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OZET

GLUTAMATIN POTANSIYOMETRIK TAYINI iCIN BIYOSENSOR
GELISTIRILMESI VE KARAKTERIZASYONU

Demet YILMAZ
Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Emine KARAKUS

Biyolojik aktif materyal olarak enzim igeren biyosensorler, temel olarak elektrokimyasal
sinyalleri alan bir elektrot ve bu elektrot {izerine immobilize edilmis enzim veya enzimler
icermektedir. Iyon secici elektrotlar iizerine bir veya daha fazla enzim immobilize edilerek,
bunlarin ¢esitli substrat tayinlerinde kullanilmalar1 son yillarda olduk¢a 6nem kazanmaktadir.

L-glutamatin tayini, klinik ve gida 6rneklerinde dnemlidir. Glutamat, merkezi sinir sisteminde
aminoasit ndrotransmitterdir, beyin fonksiyonlarinin birgok tiirlinde major rol oynamaktadir.
Asirt salinmasi epilepsi, sizofreni, kalp krizi, iskemi, Alzheimer ve Parkinson hastaliklarina
neden olmaktadir. Monosodyum glutamat (MSQG), 6zellikle fast food tiirii gidalarda tat artirici
olarak kullanilir. Ayrica konserve ve paketleme islemlerinde katki maddesi olarak da
kullanilir. Cin mutfaginda c¢ok kullanilir. Bu nedenle biyolojik ve gida orneklerinde
glutamatin tayini i¢in hizli ve hassas tekniklerin gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir.

Bu calismada hazirlamis oldugumuz, uzun zincirli bir yag asidi olan palmitik asit kullanilarak
elde edilen PVC amonyum-se¢ici membran elektrot iizerine belli miktarda glutamat oksidaz
enziminin immobilize edilmesi ile hazirlanan biyosensor ile glutamatin potansiyometrik
tayininin yapilmasi amag¢lanmistir. Biyosensdriin en iyi ¢alisma kosullarii belirlemek amaci
ile tampon konsantrasyonu, tampon pH’s1, enzim miktari, enzim orani ve ortam sicakliginin
elektrot cevabi iizerine etkileri incelenmis, enzim elektrodun raf omrii, tekrarlanabilirligi,
duyarhiligi, tayin aralig1 ve tayin siiri belirlenmistir. Ayrica hazirlanan glutamat biyosensorii

Xi



ile tavuk bulyonu ve multipower aminoasit karisimi glutamatn tayini yapilmis ve elde edilen
sonuglar standart yontem veya referans degerler ile karsilagtirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Glutamat oksidaz, glutamat biyosensorii, potansiyometri, PVC membran

YILDIZ TEKNIiK UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Xii



ABSTRACT

BIOSENSOR DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION FOR
POTENTIOMETRIC DETERMINATION OF GLUTAMATE

Demet YILMAZ
Department of Chemistry
MSc. Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Emine KARAKUS

Biosensors containing enzyme as biologically active material basically immobilized translated
electrochemical signals an electrode and include enzyme or enzymes on this electrode. lon-
selective electrodes immobilized on one or more enzyme which determination of various
substrate quite importance in recent years.

The detection of L-glutamate is of importance in both clinical and food samples. It is an
excitatory amino acid neurotransmitter in the mammalian central nervous system, playing a
major role in a wide variety of brain functions and its excessive release may cause neuronal
death associated with widw range of neurological disorders ranging from epilepsy,
schizophrenia, stroke, ischemia to Alzheimer’s and Parkinson’s diseases. Common fast foods
are well known to contain mono sodium glutamate. MSG is also used as additive in
processed, canned and packed foods. Most cooked Chinese dishes contained MSG. So, a
simple and accurate method has been need development to determination in food and biologic
materials for monosodium glutamate.

In this study, firstly ammonium-selective membrane electrode was prepared and a certain
amount of the enzyme was immobilized on the glutamate oxidase. In this way, potantiometric
determination of glutamate is to be with prepared enzyme biosensor. To determine the
optimum working conditions of the biosensor; examined the effect of buffer concentration,
buffer pH, the amount of enzyme, ratio of enzyme and media temperature on the electrode
response and determined shelf life, repeatibility, sensitivity, interval of determination
(designated range) and detection limit of enzyme electrode. The results obtained by the

Xiii



determination of glutamate with prepared glutamate biosensor in multipower aminoacid mix,
chicken bouillon compared with standart method.

Key Words: Glutamate oxidase, glutamate biosensor, potantiometric, PVVC membrane

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

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Literatiirde glutamat oksidaz, glutamat dehidrogenaz, glutamat dekarboksilazin kullanildig:
daha ¢ok amperometrik esasli glutamat biyosensorleri bulunmaktadir. Glutamatin
potansiyometrik asalsa tayinine rastlanmamis olmasi ¢alismamizin 6zgiin oldugunu

gostermektedir.

1.2 Tezin Amaci

Tavuk bulyonu ve ticari multipower amino asit karigimi 6rneklerinde bulunan glutamatin
tayini igin potansiyometrik esash biyosensor gelistirilmesi amaglanmigtir. Amonyuma duyarli
membran ile hazirlanan amonyum elektrodunun membranina glutamat oksidaz enziminin
immobilize edilmesi ile hazirladigimiz biyosensdr ile enzimatik reaksiyon sonucu agiga ¢ikan
amonyum iyonlarinin potansiyometrik olarak oOl¢iilmesi sonucu elde edilen amonyum

miktarindan ¢ozeltideki glutamat miktar1 tayin edilmistir.

1.3 Hipotez

Glutamat biyosensoriiniin hazirlanmasi, optimum calisma kosullarinin belirlenmesi ve daha
sonra tavuk bulyon ve ticari olarak satilan aminoasit karisimi numunelerinde glutamatin

tayininin yapilmasidir.



BOLUM 2

2.1 Aminoasitler

AMINOASITLER

Protein, baz1 hormon, vitamin ve antibiyotikler gibi dnemli bilesiklerin yapisini olusturan

amino asitler, dokularin yenilenmesi, biiylime ve kas yapimi i¢in metabolizmanin kullandig:

en 6nemli maddelerdendir. DNA tarafindan kodlanarak protein yapisina giren 20 ¢esit amino

asit bulunmaktadir. E.coli gibi bakteriler, 20 amino asidin tamamin sentezleyebildikleri halde

insanda ise ancak yarisi sentezlenir. Sentezlenemeyen aminoasitlerin diyetle alinmasi gerekir.

Esansiyel veya eksojen amino asitler olarak da isimlendirilen bu amino asitlerin listesi

esansiyal olmayan amino asitlerle birlikte Cizelge 2.1’ de verilmistir.

Cizelge 2.1 Esansiyel ve esansiyel olmayan aminoasitler

Esansiyel olmayan Esansiyel (diyetle alinan)
Alanin Arginin
Asparagin Histidin
Aspartat izoldsin
Sistein Losin
Glutamat Lizin
Glutamin Metiyonin
Glisin Fenilalanin
Prolin Treonin
Serin Triptofan
Tirozin Valin

Canli yapisindaki aminoasitler, yaglar veya karbonhidratlar gibi depolanmazlar. Viicutta

sentezlenen her protein molekiilii fonksiyoneldir ve higbir zaman aminoasit deposu degildir.
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Fakat, uzun siireli aglikta kas proteinleri, amino asit saglamak amaciyla degil de, kan
glukozunu normal seviyede tutmak igin amino asitlerinden glukozun sentezlenmesi
maksadiyla yikilir. Siit ve yumurta proteinleri istisna olarak aminoasit deposu fonksiyonu
goriirler. Aminoasitler dncelikle, viicutta ihtiya¢ duyulan proteinler ve diger biyomolekiillerin
sentezinde kullanilirlar. Amino asitlerin fazlas1 atilmaz ve depolanmazlar, bunlar hiicre i¢inde

yakit metabolizmasina dahil olmak {izere yikilirlar.

2.1.1 Aminoasitlerin Yikimi

Aminoasitlerin yikiminda a-amino grubu, transaminasyon ve oksidatif deaminasyon
reaksiyonlar1 ile uzaklastirilip ¢ogu tireye gevrilirken, geride kalan karbon iskeletleri de asetil
CoA, asetoasetil CoA, piruvat veya TCA devrinin ara bilesiklerinden birisine doniistiirtliir.
Yani, amino asitlerin sz konusu olan iskeletleri ya CO, ve H,O’ ya kadar oksitlenerek
organizmaya enerji saglar veya yag asitlerine, keton cisimlerine ve glukoza dondstiiriiliir.

Memelilerde amino asit yikiminin meydana geldigi en 6nemli organ karacigerdir.

2.1.2 Amino Asitlerin Karbon iskeletlerinin Yikim

a-Amino grubu uzaklastirilmis aminoasitlerin geride kalan karbon iskeletleri, glukoza
cevrilebilen veya sitrik asit devri tarafindan yiikseltgenebilen ara bilesiklere doniistiiriiliir.
Gergekten 20 aminoasidin karbon iskeletleri yedi ¢esit molekiile ¢evrilir: piruvat, asetil CoA,
asetoasetil CoA, a-ketoglutarat, siiksinil CoA, fumarat, ve okzalasetat (Sekil 2.1). Burada,

metabolik doniigiimlerin ne kadar ekonomik yiiriidiigiiniin bir 6rnegi daha goriilmektedir.

Karbon iskeletleri yalniz asetil CoA veya asetoasetil CoA’ ya yikilan amino asitlere ketojenik
aminoasitler adi verilir. Ciinkii, aglikta yikildiklar1 zaman, keton cisimlerinin artisina sebep
olurlar. Piruvat, o-ketoglutarat, siiksinil CoA, fumarat, veya okzaloasetata c¢evrilen
aminoasitlere de glukojenik aminoasitler denir. Ciinkii, aglik durumunda bu TCA devri ara
bilesikleri ve piruvat, fosfoenol piruvata ve daha sonra glukoza doniistiiriilmektedir.

Memelilerde asetil CoA veya asetoasetil CoA’ dan glukoz sentezi yollar1 kapalidir.



Alanin -
Glisin Iljj:.]::l
g;sr?:n]n Iz olosin Fenilalanin
Treonin L.J:}_s'm Tirozin
Glukoz Tt siil Triptofan Triptofan
FPF'I—DC“O] P'mvm’"“"-—LAscr_ll CoA ﬁ Asetoasetil
piruvat * m CoA
Asparagin | — Olzalasetat Sitrat
Aspartat
Glutamat
e ketoglutarat <+ Glutamin
Tirozin Histidin
LR _ - Proli
Fenilalanin [ o =~ Fumarat Ar‘z-ilnnin
Aspartat ™. Suksinil CoA

Tzolosin /

Metiyonin
Treonin
WValin

Sekil 2.1 Aminoasitlerin sitrik asit gevrimine giris basamaklari

2.2 Glutamat

Glutamik asit (Glu, E) proteinleri olusturan 20 aminoasitten biridir. Besinsel agidan
bakildiginda elzem olmayan bir amino asittir, yani viicudumuzda sentezlenebilir. Glutamat
olarak da bilinir. 1 amino ve 2 karboksil grubu igerir. Polar, asidik aminoasittir. Fizyolojik
pH'da iyonize olup negatif yiiklidiir. Non esansiyel ve glukojeniktir. Molekiil formiilii
CsHgNO,'tiir ve molekiil agirhigr 147.13 g/mol’diir. Sistematik adi1 (2S)-2-aminopentanedioik
asittir. Kodonlart GAA ve GAG seklindedir. Glutamik asidin karboksilat anyonu glutamat
olarak bilinir. pKa’ s14.1°dir ve bu fizyolojik pH’ta baskindir.

HO oOH

Sekil 2.2 Glutamik asitin agik yapist

Bir ¢ok amino asidin a-amino gruplari glutamat olusturmak tizere a-ketoglutarata aktarilir. Bu
olaya transaminasyon adi verilir. Bir a-amino asitten bir a-keto aside, a- amino grubunun

transferini katalizleyen enzimler transaminazlar veya amino transferazlardir. Bu enzimler
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genelde, stoplazmada ve biraz da mitokondri de bulunur. Memeli dokularinda iki transaminaz
enzimi one ¢ikar. Bunlardan en dnemlisi olan aspartat transaminaz olup, aspartat yapisindaki

bir amino grubunun a-ketoglutarata aktarilmasi reaksiyonunu katalizler:

NHg* ﬁ |c|> MHz*
H—C— coo  + T_COO —— (—COO + H—C——COO
CHp (|2H2 CHy CHy
CHz |
coo | coo CH;
Coor Okzaloasetat
Aspartat @ — kerogluramr coo
Glutamat

Memeli dokularinda 6nemli olan bir baska transaminaz enzimi de,

NHZ*

Lo (o] (o]
*HaN: CH—C——O + ﬂ—COU ﬂiCOO’ + H—(L—COO'
<L Ha (|:;|-|2 (L Hy (LH-‘;
Alanin (|Z‘,H2 S CHs
|
cr —k efca‘;ggfamf oo
Glutamat

reaksiyonunu katalizleyen alanin transaminazdar.

Transaminasyon sonucu olusan, glutamatin oksidatif deaminasyonu, koenzim olarak hem
NAD" hem de NADP" kullanan glutamat dehidrogenaz enzimi tarafindan gerceklestirilir. Bu
bir mitokondri enzimidir ve bircok doku mitokondrilerinde belirlenmis olup karacigerde ¢ok
aktiftir. Reaksiyonu ¢ift yonlii katalizlemesine ragmen, olaym dengesi glutamat sentezi

lehinedir. Yemek sonrasi glutamat seviyesi yiikseldigi zaman, oksidatif deaminasyonu

gerceklestirir.

MNH5" ﬁ,
H—C——Co0 + NAD* + H,0 = C COO + NADH + H* 4+ NH*
(NADP*) | (NADPH)
CH
CHz | 2
| GO0
COOr
—ketopl
Glutamat o — ketoglutamt



NADH+NH, ——»

(- Amino asit \  , 0-Ketoglutarat

HN—C—MH,

NAD*+H,0 e

(-Keto asit Glutamat

Sekil 2.3 Glutamatin transaminasyon reaksiyonu sonucunda olusan NH,4"’un metabolik yolu

Amino asitlerin amino gruplart genellikle, ilk olarak karaciger hiicrelerinin sitosoliinde a -
ketoglutarata taginir ve glutamat olusturulur. Glutamat mitokondriye taginir. Sadece burada
amino grup NH;" olusturmak iizere uzaklastirilir. Bircok dokuda olusturulan amonyagin
fazlas1 glutaminin amid azotuna doniisiir ve karaciger mitokondrisine aktarilir. Karacigerde

bulunan fazla nitrojen amonyaga doniisecegine glutamik asite baglanarak glutamine doniisiir.

KARACIGER

N

/ \ / KAS
A
Ure Amino asitler
Glutamin
l :,N Ha™ MH."
Glutamat o -Ketoglutarat o -Ketoglatarat Glutamat
Pirtivat Alanin Alanin Piriivat
1 ER
| » g |
I GLUKOZ -ALANIN i
DOMNGLISU
¥ 1
Gliikoz p-  Gliikoz

l\ J N /
Sekil 2.4 Glukoz-Alanin dongiisii

Glutamat mitokondride glutamat dehidrogenaz ile amonyuma ve a-ketoglutarata cevrilir,
amonyum da karbamoil fosfat sentetaz ile karbamoil fosfata ¢evrilerek iire dongiisiine katilir.
Sekil 2.5’de goriildiigii gibi sitrik asit c¢evriminde, okzaloasetattan aspartat olusurken,

glutamatin amin grubu transaminasyon reaksiyonlar1 ile okzaloasetata aktarilir. Olusan



aspartat, mitokondride karbamoil fosfattan olusan sitriillin ile birleserek arjinino-siiksinati

olusturur ve bu da arjinine doniisiir ve tire olarak viicuttan disar1 atilir.

Ure déngiisii; karacigerde gerceklesir ve toksik bir madde olan amonyagin daha az toksik bir
madde olan iireye cevrilmesini saglar. Daha sonra iire kana verilerek bobrege gonderilir,
ordan da idrar ile viicuttan atilir. Amac toksik amonyagin daha az toksik olan iire
dontistiiriilmesidir. Arginaz enzimi yalnizca karacigerde bulundugu icin bu dongii karacigerde

gerceklesir. Ure dongiisii ile sitrik asit gevriminin baglantisi ise asagidaki gibidir:

Fumara Arjini Ure
+

Malat

Arjinino-siiksinati e

riinino-siiksinatin o o ino-siiksinat  gevrimi

sitrik asit evrimine
d dindisdi

hrmitin

Sitriilin

Adfa-ketoglutarat

Glutama Boarbamnil

TosTat

sedat
MNAIVH
A
Malat Sitrik
asit

F“mﬂ\"_‘i‘ ey '"i":,ir

|

Mitokondri
matriksi

Sekil 2.5 Ure déngiisii ile sitrik asit ¢gevriminin baglantis

Glutamat, dkaryotik ve memeli hiicrelerde 6nemli enerji ve azot kaynagi olarak bilinen bir
aminoasittir. Merkezi sinir sisteminde eksitator norotransmitter olarak davranir ve 6grenme,
hafiza, sinir gelisimi ve sinaptik esneklik gibi temel siire¢lerden sorumludur [1-2]. Kan beyin
bariyeri (kanda tasiman maddelerin beyin hiicrelerine ge¢mesindeki kontrol bariyeri)
glutamatin ge¢cmesine izin vermez. Bundan dolayr beyin kendi glutamatini diger amino
asitlerden ve glikozdan kendisi sentezler.
Beyin ve omurilikle ilgili sivilarda glutamat seviyesi arttiginda, epilepsi, sizofreni, kalp krizi,
felg, Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 gibi norolojik hastaliklara neden olmaktadir [3-4].

Glutamat, insan metabolizmasinda merkezi noktalarda bulundugundan dolayr ©nemli



fonksiyonlar1 vardir. Ornegin; protein sentezinde substrat, glutaminin prekiirsorii, azot

taginmasinda ve daha bir ¢ok yerde 6nemli bir rol oynar.

Monosodyum glutamat, glutamik asidin bir tuzudur. Monosodyum glutamat gida
endiistrisinde tat arttiric1 olarak genis bir alanda kullanilmaktadir. Diinyada en ¢ok bilinen ve
kullanilan lezzet arttiric1 olup, proteinlerin yapi tasi olan L-glutamik asidin sodyum tuzudur.
MSG (CsHgNNaO4H0), bir¢ok gidada ve insan viicudunda proteinlerin yapi tast olan amino
asit formunda veya serbest halde bulunmaktadir. MSG ile ilgili arastirmalarda s6z konusu
amino asidin sadece L-formunun lezzet arttirici aktiviteye sahip oldugu, D-formunun ise
aktivitesinin olmadig1 saptanmistir. MSG islenmis, konserve ve paketlenmis gidalarda katki
maddesi olarak kullanilir. Ayni1 zamanda, bir¢ok ¢in yemegi MSG icermekte ve MSG’1n asir1

miktarda viicuda alinmasi1 ‘Cin Lokantas1 Sendromu’ olarak bilinmektedir.

MSG’1in ekstra tiikketimi; goglis agrisi, hissizlik, bas agris1 ve terleme gibi semptomlarin
olusmasina neden olur. Ama yine de, yiyecek endiistrisindeki MSG’a talepten dolay1, yillik
tiretimi her y1l 900000 tona ulasmakta ve her gecen giin artmaktadir [5]. Bu yiizden, glutamat
seviyesinin Ol¢limil i¢in yontem gelistirilmesi ¢esitli uygulamalarda 6dnemli arastirma alanm

haline gelmistir.

2.2.1 MSG’n Ticari Olarak Uretimi

MSG esas olarak seker sanayinin bir yan {Uriinii olmakla birlikte, gliniimiizde fermantasyonla
tiretilmektedir. Fermantasyonun avantaji ise lezzet artirict Ozelligi olan L-izomerinin

uretilmesidir.

Ik defa 1865°de meydana ¢ikartilmis bir aminoasittir. Monosodyum glutamatin ticari {iretimi
1909 yilinda baglamistir. Giintimiizde bakteriyel fermantasyon yolu ile tiretilmektedir. Bakteri
(Corynebacterium Glutamicus) fermantasyon substrati olarak seker, melas ya da nisasta i¢eren
stvi bir ortamda tretilir. Bakteriler, fermantasyon yoluyla glutamik asit {iretir ve ortama
verirler. Glutamik asit ortamda birikir ve daha sonra filtrasyonla ayristirilir, saflastirilir ve
noétralizasyon ile MSG’ a dontstiiriiliir. Daha sonra ekstra bir saflastirma, kristalizasyon ve

kurutma ile beyaz bir toz haline getirilir ve aroma artirici olarak kullanilir [6].



2.2.2 Gidalara Katilma Sekilleri

MSG’m pH 5.5 — 8 arasindaki gida sistemlerinde en etkili lezzet artirici oldugu ve 1sil
islemlere kars1 duyarli oldugu bilinmektedir. Is1 etkisiyle glutamik asit 1 molekiil su
kaybederek laktan formunu olusturmakta boylece lezzet artiric1 6zelligini kaybetmektedir.

Ayrica glutamik asit Maillard reaksiyonuna girerekte kayba ugrayabilmektedir.

Tavuk suyuna glutamik asit ve tuzlarmin katilmasi ile gerceklestirilen diger bir ¢aligmada
MSG’in tuzlu tadi artirdidi, tavuk lezzetini kuvvetlendirdigi, tiikiiriik salgisim1 ve istah
arttirdig1 belirlenmistir. Hazir ¢orba tipi liriinlerde MSG kullanima ile ilgili gerceklestirilen bir
calismada katilan sodyum kloriir miktarinin da azaltilabilecegi saptanmistir. S6z konusu
calismada, sebze, kremali sebze, kremali mantar, sehriye ve yayla ¢orbalarina 6 — 8 g/L
olacak sekilde MSG katilmasmin lezzet kabul edilebilirligini arttirdig1 saptanirken, NaCl
miktariin da 7g/L’den 4g/L’ye diisiirebilecegi gbzlenmistir.
Gidalarda kullanilan glutamatin miktari, gidanin % 0,1 ile % 0,81 arasindadir. Bu miktar
geleneksel gidalarda dogal olarak bulunan glutamat seviyesinin benzeridir. Glutamat tadi
kendini smirlandirir. Bunun anlami; yemege uygun miktardan daha fazla eklendiginde tada

¢ok fazla bir katkida bulunmaz, hatta tat dengelerine zarar bile verebilir [7].

2.2.3 Katildiklar1 Gida Gruplar

Cin ve Japon mutfaklarinin vazge¢ilmez aromasi Monosodyum Glutamat, hazir gidalarda
Tiirkiye de dahil bir ¢ok llkede yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.
MSG lezzet arttiricilar arasinda en ¢ok kullanilan madde olup; hemen hemen tiim cipslerde,
bazi kat1 ve ekmek {istli yaglarda, et sularinda, hazir ¢orbalarda, hazir soslarda, tath tuzlu
hazir {irtinlerin bazilarinda, bulyonlarda, kiirlenmis etlerde, islenmis et iriinlerinde, islenmis
balik ve tavuklarda, mayonezlerde, baharat karisimlarinda, sebzelerin islenme asamalarinda

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Glutamatin meyve, meyve sulari, sekerleme ve diger tath gidalarda etkili olmadig1 ve hosa
gitmeyen lezzete neden oldugu bildirilmektedir. Bu gida maddelerinin %95 ‘inde MSG
bulunmaktadir. MSG gida ambalajlarinda, lezzet arttirici, kivam arttirici, dogala 6zdes aroma,

E 621, vb. isimler ile de adlandirilir [6-7].



2.2.4 Saghk Agisindan Onemi

MSG’in ¢ok diisiik akut toksisiteye sahip oldugu bilinmektedir. Farelerde LD50 degerinin
viicut agirligr bagina 16600 mg/kg oldugu bildirilmistir [8]. Uzun siire besleme sonucunda,
degisik hayvanlarda MSG’in olumsuz etkisine rastlanmamis, ancak MSG’a bagh yiiksek

sodyum alimiyla ilgili problemler olusabilecegi bildirilmistir.

Giliniimiizde MSG’nin insan saglig1 tizerine olan etkileri konusunda yapilan pek ¢ok arastirma
devam etmekte ve bu konuda birgok gorlis bulunmakla beraber MSG kullaniminin
yasaklanmasini gerektirecek derecede ciddi bilimsel kanitlar bulunmamaktadir. Ancak pek
¢ok insan i¢in, MSG’nin zararli etkilerinin olabileceginin tartigiliyor olmasi dahi zararsiz
oldugu da tam olarak kanitlanamadigr ic¢in kullaniminda ¢ekincelere neden olmaya

yetmektedir.

2.2.5 MSG’m Yan Etkileri

MSG’1n asir1 derecede alimi sonucu bas agrisi, bulanti, ishal, terleme, gogiiste sikisma, boyun
arkasinda yanma goriilmektedir. Astimli hastalarda MSG tiiketimi sonucu agir astim ataklari

olusabilmektedir.

Norotoksin bir madde olan MSG, sinir hiicrelerine zarar vermektedir. Buna bagli olarak
Alzheimer, Parkinson, Huntington ve Sara (Epilepsi) hastaliklar1 olusmasina neden olur.
Ayrica retinal dejenerasyon (gbz retina tabakasi hasar1), obezite (yag birikimi, doyma
metabolizmasina bozukluk), biiylime hormonunun baskilanmasi, Pankreas hasar1 sonucu
insiilinde artis olmasina bagh olarak diyabet olusumu, bobrek ve karaciger hasari meydana

gelmektedir [8].

Hamilelerde plasenta bariyerini gecerek bebeklerin de ayni etkilere maruz kalmasma neden

olmaktadir.

Monosodyum glutamattan baska diger aroma artiricilarda kullanilmaktadir. Bazilar1 yine
glutamat kaynaklidir. Bunlar; monopotasyum glutamat, kalsiyum diglutamat, monoamonyum
glutamat ve magnezyum diglutamattir. Glutamat kaynakli olmayan ancak ayni tat 6zelliklerini
verenler ise guanilik asit, disodyum guanilat, dipotasyum guanilat, kalsiyum guanilat, inosinik
asit, disodyum inosinat, dipotasyum inosinat, kalsiyum inosinat, kalsiyum 5'-riboniikleotidaz

ve disodyum 5'-riboniikleotidaz [6].
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2.2.6 Glutamatin Tayin Yontemleri

L-glutamat, memelilerde sik rastlanan eksitator aminoasit norotransmitterdir, cok ¢esitli beyin
fonksiyonlarinda 6nemli rol oynar [9-11]. iskemi ve sinir hiicrelerinin 6liimii gibi cesitli
hastaliklarda rol oynadigi rapor edilmistir [12-13]. Glutamat ayni1 zamanda birgok gidada gida
katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Gida prosesleri sirasinda yiiksek konsantrasyonlarda
glutamat kullanilmasi da noérolojik hastaliklarin olusmasina neden olmaktadir [14]. Bu

nedenle glutamatin tayini ¢cok énemlidir.

Glutamat tayini igin; kromotografik teknikler[15], spektrofotometrik [16-17], fluorometrik
teknikler [18] kapiler elektroforez [19-20] mikrodializ, biyosensorler ve enzimatik yontemler
gibi bir¢ok teknik gelistirilmistir [21-22].

2.2.6.1 Kromotografik yontemler

L-glutamat, kromatografik metodlarla (Kondrat vd. [23]; Hanko ve Rohrer [24]) 6lgiilebilir
ancak bu metod karmasik, zaman alict ve On isleme ihtiyag duyar. Iyon degisim
kromatografisi ve yiiksek performansli sivi kromatografisi aminoasitlerin tayininde siklikla
kullanilan metodlardir[25-28]. Her iki metotta aminoasitlerin kalitatif ve kantitatif tayininde
kullanilirlar. Biyolojik 6rneklerde ve gidalarda bulunan bazi maddelerin tayini i¢in kullanilan
HPLC, ekipmanlarinin pahali olmasi, aletlerin kullaniminin uzmanlik gerektirecek diizeyde
dikkat ve itina istemesi ve laboratuvar sartlarinda uygulanabilirliginin simirli olmast gibi
faktorler nedeniyle cazibesini yitirmektedir. Aminoasitlerin tayininde kullanilan diger analitik
metodlar; gaz kromotografisi (GC) [25], ince tabaka kromotografisi (TLC) [25], kapiler
elektroforez (CE) [29], [30], gaz kromotografi-kiitle spektrometri (GC-MS) [31], sivi
kromotografi-kiitle spektrometri (LC-MS) [32], tandem kiitle spektrometri (MS-MS) [33] ve
stvi kromotografi-tandem kiitle spektrometri (LC-MS-MS) [34] dir.

2.2.6.2 Spektrofotometrik yontemler

Enzimatik-spektrofotometrik esasli yontemler, ¢esitli reaktiflerle reaksiyon sonucu olusan
renkli bilesigin absorpsiyonunun Ol¢limiine dayanmaktadir. Ancak bu yontemlerde, diistik
miktardaki Ornekleri tayin etme gii¢liigii bulunmasiin yani sira, askorbik asit, {irik asit,
glukoz, ketonlar ve sefalosporin tiirii antibiyotiklerin kanda yiliksek konsantrasyonda

bulunmasi halinde bunlar girisim etkisi yapabilir.
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2.2.6.3 Mikrodiyaliz

Son 10-20 yildir ¢ok yaygin sekilde kullanilan mikrodiyaliz metodlar, L-glutamatin dakika
basi 6l¢timlerini vermistir. Fakat L-glutamatin ve diger nérotransmitterlerin hizli dinamikleri,
saniye temelinde Ol¢lim yapan bir teknige ihtiya¢ dogurmustur. Cevap zamaninin 1-20 dk

arasinda degismesi bu yontemin dezavantajidir [35].

2.2.6.4 Kapiler elektroforez

Kisa analiz siiresi, kiiclik numune hacmi (1-10uL), az miktarda ¢dzelti harcamasi, ucuz,
kullanim alaninin genis olmasi (proteinler, peptidler, aminoasitler, niikleik asitler, inorganik

iyonlar, organik bazlar ve asitler) gibi avantajlar1 vardir [36].

2.2.6.5 Biyosensorler

Biyosensorler, glutamat i¢in en hizli gelisen teknik olmustur. Glutamatin daha basit, ucuz,
dogru ve duyarli tayinine olanak saglayan glutamat oksidaz enziminin kullanildig:
biyosensorlerin gelistirilmesi ¢ok 6nemli bir ilerlemedir. Gida prosesleri (Moser vd [37]),
hiicre kiiltiirleri (Castillo vd [38]) ve hiicre dis1 beyin sivilar1 (McMahon ve O’Neill [39]) gibi
glutamatin ¢esitli uygulamalarinin tayininde amperometrik biyosensorlerin c¢esitli tipleri
tiretilmistir. Amperometrige (Pasco vd [40], Alvarez-Crespo vd [41]), optige (Doong vd [42]),

etkili alan transistorlerine (Braeken [43]) 6rnek verilebilir.

Potansiyometrik glutamat biyosensorlerinde c¢ok az alete ihtiyag duyulmasi avantajdir.
Bunlarda sadece iyon-segici elektrot, pH se¢ici elektrot ve iyon-segici alan etkili transistorlere

ithtiya¢ duyulmaktadir.

Enzim modifiye elektrotlar (mikroelektrotlar)

Glutamat oksidazla modifiye edilen karbon fiber ya da metal kablolu mikroelektrotlar, L-
glutamatin beyin dokularinda tayinini saglar [44-45]. KCI ve elektrik uyaranlarinin sonucu
olarak L-glutamatin arttig1 rapor edilmistir. Enzim modifiye elektrotlar; hizli cevap zamani ve

kiiglik alanlarda 6l¢iim yapabilme yetenegine sahiptir [46].

Mikroelektrotlarin kayit bolgesi, gevresindeki kiiglik bir dokuda analiz yapabilir. Bu durum
kiiciik ve katmanli yapilarin analizinde (si¢an ile farenin beyin ve omuriligi gibi) avantaj
saglar. Mikroelektrotlarin ¢oklu kayit yiizeyi 2 veya daha fazla beyin bolgesinden analit

(tayini istenen madde) Ol¢lim imkani saglar. Ayrica mikroelektrotlar, amperometrik
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tekniklerle birlestirilince, ilgilenilen maddenin 6l¢iimiinii hizli zaman dilimlerinde (1-1000
ms) yapabilir. Bu durumda norotransmitter aliminin veya saliniminin kinetikleri Sl¢iilebilir

[35].

On-line sensorler

On-line L-glutamat sensorler, siringa pompasi, mikrodiyaliz 6rnek probu, enzimatik reaktor
ve akig hiicreli elektrot igerirler [47-49]. On-line sensorler yiiksek kararliliklarindan dolay1 L-
glutamatin in vivo tayini i¢in kullamishidir. Olgiimler tekrarlanabilirdir ancak on-line sensor
cevab1 mikroelektrot sensérden daha yavastir ve genis 6rnek probuna sahiptir. (genellikle 1-3
mm uzunlukta ve birka¢ yiiz pm ¢apinda) On-line sensorler; yiiksek duyarlilik ve uzun siiren
kararliliklarina ragmen, yavas cevap zamani, genis Ornek probu ve gegici ¢Oziiniirlikleri

vardir [49].

2.3  MSG ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Zhang, Mullens ve Gorski 2006°da kitosan enzim filmine dayali amperometrik glutamat
biyosensorii yapmislardir. Bu method, platin elektrodun yiizeyinde kitosanin polikatyonik
zincirleri ile polianyonik enzim L-glutamat oksidazin kompleksinin ¢okelmesine dayanmistir.
CHIT+GmOx bazli biyosensor diisiik tayin smir1 1x107 M MSG, 2x10* M dogrusal aralik
(R?=0.991), 85 nA/Mcm’ duyarlilk ve kisa cevap zamani (tgow-2s) sergilemistir.
Biyosensorler, iy1 bir islevsel kararhilik gostergesi olan %80 oraninda MSG sinyallerini
korumayi 11 saatlik stirekli kullanim sonrasinda bile saglamis ve kararlilik ¢alismalari, sinyal
kaybmmin en biiyiik sebebinin c¢ozelti icindeki glutamatin redox inaktif piroglutamata
doniisiimiinden kaynaklandigin1 gdstermistir. 4°C’de suda 4 aylik bekletmeden sonra,
CHIT+GmOx filmler MSG’ye kars1 aktivitelerini %80-90 oraninda devam ettirmislerdir.
CHIT+GmOx filmleri glutamat i¢in basit ve giivenilir kromotografik dedektoriin

gelistirilmesinde gelecek vaat etmektedir.

Bu ¢alismada, giiglii enzim immobilizasyonu, biyopolimer kitosanlarin L-glutamat oksidaz
enzimiyle non kovalent jellesmesiyle saglanmistir. Bu durum ve benzer kompozit filmlerin
platin ylizeye yapiskanligi yiiksek performansli amperometrik glutamat biyosensorlerin
yapilmasini saglamustir. Ozetle bu biyosensérler, yiiksek duyarlilik, diisiik tayin smir1, hizl

cevap zamani, iyi islevsel ve uzun dénemli kararlilik gostermektedir [50].
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Doong ve Shih 2006’da titanyum dioksit sol-jel matrikste glutamat dehidrogenazin
immobilizasyonuna dayanan glutamat optik biyosensorii yapmislar. SNARF-1-dekstran ile
bagli optik biyosensor, basit ve yeni titan sol jelden, glutamatin su ve biyolojik orneklerde
tayini i¢in floresan boya ile liretilmistir. NADH bagimh glutamat dehidrogenaz, buhar ¢cokme
metodu ile hazirlanan titan sol jelden tiiretilen matrikste tutulmustur. SEM ve AFM,
cukurlarin yiizey morfolojisini karakterize etmek i¢in kullanilmistir. Titan biyosensoriin, su
ornekleriyle iyi analitik sonucglar verdigini agiklamislardir. Dinamik aralik 0,04 ve 10 mM
araliginda ve tayin smir1 5,5 uM’da gozlenmistir. Biyolojik 6rneklerde glutamata cevap iyi
performans gostermis ve dinamik aralik ve tayin smiri sirasiyla 0,02-10 mM ve 6,7 uM
olmustur. Bagil standart sapma ile su ve biyolojik 6rneklerde dogruluk sirasiyla %4,2 ve 10,7
olarak ispatlanmis ve biyosensorlerin, 1 aydan daha fazla siire yiiksek depolama kararliligi
gosterdigini agiklamiglardir. Sonug olarak bu ¢aligmada, glutamatin su ve biyolojik 6rneklerde
optik tayini ig¢in uygun glutamat biyosensorlerinin iiretiminde seffaf titan sol-jel film

basariyla, basit buhar ¢okme metoduyla kullanilmistir [42].

Pan ve Arnold 1995°te glutamat icin Nafion/glutamat oksidaz biyosensoriiniin segiciligini
gelistirmisler. pH 7,4 ve 37°C de calisma sonuglar1 800uM’a kadar dogrusallik gdstermistir ve
tayin smurt 0,3 uM’dir. Seciciligin artmasi, Nafion tabakasinin kalinligina baghdir. Cevaptaki
girisimler, Nafion tabakasmnin max. kalinliginda bile ortadan kaldirilamamistir. Dogru
olmayan sonuglarin, glutamat konsantrasyonuna girisim yapan tiirlerden 10 kat daha az
oldugunda, askorbat gibi okside olabilen anyonik tiirlerden ileri geldigini agiklamislardir.
Sonug olark, bu elektrodun bilinen askorbat seviyesinin glutamattan fazla oldugu zamanlarda
bircok norokimyasal deneyde istenilen seciciligi saglamadigi ancak glutamat oksidaz

sisteminin kolay kurulusu ve basit olmasiyla alternatif bir avantaj sundugu vurgulanmistir

[51].

Moser ve arkadaglari, 1995°te glutamat ve glutaminin tayini i¢in akis sensoriinii kiigiilttiiler.
Akis kanalli platin filmini enzimle kapladilar ve tayin limitini glutamin ve glutamat i¢in
sirastyla 50 ve 100 uM olarak buldular. Ancak, bu tayin limitleri beyindeki L-glutamatin

fizyolojik konsantrasyonundan ¢ok fazladir [52].

Xin ve arkadaslar1 1996’da kronoamperometrik metodla, Glutamat dehidrogenazin kinetigine
Lantanit iyonlarinin etkisini calistilar. Kronoamperometrik metod, cam karbon elektrotta
azalan NADH’in oksidasyonuna dayanir. Reaksiyon basladiginda kisa zaman araliklariyla

elektrottaki NADH oksidasyonunun akim ve NADH konsantrasyonu diiser. Enzim katalizli
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reaksiyon hizi akimdaki diislisten hesaplanabilir. Bu metod, salatalik kokiinden ham ekstrat ve
karaciger ekstraktinin saflastirilmasinda, enzim aktivitesinin dogru tayininde giivenilirdir. Bu
metodun en biiyiik avantaji, degisen koenzim konsantrasyonunun siirekli ve ger¢ek zamanli
Ol¢timiinii saglamasidir, bu yiizden reaksiyonun baslangi¢ hiz1 Vy tayin edilebilir. Bu metod,
La3+, Eu3+, Yb* ve zZn?* iyonlarmin enzim aktivitesine etkisini tayin etmek i¢in kullanildi.
Sonu¢ olarak, Lantanit iyonlarinin enzimin gutamat sentezinin aktivitesini arttirdifi ve

Zn*"’ni enzime potansiyel bir inhibitor gibi davrandigini1 bulmuslardir [53].

Ryan ve arkadaslari, 1997°de, L-glutamat oksidaz enzimini kullanarak bir norotransmitter
olan L-glutamik asit igin amperometrik biyosensor tasarladilar. L-glutamik asitin
amperometrik bniyosensorii, L-glutamat oksidazin (Glutamat oksidaz, 200 U mL™, fosfat
tamponu, pH 7.4) 60 um ¢apl teflonla ¢evrili Pt tel iizerine kaplanmasiyla yapildi. Enzim
yiizeye o-fenilendiaminin elektropolimerizasyonuyla tutturuldu ve ayrica elektroaktif tiirlerin
girisimi engellendi. Bu prosediir ile, ¢ozeltiden immobilize enzimin klasik yaklasim ile
karsilastirildiginda elektrotlarda benzer substrat duyarlilig1 elde edildi ve biyosensoér normal
enzimden yaklagik 10000 kat daha fazla verim elde edildi. Pt/PPD/Gluox sensorde, duyarlilik
ve segicilik SCE’ye kars1 0,7 V’ta elde edildi. Sensoriin, hizli cevap zamani, glutamata karsi
yiiksek duyarliligi ve yaklasik 0.3 umol'l LOD degeri ile biyolojik dokularda in vivo
tayinlerde kullanilabilecegi ongoriilmiistiir [54].

Niwa ve arkadaglar1 1998°de eksraselliiler glutamatin siirekli 6l¢iimii i¢in mikro boyutlardaki
teknikler kullanilarak on-line sensor gelistirdiler. Sensor iki cam plakanin birbirine
baglanmasiyla yapildi. Plakalardan biri dikdortgen seklinde akis kanalina sahip ve bu hem
ornegi hem de kapileri birbirine bagladi. Digeri karbon filmine dayali elektrokimyasal hiicre,
polimer film ile g¢evrili enzim modifiye elektrot igerir, ince tabaka kanal akis hiicresinin
formudur. Sensor, hiicre yapisina ragmen yiiksek analit doniistiirme yeterliligine sahiptir.
Sonug olarak, 44 nm’lik disiik tayin limiti gézlemlediler (S/N=3). Katodik akim, 2pL/dak
akis hizinda 6rnek girisinden 10 s sonra artmaya basladi. Sensorii kullanarak, KCI ve y-

aminobiitirik asit (GABA) uyaranlarina karsi hiicre dis1 L-glutamatin artis1 gézlemlendi [46].

Isa ve Ghani 2006’da glutamat duyarlilig: i¢in farkli plastiklestiriciler kullanarak , heterojen
kitosan membranlar1 gelistirmigler. Caligmanin tayin siniri, 1,0x10°M, 1,0x10°-1,0x10™* M
araliginda lineer cevap elde etmislerdir. Elektrot performansi 25 °C de pH 4,0-8,0 araliginda
alinmistir. Cevap zamanm 5-35 s ve elektrodun 4 aydan daha fazla zaman i¢in elverisli

oldugunu agiklamislardir. 2-nitrofeniloktileter (2-NPOE), bis(2-etil(hekzil)adipat) (BEHA) ve
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dioktilfosfonat (DOPP) gibi plastiklestiricilerin membrana eklenmesinin  membran
performansini dnemli dl¢iide degistirmedigini ancak en iyi sonucun DOPP ile elde edildigini

aciklamiglardir [55].

Han, Boo, Park ve Chung 2005’te, nanog6zenekli platin ince filminde hidrojen peroksitin
elektrokimyasal davranisini ve elektrot {izerine enzim immobilizasyonu reaksiyonunu
incelemisler. Tiim elektrokimyasl testler pH 7,4 ve 37°C’de 0,15 M NaCl igeren 0,1 M 10 ml
fosfat tamponunda gergeklestirilmistir. Enzim tabakasinin altinda olan nanogoézenekli Pt,
hekzakloroplatinik  asit, bir non-iyonik  yiizey aktif madde, oktaetilenglikol
monohekzadesileter (C16EQOg) igeren ¢ozelti i¢inde, Pt-Ir alasim mikroelektrodu tizerine
elektrokimyasal olarak kaplanmistir. Nanog6zenekli Pt mikroelektrodunun glutamat oksidaz
tabakasina 1,3-fenilendiamin elektropolimerizasyonu siiresince glutamat oksidaz tutuklanmig
ve yapilan glutamat mikrosensorii diiz yiizey Pt ile karsilastirnlmistir. Pt-Ir alasim telleri
kullanilarak 25 uM, 76 uM ve 178 uM olarak 3 farkli ¢apta mikroelektrot hazirlanmistir.
Ticari diiz yiizey Pt mikroelektrodu 25 uM c¢apinda satin alinmig ve yapilan c¢alisma
sonucunda, nanogozenekli yiizey iizerinde immobilize enzim, enzimatik mikrosensore pratik

uygulamalarin yararliligini arttirmistir [56].

Hamdi, Wang, Walker, Maidment ve Monbouquette 2006’da  dopamine kars1 secici
elektroenzimatik  L-glutamat mikrobiyosensoriinii yapmislar. Enzimatik olarak iiretilen
H202’nin elektrokimyasal tayinine dayanan amperometrik L-glutamat biyosensorii dizayn
edilmis ancak anahtar sorun yiikseltgenebilen girisimcilere karsi segicilikte olusmustur,
mikromolar seviyesinde tayin yapilmis ve saniyede veya daha az siirede cevap elde edilmistir.
Glutamat mikrosensorii 125uM c¢apinda elektrobirikimli Pt black (PtBlk) icermektedir. Pt tel
ile segici film elektropolimerlestirilmis, oksitlenen polipirol (OPP) ve L-glutamat oksidaz
tabakas1 glutaraldehitle ¢apraz baglanmistir. PtBlk’in piiriizliiliik mikroskalasi elektrodun
yiizey alanm etkin sekilde arttirmis ve diisiik potansiyelde elektrokimyasal olarak H,O;
olugsmustur. Bu mikrobiyosensor 450 mV’ta Ag/AgCl’e kars1 L-glutamata yiiksek duyarlilik
(80+ 10 nA pM'l cm'z) gostermistir. Tanimlanan L-glutamat biyosensorii miikemmel cevap
zamani (~1-2 s) ve gecici kararlilik (~3 hafta) gostermstir. Ayrica, bu mikrobiyosensoriin L-
glutamata hizli cevap verilmesi gereken, yasayan beyin dokulari i¢in yeterli oldugunu fakat

dopamine kars1 duyarsiz oldugunu agiklamislardir [57].

Maalouf ve arkadaglar1 2006’da Nafyona dayali amperometrik glutamat biyosensoriinii ve

metil viyolenle modifiye edilmis cam karbon -elektrodu yapmuslar. Elektrokimyasal
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biyosensor, metil viyolen ve florlanmis katyon degisim polimeri nafyon ile kimyasal olarak
modifiye edilen cam karbon elektroda dayanmistir. Enzim, bovin serum albiimin (BSA), metil
viyolen ve Nafyon varliginda glutaraldehitle c¢apraz baglanarak immobilize edilmistir.
Enzim/BSA orani, glutaraldehitle ¢apraz baglama zamani, metil viyolen ve nafyon yiizdeleri
gibi degisiklikler biyosensor seciciligini 6nemli olgiide etkiler. Glutamat biyosensdriiniin,
elektrokimyasal direng spektroskopisi amperometri ve siklik voltametri ile elektrokimyasal
Ozellikleri incelenmis ve optimum parametreler kullanilarak biyosensor yapilmistir. Glutamat
biyosensorii 20uM tayin sinir1 ve lineer dogrusal aralik 0,75 mM olarak vermistir. 25 uM
asetaminofen, 20 uM iirik asit ve 200 uM askorbik asit ile segiciligi 15 farkli aminoasit ile
test edilmis ve girisim yapan tiirlere karst hi¢cbir amperometrik cevap elde edilmemistir. Bu
durum, biyolojik 6rneklerde, analitin 6n ayristirmasi olmadan glutamat tayinine izin verir
[58].

Schuvailo ve arkadaglar1 2006’da glukoz, laktat ve glutamatin canli dokulardaki Slgtimleri
icin yiiksek secicilikte mikrobiyosensorler yapmislardir. Amperometrik biyosensorlerin
tretimine alternatif bir yaklasim, kovalent bagl enzimlerle fenilendiamin filminin
elektropolimerizasyonu oldugunu aciklamiglardir. +0,4 V’ta Ag/AgCl’e karsi hidrohen
peroksitin duyarl tayinini saglamislardir. Tayin sinir1 0,5 uM, s/n=3, karbon fiber elektrotlar
(30 uM capinda ve 500 uM uzunlugunda) rutenyum ile kaplanmistir. Farkli girisimcilerin
varliginda (askorbik asit, iirik asit gibi) hidrojen peroksitin yiiksek secicilikte tayinini
saglamiglar ve enzimatik secgici tabakalar, askorbat oksidazin varliginda glutaraldehit
tarafindan BSA ile glukoz oksidaz, laktat oksidaz ve glutamat oksidaz enzimlerinin kovalent
capraz baglanmasiyla yapilmistir. Biyosensorlerin dinamik araligi, glukoz i¢in 4 mM, laktat
icin 1,75 mM ve glutamat i¢in 0,25 mM olarak bulunmustur. Mikrobiyosensorlerin akis
enjeksiyon sistemlerinde, 36 °C’de ve pH 7,4’te 10saat boyunca kararli kaldigini ve bu

mikrobiyosensorlerin canli dokulardaki 6lgtimlerde kullanildigini vurgulamiglardir [59].

McMahon ve arkadaslar1 (2007), 125um capinda Pt tel elektrotlar {izerine polikatyon
polietilenimin (PEI), stereosegici L-glutamat oksidaz enzimi ve yarisegici poli-0-
fenilendiamin (PPD) bariyerini siras1 ile uygulayarak (Pt/PEI/GluOx/PPD) nétral pH da
glutamat biyosensorii hazirlamislardir. Biyosensdriin 0,7 V da SCA a kars1 amperometrik
olarak kalibrasyonunu yapmislar, enzim substratin (L-glutamat, kosubstrat olarak da
dioksijen) Michael-Menten parametrelerini belirlemislerdir. Polietileniminin bulunmasi

durumunda glutamat igin tayin siirmin 10 kat arttigi belirtilmistir [60].

17



Alvarez-Crespo ve arkadaslar1 (1997) tarafindan, dehidrogenaz-NAD" ile modifiye edilmis
karbon pasta elektrot {izerine o-fenilendiaminin elektropolimerizasyonu ile gelistirilen
amperometrik glutamat biyosensoriiniin glutamata cevabi 0V (Ag/AgCl) a yakin potansiyelde,
olusan NADH’in elektrokatalitik oksidasyonu ile belirlendi. Karbon pasta bilesiminin
optimizasyonundan sonra biyosensoriin dogrusal amperometrik cevabi 5,0x10°- 7,8x10°M,
tayin siri ise 3,8x10° M dir. Hazirlanan biyosensérle tavuk bulyonu tabletlerinde glutamatin
tayini yapilmis, elde edilen sonuglarin, referans olarak calisilan enzimatik spektrofotometrik

yontemle elde edilenlerle uyumlu oldugu bulunmustur [41].
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BOLUM 3

KURAMSAL TEMELLER

3.1 Biyosensorler

Tim canlilar yasadiklar1 ortamlardaki degisimleri hizli bir sekilde algilayip yasamlarini
siirdiirebilmek igin degisimlere uymaya calisirlar. Iste bu algilama mekanizmasi
biyosensorlerin in vitro(hiicre dis1) kullanimi igin temel olusturmustur. Canlilar teknologlarin
hayal bile edemeyecegi duyarlilik performansi gosterirler. Ornegin, bazi kdpeklerin koku
almalar1 insanlardan 100.000 kat daha duyarlidir. Yilan baliklari, tonlarca su igerisine ilave
edilen birka¢ damla yabanct maddeyi hemen algilarlar. Kelebekler partnerlerinin yaydigi
birka¢ molekiilii bile hissederler. Algler ise zehirli maddelere karsi ¢ok duyarhidirlar. Iste
canlilara bu uyarilari algilamayr miimkiin kilan biyolojik maddelerin analiz sistemleri ile
birlestirilmesi sonucunda biyosensorler ortaya c¢ikmustir. Genel anlamda biyosensorler,
biyoloji, fizik, kimya, biyokimya, miihendislik gibi pek ¢ok bilim alaninin bilgi birikiminden
multidisipliner bir anlayis c¢ergevesinde yararlanilarak ve biyolojik molekiillerin veya
sistemlerin se¢imlilik o6zellikleri ile modern elektronik tekniklerin islem yeteneginin

birlestirilmesiyle gelistirilen biyoanalitik cihazlar olarak tanimlanabilirler.

Biyosensorlerin tarihi 50°11 yillarin ortalarinda L.C.Clark’in Cincinnati hastanesinde (Ohio,
ABD) ameliyat sirasinda kanin O, miktarini bir elektrot ile izlemesiyle baslar. 1962 yilinda
Clark ve Lyons glukozoksidaz (GOD) enzimini O, elektrodu ile kombine ederek kanin glukoz
diizeyini 6lgmeyi basardilar. Boylece yeni bir analitik sistem olustu. Bu sistem bir yandan
biyolojik sistemin yiiksek spesifikligini (enzim) diger taraftan ise fiziksel sistemin (elektrod)

tayin duyarliligini birlestirmis ve genis spektrumlu bir uygulama olanagi bulmustur.

Glukoz + O,—Glukono — 8 — lakton + H,O,
19



Bir biyolojik sividaki glukoz ve ¢oziinmiis oksijen elektrod etrafindaki membrani gegerek
elektrod yiizeyine ulastifinda glukoz oksitlenerek glukonik aside doniisiir ve bu sirada O,
harcanir. Ortamdaki glukoz bittiginde O tiiketimi durur. O, elektrodu ile baslangictaki ve
reaksiyon sonundaki ¢6ziinmiis O, dlgiiliir. Aradaki fark ortamdaki glukozun oksidasyonu i¢in
harcanan O, olup buradan biyolojik sividaki glukoz miktar1 hesaplanir. Klasik elektrokimya
ile sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen sensorler hazirlanabilirken sisteme biyomateryalinde
katilmasiyla diger bir¢ok maddenin tayini miimkiindiir. Béylece hazirlanan analiz sistemlerine

BIYOSENSORLER adi verilir.

Biyosensorlerin  yiiksek spesifiklik yaninda; renkli ve bulanik ¢ozeltilerde genis bir
konsantrasyon araliginda dogrudan 6l¢iime olanak saglamak gibi iistiinliikleri vardir. Fakat
reseptor olarak adlandirilan biyokomponentlerin ph, sicaklik, iyon siddeti gibi ortam

kosullarindan etkilenmesi biyosensoriin kullanim Omriinii azalttigindan bir dezavantajdir

(Telefoncu [61]).

Biyosensorlerde biyokomponent olarak enzimler yaninda doku kiiltiirleri, mikroorganizmalar,
organeller, antikorlar ve niikleik asitler de kullanilabilmekte olup Ol¢iim teknigine gore
amperometrik, potansiyometrik, termal, piezoelektrik, akustik veya optik sensorler olarak
adlandirilirlar. Canli hayatinin 6nemli unsurlarindan olan gérme, koklama, isitme, dokunma,
tat alma gibi algilama mekanizmalar1 dogal ve en mitkemmel biyosensorik sistemler olduklari

icin biyosensor ¢alismalarina en giizel 6rnekleri olusturmaktadir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Dogal ve en mitkemmel biyosensorik sistemler
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Aslinda her bir canli tiirii miikkemmel biyosensorler sahibi olarak yaratilmistir. Mesela bes
duyumuz; gorme, isitme, dokunma, koklama, ve tat almamiz yine alicilar tarafindan
hissedilen  verilerin  kimyasal ve elektriksel sinyallere  doniistiiriiliip, beynin
degerlendirilmesine sunulmasidir. Modern teknolojinin {iriinii olan biyosensorler ile bir ya da
birka¢ molekiilii tanimaya, algilamaya calisirken, sizlerin su anda bir yandan goézleriniz
dergiye bakip her an sinyalleri beyne gonderiyor; diger yandan kulaginiz radyodan gelen hafif
miizigin sinyallerini gondermekle mesgul; derginin sayfalarimi hisseden parmaklariniz
sinirlere uyarilar veriyorlar; burnunuz bardaktaki meyve ¢aymi koklamak ve yine uyarilari
beyne gondermekle mesgul; 6teki yanda antikorlariniz yabanci madde avinda ve bulduklari
anda gereken bilgileri beyne gonderip savunma mekanizmasini harekete gegirmeye

calistyorlar.

3.1.1 Biyosensorlerin Yapisi ve Fonksiyonlari

Biyosensorler biyokomponent(reseptor)’ ler ile fiziksel komponent(transduser)’ler den
olusurlar. Biyosensorler, genel olarak analizlenecek madde ile seg¢imli bir sekilde etkilesime
giren biyoaktif bir bilesenin, bu etkilesim sonucu ortaya ¢ikan sinyali ileten bir iletici sistemle
birlestirilmesi ve bunlarin bir O6l¢lim sistemiyle kombinasyonuyla olusturulurlar.
Biyosensorlerde, biyoaktif bilesenin tayin edilecek madde ile etkilestiginde olusan sinyalin
iletim ve 6l¢limiinde, genel olarak, elektrokimyasal, optik, piezoelektrik ve kalorimetrik esash

sistemler kullanilir. Sekil 3.2° de bir biyosensoriin ¢alisma prensibi sematize edilmistir.

= A A e
g3 N7 N N
Analit o ~ elektrot
(substrat)a =&\
; Pavavotdal '

vabanc:

elektronik sinyal
madde

elektronik devreler

biyoaktif biles

Biyokatalizorler
PEnzimlexr

Bivoreseptorlex
santibody/Antijenler
-Hiicre Membran resep—
torlexri

biyoaktif t bal

eBitki wvewva haywvan
hucrelexri

S P - -
ornek _° s £ sinir hiicresi

koklama duyusu membram

Sekil 3.2 Genel anlamda bir biyosensdr ve bilesenleri
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3.1.2 Biyokomponentler

Biyosensorlerin yapisinda yer alan biyokomponentler (biyokimyasal bilesenler) ¢ogu kez
biyoreseptor (biyolojik algilayici) olarak da adlandirilirlar. Enzimler, mikroorganizmalar,
organeller, doku kesitleri, antikorlar, niikleik asitler ve biyolojik membranlar i¢ine yerlesmis
kimyasal reseptorler, sensorlerde biyokomponent (biyoreseptor) olarak kullanilirlar. Bunlarin
icinde en yaygin kullanilanlar enzimler ve antikorlardir. Biyoreseptdrler, analizlenecek
maddeyi donlisime ugratirlar ve bu doniisiime eslik eden degisimler transduser tarafindan
algilanir. Yiiksek spesifikliklerinden dolay1 enzimler en yaygin kullanilan biyoreseptorlerdir.
Biyolojik reaksiyonlar1 katalizleyen maddelerdir. Enzimler A substratinin bulundugu

reaksiyonu katalizleyerek B tiriiniiniin olusmasini hizlandirmaktadir. Enzimler katalizledikleri

reaksiyonun substratina karsit ¢ok Ozgiidiirler. Bu 6zgiilliik biyosensorlerin segici olmasini
saglar. Ureaz enzimini kullanan biyosensér sadece iire miktar1 hakkinda sonug vermektedir.
Kimyasal olarak diger maddelerle iliskili bile olsa diger maddeleri tanimaz. Enzim
kullanilarak hazirlanan biyosensorlere glukoz sensorii i¢in glukoz oksidaz, etanol igin alkol

oksidaz, laktat sensorii i¢in laktat oksidaz ve tire i¢in lireaz verilebilir.

Teorik olarak reseptor ve transduserlerin bir¢cok degisik sekilde birlestirilmesi miimkiin
olmasma ragmen bu bilesimler bir elektrik sinyali olusturamazlarsa biyosensor fonksiyon
gostermez. Ornegin; transduser olarak bir termistdriin kullanilmasi durumunda substratin

doniisiim reaksiyonu sonucu entalpide bir degisim olmaz ise biyosensor ¢alismaz.

3.1.3 Transduserler

Transduserler, reseptorlerin  biyolojik reaksiyonunu Olgiilebilir fiziksel bir sinyale
dontistiiriirler. Biyokimyasal reaksiyonun 6zelligine gore transduserler kullanilir. Elektrotlar
amperometrik ve potansiyometrik Olglimlerde kullanilir. Burada amag; O, elektrodunda
¢oziinmiis O,’ yi, pH elektrodunda H* iyonunu 6lgmektir. Optik sensorlerde hedef: 1sik,
pieozoelektrik sensorlerde ise kristalin salinim rezonansimin kiitle yiiklenimi sebebiyle
degismesidir. Bunlarin disinda transistorler ve termistdrler de transduser olarak

kullanilmaktadir.
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3.1.4 Biyosensorlerin Uygulama Alanlar:

Biyosensorler tip, tarim, gida, eczacilik, ¢evre kirliligi, savunma ve bir¢ok endiistriyel

alanlarda 6zellikle otomasyon ve kalite kontroliinde ¢ok 6nemli rol oynarlar [61].

Biyosensorlerin uygulama alanlar1 Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1 Biyosensorler icin uygulama alanlari

- Klinik diyagnostik, biyomedikal sektor

- Tarla tarimi, bag-bahge tarimi ve veterinerlik
- Bakteriyal ve viral diyagnostik

- {lag analizi

- Endiistriyel atik kontrolii

- Cevre koruma ve kirlilik kontrolii

- Maden isletmelerinde toksik gaz analizleri

- Askeri uygulamalar

Biyosensorler; gida maddeleri, metabolitler, vitaminler, antibiyotikler, ilaglar gibi organik
maddeler, bazi anorganik bilesikler yaninda enzimler, viriisler ve mikroorganizmalarin
tayininde kullanilirlar. Bunlarin disinda, biyolojik oksijen gereksinimi (BOD), toksisite ve
mutajenite testlerinde de basari ile uygulanmaktadirlar. Biyosensor gruplari ve kapsadiklari

analiz alanlar1 Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2 Biyosensor gruplart ve kapsadiklar analiz alanlar

Biyosensor Grubu Kapsadig1 Analiz Alam

Enzim Sensorleri Kiiclik molekiillii organik ve inorganik maddeler
(metabolitler, ilaglar, gida maddeleri, vitaminler,
antibiyotikler, pestisidler vb.)

Mikrobiyal Sensorler Enzim sensorlerinin kapsadigi alanlar+BOD, toksisite,
mutajenite

DNA Sensorleri Viriisler, patojen mikroorganizmalar

Immuno Sensérleri Viriisler, patojen mikroorganizmalar+ ksanabiyotikler

Biyosensorler en ¢ok biyomedikal sektdrde uygulama imkani bulmustur. Bu alanda uygulama
imkan1 bulan ilk biyosensdrler enzim sensorleridir. Ticari olarak iiretilen ilk biyosensor ise,

seker hastaligt teshisi icin kan ve idrarda glukoz tayinini miimkiin kilan glukoz
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biyosensoriidiir. Bunu renal fonksiyon testleri i¢in gelistirilen iire ve kreatinin biyosensorleri
ile kas giiciinii lgmeye yonelik laktat biyosensorii izlemistir. Insan viicuduna yerlestirilebilen
biyosensorler de gelistirilmis olup bunlar biyolojik sivilar viicut digina alinmadan ve
tilketilmeden analiz imkani verirler ki, 6zellikle ameliyat sirasinda bu bilgilerin Kkesintisiz
saglanmasi ¢ok onemlidir. Biyosensorlerin, ilaglarin viicuttaki diizeylerinin ayarlanmasi ve
kontroliinde kullanilmas1 yakin bir gelecekte gerceklestirilebilecektir. Biyosensdrlerin
gelecekte onemli uygulamalarindan biri de siiper oksit ve nitrik oksit gibi kisa Omiirli,
hormonlar ve nérotransmitterler gibi diisikk konsantrasyonlu maddelerin in vivo tayinidir.
Biyoteknoloji ve gida endiistrisinde basta glukoz olmak iizere bir ¢ok monosakkarit, amino
asitler, organik asitler(laktik asit), iire ve alkol tayinlerinde enzim sensorleri kullanilmaktadir.
Ayrica gidalardaki yabanct maddeler (pestisitler, toksinler ve yabanci hormonlar vb.) yaninda
aroma ve tazelik gibi kompleks parametreler ig¢in de biyosensodrler hazirlanabilmektedir.
llaglarin  kotii  amagla  kullanomi  ve uyusturucu ile miicadelede biyosensorler
kullanilabilecektir. Uyusturucu arayan kopeklerin yerini biyosensorler alabilir. Bdoylece
ozellikle giimriiklerde, karakollarda zaman kazanilacaktir. Toprak, hava ve su Kirliliginin

kontroliinde mikrobiyal sensorler ve enzim sensorleri kullanilmaktadir.

3.1.5 Biyosensorlerin Avantaj ve Dezavantajlarim Belirleyen Temel Ozellikler

* Biyosensorlerdeki biyoaktif bilesen spesifik ve kararli olmalidir. Biyoaktif bilesenin spesifik
olmas1 girisim yapabilecek tiirleri iceren karmasik igerikli Ol¢iim ortamlarinda detayli 6n
islem yapilmaksizin analize imkan verir. Biyoaktif bilesenin kararli olmasi ise ¢ok sayida

analize imkan verecegi i¢in biyosensdriin ekonomik olmasina zemin hazirlar.

* Biyosensorlerdeki temel reaksiyonun fiziksel parametrelerden olabildigince az etkilenmesi
istenir. Bu ozellik fiziksel kosullarin degisebildigi laboratuvar dist kosul ve ortamlarda da

giivenilir analizlerin yapilabilmesine imkan verir.

* Biyosensor cevaplarinin dogru, duyarli ve tekrarlanabilir olmasi biiylikk 6nem tasir.
Cevaplarin dogrulugu beklenen esas parametredir. Duyarlik, biyolojik sistemlerden gelen
unsurlar kullanildig1 i¢in genelde ¢ogu klasik yontemden daha iyidir. Tekrarlanabilir sonuglar
alinmasi ise bir dl¢iide daha 6nce so6zii edilen parametrelerle de iliskilidir. Cevap zamaninin
kisa olmasi ise genelde biyosensorlerin tercihli olarak kullanimlarina yol agan en 6nemli

faktorlerden biridir.
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* Biyosensorlerde algilayici elementin kiigiik ve bazen biyouyumlu olmasi beklenir. Kiigiik ve

biyouyumlu sistemlerin 6zellikle in vivo 6lglimlere uyarlamada 6nemli tistiinliikleri vardir.

+ Olgiim {initesinin ucuz ve tasinabilir olmas1 degisik alanlarda yaygin kullanimina imkan

Verir.

Dogal olarak tiim biyosensorlerin bu 6zelliklerin tiimiinii tasimasi s6z konusu degildir. Ancak
dogru, duyarli ve tekrarlanabilir cevaplar kesinlikle beklenen 6zelliklerdir. Bunlarin disindaki
parametrelerdeki degisiklikler biyosensorlerin diger yontemlere avantaj ve dezavantajlari

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

3.1.6 Enzim Sensorleri

Biyosensor teknolojisinin tarihsel gelisimine bakildiginda bu alandaki ilk ¢aligmalarin enzim
biyosensorleriyle basladigi goriilmektedir. Biyosensor teknolojisindeki ilk ornekler 6zellikle

amperometrik ve potansiyometrik temelli enzim elektrodlar: seklinde ortaya ¢ikmiglardir [61].

Biyosensor teknolojisinde elektrokimyasal esasli enzim sensorlerinin tartisilmaz bir tistiinliigii
vardir. Bunun en 6nemli nedeni canli sistemlerle ilgili hemen hemen her tiirlii maddenin
tayininde dogrudan ya da dolayli olarak kullanilabilecek binlerce enzimin varligidir. Diger
biyosensorlerde oldugu gibi enzim sensorleri de biyoaktif tabaka, iletici ve 6l¢iim sisteminden
olusur. Diger biyosensorlerden tek farki biyoaktif tabakada biyomolekiil olarak enzimlerin yer
almasidir [62].

Enzimler, spesifiklik ve duyarliliklarindan dolayr miikemmel analitik ajanlardir. Enzimler,
insan viicudunda meydana gelen Onemli biyolojik reaksiyonlart ¢ok diisiik substrat
konsantrasyonlarinda (10®M ve daha diisiik) ve ok spesifik olarak katalizleyen biyokimyasal
katalizorlerdir. Spesifiklik ve hassasiyetlerinden dolayr miikemmel analitik ajanlardir. Klinik
laboratuvarlarinda tedavi amaci ile yaygin olarak kullanilmaktadir. Ornegin, glukoz oksidaz

(GOD) ve hekzokinaz, 3-D-glukozun analizi ile diyabet indikatorii olarak kullanilirlar.

Ancak, enzimin kararsizlig1, girisim, aktivator ve inhibitorler, analizin maliyeti vb. giigliikler
enzimlerin analitik amaglarla kullaniminm1 kisitlamaktadir. Bu giicliikler, enzimler igin ¢esitli
immobilizasyon teknikleri gelistirilerek azaltilmistir. Serbest enzim immobilize edilerek

katalitik aktivitesini daha fazla korumasi saglanir ve ¢ok fazla analizde kullanilabilir.

Bir enzim elektrodu, Sekil 3.3’de goriildiigii gibi bir elektrokimyasal sensor iizerine enzimin

ince bir tabaka halinde immobilizasyonundan olusmustur.
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Sekil 3.3 Bir enzim sensoriiniin genel sematik gosterimi

Sistemin 6zelligine baglh olarak ytikseltici, mikroislemci, dijital goriintiileyici gibi kisimlar

sistem iginde yer alabilirler.

3.1.6.1 Enzim sensorlerinin genel ¢alisma ilkesi

En genel anlamda bakildiginda diger biyosensorlerde oldugu gibi enzim sensorleri de
biyoaktif tabaka , iletici ve Ol¢lim sisteminden olusur. Diger biyosensorlerden tek fark
biyoaktif tabakada biyomolekiil olarak enzimlerin yer almasidir. Bir enzim sensoriiniin
caligma ilkesi enzim veya enzimlerin immobilize edilmis oldugu biyoaktif tabakadaki
olaylarin biraz daha yakindan incelenmesi ile daha kolay anlasilabilir. Sekilde biyoaktif
tabakada gergeklesen olaylar agisindan bir enzim sensOriinlin genel ¢alisma ilkesi

Ozetlenmistir.
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Sekil 3.4 Enzim sensoriiniin genel ¢alisma ilkesi

Sekil 3.4’den goriildiigli gibi bir enzim elektrodunda enzimi igeren biyoaktif tabaka, enzimin
katalizledigi reaksiyona uygun bir iletim sistemi ile birlestirilmektedir. iletim sistemi
biyoaktif tabakada gerceklesen enzimatik reaksiyon sonucu substrat ve/veya koenzim
konsantrasyonundaki azalis ya da iiriin konsantrasyonundaki artis1 tespit edebilecek sekilde
secilebilmektedir. Konsantrasyonlarin dengeye daha hizli ulasabilmesi i¢in ve difiizyon
engelini en aza indirmek amaciyla biyoaktif tabaka kalinliginin miimkiin oldugunca ince
olmas1 gerekmektedir. Ayrica biyoaktif tabakada sabit bir substrat konsantrasyonu
saglayabilmek icin dlglim ¢ozeltisinin yeterli bir sekilde karigtirilmasi gerekmektedir. Tayin
edilecek tiirlerin Ol¢im ¢ozeltisindeki, biyoaktif tabakadaki ve biyoaktif tabaka-iletici
arayiizeyindeki konsantrasyonlar1 farkli olmaktadir. Iletici sistemin Slcecegi sinyal biyoaktif

tabaka-iletici arayiizeyindeki konsantrasyonlara aittir.

3.1.7 Enzim Immobilizasyonu

Enzimler, sulu ortamlarda veya immobilize edilerek farkli yiizeylerde biyolojik
fonksiyonlarin1 stirdiirebilirler. Enzimler i¢in “immobilize” kelimesi bir yiizey {iizerine
yerlestirilmis ve ayni zamanda biyolojik o6zelliklerini koruyan anlamina gelmektedir.

immobilize enzimler, serbest halde bulunan enzimlere gore ¢ok az dezavantajlara sahiplerdir.

Immobilize enzimlerin ve immobilizasyon metotlarmin avantajlari;
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-Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiijleme v.b.) ve

tirtinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz.

- Cevre kosullarina (pH, sicaklik vs.) kars1 daha dayanaklidir.

- Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir.

- Siirekli islemlere uygulanabilir.

- Dogal enzime kiyasla daha kararlidir.

- Uriiniin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

- Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.

- Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.

Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik organik ve inorganik materyal

kullanilmaktadir. Tastyicinin asagidaki 6zellikleri tasimasi gerekmektedir.
— Suda ¢oziinmemesi,

— Yapisinin goézenekli olmasi,

— Hidrofilik olmasi,

— Mekanik kararlilik gostermesi,

— Kimyasal ve termal kararlilik gostermesi,

—Kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilar enzimle kovalent bag olusturabilecek

fonksiyonel gruplar tagimasi,
— Mikroorganizmalara kars1 direngli olmast,
— Zehirli olmamasi,

— Ucuz ve yenilebilir olmasi1 gerekmektedir.
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3.1.8 Enzim Immobilizasyon Metotlar

Immobilizasyon tekniklerinde en onemli adim enzimin ve elektrot yiizeyinde bulunan
matriksin fiziksel ve kimyasal oOzellikleri incelenerek dogru metodun secilmesidir.
Immobilizasyon sonrasinda enzimin kararhiliginda ve kinetik &zelliklerinde degisiklikler
gozlemlenir. Bunun nedeni matriks yiizeyine yerlestirilmis olmalari ve reaksiyon sonucunda
aciga c¢ikan drlinlerdir. Enzimlerin immobilizasyon sonrasi genellikle aktivitelerinde
cOziinemediklerinden dolayr azalma meydana gelirken matriks bir yapinin igerisinde

bulunmalarindan dolay1 denaturasyona ugramalar1 gecikmektedir (Guisan [63]).

Biosensorlerin yiizeyine enzim immobilizasyon yontemleri fiziksel ve kimyasal metodlar
basligr altinda incelenmektedir. Bu metotlardan dort tanesi yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bunlar; 1. Adsorbsiyon, 2. Tutuklama, 3. Kovalent baglanma 4. Capraz baglama ve 5.
Biyolojik balgama. Sekil 3.5’de immobilizasyon metotlarindan bes tanesinin yapisi
gosterilmistir Capraz baglama metodu kolay uygulanabilirligi ve maliyetinin diisiik olmasi
nedeniyle en ¢ok kullanilan yontemdir. Enzim immobilizasyonunda kullanilan maddelerde

bulunan reaktif gruplar ve reaksiyona girdikleri amino asitler Cizelge 3.3’de gosterilmistir.

Sekil 3.5 Biyomolekiillerin immobilizasyon metotlari. A Adsorpsiyon. kovalent olmayan
zay1f elektrostatik etkilesimler, van der Waals etkilesimleri hidrojen baglar1 ve hidrofobik
etkilesimler. B Kovalent Baglanma. Giiclii kimyasal baglar sayesinde biyomolekiiller kararl
bir sekilde yilizeye baglanirlar. C Capraz balgama molekiiller birbiri arasinda ve elektrot
yiizeyine kovalent baglanir. D Tutuklama biyomolekiiller polimer agin icerisine hapsedilir. E
Dis membrana tutuklama
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Cizelge 3.3 Enzim immobilizasyonunda kullanilan maddelerde (tasiyici) bulunan reaktif
gruplar ve reaksiyonlara girdikleri aminoasitlerin fonksiyonel gruplari

Tastyicimn reaktif grubu Enzimdeki fonksiyonel grup

ve ilgili amino asit

_— MNH;{Lys, N-Terminal)

SH{Cys)

@7.“2*0'-
OH (Tyr}

Driaz onyum tuzu

R NCS NH; (Lys, N-Terminal)
izotiyosiyanat
I
=] \__“_\
fa ) — MNH; (Lys, N-Terminal)
c—"
(=]
Asit anhidrit — NH,(Lys, N-Terminal)
SEH(Cys)
CHzCOM,
Agil azid ODH {Tyr)
— 0 -
C —— NH — MNH; (Lys, N-Terminal)
— O —
imidokarbonat
NCO

——MHg {Lys, N-Terminal}

izosiyanat

— CH.,COCI MH_ (Lys, N-Tarminal)

A il kKlorur
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Immobilizasyon ydntemi enzimlerin kimyasal yapisi ve fiziksel durumuna gore

belirlenmektedir. Enzimler icin uygulanan tim immobilizasyon ydntemleri protein

yapisindaki diger biyoreseptorler i¢in de uygulanabilir. Enzim immobilizasyon yontemlerinin

siniflandirilmasi Sekil 3.6’da verilmistir.

Enzim Immobilizasyon Yéntemleri

Baglama Tutuklama
Capraz Matrikste Membranda
Tasiyiciya Tutuklama Tutuklama
Baglama <
Baglama
Membran
] Homo- Ko- Reaktorleri
Kovalent Adsorsi- apraz °
¢ap capraz
von Baglamaa\  pas1ama
\ 4

Iyonik
Baglama

Polimerde

Sertese-

Capraz
Bagh

bilen Jelde

Sekil 3.6 Onemli enzim immobilizasyon yontemlerinin siniflandirilmasi. Bir enzimin
immobilizasyonu igin ¢esitli yontemler vardir. Bunlar fiziksel ve kimyasal olmak tizere iki
kategoride ele alinmaktadir.
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3.1.8.1 Tasiyiciya Baglama Yontemleri

Kovalent Baglama: Cok yaygin olarak kullanilan bu yontemde enzim ile elektrot yilizeyinde
bulunan matriks arasinda kovalent bag meydana gelir. Bu bag enzim ve matriksde bulunan
fonksiyonel gruplar arasinda meydana gelir. Enzimin aktif bolgesinin kovalent bag
olusumuna katilmamas1 gerekir bu nedenle kovalent baglanma islemi sirasinda ¢ozeltiye
enzim inhibitorleri ilave edilir. Uygun kosullar altinda proteinlerin fonksiyonel gruplari
kovalent baglanabilmektedirler. Ornegin zincirin a-amino gruplari, lizin ve arjinin e- gruplari,
zincirin a-karboksil gruplari, aspartik asit ve glutamik asitlerin - ve y- karboksil gruplari,
tirozinin fenol halkasi, sisteinin tiyol grubu, serin ve treoninin hidroksil gruplari, histidinin
imidazol grubu ve tritofanin indol grubu. Enzimlerin kovalent baglanmasinda kullanilabilecek

aktif gruplar Cizelge 3.4’de verilmistir [63].

Cizelge 3.4 Enzimlerin kovalent baglama ile immobilizasyonunda bag olusumuna katilan
aminoasitlerin reaktif gruplart.

H =
MHz —C—0OH ——=5EH ——85 —CHjy NH

A B C D N‘V

E
M

MNH

—MH—0C

b
=

Protein lizerinde bulunan amino gruplari ve fenolik kisimlar hari¢ diger fonksiyonel gruplar
reaksiyonlarla ile bir araya gelebilmektedir (Zhang vd [64]). Amino etil seliiloz, karboimidli
bir ortamda enzimdeki karboksil gruplariyla bag olusturur. Proteindeki tiol kisimlari
yiikseltgenerek N-akriol-sistein ve ¢apraz baglayict akrilamid kopolimerleriyle bag
olusturmaktadir. Birgok ticari aktive edilmis membranlar kovalent olarak enzim

immobilizasyonunda kullanilmaktadir (Mulchandam vd [65]).

Adsorpsiyon Yéntemi: Immobilizasyonda kullanilan en eski ve basit yontemdir [61]. Kati
matriks iizerine enzim kolay ve hizli bir sekilde fiziksel adsorbsiyon yontemi kullanilarak

immobilize edilmektedir. Bu metotda enzim ile matriks arasinda van der Waals gibi zayif
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baglar ile hidrofobik, hidrofilik veya iyonik etkilesimlerle meydana gelmektedir. Enzimin
aktif bolgesi bu baglanmadan etkilenmez ve aktivitesini korur [65].

Bir¢ok enzimin immobilizasyonu adsorbsiyon yontemine gore gerceklestirilmektedir.
Coziinmeyen enzimler icin adsorbsiyon yoOnteminin temel avantaji kimyasal madde
kullanmaya gerek olmamasi ve hazirlanmasi basit birka¢ adimda gergeklestirilebilmesidir.
Sonug olarak adsorbsiyon ucuz, kolay uygulanabilir ve enzimleri etkilemeyen metottur [66].
Zay1f baglar nedeniyle protein desorpsiyonu (pH, sicaklik ve iyon yiikiiniin degismesinden
kaynaklanan) problem olarak goériilmektedir. Diger bir dezavantaji ise spesifik bir adsorbsiyon
olmadigindan diger protein yapidaki biyolojik maddelerde yiizey de girisim yapabilmektedir
[63-64].

Seliilloz asetat membranlari, polistiren, polivinilkloriir (PVC), silika en c¢ok kullanilan

adsorbanlar arasindadir.

Iyonik Baglama: Iyon degistirme yetenegine sahip, suda ¢oziinmeyen tastyicilara enzimin
iyonik baglanmasi esasina dayanir. Iyonik baglama ¢ok yumusak kosullarda gerceklestiginden
enzimin konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklige neden olmaz. Ancak enzim-tastyict

arasindaki bag ¢ok giiclii olmadig i¢in enzim kagis1 s6z konusu olabilir.

Selat Baglama: Bazi metallerin selatlasma Ozellikleri sayesinde organik veya inorganik

tastyicilara baglanmasi esasina dayanir.

Biyospesifik Baglama: Enzimler ile antikorlar ve lektinler arasindaki biyospesifik

etkilesimden yararlanarak immobilizasyon gergeklestirilir.

3.1.8.2 Capraz Baglama Yontemleri

Bu yontem de tutuklama ve kovalent baglama metotlarinin birlikte uygulanmasiyla
biyosensor hazirlanir. Capraz baglamada sik olarak kullanilan kimyasallar; glutaraldehid, 1,5
difloro-2,4 dinitrobenzen, 2-izosiyanato-4-izotiyosiyanato-toluen, hekzametilen diizosiyanat
ve disiiksinil suberattir [66]. Bazilarinin formiilleri Sekil 3.7°de verilmistir [62]. Glutaraldehit

ile ¢apraz baglama reaksiyonu Sekil 3.8’de gosterilmistir [67].
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Sekil 3.7 Capraz baglamada sik kullanilan kimyasallarin formiilleri
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Sekil 3.8 Glutaraldehitle ¢apraz baglama reaksiyonu

Daldirma Yontemi: Elektrot 6nce enzim ve reaktif polimeri veya enzim, albumin, jelatin gibi

inert bir protein ve capraz baglayici reaktifi iceren karisima daldirilir, daha sonra elektrot

kendi ekseni etrafinda homojen bir enzim tabakasi elde edilecek sekilde dondiiriiliir. Bundan

sonra elektrot glisin ¢ozeltisine daldirilarak nétiirlestirilir ve capraz baglayict ve diger
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reaksiyona girmeyen maddeler yikanarak uzaklastirilir. Yontem ¢ok kolay ve ozellikle kiiciik

transduserler (sinyal ileticiler) i¢in ¢ok uygundur [61].

Dogrudan baglama yontemi: Bu yontemde yaklasik 10 pL enzim ¢ozeltisi bir kilcal boru
yardimiyla doniistiirlicii ylizeyine ince bir tabaka olusturacak sekilde damlatilir. Daha sonra
capraz baglayici reaktif ilave edilir. Bu yontemde daldirma yontemine gore daha az madde ile
calisilabilmektedir. Ozellikle kullanilacak enzimin ¢ok pahali oldugu durumlarda kullanilmasi

uygundur [61].

3.1.8.3 Kopolimerizasyon Yontemleri

Enzimler bir kopolimerizasyon reaksiyonunda monomerlerden biri gibi davranarak polimer

matrikse baglanir. Bu yontemle enzimin kagisi dnlenir.

3.1.8.4 Tutuklama Yontemi

Polimerlesme sirasinda enzim diyaliz membranlarina ya da gozenekli jel matrikslerine
tutuklanarak enzim immobilizyonu yapilir. Diisiik molekiil agirlikli substratlarla reaksiyon
tirlinlerinin difiize olmasi bazi yapilarda miimkiindiir. Poliakrilamid jeller, polivinil alkoller,
yiikli polimerler, katyonik ve anyonik gruplar gibi ¢ok sayida materyal enzim tutuklama

metodunda kullanilir (Rusling [68]).

Genellikle bu immobilizasyon metodu biitiin enzim tiirleri (dehidrogenazlar, alkol oksidazlar,
kolinesterazlar, kolin oksidazlar, glukoz oksidazlar ve tirozinazlar) i¢in uygundur. Bununla
birlikte diger sistemlere gore kolay uygulanabilir ve ucuzdur. Bu metodun dezavantajlar ise
ortamda serbest radikaller bulundugunda veya enzim immobilizasyonu saglandiktan sonra
polimerizasyonu tamamlamak igin elektroda ultraviyole radyasyon uygulandiginda enzim
aktivitesini kaybedebilmektedir [66]. Bu problemler biyosensoriin cevap zamanini ve
kararliligini1 etkilemektedir. Son zamanlarda jel matriks temelli immobilizasyon metotlar:
yaygin olarak biyosensdr yapiminda kullanilmaktadir. Ciinkii jel materyalleri spesifik
Ozeliklere sahip olmalar1 nedeniyle biyosensorlerin saglamlik, 1siya dayaniklilik, ¢oziicii
ortamlarindan etkilenmeme, organik ve sulu ortamlarda c¢alisabilme gibi oOzelikleri

kazanmasini saglamistir [63-64].

Polimer jel matrikslerde tutuklama: Yontem yiiksek derecede ¢apraz bagli bir polimerin
enzim ¢oOzeltisi icinde olusturulmasi esasina dayanir. Polimerizasyon sonucu enzim

molekiilleri ¢apraz bag aglar1 arasinda tutuklanarak ¢ozeltiye gegmeleri engellenmektedir.
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Polimer matriks, biyokatalizoriin disar1 ¢ikisin1 engellerken, kiiclik substratlar ve iiriin
molekiillerin ¢ikisina izin verir. Nigasta, poliakrilamid, silikon lastigi, polivinil kloriir (PVC),

polivinil alkol (PVA) en ¢ok kullanilan polimer matrikslerdir.

Mikrokapsiilleme: Bu yontem enzim molekiillerinin yar1 gecirgen bir membran
mikrokapsiiller i¢inde tutuklanmasidir. Yar1 gecirgen membranin gozenek caplart substrat
molekiillerinin kapsiil igine girisine ve iriin molekiillerinin ¢ikisina olanak verecek

bliytikliikte olmalidir.

Elektrokimyasal polimerizasyon ile tutuklama: Elektrokimyasal polimerizasyon yontemi
ile enzim immobilizasyonu; enzim, monomer ve sulu ¢ozelti iceren elektrokimyasal bir
hiicrede yapilmalidir. Elektrot iizerinde iletken polimerin birikmesi sirasinda enzim polimere
immobilize olur. Reaksiyonun gergeklesmesi i¢in pH ve sicaklik gibi parametrelerin enzim
aktivitesini etkilemeyecegi sekilde ilimli sartlar saglanmalidir. Son yillarda bu amagla

kullanilan iletken polimerler polipirol, polianilin, politiyofen ve poliindoldiir.

3.1.9 Biyosensorlerde Yararlanlan iletim ve Olciim Sistemleri

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

sistemler kullanilir.
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Cizelge 3.5 Enzim sensorlerinin siniflandirilmast

1.Elektrokimyasal Esash Enzim Sensorleri

1) Elektrokimyasal esash enzim sensorleri

Amperometrik esash enzim sensorleri

Birinci nesil amperometrik enzim elektrodlari
Ikinci nesil amperometrik enzim elektrodlari

Ucgiincii nesil amperometrik enzim elektrodlar

Potansiyometrik enzim sensorleri

Proton duyar potansyometrik enzim elektrodlari
Amonyum duyar potansiyometrik enzim elektrodlari
Karbondioksit duyar potansiyometrik enzim elektrodlari

Diger iyon duyar potansiyometrik enzim elektrodlar

Yari iletkenleri esas alan enzim sensorler

Enzim alan etki transistorleri (ENFET)

2) Optik esash enzim sensorleri

Absorpsiyon esasli optik enzim sensorleri
Flouresans esasli optik enzim sensorleri

Biyoliiminesans esasli optik enzim sensorleri

2) Kalorimetrik esash enzim sensorleri

3) Piezoelektrik esash enzim sensorleri

3.1.9.1 Elektrokimyasal Esash Biyosensorler

3.1.9.1.1 Potansiyometrik Enzim Sensorleri

Potansiyometri bilindigi gibi en genel anlamda bir ¢alisma ve referans elektrot arasindaki

potansiyel farkinin 6l¢limiinii esas alir. Elektrot potansiyelinin belirlenmesi dogrudan analit

konsantrasyonunu tanimlar. Potansiyometrik biyosensorlerde kullanilan temel sensérler pH

yada tek degerlikli iyonlara duyar cam elektrotlar, anyon yada katyonlara duyar iyon se¢imli

elektrotlar ve karbondioksit yada amonyaga yonelik gaz duyar elektrotlardir.
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FPotansivometrik esasll bir
biyosensdriim sematik
& giister imi
A Elekirod dis ceketi,
B: I¢ doldurma ¢ éizeltisi,
C: CampH elekirot,

| B

¥

F— | i D: O-ring,
o \t" - "I-:—D E: Immobilize enzimi
E iceren biyoalcif tabaka,

F: Gaz-gecirgen mermbramn,
G Koruyucu membran.

Penisilin____ Penisilinaz . Penisiloat + H*

Sekil 3.9 Potansiyometrik esasli enzim sensoriiniin sematik gosterimi

Sekil 3.9°da sematize edilen sistemde cam elektrod ile gaz duyar membran arasinda ince bir
doldurma ¢ozeltisi bulunur.(Bu ¢ozelti gaz duyar sensdrde sodyum bikarbonat, amonyak
duyar sensérde amonyum Kkloriirdiir.) Potansiyometrik cevap, enzimatik reaksiyon sonucu
aciga cikan gazin(CO; veya NHj3) gaz gecgirgen membrani gegerek doldurma ¢ozeltisine

difiizlenmesi ve bir pH degisimi meydana getirmesiyle belirlenir.

Potansiyometrik esasli enzim sensorlerinde genel olarak standart kalomel elektrodun (SCE)

referans elektrot olarak kullanildig1r durumlarda potansiyel ol¢timii gerceklestirilir.

pH Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrodlar

B Proton konsantrasyonundaki farklanmay: belirlemek amaciyla tasarlanan bu tiir enzim
elektrodlarinda temel sensor olarak en yaygin bir sekilde klasik cam elektrodlar

kullanilir.

B Temel ilke proton konsantrasyonundaki kiiciik farklarin belirlenmesidir.

B En klasik 6rnek iire tayinine yonelik sensordiir.

Ureaz
O=C(NH),+H,O0 — CO;+2NHj3
Ureazin opt aktivite gdsterdigi pH:7 civarinda iiriinler dissosiye olurlar.
COy+H,0HCOz +H"

NHs+ H20<—>NH4++OH_

B Penisilin tayinide buna 6rnektir.
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Penisilinaz

M Penisilin —  penisiloat+H "

Amonyum duyar potansiyometrik enzim elektrodlari

B Amonyum iyonlarina duyar temel sensor ile enzimin birlestirilmesiyle hazirlanan bu
elektrodlar genelde H+,K+ ve Na+ gibi tek degerlilik katyonlara da duyarhilik
gosterdikleri i¢in Ol¢lim ortamlarinda benzer maddelerin bulunmasi durumunda

girisim problemlerine agiktirlar.

B Bu nedenlerden dolayr elektrod kalibrasyonunda fosfat tamponlart kullanilmazken

Tris-HCl benzeri tamponlardan yararlanilabilir.

B Bu tiir enzim sensorlerinde temel iletici olarak amonyum duyar cam elektrodlar

kullanilir.

Glutaminaz
Glutamin = Glutamat + NH,

(NH, + H,0=—NH,* +GR

Armonyum Duyar Sensir

Karboksipeptidaz A
Aspartam e o- Ketoglutarat+ L-Aspartilc Asit
L- Aspartaz
L- Aspartlk Asit # Fumarat + NH,*

Amonyak duyar potansiyometrik enzim elektrodlari

B Amonyak duyar elektrodlarda enzim (iireaz), temel sensorii ¢evreleyen gaz gecirgen
bir hidrofobik membran iizerine uygun immobilizasyon yontemleriyle monte edilir.

Temel sensor elektrolit olarak NaHCOj igerir.

B Hidrofobik membranin yalnizca gaz gecirgen olmasi kan gibi karmasik biyolojik
orneklerde bile 6n isleme gerek olmaksizin spesifik analizler yapilabilmesine imkan
verir.Bu 6zellik amonyum iyonlarina duyar iire elektrodlarima nazaran 6nemli bir

iistlinliik olarak ortaya ¢ikmaktadir.
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B Bu tiir enzim sensorlerinde temel iletici olarak gaz duyar amonyak elektrodlari

kullanilir.

Kreatinin PNﬂe+\Kreati.n

Amonyak Duyar Sensir

L- Fenilalanin Amonyak Liyaz
L- Fenilalanin -y NH  *+@rans- sinnamat
{(NH,* —= NH;+ H%)

Karbondioksit duyar potansiyometrik enzim elektrodlari

B Karbondioksit duyar bir enzim elektrodunda oOl¢iim ilkesinin temeli enzimatik
reaksiyon uyarinca olusan karbondioksitin disosiyasyon dengesi uyarinca agiga ¢ikan

H* iyonlariin neden oldugu asidik dogadir.
B Kullanilan temel sensér NaHCO3; ve NaCl igeren bir cam elektroddur.

B Enzim, temel sensorii ¢cevreleyen hidrofobik membran {izerine immobilize edilir. Bu
sayede ¢ozeltideki iyonik etkilerden korunabilir. Ancak ugucu asidik ve bazik tiirlerin

girigim etkilerinin gézden uzak tutulmamasi gerekir.

B Bu tiir enzim sensorlerinde temel iletici olarak gaz duyar karbondioksit elektrodlari

kullanilir.

Malat Dekarboksilaz
Malat # Laktat+ CO,
Karhondioksit Sensdrii -
Olkzalat Dksidaz\
Okzalat +0, » 200, + H,O,

B- Sivanoalanin sentetaz
Sistein + CN- == HS$ + {-siyanoalanin

Siyaniir Sensirii
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Diger potansiyometrik enzim elektrodlar:

B Bu baglik altinda bazi potansiyometrik esaslt iyon se¢imli enzim elektrodlar1 drnek

olarak verilebilir.

B Oksidorediiktazlarin katalizledigi pek ¢ok enzimatik reaksiyonda agiga ¢ikan hidrojen
peroksitin peroksidaz katalizorliiglinde ve iyodiir varliginda indirgenmesinin iyodiir

duyar elektrotlar ile iyodiir konsantrasyonundaki azalmadan gidilerek belirlenmesi

mumkundiir.

Glukoz + O, =]

H,0, + 21-+ 2H*

Glukoz Ohksidaz

Peroksid az -

Glukonik Asit + H,;0,

\; I, +2H,0

i}fndii.r Duyar Elekirod

Cizelge 3.6 Potansiyometrik enzim biyosensorleri [66]

Enzim Substrat (Tayin edilen Kullanilan Elektrot
madde)
Ureaz Ure Katyon, pH, gaz (NHs)
Glukoz oksidaz Glukoz pH, I
L-aminoasit oksidaz L-Aminoasit Katyon NH*, I
L-Tirozin dekarboksilaz L-Tirozin Gaz (CO,)
Glutaminaz L-Glutamin Katyon
Glutamat dehidrogenaz L-Glutamik asit Katyon
Asparajinaz L-Asparajin Katyon
D-aminoasit oksidaz D-aminoasit Katyon
Penisilinaz Penisilin pH
B-Glukozidaz Amigladin CN
Nitrat rediiktaz Nitrit rediiktaz | Nitrat NH*
Nitrit rediiktaz Nitrit Gaz (NH3)
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3.1.10 Enzim Elektrotlarinda Performans Faktorleri

Hazirlanan biyosensoriin hedeflenen amaglar ¢ergevesinde kullanilir olup olmadigina, ancak

performans faktorlerinin ayrintili bir sekilde belirlenmesinden sonra karar verilebilir.

3.1.10.1 Kalibrasyon ve duyarhhk: Duyarlilik derisimdeki bir birim degisiklik i¢in

biyosensdr sinyalinin zamanla degisimi olarak tanimlanir. ideal olarak bir biyosensoriin
duyarliligi biyosensor Omrii boyunca sabit kalmalidir. Biyosensoriin duyarlilifi, analizi
yapilacak maddenin bir dizi belli konsantrasyondaki ¢ozeltilerini igeren standart ¢ozeltiler ile
yapilan Ol¢limler sonucu kalibrasyon grafigi ¢izilerek kolaylikla belirlenebilmektedir.
Zamanla biyosensoriin duyarliligindaki degisimin belirlenebilmesi i¢in genellikle hergiin

kalibrasyonun yapilmasi gerekmektedir [61].

3.1.10.2 Kararhhk: Kararlilik biyosensér omriiniin uzunlugu hakkinda bilgi verir. Uzun
Omiir ayn1 materyalle ¢cok sayida analizin yapilabilecegini anlatir. Bu durumda isgiicii ve
maliyet acisindan Onemli avantajlar saglanir. Biyolojik materyal agisindan biyosensdriin
kararlilig1 incelendiginde enzimin saflik diizeyi, kaynagi ve immobilizasyon yontemi gibi
parametreler 6nem tasir. Genellikle fiziksel immobilizasyon yontemlerinin kullanilmasi

durumunda biyosensor 6mrii kimyasal yontemlere gore daha kisadir [61].

3.1.10.3 Tayin arah@ ve tayin simr1: Iyon-secici elektrotlarin tayin limiti, membran ara
fazinda olgiilebilir bir potansiyel farki meydana getiren en diigiik iyon konsantrasyonu olarak
tanimlanir. Cogu iyon-segici elektrot i¢in tayin limiti 10 molL™ civarindadir. Bazilarinda ise
107 mol.L"e kadar diisebilir. Bu limitler, ortamda bulunan girisim yapan iyonlar ve
molekiiller ile ters yonde etkilenebilir. Ayni zamanda, enzim sensorlerinde baslica pH,
sicaklik ve bozucu tiirlerin sensor cevabini etkileyerek tayin araligini degistirebilecegi goriiliir
[61].

3.1.10.4 Cevap siiresi: Iyon-secici elektrotlarda cevap zamam elektrodun fiziksel yapisiyla
ilgili bir o6zelliktir. Cevap zamani, genel olarak membranin duyarli kismiyla ¢ozeltideki
iyonun dengeye gelmesi i¢in gecen zaman olarak tarif edilmektedir. Girisim yapan iyonlar, bir
Nernst potansiyel farki olusmasi i¢in taginmasi gereken iyonlarin aktif elektrot yiizeyine

ulagmalarini geciktirir ve cevap zamanini etkiler.
Genel olarak cevap zamani asagidaki islemlerle azaltilabilir;

1. Etkili karistirma (veya akis hizinin artirilmasi),
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2. Membran yiizeyinden kirliliklerin uzaklastirllmasi veya ¢ok kiiciik membran yiizeyli

mikroelektrotlar kullanilmasi,
3. Olgiim sirasinda ¢ozelti konsantrasyonunun diisiikten yiiksege dogru olmast.

Notral tasiyict membranlarda, aktif maddeye (ligant veya kompleks) ¢ozeltideki iyonun

tutunma hizi, cevap zamanini etkileyen en 6nemli faktordiir. Bunun diginda;

1. Iyon ekstraksiyon kapasitesi

2. Difiizyona kars1 direng

3. Membran kalinlig1

4. Membrandaki ¢oziiciiniin polaritesi de cevap zamanini etkileyen faktorlerdir [69].

3.1.10.5 Segicilik: Ideal olarak sadece tek bir iyona duyarh bir elektrot yoktur. X iyonunu
Olemek i¢in kullanilan bir elektrot Y iyonuna da duyarli olabilir. Diger iyonlarin varligi
elektrot performansini 6nemli 6lgiide etkiler. Bu iyonlarin girisimi, elektrot membraninin

yapisina bagli olarak ¢esitli sekillerde olabilir.

Secicilik ilk kez Nicolsky tarafindan hidrojen ve sodyum iyonlarina duyarlilik gdsteren cam
elektrot i¢in kullanilmis ve asagidaki esitlikle verilmistir. Pek ¢ok ISE ¢ogunlukla asagidaki

esitlige uygun davranir [70].

N 0,0592 o [

E=E" gla, +E(kf; a, ™™ }]

n

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

k?, = Segicilik katsayis

Denklem, bir elektrodun olgiilecek iyonu X’e ve biitiin girisim yapan iyonlara cevabini
gosterir. Elektrodun farkli iyonik tiirlere karsi duyarliligi segicilik katsayisi ile belirlenir.
Segicilik katsayisi ( pot x,y k ) biiylidiik¢e elektrodun dlciilecek iyona duyarliligi azalir ve log
ax-potansiyel grafigi yataya dogru gider. Ornegin; kalsiyum segici bir elektrot icin Na®
girisimi s6z konusu ise ve kCaNa=10° ise elektrot Ca®* iyonuna Na* iyonundan 1000 kez
daha duyarli oldugu sonucu ¢ikarilir. Girisim yapan iyonun yoklugunda Nernst degisimi

gozlenir.
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3.1.10.6 Tekrarlanabilirlik: Enzim sensorlerinde tekrarlanabilir sonuglar elde edilmesinde

kullanilan enzim aktivitesi, kararlilig1 ve saflik diizeyi biiylik 6nem tasir. Ancak kararkteristik
ozellikleri ¢ok iyi bilinen enzim preparatlarinin kullanilmasi durumunda bilesensor hazirlama
asamalar1 ve calisma ortam ve kosullar1 agisindan beklenen niteliklerde biiyiik farklanmalar
gozlenebilir. Bu nedenle hazirlanan  sensorle  tekrarlanabilirlik  denemelerinin

gerceklestirilmesi bir zorunluluktur [61].

3.1.10.7 Sicakhk: Enzim katalizli reaksiyonlarin hizlar1 sicakliga ¢ok duyarlidir. Enzimin

optimum sicakligindan uzaklasilmas: durumunda ozellikle termal kararliligr diisiik olan

enzimlerin tersinmez denaturasyonuna neden olarak sensor cevabini olumsuz yonde etkiler.

3.1.10.8 Tibbi uygulamalarda kullamlacak biyosensorler icin biyouyumluluk: Hastalik
tedavisinde veya biyosensoriin insan viicuduna uzun sireli implantasyonlarinda 6nem
kazanmaktadir. Biyosensoriin bulundugu biyolojik elementlerin aktivitesini etkilememesi

gerekmektedir.

3.2 Glutamat Tayininde Kullanilan Biyomateryallere Genel Bakis

3.2.1 Glutamat Oksidaz: Glutamat oksidaz, L-glutamatin oksidatif deaminasyonunu
katalizler. L-glutamatin, a-ketoglutarat ve NH," iyonlarina katalizini gerceklestirir. Glutamat
dehidrogenaz (GDH) ve glutamat dekarboksilaz (GDC)’da L-glutamatin tayininde rol alir.
(Shi ve Stein, [71]; Liu vd. [72]; Ling vd. [73]; Oliveira vd. [74]; Qhobosheane vd. [75];
Rodriguez vd. [76]). Ancak, GDC ve GDH zayif substrat 6zgiilliigii ve NAD" gibi pahali
koenzimlere ihtiya¢ duymasi gibi bazi dezavantajlara sahiptir. L-glutamat oksidaz, yliksek
bagil substrat 6zgilliigii ve ek olarak bir koenzime ihtiyag duymadigindan GDH ve GDC

yerine kullanilir.

L-glutamat oksidaz

L-glutamat + H,O » o-ketoglutarat + NH;"
3.2.2 Nonaktin: Giiniimiizde valinosimin ve makrotetrolit grubu antibiyotikler sirasiyla K* ve
NH,4" katyonlar1 igin uygun nétral komplekslestirici ligandlardir. Bunlardan bazilar1 ISE’da
kullanilir. Komplekslestirici molekiil, ¢ok disli bir ligand olmali ve i¢inde oyuk bulunduran
kararli bir yapiya sahip olabilmelidir. Oyuk, katyonu i¢ine almaya uygundur. Katyonlar icin
polar koordinasyon gruplari, ligand atomu olarak tercihen oksijen igermelidir. Nonaktin, NH,"

katyonu i¢in en uygun ligandir, aktinomiset kiiltiirlerinden elde edilir (Sekil 3.10). Nonaktinin
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dort eter oksijeni amonyum iyonu ile hidrojen bagi olustururken dort karbonil oksijeni

katyonu dipol interaksiyonu ile kararli hale getirir.

Nonaktin, son zamanlarda amonyum gibi Kkatyonlarin mikromolar seviyesinde tayini igin

ticari iyon segici elektrotlarda kullanilmaktadir.

vl o
o g
o -
4 CH;3
Ry H
O (]

MNonactin (N‘DN} Ri=R:=Rs=R4= CH3
Monactit: Rl = CHECHE., R.z = Rg = R.q_ = CHg
Dinactin: Rj=R;=CH,CH;, R; =R, =CH,4
Trinactin: By =R;=R4=CHsCH;, B4 =CH,4
Tetranactin: B; =Rs =R4 =K, = CHsCH;

Sekil 3.10 Nonaktin’in yapist

3.2.3 Palmitik asit: Palmitik asit (hekzadekanoik asit) bitki ve hayvanlarda yaygin olarak
bulunan doymus yag asitlerinden biridir. Molekiil formiilii CH3(CH2)14COOH olan beyaz kati
gorliiniimdedir. Adindan da anlagilacagi gibi palm yaginda bulunur ancak tereyagi, peynir, siit
ve ette de bulunur. Palmitik asit tirevleri 2. Diinya Savasi’nda napalm iiretiminde

kullanilmistir.

3.2.4 Dioktil Sebakat (DOS): Dioktil sebakat (DOS) renksiz veya agik sari renkte ve 6zel bir
kokuya sahip yagimsi bir sividir. Hidrokarbon, alkol, ester tipi, eter, benzen ve diger organik
¢oziiciilerde ¢oziiniir. Az buharlasan ve plastiklestirme hiz1 yiiksek olan DOS, soguga ve 1518a

kars1 dayaniklilik gosterir.

Genellikle PVC, kloroetilen kopolimeri, nitroseliiloz (NC), etil seliiloz ve sentetik kaucguk,
gibi maddelerde plastiklestirici madde olarak kullanilir. Ozellikle soguga karsi direngli
kablolarin, cilt bezinin, ince film, serit materyalleri vb yapiminda kullanilmaktadir. Yapisal

formiilii Sekil 3.11°de verilmistir.

CH3CH,CH,CH,CHCH,00C(CH;)sCOOCH,CHCH,CH,CH,CHj5
Sekil 3.11 Dioktil sebakat’in yapisal formiilii
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3.2.5 Glutaraldehit: Glutaraldehit, 6zellikle enzimlerin kovalent immobilizasyonunda
siklikla kullanilan bifonksiyonel bir reaktiftir. Biyosensor gelistirilmesinde kullanilan
biyoaktif materyallerin (enzim, hiicre, doku, vb.), jelatin, kollajen, kitosan gibi biyolojik
molekiillerle birlikte glutaraldehit ile ¢apraz bag olusturmasi esasina dayali immobilizasyon
yontemi olduk¢a sik kullanilmaktadir. Yontem kolay uygulanabilir olmasi yaninda
immobilize sistemin termal, operasyonel ve depo kararliligini arttirmasi bakimindan tercih

edilmektedir.

3.2.6 Polivinil kloriir (PVC): Iyonoforlar ile birlikte polivinil kloriir (PVC) nin kullanimu,
(Butt ve Cammann [77], Saurina vd [78]) biyosensorlerin cevap siiresinin daha kisa olmasi,

tekrarlanabilirliginin iyi olmasi ve tasariminin kolay olmasi gibi avantajlar saglamaktadir.

Genellikle enzimler PVC iyon-segici membranlara glutaraldehit ¢apraz baglama reaksiyonlari
ile immobilize edilirler (Butt and Cammann [77], Bilitewski vd [79]). Fakat PVC membranin
hidrofobik yiizeyine enzimin immobilize edilmesi zordur. PVC membranda fonksiyonlu

gruplar olusturarak daha etkili enzim immobilizasyonu gerceklestirilebilir.

3.2.7 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC): Formiilii Sekil 3.12’de goriilen
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)  karbodiimid, ¢alismada polivinil kloriir ~membrani

aktiflestirmek amaci ile kullanilmistir.
(CH3)2N'(CH2)3'N:C:N-CQH5

Sekil 3.12 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid’in formiilii
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BOLUM 4

4.1 Kullanilan Cihazlar

MATERYAL VE METOD

Cozeltilerin potansiyel d6l¢gmeleri ORION 4 star Benchtop pH/ISE meter ile yapildi. Referans

elektrot olarak c¢ift temash gilimiis-gimiis kloriir elektrot kullanildi (Thermo scientific
900200). Bu elektroda i¢ dolgu ¢6zeltisi olarak 900002 ve 900003 katalog numaral ¢ozeltiler
dolduruldu. Cozelti ilaveleri icin BRAND ve PROLINE PLUS markali mikro pipetler

kullanildi. Cozeltilerin pH okumalar1 ise Sartorius PB-11 pH-metre ile yapildi. Bu ¢alismada

kullanilan bidestile su PURELAB Classic cihazi kullanilarak temin edildi.

4.2 Kullanilan Enzimler

Calismada kullanilan glutamat oksidaz enziminin numarasi, elde edildigi kaynak ve temin

edildigi firma Cizelge 4.1°de verildi.

Cizelge 4.1 Kullanilan enzimlerin adlari, numaralari, kaynaklari ve temin edildikleri firmalar

Enzimin Adi Numarasi Kaynagi Firmasi
Glutamat Oksidaz G5921 Escherichia coli Sigma
(5 U/mg)
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4.3 Kullanilan Gercek Numuneler

4.3.1 Multiopower Aminoasit Karisimi

Multipower firmasindan temin edilmistir.

4.3.2 Knorr Tavuk Bulyon

Marketten satin alinmistir.

4.4 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan glutaraldehit, palmitik asit, 1-etil-3,3-dimetilaminopropil karbodiimid
(EDC), Trizma Baz1 ve Trizma HCI Sigma’dan; nonaktin, bis-(2-etil) hekzil sebakat (DOS),
poli(vinil kloriir) (PVC), karboksilli poli(vinil kloriir) (PVC-COOH), iire ve amonyum kloriir
Fluka’dan, tetrahidrofuran (THF) Merck’den temin edildi ve saflagtirilmadan kullanildi. Ayn1

zamanda ¢aligmada kullanilan aminoasitler 6zellikleriye birlikte Cizelge 4.2°de verildi.

Cizelge 4.2 Calismada kullanilan aminoasitler

Aminoasidin Adi Numaras1 Firmasi Formulii Molekiil agirlhig
(9/mol)
Glisin 50046 SIGMA C2HsNO; 75,07
L-serin 84959 SIGMA C3H7NOs 105,09
L-arginin 11009 SIGMA CeH14N4O2 174,2
L-askorbik asit A5960 SIGMA CeHsOs 176,12
L-sistein 30089 SIGMA C3sH/NO,S 121,16
L-valin 94619 SIGMA CsH11NO, 117,15
L-lizinmonohidrat L9037 SIGMA CeH14N202.H,0 146,19
L-alanin 05129 FLUKA C3H7/NO, 89,09
L-histidin 53319 SIGMA CeHgN30; 155,15
L-metiyonin 64319 SIGMA CsH11NO,S 149,21
L-glutamik asit G1626 SIGMA CsHgNNaO4 169,1
L-glutamin G3126 SIGMA CsH1oN203 146,15
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4.5 Kullamilan Cozeltiler

45.1 TRIS tampon cozeltisi

Trizma baz1 ¢6zeltisi: 6,055 g Trizma bazi suda ¢oziilerek hacmi 500 mL’ye tamamlanarak

0,1 M’lik stok ¢ozelti hazirlandi.

Trizma-HCI ¢ozeltisi: 7,88 g Trizma-HCI suda ¢oziilerek hacmi 500 mL’ye tamamlanarak 0,1
M’lik stok ¢bzelti hazirlandi.

Hazirlanan stok ¢ozeltilerden belli oranlarda karistirilarak pH 8,5’e¢ ayarlandi. Tampon

¢oOzeltileri kullanilmadiklar1 zaman buzdolabinda saklandi.

45.2 Amonyum Kloriir ¢ozeltileri

Stok amonyum kloriir ¢ozeltileri: 1,0 M standart amonyum kloriir ¢ozeltileri kullanilarak
1,0x10%- 1,0x10° M konsantrasyon aralifinda bir seri stok amonyum kloriir ¢ozeltileri

hazirlandi.

Amonyum Kkloriir kalibrasyon cozeltileri: Kalibrasyon egrilerinin ¢izilmesi i¢in kullanilan
amonyum kloriir ¢ozeltileri Cizelge 4.3’de belirtildigi sekilde ii¢ glinde bir taze olarak

hazirlandi.
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Cizelge 4.3 Amonyum kloriir kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Hazirlanan )
Amonyum Tlave edilen stok amonyum kloriir ¢iozeltileri (M) (mL) 0,1M
Kloriir TRIS
cozeltileri Tamponu
(M) 1,0 1,0x107 | 1,0x102 | 1,0x10° | 1,0x10* | 1,0x10° | 1,0x10° (mL)
1,0x10" | 2,50 2,50
50x10% | 1,25 2,50
2,5x10% | 0,625 2,50
1,0x107 2,50 2,50
5,0x107 1,25 2,50
2,5x107 0,625 2,50
1,0x107 2,50 2,50
5,0x10™ 1,25 2,50
2,5%x10™ 0,625 2,50
1,0x10™ 2,50 2,50
5,0x10° 1,25 2,50
2,5%107 0,625 2,50
1,010 2,50 2,50
5,0x10° 1,25 2,50
2,5%107° 0,625 2,50
1,0x10°® 2,50 2,50
5,0x107 1,25 2,50
2,5%x107" 0,625 2,50
1,010 2,50 2,50

pH’lar 8,5’e ayarlandiktan sonra her bir ¢6zeltinin hacmi bidestile su ile 25,00 mL’ye

tamamlanda.

4.5.3 Monosodyum glutamat cozeltileri

4,2275 g monosodyum glutamat bidestile suda ¢6ziiliip hacmi 25 mL’ye tamamlanarak 1,0

M’lik  ¢bzeltisi hazirlandiktan sonra gerekli seyreltmeler yapilarak 1,0-1,0x10°M

konsantrasyon araliginda stok monosodyum glutamat ¢ézeltileri hazirlandu.
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Monosodyum glutamat tayini icin kalibrasyon cozeltileri: Kalibrasyon egrilerinin

cizilmesi icin kullanilan MSG ¢ozeltileri Cizelge 4.4°de belirtildigi sekilde ii¢ glinde bir taze

olarak hazirlandu.

Cizelge 4.4 MSG kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Hazirlanan 0,1 MTRIS
MSG cozeltileri Tlave edilen stok MSG ¢izeltileri (M) (mL) Tamponu (mL)
(M) 1,0 1,0x10™ 1,0x10°
1,010 2,50 2,50
5,0x107 1,25 2,50
2,5%x107 0,625 2,50
1,0x107 2,50 2,50
5,0x107 1,25 2,50
2,5%x107 0,625 2,50
1,0x10° 2,50 2,50

pH’lar 8,5’e ayarlandiktan sonra her bir ¢6zeltinin hacmi bidestile su ile 25,00 mL’ye

tamamlanda.

454 Cahisma elektrodu i¢ dolgu ¢ozeltisi

Amonyum, MSG tayini i¢in hazirlanan ¢alisma elektrotlarinda i¢ dolgu ¢ozeltisi olarak

Cizelge 3.3’de belirtildigi gibi hazirlanan 1,0x10°M amonyum kloriir (pH 7,0) ¢ozeltisi

kullanildi.
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455 Multipower aminoasit karisiminda glutamik asit tayini icin (Standart Katma

Yonteminde) kullanilan cozeltiler

Standart katma yoOntemiyle glutamat oksidaz biyosensdrleri yardimiyla MSG tayininde

kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanis1 Cizelge 4.5°de verildi.

Cizelge 4.5 MSG ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Cozelti No.
1 2 3 4 5 6 7
flave edilen 10™M
MSG ¢ozeltisi (mL) 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
0,01 M TRIS tamponu
(pH 8,5) (mL) 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
Multipower (uL) 100 100 100 100 100 100 100

ayarlanarak ¢ozelti hacmi 25,0 mL’ye tamamlandi.

Saf su ilave edilerek ¢ozeltiler belirlenen optimum pH’a

45.6 Knorr tavuk bulyon tabletinde monosodyum glutamat tayini icin (Standart

Katma Yonteminde) kullanilan ¢ozeltiler

Standart katma yontemiyle glutamat oksidaz biyosensorleri yardimiyla MSG tayininde

kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanis1 Cizelge 4.6°da verildi.

Cizelge 4.6 MSG ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Cozelti No.
1 2 3 4 5 6 7
flave edilen 10" M MSG ¢bzeltisi 0 0,1 02 | 04 | 06 0,8 1,0
(mL)
0,01 M TRIS tamponu (pH 8,5) 2,50 250 | 250|250 | 250 | 250 | 250
(mL)
Tavuk bulyon numunesi (nL) 100 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100

tamamlandi.

Saf su ilave edilerek ¢ozeltiler belirlenen optimum pH’a ayarlanarak ¢6zelti hacmi 25,0 mL’ye
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4.6  Amonyum-Secici Elektrotlar

4.6.1 Amonyum-secici elektrotlarin hazirlanisi

Palmitik asit igeren PVC kullanilarak amonyum secici membranlarin bilesimi Cizelge 4.8’de

verilmistir.

Cizelge 4.7 PVC ve palmitik asit kullanilarak hazirlanan amonyum-se¢ici membranlarin

bilesimi
Membran

Membran bilesenleri % Kiitle, mg
PVC 30,0 118,0
Palmitik asit 3,0 13,6
Nonaktin 3,0 12,6
Bis-(2-¢etil)hekzil sebakat(DOS) 64,0 255,8
Tetrahidrofuran(THF) 5mL

Cizelge 4.8’de verilen membrani hazirlamak igin toplam 400 mg civarindaki memban
bilesenleri 5 mL THF’de ¢6ziildii ve 45 mm’lik cam halkaya dokiiliip 24 saat THF nin
uzaklagmasi i¢in bekletildi. Olusan membrandan 5 mm capinda yuvarlak diskler kesilerek
cam bir tlipin ucuna monte edildi. Bu tiipiin igerisine i¢ dolgu ¢ozeltisi olarak 1,0x102 M
NH4Cl (pH 7,0) dolduruldu ve icine AgCl ile kaplanmis giimiis tel daldirilarak amonyum-

secici elektrotlar hazirlandi.

Cift temash glimiis-giimiis kloriir referans elektrot kullanilarak olusturulan elektrokimyasal

hiicrenin semas1 soyledir:

Referans elektrot/deney ¢izeltisiimembran/1,0%1 0> M NH,CI (pH 7,0)/Ag;AgCl

Elektrotlar deney ¢o6zeltisine 1,5 cm kadar daldirildi ve ¢ozelti manyetik karistirict ile
kanigtirildi ve kararli potansiyel degerleri elde edildikten sonra mV degerleri okundu. Tiim

deneysel ¢alismalar 25,0+-1,0 °C°de yapildi.
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Giimiis tel

NH** secici membran

Sekil 4.1 NH," secici elektrot

4.7 Glutamat oksidaz biyosensorleri

4.7.1 Glutamat oksidaz biyosensorlerinin hazirlanmasi

Cizelge 4.8’de belirtildigi sekilde hazirlanan ve amonyuma duyarliligi iyi oldugu belirlenen
PVC-palmitik asit membran1  kullanilarak  hazirlanan  amaonyum elektrotlarinin
membranlarina ticari glutamat oksidaz enziminin kimyasal olarak immobilize edilmesi ile

glutamat oksidaz biyosensorleri hazirlandi. Bu amagla dort farkli basamakta islem yapildi:

Islem A: 5U glutamat oksidaz enzimi 1 mL bidestile suda ¢6ziildii ve enzim suda ¢oziildiikten
sonra bu ¢ozeltiden 200 pL alind1 ve 1 mg karbodiimid ile karistirildi. Bu enzim-+karbodiimid
cozeltisinden 50puL alimarak membranlarin ylizeyine kondu ve suyun uzaklagmasi igin bir

gece buzdolabinda bekletildi.

Islem B: islem A’da hazirlanan elektrodun membranina %2,5’luk glutaraldehit ¢dzeltisinden
40 pL uygulanarak 25 dk bekletildi. Daha sonra elektrot yiizeyi bidestile su ile yikanarak

glutaraldehitin asiris1 uzaklastirildi.

Islem C: Islem B’de hazirlanan elektrodun membranina 50 pL glutamat oksidaz ¢ozeltisinden

(5U/mL deiyonize su) kondu ve bir gece buzdolabinda bekletildi.

islem D: islem C’de hazirlanan elektrot kullanilmadan dnce 1,010 M NH4CI (pH 7,0) ile

dolduruldu ve bu ¢6zelti iginde yarim saat sartlandirildi.

Immobilizasyon ydntem sonunda glutamat oksidaz biyosensérii elde ettik. Hazirlanan

biyosensorler kullanilmadigi zaman buzdolabinda sakland1
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Glimiis tel

NH,;" secici PVC membran elektrot

(I »  Glutaraldehit
Glutamat Oksidaz Enzimi Tabakas1

Sekil 4.2 Hazirlanan glutamat oksidaz biyosensorii

4.7.2 Glutamat oksidaz biyosensorlerinin c¢alisjma araliklarinin ve egimlerinin

belirlenmesi

Dort farkli islemle hazirlanan glutamat oksidaz biyosensoriiniin analitik 6zelliklerini
incelemek amaci ile, hazirlanan glutamat oksidaz elektrotlar1 ile asagida semasi verilen

elektrokimyasal hiicre olusturuldu ve sicaklik 25,0+1,0°C’ta ayarlandi.
Referans elektrot/deney ¢azeltisi/membran/1,0x10°> M NH,CI (pH 7,0)/Ag;AgCl

Elektrokimyasal hiicredeki MSG ¢bzeltilerinin konsantrasyonu 1,0x10™ -1,0x 10 M arasinda
degistirildi. MSG c¢ozeltilerinin pH’lar1 Trizma bazi ile optimum pH’a ayarlandi ve hazirlanan
elektrot icin hiicre potansiyelleri kaydedildi. Elektrot i¢in log[glutamat]’a kars1 potansiyel
degerleri (mV) grafige geg¢irildi ve biyosensorlerin dogrusal ¢alisma aralifi ve egimleri

belirlendi.
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4.8 Glutamat Oksidaz Biyosensoriinin Amonyuma ve Glutamata Cevabinin

Belirlenmesi

4.8.1 Glutamat oksidaz biyosensoriiniin amonyuma cevabinin belirlenmesi

Hazirlanan glutamat oksidaz biyosensoriiniin amonyuma duyarlt olup olmadigimi anlamak
icin byosensor ile amonyum kloriir kalibrasyon ¢ozeltilerinin potansiyelleri okunarak

kalibrasyon grafikleri ¢izildi.

4.8.2 Glutamat oksidaz biyosensoriiniin glutamata cevabinin belirlenmesi

Hazirlanan glutamat oksidaz biyosensoriiniin glutamata duyarli olup olmadigin1 anlamak i¢in
biyosensor ile cizelge 4.4’te belirtildigi gibi hazirlanan MSG ¢ozeltilerinin potansiyelleri

okunarak kalibrasyon grafikleri ¢izildi.

4.9 Glutamat Oksidaz Biyosensorlerinin Performanslarina Etki Eden Faktorlerin

Belirlenmesi

Glutamat oksidaz biyosensorlerinin cevabi ilizerine tampon konsantrasyonunun, pH’nin,
sicakligin, karigtirma hizinin etkisi ve bu biyosensorlerin secicilik katsayilari, cevap stiresi,

diger aminoasitlerin girisim etkisi, tekrarlanabilirligi ve raf dmrii tayin edildi.

4.10 Glutamat Oksidaz Biyosensorlerinin Tekrarlanabilirligi

Tekrarlanabilirlik, karakterize edici bir parametredir. Enzim preparatinin aktivitesi, kararlihigi,
saflik diizeyi hazirlanacak enzim sensorii ile tekrarlanabilir sonuglar alinmasinda 6nemlidir.
Ancak biyosensor hazirlama agamalar1 ve calisma ortami agisindan belirlenen niteliklerde
oldukca biiylik farkliliklar gozlenebilir. Hazirlanan bir biyosensor ile tekrarlanabilirlik
denemelerinin en basiti ayn1 drnekte ardi ardina 6l¢iim yapilmasi ve elde edilen degerlerden

standart sapma ve korelasyon katsayisinin hesaplanmasidir.

Ayni giin i¢inde ayn1 biyosensor ile hazirlanan farkli MSG kalibrasyon ¢ozeltileri ile 15 dk’da
bir 15 kere dl¢lim alinarak kalibrasyon grafikleri ¢izildi ve her bir grafigin egimi belirlendi.
En yiiksek egim degerini 100 kabul ederek diger egimlerin yilizde degerlerini bulup, 6l¢iim
sayisina kars1 yiizde degerleri grafige gegirildi.
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BOLUM 5

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

5.1 Glutamat Oksidaz Biyosensorleri

Bu calismada glutamat oksidaz enzimi kullanilarak, glutamata duyarli potansiyometrik
biyosensor yapilmasi amacglandi. Glutamat oksidaz enzimi, glutamati amonyum ve a-

ketoglutarata doniistiirmektedir.

Glutamat oksidaz

L-glutamat + H,0 » a-ketoglutarat + NH,"

Yukaridaki reaksiyondan da goriildiigli gibi, glutamat oksidaz enzimi, bir elektrot yiizeyine
immobilize edildigi zaman potansiyometrik olarak belirlenebilecek olan amonyum iyonlari
olugsmaktadir. Bu reaksiyona dayanarak, calismamizda, amonyuma duyarli yeni bir elektrot
hazirlanarak bu elektrot {iizerine glutamat oksidaz immobilize edilip glutamat oksidaz

biyosensorii hazirlanmasi diigtiniildii.

Literatiirde performanst en iyi olan amonyum elektrodunun, nonaktinin iyonofor olarak
kullanildig1 ve matriks materyali olarak da karboksilli PVC’nin kullanildigi amonyum
elektrodu oldugu belirtilmektedir (Koncki vd [80]). Sadece PVC igeren amonyum
elektrotlarmin (Eggenstein vd [81]) da amonyuma cevabi iyi olmakla birlikte bu tip
elektrotlarin biyosensor yapimi i¢in ¢ok iyi olmadig1 goriilmektedir. Ciinkii bu tip elektrotlarla
biyosensor hazirlanirken enzimlerin yilizeye sadece adsorpsiyon yolu ile tutulmasi soz

konusudur. Bu da, biyosensor cevabinin ¢ok iyi olmasina ragmen omriiniin ¢ok kisa olmasina
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neden olmaktadir. Bu nedenle PVC ile hazirlanacak amonyum elektrotlari igerisine enzimlerin
kovalent olarak baglanabilecegi aktif uglar igeren biiyilk molekiillii bilesiklerin eklenmesinin
uygun olduguna karar verildi. Bu amacgla nonaktin kullanilarak hazirlanan PVC igeren
membranlara 16 karbonlu uzun zincirli yag asidi olan palmitik asit ilave edilerek Boliim 4’de
Cizelge 4.7°de belirtilen amonyum duyarli membranlar kullanilarak amonyum elektrotlari
hazirlandi. Bu amaonyum elektrotlart iizerine glutamat oksidazin immobilize edilmesi ile

glutamat biyosensorleri olusturuldu.

Calismamizda, palmitik asit igeren PVC ile hazirladigimiz amonyum elektrotlari iizerine ticari
glutamat oksidaz enzimini immobilize ederek hazirlamis oldugumuz glutamat biyosensdrleri
ile ilgili bilgilerin, literatiirde karsimiza ¢ikmis olmamasi, bu konunun orijinal oldugunu
gostermektedir. Bu tez calismasinda elde ettigimiz sonuglar ve ilgili tartismalar asagida

strastyla verilmistir.

5.1.1 Glutamat Oksidaz Biyosensorlerinin Amonyuma Cevabi

Yukarida anlattiimiz islemlerle hazirlanan glutamat oksidaz biyosensdrlerinin amonyuma
duyarli olup olmadigimi anlamak icin glutamat oksidaz biyosensorii ile amonyum kloriir
¢ozeltisinin potansiyelleri okunarak kalibrasyon grafikleri ¢izildi. Kalibrasyon grafiklerinden
amonyum iyonu i¢in dogrusal ¢alisma aralig1 ve elektrotlarin egimleri hesaplandi ve Cizelge

5.1°de verildi.

Cizelge 5.1 25,0+1,0°C’da glutamat oksidaz biyosensoriiniin amonyum iyonu i¢in dogrusal
caligma aralig1 ve elektrodun egimi

Egim, (mV/p[glutamat])+s Calisma aralig1

54,86+1,2 1,0x101 -1,0x10° M

s: Standart sapma
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Sekil 5.1 Glutamat oksidaz biyosensdriiniin amonyum iyonu i¢in kalibrasyon grafigi

Sekil 5.1’den de goriildiigii gibi, enzim immobilizasyonundan sonra da bu elektrotlarin
amonyuma duyarliliginin iyi oldugu ve 1,0x107 - 1,0x10° M konsantrasyon araliginda
amonyuma cevabinin dogrusal oldugu bulundu. Bu nedenle, bu sekilde hazirlanan amonyum

elektrotlar1 glutamat tayininde kullanilabilir.

5.1.2 Glutamat oksidaz biyosensdorlerinin kalibrasyon grafikleri

Amonyuma duyarliliginin 1yi oldugunu anladigimiz glutamat oksidaz biyosensorlerinin
glutamata kars1 kalibrasyon grafikleri de ¢izildi (Sekil 5.2). Kalibrasyon grafiginden ¢alisma

aralig1 ve egimi belirlendi.

Cizelge 5.2 25,0+1,0°C’da glutamat oksidaz biyosensoriiniin egimi ve ¢alisma aralig

Egim, (mV/p[glutamat])+s Calisma araligt

45,23+0,58 1,010 -1,0x10° M

S: Standart sapma

59



'100 T T T 1
-3 -2,5 -2 -1,5 -1
log [glutamat]

Sekil 5.2 Glutamat oksidaz biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi

Alvarez-Crespo ve arkadaslari (1997), yaptiklari amperometrik glutamat biyosensoriiniin
dogrusal ¢alisma araligini 5,0 10°- 7,8x10™°M olarak bulmuslardir [41]. Bu ¢alismada ise

1,0x10™- 1,0x107*M konsantrasyon araliginda lineer cevap elde edilmistir.

5.1.3 Tampon konsantrasyonunun etkisi

Glutamat oksidaz biyosensoriiniin performansina tampon konsantrasyonunun etkisini
incelemek i¢in, 6 farkli konsantrasyonda (5, 10, 15, 20, 25 ve 30 mM) TRIS tamponu
kullanilarak hazilanan MSG c¢ozeltilerinin pH’lart 7,0’ye ayarlandi. Hazirlanan glutamat
oksidaz elektrodu ile potansiyel 6l¢iimleri yapilarak kalibrasyon grafikleri ¢izildi ve glutamat
oksidaz elektrotlarinin egimleri belirlendi. Elde edilen egim degerleri Cizelge 5.3°de verildi.

Ayrica tampon konsantrasyonuna karsi egim degerleri grafigi de Sekil 5.3’de verildi.
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Cizelge 5.3 25,04+1,0°C’da glutamat oksidaz biyosensdrlerinin cevabina tampon
konsantrasyonunun etkisi

Tampon Konsantrasyonu E(mV/p[glutamat]) = s
smM 334 * 11
10mM 348 + 0,2
15mM 33,12+ 0,5
20mM 324% 10
25mM 31,4+ 0,3
30mM 310+ 01

s: Standart sapma.
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Sekil 5.3 Glutamat oksidaz biyosensdriiniin egiminin tampon konsantrasyonu ile degisimi

Cizelge 4.3 ile Sekil 4.3’den de goriilecegi gibi, glutamat oksidaz biyosensorii i¢in en yiiksek
egimin elde edildigi optimum tampon konsantrasyonu 10 mM olarak bulundu. 5 mM’dan
daha diisiik tampon konsantrasyonlarinda, c¢ozeltinin tamponlama kapasitesi diisiik

oldugundan ¢alisilmadi.

Alvarez-Crespo ve arkadaslar1 (1997) yaptilar1 amperometrik glutamat biyosensoriinde 0,1 M

fosfat tamponu kullanmislar [41]. Han ve arkadaslart (2006) hazirladiklari glutamat
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biyosensorii ile yaptiklar1 ¢alismada 0,015 M NaCl igeren 0,1 M 10 mL fosfat tamponunda
calismiglar ve tampon konsantrasyonunun artmasi ile biyosensoriin duyarliliginin azaldigini
belirtmislerdir [56]. Bu bizim sonuglarimizla uyumludur. Tez ¢alismamizda TRIS tamponu
kullanilmis olup biyoensorlerin cevabinin tampon konsantrasyonunun artmasi ile azaldigi

goriilmistiir. Caligmamizda fosfat tamponu da denenmis fakat iyi sonug alinamamastir.

5.1.4 pH’nin etkisi

Glutamat oksidaz elektrotlarinin performansina pH’1n etkisini incelemek i¢in 11 farkli pH’da
(6,5; 6,8; 7,0; 7,2; 7,4, 7,6; 7,8; 8,0; 8,2; 8,5; 9,0) ve optimum tampon konsantrasyonunda
(10mM) MSG cozeltileri hazirland1 ve kalibrasyon grafikleri ¢izilerek egimleri belirlendi.
Elde edilen sonuglar Cizelge 5.4’de toplu olarak verildi.

Cizelge 5.4 25,0+1,0°C’da glutamat oksidaz biyosensorlerinin cevabina pH’nin etkisi

pH Egim (mV/p|glutamat])xs
6,5 252 + 1,8
6,8 246 + 0,4
7,0 27,3 £ 3,0
7,2 30,9 £ 2,5
7,4 33,6 + 0,5
7,6 353 + 0,9
7,8 35,7+ 1,1
8,0 349 £+ 0,7
8,2 37,1 £ 0,1
8,5 41,0 = 1,5
9,0 33,6 + 1,3

s:Standart sapma
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Sekil 5.4 Glutamat oksidaz biyosensdriiniin egiminin pH ile degisimi

Cizelge 5.4 ile Sekil 5.4’te goriildigi gibi, pH 7,8’e kadar glutamat biyosensdriiniin egiminin,
dolayisi ile duyarhiliginin, kademeli olarak arttig1 ve pH 7,8 ten sonra pH 8,0’e kadar diistiigi,
sonra tekrardan pH 8,5’a kadar hizli bir sekilde arttig1 ve pH 9,0°da keskin bir sekilde azalis
gosterdigi gozlendi. Dolayisiyla optimum ¢aligma pH’s1 8,5 olarak secildi.

Marquette ve arkadaslar1 (2003) hazirladiklar1 glutamat oksidazin immobilizasyonuna
dayanan biyosensorde pH 8,5 tamponu kullandilar ve genellikle oksidazlarin diistiik pl
degerine sahip olduklarini ve bazik tamponlarda negatif yiiklendiklerini agiklamislardir [82].
Alvarez-Crespo ve arkadaslar1 ise yaptiklart amperometrik glutamat biyosensoriinde pH
8,0’de maksimum cevab1 elde etmislerdir [41]. McMahon ve arkadaslari ise yaptiklar
polimer/enzim bilesimli glutamat biyosensoriinde en iyi cevab1 pH 7,4’te almislardir [45].
Hamdi ve arkadaslar1 da yaptiklar1 dopamine kars1 duyarli glutamat mikrobiyosensoériinde pH
7,4 fosfat tamponunu kullanmiglardir [57]. Maalouf ve arkadaslari ise ¢alismalarini pH 7,0’de
stirdiirmiislerdir [58]. Biz hazirladigimiz glutamat biyosensorii ile yliksek pH degerlerinde

(8,5’1n altindaki degerlere gore) ¢ok iyi sonuglar elde ettik.

5.1.5 Sicakhigin etkisi

Glutamat oksidaz elektrotlarinin performansina sicakligin etkisini incelemek igin 6 farkli
sicaklikta (20, 25, 30, 35, 40, 45 °C’de) ve 10 mM tampon konsantrasyonunda pH 8,5’ta
MSG ¢ozeltileri hazirlandi ve kalibrasyon grafikleri ¢izilerek egimleri belirlendi.
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Cizelge 5.5 25,0+£1,0°C’da glutamat oksidaz biyosensorlerinin cevabina sicakligin etkisi

Sicakhik(°C) Egim ,(mV/p|glutamat]+s
20 34,8 + 0,6
25 349 + 04
30 35,7 £ 0,7
35 38,3 + 0,8
40 36,5 + 0,0
45 359 + 0,5
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Sekil 5.5 Glutamat oksidaz biyosensdriiniin egiminin sicaklik ile degisimi

Cizelge 5.5 ve Sekil 5.5’den goriildiigi gibi, glutamat biyosensorii igin 35°C’ ye kadar
egimde artis gorilmiistiir. 35°C’dan sonra egimdeki diisiis, biyosensordeki immobilize
edilmis glutamat oksidazin aktivitesinin diismiis oldugunu gostermektedir. Cizelge 5.5 ve
Sekil 5.5’te goriildiigii tizere glutamat biyosensoriiniin optimum ¢aligma sicakligi 35°C olarak
bulunmustur. Literatiirde de glutamat biyosensorii ile yapilan ¢alismalarda, yliksek
sicakliklarda ¢alisilabildigi goriilmiistiir. Glutamat oksidaz termal olarak kararli bir enzimdir
(Pan vd. [51]). Pan ve arkadaslar1 yaptiklar1 c¢alismada maksimum cevabi 48°C’de
gozlemlemigler, 48°C’nin 1lizerinde enzimin termal bozunmasmin gerceklestigini
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aciklamiglardir. Hamdi ve arkadaslari ise yaptiklari glutamat mikrosensoriinde 37°C ‘de
calismiglardir [57]. Biz optimum sicaklik 35°C ¢ikmasina ragmen ¢alismamizi maliyet ve

calisma kolaylig1 agisindan oda sicakliginda gergeklestirdik.

5.1.6 Secicilik katsayilarinin hesaplanmasi

Biyolojik ortamlarda en ¢ok bulunabilen iyonlarm (Na*, K" ve Ca*®) glutamat
biyosensorlerinin cevabina etkisini belirlemek amaciyla bu biyosensorlerin s6z konusu

iyonlar i¢in se¢icilik katsayilart ayri1 ¢6zelti yontemiyla tayin edildi.

Cizelge 5.6 Glutamat biyosensoriiniin segicilik katsayilari

Iyon Secicilik katsayisi, KN 1 4, X
Na* 3,8x10°

K* 2,4x10™
ca’” 1,3x10°

Bu sonuglar, glutamat biyosensérleri iizerine Na*, K* ve Ca*? iyonlariin bozucu etkisinin az

oldugunu géstermektedir. En fazla bozucu etkisi olan tiir ise K* iyonudur.

5.1.7 Amino asitlerin girisim etkisi

Glutamat biyosensoriine amino asitlerin girisim etkisinin belirlenmesi amaciyla, 11 farkli
amino asitin ve glutamatin 10% M stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Glutamat ve amino asit
konsantrasyonunun ayni konsantrasyonda oldugu c¢ozeltilerde (10'3M, pH 8,5)
biyosensoriimiiziin optimum kosullarinda mV 6lgiimleri yapilmistir. Bu degerler, sadece
glutamat  ¢ozeltisinde (10°M, pH 8,5) mV okumasi yapilarak elde edilen degere gore
oranlandi. Bu sekilde, amino asitlerin girisim etkisi yiizde olarak belirlenmis ve Cizelge

5.7°de verilmistir.

Literatiirde Maalouf ve arkadaglar1 yaptiklar1 amperometrik glutamat biyosensoriine 15 farkli
aminoasit ve lirik asit, asetominofen, askorbik asit gibi girisim yapan tiirleri eklemisler ve
herhangi bir amperometrik cevap gozlemlememislerdir [58]. Bizim yaptigimiz glutamat
biyosensoriine ise en ¢ok girisimi glutamin yapmistir. Girisim yapmasi beklenilen askorbik
asitin girisimi ise yok denecek kadar azdir. Diger aminoasitler de ayni sekilde

onemsenmeyecek diizeyde girisim yapmislardir.
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Cizelge 5.7 Glutamat biyosensoriine askorbik asit ve bazi amino asitlerin girisim oranlari

Aminoasitler Girisim etkisi, %
Lizin 0,19
Serin 0,29
Glisin 0,59
Valin 0,99

Metiyonin 1,28
L-Askorbik asit 1,38
Arginin 1,68
Alanin 1,97
Histidin 2,47
Sistein 4,5
Glutamin 41

5.1.8 Kanstirma hizinin etkisi

Glutamat biyosensorlerinin cevabina karistirma hizinin etkisini aragtirmak amaciyla manyetik
karistirictnin hizi 100, 250 ve 750 rpm olmak iizere ii¢ farkli hiza ayarlanarak MSG
cozeltilerinin kararli hale gelmesi i¢in beklendi. Glutamat biyosensorlerinde 100 ve 750 rpm
karistirma yapildiginda kararli potansiyele ulasmak icin gecen siire, 250 rpm hizda
karistirildiginda gegen siireden daha uzun oldugu bulundu. Bu nedenle manyetik karistiricinin

hiz1 yaklasik 250 rpm’e ayarlandi ve biitiin ¢alismalarda ¢ozeltiler bu hizda karistirildi.

Karigtirma hizinin artmasinin biyosensorlerin potansiyeline herhangi bir etkisinin olmadigi,
ancak cevap zamaninda bir artisa neden oldugu goriilmiistiir. Bu durum, diisiik karigtirma
hizlarinda enzimatik reaksiyonun yavas oldugu, yliksek karistirma hizlarinda ise enzimin
konformasyonu bozulacagindan enzimatik reaksiyonun gerg¢eklesme olasiliginin azaldig:

seklinde agiklanabilir. Bu nedenle 250 rpm en uygun karigtirma hizi olarak bulundu.
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5.1.9 Cevap siiresi

Ideal bir biyosensor kisa siirede sonug verebilmelidir. Glutamat elektrotlarinin cevap siiresini
bulabilmek igin optimum sartlarda hazirlanan g¢esitli konsantrasyonlardaki glutamat
coOzeltilerine glutamat biyosensorleri ve referans elektrot daldirilarak potansiyellerinin kararli
hale gelmesi icin gegen siire kaydedildi. Cevap zamani ile belirtilen, biyosensdriin
analizlenecek maddenin bulundugu ortama temas ettigi andan itibaren 6l¢iim diizeneginden
sonucun okundugu ana kadar gegen siiredir. Biyosensorler i¢in cevap zamani 5 dakikaya
kadar olan degerler uygun kabul edilirken, 10 dakika uzun bir siire olarak goriliir (Cubuk,
2001). Glutamat biyosensoriiniin cevabi yaklagik 1-2 dakika arasinda degismektedir. Zhang
ve arkadaglar1 (2006) kitosan enzim filmine dayali amperometrik glutamat biyosensoriiniin

cevap zamanini 2 saniye olarak bulmuslardir [50].

5.1.10 Raf 6mru

Glutamat biyosensoriiniin raf dmriinii belirlemek amaciyla 75 giin siiresince haftada 2 veya 3
defa glutamat ¢ozeltilerinde mV Ol¢iimii yapilarak kalibrasyon grafikleri ¢izildi ve ¢aligma
aralig1 ile egimler belirlendi. Ilk 45 giin diizenli olarak mV &lglimii yapildiktan sonra
kalibrasyon grafiklerinin c¢izilmesi ile belirlenen egim degerlerinde herhengi bir azalma
goriilmedi. Bu nedenle hazirlamis oldugumuz glutamat biyosensorii 6l¢iim yapilmaksizin 1 ay
siiresince +4°C’de depolanmis ve 1 ayin sonunda egim degerleri aym sekilde belirlenmistir.
75 gin sonunda glutamat biyosensoriiniin ¢aligma aralifinin degismedigi ancak egim
degerinde sadece %27,7’lik bir diisgme oldugu belirlenmistir. Hazirladigimiz palmitik asit
iceren PVC membran temelli glutamat biyosensoriiniin raf émriiniin olduk¢a uzun olmasi,

onun biyoanalitik ¢alismalarda rahatlikla kullanilabilecegini géstermektedir.
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Sekil 5.6 Glutamat oksidaz biyosensoriiden elde edilen egim degerindeki degisme

Hamdi ve arkadaslar1 (2006) yaptiklar1 glutamat biyosensoriinde gecici kararlilik (yaklasik 3
hafta) elde etmislerdir [57]. Maalouf ve arkadaslari ise yaptiklari amperometrik glutamat
biyosensoriinii 2 hafta kullanabilmislerdir [58]. Bizim biyosensensoriimiiziin raf dmrii bu

biyosensorlere gore ¢ok daha iyidir.

5.1.11 Tekrarlanabilirlik

Glutamat biyosensorlerinin tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla ayni giin igerisinde ayni
biyosensor ile 15 farkli seri MSG ¢ozeltisinde (pH 8,5) 15 dakika araliklarla 6lgtim alindi. Her
Olclim i¢in kalibrasyon grafigi cizilerek her birinin egimi belirlendi. En yiiksek egim degerini
%100 kabul ederek diger egim degerleri de ona gore hesaplandi. Egim degerleri yiizde bagil
cevaba kars1 grafige gegirildi. Biitiin sonuglar ve ¢izilen kalibrasyon grafigi dogrultusunda
elektrodumuzun katalitik aktivitesinde onemli bir diisiis olmamasi, tekrarlanabilirliginin

oldukga yiiksek oldugunu gostermektedir.
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Sekil 5.7 Glutamat oksidaz biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi

5.2 Glutamat Biyosensoriinde Kinetik Parametrelerin (Km ve Vmax degerleri)

Belirlenmesi

Reaksiyonlarin hizlari, mekanizmalar1 ve hiza etki eden faktorlerin neler oldugunu inceleyen
fizikokimya alt dalina kimyasal kinetik denir. Biyokimyasal reaksiyonlar i¢in enzimlerin
Kinetik parametrelerinin (Km ve Vmax degerleri) belirlenmesi, enzimle yapilan ¢alismalarda,
enzim biyosensdrlerinde enzimin ¢alismasi1 hakkinda 6nemli bilgi saglamasi bakimindan ¢ok

Onemlidir.

Maksimum hiz, Vmax, enzimatik katalizin ulasabilecegi en yiliksek hiz degeridir. Enzim
bolgeleri substrat ile tam doygunluga ge¢ince maksimum hiza (Vmax) ulasir. Michaelis
Menten sabiti, Km, en yliksek hiz degerinin yarisina ulagmak i¢in gerekli substrat miktaridir,
enzime ve substrata 0zgilidiir, enzimin substrata olan ilgisini yansitir. Km’si diislik olan bir

enzim, substratina yiiksek ilgi (affinite) gosterir.

Glutamat biyosensoriinde immobilize olmus glutamat oksidaz enziminin Km sabitini bulmak
amaciyla glutamat konsantrasyonlarina karsi potansiyel degisimi verilerinden yararlanilarak
Lineweaver-Burk grafigi (1/[glutamat]- 1/ AmV grafigi) ¢izilerek bu grafikten glutamat
oksidaz i¢in Km degeri belirlendi.

Maalouf ve arkadaslar1 2006’da yaptiklar1 amperometrik glutamat biyosensorii ile glutamat

oksidaz enziminin Michaelis-Menten sabitini Lineweaver-Burk grafiginden 2.18 mM
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bulmuslardir [58]. Bagka bir ¢aligmada glutamat oksidaz i¢in Km degeri ise 2.84 mM olarak
bulunmustur|[83].

Hazirlamis oldugumuz glutamat biyosensoriiniin glutamata duyarliligimin belirlenmesi igin
elde ettigimiz verilerden yararlanilarak 1/[glutamat]- 1/AmV grafigi cizilerek elde edilen
Lineweaver-Burk grafiginden, glutamat oksidaz enziminin Km degerini 2.56 mM, Vmax
degerini ise 18.59 mV/dakika olarak bulduk (Sekil 5.8). Tez ¢alismamiz sonucu elde ettigimiz

Km degerimiz, literatiirdeki bilgilerle ve daha 6nce bulunmus sonuglarla uyumludur.

0,12 -
y=0,1378x + 0,0538
R? = 0,9958

0,11 -

0,1 -
0,09 -

1/AmV

0,08 -
0,07 -
0,06 -

0,05 T T T |
0 0,1 0,2 0,3 0,4
1/[glutamat] (miM)

Sekil 5.8 Glutamat biyosensoriinde yer alan glutamat oksidaz i¢in Lineweaver-Burk grafigi.
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5.3 Gerc¢ek Numunelerde Glutamat Tayini

5.3.1 Multipower aminoasit karisiminda glutamik asit tayini

Hazirladigimiz palmitik asit igeren PVC membranli glutamat biyosensoriiniin  gergek
numunelerde glutamik asit tayininde kullanip kullanilamayacagi arastirildi. Bu amagla,
Multipower firmasindan satin alinan aminoasit karisiminda glutamat tayini standart katma
yontemi kullanilarak yapildi. Cizelge 4.5’te belirtildigi sekilde hazirlanan ¢ozeltiler

kullanilarak yapilan standart katma yonteminde elde edilen grafik Sekil 5.9°da verilmistir.

0 —
y=21,295x - 19,936 .
-5 - R? = 0,9489
Z -10 -
m
_15 ]
_20 ]
o
'25 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Eklenen glutamat ¢ozeltileri (mL)

Sekil 5.9 Glutamat biyosensérii ile standart katma ydntemi kullamlarak 107 M MSG ¢ozeltisi
ilave edilmesi ile yapilan mV Ol¢limleri sonucu elde edilen kalibrasyon grafigi.

Cizelge 5.8 Hazirladigimiz glutamat biyosensorii ile MULTIPOWER aminoasit karisiminda
glutamik asitin tayini ile elde edilen sonug.

Glutamik asit miktar: (mg/ 100 pL)

MULTIPOWER amino asit karisim Glutamat biyosensorii
1,48 1,38

Cizelge 5.8’de goriildiigii gibi, MULTIPOWER aa karistminda bulunan glutamik asit miktari
ile hazirladigimiz biyosensor ile buldugumuz sonucun birbirine ¢ok yakin olmasi glutamat

tayininin sensoriimiizle basarili bir sekilde yapildigini ortaya koymaktadir.
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5.3.2 Kbnorr tavuk bulyonunda glutamat tayini

Gida katki maddesi olarak kullanilan monosodyum glutamatin tayini hazirlamis oldugumuz
glutamat biyosensorii ile knorr tavuk bulyonunda potansiyometrik olarak tayin edildi. Tarim
ve kdyisleri bakanliginin 2008’de yayinladig1 resmi gazetede Ek 1’de E 620 kodlu glutamik
asit ve E621 kodlu monosodyum glutamat isimli gida katki maddelerinin gidalarda bulunmasi
gereken max. miktar1 10 g/kg olmalidir ibaresi yer almaktadir. Bagka bir bilgi ise gidalara
konulmas1 gereken MSG miktarinin gida agirhiginin %0,1 ile %0,8 arasinda olmasi
gerektigidir. Biyosensoriimiiz ile yaptigimiz Ol¢timler sonucu buldugumuz degeri bu limit
degerleri ile kiyasladik ve sonucumuzun bu degerler ile uyumlu oldugunu gordiik.

Kalibrasyon grafigi Sekil 5.10°da buldugumuz sonug ise Cizelge 5.9°da verilmistir.

0 —
-5 ] y = 16,933x - 29,185
-10 - R% = 0,9969
> -15 -
S
ui -20 -
_25 .
-30
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Eklenen glutamat ¢ozeltileri (mL)

Sekil 5.10 Glutamat biyosensérii ile standart katma yéntemi kullarlarak 102 M MSG
cozeltisi ilave edilmesi ile yapilan mV 6lctimleri sonucu elde edilen kalibrasyon grafigi.

Cizelge 5.9 Knorr tavuk bulyonunda MSG’1n tayini i¢in glutamat biyosensdrii ile elde edilen
sonuglar

Monosodyum glutamat miktar: (mg/10 g tablet)

Knorr tavuk bulyon 63,4

10 g’lik bir bulyonda resmi gazeteye gore bulunmasi gereken en yiiksek MSG degeri 100

mg’dir. Bizim buldugumuz sonug, gidada bulunmasi gereken MSG’mn %0,1- %0,8 araligina
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da girmektedir. Glutamat biyosensorii ile gidada, gidanin agirliginin %0,63°i kadar MSG

tayin edilmistir. Bu deger de olmasi1 gereken deger aralig1 icindedir.
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada aminoasit karistminda ve tavuk bulyonda glutamat tayini yapabilmek i¢in, uzun
zincirli bir yag asidi olan palmitik asit iceren PVC membran elektrotlart kullanilarak

potansiyometrik glutamat biyosensorii gelistirildi.

Boliim 5’teki sonuglara bakildiginda palmitik asit igeren PVC membran elektrodu ile birgok

parametrede cok iyi sonuglar elde ettigimizi gormekteyiz.

Glutamat oksidaz enzimi kullanarak yaptigimiz glutamat biyosensorii ile optimum ¢aligsma
kosullarimiz1 pH=8,5; optimum tampon konsantrasyonu 10 mM; optimum sicaklik 35°C, raf
Omriini yaklasik 1,5 ay olarak bulduk. Optimize ettigimiz glutamat biyosensorii ile gercek
numunelerde tayin yaptik ve olmasi gereken sonuglara ¢ok yakin sonuclar elde ettik.
Yaptigimiz glutamat biyosensoriinii gida ve saglik sektoriindeki numunelerde kullanabildik.
Ozellikle MSG gida sektdriinde kullanilan ¢ok dnemli bir lezzet arttiricidir ve saglik agisindan
insanlar tizerinde birgok yan etkisinin oldugu diisiiniilmektedir. Glutamat ayn1 zamanda ¢ok
onemli bir norotransmitterdir. Memeli beyninde glutamat, glutaminden glutaminaz enzimi ile
veya a- ketoglutarattan, glutamat dehidrogenaz ve glutamat oksalat transaminaz ile elde edilir.
Glutamatin degredasyonu ile a- ketoglutarat, GABA ve glutamin olusur. GABA glutamatin
glutamat dekarboksilaz enzimi ile bir molekiil CO, kaybetmesiyle olusur. GABA’da beyin
metabolizmas1 ve isleyisi i¢in dnemli bir noérotransmitterdir. Glutamat ve dolayisiyla da
beyindeki GABA konsantrasyonuna gore birtakim metabolik bozukluklar tanimlanmistir. Bu
nedenle glutamatin tayini ¢ok Onemlidir. Ayrica yaptigimiz glutamat biyosensorii
potansiyometrik esashidir, literatiirde potansiyometrik esasli glutamat biyosensdriine

rastlamamis olmamizda ¢alismamizin 6zgilinliigiinii géstermektedir.
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