basitligi, yliksek numune verimi ve nispeten diisik
maliyeti gosterilebilir. Ilk yillarda FIA, mevcut 1slak kimyasal analizleri, 6rnegin
amonyak ve fosfatin belirlenmesini otomatiklestirmek i¢in kullanilmistir [85], [86],
[87]. Akis enjeksiyon teknigi, giinimiizde ¢ok daha genis bir uygulama alanina
sahiptir; sensorler ve elektrotlar icin otomatik bir ¢ozelti isleme sistemi olarak da
kullanilmaktadir. Akis enjeksiyon sisteminin genel avantajlar1 hassaslik, segicilik,

ekonomik olmasi ve kolay uygulanabilirliktir [88].

FIA, pH veya iletkenlik oOlciimiinden kolorimetre, titrasyonlar ve enzimatik
analizlere kadar cesitli gorevler icin gecerli olan genel bir ¢ozelti isleme teknigidir.
Herhangi bir FIA sistemini dogru bir sekilde tasarlamak icin, analiz edilecek
materyalin (fiziksel-kimyasal) ozelliklerini dikkate almak gerekir. Ornegin pH
Ol¢limii icin veya atomik absorpsiyon i¢in, orijinal numune kompozisyonu 6lciilecegi
zaman, numune FIA kanali icinden ve akis hiicresine seyreltilmemis bir bicimde
yuksek oranda tekrarlanabilir bir sekilde tasinmalidir. Ancak spektrofotometri gibi
diger tayin yontemlerinde, analit belirli bir dedektor tarafindan olciilebilen bir
bilesige donustirilmelidir. FIA kanali boyunca enjekte edilen numunenin
reaktiflerle reaksiyona girerek saptanabilir miktarda tiriiniiniin olusabilmesi icin

yeterli akis yolu uzunlugu olusturulmalidir [89].
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Akis enjeksiyon teknigi lic ana faktére dayanmaktadir. Bunlar, tekrarlanabilir
enjeksiyon, tekrarlanabilir reaksiyon stiresi ve kontrolli dispersiyondur [90].
Kontrolli dagilim, dar bir tiip icinde tasinirken laminer akis ve sivilarin molekiiler
difizyonundan kaynaklanir [87]. Bu kontrollii dispersiyonun bir sonucu olarak,
belirli bir akis enjeksiyon sisteminde enjekte edilen her numune ayni sekilde enjekte
edilir ve bu nedenle yiliksek oranda tekrarlanabilir sonuglar elde edilir. Homojen
karistirmaya gerek yoktur ve kimyasal reaksiyonlarin bulundugu durumlarda,
numunede analit i¢in reaksiyon hizin1 degistirebilecek hicbir matris bileseni
olmadig1 siirece reaksiyonun tespit edilmeden once dengeye ulasmasi gerekli
degildir [87]. Sekil 4.1’de akis enjeksyon sisteminde numunenin aldig1 yol boyunca
dedektorde kaydedilen pikler goriilmektedir. Numune tasiyici faz igcinde dagildikc¢a

piklerin genisligi artmaktadir.

H» » I

A

ZAMAN

KONSANTRASYON

A B C D

Sekil 4. 1 Akis enjeksyon sisteminde numunenin aldig yol

Temel diizeyde tasarlanan bir akis enjeksiyon sistemi pompa, valf, reaktér/ ayrim
kolonu ve detektorden olusmaktadir. Dedektor kaydi, bir bilgisayar yazilimi ile
bilgisayar ekraninda pikler seklinde okunabilmektedir. Sekil 4.2’de tipik bir akis
enjeksiyon sistemi elemanlar1 gosterilmistir. Bir akis enjeksiyon sistem,
orneklemenin yapildig1 enjeksiyon valfleri, itme kuvvetinin olusturuldugu
peristaltik pompa, ayrim kolonu/reaksiyon kolonu/reaktér ve baglanti tiipleri ve
dedektorden olusur.
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NUMUNE

1

REAKTOR
TASIYICI

POMPA DEDEKTOR
VALF

Sekil 4. 2 Tipik akis enjeksiyon analiz sistemi elemanlari

¢ Enjeksiyon valfi:

Enjeksiyon valfinin temel islevi, hareketli faz icinde numunenin hacim kaybina
ugramadan sisteme girisini saglanmasidir. Bu temel gorevlerinin yaninda
enjeksiyon valfleri reaktifin numuneye enjeksiyonu, kolon kullanarak
onzenginlestirmenin yapilmasi ve tasiyici tiipler ile akis yontintin degistirilmesi gibi

farkli islevlere de sahiptir [88].
e Peristaltik pompa:

Peristaltik pompalar ¢ok yonlii itme kuvveti saglar. Peristaltik pompalar farkl akis
sistemlerinde de kullanilmaktadir. Paralel pompa tiipleri sayesinde ¢ok kanall
ozellik sunabilmektedirler. Ancak bazi dezavantajlara sahiptirler [88]; ytliksek

titresimlerinin olmasi, uzun stireli kullanimda akis-oraninin kararsizlig: gibi.
e Reaktor/Ayrim kolonu/Reaksiyon Kolonu:

Reaktor olarak da adlandirilan ayrim kolonu veya reaksiyon kolonu akis enjeksiyon
sistemde yapilan analizlerde hedef tiirtin dedektor tarafindan dedekte edilebilir bir
tire dontustirilmesi gerektigi durumlarda kullanilmaktadir. Dedekte edilebilecek
bir iirtin olusturabilmek icin akis sirasinda numune ve reaktant reaksiyona sokulur.
Numune ve reaktant akis siiresinde ya tamamen reaksiyona girmez veya reaksiyon
sirasinda numune ve reaktant diizgiin bir dagilim olusturmaz. Boyle durumlarda
reaksiyon hiicreleri kullanilir. Kullanilan reaksiyon hiicrelerinin sekli ve biiytkligu
reaksiyonun hizina bagh olarak ve diizgiin bir dagilma olusmasi i¢in ¢ok 6nemlidir

[91]. Peristaltik pompa c¢ok yiiksek basing saglamadigindan kullanilan ayrim
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kolonunun da uygun saglamlikta olmasi yeterlidir. Piyasada cesitli boyutlarda ve

sekillerde kolon cesitleri vardir.

PTFE (politetrafloroetilen) tiipler 0.35-1.0 mm ¢apinda olup, inert ve yari saydam
ozelliklerinden dolay1 kolon olarak siklikla kullanilirlar. Tip duvarlarinin saglam

olabilmeleri i¢in 0.5 mm’den daha ince olmamalidirlar [83].
4.2 Akis Enjeksiyon Sisteminin Calisma Prensibi

Numune uygun bir tasiyici faz i¢ine enjekte edilir. Numune akis yoniinde ilerler ve
tasiyici icinde dagilmaya baslar. Dagilan numune tasiyici faz yardimiyla dedektore
iletilir. Dedektor analitin icerigine bagh olarak kolorimetrik absorbans ya da

floresans gibi fiziksel parametre degisimlerini kaydeder [83].

Eger analit, dedektor tarafindan dedekte edilebilir bir formda degilse; tasiyici igine
numune enjekte edilerek akis yoluna verilir. Bu sekilde numune akis yoniinde ilerler
ve reaktantla birlesir. Reaktant icinde dagilir ve istenen dedekte edilebilir formda
iriin reaktantla numune arasindaki ara yiizeyde olusmaya baslar. Olusan
trinreaktif yardimiyla dedektore iletilir. Dedektor de fiziksel parametre
degisimlerini kaydeder [83]. Sekil 4.3’de 6rnek bir dedektor kaydi yer almaktadir.
Sekil 4.3’deki dedektor kaydinda analog cikis bir tepe bicimine sahiptir, dedektor
kayd1 S'den baslar (enjeksiyon zamani). H, pik yiiksekligidir. W, secilen bir
seviyedeki pik genisligidir ve A, pik alandir. T, pik ytiksekligi 6l¢iimiine karsilik gelen

kalma stiresidir.
4.3 Dagilma Katsayisi ve Dagilmayi Etkileyen Faktoérler

Dar ¢apl tiipler boyunca hareketli fazin akisiyla reaktif ve 6rnek bolgesi arasindaki
hareketli fakat tekrarlanabilir karisma, dagilma olarak tanimlanmaktadir [70], [92].

Akis enjeksiyon analizindeki dagilma tekrarlanabilir ve kontrol edilebilirdir.

Dagilma sayesinde analit ve reaktif arasindaki kimyasal etkilesim artar, boylece
duyarhlik da artmis olur ancak seyrelmenin artmasina yol acarak da duyarliligin
diismesine pik genislemesine ve drnekleme sikliginin azalmasina neden olur [70],

[93], [94].
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Sekil 4. 3 Ornek bir dedektér kayd: [89] .

Akis enjeksiyon analiz tekniginde iki tip dagilma vardir: radyal ve eksenel. Sekil
4.4’de bu dagilma tipleri gosterilmektedir. Radyal dagilma (akis yoniine dik)
akiskanin akis modelinden kaynaklanir: Radyal dagilma daha diistik seyrelme ve pik
genislemesine neden olurken akis yonlindeki ani ve sik olarak meydana gelen
degisiklikler ise radyal dagilmay1 artirir. Eksenel dagilma (akis yontine paralel) ise,
akis yoniinde meydana gelir ve radyal dagilmadan daha fazla seyrelmeye ve pik

genislemesine neden olur [94], [93].
Dagilma katsayis1 asagidaki denklikle hesaplanir [83], [88].

D = Cy/Cpnax (4.1)

D, dagilma katsayisidir. Co, baslangictaki analit ¢6zeltisinin tasiyici faz icene enjekte
edildigi andaki konsantrasyonudur. Cmax ise enjekte edilen analit ¢ozeltisinin
tasiyic1 sistem icinde ilerlemesi sirasinda sistem icinde dagilmasiyla devaml
konsantrasyonu artan ve pikin tepe noktasinda maximum konsantrasyonuna ulasan

bir gaus egrisi olusturan analit konsantrasyonudur [83].
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Sekil 4. 4 Dagilma tipleri [83]

Dagilma, bilinen Co derisiminde bir boya ¢6zeltisinin sisteme enjekte edilmesi ve
daha sonra bu ¢6zeltinin akis hiicresi icindeki absorbansinin él¢iilmesi ile kolaylikla

belirlenebilir [88].

Dagilma katsayisi birimsizdir ve 1’den biiyiik bir degerdir. D degeri ayrica ¢alisilan
akiskanin seyrelme faktoriinii de verir. D=2 6rnek ¢6zeltisinin 1:1 oraninda tasiyici

akiskanla seyreltildigini ifade eder [70].

Dagilma katsayisina gore gore akis enjeksiyon analiz sistemleri ti¢ degisik grupta

aciklanabilirler.

e 1< D < 3: Sinirh dagilmali akis enjeksiyon analiz sistemlerinde olur. Bu tir
sistemler gercek analit konsantrasyonunun tasiyici akiskanla seyrelmesinin
onlenmesi gerektigi durumlarda kullanilir.

e 3< D < 10: Orta dagilmal akis enjeksiyon analiz sistemlerinde olur. Bu tir
akis enjeksiyon analiz sistemleri ornek ile reaktif arasinda tam bir
karismanin gerekli oldugu durumlarda kullanilir.

e 10 < D: Genis dagilmali akis enjeksiyon analiz sistemlerinde olur. Bu tiir
sistemler c¢ok derisik orneklerin derisimlerini dedektérlerin dinamik
araliklarina uydurmak icin kullanilir. Ornek-reaktif karismasinin gerekli

oldugu durumlarda kullanilir [70], [93], [94].
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Akis enjeksiyon ve dagilma katsayisina etki eden faktorler: Akis hizi, numune hacmi,
akis yolu uzunlugu ve i¢ ¢api, reaksiyon hiicresi sekli/tipi, reaksiyon hiz1 seklinde
siralanabilir [83], [88], [95], [96].

1.Akis hizi: akis hizi diisiiriiliirse numune bandinin dagilmasi artar. Eger dagilma ve
alikonma stiresi arttirilacaksa akis hizi distirtilmelidir. Sekil 4.5’de farkli akis hizlar

gosterilmektedir. Akis hiz1 arttik¢a dagilma/pik genisligi azalmaktadir.

Al

0,20 ml/dk

0,50 ml/dk

0,70 ml/dk

1 ml/dk

Sekil 4. 5 Farkli akis hizlarinin dagilmaya etkisi [83]

2. Numune hacmi: akis enjeksiyon sistemin cevap egrisi enjekte edilen numune
hacminin bir fonksiyonu gibi calismaktadir. Eger numune ile hareketli faz arasinda
bir etkilesim yoksa enjekte edilen numune hacmi arttik¢a dagilma azalir [70]. Bu
durumda numunede seyrelme olmaz. Ancak numunenin tasiyici veya enjekte edilen
reaktiflerle etkilesmesi s6z konusu oldugunda bu parametre farkl sekilde isler [97].
Sekil 4.6'da farkli numune hacimlerinin dagilmaya etkisi goriilmektedir. Numune

hacmi arttikca pik yiiksekligi artmakta, pik genisligi ise azalmaktadir.
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Sekil 4. 6 Farkli numune hacimlerinin numune bandindaki dagilmaya etkisi [83]

3.Akis yolu uzunlugu ve i¢ ¢ap1: akis yolunun uzunlugu arttikga numune bandinin
dagilmasi da artmaktadir. Akis yolu uzadik¢a deney siiresi de artar [97]. Sekil 4.7’de
akis yolu uzunlugunun numune bandindaki dagilmaya etkisi goriilmektedir(83).

Akis yolu uzadik¢a dagilma artmaktadir.

akis yolu uzuniuguf{cm)

0.25

Sekil 4.7 Akis yolu uzunlugunun numune bandindaki dagilmaya etkisi [83]
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4. Reaksiyon hiicresi tipi: Numune ve reaktant akis siiresinde ya tamamen
reaksiyona girmez veya reaksiyon sirasinda numune ve reaktant tam olarak diizgiin
bir dagilim olusturmaz. Bu gibi durumlarda reaksiyon hiicreleri kullanilir.
Kullanilan reaksiyon hiicrelerinin sekli reaksiyonun hizina bagh olarak dagilmay:

etkilemektedir [97].

5.Reaksiyon hiz1: Reaksiyon hizi yiiksek olan bir analizde dagilma ¢ok fazla olmaz.
Ayrica boyle bir analizde kullanilan reaksiyon hiicresi ve akis yolu uzunlugu kisa

olur [83].
4.4 Reaksiyon/Ayrim Kolonu ve Tipleri

Akis enjeksiyon analizinde numunelerin reaktant ile tam olarak reaksiyona
girmesi/ayrim yapilabilmesi ve tekrar akis icinde simetrik bir dagilimla ilerlemesi
icin ¢ok cesitli reaksiyon/ayrim kolonlar1 kullanilmaktadir. Bu ayrim/reaksiyon
kolonlar1 diiz, oriilmiis, helezon seklinde sarilmis, dalgalanmis sekilde
olabilmektedir [83]. Reaksiyon kolonunun sekli farklilastik¢a simetrik bir dagilim
gozlemlenmektedir. Ayrica, bir noktada karistirma yapan ve reaktant ile numune
cozeltisinin reaksiyon kolonunda degil de akis yolu lizerinde reaksiyona sokuldugu
sistemler de kullanilmaktadir [97]. Sekil 4.8’de ¢esitli sekillerdeki ayrim /reaksiyon

kolonlar: gorilmektedir.

TASIYICI ORUN

REAKTANT

Sekil 4. 8 Ayrim/Reaksiyon kolonu tipleri
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S

Materyal ve Metod

5.1 Materyal

5.1.1 Kullanilan Kimyasallar

Bu boliimde sirasiyla borat secici elektrot hazirlanmasinda; glikoz, glikozile
hemoglobin, glikozile albumin ¢6zetilerinin hazirlanmasinda ve mini ayirim

kolonunun dolgu maddesinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar verilmistir.
e Borat secici elektrot hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar:

Glimis borat: 0,1 M giimiis nitrat ve 0,1 M sodyum tetra borat homojenizator

kullanilarak karistirilip ¢oktiiriilmiis ve etlivde 3 giin kurutularak elde edilmistir.

Ag>S: 0,1 M sodyum siilfiir ve 0,1 M giimiis nitrat ile ¢oktiiriilerek elde edilir ayrica

ticari olarak tedarik edilebilir. Calismamizda Sigma marka kullanilmistir.

CuzS: 0,1 M Bakir 1 kloriir+ 0,1 M sodyum siilfiir ile ¢oktiiriilerek elde edilir ayrica

ticari olarak tedarik edilebilir. Calismamizda Sigma marka kullanilmistir.

Kati kontakt: % 50 grafit, % 35 epoksi, % 15 sertlestirici ve birka¢ damla
THF /akrilik kullanilarak hazirlanmistir.

Saflastirilmis tetrahidrofuran (THF): 2-3 spatiil benzofenon, balon jojenin yarisina
kadar THF, 2-3 par¢a sodyum metali ince levhalar halinde kesilerek balon jojeye

ilave edilip, saflastirilmistir.
Epoksi: Ticari olarak temin edilmistir.
e Glikoz, g-HSA, HbA1lcgozetilerinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar:

HbAlc ve g-HSA (glikozile-insan serum albiimini) ticari olarak temin edilmistir.
(HbAlc: IRMM/Instute For Referrence Materials And Measurument, BCR-405,
Human blood haemolysate. g-HSA: Sigma). Glikoz ¢6zeltisi (dekstroz monohidrat)
1x10-5-1x10-1 M olacak sekilde 5 farkli konsantrasyonda hazirlanmistir.
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e Mini ayirim kolonu dolgu maddesinin hazirlanmasinda kullanilan

kimyasallar:

Grafit oksit temelli bir kolon dolgu malzemesi hazirlanmistir.

100 mg grafit oksit (GO) yaklasik 1 mikron ¢apinda olup % 90 oraninda ytlizeyinde
karboksil grubu icermektedir. 0.5 ml karbodiimid /n-hidroksisiiksinamid (1:1 w/w),
80 mg APBA, 200 mg L-askorbik asit, 0.1 mol/I'lik hidroklorik asit (HCI)

kullanilmistir.

5.1.2 Kaullanilan Cihazlar

Cozeltilerin ve kompozitlerin hazirlanmasinda hassas terazi, ultrasonic
homojenizator (ulrasonic cell crusher), su banyosu, manyetik karistirici, santrifiij,

etliv ve ultrasaf su cihazi kullanilmistir.

Calisilan ¢ozeltilerin pH 6lglimii Microcomputer pH/Conductuvity/Temp Meter
6307 marka pH 6l¢iim cihazi ile yapilmistir.

Gelistirilen kompozit iyon secicici elektrotun potansiyometrik él¢ciimleri MEDISEN
marka dort kanalli potansiyometre ile yapilmistir. ISEMS yazilim programi ile Acer

marka diziistii bilgisayar kullanilmistir.

Durgun fazdaki potansiyometrik 6l¢iimlerde kullanilan Ag/AgCl referans elektrodu
ticari olarak temin edilmistir. Markas1 ABD menseili HANNA INSTRUMENTS dir.
Akis enjeksiyon analiz sistemde Prof.Dr.Ibrahim ISILDAK (Medisen AR-GE)
tarafindan gelistirilen mini bir Ag/AgCl referans elektrot akis hiicresine uygun

boyutlarda hazirlanarak hiicreye takilmis ve 6l¢tiim alinmistir.

Akis enjeksiyon sistemde kullanilan peristaltik pompa Global FIA Valco markadir
(Vici Miligat Pump), modeli CP-DSM'dir.

Hareketli ortamda numune enjeksiyonu icin kullanilan ¢oklu valf Global FIA Valco
Vici markadir. Valf parametrelerini ayarlamak ig¢in kullandigimiz bilgisayar

programu ticari bir yazilimdir ve markasi FIZF'dir.

Sekil 5.1'de hareketli ortamda yapilan ¢alismalar boyunca kullanilan akis enjeksiyon

sistemi gorulmektedir.
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Sekil 5. 1 Gelistirilen akis enjeksiyon analiz sisteminin genel gériiniimii

5.2 Metod

Deneysel calismalarimiz sirasinda kullanilan standart anyon c¢ozeltileri, farkl
anyonlarin sodyum tuzlarindan hazirlandi. Béylece anyon c¢ozeltileri i¢in katyon
tiiri sabit tutulmus oldu. Anyon ¢ozeltilerinin 6ncelikle hassas bir sekilde her bir
cozeltinin derisimi 0,1 M olacak sekilde ultra saf su kullanilarak stok cozeltileri
hazirlandi. Daha sonra her bir anyonun stok ¢ozeltileri kullanilarak daha seyreltik

derisimlerdeki ¢ozeltileri ultra saf su kullanilarak hazirlandi.

Elektrotlar 6. boliimde yer alan Tablo 6.1'de verilen igeriklere uygun bir sekilde
hazirlanarak potansiyometrik sistemde hem durgun fazda hem de hareketli fazla
performanslar1 degerlendirilmistir. Durgun ortam testleri elektrotlarin dogrudan
hazirlanan standart ¢ozeltilere daldirilmasi ile gercgeklestirilmistir. Durgun fazda
optimum potansiyometrik sinyali veren elektrot belirlenerek akis enjeksiyon
sistemde Ol¢giim alinmak {izere 06zel olarak tasarlanan akis hiicresine
yerlestirilmistir. Akis enjeksiyon sistemde nihai hedef olan kandaki glikozile
proteinlerin belirlenmesi amaciyla standart glikoz, g-HSA ve HbAlc c¢ozeltileri
hazirlanmis ve gelistirilen borat elektrotun bu yapilar1 akis enjeksiyon sistemde
belirleme oran1 degerlendirilmistir. Nihai degerlendirme, baslangicta akis
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enjeksiyon sisteme beslenen B4072-konsantrasyonunda meydana gelen azalmaya
dayanarak yapilmasi hedeflenmistir. Borat iyonlarinin glikozile proteinlere

baglanmasi Boliim 2.2’de anlatilmistir.

5.2.1 Karbon Nano Tiip-Giimiis Borat (CNT-GB) Temelli Kompozit Borat

Elektrotlarin Hazirlanmasi

Calismamizda oncelikle glimiis borat sentezlenmistir. Giimiis borat1 elde edebilmek
icin sodyum tetraborat ve glimiis nitrat tuzlar1 kullanilarak hazirlanan 0,1 M
sodyum tetraboratve 0,1 M giimiis nitrat ¢ozeltileri kullanildi. Hazirlanan ¢6zelti 1:1
hacimde olacak sekilde karistirilarak glimiis boratin ¢oktiirtilmesi saglandi. Karsim
20 dakika 5000 rpm’de santriflij edildi. Cokelekler 90 °C’deki etiivde 4 saat
kurumaya birakildi. Kuruyan c¢okelekler ile farkli kompozisyonlarda kompozit

matriksler hazirlandu.

Diger yandan karbon nano tiip-giimiis borat (CNT-GB) sentezi yapildi. 0,1 g CNT
alinarak 0,1 M AgNOs ¢ozeltisi igerisinde karistirilarak 1 saat siire ile 1,5 V'luk dogru
akim uygulandi ve ¢ozelti icerisinde bulunan Ag* iyonlarinin CNT ylizeyinde Ag%a
indirgenmesi  saglandi. Yiizeyinde indirgenmis gimis bulunan CNT,
santrifiijlenerek cozeltiden ayrildi. Stiziilen CNT bu kez 0,1 M NazB407 ¢ozeltisi
icerisine konulup karistirilarak 1 saat stireile 1,5 V'luk dogru akim bu kez ters yonde
uygulandi ve B407% iyonlari ile CNT yiizeyindeki glimiisiin CNT yiizeyinde giimiis
borat olusturmasi saglandi. CNT ylizeyinde gimis borat olusumu saglandiktan
sonra tekrar santrifiijlenerek siiziildii ve elde edilen CNT-GB etlivde kurutularak

kompozit elektrot kompozisyonunda kullanilmak tizere hazir hale getirildi.

Calismamizda yer alan borat elektrotlarin hazirlanmasi1 asamasinda 130’dan fazla
farkli kompozisyon denenmis ve optimum sartlar1 saglayan elektrot icerigi
belirlenerek borat iyonuna olan segcicilikleri ve Cl-, SO42-, HCO3-, NO3" gibi ¢ozeltilere
kars: segicilikleri test edilmistir. ilk calismalarda (1-39 serisi) serbest giimiis borat
ve CNT bazhh kompozisyonlar denemistir. Ancak tekrarlanabilir yanitlar
alinamadigindan CNT yiizeyine gimis borat tutturularak (CNT-GB)
kompozisyonlar hazirlanmis ve potansiyometrik performanslari

degerlendirilmistir. CNT-GB kompozit elektrotlarin tekrarlanabilir ve segici yanitlar
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verdigi tespit edilmistir. Tablo 6.1'e CNT-GB temelli kompozit kompozisyonlar

verilmistir.

Tekrarlanabilirligin degerlendirilebilmesi i¢in her kompozit bilesimi en az 3 adet
olacak sekilde hazirlanmis ve iyi sonug veren karisimlar 2-3 kez daha sentezlenerek

tekrar test edilmistir.

CNT-GB bazli kompozit iyon segici elektrot hazirlama prosediirii asagidaki gibidir:
Kullanilacak materyallerin tiimii yikanir, (Glimiis borat ve karbon nano tiip sentezi)
alkol-aseton-saf sudan gecirilerek etiivde kurutulduktan sonra kullanima hazir hale
getirilir. Belirtilen iceriklerdeki kimyasallar hassas terazide tartilarak havanda iyice
ezilerek karistirilir. Havanda karistirilan malzeme saat camina alinir ve laminar
kabin altinda epoksi ve ¢oziiciisii eklenerek kivamli bir hale gelene kadar spatiil
yardimiyla homojen bir karisim elde edilir. Elde edilen karisim spatiil yardimiyla
kateter borulara doldurulur. Katerer boru doldurulduktan sonra iki ucunu da tam
olarak kapatacak sekilde vida-civi gibi aparatlarla boru sikistirihir. lyice sikistirilan
borularda kompozitlerin iyice kurumasi saglanir. Malzeme kuruma
asamasindayken borular zaman zaman sikistirilir. Ortalama kuruma siiresi 3-4

haftadir. Sekil 5.2’de kompozitleri sikistirmada kullanilan mengene gosterilmistir.

Sekil 5. 2 Kompozitlerin sikistirilmasi icin kullanilan mengene

Kompozitlerin elektrot haline déniistiiriilmesi: Iyice kuruyan kompozitlerin

bulundugu kateter borulardan kesit alinir. Kat1 kontakt hazirlanarak bakir tele
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kesilen kompozit tutturulur ve kati kontakt ytlizeyi siv1 yapistirici ile kaplanarak

izole edilir ve yapistiricinin iyice kurumasi saglanir.

lyice kuruyan elektrotlar 1x10-1 M borat ¢ozeltisinde 1 giin doyurmaya
birakildiktan sonra ol¢iime hazir hale gelmektedir. Sekil 5.3’de kompozitlerin

elektrot haline getirilmis hali gosterilmistir.

Sekil 5. 3 Kompozitlerin bakir tele kat1 kontakt ile tutturularak elelektrot haline
getirilmesi

5.2.2 Standart Glikoz, G-HSA ve HbA1c Coézeltilerinin Hazirlanmasi
Akis enjeksiyonda 6l¢iim alinmak tizere hazirlanan standart glikoz, g-HSA ve HbA1lc
cozeltileri agsagidaki gibidir:

HbA1c saflastirilmis olarak olarak (ticari) temin edilmistir. (IRMM/Instute For
Referrence Materials And Measurument, BCR-405, Human blood haemolysate). 1ml

ultra saf su ile seyreltilerek kullanilmistir.

G-HSA saflastirilmis olarak olarak (ticari) temin edilmistir (Sigma marka). 1 ml ultra
saf su ile seyreltilerek hazirlanmistir. Glikozile albiimin farkli prosediirlerle de

hazirlanabilmektedir [98].
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Glikoz ¢ozeltisi (dekstroz monohidrat) 1x10-1-1x10-> M arasi 10 kat fark olacak

sekilde 5 farkli derisimde hazirlanmistir.

5.2.3 Kolon Dolgu Maddesinin Hazirlanmasi

Akis enjeksiyon sistemde glikoz, g-HSA ve HbAlc'yi ayirmada kullanilacak olan
ayrim kolonu dolgu maddesi grafit oksit-aminofenilboronik asit (GO-APBA) temelli

hazirlanmistir.

100 mg grafit oksit 40 ml ultra saf su icinde ¢6zilildi. Homojen karismasi i¢in 5 dk
ultrasonikasyon islemi yapildi. 0.5 mL karbodiimid/n-hidroksisiiksinamid (1:1
w/w) eklendi. 1 saat karistirildi. 80 mg APBA eklendi. Bir gece karismaya birakildi.
200 mg L-askorbik asit eklenerek su banyosunda ve 37 °C’de 24 saat bekletildi. 5000
rpm'de 15 dakika santrifiij edildi. Siv1 faz uzaklastirildiktan sonra 25 °C’'de 24 saat
kurumaya birakildi. Kolon dolgusu yerlestirilecek kissm 0.1 mol/I'lik hidroklorik
asit ¢ozeltisinde 1 giin bekletildi. Sonra saf sudan gegirilerek temizlendi. Yaklasik 50
mg GO-APBA karisimi bu kisima dolduruldu. Malzemenin kagmamasi igin iki ug
kismina pamuk tikag yerlestirildi. Kullanilmadan 6nce kolon dolgusu, metil alkol ve

saf sudan gegirilerek kullanima hazir hale getirildi ve kolona dolduruldu (50mg).
5.3 Calisma Yontemi

Bu calismada karbon nano tiip-giimtus borat (CNT-GB) kompozit iyon segici elektrot
gelistirilerek elektrotlarin durgun potansiyometrik performans ozellikleri test
edildi. CNT-GB kompozit elektrotlarin akis enjeksiyon analiz sistemlerinde
sergiledigi potansiyometrik davranislar test edildi. Hazirlanan kompozit elektrotlar
ile 6l¢lim alinmadan 6nce elektrotlarin yiizeylerinden ¢ok ince bir kesit alindi1 ve

yuzeylerin aktif hale getirilmesi saglandi.

Durgun ortam oOlc¢iimleri, oda sicakliginda CNT-GB temelli kompozit borat

elektrotlarin standart ¢ozeltiler icerisine dogrudan daldirilmasi ile yapildu.

Kompozit borat segici elektrodun akis enjeksiyon analiz (FIA) sisteminde dedektor
olarak kullanilabilirligi arastirildi. Bu amagla, mikro hacime sahip akis hiicresi

hazirlandi. Haraketli ortam 6l¢iimleri tasarladigimiz akis hiicresine CNT-GB temelli
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kompozit borat elektrotun ve Ag/AgCl referans elektrotun yerlestirilmesi ve

hareketli faz olarak 5x10-4 M borat ¢ozeltisinin kullanilmasiyla yapildu.

FIA sisteminin optimizasyonu i¢in hareketli faz ve akis hizi parametreleri test
edilerek en uygun akis parametreleri belirlendi. Farkli konsantrasyonlarda glikoz,
g-HSA ve HbAlc standart c¢ozeltileri akis enjeksiyon sisteme farkl
konsantrasyonlarda enjekte edilerek potansiyometrik cevaplar1 tespit edildi.
Hazirlanan ayirma kolonu enjeksiyon ve dedektor bolmesi arasina yerlestirilerek
standart ¢o6zleti karisimi sisteme enjekte edilmis ve es zamanli HbAlc, g-HSA ve
glikoz diizeyi analiz edilmeye c¢alisiimistir. Akabinde standart ilavesi edilmis
serumlarla 6l¢iimler alinarak sonuglar kiyaslanmistir. Baslangigta sisteme beslenen
borat konsantrasyonundaki azalma degerlendirilerek glikozun, g-HSA'nin ve

HbA1c’nin borata baglanma miktari tespit edilmesi hedeflenmistir.
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6

Bulgular ve Tartisma

6.1 Durgun Ortam Calismalari

6.1.1 CNT-GB Elektrotlar ile Durgun Ortam Calismalar:

Tablo 6.1'de ¢alisma icin hazirlanan CNT-GB kompozit elektrot kompozisyonlari
verilmistir. Oncesinde serbest halde giimiis borat ve karbon nano tiip bulunan
seriler (1-39 serisi) hazirlanmistir ancak istenilen diizeyde potansyometrik
performans alinamadigi icin CNT-GB sentezlenerek  kompozisyonlar

olusturulmustur.

Tablo 6. 1 CNT-GB kompozit elektrot kompozisyonlari

Kompozisyon | CNT (g) CNT- Ag,S CuzS Epoksi
AgzBO0s3
40* 0,1 0,01 0,08 0,01 0,8
41 0,02 0,09 0,08 0,01 0,8
42 0,04 0,07 0,08 0,01 0,8
43 0,04 0,1 0,08 0,01 0,8
44 0,08 0,1 0,08 0,01 0,8
45 0,1 0,1 0,08 0,01 0,6
46 0,1 0,15 0,08 0,01 0,6
47 0,1 0,15 0,08 0,01 0,8
48 0,15 0,15 0,08 0,01 0,6
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49 0,15 0,05 0,08 0,01 0,6
50 - 0,2 - - 0,4
51 0,1 - 0,08 0,01 0,1
52 0,1 - 0,08 0,01 0,2
53 0,1 - 0,08 0,01 0,3
54 0,1 - 0,08 0,01 0,4
55 0,11 - 0,08 0,01 0,1
56 0,11 - 0,08 0,01 0,2
57 0,11 - 0,08 0,01 0,3
58 0,11 0,04 0,08 0,01 0,22
59 0,11 0,02 0,08 0,01 0,22
60 0,11 0,04 0,08 0,01 0,22
61 0,11 0,06 0,08 0,01 0,22
62 0,11 0,08 0,08 0,01 0,22
63 0,15 0,02 0,08 0,01 0,22
64 0,01 0,1 0,08 0,01 0,22
65 0,01 0,1 0,08 0,01 0,8
66 0,11 - 0,08 0,01 0,2
67 0,1 0,01 0,08 0,01 0,4
81* 0,01 0,01 0,08 0,01 0,6
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84* 0,1 0,01 0,08 0,03 0,3

90* 0,1 0,01 0,08 0,03 0,2
102* 0,1 0,01 0,08 0,03 0,2
103* 0,1 0,01 0,08 0,03 0,1

*Daha iyi sonug¢ veren karisimlar: Durgun fazdaki 1,0x10-1-1,0x10-> M standart sodyum tetraborat
¢ozeltisine karsi sergiledikleri tekrarli potansiyometrik davranislar baz alinarak daha iyi sonug veren

karisimlara karar verilmistir.

Tablo 6.1’de gosterilen farkli kompozisyonlardaki her bir karisim katater borular
icerisine doldurularak mengenede sikistirildi ve oda sicakliginda ortalama ti¢ hafta
kurumasi saglandi. Kuruyan kompozitlerden uygun uzunlukta kesitler alinarak akis
hiicresine uygun boyuttaki plastik boru icerisine yerlestirildi. Borunun u¢ kismi
halka seklinde siv1yapistirici ile kaplanarak icine sivi kacisi engellendi. Ardindan bir
bakir telin ucuna kati kontakt kullanilarak yapistirildi. Kati1 kontakt icerigi % 50
grafit, % 35 epoksi, % 15 ¢oziicii seklinde kullanilmistir. Yapistirilan kisimlarda
kalan agikliklar ve kat1 kontakt materyali pateks tarzi bir yapistirici ile izole edilerek
CNT-GB kompozit elektrotlarin hazirlamasi tamamlandi. Elektrotlar 1 gece 1,0x10-1
M standart sodyum tetraborat ¢6zeltisi igerisinde doyurularak potansiyometrik

Olgiime hazir hale getirildi.

CNT-GB kompozit elektrotlarin 1,0x10-1-1,0x10-> M arasinda standart sodyum
tetraborat c¢ozeltisi icerisinde tetraborat (B107%) iyonlarina karsi sergiledigi
potansiyometrik davranislar incelendi. Yaptigimiz o6l¢iimler sonunda en iyi
potansiyometrik performansi sergileyen kompozisyonun 102-103 serisi olduguna
karar verildi. 102-103 nolu elektrotun borat iyonlarina karsi sergiledigi

potansiyometrik davranis Sekil 6.1’de goriilmektedir.
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Sekil 6. 1 102 Nolu kompozisyon ile hazirlanan elektrot serisinin B407?- iyonlarina
karsi sergiledigi potansiyometrik yanit
(2): 1,0x10-1M B407%,(b): 1,0x10-2M B407%(c): 1,0x10-3M B407%,(d): 1,0x10-*M
B407%

1,0x10-1-1,0x105> M arasinda katyon tiirii sabit tutulmus (sodyum tuzlar
kullanilarak hazirlanan) standart anyon c¢ozeltilerine karsi CNT-GB kompozit
elektrotlarin sergiledigi potansiyometrik davranislar, elektrotlarin standart anyon
cozeltileri icerisine (1,0x10-1-1,0x10-> M arasinda) direkt olarak daldirilmasiyla test
edildi. Bir ¢ozeltiden diger bir ¢ozeltiye gecis sirasinda elektrotlarin ultra saf su ile

iyice yikanmasina dikkat edildi.
6.1.2 CNT-GB Kompozit Elektrotlarin Potansiyometrik Performans
Ozelikleri

Bu boliimde hazirlanan kompozit borat secici elektrotlarin secicilik katsayisi, tayin
limiti, calisma Omrii, cevap zamani, tekrarlanabilirlik, pH c¢alisma araligr ve

elektrodun tekrarlanabilirlik davranislari incelenmistir.
e CNT-GB Kompozit Elektrotlarin Secicilik Katsayisi

Standart anyon ¢ozeltilerine karsi gelistirilen CNT-GB elektrotun sergiledigi

potansiyometrik davraniglar Sekil 6.2 ve Sekil 6.3’de verilmistir.
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Sekil 6. 2 102 Nolu elektrotun segicilik katsayisi belirlenirken alinan
potansiyometrik 6l¢iim 6rnegi
(a): 1,0x10-1M B4072%, (b): 1,0x10-2M B407%, (c): 1,0x10-3M B4072, (d): 1,0x10-*M
B407%, (e): 1,0x10->M B4072, (f): 1,0x10->M HCOs;, (g): 1,0x10-1M HCO3z', (k):
1,0x10->M CI-,(m): 1,0x10-1 M CI-

Sekil 6.3’de borat secici elektrotun standart anyon c¢ozeltilerine kars: sergiledigi

potansiyometrik cevap grafigi yer almaktadir.

Gelistirdigimiz elektrotun borat iyonlarina karsi secgici bir davranis sergiledigi
goruldu. Elektrotlarin secici davranisini daha detayli anlayabilmek i¢in secicilik
katsayilar1 hesaplandi. Bunun icin 6ncelikle 1,0x10-1-1,0x10-4 M standart B407%
cozeltileri hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler ile CNT-GB kompozit elektrotlarin B407%
cozeltilerine karsi sergiledigi potansiyel degisimleri incelendi. Elde edilen veriler ile
kalibrasyon grafigi ¢izildi ve bir dogru denklemi elde edildi. Daha sonra yine ayni
elektrotlarin farkli standart anyon c¢ozeltilerinin 1,0x10-1-1,0x10-> M arasinda
degisen konsantrasyonlardaki potansiyel degisimleri 6l¢ililerek kalibrasyon grafigi
olusturuldu. Elde edilen kalibrasyon grafigi ve dogru denklemi yardimiyla CNT-GB
kompozit elektrotlarin segicilik katsayilar1 hesaplandi. Segicilik katsayilarinin

hesaplanmasinda kullanilan kalibrasyon grafigi Sekil 6.4’de verilmistir.
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Sekil 6. 3 Borat secici elektrotun standart anyon ¢ozeltilerine karsi sergiledigi
potansiyometrik cevaplar

Secicilik katsayisi hesabinda kullanilan kalibrasyon grafigi
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Sekil 6. 4 Secicilik katsayis1 hesabinda kullanilan kalibrasyon grafigi

Tablo 6.3’de verilen potansiyel degerler ile ayr1 ¢ozelti metoduna gore secicilik
katsayilar1 hesaplanmigtir. Tim iyonlarin ayr1 ¢ozelti metoduna gore yaptiklari
girisim degerleri Tablo 6.2’de verilmistir.
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Tablo 6. 2 CNT-GB kompozit elektrotlarin farkli anyonlarin degisen derisimlerine
karsi sergiledigi potansiyel degerleri

Cozelti 1,0x10"' M 1,0x102 M 1,0x10% M 1,0x10* M
B4Oy 1002,7 1033,3 1041,2 1053,9
NaCl 1071,9 1090,8 1093,5 1083,1

NaHCOs 1040,8 1046,4 1059,5 1066,1

NaNOs 1088,5 1095,5 1100,2 1101,1

NazS04 1091,8 1093,3 1088,9 1082,8

Iyon segici elektrotlardaki log a ve E arasindaki iliski ana iyon icin elde edilmektedir.

Esit iyon aktivitesi oldugu durumlarda asagidaki esitlik kullanilarak segicilik

katsayisi hesaplanir. Secicilik katsayisi ayr1 ¢ozelti metoduna gore asagidaki denklik

kullanilarak hesaplanmistir.

Log (Kij) = (Ej- Ei) zF / 2,303 RT

R=Gaz Sabiti: 8.314 ]J/mol K

F=Faraday Sabiti: 96.500 Coulomb/mol

T=Mutlak Sicaklik: 298 K

z: ana iyon yluki: -2 (B407%)

6.1)

Tablo 6. 3 Borat secici elektrotlarin segicilik katsayilar1 (Ayri ¢ozelti metodu)

Anyonlar (Kiy) -log (Ki,)
cl -0,00233 2,63
SO4 -0,00297 2,52
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HCOs3 -0,00125 2,90

NOs3 -0.00295 2,52

Bu hesaplamalar sonunda CNT-GB kompozit elektrotlar ile yapilan o6l¢iimlerde
borat-secici elektrodun borat iyonu yaninda, nitrat, klorat, siilfat ve bikarbonat

iyonlarina karsi segici davranmadigi gozlend.i.
e CNT-GB Kompozit Elektrotlarin Tayin limiti

Iyon segici elektrotun membran ara fazinda él¢iilebilir bir potansiyel farki meydana
getiren en diislik iyon derisimi tayin limitini vermektedir. Genel olarak iyon-secici
elektrotlar i¢in tayin limiti 1x10- ile 1x10-5> mol/l arahgindadir. Sekil 6.5'de
gorildigi tizere gelistirilen 102 nolu kompozit borat segici elektrotlarin tayin limiti
1x10-4 M olarak belirlenmistir.
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Sekil 6. 5 Gelistirilen 102 nolu kompozit borat segici elektrotlarin tayin limiti

(a): 1,0x10-1M B407%, (b): 1,0x10-2M B407%, (c): 1,0x10-3B407%, (d): 1,0x10-4 B407%
(e): 1,0x10-5B407%
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¢ CNT-GB Kompozit Elektrotlarin Cevap zamani

[UPAC tanimina gore cevap zamani; dedektor ¢iktisinin baslangi¢ degerinin belirli
yluzdeler (6rnegin % 90 ila % 10) arasinda degismesi icin gereken zamandir[99].
Gelistirilen kompozit borat segici elektrotlarin cevap zamani konsantrasyona bagh
olarak 4-20 saniye aralifinda degisim gostermektedir. Sekil 6.6’da 88 nolu
elektrotun cevap zamani (4 saniye) gosterilmektedir.
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Sekil 6. 6 88 nolu elektrotun cevap zamanini gosteren grafik.

(a): 1,0x10-1M B407%, (b): 1,0x10-2M B4072

e CNT-GB Kompozit Elektrotlarin Tekrarlanabilirlik Testi

Tekrarlanabilirlik; farkli derisimlerdeki c¢o6zeltilerde elektrot potansiyelinin
Olgiilmesi ve bu islemin tekrarlanmasi sonucu elde edilen degerlerin standart
sapmasidir. Bu sonug¢ analizin giivenirligi konusunda 6nemli bir parametredir.
Gelistirdigimiz borat elektrotun tekrarlanabilirlik testi 1x10-2 M ve 1x10-3 M borat
cozeltisi ile asagidaki sekilde belirlenmistir. Sekil 6.7’de tekrarlanabilirlik testi

verilmistir.
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Sekil 6. 7 102 Nolu elektrotun tekrarlanabilirlik testi

(b): 1,0x10-2M B4072", (c): 1,0x10-3M B4072

Gelistirdigimiz elektrotlarin 1x10-2 M ve 1x10-3 M borat ¢ozeltisi ile yapilan

tekrarlanabilirlik performansi istenilen diizeyde oldugu goriilmektedir.
e CNT-GB Kompozit Elektrotlarin Kullanim Omrii

Kullanim émriinii belirlemek icin 102 nolu elektrot baz alinmistir. ilk él¢iim Mayis
2018'de, son olciim Ekim 2018’de yapilmistir. EKim ayinda alinan 6lglim Sekil
6.8’deki gibidir. Kullanim 6mrii 102 nolu elektrot i¢in 5 ay olarak belirlenmistir.

Genel olarak elektrotlarin kullanim émriintin 5-8 ay oldugu gorilmiistir.
e CNT-GB Kompozit Elektrotlarin pH Calisma Aralig::

Hazirladigimiz c¢ozeltilerin pH degerleri Microcomputer pH/ Conductivity /Temp
Meter 6307 marka pH 6lciim cihazi ile yapilmistir. Oncelikle sodyum fosfat ¢ozeltisi
pHs1 7.4 olacak sekilde hazirlanmistir. Bunun i¢in 68.4 ml Na;HPO4 ve 31.6 ml
NaH2PO4 ¢ozeltisi kullanilmistir. 0,1 M NaOH ve 0,01 M HCI eklenerek pH bazik (pH:
8.72) ve asidik (pH: 5.96) olacak sekilde ayarlanmistir. Borat segici elektrotun pH
calisma araligi pH 7-8 olarak belirlenmistir. Kan pH degeri 7,4 oldugundan CNT-GB
kompozit elektrotlar kan numunesi ile ¢calismak i¢in uygun bulunmustur. Sekil

6.9’da pH ¢alisma aralig1 tayini yer almaktadir.
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Sekil 6. 8 5 ay sonunda 102 nolu elektrotlarin potansiyometrik performanslari
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Sekil 6.9 102 nolu CNT-GB elektrotlarin pH ¢alisma araligi

¢ CNT-GB Kompozit Elektrotlarin Dogrusal Calisma Araligi

CNT-GB kompozit elektrotlar1 kullanarak yaptigimiz potansiyometrik o6lgtimler

sonucunda elektrotlarin 1,0x10-4-1,0x10-1 M arasinda standart B4O7?2 iyonlarina
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karsi dogrusal cevap sergiledigi gozlendi. Elektrotlarin dogrusal ¢alisma araliginda
her 10 katlik konsantrasyon degisiminde yaklasik olarak 20 - 35 mV potansiyel fark
olusturdugu gozlendi. Sekil 6.10°da gelistirilen elektrotlarin dogrusal ¢alisma araligi
ve kalibrasyon grafigi yer almaktadir. Grafikten dogrusal ¢alisma araliginin 1x10-1-

1x 104 M araliginda oldugu gézlenmektedir.

Dogrusal Calisma Arahg

Potansiyel (my)

Ln

Kalibrasyon Grafigi -1 -2 3 »

1200 og C (mol/l)

1000

potansiyvel {mi)

Sekil 6. 10 CNT-GB elektrotlarin durgun fazda dogrusal calisma aralig1 ve
kalibrasyon grafigi

Ayni sartlar altinda islemler tekrarlandiginda da benzer potansiyel o6l¢iimler
alinmistir. Bu nedenle gelistirdigimiz elektrotun tutarh ve tekrarlanabilir sonuglar
verdigine karar verilmis ve akis enjeksiyon sistemde dedektor olarak kullanilmaya

uygun bulunmustur.
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6.1.3 Durgun Ortamda Standart Cozletilere Kars1 Alinan Potansiyometrik

Yanitlar

Bu boélimde durgun ortamda glikoz, g-HSA ve HbAlc'ye karsi alinan
potansiyometrik yanitlar degerlendirilmistir. Ticari olarak temin edilen
saflastirilmis g-HSA ve HbA1c 1ml ultra saf su ile seyreltilip 24 saat boyunca 4 °C’de

bekletildikten sonra 6lgtimlerde kullanilmislardir.

Sekil 6.11'de CNT-GB kompozit elektrotlarin 1x10-5-1x10-1 M borata verdigi yanit
test edildikten sonra, 3 ml 5x10-3 M borat ¢ozeltisine farkli hacimlerde (sirasiyla 0,5
ml, 1ml, 1ml) 1x10-2 M g-HSA eklenerek elde edilen potansiyel degisimi
gorilmektedir. Beklenildigi tizere 5x10-3 M borat ¢ozeltisine g-HSA eklendikge
pikler pozitif yonde konsantrasyonla dogru orantili sekilde degismektedir.
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Sekil 6. 11 Durgun ortamda borat ¢ozeltisine g-HSA eklenerek alinan
potansiyometrik yanit

(a): 1,0x10-1M B407%, (d): 1,0x10-*B4072 (e): 1,0x10-5 B407%

Sekil 6.12’de durgun ortamda 3 ml 5x10-3 M borat ¢ozeltisine glikoz eklenerek
alinan potansiyometrik yanit gérilmektedir. Beklenildigi tizere 5x10-3 M borat

cozeltisine ardarda 1'er ml 1x10-2 M glikoz ¢6zeltisi eklendikge pikler pozitif yonde
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tutarlh bir sekilde degismektedir. Bu durum gelistirilen CNT-GB kompozit
elektrotlarin glikoza karsi segici ¢alistigini gostermektedir.
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Sekil 6. 12 Durgun ortamda 5x10-3 M borat ¢ozeltisine 1x10-2 glikoz eklenerek
alinan potansiyometrik yanit
(x): 5x10-3 M borat +900 pl 1x10-2 M glikoz, (y): 5x10-3 M borat +1100 pl 1x10-2 M
glikoz, (z): 5x10-3 M borat +2 ml 1x10-2M glikoz, (t): 5x10-3 M borat +3 ml 1x10-2
M glikoz, (k): 5x10-3 M borat +4 ml 1x10-2 M glikoz, (1): 5x10-3 M borat +5 ml 1x10-
2 M glikoz, (m): 5x10-3 M borat +6 ml 1x10-2 M glikoz

Sekil 6.13’de durgun ortamda 6ncelikle 5x10-3 M borat okunduktan sonra 5x10-3 M
borat ¢ozeltisine 1ler ml 1x10-1 M HbAlc eklenerek alinan potansiyometrik yanit
beklenildigi tizere pozitif yonde degisen pik seklinde olmustur. Ardindan CNT-GB
elektrot tekrar 5x10-3 M borat ¢6zeltisine daldirildiginda alinan potansiyometrik

yanit beklenildigi tizere negatif yonde olmustur.
6.2 Hareketli Ortam Calismalari

Hareketli ortam calismalar1 tasarladigimiz akis enjeksiyon analiz (FIA) sistem

lizerinden yapilmistir.
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Sekil 6. 13 Durgun ortamda HbA1c’ye karsi alinan potansiyometrik yanit

6.2.1 CNT-GB Kompozit Elektrotlarin Hareketli Ortam Calismalari

CNT-GB kompozit elektrotlarin akis enjeksiyon analiz (FIA) sistemlerinde dedektor
olarak kullanilabilmesi i¢in mini akis hiicreleri tasarlandi. Hazirlanan bu akis
hiicreleri Sekil 6.14’de goriilmektedir. Sekil 6.14’de hazirlanan akis hiicreleri ile
sizdirma probleminden dolay1 verimli bir 6l¢ciim elde edilemedi. Bu hiicrelerle
yapilan sizdirmalik testi Sekil 6.15’de goriilmektedir. Bu nedenle ayr1 bir enjeksiyon

boélmesi ve dedektér bélmesi olacak sekilde 2 pargali bir akis hiicresi tasarlanmistir.

Sekil 6.16 ve Sekil 6.17°deki gibi farkli bir akis hiicresi tasarimi yapilarak sizdirma

sorunu giderildi ve akis enjeksiyon sistemde tetraborat iyonlari tayini yapildi.

Oncelikle FIA sisteminin optimizasyonu icin hareketli faz konsantrasyonu ve akis
hiz1 parametreleri test edilerek optimum akis parametreleri belirlendi. Sekil 6.18’de

kullanilan akis enjeksiyon sistem gosterilmistir.
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Sekil 6. 14 Akis enjeksiyon icin tasarlanan ¢esitli akis hiicreleri

Sekil 6. 15 Akis hiicrelerinin sizdirmazlik testi

70



Sekil 6. 16 Akis Enjeksiyon sistemde kullanilan akis hiicresinin dedektér bélmesi

"W

-

Sekil 6. 17 Akis hiicresinin valfe ve harekeli faza bagli numune enjeksiyon bélmesi
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Sekil 6. 18 Calismada kullanilan akis enjeksiyon analiz sistemi 2 pargali akis
hiicresi

Tasarlanan akis enjeksiyon analiz sistemde birgok akis hizi ve enjeksiyon hacmi
denenmistir. Bu sekilde ortaya c¢ikarilan en uygun akis hizi ve enjeksiyon hacmi
belirlenmesi sirasinda alinan bir 6l¢iim Ornegi Sekil 6.19'da yer almaktadir.
Optimizasyon calismasi sirasinda oncelikle enjekte edilen 1x10-1-1x10-3 M borat
cozeltileri hacmi 15 pl olacak sekilde sabit tutulup, hareketli faz (5x10-> M borat
cozeltisi) akis hiz1 2-30 pl/s araliginda degistirilmistir. Akabinde hareketli faz akis
hizi 14 pl/s olacak sekilde sabitlenerek 1x10-1 M-1x10-4 M borat c¢ozeltileri
enjeksiyon hacmi 5-100 pl araliginda degistirilerek optimizasyon c¢alismasi

yapilmistir.

Cok sayida enjeksiyon hacmi ve akis hizlar1 denenerek yapilan 6lgtimler sonucu en
uygun akis hizi 14 pL/saniye, enjeksiyon hacmi ise 25 pL olarak belirlendi.
Optimum akis hizi ve enjeksiyon hacmi belirlenmis akis enjeksiyon analiz
sisteminde oncelikle CNT-GB kompozit elektrotlarin 1,0x10-> M-1,0x10-1 M standart
B4072- ¢ozeltilerinde sergiledigi potansiyometrik davranislar incelendi. Elde edilen

verilerin pik ytliksekligi degerleri ile kalibrasyon grafigi cizildi ve dogru denklemi
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olusturularak CNT-GB kompozit elektrotlarin hareketli ortamdaki tayin limiti

belirlenmistir.
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Sekil 6. 19 Akis enjeksiyon sistemde akis hizi ve enjeksiyon hacmi optimizasyonu
Olgctimlerinden bir 6rnek.
V: Enjeksiyon hacmi (ul), P: Hareketli faz akis hizi (pl/s), (a): 1,0x10-1 M B4072;, (b):
1,0x10-2M B407%, (c): 1,0x10-3B407%, (d): 1,0x10-#B4072 (e): 1,0x10-> B407%

Yapilan calismalar sonucu akis enjeksiyon analiz sisteminde degisen B4O7%
konsantrasyonlarina karsi elde edilen potansiyometrik sonucglar Sekil 6.20’de

verilmistir. Hareketli faz 5x10-> M B4072- olarak ayarlanmistir.

Gelistirilen iyon secici elektrotlarin akis enjeksiyon sistemde dogrusal calisma
araliklari ve kalibrasyon grafikleri pik ylikseklikleri baz alinarak belirlenmistir. Akis
enjeksiyon analiz sisteminde yapilan potansiyometrik olciimler sonucunda
elektrotlarin 1,0x10-4-1,0x10-1 M arasinda standart B4O7? iyonlarina karsi dogrusal
cevap sergiledigi gozlendi. Sekil 6.21 ve Sekil 6.22’de CNT-GB kompozit elektrotlarin
akis enjeksiyon sistemindeki dogrusal calisma aralig1 ve kalibrasyon grafigi yer

almaktadir. Dogrusal ¢alisma araligi 1,0x10-4-1,0x10-1 M olarak belirlenmistir

73



973,33~

972
970

968

966

/

J

964

V

my

962

/

1D4}i407

960

/

958
l Jr v 103 émm
958 A
v 102 4407
954 i
e 10-1B407
951,1- |
00:42:04 00:43:20 00:45:00 00:46:40 00:48:20 00:49:04

Zaman ss:dd:ss

Sekil 6. 20 Akis enjeksiyon sistemde CNT-GB elektrotlarin degisen B407% iyon
konsantrasyonlarina karsi sergiledigi potansiyometrik cevaplar

= N N w w
(6] o ] o ]

Pik Yuksekligi (mV)

=
o

Akis enjeksiyon dogrusal ¢calisma aralig

2 log C (mol/I) 3

Sekil 6. 21 CNT-GB kompozit elektrotlarin akis enjeksiyon sistemindeki dogrusal
calisma aralig1
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Akis enjeksiyon kalibrasyon grafigi
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Sekil 6. 22 CNT-GB elektrotlarin akis enjeksiyon sistemindeki kalibrasyon grafigi

Elektrotlarin akis enjeksiyon analiz sistemindeki tayin limitinin 1,0x10-4 M oldugu
belirlendi. Akis enjeksiyon analiz sisteminde dogrusal c¢alisma arahigindaki

potansiyel derisim iligkisini veren dogru denklemi;
Y=-5x(B407%)+12,5, R? degeri ise 0,9921 olarak belirlenmistir.

CNT-GB-borat kompozit elektrotlarin akis enjeksiyon analiz sisteminde
tekrarlanabilir sonuclar verdigi gozlendi. Tekrarlanabilirligin o6l¢iilmesi i¢in
oncelikle 1,0x10-1, 1,0x10-2, 1,0x10-3 M ve 1,0x10* M standart B407% cozeltileri
hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin herbirinin saniyede 14 pL akis hizinda ilerleyen hareketli
faz yardimiyla sisteme 25 pL enjekte edilmesiyle olusan potansiyel degisim
degerlerinden pik yiikseklikleri 6l¢lilerek sonug¢ alindi. Her bir enjeksiyon 2-3 kez
tekrar edildi. Sekil 6.23'de CNT-GB kompozit elektrotlarin tekrarlanabilirlik

calismasi goriilmektedir.
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Sekil 6. 23 CNT-GB kompozit elektrotlatin akis enjeksiyon sistemde
tekrarlanabilirlik ¢alismasi

6.2.2 Akis Enjeksiyon Sistemde Standart Cozeltilere Karsi Alinan

Potansiyometrik Yanitlar

Sekil 6.24’de akis enjeksiyon sistemde ayri1 ayri standart glikoz-g-HSA-HbAlc
enjeksiyonu sonucu alinan potansiyometrik sinyal gosterilmektedir. Hareketli faz
5x103 M B407% olarak ayarlanmistir. Beklenildigi tizere gelistirilen CNT-GB
kompozit elektrotlar sisteme glikoz-g-HSA-HbA1c enjeksiyonu yapildiginda pozitif
yonde yanit vermistir. Bu durum gelistirilen elektrotun glikoza, HbAlc ve g-HSA’ya

karsi hareketli sistemde duyarli oldugunu gostermektedir.

CNT-GB-borat kompozit elektrotlarin akis enjeksiyon analiz sisteminde standart
cozeltilere karsi sergiledigi potansiyometrik davranisi degerlendirebilmek icin
oncelikle standart glikoz ¢ozeltileri hazirlanmistir. Glikoz ¢6zelti konsantrasyonlari
1,0x10-1, 1,0x10-2, 1,0x10-3 M, 1,0x10-4 M ve 1,0x10-> M olacak sekilde hazirlanmis
ve akis enjeksiyon sisteme 25 pl hacimde 14 pl/s hizinda verilerek potansiyometrik
cevabi test edilmistir. Sekil 6.25’de standart glikoz c¢ozeltilerinin akis enjeksiyon

sisteme enjekte edilmesi ile alinan potansiyometrik yanit verilmistir. CNT-GB
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kompozit elektrotlar akis enjeksiyon sistemde B407?- iyonlarina karsi negatif yonde

calisirken, glikoz enjeksiyonuyla tam tersi yonde pik vermektedir. Elektrotlarin

glikoza karsi segici oldugu gorilmektedir.
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Sekil 6. 24 Akis enjeksiyon sistemde ayrim kolonu kullanilmadan glikoz-g-HSA-
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HbA1c enjeksiyonu ile alinan potansiyometik yanit
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Sekil 6. 25 Standart glikoz ¢ozeltilerinin akis enjeksiyon sisteme enjekte edilmesi
ile alinan potansiyometrik yanit
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Sekil 6.26’'da CNT-GB elektrotun glikoz oOlg¢limiinde tekrarlanabilirligi

degerlendirilmistir. Farkli konsantrasyon enjeksiyonuna karsi tekrarli sonuglar
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Sekil 6. 26 CNT-GB elektrotun glikoz 6l¢climiinde tekrarlanabilirligi

(a): 1,0x10-1M B407%, (b): 1,0x10-2M B407%, (c): 1,0x10-3 B4072%, (f): 1,0x10-1 glikoz,
(g): 1,0x10-2glikoz, (h): 1,0x10-3 glikoz, (1): 1,0x10-*glikoz, (j): 1,0x10-> glikoz.

CNT-GB-borat kompozit elektrotlarin 1,0x10-4-1,0x10-1 M glikoz c¢dzeltilerinde
sergiledigi potansiyometrik davraniglar incelendi. Elde edilen verilerin pik

yuksekligi degerleri Tablo 6.4’de verilmistir.

Sekil 6.27°’de elde edilen glikoz pik yiiksekligi degerleri ile kalibrasyon grafigi
cizilerek dogru denklemi olusturuldu. CNT-GB-borat kompozit elektrotlarin

hareketli ortamdaki dogrusal ¢calisma araligindan glikoz tayin limiti belirlendi.
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Tablo 6. 4 Akis Enjeksiyon Sistemde CNT-GB elektrotun glikoz pik yiikseklik

degerleri
logC (mol/) Pik yiksekligi (mV)
-4 2
-3 5
22 32
-1 82

LI - - I =)
[ I =

Pikyuksekligi (mv)
L

30
20
10

R*=0,9711

Glikoz Kalibrasyon Grafigi

-3 -2

ogC (malfl)

pikyiksekligi (mv)
3

og C (molfl)

g Pk yliksekliZi [ mV) Dogrusal (Pik yiksskIET (mV))

ekil 6. 27 CNT-GB kompozit elektrotlarin akis enjeksiyon analiz sistemindeki
y
glikoza kars1 dogrusal calisma aralig1 ve kalibrasyon grafigi.
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Akis enjeksiyon analiz sisteminde dogrusal ¢alisma araligindaki potansiyel-derisim

iligkisini veren dogru denklemi;

E= 38,5x(Ce¢H1206)-75,883 ve R? degeri ise 0,9711 olarak belirlendi. Numune
enjeksiyonu sonucu elde edilen ortalama pik ytkseklikleri degerleri dogru
denkleminde yerine yazilarak enjekte edilen karisimin igerdigi glikoz miktar:

hesaplanabilmektedir.

CNT-GB-borat kompozit elektrotlar1 kullanilarak akis enjeksiyon analiz sisteminde
yapilan potansiyometrik 6l¢limler sonucunda elektrotlarin 1,0x10-4 M-1,0x10-1 M
arasinda glikoza karsi dogrusal cevap sergiledigi gozlendi. Elektrotlarin akis
enjeksiyon analiz sistemindeki glikoz tayin limitinin ise 1,0x10-* M (20 pl enjeksiyon

hacminde) oldugu belirlendi.

Sekil 6.28'de CNT-GB elektrotun akis enjeksiyon sistemde farkl

konsantrasyonlarda HbA1c'ye verdigi potansiyometrik yanit gériilmektedir.
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Sekil 6. 28 CNT-GB elektrotun farkli konsantrasyonlarda HbA1c'ye verdigi
potansiyometrik yanit

Gelistirilen elektrotlar HbAlc konsantrasyon artisina tutarli yanit vermistir. Bu

sekilde elde edilen pik ytlikseklik degerlerinden (Tablo 6.5) CNT-GB elektrotun
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kalibrasyon egrisi ve dogrusal ¢alisma aralig1 (Sekil 6.29) elde edilerek HbA1lc tayin

limiti belirlenmistir.

Akis enjeksiyon analiz sisteminde dogrusal ¢alisma araligindaki potansiyel-derisim

iligkisini veren dogru denklemi;

E=-3,5x(HbA1c)+11,333 ve R? degeri ise 0,9932 olarak belirlendi. Numune
enjeksiyonu sonucu elde edilen ortalama pik yiikseklikleri degerleri dogru
denkleminde yerine yazilarak enjekte edilen karisimdaki HbAlc miktar:

hesaplanabilmektedir.

Tablo 6. 5 Akis enjeksiyon sistemde CNT-GB elektrotun verdigi HbA1lc pik

yukseklik degerleri
logC (mol/1) Pik ytliksekligi (mV)
0,7 g
1,7 4
2,7 1
37 05

CNT-GB-borat kompozit elektrotlar1 kullanilarak akis enjeksiyon analiz sisteminde
yapilan potansiyometrik 6l¢timler sonucunda elektrotlarin HbA1lc dogrusal calisma
araliginin 2x10-1 M-2x10-3 M HbA1c oldugu gozlendi. Elektrotlarin akis enjeksiyon
analiz sistemindeki HbA1c tayin limitinin ise 2x10-3 M (25 pl enjeksiyon) HbAlc
oldugu belirlendi.

G-HSA'nin dogrusal ¢alisma araligim1 ve tayin limitini belirlemek i¢in de benzer
prosediir uygulandi ve konsantrasyon artisina dayali g-HSA performansi
degerlendirildi. Sekil 6.30’da akis enjeksiyon sistemde farkli konsantrasyonlarda g-

HSA enjeksiyonu sonucu alinan potansiyomterik yanit verilmistir.
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HbAlc Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 6. 29 CNT-GB-borat kompozit elektrotlarin akis enjeksiyon analiz
sistemindeki HbA1c'ye karsi1 dogrusal ¢alisma aralig1 ve kalibrasyon grafigi.
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Sekil 6. 30 Akis enjeksiyon sistemde farkli konsantrasyonlarda g-HSA enjeksiyonu

sonucu alinan potansiyometrik yanit
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Sekil 6.30'da 1x10-1 M-1x10* M aralifinda degisen konsntrasyonlarda g-HSA
enjeksiyonu yapilarak potansiyometrik sonu¢ incelendiginde konsantrasyon

artisina dogru orantili pikler elde edildigi goriilmiustiir.

Tablo 6. 6’da akis enjeksiyon sistemde CNT-GB elektrotun verdigi g-HSA pik
yukseklik degerleri gosterilmektedir. Sekil 6. 31’de g-HSA kalibrasyon ve dogrusal
calisma aralig1 grafigi verilmistir.

Akis enjeksiyon analiz sisteminde g-HSA'min dogrusal ¢alisma araligindaki

potansiyel-derisim iliskisini veren dogru denklemi;

E=-1,7x(g-HSA)+8,1 ve Rz degeri ise 0,9897 olarak belirlendi. Numune enjeksiyonu
sonucu elde edilen ortalama pik yiikseklikleri degerleri dogru denkleminde yerine
yazilarak sisteme enjekte edilen karisimin icerdigi g-HSA  miktar

hesaplanabilmektedir.

Tablo 6. 6 Akis enjeksiyon sistemde CNT-GB elektrotun verdigi g-HSA pik

yukseklik degerleri
logC (mol/l) Pik yuksekligi (mV)
-1 6,5
22 4,5
3 3,1
-4 3

Akis enjeksiyon analiz sisteminde g-HSA'nin dogrusal ¢alisma araligi 1x10-1 ve
1x10-3 M araliginda oldugu belirlenmistir. CNT-GB elektrotun g-HSA icin minimum
tayin sinirinin 1x10-3 M (25 pl enjeksiyon hacminde) g-HSA oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 6. 31 G-HSA kalibrasyon egrisi ve dogrusal ¢alisma araligi grafigi

6.2.3 AKkis Enjeksiyon Sisteme Ayrim/Reaksiyon Kolonu Eklenmesi

Akis enjeksiyon sisteme ayrim kolonu eklenerek kandaki glikozile proteinlerin ve
glikozun ayristirilmasi ve ayrisan molekiillerin sirali sekilde kolondan ayrilarak es
zamanli potansiyometrik performansinin 6l¢glimiinden miktar tayinlerinin
yapilmasi hedeflenmistir. Ayrica ayrim kolonunun eklenmesiyle enjeksiyon yapilan
standart ¢ozeltiler ile hareketli fazdaki ¢6zeltinin daha etkin karisabilmesi i¢in de
uygun ortam saglandigi ve buna bagh olarak daha iyi potansiyometrik yanit alindigi

gozlemlenmistir.

Sekil 6.32’de calismada kullanilan ayrim kolonu gosterilmistir. Diiz boru seklinde
bir ayrim kolonu tercih edilmistir. Kolonun icine yerlestirilmek tizere grafit oksit-

APBA bazli bir kolon dolgusu sentezlenerek kullanilmadan 6nce metanol ve saf
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sudan gecirilmistir. Kolon ise kullanilmadan 6nce 1 gece boyunca 0.01 M HCI
cozeltisi icinde bekletilerek sterilize edilmistir. Akabinde hazir hale getirilen dolgu
malzemesi kolona doldurulmus (50 mg) ve iki ucundan pamuk tikag ile kapatilarak
uygun boyutlardaki borularla sisteme baglanmistir. Sekil 6.33’de akis enjeksiyon

sisteme ayrim kolonunun yerlestirilmesi gosterilmistir.

Ayrim kolonu ile glikozile hemoglobin, glkozile albiimin ve glikozun ayrilmasi
calismasini yapabilmek icin oncelikle standart c¢ozeltiler oOlclime hazir hale
getirilmistir. Glikozile hemoglobin ve glkozile albiimin 1ml ultra safile seyreltilip 24
saat boyunca 4 9C'de bekletilmistir. Akabinde her iki standart da 3 farkh
konsantrasyonda olacak sekilde seyreltilmistir. Standart glikoz, g-HSA ve HbAlc
cozeltileri esit oranda karistirilarak sisteme enjekte edilmis ve hareketli faz akis hizi
ve enjeksiyon hacmi degistirilerek sentezlenen kolon dolgu malzemesinin
ayristirma kapasitesi belirlenmis ve boylece HbAlc, g-HSA ve glikozun es zamanl

olcimii saglanmistir.

Sekil 6. 32 Calismada kullanilan ayrim kolonu
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Sekil 6. 33 Akis enjeksiyon sisteme ayrim kolonunun yerlestirilmesi

Hazirlanan GO-APBA temelli kolon dolgu maddesi ile akis enjeksiyon sistemde
glikoz, g-HSA ve HbA1c ayrismasi es zamanli olarak potansiyometrik test edilmis ve
basarili sonu¢ alinmistir. Sekil 6.35’de bu ayrisma ve es zamanl o6lgim
gorilmektedir. GO-APBA bazhi kolon dolgu maddesindeki boratin, g-HSA ve
HbA1c’deki glikozu baglayarak ve molekiil biiytikliiklerine bagli olarak kolonda hsa
ve HbA1c'yi belli siirelerde tuttugu belirlenmistir. Molekiillerin sirali bir sekilde
kolonu terk etmeleri saglanarak pik tizerinde dirsekler seklinde potansiyometrik
sinyal Uzerinden degerlendirme yapilmistir. Boylece gelistirilen kolon bdlmesi es

zamanli 6l¢iim yapilabilmesini miimkiin kilmistir.

6.2.4 Akis Enjeksiyon Sistemde Standart Glikoz- g-HSA ve HbA1c'nin Es

Zamanh Ol¢iimii

Akis enjeksiyon sistemde glikoz- HbAlcve g-HSA'nin es zamanl 6l¢iimii i¢in tasiyici

faz 5x10-3 M B407°2 olarak ayarlanmistir. Tasiyici fazin akis hiz1 5, 15, 25, 30, 40 pl/s
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olarak degistirilerek GO-APBA temelli ayrim kolonunun glikoz, g-HSA ve HbA1c'yi

ayirmasl ve es zamanli potansiyometrik yanitlar1 degerlendirilmistir.

Sekil 6.34 ve Sekil 6.35’"de CNT-GB elektrotun glikoz, g-HSA ve HbAlc'ye karsi
potansiyometrik yanitlar1 gériilmektedir. Sonug, beklenildigi izere pozitif yonde ve

pesisira ve/veya birlesik pikler seklinde olmustur.

Sekil 6.34’de sisteme standart HbAlc, g-HSA ve glikoz karisimi enjeksiyonu
ardindan tekrar borat enjeksiyonu yapildiginda potansiyometrik yanitin
beklenildigi lizere borata karsi negatif yonde tekrar ettigi goriilmektedir. Bu durum
gelistiridigimiz CNT-GB elektrotun HbA1lc-g-HSA-glikoza karsi duyarli ve

tekrarlanabilir potansiyometrik yanit verdigini gostermektedir.

Sekil 6.35'de HbA1c-Glikoz-G-HSA'nin kolonda ayrismalar1 ardindan CNT-GB
elektotun glikoz-g-HSA-HbA1lc'ye verdigi potansiyometrik yanit goriilmektedir.
HbA1c, g-HSA ve glikoz, molekiil biiytikliiklerine ve borat-glikoz ilgisine bagl olarak
kolondan ayrilmistir. En kii¢iik molekiil glikoz oldugundan kolonu ilk olarak glikoz
terk etmistir. Dolayisiyla pikte gordigumiiz ilk dirsek glikoza ait sinyali
gostermektedir. Ardindan gelen dirsek ise g-HSA’e aittir. Ciinkii hem G-HSA'nin
molekiil boyutu glikozdan daha biiytiktiir ki bu durum kolondan G-HSA’nin kismi
gecikmeli ayrilmasina neden olmaktadir; hem de kolon dolgu malzemesindeki (GO-
APBA) borat, g-HSA’daki glikoza baglanarak g-HSA'nin kolonda tutunup bir stire
daha gecikmeli olarak kolonu terk etmesine neden olmustur. Bu sekilde pikte yer
alan ikinci dirsegin g-HSA’ya ait oldugu belirlenmistir. Benzer prensipe dayanarak
tctinci dirsegin de HbAlc'ye ait oldugu belirlenmistir. Ciinkii HbAlc diger iki
molekiile gore daha buiyiiktiir ve kolondaki borat ve glikoz ilgisinden dolay1 kolonda
daha uzun stire tutuldugundan kolonu en ge¢ terkeden molekiiliin HbAlc oldugu
disiniilerek potansiyometrik yanitlar degerlendirilmistir. Farkli hareketli faz akis
hizlar1 denenerek optimum glikoz-g-HSA-HbAlc ayrismasit belirlenmeye
calisimistir. CNT-GB elektrotun glikoz-g-HSA-HbAlc verdigi potansiyometrik
yanitlar Sekil 6.36-40’da verilmisir. Sirasiyla akis hiz1 40-30-25-15-5 pl/s olarak
sisteme enjekte edilmistir. Akis hiz1 dusiiriildiikce piklerin ayrildig: ve pikler arasi

mesafenin arttig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 6. 34 CNT-GB elektrotun glikoz-g-HSA-HbA1c’'ye ve 1x10-1 M borata verdigi
potansiyometrik yanit
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Sekil 6. 35 Glikoz-g-HSA- HbA1c'nin kolonda ayrismalari sonucu es zamanh
Olgciim. CNT-GB elektrotun akis hiz1 30pul/s iken glikoz-g-HSA-HbA1c'ye verdigi
potansiyometrik yanit
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Sekil 6. 36 Akis hiz1 40 pl/S iken alinan potansiyometrik sonug
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Sekil 6. 37 Akis hiz1 30 pl/s iken alinan potansiyometrik sonug
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Sekil 6. 38 Akis hizi 25 pl/s iken alinan potansiyometrik sonug
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Sekil 6. 39 Akis hizi 15 pl/s iken alinan potansiyometrik sonug
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Sekil 6. 40 Akis hiz1 5 pl/s iken alinan potansiyometrik sonug

Sekil 6.36’da akis hiz1 40 pl/s iken alinan potansiyometrik yanit verilmistir. 40 pl/s
akis hizinda piklerin anlaml diizeyde olusamadigi yani kolondaki glikoz, HbAlc ve
g-HSA potansiyometrik sinyal alinamadan siirtiklendigi gorilmektedir. Bu durum
numune karisimindaki HbA1lc, g-HSA ve glikozun yeterince ayrilabilmesi i¢in akis
hizinin ¢ok yiiksek oldugunu gostermektedir. Sekil 6.40’da akis hiz1 5 pl/S’ye
disuruldigiunde piklerin tamamen ayrildig1 goriilmektedir ancak 6l¢iim stiresi ¢cok
uzun olmaktadir. Olciimiin daha hizli ve daha ekonomik olmasi icin akis hizinin
optimum diizeyde olmasi gerekmektedir. Akis hiz1 30 pl/S oldugu durumda (Sekil
6.37) alinan sonucun es zamanli Ol¢iim yapilabilmesi icin yeterli oldugu

gorilmektedir.
6.2.5 Akis Enjeksiyon Sistemde Seruma Standart ilavesi ile Yapilan Es
zamanh Potansiyometrik Ol¢iimler

Akis enjeksiyon sistemde standart glikoz, g-HSA ve HbA1lc'nin es zamanlh 6l¢imi
tamamlandiktan sonra seruma standart ilavesi ile Olciim alinarak CNT-GB

elektrotlarin potansiyometrik performansi, standart ¢ozeltilerle alinan 6lgtimlerle
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karsilastirilmistir. Karisimda kullanilan serum 10 ml % 0.9 izotonik sodyum Kkloriir
cozeltisidir. Serum fizyolojik, kan serumu ile fizikel olarak benzer bir yapidadir. 3 ml
serum fizyolojik igerisine esit hacimde (1’er ml) standart 1x10-1 M glikoz, 1x10-1 M
g-HSA ve 2x10-1 M HbAlc eklenmistir. Elde edilen yapay kan benzeri karisim
sisteme 100 pl/s numune enjeksiyon hiziyla ve 25 pl hacimde enjekte edilerek
potansiyometrik 6l¢climler alinmistir. Hareketli faz 5x10-3 M borat ¢6zeltisi olup akis
hiz1 30 pl/s olarak ayarlanmistir. Oncelikle sadece serum sisteme enjekte edilmistir.
Sekil 6.41’de akis enjeksiyon sisteme sadece serum enjeksiyonu yapilarak alinan
potansiyometrik yanit gériilmektedir. Serum beklenildigi tizere negatif yonde pik
vermistir.
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Sekil 6. 41 Akis enjeksiyon sisteme sadece serum enjeksiyonu yapilarak alinan
potansiyometrik yanit

Sekil 6.42’de serumdan sonra sisteme glikoz enjeksiyonu yapilarak elektrotlarin
duyarhiligr tekrar kontrol edilmistir. Serumdan sonra beklenildigi tizere glikoza

kars1 pozitif yonlu pikler gozlemlenmistir.

Akabinde serum ilaveli standart c¢ozelti karisimi sisteme enjekte edilerek
potansiyometrik performans degerlendirilmistir. Ol¢ciim alimirken sistemdeki
hareketli faz 5x10-3 M B407% olarak ayarlanmistir. Elde edilen pikler farkh akis

hizlarinda (5-10-15-25 pl/s) degerlendirilerek optimum performans belirlenmeye
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calisilmistir. Sekil 6. 43’de akis enjeksiyon sistemde farkli akis hizlarinda seruma

standart ilavesi ile alinan potansiyometrik sonuglar verilmistir.
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Sekil 6. 42 Serumdan sonra sisteme glikoz enjeksiyonu yapilarak alinan
potansiyometrik yanit
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Sekil 6. 43 Akis enjeksiyon sistemde farkl akis hizlarinda (20 pl/s alt1) seruma
standart ilavesi ile alinan potansiyometrik sonuglar
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Potansiyometrik sonug¢lrdan CNT-GB kompozit elektrotlarin belirgin bir sekilde
glikoz, g-HSA ve HbAlc'y1 es zamanh olarak sectigi goriilmektedir. Diisiik akis
hizlarinda (20 pl/s alt1) 6l¢iim alindiginda piklerin belirgin bir sekilde ayrildigi, 20-
25 pl/s akis hizlarinda ise dirsekli pik seklinde sonug verdigi gézlenmistir. Bu sonug

standart karisim ol¢timleri ile paraleldir.

Daha hizl1 ve ekonomik sonug¢ alinilacagr distiniildiigtinden 25 pl/s akis hizinda
optimum performans belirlenmistir. Sekil 6. 44’de akis enjeksiyon sistemde seruma
standart ilavesi ile alinan optimum tekrarli potansiyometrik sonug¢ (25 pl/s)
gorilmektedir. Alinan pikte goriilen dirseklerin sirasiyla glikoz, g-HSA ve HbA1lc'ye
ait oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 6. 44 Akis enjeksiyon sistemde seruma standart ilavesi ile alinan optimum
tekrarl potansiyometrik sonug (25 pl/s)

Boluim 6.2.2°de glikoz, g-HSA ve HbAlc icin olusturulan kalibrasyon grafikleri
kullanilarak Sekil 6.44’deki seruma standart ilavesi ile elde edilen potansiyometrik
pikler degerlendirilmistir ve numunedeki glikoz, g-HSA ve HbA1c miktarlar tespit
edilmeye calisilmistir. Sekil 6.45-46-47'de bolim 6.2.3'de belirlenen kalibrasyon
grafikleri tizerine sekil 6.44’de alinan glikoz, g-HSA ve HbA1c pik ylikseklik degerleri

isaretlenmistir. Grafik icerisinde verilen dogru denklemine, elde edilen pik
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yukseklikleri yazilarak serumlu karisim icgerisindeki glikoz, g-HSA ve HbAlc

konsantrasyon degerleri belirlenmistir.

Glikoz kalibrasyon grafigi
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Sekil 6. 45 Kalibrasyon grafigi tizerinde glikoz konsantrasyon degerlerinin

belirlenmesi
g-HSA kalibrasyon grafigi
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Sekil 6. 46 Kalibrasyon grafigi tizerinde g-HSA konsantrasyon degerlerinin

belirlenmesi
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HbA1c kalibrasyon grafigi
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Sekil 6. 47 Kalibrasyon grafigi tizerinde HbA1c konsantrasyon degerlerinin
belirlenmesi

Elde edilen serumdaki glikoz, g-HSA ve HbA1lc miktarlar: ile baslangicta karisim
hazirlanirken eklenen standart glikoz, g-HSA ve HbA1c miktarlarinin tutarli sonug
verdigi goriilmiistiir. Standart ilaveli serum karisimi; 3 ml serum fizyolojik igerisine
esit hacimde (1’er ml) standart 1x10-1 M glikoz, 1x10-1 M g-HSA ve 2x10-1M HbAlc
eklenerek hazirlanmistir. Tablo 6.7’de kalibrasyon grafiklerinden belirlenen dogru
denklemleri kullanilarak hesaplanan glikoz, g-HSA ve HbAlc konsantrasyon ve
miktarlar: verilmistir. 25 pl lik standart ilaveli bir serum karisimi igerisinde 0,0065

mg glikoz, 0,0013 mg g-HSA ve 0,0073 mg HbA1c oldugu hesaplanmistir.
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Tablo 6. 7 Sekil 6.44'deki 6l¢iimiin kalibrasyon grafikleri kullanilarak hesaplanan
miktar tayinleri

Belirlenen molekiil Pik yiiksekligi log C (mol/L) Miktar (mg)
(mV)
Glikoz 7 2,84 0,0065
G-HSA 3 3,09 0,0013
HbAlc 3 2,34 0,0073

6.3 Elektrot Ve Kolon Dolgu Malzemesinin XRD, FTIR VE SEM
Analizleri
Bu boliimde gelistirilen elektrot ve kolon dolgu malzemesinin XRD (X Ray

Difraction), FTIR (Fourier-transform infrared spectroscopy) ve SEM (scanning

electron microscope) incelemeleri yapilmistir
¢ XRD ( X Ray Difraction) Analizi

CNT-GB Kompozitinin XRD difrktogrami Sekil 6.48’de ve XRD verileri Tablo 6.8’de
verilmistir. Analiz edilen kompozit elektrot icerigi: CNT, CNT-GB, Ag.S, CuzS,
epoksi’dir.

— CNT [101] — = CuzS [100]

AgaS [102]

Epoksi [104]

0] Copper (G

Sekil 6. 48 CNT-GB kompozitinin XRD difraktogrami
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Tablo 6. 8 CNT-GB kompozitinin XRD verileri

Pos. [°20] Height [cts] FWHM Left [°26] d-spacing [A] Rel. Int. [%]
9.1595 291 1.0440 9.64726 6.49
14.3152 39.62 1.1520 6.18223 88.47
17.2832 24.34 1.1520 5.12668 54.34
18.8637 17.54 1.0800 4.70054 39.17
22.2053 31.77 0.0900 4.00015 70.93
26.6090 3.76 1.0080 3.34729 8.39
32.2947 0.64 1.0080 2.76978 1.42
43.1517 44.79 0.0900 2.09473 100.00
80.1757 1.63 1.0440 1.19619 3.63

Sekil 6.48'deki difraktogram referans makalelerde yer alan bilgilere gore

yorumlanmistir. (100-104)

e FTIR ANALIZi

Tim FTIR analizleri farkli gruplarin yaklasik infraraed absorpsiyon frekans

verilerine gore degerlendirilmis ve sekil tizerinde isaretlenmistir. CNT-GB Kompozit

FTIR analizi Sekil 6.49’da verilmistir.
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Sekil 6. 49 CNT-GB kompozit FTIR analizi

Kolon Dolgu Malzemesi FTIR Analizi Sekil 6.50’de verilmistir. Kolon dolgu icerigi:
grofit oksit, APBA (Aminofenil boronik asit), gluteraldehit (GA), karbodiimid/n-

hidroksisiiksinamid’dir.

Sekil 6. 50 Kolon dolgu malzemesi FTIR analizi
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e SEM GORUNTULERI

CNT- GB Kompoiztinin SEM Goriintiileri
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Sekil 6. 51 CNT-GB kompozit elektrotun SEM goriintiileri
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CNT-GB kompozit elektrotun SEM gortintiilerinden kompozit malzeme matirisinin

homojen bir sekilde karistirilmis oldugu goriilmektedir.

EHT = 7.00 kv Signal A = SE1 Date :17 Jun 2019
WD = 6.5 mm Mag= 1.00KX Time :10:58:35

=

EHT = 7.00 kV Date :17 Jun 2019
WD = 6.5 mm Mag= 2.50 KX Time :10:59:50

TR R j S 2

Sekil 6. 52 CNT-GB kompozit elektrotun SEM goriintiileri.
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Sekil 6.52’deki CNT-GB kompozit elektrotun SEM goriintilerinde ok isareti ile
gosterilen bolgelerde CNT-GB tutundugu diisiiniilmektedir.

s
5o et
P N 3 ‘

o,

Signal A = SE1

Mag= 1.00 KX

—

EHT = 15.00 kV

Signal A = SE1
WD =10.0 mm

Date :17 Jun 2019
Mag = 10.00 K X

Time :12:00:56

-

Sekil 6. 53 Kolon dolgu malzemesi SEM gortntileri
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EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Date :17 Jun 2019
WD =10.0 mm Mag = 25.00 KX Time :12:00:11

| e E R

Sekil 6. 54 Kolon dolgu malzemesi SEM goriintiisii

Sekil 6.54’de ok isaretleriyle belirlenen boélgelerde kolon dolgu malzemesinde
tanecikler seklinde aminofenil boronik asitin (APBA) tutundugu ve yapinin

tamamina homojen dagildig1 diisiiniilmektedir.
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7

Sonug¢ ve Oneriler

Yapilan bu doktora tezi ¢alismasinda kandaki glikozu ve glikozile proteinleri tespit
etmek icin akis enjeksiyon sistemde dedektor olarak kullanilmak amaciyla CNT-
giimis borat bazli iyon se¢ici kompozit elektrot gelistirilmistir. Bu elektrotlar borun

tetraborat formuna duyarli olup segici davranis sergilemektedirler.

CNT-glimiis borat bazli iyon secici kompozit elektrotlarin durgun ortamda
sergiledigi potansiyometrik performans oOzellikleri Dbelirlendi. Optimum
performansi gosteren elektrotlarin akis enjeksiyon analizi sistemlerinde dedektor
olarak kullanimi, mikro hacime sahip akis hiicreleri hazirlanarak test edildi. Mikro
hacime sahip akis hiicresi hazirlanarak akis enjeksiyon analiz sisteminde glikoz
¢ozeltisinin yan sira standart HbAlc ¢ozeltisi ve standart glikozile BSA ¢ozeltisi
analizi uygulamalar1 yapildi. Gelistirilen CNT-GB-borat kompozit elektrotlarin
durgun ortamda ve akis enjeksiyon analiz sistemlerinde yapilan analizler sonucu
tekrarlanabilir sonuglar verdigi gozlendi. Hareketli ortamlarda (akis enjeksiyon
analiz sisteminde) gelistirdigimiz CNT-GB bazli iyon secici kompozit elektrotun
glikoza, g-HSA’ya ve HbAlc'ye potansiyometrik olarak yiliksek oranda duyarh
oldugu tespit edildi. Uclii 6l¢iim performanslar hareketli ortamda enjeksiyonla ve
durgun ortamda borat c¢ozeltisine standart ilavesi yapilarak incelendi. Her iki

yontemden elde edilen sonuglar birbiri ile tutarhlik sergilemekteydi.

Glikoz, HbA1lc ve g-HSA'nin es zamanli 6l¢limiiniin yapilabilmesi i¢in akis enjeksiyon
sistemde kullanilmak tizere mini ayrim kolonu hazirlanarak glikoz, HbAlc ve g-
HSA’nin ayrilabilirligi arastirildi. GO-APBA temelli bir mini ayrim kolonu dolgu
malzemesi sentezlendi. Sentezlenen dolgu malzemesi mini ayrim kolonuna
doldurularak iki ucundan pamuk tikac ile kapatildi ve hareketli faz akis yoluna
entegre edildi. Gelistirilen ayrim kolonunun 30 pl/s akis hizinda optimum ayrim
sagladig belirlendi. Bu ayrim glikoz, HbAlc ve g-HSA’nin CNT-GB bazl elektrot ile
es zamanl 6l¢limiinin yapilabilirligini gostermekteydi. Akabinde serum fizyolojik

cozeltisine standart glikoz, HbA1lc ve g-HSA eklenerek yapay kan benzeri bir ¢ozelti
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hazirlandi. Es zamanl 6l¢iim alinarak kalibrasyon grafiklerinden glikoz, HbAlc ve
g-HSA konsantrasyon tayini yapildi. Elde edilen sonuglar glikoz ve glikozile

proteinlerin serum fizyolojik ¢6zeltide eszamanli 6l¢iilebilecegini gostermektedir.

Elektrotlarin yiizeylerinden ince bir kesit alinmasiyla uzun bir siire kullanilabilecegi
gozlenmistir. Ayrica gelistirilen elektrotlar ekonomik olma, kolay hazirlama ve basit

kullanim gibi 6nemli avantajlara da sahiptir.

Gelistirilen elektrotlar ile daha diisiik seviyelerde tayin yapilabilmesi igin
elektrotlarin tayin limitlerinin diisiik seviyelere ¢ekilmesi ve cevap siirelerinin daha
da kisaltilmasi 6nem arzetmektedir. Bu kapsamda elektrotlarin yapisinda
kullandigimiz aktif materyallerin farkli kompozisyonlarda deneme ¢alismalarinin
yapilmasi ve daha yliksek oranda basin¢ uygulanarak daha uzun siire kurutulmasi
planlanmaktadir. Gelistirilen elektrotlar ile 1x10-> M'dan daha diisiik seviyelerde
tayin yapilamamasini, elektrot yapisinda aktif materyal olarak kullanilan giimiis
borat tuzunun ¢oéziinmesinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bundan sonraki
stirecte, es zamanli 6lciimde daha hizli ve etkin sonug alabilmek i¢in farkl kolon
dolgu maddeleri sentezlenmesi 6nemli goriilmektedir. Ayrica potansiyometrik
performans ozellikleri belirlenen CNT-glimiis borat kompozit elektrotlar ile hasta
kan 6rneklerinde glikoz, HbAlc ve g-HSA nin direkt analizleri planlanmaktadir.
Yapilacak bu analizlerden elde edilen sonuglarin biyokimya laboratuvarlarindan
elde edilen sonuclar ile kiyaslanarak sonuglarin degerlendirilmesi, mevcut tez

calismasinin etkinligini ortaya koymada yararlh olacaktir.

ONERILER

e Tezde gelistirilen CNT-GB temelli elektrot kullanilarak hazirlanan akis
enjeksiyon sistem ile kandaki diyabetik parametreler olan HbA1lc, g-HSA ve
glikozun es zamanli 6l¢limiiniin miimkiin oldugu gosterilmistir. Ancak es
zamanli daha etkin bir 6lciim yapilabilmesi icin daha etkili ayirim saglayan
yeni kolon dolgu malzemeleri gelistirilmelidir. Kolon dolgu malzemesinin

daha kiiclik taneciklerle elde edilebilmesi i¢cin daha etkin bir yontem ile
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sentezlenerek grafit taneciklerine/nano tabakalara APBA daha iyi
tutturulmalidir.

Daha hizli 6l¢iim yapabilmek i¢in elektrot duyarhliklarinin arttirilmasi, cevap
stirelerinin kisaltilmasi gereklidir. Bunun i¢in elektrot icerigi ve hazirlanma
sekli gelistirilmelidir: Daha etkin kurutma, daha iyi sikistirma, daha iyi
karistirma vb.

Farkli hareketli faz konsantrasyonlari denenerek daha etkin sonu¢ alinmasi
lizerine calismalar gereklidir. Hareketli faz akis hiz1 optimizasyonu iizerine
calismalar genisletilebilir. HbAlc ve g-HSA icin diizenli ve tekrarli sinyal
alinabilmesi i¢in akis sartlarinin (akis hizi, hareketli faz konsantrasyonu ve
enjeksiyon hacmi ve konsantrasyonunun) ¢ok dikkatli takip edilerek hassas
bir sekilde ayarlanmasi gerekmektedir.

Gelistirilen elektrot ile hasta kani 6rnegi 6l¢timii alinarak, mevcut biyokimya

laboratuvar sonuglari kiyaslanip 6l¢timiin ekinligi degerlendirilmelidir.
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