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OZET

TEZIN BASLIGI: Mikrobiyal Biyolojik Oksijen Thtiyac

Biyosensorlerinin Gelistirilmesi

YAZAR ADI : Serdar KARA

Bu calismada, atiksulardaki organik maddelerin tespiti amaciyla ¢oziinmiis
oksijen elektrodu ile birlestirilmis immobilize Pseudomonas syringae esash
Biyolojik Oksijen Ihtiyac1 (BOI) sensorii gelistirilmistir. Mikroorganizmalar, yag ve
su fazindan meydana gelen mikro-gozenekli polimer disk igerisine askida kiiltiiriin
reaktorden 1 ml/dak akis hizinda 24 saat silireyle gecirilmesi ile immobilize
edilmistir. Sensor Olgiimleri ¢dzlinmiis oksijen probunun polimer disk {iizerine
yerlestirilmesi ile siirekli atiksu besleme ve akim enjeksiyonu sistemleri kullanilarak
yapilmustir. Iki 6lgiim sisteminde meydana gelen sensér performanst 5-100 mg/l
BOI;s araliginda iyi bir dogrusallik géstermistir (+°>0.98). BOI sensériiniin tipik yanit
stireleri siirekli besleme metodunda 60—150 saniye, akim enjeksiyon metodunda ise
2540 saniye olmustur. Siirekli substrat besleme tekniginde optimum akis hizi 1.0
ml/dak. olarak belirlenmis, akim enjeksiyon tekniginde ise 0.6 ml/dak en uygun debi
olarak bulunmustur. Her iki 6l¢iim tekniginde optimum sensor yanitlart pH 6.8, 22
°C ve 2.0 mm disk kalinliginda gdzlenmistir. Bu biyosensor ile evsel ve endiistriyel
atiksular i¢in yapilan BOI dl¢iimleri geleneksel 5 giinliik BOI testleri ile elde edilen

degerlerle oldukga baglantili 6l¢iilmiistiir.
Anahtar Kelimeler

Mikro gozenek, biyolojik oksijen ihtiyact (BOI), Pseudomonas syringae,

immobilize mikroorganizmalar, biyosensor.
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ABSTRACT

THESIS TITLE : Development of Microbial Biochemical

Oxygen Demand Biosensor

AUTHOR NAME : Serdar KARA

A biochemical oxygen demand (BOD) sensor, based on an immobilized
Pseudomonas syringae in combination with a dissolved oxygen electrode, has been
developed for the purpose of analysis of organic compounds in aqueous samples.
Microorganisms were immobilized in highly porous micro-cellular polymer disk
constituted of oil and water phases by recycling the suspended culture through the
reactor for 24 h at a flow rate of 1 ml/min. The sensor measurements were carried out
by dissolved oxygen probe placed on the polymer disk using continuous wastewater
feeding and flow injection systems. The sensor performance achieved in two
measurement systems showed a detection linearity over the range of 5-100 mg
BODs/L (+7>0.98). While the optimum flow rate was 1.0 ml/min in continuous
substrate feeding technique, it was found to be 0.6 ml/min in flow injection
technique. Typical response times of the BOD sensor were 60—150 sec. in continuous
feeding system and 25—40 sec in flow injection system. The optimal sensor response
was observed at pH 6.8, 22 °C and 2.0 mm disk height for both two measurement
techniques. For municipal and industrial wastewaters, BOD values estimated by this

biosensor correlate well with those determined by the conventional 5—day BOD test.

Keywords:

Micro-cellular, biochemical oxygen demand (BOD), Pseudomonas syringae,

immobilized microorganisms, biosensor.
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1. GIRIS

Biyolojik oksijen ihtiyact (BOI), su ve atiksularda biyolojik olarak
parcalanabilir organik maddelerin  belirlenmesinde  kullanilan  6nemli  bir
parametredir. BOI degerleri biyolojik olarak parcalanabilir organik maddelerin
miktarlart yaninda siilfitler ve demir gibi inorganik maddelerin okside olmasi i¢in
gerekli oksijen miktarini ve inhibitor tarafindan engellenmemis azotun indirgenmis
formlarini okside etmek i¢in gerekli oksijen miktarini gostermektedir [APHA, 1992].
Biyolojik aerobik atiksu aritma tesisleri parcalanabilen organik maddelere gore
tasarlanir. Bu nedenle prosesin BOI analizleri ile izlenmesi en dogru ydntemlerden
biridir. Yiizey sularina desarj standartlarinin giderek sikilagmasi atiksu aritma
sistemlerinin de isletim verimlerinin daha etkin ve siirekli izlenmesini
gerektirmektedir. Bunun sonucu olarak atiksu aritiminda kullanilan parametrelerin
sistemde otomasyona izin verebilecek ve anlik degisimleri gosterebilecek 6zellikte
olmalar1 gerekmektedir. Fakat BOls testi 5 giinliik inkiibasyon periyodunu
icerdiginden zaman alicidir ve ¢evrimigi izleme i¢in uygun degildir. Dolayisiyla, son
yillarda BOI olgiimlerini hizli ve giivenilir bir sekilde yapabilmek amaciyla
mikroorganizmalarin ~ solunum  hizlarina  dayali  biyosensdr  caligsmalari
yiiriitiilmektedir. Ilk BOI biyosensér calismasi 1977 yilinda Karube ve arkadaslar
tarafindan yayinlanmistir [Karube et al, 1977]. Bugiine kadar ¢esitli modifikasyonlar
uygulanarak gelistirilmis biyosensor c¢alismalar1 literatiirde yer almistir. Bu
gelistirilen BOI biyosensérlerinin dlgiim prensipleri amperometrik, respirometrik,
biyo-yakait hiicreli, aracili tip ve optik biyosensorler olarak siniflandirilabilir [Hikuma
and ark., 1979, Strand and Carlson, 1984, Karube et al., 1989, Li and Chu, 1991, Tan
and Qian, 1997, Gab-Joo et al., 1999, Chiyui et al., 2000, Liu et al., 2000, Chen et
al., 2002, Liu et al., 2004, Pract et al., 1995, Sohn et al., 1995, Heim et al., 1999,
Vaiopoulou et al., 2005, Karube et al, 1977a, Chang et al, 2004, Chang et al, 2005,
Yoshida et al, 2000, Yoshida et al, 2001, Gab-Joo et al., 2000, Yoshida et al, 2001a,
Kwok et al., 2005].

BOI biyosensorleri, o6zellikle amperometrik 6lgiim teknigi kullanilarak
gelistirilenler, biyolojik tanima elemani olarak kullanilan mikroorganizmalarin poroz

seliiloz (diyaliz) membran ve gaz-gecirebilen (teflon) membran arasina hapsedilerek



olusturulmus biyo-film tipi sensorlerdir. Sensoriin yanmiti ¢oziinmiis oksijendeki
degisim olarak alinmaktadir. Atiksu O6rnegi sensor sistemine enjekte edildiginde
organik maddeler diyaliz membrandan difiize olarak immobilize bakteriler tarafindan
sindirilirler ve bunun sonucu olarak bakteri solunum hizinin ve oksijen tiikketiminin
artmasia sebep olurlar. Dolayisiyla daha az oksijen teflon membrandan difiize
olacagindan sensor sinyalinde azalma goriilecegi bilinmektedir. Bu proses substrat
difiizyonu ile kontrol edildiginden sensor sinyali, dlcililecek olan organik substratin
konsantrasyonu ile orantili olacaktir. Substrat diflizyonu, biyofilm tipi sensor
uygulamalarinda prosesin isleyisini kontrol eden Onemli parametrelerden biridir.
Literatiirde yer alan ¢aligmalarda mikroorganizma kalinliginin sensor yanitina etkisi
incelenmis ve mikroorganizma miktarinin artmasi ile sensor sinyalinin arttig1 fakat
bu artisin sinirh oldugu ve daha sonra azalmaya basladigi goriilmiistiir. Bu durumun
organik maddenin membrandan ve mikroorganizma tabakasindan sinirh
difizyonundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir [Kwok ve ark., 2005, Gab-Joo ve
ark., 1999, Rastogi ve ark., 2003, Chiyui ve ark., 2000, Gab-Joo ve ark., 2000].
Mikrobiyal BOI biyosensér sistemlerinde diger bir problemde immobilize
mikroorganizmalarin eriyip yok olmasi sonucu isletme siiresinin kisitlanmasi ve
diyaliz membran yiizeyinin bakteriler tarafindan kirlenmesi sonucu substrat gecisinin

engellenmesidir.

Mikrobiyal BOI biyosensér uygulamalarinda meydana gelen bu kisitlamalar
g0z Oniine alindiginda, bu ¢alismada biyo-katalitik materyali iizerinde tagiyan mikro
gozenekli polimer (MGP) kullamilarak yeni bir BOI biyosensorii gelistirilmistir.
MGP, hiicrelerin tutuklandig1 materyal olarak kullanilmaktadir. Polimerin hidrofobik
yapisi sayesinde mikroorganizmalar ortama tutunarak polimer diskin duvarlarinda
gelismektedirler. Mikroorganizmalarin MGP igerisine immobilizasyonu basing
siiriiciliic agilama teknigi ile yapilmaktadir. Basing siiriiclili asilma tekniginde
mikroorganizmalar, kendi boyutlarindan daha biiyiik i¢ baglant1 bosluklar1 olan MGP
igerisine yavasca niifuz etmektedir [Erhan ve ark., 2004]. MGP gozenekleri igerisine
niifuz eden mikroorganizmalar basingli ortamda siirekli akisin meydana getirdigi
kesme kuvvetlerinin sonucu olarak gozenek duvarlarinda tek tabaka bir yapi
olusturmaktadirlar [Akay ve ark., 2005]. Dolayisiyla mikro gdzenekli polimerik
madde igerisinde meydana gelen tek tabaka biyofilm igerisine substrat ve ¢dziinmiis

oksijenin difiizyonu kolaylikla saglanmaktadir. Bunun yaninda gézenek duvarlarinda



olusan biyofilmin kalinligi kesme kuvvetinden dolay1 sabit kalmakta ve mekanik
olarak pargalanan ve Ozelligini kaybeden mikroorganizmalar ¢ozelti ile birlikte
sistemden uzaklagsmaktadir. Ayrica diyaliz membranin kirlenmesi sonucu
biyosensoriin isletme siliresinin az olmasi, oksijen probunun biyokatalitik MGP

diskten ayr1 olarak tasarlanmasi ile daha uzun olabilecektir.

Bu caligmada, biyolojik olarak parcalanmaya direngli organik maddeleri
sindirmekte basarili olan Pseudomonas syringae tiirtinlin MGP igerisine immobilize
edilmesi ile sensériin biyo-katalitik kisminimn olusturuldugu yeni bir mikrobiyal BOI
biyosensorii gelistirilmistir. Gelistirilen yeni sensor sistemi ile iki farkli dl¢tim
teknigi (siirekli ve akim enjeksiyonu) kullanilarak calismalar yapilmistir. Her iki
Olciim teknigi i¢in sensOriin stabilitesi ve sensOr Omril test edilmistir. Ayrica
gelistirilen yeni sistemin tekrarlanabilirligi ve tekrar iiretilebilirligi incelenmis ve
BOI i¢in gecerli kontrol limitlerinin altinda sonuglar elde edilmistir. Sensdr yaniti
tizerine pH, sicaklik, MGP disk kalinlig1 ve enjeksiyon hacmi gibi parametrelerin
etkisi ¢alisilmistir. Gelistirilen BOI biyosensérii optimum sartlarda glikoz-glutamik
asit (GGA) ¢ozeltisi ile kalibre edilerek gergek atiksu drnekleri analiz edilmistir. BOI
sensorii ile elde edilen sonuglar klasik BOIs degerleri ile karsilastirilmis ve sensoriin
dogrulugu test edilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda son olarak bir dispersiyon modeli
gelistirilmis ve bu model verileri enjeksiyon ¢alismalarinda farkli debilerde elde
edilen datalar ile birlikte degerlendirilmistir. Ayrica model sonucu elde edilen veriler
ile kalibrasyon egrileri olusturularak deneysel olarak elde edilen kalibrasyon egrileri

ile karsilagtirilmigtir.



2. BiYOSENSORLER

Biyosensorler, fiziksel gii¢ ¢eviricilere baglanmis veya entegre olmus biyolojik
elementten olusan ve Ol¢iilen madde konsantrasyonuna bagli olarak sinyal olusturan
Olctim aletleri olarak bilinmektedir (Sekil 2.1). Bu sinyal, hedef bilesigin
metabolizmasina bagl olarak meydana gelen potansiyel degisim, elektron transferi,
15181n {irlin veya reaktant tarafindan emilmesi, sicaklik veya kiitle degisimi gibi
olaylarin sonucu olarak olusmaktadir. Gii¢ ceviriciler bu biyolojik sinyali akim,
potansiyel veya 1s18in optik veya elektrokimyasal yontemlerle absorpsiyonu gibi
Olciilebilir yanitlara c¢evirmektedir [Turner et al., 1992, Mulchandani ve Rogers,

1998, Tran, 1993, Lei et al., 2006].

Olgiilebilir iiviin
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Sekil 2.1. Biyosensoriin sematik gdsterimi

Enzim, antikor, reseptor ve mikroorganizmalar gibi hayvan ve bitki hiicre veya
dokularindan elde edilen biyo—molekiiller biyolojik tanima elemani olarak
kullanilmaktadirlar. Enzimler biyosensér yapiminda en ¢ok kullanilan biyolojik
tanima elemanlaridir [Turner et al., 1992; Mulchandani ve Rogers, 1998; Tran, 1993;
Mikkelsen ve Corton, 2004]. Saflastirilmis enzimlerin iiriinlere veya inhibitorlere
kars1 ¢ok yliksek Ozgiilliikleri varken biyosensor yapimindaki uygulamalari enzim

saflagtirma islemlerinin zaman almasi, usandirict olmasi ve pahali olmasi, 6l¢iilebilir



iirlinler elde etmek ic¢in ¢oklu enzimlere veya ko—enzimlere ihtiya¢ duyulmasi gibi
faktorlerden dolay1 kisitlanmaktadir. Mikroorganizmalar bu tiir problemlere karsi
ideal alternatifler saglamaktadirlar [Arikawa et al., 1998]. Hiicre icerisinde yer alan
bircok enzim ve ko—faktorler hiicrelerin ¢ok sayida kimyasali tanimasini ve
tilketmesini saglamaktadirlar. Mikroorganizmalar uygun iireme kosullarinda yeni
organik maddeleri tiiketmek ve pargalamak i¢in kolaylikla adapte edilebilirler [Jain
et al, 1994; Leung et al, 1997; Spain and Nishino, 1987]. Ayrica
mikroorganizmalarin genig aralikta kimyasal maddeleri sezmekte yetenekli olmalari,
mutasyon veya rekombinant DNA teknolojisi gibi genetik modifikasyonlara
uymalari, genis pH ve sicaklik araliklarinda ¢alisabilmeleri gibi avantajlarinin olmast
onlar1 biyolojik tanima elemani olarak ideal kilmaktadir. Mikroorganizmalar,
amperometrik, potansiyometrik, sicaklik, iletkenlik, kalorimetrik, parlaklik ve
floresan gibi cesitli dondstiiriicliler ile entegre edilerek mikrobiyal biyosensor
yapiminda kullanilmaktadirlar [Turner et al., 1992; Mulchandani and Rogers, 1998;
Tran, 1993; Mikkelsen and Corton, 2004; Blum and Coulet, 1991; Nikolelis et al.,
1998; Ramsay, 1998; D’Souza, 1997].

2.1. Biyosensorlerde Enerji Doniistiiriiciiler

Mikrobiyal biyosensorlerde enerji ceviriciler biyo—aktif tabakadan meydana
gelen uyariy1 elektrik sinyaline doniistiiren ve elektronik ile giicii arttirilip analitik
uygulanabilir detaya c¢eviren fiziksel elementlerdir. Enerji doniistiiriiciiler

elektrokimyasal, optik ve diger gii¢ ceviricileri olarak gruplandirilabilirler.

2.1.1.  Elektrokimyasal Biyosensorler

2.1.1.1. Amperometrik Biyosensorler

Ampermetre, sabit potansiyel uygulanan stirekli akim durumlarini izlemek
lizere kurulmustur. Sistem, calisan, referans ve yardimci elektrot olmak iizere ii¢
elektrottan olugsmaktadir. Calisan elektrotun potansiyel kararliligi potansiyostat ile
kontrol edilmektedir. Calisan elektrot immobilize biyo-aktif tabaka icermektedir. Bu

lic elektrotun tasarimi hareketsiz veya karigtirmali sartlarda ve akis sistemlerinde



olmak tizere iki ¢esit hidrodinamik sartta uygulanabilir. Amperometrik biyosensoriin

yaniti;

i.  Analit veya kofaktoriin biyo-katmana difiizyonu,
ii.  Enzimatik reaksiyon,
iii.  Uriinlerin biyo katman i¢ine veya disina difiizyonu,
iv.  Uriiniin veya kofaktdriin elektrokimyasal olarak ortaya ¢ikmast,

v.  Elektrokimyasal reaksiyon sonucu olusan iirliniin biyo katman digina

difiizyonuna baghdir.

Sekil 2.2°de amperometrik mikrobiyal biyosensorlerin en ¢ok kullanilan 6rnegi
olan Clark tipi oksijen elektrotu gosterilmektedir. Bu biyosensor oksijenin azaldigi
platin (Pt) katottan ve giimiis/glimiis kloriir (Ag/AgCl) referans elektrotundan
olugmaktadir. Platin katoda —0,8 V’luk bir potansiyel uygulandiginda oksijen
konsantrasyonuna bagli olarak akim iiretilmektedir. Her iki elektrotta potasyum
kloriir ¢ozeltisi icinde tutulmakta ve ana ¢dzeltiden oksijen gegiren teflon membran

ile ayrilmaktadirlar.
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Sekil 2.2. Basit bir amperometrik mikrobiyal biyosensoriin sematik gosterimi.



Merkez Pt katot ile halka seklindeki Ag anot arasinda bir potansiyel
uygulanmaktadir. Bu potansiyel, ¢oziinmiis KCl ¢ozeltisi ile elektrotlar arasinda “I”
akimint olusturmaktadir. Elektrot bolmeler, sadece oksijen gegiren ince plastik
membran ile biyokatalistten ayrilmaktadir. Analit ¢ozeltisi ise substratlar ve iiriinler

icin gecirgen olan diger bir membran ile biyokatalistten ayrilmaktadir.
Bu sistemde asagidaki reaksiyon olusmaktadir;

Ag anot 4Ag" +4CIT — 4AgCl+ 4e

Pt katot O, +4H +4¢ —» 2H,0

Katot yiizeyinde etkili bir oksijen azalimi zamanla oksijen konsantrasyonunun
sifir olmasina sebep olmaktadir. Bu elektrokimyasal azalma hizi, ana oksijen
konsantrasyonu ve konsantrasyon gradyanina bagli olarak c¢ozeltideki oksijenin
diflizyon hizina baglidir. Bu proses sirasinda tiiketilen oksijenin oksijen elektrotlari

yerine iyon segicili elektrotlar ile 6l¢timii daha giivenilir sonuglar vermektedir.

Bu tip biyosensorleri tipik bir uygulamasi olarak immobilize glikoz oksidaz
membran kullanarak glikoz konsantrasyonlarinin belirlenmesi gosterilebilir. Bu
reaksiyonda c¢oOzelti biyo-katalitik membrandan katoda difiize olurken oksijen
konsantrasyonunda bir azalma gbézlenmektedir. Oksijen konsantrasyonunun azalmasi
elektrotlar arasinda aki azalmasina sebep olmaktadir. Sekil 2.3’te bu reaksiyonun

zamana kars1 oksijen azalmasi gosterilmistir.

Bu reaksiyonun hizinin Slgiilmesi icin diger bir alternatif metot ise platin
elektrota +0.68 V potansiyel uygulayarak hidrojen peroksit iiretim miktarin

Olgmektir. Bu proseste asagidaki reaksiyonlar olmaktadir;

Pt anot H,0, — ™ O, + 2H  +2¢

Ag katot 2AgCl +2¢ —™ 2Ag" + 2CI



...........................................................................

---------------------

-----------------------------------------------
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Sekil 2.3. Glikoz c¢ozeltileri i¢in glikoz oksidaz kullanilan amperometrik

biyosensoriin yaniti.

Bu tiir biyosensorlerde ana problem c¢o6ziinmiis oksijen konsantrasyonuna
bagimli olmalaridir. Bu problem elektronlart direkt olarak elektrota transfer eden
‘aracilar’ kullanilarak giderilebilir. Bu aracilarin uygulanabilir olmasi i¢in bazi

Ozellikleri icermelidir;

Indirgenmis enzimler ile hizl bir sekilde reaksiyona girmelidirler,

e Okside olmus veya indirgenmis formlar1 enzimin aktif sitesi ile elektrot
ylizeyi arasinda hizli difiize olmasi i¢in ¢oziinebilir olmalidirlar. Bu
¢Oziiniirliik biyosensorden ana ¢oOzeltiye aracit kaybi olmamasi igin ¢ok

biiylik olmamalidir. Toksik olmamalidirlar,

e Okside olmus aracilarin elektrottaki potansiyeli diisiik olmali ve pH’ya

bagli olmalidur,

e Aracinin indirgenmis formu oksijen ile reaksiyona girmemelidir.

Arac1 olarak daha c¢ok ferrosen kullanilmaktadir. Ferrosenin reaksiyonlari

asagida gosterilmistir;



£-CrglLcose FAD -tt— — Fo
_\_\-\\"- //_,-'—‘_ —\—_\\\

\ 7 ferracene + 2H' \

dlucose Jxidaze K
/ // ferrociniam ior // -
D-glicona- S FADH, Semglr T

15lactone electode

Giliniimlizde araci kullanmadan indirgenmis enzimlerden elektronlarin
giderilmesinde yeni metotlar gelistirilmistir. Bu tiir elektrotlar elektrik olarak iletken
organik tuzlar ile kaplanmaktadirlar. Bu tiir enzim elektrotlar, elektrotu enzim

¢Ozeltisi icerisine daldirarak hazirlanirlar ve aylarca stabil olarak kalabilirler.

Uriin, arac1 veya organik iletkenleri kullanan amperometrik biyosensorler,
biyosensor gelisiminde {i¢ jenerasyon gostermektedirler. Sekil 2.4’te biyosensor
gelisiminde flavo-oksidaz enzimleri i¢in amperometrik biyosensorlerin  ii¢

jenerasyonu gosterilmistir.

Sekil 2.4. Biyosensor gelisiminde flavo-oksidaz enzimleri i¢in amperometrik
biyosensorlerin {i¢ jenerasyonu. (Tarali alan biyokatalist olarak

gosterilmistir).

Her ii¢ biyosensorde enzimde asagidaki reaksiyon meydana gelmektedir:

Substrat (2H) + FAD- oksidaz —# Uriin + FADH,-oksidazefi

Birinci jenerasyon (a) elektrotu reaksiyon (Ey = +0,68 V) ile tiretilen H,O;’yi

kullanmaktadir.
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Reaksiyon ise su sekilde olmaktadir;

(a) biyokatalist
FADH;,-oksidaz + O, —®FAD- oksidaz + H,O,
elektrot

H,0, — 0, + 2H" + 2¢”

Ikinci jenerasyonda ise reaksiyon sonucu (Eq = +0,19 V) olusan elektronlarmn
elektrona transferi i¢in medyatdr kullamlmaktadir. ikinci jenerasyon igin reaksiyon

su sekilde olmaktadir;

(b) biyokatalist
FADH; oksidaz + 2 Ferrisinyum ——®™FAD- oksidaz + 2 Ferrosen + 2H'
elektrot

2 Ferrosen —2 Ferrisinyum + 2¢

Ugiincii jenerasyon elektrot ise direkt olarak reaksiyon sonucu iiretilen

elektronlar1 almaktadir.

(©) biyokatalist/elektrot

FADH,-oksidaz —#FAD-oksidaz + 2H" + 2¢”

Amperometrik biyosensorlerle tretilen akim (i) reaksiyon hizi (vA) ile

baglantilidir ve su sekilde ifade edilir;

i=nFAVA

Burada, n; transfer edilen elektronlarin sayisi, A; elektrot alani, F; Faraday
sayisidir. Reaksiyon hizi genelde membranlarin  kullanilmasi ile diflizyon
kontrolliidiir. Dolayisiyla bu sartlar altinda iretilen elektrik akimi analit

konsantrasyonu, enzim ve elektrokimyasal kinetiklere baglidir.
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Amperometrik mikrobiyal biyosensorler dzellikle BOI dl¢iimii igin gelistirilmis
bunun yaninda etanol, seker, sakaroz, fenol ve fenol tiirevleri, siyaniir, ylizey aktif
maddeler ve agir metaller gibi cesitli parametreler icin de gelistirilmistir. Uzerinde
calisilan amperometrik mikrobiyal biyosensdrlerin dlglim parametreleri ile kullanilan

tiirleri bakimindan incelenmesi Cizelge 2.1°de gdsterilmistir.

Cizelge 2.1. Amperometrik mikrobiyal biyosensorler

Analiz Mikroorganizma Referans
Edilecek
Parametre
BOIi A. adeninivorans LS3 Chan et al., 2000

C. parapsilosis

Maya

T. cutaneum and B. subtilis
T. candida

T. cutaneum

T. cutaneum

Koénig et al., 2000
Chen et al., 2002
Jiaetal., 2003
Sangeetha et al., 1996
Yang et al., 1997
Marty et al., 1997

P. putida Chee et al., 1999
K. oxytoca AS1 Ohki et al., 1994

B. subtilis (heat killed) Tan and Qian, 1997
B. subtilis Riedel et al., 1988
A. adeninivorans LS3 Riedel et al., 1998
A. adeninivorans LS3 Chan et al., 1999

A. adeninivorans LS3 Tag et al., 2000

A. adeninivorans L.S3 Tag et al., 2000a

Serratia marcescens LSY4
Pseudomonas sp.

P. fluorescens

P. fluorescens

P. putida SG10

T. bacteria

SEED

Rh. erythropolis ve Is. orientalis
B. subtilis ve B. licheniformis 7B
B. subtilis ve B. licheniformis 7B
Mikrobiyal topluluk

Mikrobiyal topluluk

Maya SPTI ve SPT2

Kim and Kwon, 1999
Li and Chu, 1991
Yoshida et al., 2000
Yoshida et al., 2001
Chee et al., 2005
Karube et al., 1989
Tan and Wu, 1999
Heim et al., 1999
Tan et al., 1992
Tan et al., 1993

Liu et al., 2004
Rastogi et al., 2003
Trosok et al., 2001
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Cizelge 2.1. Amperometrik mikrobiyal biyosensorler (devam)

Analiz Mikroorganizma Referans
Edilecek
Parametre
Etanol G. oxydans veya P. methanolica Reshetilov et al., 2001
A. aceti (IFO 3284) Ikeda et al., 1997
C. vini Macsini et al., 1989
AOx (Hansenula polymorpha) Wu et al., 2008
C. tropicalis Akyilmaz ve Dingkaya, 2005
S. ellipsoideus Rotariu and Bala, 2003
Seker G. oxydans Tkac et al., 2000
Glikoz oksidaz Patel et al., 2003
Glikoz oksidaz Jia et al., 2008
Organofosfatlar Rekombinant Moraxella Mulchandani et al., 2001
Rekombinant P. putida Lei et al., 2005
Siyaniir S. cerevisiae Ikebukuro et al., 1996
T. ferrooxidans Okochi et al., 2004
P. fluorescents NCIMB 11764 Lee and Karube, 1996.
S. cerevisiae Nakanishi et al., 1996
Hidrojen A. peroxydans Rajasekar et al., 2000
peroksit
Asetik asit F. solani Subrahmanyam et al., 2001
Bakir Rekombinant S. Cerevisiae Lehmann et al., 2000
yeast Tag et al., 2007
Kadmiyum Rekombinant E. Coli Biran et al., 2000
p-Nitrophenol A. 1S 443 Lei et al., 2004
A.JS 443 Lei et al., 2003
M. sp. Mulchandani et al., 2002
M. sp. Mulchandani et al., 2005
Fenol bilesikleri P. putida Timur ve ark., 2004

Fenol oksidaz
Tyrosinase/laccase
H. Peroksidaz ve glikoz oksidaz

ElKaoutit et al., 2008
Kochana et al., 2008
Chen et al., 2008




2.1.1.2. Potansiyometrik Biyosensorler
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Klasik potansiyometrik biyosensorler, pH, amonyum, klor vb gibi iyon segici

elektrotlar veya karbondioksit, amonyak gibi gaz-se¢ici elektrotlarin mikrobiyal bir

tabaka ile kaplanmasiyla olusan sensdrlerdir. Mikroorganizmalar analiti tliketirken

iyon birikmesi veya bosalmasi sonucu olusan potansiyelde bir degisim meydana

getirmektedirler. Potansiyometrik enerji dontstiiriiciiler ¢alisan elektrot ile referans

elektrot arasindaki farki Olgerler ve elde edilen sinyal analitin konsantrasyonu ile

korale edilir [Mulchandani and Rogers, 1998, Tran 1993, Simonian et al., 1998].

Analiz edilen 6rnek ile iiretilen potansiyel arasinda logaritmik bir iliski olmasindan

dolay1 bu tip biyosensorlerde genis araliklarda Olgiimler yapmak miimkiindiir.

Potansiyometrik mikrobiyal biyosensorlere ornekler Cizelge 2.2°de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Potansiyometrik mikrobiyal biyosensorler

Analiz Mikroorganizma Doniistiiriicii Tipi Referans
Edilecek
Parametre
Organofosfatlar Flavobacteium pH elektrodu Gaberlein et al., 2000
Rekombinant E. Coli pH elektrodu Mulchandani et al., 1998
Rekombinant E. Coli pH elektrodu Mulchandani et al.,
1998a
Penisilin Rekombinant E. Coli pH elektrodu Galindo et al., 1990
Rekombinant E. Coli pH elektrodu Chao and Lee, 2000
Ure Bacillus sp. NHy4 iyon segici Verma and Singh, 2003
elektrot
Trikloroetilen P. aeruginosa J1104 Klor iyon segici Han et al., 2002
P. aeruginosa J1104 elektrot Han et al., 2001
Klor iyon segici
elektrot
Etanol S. ellipsoideas Oksijen Rotariu et al., 2004
Sukroz S. cerevisiae Oksijen Rotariu et al., 2002

Potansiyometrik mikrobiyal biyosensorlerin en basit ornegi, katalizlenmis

reaksiyonlarin oldugu veya hidrojen iyonlarmin absorplandigi pH metre probunun

immobilize enzim membrani ile kaplanmasiyla olusturulan elektrottur. Sekil 2.5°te

basit bir

potansiyometrik  biyosensor ile

Cizelge 2.3’te

potansiyometrik
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biyosensorlerle iiretilen reaksiyonlarda iyonlarin serbest birakilmasi veya
absorplanmas1 gosterilmistir. Cam membran yakininda meydana gelen reaksiyon pH
metre tarafindan direkt olarak okunabilen pH’ da degisiklige sebep olmaktadir. pH’
daki bu degisim elektrik potansiyeli ile agiklanmaktadir.

Sekil 2.5. Basit bir potansiyometrik biyosensor. (a) yari gegirgen membran, (b)
biyokatalist, (c) aktif cam membran, (d) pH probu, (e) Elektrik
potansiyeli, (f) Probe i¢indeki Ag/AgCl elektrot, (g) HCI asit, (h) dis

referans elektrot.

Biyosensor olarak kullanilan ¢ tiir iyon-segici elektrot vardir:

1) Spesifik baglanma siteleri i¢in konsantrasyona bagli olarak katyonlar arasi
yarismaya bagh elektrik potansiyeli {ireten hidrata olmus cam membranlarin secici
eleman olarak kullanildigi cam elektrotlar. Bu membranin seciciligi camin
kompozisyonu ile agiklanmaktadir. H™ iyonuna olan secicilik NH," iyonuna gore

daha biiyiiktiir.

2) CO,, NH; veya H,S icin segici gaz geciren membran ile kaplanmig cam pH
elektrotu. Gazin membrandan difiizyonu sirasinda membran ile elektrot arasindaki

cozeltide 6l¢iilen pH’da degisiklik meydana gelmektedir.
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3) Glimiis siilfit ve giimiis halojeniir karisim ile yapilan spesifik iyon iletkenli

ince membranin cam membran yerine kullanilmasi ile yapilan kati-durumlu

elektrotlar.

Cizelge 2.3. Potansiyometrik biyosensdrlerle tiretilen reaksiyonlarda iyonlarin

serbest birakilmas1 veya absorplanmasi

{(a) H kzatyon
ghikoz cksidaz H40
D-glukoz + 03 —®D- glucone-1,5-lactone + HiO3—® D-gluconate + H
Peniglinaz
penisiin ———® penisiloik asit+ H"
tireaz (pH 6.00
H3NCONHg + HaD + ZH —————® INHy "+ CO;

tireaz (pH 9.5) .
HatCONH3z + 2H2D e JNHz+ HCO3 + H

lipaz . _ +
nitr yaglar+ HoD ————— gliserol + fatty acids + H

{b) NHy" Iatyon

, L-amino asit oksdaz ) "
L-amino ast+ 09+ HaD ®leto asit + NH4 + Ha02

Asparaginaz
L-asparagn+ HgD — " .aspartat + NHs

Ureaz (pH 7.3)
HaNCOWNH, + 2H0 + [—I*LFEHH(# HCO:

{(c) I' anyon

. eroksdaz
HaOz+2H 42— M3+ 2H30

{d) CN" anyon

3-glukosidaz . )
amygdalin + ZHa0 igukoz + benzal dehyde + H + CH

2.1.1.3. iletkenlik Biyosensorleri

Bircok mikroorganizma katalizli reaksiyonlar iyonik tiirlerdeki degisimi
icermektedir. Bu degisim reaksiyon ¢ozeltisindeki iletkenlikte meydana gelen net

degisim ile iligkilendirilmistir. Bu biyosensorler biyolojik pargalarin immobilize
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oldugu platin veya altin elektrotlardan olusmaktadir. Enzimatik reaksiyonlar sonucu
olusan irlinler elektrotlar arasinda iletkenligi degistirmekte ve sinyal
olusturmaktadir. Bu sensorlerin performans: iyonik c¢evrenin konsantrasyonuna
baghdir ve boylece meydana gelen herhangi bir degisim onceden bilinmeyen

sonuclar1 olusturur [Turner et al., 1992, Mulchandani and Rogers, 1998, Tran, 1993].

2.1.2.  Optik Biyosensorler

Optik mikrobiyal biyosensorlerde hedef analitin biyokatalist ile olan
etkilesimleri sonucu UV-absorpsiyon, biyolojik/kimyasal parlaklik, yansima ve
floresan gibi optik 6zelliklerinin degisimi esas alinarak modiilasyonu yapilmaktadir.
Optik biyosensdrlerde fiber optik destekler kullamlmaktadir. iki optik kursun, bir
kaynak ve detektor, reaksiyon kabi ve immobilize biyo-katman bdlmeden
olugmaktadir. Kimyasal ajanli ve ajansiz fiber optik biyosensorler olmak tizere iki
grupta siniflandirilirlar. Kimyasal ajanli fiber optik biyosensorler 6rnek ¢ozeltiden
gaz-gecirmez membran ile ayrilan indikatdr ¢ozelti veya boya igeren reaksiyon
bolgesine bagl tellerden olusmaktadir. Ajansiz fiber optik biyosensorlerde ise biyo-
kataliz reaksiyon her bir iirliniin veya optik olarak Olciilebilen tliketimin direkt
izlenmesi olarak tasarlanmistir. Fiber optik aletlerin diger sistemlere gore avantajlari
bircok dalga boyunun tek bir optik fiber ile izlenebilmesidir. Ayrica, ayirict referans
elemente ihtiya¢c yoktur ve sensoriin tekrar kalibrasyonu i¢in gerekli giic dl¢lim

oranlar1 minimumdur.

Optik biyosensorlerin avantajlarini su sekilde siralayabiliriz;

e  Sensor Ol¢iimlerinde genellikle referans kaynak kullanildigi halde optik

sensorler ile yapilan ol¢timlerde referans elektrota gerek yoktur.
e  FElektriksel girisim bulunmamaktadir.

e  Immobilize mikroorganizmalar optik tellerle temas halinde bulunmasina

gerek olmadigi gibi sistemden kolaylikla degistirilebilirler.
e  FElektriksel degisimlere dayaniklidirlar.

e  Oksijen gibi analitler denge i¢inde analiz edilebilirler.
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e Iki farkli dalga boyundaki yogunluklarinin orani 6lgiilebiliyorsa
kalibrasyonla ilgili olarak oldukga stabildirler.

e  Birden fazla analit ile simultane olarak 6l¢iim yapilabilir.

e  Biyo-katalitik boliimdeki degisiklikleri izlemek amaciyla ¢ok dalga boylu

Ol¢iimler yapilabilir.

e  Elektriksel doniistiiriiciilere gore daha fazla tanimlama i¢cerme potansiyeli

bulunmaktadir.

Optik biyosensorlerin dezavantajlari ise su sekildedir;

e  Ancak uygun biyo-katalitik aktivite gelistirildiginde calisabilmektedirler.
o Cevrenin 1s181ndan etkilenebilmektedirler.
e  Elektriksel sensorlerle kiyaslandiginda 6l¢lim araligi daha dardar.

e Disiik 151k yogunluklarinda biyo-katalitik aktivitenin stabilitesini

saglamak zordur.

e  Analitlerin biyo-katalitik katmana kiitle transferinin uzun siirmesi

dolayistyla yanit siiresi zaman almaktadir.

Bugiine kadar iizerinde ¢alisilmis biyo-parlaklik ve floresan esasli mikrobiyal

biyosensorler Cizelge 2.4’te gdsterilmistir.

2.1.3. Diger Mikrobiyal Biyosensorler

2.1.3.1. Piezoelektrik Biyosensorler

Piezoelektrik olay mekanik olarak deforme olmus bazi kristallerin ylizeyindeki
elektrik potansiyeline baglhidir. Kristal sallanan elektrik alan icine yerlestirildiginde
olusan ters etki piezoelektrik kristalin ayni frekansta mekanik olarak titremesidir.
Pratik uygulamas1 kuartz tabaka iizerinde kiitle degisimlerinden kaynaklanan
rezonans frekans degisimlerine dayanmaktadir. Yiizeyi biyo-aktif tabaka ile

kaplayarak giiglii bir biyosensor elde edilir [Nakanishi et al., 1996]. Bu biyosensor
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biyo-katmandaki kiitle degisimlerini veya c¢ozeltideki viskozite degisimlerini

izleyebilmektedir.

Cizelge 2.4. Biyo-parlaklik ve floresan esaslt mikrobiyal biyosensdrler.

Analiz Edilecek
Parametre

Mikroorganizma

Doniistiiriicii Tipi

Referans

Ni2t ve Co2t

Civa

Bakir
Fosfor
Naftalin

Halojen organik
asitler

Toksisite

Klorofenol
uv

Demir

Arsenik
Toluen
BOI

Ralstonia eutropha AE2515

E. coli MC1061
E. coli HMS174
E. coli HMS174

P. fluorescens DF57
Synechococcus PCC 7942
P. putida

Recombinant E. coli

E. co//HB101 pUCD607

P. fluorescens 10586r pUCD607

Recombinant E. coli
P. aeruginosa FRD1

Recombinant Pseudomonas
syringae

E. coli DH5
P. fluorescens A506

Deniz suyu mikroorganizmalari
P. putida

Biyo-parlaklik
Biyo-parlaklik

Biyo-parlaklik
Biyo-parlaklik
Biyo-parlaklik
Biyo-parlaklik

Biyo-parlaklik

Biyo-parlaklik
Biyo-parlaklik

Floresan

Floresan
Floresan

Floresan

Tibazarwa et al., 2001

Roda et al., 2001
Rasmussen et al., 2000
Barkay et al., 1997

Petersen et al., 2001
Schreiter et al., 2001
Werlen et al., 2004
Tauber et al., 2001

Horsburgh et al., 2002
Bechor et al., 2002

Tiensing et al., 2002

Rosen et al., 2000
Elasri and Miller, 1999

Joyner and Lindow, 2000

Wells et al., 2005
Casavant et al., 2003

Dai et al., 2004
Chee et al., 2000

2.1.3.2. Kalorimetrik Biyosensorler

Enzim kataliz reaksiyonlarin ¢ogu 1s1 olusturan ekzotermik reaksiyonlardir.

Biyosensor uygulamalarinda reaksiyonlar sonucu olusan 1s1 degisimi analit

konsantrasyonunu ve reaksiyon hizin1 6lgmede kullanilmaktadir. Ist degisimleri

immobilize enzimler igeren sabit yatak kolonlarinin giris ve ¢ikisinda yer alan

termistorler ile Olclilmektedir Sekil 2.6’da kalorimetrik biyosensoriin sematik

gosterimi verilmistir. Kontrol edilebilen sartlarda reaksiyon sonucu olusan 1sinin

yaklasik %80’1 akimda meydana gelen 1s1 degisimi olarak kabul edilebilir. Bu durum

entalpi degisiminden ve reaksiyona giren madde miktarindan hesaplanabilir.
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Sekil 2.6. Kalorimetrik biyosensoriin sematik gdsterimi. (a) giris, (b) sicaklik
degistirici, (c) aliiminyum kiitle, (d) referans termistor, (e) sabit yatak reaktor, (f)
biyokatalist, (g) reaktor ¢ikisi, (h) dis elektronik ortam, (i) giris ve ¢ikis arasindaki

sicaklik Ol¢timii

Deneysel diizenek farkli bigimlerdeki termistdr veya transistor parcalarindan
olugmaktadir. Bunlardan bir tanesi immobilize biyo-katman icerirken digeri aktive
olmamig ayni tabakayi igermektedir. Sicaklik farki zamanin fonksiyonu olarak
kaydedilir. Ciinkii reaksiyonun 1sis1 katalizlenmis enzim reaksiyonlari i¢in ol¢iilebilir
[Danielsson ve Mosbach, 1987]. Secicilik yiiksektir fakat termal zeminin yiiksek
dalgalanmalar1 ve c¢ozelti icindeki sicakliin hizli seyrelmesi bu sensorlerin

hissediciligini engellemekte ve diisiirmektedir.
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2.2.  Immobilizasyon Teknikleri

Mikrobiyal biyosensorlerin esast mikroorganizmalar ile dondistiiriicii arasinda
yakin bir temas saglamaktir. Dolayisiyla mikrobiyal biyosensoriin yapimi
doniistiiriiciic = veya  destek madde {izerine immobilizasyon  gerektirir.
Immobilizasyonun amaci1 biyosensoriin yanitini, isletme karaliligin1 ve uzun siire
kullanimin1 saglamaktir. Biyosensdr uygulamalarinda immobilizasyon teknolojisi
onemli bir rol iistlenmekle beraber immobilizasyon tekniginin se¢imi Onemlidir.
Mikroorganizmalar doniistiiriicii veya destek madde iizerine kimyasal veya fiziksel
metotlarla immobilize edilir. Immobilizasyon tekniklerini geri déniisiimlii ve geri
doniisiimsiiz olarak iki genis kategori icine de sokabiliriz [Brena ve Viera, 2006].
Enzimlerin baglanma kuvveti onlarin kolay doniistiiriilebilir olup olmadig: ile ters
orantilidir. Stabil olma ve geri doniistliriilebilme gibi iki amag¢ es zamanli olarak
uygulanmasi zor konulardir. Genel yaklasim ise enzimlerin baglanmasini kuvvetli bir

sekilde yapmak ve geri donilistimii feda etmektir.

Geri dontlisiimsiiz immobilizasyon enzimin veya destek maddenin biyolojik
aktivitesini imha etmeden destek maddeye immobilize olmus biyokatalizoriin
ayrilamayacagin1 ifade etmektedir. Geri donilisiimsiiz enzim immobilizasyonu
kovalent baglanma, tutuklama, mikro-kapsiilasyon ve c¢apraz baglama olarak
ayirabiliriz. Geri doniisiimsiiz immobilizasyon tekniklerinin sematik gdsterimi Sekil
2.7°de verilmistir. Geri donilistimlii immobilizasyon ise immobilize olmus enzimin
uygun sartlar altinda destek maddeden kolaylikla koparilabilmektedir. Bu
immobilizasyon yontemi ekonomik olmasi bakimindan olduk¢a cazibelidir ¢linkii
enzim aktivitesinin bittigi veya azaldig1 noktada enzimler sistemden uzaklastirilir ve
taze enzimler sisteme immobilize edilebilirler. Geri doniisimli enzim
immobilizasyon sistemlerini adsorpsiyon, iyonik baglama, afinite baglamasi, celat-

metal baglama ve disiilfit baglamasi olarak ayirabiliriz (Sekil 2.8).
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Sekil 2.7. Geri doniistimsiiz immobilizasyon tekniklerinin sematik gosterimi
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Sekil 2.8. Geri doniisiimlii immobilizasyon tekniklerinin sematik gosterimi
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2.2.1. Kimyasal immobilizasyon

2.2.1.1 Kimyasal Capraz-Baglama

Kovalent c¢apraz baglama hiicrelerin dis membrani iizerindeki fonksiyonel
gruplarin glutaraldehit ve siyaniir kloriir gibi ¢ok fonksiyonlu reaktantlarla koprii
olusturmasindan kaynaklanmaktadir. Hiicreler doniistiiriicii yilizeyine direkt olarak
veya destek madde iizerine capraz baglanabilirler. Bu immobilizasyon tekniginin
avantaj1 basitligi ve herhangi bir kat1 ylizeye uygulanabilirligidir. Ana problem ise
¢ogu enzim kimyasal baglama reaktantlarina duyarlidir béylece denatiirasyon ile
aktivitelerini kaybedebilirler. Dolayisiyla mikrobiyal biyosensorlerin yapiminda
hiicre canliligindan ziyade hiicre i¢ci enzimlerin aktivitesi 6nemli ise kimyasal ¢apraz

baglamanin kullanilmasi1 uygundur [D’Souza, 1997].
2.2.1.2 Kovalent Baglama

Kovalent baglama metodu mikroorganizmalarin hiicre duvarlarindaki amin,
karboksilik gibi fonksiyonel gruplar ile dondistiiriicii tizerindeki epoksi, amin ve
karboksil gibi gruplarla stabil kovalent bag olusumuna baglidir. Bu yontemin en
avantajl 6zelligi enzim ve matris arasinda olusan bagin stabil olmas1 sonucu enzimin
kullanim siiresi boyunca ¢ozeltiye gegmemesidir [Brena ve Viera, 2006]. Hiicrelerin
zararl kimyasallar ile muamele edilerek hiicre duvarinin zarar gérmesi ve biyolojik
aktivitelerini azalmasi ise dezavantajlaridir. Dolayisiyla bu yontem mikrobiyal

hiicrelerin immobilizasyonu i¢in fazla basarili bir yontem degildir.

2.2.2 Fiziksel immobilizazasyon

2.2.2.1 Elektrot Yiizeyine Fiziksel Sorpsiyon

Enzimin ¢dziinmeyen parga (veya elektrot) {izerine adsorpsiyonu iyonik, polar,
hidrojen bagli, hidrofobik veya n-elektron etkilesimleri sonucu olmaktadir [Brena ve
Viera, 2006]. Elektrot genellikle enzim c¢ozeltisi i¢inde belli periyotlar diliminde

tutulur. Bu metot basittir fakat adsorbe olan enzim pH, solvent, besin ve sicaklik
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degisimlerine bagli olarak kolayca desorbe olabilir. Yine de bu teknik enzim
immobilizasyonunu  kuvvetlendirmek i¢in elektro-polimerizasyondan  sonra

uygulanabilir.

2.2.2.2 Membran ile Tutma

Enzim tabaka veya ¢ozelti, elektrot iizerine yerlestirilir ve O-ring kaputu ile
saglanan polimerik diyaliz membran ile tutulur. immobilize biyokatalist tabakasi
kalindir ve sensoriin cevap siiresi bu tabakanin kalinliginin bir fonksiyonudur. Bu
membranin ¢aligma prensibi molekiil kiitlesi ca. 100°den daha biiyiik molekiillerin

diflizyonunu engellemek ve H,O, gecisine izin vermektir [Emr ve Yacynych, 1995].

2.2.2.3 Elektrot Matrisinde Tutuklama

Bu elektrotlar heterojendir ve elektrik ileten partikiiller (metal, grafit, camsi
karbon) oda sicakliginda suda ¢oziinmeyen iletkensiz bilesikler (plastikler), sivilar
(silikon veya parafin yag) veya katilar ile karistirilarak yapilirlar. Sivi baglama araci
iceren karbon matrisleri karbon hamuru olarak bilinirler. Bu matrisler, enzimlerin
elektrot matrisi i¢inde tutulmasi ile veya kompozit elektrot yiizeyini biyo-aktif tabaka

ile kaplayarak yapilan biyosensor gelisimi i¢in gii¢ ¢eviricileri gibi ¢alismaktadirlar.

Yiiksek enzim miktarlar1 iletkenligi ve elektrot maddenin stabilitesini
azaltmaktadir. Enzimler genelde enzim ile bazi inert hidrofilik proteinlerin
karigtirilmasi ile olusan liyofilik (sivi sever) gli¢ formlarinda elektrot matrisi i¢ine
katilirlar. Bu bilesiklerin ¢ok yiiksek miktarlarda olmasi olayin biiylimesine ve akim
degerlerinin degisimine neden olmakta bununla beraber elektrot ylizeyinin erozyona
ugramasina sebep olmaktadir. Enzimin tutulmusg kismi ile yeni hazirlanmis kompozit
numune ¢ozelti icine daldirildiginda sinyali azaltmaktadir. Bu olay kompozit
maddenin ylizeyindeki hidrofilik bilesiklerin dengeye gelene kadar sizmalarindan

kaynaklanmaktadir.
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2.2.2.4 Elektropolimerizasyon

Enzim, ¢oziinmilis monomer ve enzim igeren ¢ozeltilerde elektrot yiizeyinde
bliyiiyen polimer matrisi i¢inde tutulmaktadir. Monomerler elektrokimyasal olarak
serbest radikallerin polimerizasyon potansiyelini yiikselten degerlerde oksitlenirler.
Bu radikaller elektrotlar iizerine adsorbe olurlar ve polimer agma bagli genis
reaksiyon cesitliligine ugrarlar. Elektropolimerizasyon, uygun formda biyolojik
bilesigin polimer filme baglanmasi i¢in nétr pH’ daki sulu ¢bzelti iginde meydana
gelmelidir. Bu polimerin biiyiimesi onun elektrik karakterine baglidir. Eger polimer
elektriksel olarak baglanmamis ise biiyiimesi kendi kendine engellenir. Cogu filmler
¢ok incedir (10-100 nm). Bunun tersine baglanmis polimerlerin biiylimesi

limitsizdir.

Proses, elektrot potansiyeli ve sonug¢ filminin kalinligin1 kontrol etmemize
imkan veren reaksiyon zamanina bagli olarak yonetilir. Polimerizasyon elektrot
ylizeyinde yerel ve siki olarak meydana gelir ve enzim elektrot ylizeyinde tutulur. Bu
mikro elektrotlarin ve mikro elektrot araglarinin kaplanmasi i¢in uygundur. Ayrica,
farkli Dbilesebilen veya bilesemeyen polimerlerin bilesimi azalmis (parazit)
engellemeler ile birlikte hizli cevap veren sensdrlere baglh diisiik kalinlikli ¢ok
tabakal1 yapilarin yapilmasina izin verir. Film potansiyeli geri devrettirilerek veya

sabit potansiyelde olusturulur [Wang ve Chen, 1994, Reynolds ve Yacynych, 1994].
2.2.3 Diger Fiziksel Immobilizasyon Teknikleri

Mikro-enkapsiilasyon yonteminde ince-duvar partikiillerden olusan kapsiillerde
besin ve {iriin diflizyonu olurken enzim olmaz. Bu teknigin en 6nemli dezavantaji1 ara

yiiz polimerizasyonunun biyo-katalizoriin aktivitesini diisiirmesidir.

Diger bir immobilizasyon teknigi ise enzim igeren c¢oOzelti icindeki
polimerizasyonu jel matrisi icine katmaktir. Bu jel immobilizasyon tekniginin
avantaj1 enzimin dokunulmadan durmasidir. Dezavantaj ise jelin porozitesidir. Besin

difiizyonu kii¢iik molekiillii partikiiller ile sinirhidir.
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2.3. Biyosensorlerin Performans Ozellikleri

Biyosensorlerin  performansini  karakterize etmek amaciyla kullanilan

parametreleri su sekilde siralayabiliriz [Cammann et al., 2001, Griindler, 2007];

e  Hassasiyet: Analitin birim konsantrasyonuna bagli olarak 6l¢iim sinyalindeki
degisim olarak tanimlanabilir. Kalibrasyon grafiginin egimi hassasiyeti
vermektedir. Bazi sensorlerde hassasiyet aletin Ol¢lim Omrii  siiresince
maksimum degerlerine ulasmaktadir. Dolayisiyla hassasiyetin kalite dl¢timleri
performans testleri ile kontrol edilmelidir. Ornek matrisi, sicaklik, basing ve
nem gibi ¢evresel faktorlerin hassasiyet iizerine etkileri oldugundan kalibrasyon
stiresince ve Orneklerin analizinde cevresel sartlarin aymi kalmasina dikkat

edilmelidir.

o Ol¢iim limiti: Belirlenmis sartlar altinda sensor tarafindan &lgiilebilen en kiiciik
konsantrasyondur. Olgiim limitinde dl¢iilen bir analitin konsantrasyonunu kesin
olarak agiklamak miimkiin degildir. Sadece analitin varlig1 yiiksek olasilikla
kanitlanmis olur. Kesin olarak Olciilebilecek konsantrasyon degeri 6l¢iim
limitinin on kati degerine tekabiil eden konsantrasyon degeridir. Olgiim
limitinin belirlenmesinde kullanilan prosediir yapilmasi diisiiniilen sensoriin

tiiriine gore degisiklik gostermektedir.

e Dinamik aralik: Olgiim limitindeki konsantrasyon ile {ist limit konsantrasyonu
arasindaki araliktir. Potansiyometrik Olgiim aletleri logaritmik bir iligki ile
Olciim yaparken amperometrik ve diger elektrokimyasal sensorler lineer bir
iliski ile ol¢lim yapmaktadirlar. Dinamik aralifin genis olmasi sensor
sisteminde Ol¢iim yapilacak 6rnegin hazirlanmasinda seyreltmenin ve 6rnegin
iyilestirme adimlarmin &nemini azaltmaktadir. Olgiim araligi, en diisiik
konsantrasyon degeri olarak 6l¢iim limiti ve en yliksek konsantrasyon degerleri
olarak ta doygunluk degerleri arasinda kalan konsantrasyon degerlerini ifade

etmektedir.
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Secicilik: Bu parametre biyosensdrler i¢in en dnemli karakteristiklerden biridir.
Farkli maddeler arasinda ayirt etme 6zelligi olarak tanimlanabilir. Sensoriin
yanitinin tek bir tiir analit i¢in veya bir grup analit i¢in secgici olup olmadigi

Onemlidir.

Lineerlik: Deneysel olarak tanimlanmis kalibrasyon grafiginde elde edilen diiz
cizginin relatif sapmasidir. Lineerlik i¢in degerler genellikle kesin bir

konsantrasyon aralig1 i¢in tanimlanmaktadir.

Yanut siiresi: Bir sensoriin sifir konsantrasyondan farkli olarak olgiilen bir
konsantrasyon degeri i¢in gerekli yanit siiresidir. Kimyasal sensoérlerde yanit
stiresi saniyelerle ifade edilirken biyosensorlerde birka¢ dakikaya kadar ¢iktigi
goriilmektedir. Sensor yiizeyinin diizgiinliigli ve 6l¢iim hiicresinin 6lii hacmi
sensdr yaniti siiresine etkileyen &nemli etkilerdir. Olgiim hiicresindeki
duvarlarda olusturulan kiigiik ¢atlaklar analit rezervuari gibi davranarak analit

seyrelme hizini yavaslatabilirler. Dolayisiyla sensoriin yanit siiresi artabilir.

Stabilite: Sensoriin  Ol¢iim performansin1  belli bir siire koruyabilme
kabiliyetidir. Stabilite Ol¢limii olarak bir konsantrasyon i¢in elde edilen
sinyallerin sapma degerleri kullanilmaktadir. Mikrobiyal biyosensorlerde
sensoriin stabilitesi prosesin yasi ile ilgilidir. Bu tiir sensorlerde secicilik,
hassasiyet ve stabilite gibi Ozellikler zaman ile azalmaktadir. Dolayisiyla
biyosensorlerde biyo-katalitik boliimiin belli araliklarla yenilenmesi sensoriin

calisma performansi bakimindan dnemlidir.

Dogruluk: Dogrulun birkag tiirii bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi bir sensor
ile yapilan dl¢limlerin analitik olarak dogruluk derecesini icermekte digeri ise
farkli ol¢iim teknikleri ile yapilan Ol¢limlerde herhangi bir iyililestirme

yapmadan standart sapma degerlerinin diisiik olmasini icermektedir.

Sensor omrii: Sensorlin ne kadar siire ile isletildigidir. Maksimum saklama
stiresi maksimum igletme siiresinden ayirt edilmelidir. Sensér omrii siirekli
calisan bir sensorliin omrii olarak tanimlanmaktadir. Biyosensorlerin omrii

mikrobiyal  Ozelliklerinden  dolay1 genellikle  kisa  olmaktadir.
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2.4.  BOI Biyosensorleri
2.4.1.  Biyofilm Tipi BOI Biyosensorleri

2.4.1.1. Ol¢me Prensipleri

Biyofilm tipi BOI sensorleri bakteriyel solunum hizim 6lgme prensibi {izerine
dayanan hiicre esasli mikrobiyal biyosensorlerdir. Bu tip biyosensdrler seliiloz
membran ve gaz gecirebilen membran arasinda biyolojik tanima elemani olarak
kullanilan mikrobiyal bir film icermektedir. Bu mikrobiyal film organik maddeyi
biyolojik olarak oksitleyebilen immobilize mikrobiyal topluluktan olusur. Mikrobiyal
BOI biyosensérlerinde ¢ogunlukla ¢dziinmiis oksijen konsantrasyonu &lgiilmektedir.
Bununla beraber 151k emisyonu gibi optik esaslara dayali parametreler de son yillarda
tizerinde calisilan O6l¢iim teknikleridir. Fiziksel doniistiirliciiler mikrobiyal faaliyet
sonucu meydana gelen degisimleri elektriksel veya optik sinyallere ¢eviren aletlerdir.
Fiziksel doniistiiriiciilerle elde edilen sinyal, ¢ozelti icerisindeki mevcut biyolojik

olarak parcalanabilir materyalin miktari ile orantili olmaktadir.

Biyofilm tipi BOI sensérlerinin genel tasarim Sekil 2.9°da gosterilmistir. BOI
biyosensorlerinde sensdrden stirekli drnek ¢ozelti gecirilmesi ve akim enjeksiyon
edilerek yapilan 6l¢iim metotlar1 bulunmaktadir. Siirekli 6rnek ¢ozelti gegirilerek
yapilan 6l¢lim igin tipik yanit egrisi 2.10’da, akim enjeksiyon edilerek yapilan 6l¢iim
icin elde edilen tipik yanmit egrisi ise Sekil 2.11°de gosterilmistir. Her iki 6lgiim
metodunda havalandirilmis fosfat tamponundan ¢6ziinmiis oksijen diyaliz
membrandan immobilize hiicre tabakasina dogru difiize olur ve oksijenin bir kismi
immobilize mikroorganizmalar/enzimler tarafindan kullanilir. Artan oksijen ise gaz
geciren Teflon membrandan gecer ve oksijen elektrotu tarafindan okunur. Siirekli
Olciim metodunda oksijen difiizyonu ve immobilize bakterilerin solunum hiz1
arasindaki denge durumundan durgun hal akimi goézlenir. Atiksu G6rnegi sensor
sistemine yliklendiginde, sindirilebilir organik maddeler diyaliz membrandan difiize
olurlar ve immobilize bakteriler tarafindan sindirilerek bakteri solunum hizinin ve
biyo-oksidasyon prosesi i¢in oksijen tiikketiminin artmasina sebep olurlar. Bu yiizden

teflon membrandan gecen ve oksijen elektrotu tarafindan dlciilen oksijen miktarinda
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azalma meydana gelir. Sensor tarafindan Olgiilen akim oksijen i¢in yeni denge
degerine kadar azalir [Liu ve Mattiasson, 2002]. Akim enjeksiyon metodunda ise
sistemden tampon ¢ozelti gegisi olurken belli hacimde atiksu 6rnegi sisteme enjekte
edilir. Coziinmiis oksijen konsantrasyonu atiksu orneginin organik madde igerigine
ve enjekte edilen atiksu hacmine bagl olarak azalir fakat sistemde tasiyici sivinin
oksijen ile doymus tampon ¢6zelti olmasindan dolay1 oksijen konsantrasyonu bir pik
olusturarak Sekil 2.11°de goriildiigi gibi tekrar yiikselise gecer. Her iki Olgiim
yonteminde de proses substrat difiizyonu ile kontrol edildiginden, sensor sinyali

ornek icindeki kolay biyolojik parcalanabilir organik madde ile orantilidir.

Clark-type cogimmmi; oksjen
elektrada

Anot  (Ag/ApCl)

Elektralit (o.M KO

;. - (7az gegirebilen Teflon
Katet (P) i
2 i
B Irmmabilize ol
muikroorgamizmalar
Diiyaliz memwhran Qogimunis organik bilesilklerin tagmum wémi

Tampon cézeltiden gézinmmis
oksijenin tasium i

Diyaliz mermbran

Sekil 2.9. BOI biyosensoriiniin sematik gdsterimi. Immobilize olmus
mikroorganizma toplulugunun Clark tip oksijen elektrodu ile

birlesimi.

Biyofilm tipi BOI sensérlerinde siirekli 6l¢iim metodunda iki tiir 6lgme
yontemi vardir. Bunlar; durgun hal metodu ve giris hizi metodudur. Durgun hal

metodunda iki durgun hal arasindaki akim farki (Al) BOlyss tahmini igin kullamlir.
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Olgiim siiresi 15-20 dakika olurken iyilestirme siiresi 15-60 dakika arasinda
olmaktadir. Giris hizi metodunda ise Ornek ilavesinden sonra olusan giris akimi
degisimi (AI/At) kullanilmaktadir. Bu parametre atiksu oOrnegindeki substrat
konsantrasyonuna bagli olarak bakteri solunum hizinin gostermektedir. Bu metotta
sensOr cevap hizi 15-30 saniyede kaydedilir ve iyilestirme siiresi de 10 dakikadan
azdir. BOI 6l¢iimlerinde siirekli 6l¢iim metodunda uygulanan durgun hal ile giris hizi
yontemleri birbirleriyle kiyaslandiginda giris hizi yonteminin hizli olmasi gibi
avantaj1 bulunmaktadir. Dolayisiyla eger proses kontrolii yapilacak ise sik sik 6l¢iim
alinmas1 gerektiginden siirekli izleme i¢in girig hiz1 yontemi ile 6l¢lim yapma daha

avantajhdir.

22 Ormek atiksu ilavesi

20 --
18-

1.6

Akim (RA)

14 -

12

1.0

0%

Zaman (dak)

Sekil 2.10. BOI biyosensériiniin siirekli atiksu beslemesi yapilarak elde edilen

tipik yanit egrisi.
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Al ()

113 . — , — — —

Sekil 2.11. BOI biyosensoriiniin atiksu érnegi igin yapilan akim enjeksiyon

calismasi i¢in elde edilen yanit egrisi.

2.4.1.2. Biyo-film Tipi BOI Biyosensorlerinde Kullanilan

Doniistiiriciiler

BOI biyosensérlerinde en ¢ok kullanilan déniistiiriicii 1956 yilinda Clark
tarafindan gelistirilen amperometrik bir sensér olan Clark-tipi ¢6ziinmiis oksijen
(CO) probudur. Bu ¢oziinmiis oksijen probu oksijen gecirebilen membran ile kapl
glimiis anot ve altin veya platin katot iceren iki elektrot sisteminden olusmaktadir.
Clark tipi CO probunun kullanim Omrii elektrolitin tiikketimi ve anot metalin
oksidasyonundan dolay1 kisalmaktadir [Lambrechts ve Sansen, 1992]. Coziinmiis
oksijen probunda meydana gelen bu olumsuzluklardan dolay1 zamanla kalibrasyon
degerlerinde sapmalar meydana gelebilmektedir. Dolayisiyla diizenli olarak probun

icinde oldugu elektroliti degistirmek ve anot yiizeyini temizlemek gerekmektedir.

Bu tip sensérlerden baska CO &lciimiinde ve BOI sensérlerinin yapiminda

kullanilan optik teknikler gelistirilmistir [Preininger et al., 1994, Li et al., 1994, Chee
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et al., 2000]. Optik sensorlerde oksijene duyarli materyalden floresan sinyallerinin
emilerek optik teller vasitast ile iletilerek Olclilmesi esasina dayanmaktadir.
Amperometrik oksijen problar1 yerine optik oksijen sensorlerinin kullanilmasinda hi¢
oksijenin tiiketilmemesi ve uzun siireli stabilitesini koruyabilmesi gibi avantajlari
bulunmaktadir. Bunun yaninda kalibrasyonda sapmalarin meydana gelmemesi ve
akis hizi ile karistirma hiz1 gibi faktorlerden dolayr degisiklik gdsteren ¢oziinmiis
oksijen degerlerinin optik sensorlerde oOlclimii etkilememesi gibi avantajlart da
bulunmaktadir. Optik metotlar tek kullanimlik sensorlerin diisiikk maliyetli olarak

tasarlanmasi fikrini ortaya ¢ikarmaktadir.
2.4.1.3. Biyofilm Tipi BOI Biyosensorlerinde Immobilizasyon

BOI biyosensérlerinde mikrobiyal hiicreler genellikle basit adsorpsiyon ile
immobilize edilebilmektedirler. Hiicreler genellikle gézenekli diyaliz membran ile
teflon membran arasina sogurma teknigi ile direkt yerlestirilerek immobilize
edilmektedirler [Kim and Kwon, 1999, Liu et al., 2000, Chee et al., 1999, Rastogi et
al., 2003, Kim and Park, 2001, Yoshida et al, 2001]. Hiicrelerin
polivinilalkol/polisiilfanit ¢ozeltileri kullanarak delikli matris membran {iizerine
hiicrelerin ~ tutulmasi  seklinde olan hidrojel tutuklanmast metotlar1 da
uygulanmaktadir [Chan et al., 1999, Chan et al., 2000]. Tek kullanimhik BOI
biyosensorleri gelistirilirken mikroorganizmalart minyatiir oksijen elektrot yiizeyine
direkt immobilize etmek amaciyla ultraviyole ¢apraz bagli regineler kullanilmigtir
[Yang et al., 1996]. Ayrica manyetik aktif camur kullanilarak gelistirilen BOI
biyosensorlerde bulunmaktadir [Sakai et al., 1995]. Bu tip biyosensdrlerde manyetik
aktif camur Teflon membran ilizerine manyetik katot ile olusan manyetik etkilesimler

sayesinde tutunmaktadir.
2.4.2.  Solunum-tipi BOI Biyosensérleri
Solunum tipi BOI biyosensorleri kisa siireli BOI  6l¢iimlerinde

kullanilmaktadir. Solunum hizi, aktif g¢amurun sindirim hizim1 6lgmek ve

yorumlamaktir. Solunum tipi BOI biyosensorlerinde farkli 6lgiim prensipleri
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olmasma ragmen genelde aktif camur ile substratin karistirildigr biyo-reaktor

seklinde kurulmus tipleri kullanilmaktadir [Spanjers et al., 1996].

Solunum tipi BOI biyosensérlerinde kesikli ve siirekli olmak iizere iki tip
Olcim teknigi uygulanabilmektedir. Kesikli sistemde respirometreye atiksu
ilavesinden sonra respigromda gdzlenen BOI degeri hesaplanir. Siirekli sistemde ise
reaktore siirekli atiksu girisi vardir. Olgiimde kullamlan bir yaklasim, iki paralel
stirekli ¢camur reaktdriinde (bir tanesinde atiksu Ornegi varken digerinde saf su
bulunmaktadir) oksijen tiiketimini hesaplamaktir. Diger bir yaklasim ise aktif
camurun igsel, anlik ve gercek solunum hizlarimi Slgerek oksijen tiiketim hizim
hesaplamaktir. Burada i¢sel solunum hiz1 biyolojik pargalanabilir maddeden yoksun
¢amurun oksijen tiiketim hiz1 olarak ifade edilir. Anlik hiz, havalandirma tankindaki
camurun respirometreden gecerken Olgiilen oksijen tiiketim hizi ve gercek solunum
hiz1 ise havalandirma tankindaki ger¢ek oksijen tiikketim hizidir [Spanjers et al., 1991,

Spanjers et al., 1993].

Respirometrik prensipte biyo-reaktdr tipindeki BOI sensor sistemleri Bacillus
polymyxa, Trichosporon cutaneum ve Rhodococcus erythropolis ile Issatchenkia
orientalis’in karigimi gibi tanimlanmis mikrobiyal tiirleri kullanmaktadirlar [Su et al.,
1986; Praet et al., 1995; Sohn et al., 1995; Heim et al., 1999]. Biyo-reaktdr tipindeki
BOI sensériiniin mikrobiyal sistemi etkilemeden doniistiiriiciiyii degistirebilme gibi
faydalar1 vardir. Biyofilm tipinde bunu yapmak imkansizdir. Bundan baska aymi
substrat ve ayn1 mikrobiyal tiirlerle biyo-reaktér tipindeki BOI sensorleri daha kararl:

performans gosterirler [Praet et al., 1995].
2.4.3.  Diger Olcme Prensiplerine Dayah BOI Biyosensorleri

Degisik 6lgme prensiplerine baglh BOI biyosensérleri iizerine galisiimistir,
Bunlardan bir tanesi BOI 6l¢iimii igin gelistirilen biyo-yakit hiicre sensoriidiir. Bu
sensoOrde biyo-yakit hiicre tarafindan olusan akim hidrojenin biyo-oksidasyonu veya
hidrojen iireten Clostridium butyricum bakterisi tarafindan anaerobik sartlarda
iiretilen organik bilesiklerin olusumuna baglidir [Karube et al., 1977; Karube et al.,

1977a].
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Photobacterium phosphoreum bakterisi ile olusturulan BOI sensériinde 6lgme
prensibi bakteri tarafindan iiretilen 15181n yogunlugu ile atiksu ornegindeki organik

bilesiklerin hiicresel sindirimi arasindaki iliskiye baglhdir [Hyun et al., 1993].

Substratin oksijen ile mikrobiyal oksidasyonu sonucu olusan asidik bilesiklerin
olgiimii ile de BOI olgiilebilmektedir. Bu tip biyosensdrler pH’a duyarli elektronik
etki-tipi transistor (pH-ISFET) ve yiizey foto-voltaj (SPV) aletlerinden olugsmaktadir
[Mitsubishi Electric Corp., 1983; Murakami et al., 1998].

BOI 6lgiimii genelde, oksijenin elektron alici oldugu atiksu drnegindeki CO
miktarindan etkilenen mikrobiyal solunum prensiplerine dayanmaktadir. Bununla
birlikte bazi mikroorganizmalar tarafindan oksijen giderim adimi pas gegilerek
redoks-aktif maddeler giderilebilir. Bu yiizden aerobik solunum prensiplerine dayali
BOI metotlarindaki bu gercek problemi gidermek igin araci-tip BOI sensorleri

gelistirilmistir [Yoshida et al., 2000; Trosok et al., 2001].

Atiksu 6rneginin  BOI  degeri, organik maddelerin mikroorganizmalar
tarafindan oksidasyonu sirasinda agiga ¢ikan metabolik 1simin  Olgiilmesi ile
hesaplanabilmektedir. A¢iga ¢ikan 1s1 potansiyel sinyale doniistiiriilerek 6lglimler

almabilmektedir [Matsubara, 1998; Mattiasson et. al., 1977; Vogel and Binz, 1997].
2.4.4. BOI Biyosensorlerin Performans Ozellikleri

BOI biyosensér uygulamalarinda kalibrasyon egrisinin lineerligi, kullanilan
mikroorganizma tiirlerine gore degisiklik gdsteren cevap siiresi ve isletme stabilitesi,
kalibrasyon ¢ozeltisi, 6lgme teknikleri ve isletme sartlar1 sensdr performans
karakteristiklerini  olusturmaktadir. Biyosensér uygulamalarinda bir 6zelligi
degistirmek diger performans ozelliklerini etkileyeceginden sensér sisteminin
optimizasyonu ¢ok karmasik bir istir. Cizelge 2.5’te BOI biyosensérlerinde
kullanilan mikroorganizma tiirlerine gore Ol¢lim araligi, yanit siiresi ve

tekrarlanabilirlik gibi performans 6zellikleri degerlendirilmistir.
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BOI biyosensorlerinin performans 6zellikleri.

Cizelge 2.5
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BOI biyosensorlerinin performans 6zellikleri. (Devam)

Cizelge 2.5
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2.4.4.1. Kalibrasyon Egrisinin Lineerligi

BOI  biyosensorlerinin ~ kalibrasyon  lineerligi degisik  substrat
konsantrasyonlarindaki atiksularin analizinde biyosensoriin analiz kapasitesinin
Olciilmesidir. Yiiksek hassaslik, secicilik ve spesifiklik isteyen diger biyosensor
uygulamalariin aksine BOI biyosensorlerinin rolatif olarak diisiik secicilikte
kompleks bilesikler iceren atiksu orneklerini genis lineer aralikta inanilir ve dogru
olarak &lgmesi istenir. Bdylece seyreltmenin &nemli oldugu BOI 6lgiimlerinde
herhangi bir seyreltme yapmadan atiksularin dl¢iilmesi miimkiin olmaktadir [Liu et

al., 2004].

Lineerlik sensdr yapimina, tipine ve hiicre yogunluguna baghdir. Yiiksek
konsantrasyonlu hiicre biyofilmi iceren BOI sensorleri 6rnek analizlerinde daha
duyarlhidirlar fakat daha dar lineer oranlar1 vardir. Ayrica, lineerlik sensoriin
partikiiler organik maddeye olan duyarliligindan etkilenmektedir. Kalibrasyon
cozeltisi ile cesitli organik madde iceren numunelerdeki sensor sinyalleri
karsilastirldiginda BOI sensérii farkli lineer karakteristik vermektedir. Lineerligin

karsilastirilmast ayn1 kalibrasyon ¢dzeltisi uygulandiginda yapilmalidir.
2.4.4.2. Cevap ve lyilestirme Siiresi

BOI sensériiniin cevap siiresi dlgme teknigine gore farklilik gdstermektedir.
Durgun hal yontemi ile 5-25 dakika siiren bir 6l¢lim giris hizi teknigi ile 15-30
saniye siirmektedir. Durgun hal yonteminde yeni durgun hale ulasmak icin gereken
siire Ornek i¢indeki substrat miktarina baghdir. Bu ylizden yiiksek substrat
konsantrasyonlu numunelerin analizinde daha fazla zaman gerekmektedir. Bunun
yaninda mikroorganizmalarin metabolik hizlar1 farkli besi maddeleri i¢in degisiklik
gosterebilmektedir. Giris hiz1 teknigine gore yapilan ¢ok kisa siireli dlgtimlerde 6rnek
¢ozelti icerisindeki farkl tiirdeki organik maddelerin mikroorganizmalar tarafindan
sindirilmesi i¢in gerekli siire az olabilmektedir. Dolayisiyla BOI biyosensorii ile
olgiilen ornegin BOI  konsantrasyonu durgun hal yontemi ile 0lgiilen

konsantrasyondan ¢ok farkli olabilmektedir [Yang et al., 1997].
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BOI biyosensérlerinde iyi tekrarlanabilirlik saglamak igin sensérde immobilize
mikroorganizmalarin igerisinde organik madde bulunmayan tampon c¢ozelti ile
beslenerek endojen solunum yapmalari saglanmalidir. Mikroorganizmalarin endojen
solunum yapmasi i¢in gerekli siire durgun hal yonteminde 15-60 dakika iken giris-

hiz1 tekniginde bu siire 5-10 dakika olmaktadir.

2.4.4.3. Dogruluk

BOI biyosensérlerinin gelistirilmesinin amaci klasik testlerle esit performansta
daha hizli dl¢imler yapabilen alternatif analitik metot gelistirmektir. Laboratuar
sartlart i¢in olusturulan ISO 5725-6 standardina gore laboratuarda yapilan
Olclimlerde hatalar rastgele veya sistematik hatalar olabilmektedir. Dogruluk rastgele
hatalar1  icerirken gergeklik sistematik hatalar1  icermektedir. Dogruluk,
tekrarlanabilirlik ve tekrar iretilebilirlik olarak ikiye ayrilir. Tekrarlanabilirlik, ayni
sartlarda tek bir operator ile test edilen tek sensoriin standart sapmasidir. Tekrar
uretilebilirlik ise farkli sartlarda birden fazla operator ile test edilen sensorlerin

standart sapmasidir [Liu et al., 2004].

APHA standart metot kitabinda belirtilen klasik BOIs &lciimleri i¢in laboratuar
sartlarinda glukoz-glutamik asit (GGA) c¢ozeltisi ile yapilan Ol¢iimlerde 198 mg/l
stok cozelti i¢in standart sapma 30.5 mg/l olarak bulunmustur [APHA, 1992]. Bu
deger yaklasik olarak +%15.4’liik bir hataya tekabiil eder. Cizelge 2.2°de verilen
daha énce yapilmis BOI biyosensorii ¢alismalarinda tekrarlanabilirlik hata degerleri
tek tiirlii sensorler igin £%0.95 ile £%13.9 arasinda, iki tiirlii olanlar i¢in +£%5 ile
+%10 arasinda ve ¢ok kiiltiirlii tiirler i¢inde +%1.3 ile £%12.4 arasinda bulunmustur.
Fakat tekrar Tretilebilirlik degerleri sadece birkag ¢alismada kontrol limiti
diyebilecegimiz +%15’in altinda kalmistir [Sakai et al., 1995, Liu et al., 2004].
Dolayisiyla literatirde yer alan c¢alismalarda BOI biyosensérlerinin  tekrar
uretilebilirligi kisithh olmakla beraber tiizerinde calisilmasi gerekli 6nemli bir

konudur.
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2.4.4.4. BOl,.,; ve BOIs Arasindaki Uyusma

Sensdrlerin performansini dogrulamak igin geleneksel BOI analizleri ile sensor
BOI &lgiimleri arasinda karsilastirmali testler yapilmaktadir. Biyosensorler ile
olgiilen BOI ile geleneksel olarak dlgiilen BOI arasinda farkliliklar gériilmektedir. Bu
degisik Olgcme prensiplerine ve atiksu Orneklerinin degisik bilesimlerinden
kaynaklanmaktadir. Klasik BOI prosediirii karistirlmis mikrobiyal popiilasyonun
degisik metabolik reaksiyonlarini etkileyen 5 veya 7 giinliikk inkiibasyon zamanini
icermektedir. Inkiibasyon, mikroorganizmalarin biiyiimesi igin mikrobiyal
adaptasyonu, istenilen bilesiklerin sindirilmesi igin gerekli enzimlerin faaliyet
gostermesini ve polimerlerin enzimatik hidrolizi i¢in gerekli periyodu i¢ermektedir.
Klasik metot ile Olg¢iilen mikrobiyal oksijen tiiketimi sindirilebilen bilesiklerin ve
biyolojik olarak parcalanabilen polimerlerin oksitlenmesi i¢in kullanilan oksijen
miktaridir. Bunun aksine biyofilm tipi sensérlerle olgiilen BOI ise segilmis
mikrobiyal tiirlerle yapilan bir 6l¢iim metodudur. Sensor lizerine immobilize olmus
bakteriler ile ¢ok kisa bir zaman periyodu iginde polimerlerin bozulmasinin yer
almadig1 sadece atiksudaki kolay ve hizli pargalanabilir bilesiklerin sindirilmesine
cevap veren sistemlerdir. Bu analiz atiksudaki organik bilesiklerin metabolik
proseslerinin anlayisini tanitmaktadir ve biyolojik aktivitenin hizli bir dlglimiidiir.
Ayrica sensdr BOI analizleri istenilen bilesiklerin sindirilmesi igin gerekli enzimlerin
adaptasyon periyodunu igermemektedir. Sonug¢ olarak, hesaplanan BOI atiksu
ornegindeki organik bilesiklerin tiirlerine baghdir. Fakat yinede biyolojik tanima
eleman1 olarak uygun mikrobiyal tiirli segerek, sensor i¢in inkiibasyon adimi yaparak

ve benzer aritma adimi yaparak bu problemleri en aza indirebiliriz.

Cizelge 2.6°da evsel atiksular ve cesitli endiistriyel atiksu &rnekleri i¢in BOI;s
ve BOlgengsr degerleri verilmistir. Cizelgeden goriildiigii iizere BOIs ile BOlenss:
degerleri arasindaki hata degerlerinin 0.40 ile 2.81 arasinda degismekte oldugu
gorlilmiistiir. Dolayisiyla yukarida ifade edildigi iizere sensér okumalarinda bazi

iyilestirmelerin yapilmasi gerekliligi goriilmektedir.
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Cizelge 2.6. Cesitli atiksu drnekleri icin dlgiilen klasik ve biyosensdér BOI

degerleri.
Atiksu Mikroorganizma BOI; BOlensor BOlensor Referans
Kaynag Tiirleri /BOI;
Evsel Atiksular  Trichosporon cutaneum 252 165 0.65 Yang et al., 1996
486 825 1.70
832 973 1.17
175 237 0.74 Yang et al., 1997
Arxula adeninivorans 131 98 0.75 Riedel et al., 1998
LS3 123 86 0.70
180 123 0.68
112 89 0.79
53 37 0.70
108 86 0.80
153 77 0.50
114 46 0.40
166 175 1.05
Moycelia of Arxula 82.6 121.2 1.47 Tag et al., 2000
adeninivorans LS3 59 40.7 0.69
116 124 1.09
523 54.2 1.04
49.5 42.8 0.86
19.6 22.5 1.15
28.2 26.3 0.93
Bacillus subtilis (termal 168 182 1.08 Qian and Tan, 1998
olarak oldiirtilmiis) 1237 1128 0.91 Tan and Qian, 1997
300 288 0.96
B. subtilis + B. 170 154 0.91 Tan et al., 1993
Licheniformis
Trichosporon cutaneum 6.6 6.4 0.97 Jia et al., 2003
+ B. subtilis
Pseudomonas 209.2 222.8 1.07 Yoshida et al., 2000
fluorescens 388.5 364.2 0.94
Mikrobiyal topluluk 68 191 2.81 Liu et al., 2000
4905 4453 091 Tan and Lim, 2005
3679 3336 0.91
1226 1233 1.01
58 49 0.85
Mikrobiyal topluluk 4905 4294 0.88 Tan and Lim, 2005
(termal olarak 3679 2813 0.76
oldiiriilmiig) 1226 1063 0.87
58 51 0.88
Aktif camurdan izole 61.1 67.6 1.11 An et al., 1998
bakteri
Cok tiirlii kiiltiir 51.6 38.6 0.75 Tan and Wu, 1999
(BODSEED) 75.7 62.1 0.82
Cok tiirlii kiiltiir 51.6 41.3 0.80 Tan and Wu, 1999
(BODSEED) (1s1 ile 75.7 54.2 0.72

oldirilmiis)
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Cizelge 2.6. Cesitli atiksu drnekleri icin dlgiilen klasik ve biyosensdér BOI degerleri

(devam).
Atiksu Mikroorganizma BOI; BOlensor BOlensor Referans
Kaynag Tiirleri /BOI;
Gida Endiistrisi  Trichosporon cutaneum 152 155 1.02 Hikuma et al., 1979
4000 4250 1.06
8000 8764 0.91 Riedel et al., 1990
425 357 0.84 Yang et al., 1996
413 506 1.23 Yang et al., 1997
Hansenula anomala 479 484 1.01 Li and Chu, 1991
52250 49750 0.95
Pseudomonas sp./ 39800 38300 0.95 Li and Chu, 1991
Pseudomonas putida
Pseudomonas 62.2 115.2 1.85 Yoshida et al., 2000
fluorescens 139 174 1.25
Bacillus subtilis 348 319 0.92 Tan and Qian, 1997
(1s1tlarak Gldiirtilmiis) 585 567 0.97 Qian and Tan, 1998
332 305 0.92
1473 1388 0.94
Bacillus subtilis+B. 151 147 0.97 Tan et al., 1992
licheniformis
Aktif camurdan izole 350 378 1.08 Anetal., 1998
bakteri 198 297 1.50
53.7 55 0.98
Mikrobiyal topluluk 411 401 0.98 Liu et al., 2000
29352 29041 0.99 Rastogi et al., 2003
Fermentasyon Trichosporon cutaneum 2700 2275 0.84 Riedel et al., 1988
Endiistrisi Bacillus subtilis 2700 2245 0.83 Riedel et al., 1988
B. subtilis + B. 15040 15640 1.04 Tan et al., 1992
Licheniformis
Aktif gamurdan izole 10700 11600 1.08 Anetal., 1998
bakteri
Kimya Trichosporon cutaneum 726 853 1.17 Riedel et al., 1990
Endiistrisi Torulopsis candida 1326 1657 1.25 Sangeetha et al., 1996
Cok tiirlii kiiltiir 400 395.8 0.99 Tan and Wu, 1999
(BODSEED)
Cok tiirlii kiiltiir 400 341.4 0.85 Tan and Wu, 1999
(BODSEED) (1s1 ile
oldirilmiis)
Ila¢ Endiistrisi ~ B. subtilis + B. 2076 1897 0.91 Tan et al., 1993
Licheniformis 1032 1042 1.01
699 689 0.99
659 701 1.06
Aktif camurdan izole 250 185 0.74 Anetal., 1998
bakteri
Cok tiirlii kiiltiir 638 772 1.21 Tan and Wu, 1999
(BODSEED)
Cok tiirlii kiiltiir 638 724 1.13 Tan and Wu, 1999
(BODSEED) (1s1 ile
oldirilmiis)
Deri Endiistrisi ~ Mikrobiyal topluluk 1164 1098 0.94 Rastogi et al., 2003
Kagit Mikrobiyal topluluk 414 305 0.74 Rastogi et al., 2003

Endiistrisi
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2.4.4.5. Isletme Stabilitesi

Biyosensor sistemlerinin  giivenilir olabilmesi igin sensér performansinin
isletme siiresince sabit kalmasi istenir. BOI biyosensorlerinin isletme karalilig
sensOr sekline ve kullanilan mikroorganizma tiirlerine baghh oldugu kadar
immobilizasyon tekniklerine de baghdir. isletme kararhilign 6zellikle biyofilm tipi
biyosensorlerde sinirlayict besi maddelerine ve bu besi maddelerinin difiizyona da
baghidir. BOI biyosensorlerinde eger farkli mikroorganizma tiirlerinin karisimi
secildiyse karisik kiiltlirlerin davraniglart diisiiniilmelidir [Pirt, 1975]. Cok kiiltiirli
mikrobiyal topluluklarda daha karmasik etkiler goriilebilmektedir. Bu sebeple belirli
bir isletme siiresi sonunda Ozellikle ¢ok kiiltiirlii tiirlerden olusan biyosensorlerin
performansit mikrobiyal toplulugu olusturan tiirlerin zamanla degismesi sonucu
bozulabilmektedir. Karisik olmayan mikrobiyal kiiltiirler karigik kiiltiirlii sensorlere
gore eger saklama kosullar iyi olursa daha 1iyi bir stabilite gosterebilmekte ve isletme

periyotlar1 daha uzun olabilmektedirler.

BOI biyosensoriiniin  isletme karalihgin1  &rnek  kompozisyonu, 6rnek
konsantrasyonu, tampon kompozisyonu, ortalama Ol¢liim siiresi, analiz sirasinda
disaridan saglanan besinlerin varligi, isletme ve saklama sicakliklari gibi bazi
faktorler etkilemektedir. Genel olarak yaygin bir sekilde yapilan Ol¢iimlerde
kararlilik saglanmakta fakat ara sira yapilan Olglimlerde mikrobiyal 6liimiin
olmasindan kaynaklanan diisiik kararlilik gostermektedir. Bu yiizden 4°C’de tampon
icinde sensorli saklamak mikroplarin metabolik aktivitelerinin aktifsizlestirilerek var
olan hiicrelerin korunmasi saglanir ve yeni hiicrelerin biiyiimesi engellenmis olur.
Olgiim yapmadan 6nce istenilen besin ¢ozeltisi ile birka¢ saat immobilize enzimleri

aktif hale getirmek kismen de olsa sensor kararliligini bize saglayacaktir.

Bu uzun dénem kararli BOI sensorlerine alternatif olarak tek kullanimlik BOI
sensorleri ve sensor yiizeyindeki biyofilm tabakanin kolaylikla yer degistirmesi ile
elde edilen sensorler gelistirilebilir. Biyosensoriin veya biyofilm tabakanin
degistirilmesi ile biyolojik tanima eleman1 olarak karisik kiiltiirlerin kullanildigi BOI
biyosensorleri, genis Ol¢clim araliginda kararliligin bozulup bozulmadigr konusunda

kaygilanmadan kullanilabilirler.
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2.4.5. BOl,; ve BOIs Arasindaki Uyusmay1 Gelistirme
Teknikleri

BOlgenss: ile BOIs arasindaki uyusmayi gelistirmek amaciyla asagidaki
teknikler kullanilabilir.

2.4.5.1. Biyolojik Tanima Elemam Olarak Uygun Mikrobiyal

Tiirlerin Secilmesi

BOI sensorleri kompleks kirlilik iceren ornekleri hizli bir sekilde analiz
edebilme ozelligine sahiptirler. Boylece sensor ornek igindeki biyolojik olarak
pargalanabilir organik maddelerin her tiirli i¢in yanit verebilmelidir. Bu yiizden genis
substrat spektrumu i¢in yiiksek tanima kapasitesine sahip biyolojik tanima elemanina
ihtiyag vardir. Torulopsis candida [Sangeetha et al., 1996], Trichosporon cutaneum
[Yang et al., 1997, Marty et al., 1997], Pseudomonas putida [Che et al., 1999],
Klebsiella oxytoca AS1 [Ohki et al., 1994], Bacillus subtilis [Tan ve Qian, 1997,
Riedel et al., 1988], Arxula adeninivorans LS3 [Riedel et al., 1998,Chan et al., 1999,
Tag et al., 2000, Tag et al., 2000], Serratia marcescens LSY4 [Kim ve Kwon, 1999],
Pseudomonas sp. [Li ve Chu, 1991], P. fluorescens [Yoshida et al., 2000, Yoshida et
al., 2001], P. putida SG10 [Chee et al., 2005], Thermophilic bacteria [Karube et al.,
1989], Hansennula anomala [Kulys ve Kadziauskiene, 1980] ve maya [Chen et al.,
2002] biyosensdr uygulamalarinda biyolojik tanima elemani olarak kullanilan
tiirlerdir. BOI biyosensérlerinde tek tiirlerin kullanimi kompleks tiirlerin analizinde
sinirli olmasindan dolayr iki tanimlanmis mikrobiyal tiiriin kombinasyonu yada
degisik substrat spektrumlarinda c¢oklu-tiirlerin kullanilmasi biyosensoriin  6lgiim
performansinda daha etkili sonuglar verebilecegi goriilmiistiir [Tan ve Wu, 1999,
Heim et al., 1999, Tan et al., 1992, Tan et al., 1993, Li et al., 1994, Liu et al., 2004,
Rastogi et al., 2003].

2.4.5.2. Uygun Kalibrasyon Cozeltisinin Secilmesi

BOlgenssr, ile BOIs arasindaki uygunlugun saglanabilmesi bakimindan uygun

kalibrasyon c¢ozeltisinin se¢ilmesi Onemli parametrelerden bir tanesi olarak
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diisiiniilmektedir. Geleneksel BOI testleri igin kullanilan GGA ¢dzeltisi mikrobiyal
BOI biyosensorleri igin kullanilan kalibrasyon ¢ozeltisi olmasma ragmen
biyosensorler i¢in kullanilmasi uygun olmayan bir standart ¢ozeltidir. Bunun
sebepleri  olarak; (i) mikrobiyal kirlilige kars1 stabil olmamalari, (ii)
mikroorganizmalarin glutamik asit reaksiyonlar glikoz varli§inda azalmasi, (iii) bu
¢oOzeltinin basit iki bilesik icermesinden dolay1r kompleks kirletici karigimlar1 iceren

atiksular i¢in kalibrasyonunun gergek¢i olmamasi olarak gosterilebilir.

Atiksular1 analiz etmek icin kullanilan BOI sensoriiniin kalibrasyonu atiksu ile
ayni bilesime sahip sentetik standart ¢ozeltiler hazirlanarak yapilabilmektedir. Fakat
bu kalibrasyon ¢ozeltilerini farkli bilesime sahip atiksularda kullanilmak uygun
olmayabilir. Bu yiizden kalibrasyon ¢ozeltisinin hazirlanmasinda her 6zel durum goz

Ontine alinmalidir.
2.4.5.3. Sensoriin Tekrar Inkiibe Edilmesi

BOI sensériiniin 6rnek analizlerinden &nce uygun substrat igeren ¢ozelti
icerisine daldirilarak birkac saat inkiibe edilmesi BOlgenss;, ile BOIs arasindaki
uygunlugu gelistirecek ve duyarliligimi arttiracaktir. Bu mikrobiyal adaptasyon
periyodu istenen bilesiklerin sindirilmesi igin gerekli enzimlerin olusmasini
saglamak icin kullanilmaktadir. Literatiirde yer alan ¢alismalarda da goriildigii iizere
biyosensoriin inkiibe edilmesi ile yapilan sensér okumalarinda inkiibe edilmeden

yapilan okumalara gore daha iyi verimler alinmistir.
2.4.5.4. Ornegin ileri Arittim1

BOI biyosensérlerinin biyolojik pargalanabilir polimerlere cevap vermesini
saglamak Ornegin asit hidrolizi veya enzimatik adim gibi ikinci aritim adimlari ile
saglanabilmektedir. Bu hidroliz olayi, polimerelerin mono-sakkarit, amino asit,
glikerol ve yag asitleri gibi monomerlerine boliinmesinden dolay1 BOlenssr degerinin
artmasina sebep olacaktir. Daha sonra immobilize olmus mikroplar, bu kolay

parcalanabilir ikincil {irtinleri sindirebilirler.
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2.5. Mikro Gozenekli Polimer (MGP) Diskin Yapisi

Gozenekli polimerlerin iiretimi i¢in farkli yontemler bulunmaktadir. Mevcut
polimerler sivi ya da sicak polimerden gaz habbeleri gecirilerek iiretilmektedir.
Proses esnasinda gaz habbelerinin sabit kalmasi saglanir ve daha sonra polimer
sogutularak katilagsmasi saglanir [Elme et al., 1988]. Bir baska yontemde ise
polimer/tuz kompoziti hazirlanir ve daha sonra kurutulan kompozit yapidan tuz
partikiilleri uzaklagtirilir. Bu sekilde acgik gozenekli bir yapi elde edilmis olur. Bu
maddeler olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmasina ragmen yapilart oldukca
diizensiz ve kontrol etmek zordur [Mercier, et al.,2000]. Yeni bir metod olan, siirekli
bir yag faz1 ve onun icerisinde iyi dagitilmis bir su fazindan olusmus emiilsiyon
anlamina gelen HIPE (high internal phase emulsion) ile bu poroz maddeleri daha
diizenli bir yapida tiretmek miimkiin olmustur. HIPE, disperse su fazinin siirekli yag
faz1 icerisinde yiiksek oranda dagitilmasiyla elde edilen yagda su (W/O)
emiilsiyonudur. Bu emiilsiyonun; yag fazinin polimerlestirilmesiyle ve ardindan
kurutulmastyla disperse faz, yapida bosluk olarak kalacaktir. Uriin; porozitesi
yiiksek, diisiik yogunluklu, acik hiicresel yapiya sahip, rijit bir polimerdir ve polihipe
(PHP) olarak adlandirilir [Barlik, 2006].
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Sekil 2.12. Polihipe polimerinin sekillenmesinin sematik diyagrami
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Sekil 2.12°de polimerik kopiigiin sekillenmesi sematik olarak verilmistir.
PHP’nin en onemli Ozelliklerinden birisi acik hiicresel yapis1 yani gdzenekleri

birbirine baglayan daha kii¢lik ¢capli pencerelerin olusmasidir [Akay, 1998].

STY-DVB kopolimeri olarak iiretilen PHP polimeri en Onemli
karakteristiklerini hazirlanma tekniginden almaktadir. I¢ fazin siirekli fazda yiiksek
oran da dagitilmasiyla elde edilen emiilsiyonun polimerlesme iirlinii olarak PHP; agik
hiicresel yapisina, diisiik yogunluga ve yiiksek poroziteye sahiptir. Emiilsiyonun
hazirlanmasinda kontrol edilebilir etken parametreler karistirma hizi ve stiresidir. Bir
akigkan olarak emiilsiyon girdigi kabin seklini almakta ve farkli amaglara uygun
geometrilerde polimer iiretimi saglanmaktadir. Sekil 2.13’te verilen STY-DVB
polimerinin SEM goriintiisiinde polimerin bosluk yapist ve pencere yapilari

goriilmektedir.

Sekil 2.13. STY-DVB Kopolimerinin SEM goriintiisi

Akay ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada PHP’ nin en 6nemli

ozellikleri soyle siralanmstir:

e (Gozenek hacmi % 97 ye kadar yiikseltilebilir.
e Gozenekler kiiciik hollerle birlestirilirler veya delikli yapilabilir.
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e Gozenek ve hol ebatlari birbirlerinden bagimsiz olarak kontrol edilebilir.

e Katilma veya polikondenzasyon reaksiyonlar1 yapilabilir.

e Proteinler, silikatlar ya da organik polimer ile c¢apraz baglanabilir. Bu
yiizden genis aralikta poroz materyaller elde edilebilir.

e PHP’ nin post polimerizasyonu / ¢apraz baglanma modifikasyonu
miimkiindiir. Bu, emiilsiyon halde monomerler kullanilarak daha da
kolaylastirilabilir.

e PHP, blok ya da partikiiler halde iiretilebilir.

e Emiilsiyon pompalanabildiginden modiil seklinde iiretmek miimkiindiir

[Akay, et al.,1995].

STY-DVB polimeri yapist sebebiyle bir¢cok alanda kullanim alani bulmaktadir.
Polimer kimya sektoriinde kat1 fazdaki diger polimer ve yapilarin sentezlenmesinde
destek vazifesi goriir. Bunun yaninda polimer poroz olma o6zellikleri dolayisiyla
elektrokimyasal sensor gelistirilmesinde sik¢a kullanim alani bulmaktadir. Ayrica
biyoloji ve biyomedikal alanlarda da kullanim alani bulan PHP doku
mithendisliginde biyolojik olarak parcalanabilen polyester yapisiyla substrat ve
enzim immobilizasyonunda destek malzemesi olarak kullanilmaktadir. Bunlarin
disinda kimya ve miihendislik alaninda; iyon degistirici regine iiretiminde ve diger
amaglar i¢in ve tarimda su tutucu olmak iizere giinliik hayatta da birgok kullanim
alanina sahiptir. Spesifik olarak bu kopiiklerin atik su aritiminda kullanilabilecek

potansiyelleri oldugu bulunmustur [Barlik, 2006].
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Kimyasallar

Glikoz, glutamik asit, fenol, stiren, divinilbenzen (DVB), sorbitan monooleate
(Span 80) ve izo-propanol kimyasallar1 Sigma-Aldrich (Buchs, Isvigre) firmasindan
temin edilmistir. Kullanilan biitiin kimyasallar miimkiin olan en yiiksek safsizlikta

temin edildigi sekliyle kullanilmistir.

3.2. Kalibrasyon Cozeltisi

1.5 g/100 ml glikoz ve 1.5 g/100 ml glutamik asit iceren “Glikoz-Glutamik
Asit” (GGA) ¢ozeltisi BOI sensoriin kalibrasyonu icin standart ¢dzelti olarak
secilmistir [APHA, 1992]. Hazirlanan bu standart ¢ozeltinin BOIs degeri standart
metotlar kitabinda belirtilen klasik 6l¢lim yontemine gore Ol¢iilmiis ve 20425 + 7%
mg/l (n=6) olarak bulunmustur. BOI biyosensoriin kalibrasyonu igin gerekli

kalibrasyon c¢ozeltileri stok GGA ¢ozeltisinden seyreltmeler yapilarak hazirlanmastir.

3.3. Atiksu Ornekleri

Atiksu ornekleri Gebze’de bulunan ii¢ farkli evsel ve endiistriyel atiksu aritma
tesislerinden almmigstir. Aritma tesislerinden alinan atiksularin hangi aritma
tesislerinden almdig1 ve KOI ile BOIs degerleri Cizelge 3.1°de gdsterilmistir. Tuzla
Evsel Atiksu Aritma Tesisi’nden alinan atiksu 6rnegi sadece evsel nitelikli atiksulari,
Sekerpinar Evsel ve Endiistriyel Atiksu Aritma Tesisi’nden alinan atiksu Ornegi
sadece endiistriyel nitelikli atiksular1 ve Gebze Plastikc¢iler Organize Sanayi Bolgesi
(GPOSB) Endiistriyel Atiksu Aritma Tesisi’nden alinan atiksu 6rnegi ise hem evsel
hem de endiistriyel nitelikli atiksular1 icermektedir. Atiksu Ornekleri ¢ézliinmemis
partikiilleri uzaklagtirmak icin 0.45 pm Millipore membran ile filtre edilerek -20

°C’de saklanmustir.
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Cizelge 3.1. Evsel ve Endiistriyel Atiksularin KOI ve BOIs degerleri

Atiksu Ornegi KOI (mg/1) BOis (mg/l)
Tuzla Evsel Atiksu Aritma Tesisi 750 330
Sek'er‘plnar Evsel ve Endiistriyel Atiksu Aritma 15000 9000
Tesisi

Gebze Plastik¢iler Organize Sanayi Bolgesi 675 190

Endiistriyel Atiksu Aritma Tesisi

34. Mikroorganizmalar ve Tampon Cozelti

Fenol parcalayan bakterilerden Pseudomonas syringae (AEK1), aromatik
hidrokarbonlar1 kolaylikla sindirebilmeleri ve ¢ok genis spektrumda biyolojik olarak
zor pargalanabilir tiirleri pargalama kabiliyetlerinin olmasindan dolay1 sensoriin biyo-
katalitik bolimii olarak segilmislerdir. P. Syringae, kati ortam olarak igerisinde
karbon ve enerji kaynagi olarak fenol bulunan besin agari igeren Petri kaplarina
ekilerek oda sicakliginda 48 saat siireyle inkiibe edilmistir. Bakteriler, besin olarak
fenol iceren besin agarma ekilmisleridir ¢iinkii fenol, eger bakteriler adapte
edilmemis ise biyolojik sindirim sirasinda onlara toksik olan direngli bir bilesiktir
[Bajaj et al., 2008]. Boylece fenol ile ekim yapildigindan P. Syringae disinda diger

tiirlerin gelisimi ve liremesi engellenmistir.

Besin agarinda biiyiiyen P. Syringae Xkiiltiirleri igerisinde tampon c¢ozelti
bulunan 250 ml’lik erlenler igerisine asilanarak yeterince ¢ogalmalar1 saglanmistir.
Tampon ¢ozelti icerisinde mikroorganizmalar i¢in gerekli minerallerin bulundugu ¢
farkli ¢ozeltinin belirli oranlarda karistirilmasi ile elde edilen ve pH 6.8 degerinde
olan bir ¢ozeltidir (Cizelge 3.2) [Akay ve ark., 2005, Liu ve Mattiasson, 2002]. P.
Syringae Kiiltiirlerinin erlenler igerisinde ¢ogalma islemi tampon ¢ozelti igerisine
fenol ilavesi 28 °C’de 3 giin siire ile 250 rpm’de karistirarak yapilmustir. Stok P.
Syringae kiiltiirleri 4 °C’de saklanmuis ve periyodik olarak besin agarlar

degistirilmigtir.



Cizelge 3.2. Mineral tampon ¢ozeltinin igerigi ve hazirlanisi

Cozelti A*

Na,HPOg4 1412 g
KH,PO4 136 g

Cozelti B*

MgSO, 1445 ¢
CaCl,.2H,0 333¢g

(NH4)sM070,4.4H,0 9.25 mg
FeSO4.7H,O 99 mg

Metal 44 50 ml

Cozelti C*

(NH4),S04.7H,0 200 g

Metal 44°

ZnS04.7H,0 1095 ¢
MnSO,4.7H,0O 1.54 g

FeSO4.7H,O 500 g

CuS04.4H,0 392 mg
Co(NOs3),. 6H,O 248 mg
Na,B407.10H,O 177 mg

1 L’lik tampon ¢6zeltinin hazirlanisi:

Cozelti A:
Cozelti B:
Cozelti C:

Distile su

40 ml
20 ml

5ml
: 935 ml

Kimyasallar distile su icerisinde

tamamlanmistir.

3.5.

Hazirlanmasi

49

¢coziilmiis ve son hacim 1000 ml’ye

Mikro Gozenekli Polimer (MGP)

Ortamin

Mikro gozenekli polimerin (MGP) iiretimi i¢in yag fazinda monomer olarak

stiren (STY), ¢apraz baglanma ajani olarak divinil benzen (DVB) ile yagda ¢6ziinen

surfaktan Span80 (Sorbitan monoleate) kullanilmistir. Mikro goézenekli polimer
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(MGP) diskler %90 su faz1 ile %10 organik fazdan hazirlanan emiilsiyonun
polimerizasyonu ile elde edilmektedir. 50 ml’lik kapali bir tiip icerisine icinde
radikalik polimerizasyon reaksiyonunu baslatmak icin 0.7 g potasyum
peroksidosiilfat bulunan 45 ml’lik su konulmustur. Bu su fazin iizerine % 59 stiren
(monomer), % 26 divinil benzen (¢capraz baglama maddesi) ve %15 span-80 (yiizey
aktif madde)’den olusan 5 ml’lik organik faz ilave edilmis ve 500 rpm hizda
manyetik karistirict ile karistirllmistir.  Emiilsiyonun hazirlanmasindan  sonra
polimerizasyon i¢in siispansiyon 80°C’lik etlivde yaklasik 3 saat bekletilmistir. Daha
sonra polimer blok tiipten ¢ikarilarak 60-65 °C’de 1 giin siire ile kurutulmustur.
Kurutma islemi bittikten sonra disk yaklasik 0.5 cm. kalinliginda kesilerek propanol
ve su ile yikanarak disk igerisindeki monomer/¢apraz baglayicilarin giderilmesi
saglanmigtir.  Yikama  isleminden  sonra  kurutularak  mikroorganizma
immobilizasyonu i¢in hazir hale getirilen diskler sensér uygulamalar1 igin

saklanmustir.

3.6. Mikro Gozenekli Polimer (MGP) Diskin Biyo-

katalitik Olarak Hazirlanmasi

Bakterilerin MGP disk igerisine immobilizasyonu basing siiriiciilii akis teknigi
ile yapilmaktadir. Bu teknikte, MGP diskler 0.2 cm kalinlikta ve 1.4 cm ¢apta
hazirlanarak Sekil 3.1°de gosterilen Teflon disk tutucu igerisine yerlestirilir. MGP
disklerin etkili ¢cap1 1.0 cm’dir. Fenol ilavesi ile tampon ¢ozelti i¢inde ¢ogaltilan P.
Syringae kiiltiirleri Teflon tutucu igerisine yerlestirilen MGP diskten 24 saat siireyle
22 °C sicaklikta ve 1.0 ml/dak. hizda gegirilmesi suretiyle bakteri immobilizasyonu
gerceklestirilmektedir. Immobilizasyon islemi sirasinda tampon ¢dzelti igerisindeki
bakteri hiicreleri MGP diskin mikro gozenekli duvarlarina tutunmaktadirlar. Daha
sonra bu mevcut mikro biyo-reaktdr, icerisinde 100 mg/l fenol bulunan tampon
cozelti ile 5 giin boyunca siirekli beslenmektedir. Boylece MGP disk igerisine

immobilize olmus bakteri hiicrelerinin gelismesi ve cogalmasi saglanmaktadir.
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Cilag

Teflon reaktor

Peristaltik pompa

Polimer disk he Giris

Manvetik kanstrict

Sekil 3.1.  Bakterilerin MGP disk icerisine immobilizasyonunun sematik

gosterimi

3.7. MGP Disklerin SEM Analizleri Icin

Hazirlanmasi

MGP diskler, gdzeneklerinde immobilize olmus mikroorganizmalari agiklamak
amaciyla taramali elektron mikroskobu (SEM) ile analiz edilmistir. Bakteri igeren
polimerik maddeler %2.5 gluteraldehit igeren distile su iginde 4 °C sicaklikta
saklanmigtir. MGP 6rnekleri dikey olarak kesilerek bakterilerin diskin yiizey, orta ve
alt kisimlarinda ne oranlarda immobilize oldugu SEM (FEG-SEM Leo Supra 35,

Oberkochen, Germany) ile analiz edilmistir.
3.8. Sensor Tasarimi

Biyo-katalitik aktiviteyi iceren MGP disk ile mikro oksijen probunun
birlestirilmesi ile elde edilmis mikrobiyal BOI biyosensérii Sekil 3.2°de
gosterilmistir. Biyo-katalitik olarak aktiflestirilen MGP disk Teflon tutucudan

c¢ikarilarak Clark tip mikro ¢6ziinmiis oksijen probu (Yellow Springs Instrument Co.
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Inc. [YSI 5775]) iceren akis hiicresine Sekil 3.2°de goriildiigii gibi yerlestirilir.
(Cozlinmiis oksijen probu calisan elektrot olarak platin katot, referans elektrot olarak
glimiis anot ve 0.1 M potasyum kloriir (KCl) elektroliti icermektedir. Tastyic1 ¢ozelti
capt 1.5 mm olan giris kanalindan reaktére girmekte ve 0.14 ml toplam goézenek
hacmi olan MGP disk igerisine dagilmaktadir. Coziinmiis oksijen, polimer diskten

¢ikan suyun toplandig1 0,2 ml’lik bir hacimde 6lctilmektedir.

Sekil 3.2. BOI Biyosensoriin sematik gosterimi: (a) katot (Pt), (b) anot
(Ag/AgCl), (c) elektrolit (KCI), (d) MGP disk, (e) Teflon, (f) giris
ve (g) ¢ikis.

3.9. BOI Ol¢iim Sistemi

Akis hiicresi Sekil 3.3’te gortldiigii gibi biyosensor sistemine yerlestirilir.
Biyosensor sistemi, biyo-katalitik aktivitenin oldugu MGP diskten, HPLC
pompasindan (LC1120, GBC Scientific Equipment, Australia), akim enjeksiyon
calismasi yapilacak ise enjektorden (Rheodyne, Model 7725(i), Manual Sample
Injector, USA), 1 ml hacmindeki enjektor lupundan ve tasiyict sivi olan tampon

¢ozeltiyi karistirmak i¢in bir manyetik karistiricitdan meydana gelmektedir. Tampon
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¢Ozelti ¢ozlinmis oksijen konsantrasyonunu sabit tutmak amaciyla 500 rpm hizda
karigtirilarak sicakligi kontrol edilmektedir. Clark tip 6zlinmiis oksijen probunun
calisan ve referans elektrotlar1 potansiyostata (CHI Instruments Electro Analyzer,
Austin, TX, USA) baglanir ve Ag/AgCl referans elektroda -800 mV potansiyel
uygulanarak akim degerleri okunmaktadir. Akim degerleri bilgisayara yiikli CHI
842B elektro-analiz programi ile bilgisayara aktarilarak kaydedilmektedir.

Cksijen
Elektrotu
Alag Hiicresi
(kg
Enjeksivon Lupu

HPLZ Fompast 1 T Termometre
v Girig
[227d] o o :
; Tampon ozelti
t‘ T
| 2=t

@ P Potansivostat

Ml anyetik e
K M
prne oo o

Sekil 3.3. BOI 6l¢iim sistemi
3.10. Biyosensorlerde Ol¢iim Limiti Hesaplamasi

Kimyasal analizlerde 6l¢iim limiti, sahit numuneden farkli analitik dl¢limlerin
istatistiksel olarak tanimlanabilen en kiigiikk konsantrasyonu tayin etmek igin
uygulanan genel bir performans karakteristigidir [IUPAC, 1978]. Uluslararasi
Kuramsal ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) tanimina gdre konsantrasyon ve
sinyal terimi olarak ifade edilen 6l¢lim limiti sahit numune 6l¢iimlerinin ortalamasina

ve standart sapma degerlerine bagli olarak olgiilebilmektedir. Hubaux ve Vos 6l¢iim
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ve karar limitlerinin kalibrasyon egrisinden bulunmasina onciiliik etmisler ve sahit
numunelerin deneysel tekrarlarina bagli kalmaksizin regresyon egrisinin giivenirlik

limitlerinden 6l¢tim limitlerini hesaplamislardir [Hubaux and Vos, 1970].

t{n-2,005) s

ﬂ- I T T T
0.0 : 2.0 40

LOD G

Sekil 3.4. Lineer kalibrasyonun {iist giivenirlik limitine gore kritik seviye (yp)

ve Ol¢iim limitinin (LOD) tanim1 [Mocak ve ark., 1997].

Sekil 3.4’ten goriildiigii iizere “yp” Olciilebilir minimum sinyal olup bu degerin
altinda elde edilen sinyaller ihmal edilebilir. yp’ye bagl olarak elde edilen giivenir
limit (LOD) ise sahit 6rnekten elde edilen sinyalden farkli olarak olgiilebilen en
kiiciik konsantrasyondur. Bu durum sunu ifade etmektedir ki 6l¢iim limiti (LOD)
degerinden daha diisiik konsantrasyonlu 6rneklerde B giliven araligi disinda kalan ve
yp sinyalinden daha kiiciik sinyaller elde edilebilir. Bu limitlerle regresyon egrisinin

giiven aralig1 arasindaki matematiksel ifade su sekilde ifade edilebilir:

=2
1 1
Yp =by+t, 58 [—+—+
’ m n —\2
(c; —%)

3.1)

=
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=2
s, (3.2)

Bu denklemlerde by; kesim noktasini, b;; egimi, s; 6l¢lim noktalarinin standart
sapmasini, ¢; standart 6l¢limlerin ortalamasini, m; analiz edilen numunenin Slgiim
tekrar sayisini, n; kalibrasyon olustururken Olcililen nokta sayisini, ¢, ,.2; n-2
serbestlik derecesi ve o olasiligi igin tek tarafli istatistiksel t-dagilim degerini ifade

etmektedir.
3.11. Dispersiyon Modeli

BOI sensor ¢alismalarinda glikozun tiikenme hizi birinci mertebeden kabul
edilmis ve oksijen konsantrasyonunun ortamda fazla miktarda bulunmasi nedeniyle
kisitlayict olmadigr kabulii yapilmistir. Ancak oksijen tiiketimi ortamdaki glikoz
konsantrasyonunun bir fonksiyonu seklinde ifade edilmistir. Kinetik denklemler

asagida verilmistir.

dc,
o kG (3:3)
dC

= kCC, (34)

burada, Cg; glikoz konsantrasyonu (mg/l), Cy oksijen konsantrasyonu (mg/1), kg

ve ky glikoz ve oksijen tiiketim hizlari (s'l) ve t ise zamani ifade etmektedir.

Bu kinetik ifadeler, tasimim (adveksiyon dispersiyon) denklemleri ile
iligkilendirildiginde disk igindeki oksijen ve glikoz konsantrasyonlarimin taginimi

modellenebilir.

g:Dh g—V g_k C (35)
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oC, 82C0 oC,
0 8’[ =D, P -V ™ —kOCgCO (3.6)

burada, 0 diskin porozitesini, Dy, hidrodinamik dispersiyon katsayisini ve v ise
kesit alan hizim1 (Darcy hizi) ifade etmektedir. Denklemler simiiltane olarak Crank
Nicholson yontemi ile ¢oziilmiis olup baslangi¢ ve sinir kosullar1 asagidaki sekilde

belirlenmistir.

Baslangic kosullar1:

@t=0, 0<x<L,C,=0 , C, =C,

o

burada C, belirli deney sartlarinda elde edilen doygun oksijen

konsantrasyonudur.

Sinir sartlart:

@x=0, C =C,, t=20

@x =0, Cg:Cgb, 0<t<t, C,=0, t>¢
8C0_8Cg
ox Oox

@x=1L, 0

burada, L disk uzunlugu, Cg; baslangi¢ glikoz konsantrasyonu (mg/l), ve ¢; de

glikoz enjeksiyon siiresini (s) ifade etmektedir.

Modelin uygulanmasinda gerekli dispersiyon katsayisinin bulunmasi amaciyla
reaktérde iz element c¢aligmasi reaktore potasyumiyadiir (KI) enjekte edilerek
yapilmis ve elde edilen grafik Sekil 3.5’te gosterilmistir. Iz element reaktdre enjekte
edilerek reaktor igerisinde higbir reaksiyon olmadiginda nasil bir dagilim yaptig
gosterilmistir. Ayrica iz element i¢in yapilan enjeksiyon calismasinda elde edilen
datalar i¢in dispersiyon modeli uygulanarak Sekil 3.5’te karsilastirmali olarak

gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Biyosensor sistemine KI enjeksiyonu sonucu elde edilen C/C,

degerleri ile model uygulamasi ile bulunan C/C, degerleri

Mikrobiyal BOI biyosensorii igin model calismasi uygulamalarinda her bir
deney i¢in potansiyostat ile 6l¢iilen akim degerleri “mg/1” ifadesine doniistlirtiliirmiis
ve modelde ¢oziinmiis oksijen degerleri kullanilmistir. Akim degerleri ¢éziinmiis
oksijen cinsinden ifadesi Sekil 3.6’da goriilen kalibrasyon egrisi kullanilarak
yapilmustir. Bu kalibrasyon egrisi, farkli sicakliklarda (10, 20, 30 ve 40 °C) elde
edilen ¢ozlinmiis oksijen degerlerine karsilik potansiyostat ile 6lgiilen akim degerleri
Olciilerek olusturulmustur. Coziinmiis oksijen Ol¢iimleri WTW marka ¢oziinmiis
oksijen Ol¢lim aleti ile yapilmistir. Sekil 3.6’da verilen ¢oziinmiis oksijen degerleri
farkli sicakliklarda Slgiilen degerler olup 40 °C sicaklikta ¢Sziinmiis oksijen degeri
6.4 mg/l, 10 °C’de &lgiilen ¢oziinmiis oksijen degeri ise 10.88 mg/l olarak

Olgiilmiistiir.
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2750
25001 Akim (nA) = 231.22 x C.O(mg/L)
2250 - r’ =0.998

AKkim (nA)

10 12

C.O. (mg/L)

Sekil 3.6. Farkli sicakliklarda 6l¢giilen ¢ozlinmiis oksijen degerlerine karsilik

gelen akim degerleri ve kalibrasyon egrisi
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Mikrobiyal BOI biyosensérii gelistirmek amaciyla mikro gozenekli polimer
(MGP) diskte yapilan ¢alismalarda polimer diske Pseudomonas syringae immobilize
edilerek siirekli besleme ve akim enjeksiyonu teknikleri kullanilarak kalibrasyon
calismalar1 yapilmis ve gercek atiksular kullanilarak BOI 6lgiimleri yapilmustir.
Ayrica polimer diskin SEM goriintiileri ¢ekilerek mikroorganizmalarin disk icerisine
adsorpsiyonu ve immobilizasyonu incelenmigtir. Bunlara ilave olarak dispersiyon
modeli gelistirilerek akim enjeksiyonu tekniginde elde edilen datalar igin

uygulanmistir.

4.1. Mikro Gozenekli Polimer Diskin Ozellikleri

Su ve yag fazindan hazirlanan MGP diskin SEM grafikleri Sekil 4.1°de
verilmigtir. Polimer diskin genis gdzenekleri oldugu ve bu gozeneklerin birbiriyle
baglandiklar1 Sekil 4.1.(a)’dan goriilmektedir. Ancak Sekil 4.1.(b)’de gortldiigi
tizere MGP disk akis hiicresine yerlestirildikten sonra hiicrede meydana gelen basing
sonucunda burusarak gozenek boyutlar1 kiiclilmektedir. Dolayisiyla %90 su fazi ve
%10 yag fazindan meydana gelen polimer disk akis hiicresinde basing altinda

sikisma sonucu Sekil 4.1 (a)’da goriilen porozitesini kaybetmektedir.

Sekil 4.2 ve 4.3’te mikroorganizma immobilizasyonu sonucu elde edilen
polimer diskin SEM goériintiileri verilmistir. Sekil 4.2’de MGP diskin kesit
goriintiileri verilmekte olup gozenek duvarlarina tutunarak burada gelisip ¢ogalan
bakterilerin oldugu goriilmektedir. Hiicrelerin gézenek duvarlari yiizeyinde higbir
hiicre dis1 matris olusturmadan tek tabaka olusturduklar1 goriilmiistiir. Sekil 4.3’te ise
MGP diskin ylizeyinde diisik ve yiiksek c¢oziiniirliiklii ¢ekilmis SEM goriintiileri
verilmektedir. Sekillerden de anlagilacagi tizere MGP diskin yiizeyi bakteriler
tarafindan yogun bir sekilde kaplandig1 goriilmektedir.
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AccY Spot Magn Det WD |— 20pm
10.0kv 4.0 1500x BSE 99 0.6 Torr

& & 2 2 s
10um
Mag= 2.00 KX |—| EHT = 1.00 kv WD= 7mm Signal A= SE2

Sekil 4.1. Polimer diskin SEM goriintiileri (a) Akis hiicresi igerisine
yerlestirilmeden 6nce (b) Akis hiicresinde saf su ile yikandiktan

sonra.
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v

10um
Mag= 4.00 KX |—| EHT = 1.00 kV WD= 7mm Signal A = SE2

Signal A = SE2

Sekil 4.2. MGP diskin immobilizasyon sonucu kesit goriintiisii (a) Diisiik
¢Oziiniirliikk (b) Yiiksek ¢oziintirlik
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20pm
Mag= 2.00KX |—| EHT = 1.00 kv WD= 7mm Signal A = SE2

10pm

Mag= 4.00KX |—| EHT = 1.00 kV WD= 7mm Signal A= SE2

it

Sekil 4.3. Mikroorganizma immobilize edilmis MGP diskin ylizey SEM
goriintiileri (a) diisiik ¢ozlintrliik, (b) yiiksek ¢oziiniirliik
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Mikroorganizmalarin polimer disk igerisine immobilizasyon islemi yavas bir
prosestir. Gozenekler icerisinde ¢ogalmalar1 i¢in Once hiicre ¢ogalmasina ihtiyag
vardir ve proses, hiicrelerin gozenekler icine difiizyonu ile kontrol edildiginden
hiicrelerin ¢ogalma hizi azaltilmistir. Hiicrelerin gozenekler icine transferi hiicre
c¢ogalmasi ve biyofilm i¢inde sonucglanan hiicre-dis1 matris olusumunun sonucu
olarak i¢ baglant1 bosluklarinin azaltilmasi ile daha fazla zayiflatilmistir. Bu yiizden,
basing altinda hiicre beslemesi hiicrelerin mekanik olarak eriyip yok olmasini
engellemektedir. Hiicre dispersiyonunun gdézenekli ortam boyunca olmasi tek veya
toplu hiicrelerin gozenekler ig¢inde zapt edilmesini saglamaktadir [Erhan ve ark.,
2004]. Mekanik olarak yok olan hiicreler ise ¢ozelti ile birlikte yikanarak ortamdan
uzaklastirilabilmektedir. Polimer diskte tutuklanmis mikroorganizmalar da akis ile
birlikte sistemden uzaklasmaktadirlar. Bu uzaklagma sonucu gozeneklerin tikanmasi
engellenmis olmakta ve siirekli akis ile birlikte metabolitler ve iriinler kolaylikla
mikro-reaktorii terk etmektedirler. Sekil 4.4’te polimer diskten kopan
mikroorganizmalarin varligini ispatlamak amaciyla reaktdr ¢ikis suyu kati agara
ekim yapilarak mikroorganizmalarin iiremesine bakilmistir. Sekil 4.4’te reaktor

¢ikisinda mikroorganizmalarin yogun bir sekilde bulundugu goriilmektedir.

Sekil 4.4. Reaktor cikis suyunun kati agara ekilmesi sonucu iireyen

mikroorganizmalar
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4.2. Siirekli Besleme Teknigi ile Biyosensor

Olciimleri

Mikrobiyal BOI  biyosensoriiniin  gelistirilmesi  asamasinda  yapilan
calismalardan siirekli besleme yontemi ile BOI élgiimiinde reaktdrden siirekli tampon
cozelti gecirilirken akim degerleri stabil duruma geldigi zaman tampon c¢ozelti
igerisine besi maddesi ilave edilerek mikro gozenekli ortamda immobilize olan
mikroorganizmalar ile reaksiyona girmesi ve bunun sonucu akim degerlerinin
azalarak tekrar stabil hale gelmesi saglanmaktadir. Siirekli besleme ile yapilan
Olctimlerde Sekil 2.10°da goriildiigl iizere iki farkli 6lglim yontemi bulunmaktadir.
Bu ol¢iim yontemleri “kinetik” ve “dinamik” metotlar olarak isimlendirilmektedirler.
Kinetik oOl¢limde giris akim degisiminin zamanla degisimi (di/0f) substrat
konsantrasyonu bagli olarak &lgiiliir. Dinamik metotta ise BOI 6l¢iimleri igin giris ve
cikistaki durgun hal akimlart arasindaki akim farki kullanilir. Dinamik ve kinetik
Ol¢clim metotlar1 arasinda kiyaslama yapildiginda kinetik metodun daha hizli sonug
vermesi, kolay igletimi ve siirekli izlemeler i¢in daha uygun olmasi gibi avantajlari

vardir [Liu ve ark., 2000].

Stirekli besleme yontemi kullanilarak yapilan c¢alismalarda farkli akis
debilerinde BOI &lgiimleri yapilmugtir. Farkli debilerde 5-150 mg/l BOI;s
konsantrasyonlar1 i¢in yapilan sensor okumalar1 ile kalibrasyon calismalari
yapilmistir. BOI biyosensorii i¢in yapilan farkli debilerdeki galismalar sonucu en
uygun debi se¢imi yapilmistir. Siirekli Olglim tekniginde dinamik ve kinetik
yontemler igin ayr1 ayr1 dlgiim siireleri bulunmustur. BOI biyosensérii ile optimum
debide farkli sicaklik ve pH degerlerinde Ol¢limler yapilarak biyosensoriin davranisi
incelenmistir. Ayrica farkli disk hacimlerinde de dl¢limler yapilarak disk kalinliginin
buna bagli olarak mikroorganizma yogunlugunun sensér yanitina etkisi
arastirtlmigtir. Son olarak atiksu dl¢limleri yapilarak kinetik ve dinamik metoda gore

atiksular BOI degerleri hesaplanarak klasik BOI;s analizleri ile karsilastiriimustir.
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4.2.1. Farkh Akis Debilerinde Kalibrasyon Calismalar

Siirekli besleme yontemi ile yapilan kalibrasyon ¢aligsmalarinda 0.50, 0.75, 1.00
ve 1.50 ml/dak debilerde 5150 mg/l BOIs konsantrasyon araliklarinda ¢alisilmistir.
Debi degisimine bagli olarak farkli konsantrasyonlara goére elde edilen akim
degisimleri sirasiyla Sekil 4.5-4.8’de gosterilmistir. Farkli debiler i¢in yapilan
calismlarda sicaklik 22°C’de sabit tutulmus, pH degerleri de 6.8 olarak ayarlanmustir.

Akimin zamanla degisimi grafiklerinden goriildiigii tizere her bir debide giris
BOI konsantrasyonlar1 arttikga giris akim degerleri ile durgun hal akim degerleri
arasindaki fark (AI) 6zellikle 40 mg/l BOIs konsantrasyonuna kadar hizl bir sekilde
artmaktadir. 40 mg/I’ den daha yiiksek BOIs konsantrasyonlarmda artis devam
etmektedir fakat bu artis hizinin azaldig1 goriilmektedir. Dolayistyla 40 mg/I’den
biiyiik konsantrasyonlarda biyosensor reaktorii icerisinde meydana gelen reaksiyonun
0. derece reaksiyon bolgesine geldigi soylenebilir. Ciinkii mikro gézenekli polimer
disk igerisinde immobilize olmus bakterilerin substrat tiiketim hizlarinin substrat
konsantrasyonundan bagimsiz olarak devam ettigi diisiiniilmektedir. Reaksiyonun
besi maddesinden bagimsiz olarak 0. derece reaksiyon bdlgesinde devam etmesinden
dolay1 yiiksek konsantrasyonlarda meydana gelen Al degisimi diisiik
konsantrasyonlarda meydana gelen fark kadar olmamaktadir. Sekil 4.5-4.8
incelendiginde her bir debide 40 mg/l BOIs konsantrasyonlar1 igin akim farki
yaklasik 850 nA olmaktadir. Fakat daha yliksek konsantrasyonlarda bu fark yaklagik
150 nA artis ile 1000 nA seviyelerinde olmaktadir. Eger bu artig lineer olarak devam
etmis olsayd1 80 mg/l BOIs konsantrasyonu igin yaklasik 1700 nA seviyelerinde
olmasi beklenmektedir. Dolayisiyla yiiksek BOIls yiiklemeleri i¢in biyosensdrde
meydana gelen reaksiyonun substrat konsantrasyonundan bagimsiz olarak 0. derece

reaksiyon bolgesinde devam ettigi sdylenebilir.
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Stirekli substrat beslemesi ile yapilan akim degisimi ¢alismalarinda dinamik ve
kinetik metotlar kullanilarak kalibrasyon ¢alismalart yapilmis ve elde edilen
kalibrasyon egrileri i¢in sirastyla Sekil 4.9 ve 4.10°da gosterilmistir. Dinamik metotta
baslangi¢ stabil akim ile deney sonu stabil akim degerleri arasindaki farka gore
kalibrasyon egrisi olusturulurken kinetik metotta baslangi¢ hizina gore kalibrasyon

egrisi olusturulmustur.
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Sekil 4.9. Farkli debilerde Al (nA) degerlerine gore elde edilen kalibrasyon
egrileri (a) 0.50 ml/dak, (b) 0.75 ml/dak, (¢) 1.00 ml/dak, (d) 1.50
ml/dak.

Sekil 4.9’da goriildiigii iizere her bir debi i¢in kalibrasyon egrisi 40 mg/l
degerine kadar oldukca yiiksek ° degerleri vermektedir. Sekil 4.10°da ise reaksiyon

hizlar1 kullanilarak kalibrasyon egrileri elde edilmis ve 100 mg/l baslangic
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konsantrasyonu degerlerine kadar yiiksek 7 degerlerini sagladig1 gériilmiistir. Akim
degisimi sekillerinde goriildiigii tizere reaksiyonun baglamasindan hemen sonra akim
degerleri hizli bir sekilde azalmakta ve daha sonra akimin azalma hiz1 yavaslayarak
lineerlesme egilimi gostermektedir. Dolayisiyla kinetik metoda gore elde edilen
kalibrasyon egrileri akim degerlerinin hizli bir sekilde azaldig: ilk saniyelerde elde
edildiginden 0i/6¢ degerleri kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrileri durgun hal
metoduna gore elde edilen egrilere gére daha genis bir aralikta olmaktadir. Bu durum
oi/ot degerleri kullanilarak elde edilen grafikler ile daha yiiksek kalibrasyon

aralifinda calisma yapilabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.10. Farkli debilerde 6i/6¢ degerlerine gore elde edilen kalibrasyon
egrileri (a) 0.50 ml/dak, (b) 0.75 ml/dak, (¢) 1.00 ml/dak, (d) 1.50
ml/dak.
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Dinamik ve kinetik metotlara gore yapilan ¢alismalarda debi 0.5 ml/dak.’dan
1.0 ml/dak.’ya arttifinda elde edilen kalibrasyon egrilerinde egimler artmakta ve
daha yiiksek debi olan 1.5 ml/dak.’da ise azalmaktadir. Sekil 4.9 ve 4.10’da 1.0
ml/dak. akis hizinda kalibrasyon egimi dinamik ve kinetik metoda gére maksimum
degerleri aldig1 goriilmektedir. Bu durum reaksiyon igerisinde tampon ¢ozeltinin akis
hiz1 arttiginda organik maddenin immobilize olmus bakteriler igerisine diflizyonunu
arttirdigini ve bdylece daha fazla biyolojik parcalanmaya maruz kaldigim
gostermektedir. Akis hizi 1.5 ml/dak.’ya ¢iktiginda ise organik maddenin bakteriler
ile olan temas siiresinin azalmasi ve reaktor igerisinde meydana gelen reaksiyonun
kinetik kontrollii duruma ge¢mesinden dolayr Al ve i/t degerlerinde azalma

meydana geldigi sdylenebilir.

Sekil 4.11°de 60 mg/l BOI konsantrasyonu i¢in farkli debilerde elde edilen
debiye karsilik c¢izilen Al ve 0i/ot grafikleri gosterilmistir. Sekil 4.11°den
goriilmektedir ki akis debisi 0.5 ml/dak oldugunda Al ve 0i/0t degerleri sirasiyla 866
nA ve 4.47 nA/s olmakta 1.0 ml/dak.’da ise 921 nA ve 6.92 nA/s olmaktadir. Debi
1.5 ml/dak.’ya arttirildiginda ise bu degerler sirasiyla 824 nA ve 5.22 nA/s
olmaktadir. Dolayisiyla bundan sonra yapilan siirekli besleme ile akim Ol¢timii

deneylerinde optimum debi olarak 1.0 ml/dak ¢alisilmustir.
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Sekil 4.11. 60 mg/l BOI; igin elde edilen Al ve 6i/5t degerleri
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4.2.2.  Siirekli Besleme Tekniginde Ol¢iim Siiresi

Mikrobiyal BOI biyosensérii ile siirekligi besleme teknigi kullamlarak bir
analizin ne kadar siirede tamamlandigin1 gosteren grafik Sekil 4.12°de gosterilmistir.
Sekilde goriildiigii tizere 1.0 ml/dak. debide dinamik yontem kullanilarak 5-80 mg/1
BOIs konsantrasyonlar1 igin dl¢iim siiresi yaklasik 10 dakika olarak bulunmustur.
Kinetik teknik kullanildiginda ise bu siire daha kisa siirmekte ve konsantrasyonlara

bagl olarak yaklasik 40-60 saniye stirmektedir.

Biyosensoriin akim sinyallerinin igerisinde organik madde bulunmayan tampon
¢oOzelti ile beslenmesi sonucu geri doniistim siireleri Sekil 4.12°den goriildiigi iizere
5 mg/l BOIs konsantrasyonu igin 4 dakika iken 10 ve 25 mg/l BOIs konsantrasyonlari
icin yaklasik 10 dakika ve 40 ve 80 mg/l BOIs konsantrasyonlar1 icin ise yaklasik
olarak 15 dakika olmaktadir. Bu durum yiiksek konsantrasyonlarda MGP diskin
gozeneklerine daha fazla besi maddesinin difiize olmasini boylece bu gozenekler
igerisindeki besinlerin mikroorganizmalar tarafindan tiiketilmesinin daha uzun

stirmesine bagli oldugu sdylenebilir.

Substrat ilavesi Tampon

2000 -
1900
1800
1700
< 1600
£ 1500
< ] . 5
1300 5 0
1200 ® 25
1100 A 40
] * 80
1000 |

T T T T T 1 T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Zaman (s)

Sekil 4.12. Siirekli besleme tekniginde biyosensdriin dlgiim siiresi
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4.2.3. Sicakhik ve pH’nin Etkisi

Pseudomonas syringae immobilize olmus mikro-gozenekli polimer diskin
optimum ¢alisma sartlarmi belirlemek amaciyla 1.0 ml/dak debide ve 40 mg/l BOI;s
konsantrasyonunda sicaklik ve pH degisimlerinin biyosensor yaniti {izerine etkisi
arastirilmistir. Sicaklhigin etkisi ¢aligmalarinda 10, 22, 30 ve 40 OC sicakliklarda
calisilmig ve elde edilen sonuglar Sekil 4.13°te gosterilmistir. pH’ nin biyosensor
yanit1 iizerine etkisi i¢in yapilan ¢alismalarda 4, 5, 6, 6.8 ve 8 pH degerlerinde
calisilmis olup pH’ya baglh grafikler de Sekil 4.14’te gosterilmistir. Sicaklik ve pH
calismalarinda optimum debi olan 1.0 ml/dak’da kullanilmig ve baslangic

konsantrasyonu olarak 40 mg/l se¢ilmistir.
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Sekil 4.13. Sensor yaniti iizerine sicakligin etkisi (Q = 1.0 ml/dak., pH = 6.8, BOIs =
40 mg/l)
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Sekil 4.14. Sensor yamti {izerine pH’min etkisi (Q = 1.0 ml/dak., T = 22 °C,
BOIs = 40 mg/l)

Sicakligin sensor yanitina etkileri lizerine yapilan calismalarda dinamik ve
kinetik metoda gore veriler elde edilmis olup her iki metoda gore optimum sicaklik
22 °C olarak belirlenmistir. Al ve 8i/dt degerleri sicaklik 10 °C’den 22 °C’ye
¢iktiginda artmakta ve daha yiiksek sicaklik olan 30 ve 40 °C’de ise azalmaktadur.
Sekil 3.6’da verilen grafige gore suyun sicakligi arttikga c¢oziinmiis oksijen
doygunlugu azalmaktadir. Yiiksek sicakliklarda mikroorganzimalarin kullanabilecegi
¢Oziinmiis oksijen doygunlugu azalacak ve buna bagli daha az ¢Ozlinmiis oksijen
biyofilm igerisine difiize olacagindan mikroorganizmalarin sindirme faaliyetleri
azalacaktir. Dolayisiyla yiiksek sicakliklarda goriilen daha kiigiik sinyal
degisimlerinin bu sindirim faaliyetlerin yavas olmasindan kaynaklanabilecegi
sOylenebilir. Buna ilave olarak ¢ok diisiik veya ¢ok yiiksek sicakliklarda immobilize
bakterilerin aktivitelerinin azalmasi veya bozulmasi Al ve di/6¢ degerlerininin yiiksek
sicakliklarda azalmasina sebep olabilmektedir. Dolayisiyla biyosensoriin optimum

caligma sicakligi 22 OC olarak secilmistir.
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Biyosensor yanit1 iizerine pH’nmin etkisi {lizerine yapilan c¢alismalarda ise
optimum pH degeri olarak tampon ¢o6zelti degeri olan 6.8 olarak belirlenmistir.
Dinamik ve kinetik metotlara gore yapilan dlglimlerde pH degerinin 5’ten biiyiik
oldugu durumlarda mikroorganizmalarin hemen hemen ayni aktiviteyi gosterdigi
fakat pH = 4 degerlerinde ise kinetik metoda gore aktivitelerinde azalma oldugu
anlagilmaktadir. Atiksu pH degerlerinin genellikle 6.5 ile 8.5 araliginda oldugu goz
Oniine alindiginda mikro goézenekli polimer diske immobilize olmus P. syringae

bakterilerinin bu pH araliklarinda kullanilabilmesi miimkiindiir.

4.2.4. Biyosensoriin Yanitina Polimer Disk Kalinhginin

Etkisi

Mikro gozenekli polimer disk farkli kalinliklarda hazirlanarak bakteri
immobilize edilmis ve biyosensoriin yanitina etkisi arastirilmistir. Bu amagla 3 mm
kalinligindaki diske mikroorganizma immobilizasyonu yapilmis ve 3 mm kalinlik
icin ¢alismalar yapildiktan sonra disk kesilerek sirasiyla 2 ve 1 mm kalinlikta diskler
olusturulmustur. 3 mm kalinligindaki diskte sensor okumalar1 yapildiktan sonra
polimer disk alt kisimdan kesilerek kalinligi 2.0 mm’ ye indirilmis ve daha sonra
tekrar kesilerek 1.0 mm’ ye indirilmistir. Bu durumda MGP diskin iist kismindaki
disk Ozellikleri ve mikroorganizma popiilasyonu degismeyeceginden her bir disk
kalinligin1 karsilastirmak daha kolay olacag: diisiiniilmiistiir. Her bir disk ytiksekligi
calismalarinda 40 mg/l BOIs konsantrasyonuna sahip glikoz-glutamik asit ¢ozeltisi
gecirilerek dinamik ve kinetik metoda gore akim degerleri Sekil 4.15°te

gosterilmistir.

Biyosensor tizerine disk kalinliginin etkisini incelemek iizere yapilan ¢calismada
Sekil 4.15’te goriildiigii lizere dinamik metoda gore disk kalinhigi arttikca Al
degerleri de artmaktadir. Bu durum disk kalinligi arttikca mikro-gozenekler
icerisinde immobilize olmus bakteri konsantrasyonunun artmasimna baglidir.
Dolayisiyla reaktor igerisine giren organik madde daha yogun bakteri popiilasyonu
tarafindan sindirilebilmektedir. Fakat kinetik metoda gore yapilan dlgiimlerde ise 2
ve 3 mm disk kalinliklarinda Ji/6¢ degerleri ayni olmakla beraber 1 mm disk

kalinliginda ise daha az olmaktadir. Buna karsilik disk kalinliginin artmasiyla Al
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degerlerinin artmasi ise organik maddeler ile mikroorganizmalarin daha uzun siire
reaksiyona girmesinden kaynaklandigi sdylenebilir. Ciinkii polimer disk kalinligi
arttikga ¢ozeltinin disk icerisinde bekleme siiresi artmaktadir. Dolayisiyla siirekli

Ol¢tim tekniginde 2 mm disk kalinliginda ¢alismak uygun olacaktir.
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Sekil 4.15. Sensor yanit1 lizerine mikro-gdzenekli polimer disk kalinliginin

etkisi (Q = 1 ml/dak., T = 22 °C, BOI; = 40 mg/])

4.3. Akim Enjeksiyon Teknigi ile Biyosensor
Olciimleri
Akim enjeksiyonu ¢alismalarinda reaktérden siirekli tampon c¢ozelti

gecirilirken enjeksiyon vanasi ile reaktore atiksu beslemesi yapilmakta ve atiksu

reaktor icerisine girdiginde mikro gozenekli ortamda immobilize olan

mikroorganizmalar ile reaksiyona girerek mikroorganizmalarin solunum sirasinda
oksijen tiiketmesine bagli olarak akimin diismesine sebep olmaktadir. Sekil 4.16’da
enjeksiyon sisteminin sematik gosterimi verilmis olup enjeksiyon islemi iki asamada
yapilmaktadir. Ilk asamada lup icerisine atiksu yiiklemesi yapilmakta olup ikinci

asamada vana acilarak lup igerisindeki atiksuyun reaktor igerisine enjeksiyon iglemi
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gerceklesmektedir. Enjeksiyon islemi ile lup hacmine ve atiksu konsantrasyonuna
bagli olarak akimda pikler meydana gelmektedir. Meydana gelen piklerin
yiikseklikleri atiksuyun BOI  konsantrasyonuna bagli oldugundan atiksu

konsantrasyonu hesaplanabilmektedir.

Ornek yiikleme Ornek enjeksiyons

Feaktire
giden

Reaktire
giden
Pompadan % Pompadat
gelen \
W efeslik Nefeslik

Sekil 4.16. Enjeksiyon sisteminin sematik gdsterimi

Akim enjeksiyonu teknigi kullanilarak yapilan c¢alismalarda farkli akis
debilerinde kalibrasyon ¢alismalar1 yapilmis ve BOI biyosensérii igin calisiimasi en
uygun debi bulunmustur. Biyosensor i¢in uygun debi belirlendikten sonra bu debide
biyosensdriin farkli BOIs konsantrasyonlar1 i¢in dl¢iim siirelerine bakilmustir. Farkli
sicaklik ve pH degerlerinde dl¢iimler yapilarak biyosensoriin davranisi incelenmis ve
ayrica farklit MGP disk hacimlerinde de dl¢limler yapilarak disk kalinliginin sensor
yanitina etkisi arastirilmistir. Bunlara ilave olarak farkli hacimlerde enjeksiyon
vanalar1 kullanilarak ¢alismalar yapilmistir. Son olarak atiksu olgilimleri yapilarak

BOIs; ile sensér BOI” si arasindaki iliskiye bakilmistir.

4.3.1. Farkh Debilerde Kalibrasyon Calismalari

Akim enjeksiyonu teknigi kullamlarak 5-500 mg/l BOIls konsantrasyon
araliginda yapilan kalibrasyon ¢aligsmalarinda 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 ve 1.2 mL/dak olmak
tizere 5 farkli debide c¢alisilmistir. Enjeksiyon ¢alismalart 1.0 ml’ lik enjeksiyon
lupunda yapilmis olup ¢esitli konsantrasyonlardaki glikoz-glutamik asit ¢ozeltilerinin
enjeksiyonu sonucu elde edilen pik ytikseklikleri Sekil 4.17—4.21°de 0.4, 0.6, 0.8, 1.0

ve 1.2 ml/dak. debiler i¢in sirasiyla gosterilmistir.
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Sekil 4.17-4.21 incelendiginde biyosensor sistemine enjekte edilen BOI
konsantrasyonu arttikga sensdorde meydana gelen pik yiikseklikleri artmaktadir.
Sekillerden goriildiigii tizere pik yiikseklikleri 100 mg/l’ ye kadar lineer olarak
artmakta fakat daha yiliksek konsantrasyonlarda ise piklerin yiikseklikleri artmasina
ragmen lineerlik bozulmaktadir. Ozellikle 200 mg/!l’ den daha yiiksek
konsantrasyonlarda pik yiiksekliklerindeki artis hiz1 azalmaktadir. Bu durum mikro-
gozenekli polimer disk icerisinde immobilize olmus mikroorganizmalarin organik
maddeleri  parcalama  kapasitelerinin ~ maksimum  degerlerine  ulastigini
gostermektedir. Enjekte edilen organik madde miktarinin mikroorganizmalarin
Oztimleme kapasitesinden daha fazla olmasindan dolayi pik yiiksekliklerinde fazla bir

artts meydana gelmemektedir.

Igerisinde organik madde bulunmayan bir ¢ozeltiyi enjeksiyon vanasi ile
biyosensor sistemine besledigimizde reaktor igerisinde herhangi bir reaksiyon
meydana gelmedigi halde oksijen konsantrasyonunda azalma meydana gelmektedir.
Bu durum enjekte edilen ¢ozelti ile sistemden gegcen tampon ¢ozelti arasindaki
sicaklik farkindan meydana geldigi diisiiniilmektedir. Dolayisiyla pik yiiksekligine
gore kalibrasyon egrisi olustururken tampon ¢ozelti i¢in Olgiilen akimda meydana
gelen bu azalma hata olarak kabul edilmis ve her bir konsantrasyonda elde edilen pik
yiiksekliklerinden hata olarak kabul edilen bu deger ¢ikarilarak kalibrasyon egrileri
olusturulmustur. Kalibrasyon egrilerinde oldukga yiiksek ° degerleri (>0.976) elde
edilmistir. Ayrica pik yiiksekligine gore elde edilen kalibrasyon egrilerinde akis hizi
arttikga egimin azaldig1 goriilmektedir. Egim 0.4 ml/dak. i¢in 2.034 iken 1.2 ml/dak’
da azalarak 0.613 olmaktadir. Egimin diisiik hizlarda yiiksek hizlara gore daha biiyiik
olmasi diisiik hizlarda pik ytiksekliklerinin dolayisiyla akim degisikliklerinin daha
fazla oldugunu gostermektedir. Debisi kiiciik akis hizlarinda organik madde igeren
¢Ozeltinin reaktor icerisinde daha wuzun siire kalmasi sonucu immobilize
mikroorganizmalar tarafindan daha fazla tiiketilmekte ve bdylece reaksiyon sonucu
tilketilen oksijen miktarin artmasina sebep olmaktadirlar. Dolayisiyla ayn1 organik
madde konsantrasyonlarinda diisiik debilerde pik yiikseklikleri daha yiiksek
olmaktadir. Sekil 4.22°de debinin artmasi ile pik yiiksekliginde meydana gelen
azalma 50, 100 ve 200 mg/l BOIs degerleri i¢in gosterilmistir. Sekilden goriildiigii
lizere ayni konsantrasyonlar i¢in diisilk debilerde olusan pikler daha yiiksek

olmaktadir.
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Sekil 4.17. 0.4 ml/dak. i¢cin 5-500 mg/l konsantrasyon araliginda elde edilen
pik yiikseklikleri (Vep= 1 ml, T = 22 °C, pH = 6.8)
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Sekil 4.18. 0.6 ml/dak. i¢in 5-500 mg/l konsantrasyon araliginda elde edilen
pik yiikseklikleri (Vey= 1 ml, T =22 °C, pH = 6.8)
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Sekil 4.21. 1.2 ml/dak. i¢in 5-500 mg/l konsantrasyon araliginda elde edilen
pik yiikseklikleri (Vey= 1 ml, T =22 °C, pH = 6.8)

Pik Yiiksekligi (nA)
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Sekil 4.22. Debilere gore farkli konsantrasyonlarda elde edilen pik

yukseklikleri
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Pik yiiksekliklerinin artisinin lineer oldugu 5-100 mg/l konsantrasyon araligi
icin hem pik yiiksekligi hem de dJi/or degerlerine gore kalibrasyon egrileri
olusturulmus ve elde edilen egriler Sekil 4.23—4.27°de her bir debi i¢in ayr1 ayri
gosterilmigtir. Akimin zamanla degisimine bagli olarak elde edilen Ji/o¢ (nA/s)
degerlerine gore olusturulan kalibrasyon egrileri incelendiginde 5-100 mg/l BOI;s
konsantrasyon araliginda yiiksek #* degerleri (>0.983) elde edilmistir. Bu grafiklerde
elde edilen kalibrasyon egrileri pik yliksekliklerine gore elde edilen egrilere gore
farklilik gostermektedir. Pik yiiksekligine gore elde edilen grafiklerde kalibrasyon
egrisinin egimi debi yiikseldikge azalirken di/0t degerlerine gore elde edilen
grafiklerde ise debi 0.4’ten 0.6 ml/dak.’ya c¢iktiginda 0i/ot degerleri artmakta
reaktordeki akis hiz1 0.8 ml/dak. oldugunda ise tekrar azalmaktadir.
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Sekil 4.23. 0.4 ml/dak. i¢in pik yliksekligi ve di/0t degerlerine gore kalibrasyon

egrileri
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Sekil 4.24. 0.6 ml/dak. i¢in pik yliksekligi ve di/ot degerlerine gore kalibrasyon

egrileri
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Sekil 4.25. 0.8 ml/dak. i¢in pik yiiksekligi ve Ji/0t degerlerine gore kalibrasyon

egrileri
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Sekil 4.26. 1.0 ml/dak. i¢in pik yliksekligi ve di/0t degerlerine gore kalibrasyon
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Sekil 4.27. 1.2 ml/dak. i¢in pik yiiksekligi ve Ji/0t degerlerine gore kalibrasyon

egrileri
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Sekil 4.28°de ii¢ farkli konsantrasyon i¢in debi degisimlerinde elde edilen di/ot
degerleri gosterilmistir. Bu grafikte de goriilmektedir ki akis debisi 0.4 ml/dak.’dan
0.6 ml/dak.’ya yiikseldiginde Ji/0¢t degisimi artmakta daha sonra ise azalarak 1.0
ml/dak.’dan sonra yaklasik ayni degerlerde devam etmektedir. Enjekte edilen ¢ozelti
igerisindeki organik maddelerin immobilize mikroorganizmalarin meydana getirdigi
biyofilm igerisine difiizyonu ¢ozeltinin reaktor icerisindeki hizina baghdir. Diislik
hizlarda difiizyonun sinirli olmasi yiiksek hizlarda ise diflizyonun daha fazla
olmasima ragmen organik maddelerin parcalanmasi icin yeterli temas siiresi

olmamasindan dolay1 Sekil 4.28’de goriilen durum meydana gelebilmektedir.
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Sekil 4.28. Farkli konsantrasyonlar i¢in debi degisimlerinde elde edilen 0i/o¢

degerleri.

50, 100 ve 200 mg/l BOIs konsantrasyonlar1 igin Sekil 4.22°de verilen pik
yiikseklikleri ile Sekil 4.28’de verilen Ji/6¢t degerleri beraber incelendiginde 0.6
ml/dak. BOI biyosensorii i¢in enjeksiyon calismalarinda optimum debi olarak
secilmigtir. 0.4 ml/dak.’da elde edilen pik yiikseklikleri daha yiiksek olmasina
karsilik birim zamanda olusan sinyal giicliniin 0.6 ml/dak.’da daha yiiksek oldugu
gorlilmektedir. Ayrica biyosensoriin yanit siiresinin debi azaldikga daha uzun

stirmesi diisiik debilerin tercih edilmemesinin diger bir sebebidir. Daha yiiksek
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debilerde ise yanit siiresinin azalmasma karsilik pik yliksekliklerinin ve birim
zamanda olusan sinyal giiciiniin diisiik olmasindan dolayr 0.6 ml/dak. debide

calisilmasi uygun goriilmiistiir.
4.3.2. Akim Enjeksiyon Tekniginde Ol¢iim Siiresi

Mikrobiyal BOI biyosensérii ile akim enjeksiyon teknigi kullanildiginda farkli
konsantrasyonlardaki BOIs érneklerin 6lgiim siirelerini gosteren grafik Sekil 4.29°da
gosterilmistir. Sekilde goriildiigii iizere 0.6 ml/dak. debide 5-500 mg/l BOIs

konsantrasyonlar1 i¢in elde edilen pik yiiksekliklerinin zamana gore degisimi

gosterilmistir.
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Sekil 4.29. Akim enjeksiyon tekniginde biyosensoriin dl¢iim siiresi (Q = 0.6
ml/dak., T =22 °C)

Biyosensdr sistemine 5 mg/l BOIs ¢ozeltisi enjekte edildiginde 20 saniyede pik
olusmaktadir. Akimin tekrar eski seviyesine gelmesi icin gerekli siire ise 40 saniye
kadar stirmektedir. Dolayistyla 5 mg/I’lik bir 6rnegin 6l¢lim siiresi toplam 60 saniye
siirmektedir. BOIs konsantrasyonu arttikca dl¢iim siiresi de artmaktadir. 500 mg/l

icin yaklagik 40 saniye pik olusumu ve 140 saniye de geri donilisiim siiresi olmak
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tizere toplam 200 saniye 6l¢iim siiresi gerekmektedir. Sensore enjekte edilen substrat
konsantrasyonu arttikca mikroorganizmalar besi maddelerini tliketmek i¢in daha
fazla ¢Ozlinmiis oksijen tiiketmektedir. Dolayisiyla  ¢Oziinmiis  oksijen
konsantrasyonuna bagli olarak oOlgiilen akim degerlerinin baglangic degerlerine

ulasmas1 BOIs konsantrasyonu yiiksek ¢ozeltilerde daha uzun zaman almaktadir.

4.3.3. Sensor Yanitina pH ve Sicakhik Etkisi

Mikro-gbzenekli polimer diskte akim enjeksiyonu caligmalarinda optimum
calisma sartlarmi belirlemek amaciyla 0.6 ml/dak debide ve 100 mg/l BOI;s
konsantrasyonlarinda sicaklik ve pH degisimlerinin biyosensor yanit1 {izerine etkisi
arastirilmistir. pH’nin biyosensor yaniti iizerine yapilan ¢calismalarda 4, 5, 6, 6.8 ve 8
pH degerlerinde ¢alisilmis olup pH’ya bagh grafikler Sekil 4.30°da gdsterilmistir.
Sicakligin etkisi calismalarinda ise 10, 22, 30 ve 40 °C’de ¢alisilmis ve elde edilen
sonuglar Sekil 4.31°de gosterilmistir.

Sekil 4.30°da goriilen farkli pH’larda elde edilen pik yiikseklikleri ve reaksiyon
hizlar1 grafiginde pH 6, 6.8 ve 8’de pik yiikseklikleri ve di/d¢ degerleri diger pH’larda
elde edilen degerlerden daha yiiksek olmaktadir. Diisiik pH’larda ise meydana gelen
pik yiikseklikleri ile 6i/0¢ degerlerinin diger pH degerlerinde elde edilenlere gore yar1
yartya azaldig1 goriilmiistiir. Dolayistyla tampon ¢dzeltinin ve BOI stok ¢dzeltisinin
pH degerleri sirasiyla 6.8 ve 7 oldugu goz Oniine alindiginda herhangi bir pH
ayarlamas1 yapmadan sensOr calismalar1 yapmanin uygun olacagl gorilmistiir.
Ayrica ¢ogu atiksularin pH degerlerinin 6.5 ile 8.5 arasinda oldugu diisiiniiliirse
hicbir pH ayarlamasi yapmadan gelistirilen biyosensor ile analizler yapmak ilave

maliyet getirmemesi bakimindan avantaj olacagi diistiniilmiistiir.

Sicakligin etkileri lizerine yapilan caligmalarda optimum calisma sicaklig
olarak 22 °C olarak belirlenmistir. Sekil 4.31°de goriildigi iizere 10 °C’de sensor
yanit1 diger sicakliklarda meydana gelen yanita gore daha az olmaktadir. 30 °C ve
daha yiiksek sicakliklarda ise reaksiyon hizlarinda ¢ok kii¢iik bir azalma meydana
gelmektedir.  Yiiksek sicakliklarda BOI  biyosensolerinin = ¢alisma  omrii
kisalacagindan biyosensor ¢aligmalari i¢in optimum sicaklik olarak 22 OC segilmistir

[Lin et al., 2006]. Ayrica yiiksek sicakliklarda ¢ozelti igerisinde ¢dzlinmiis oksijen
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¢Oziiniirliigliniin azalmas1 sonucu biyofilm icerisine difiize olacak ¢oziinmiis oksijen
miktarinin azalmasi s6z konusu olacak ve bdylece daha az sinyal elde edilebilecektir.
Buna karsi olarak ta diisiik sicakliklarda ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonunun
artmasina ragmen mikroorganizmalarin aktivitelerini kaybetmesi bakimindan diisiik

sicakliklarda ¢alismak avantajli olmayacaktir.
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Sekil 4.30. Sensor yanit1 iizerine pH’nin etkisi (Q = 0.6 ml/dak., T = 22 °C,
BOI;s = 100 mg/1)
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Sekil 4.31. Sensor yanit1 lizerine sicakligin etkisi (Q = 0.6 ml/dak., pH = 6.8,
BOI;s = 100 mg/1)

4.3.4. Sensor Yamitina Mikro-Gozenekli Polimer Disk

Kalinhgimin Etkisi

Mikro-gdzenekli polimer disk 1.0, 2.0 ve 3.0 mm olmak {iizere li¢ farkl
kalinlikta c¢alisilmis ve biyosensoriin yanitina etkisi aragtirllmigtir. Farkli disk
kalinliklarmda 5-100 mg/l BOI konsantrasyonlarinda elde edilen pik yiikseklikleri
ile 0i/ot grafikleri Sekil 4.32°de gosterilmistir.

Mikro gdzenekli polimer diskte yapilan disk kalinliginin sensor yaniti tizerine
etkisi caligmalarinda 3.0 mm kalinligindaki diske mikroorganizma immobilizasyonu
yapilmis ve 3.0 mm kalinlik i¢in ¢aligmalar yapildiktan sonra disk kesilerek sirasiyla
2.0 ve 1.0 mm kalnhkta diskler olusturulmustur. Polimer disk kesildiginde
immobilize mikroorganizmalarin bir kismimnin kesilen bolge ile kaybedilecegi goz
Oniine alinmis fakat {ist bolgelerdeki popiilasyon degismeyeceginden bize daha kolay
karsilastirma yapma olanag1 saglayacagi diisiiniilmiistiir. Sekil 4.32°de goriildiigii

tizere disk kalinligi 1.0 mm’ den 2.0 mm’ ye ¢iktiginda pik yliksekliginde de artis
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meydana gelmektedir. Fakat disk kalinlig1 3.0 mm oldugunda ise hem pik yiiksekligi
hem de 0i/0¢t degerleri azalmaktadir. Disk kalinligmin artmasi ile daha fazla
mikroorganizma immobilize olacagindan pik yiiksekligi ve 6i/6t degerlerinin artmasi
beklenir fakat burada aksine bir durum gozlenmistir. Mikro-gézenekli polimer diskin
poroz bir ortam olmasindan dolay1 mikroorganizmalarin immobilizasyonu difiizyona
bagli olarak yavas olmaktadir. Dolayisiyla mikroorganizmalarin disk igerisine
immobilizasyon islemi henliz polimer diskin daha derin bdlgelerinde
tamamlanmadig1 sdylenebilir. Akay ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢aligmalarda 30
giinliik isletim sonunda polimer disk igerisinde hiicre dagilimi 2.5 mm kalinliga
kadar aym1 yogunlukta olmakta fakat disk kalinlig1 arttiginda hiicre popiilasyonu
keskin bir sekilde azalmaktadir [Akay ve ark., 2005]. Dolayisiyla 3.0 mm disk
kalinliginda polimer diskin daha derin kisimlarinda mikroorganizmalarin ¢ok az
oldugu veya olmadigi soylenebilir. Bundan dolayidir ki reaktdr igerisine giren
organik madde igeren ¢ozelti ancak diskin iist bolgelerinde reaksiyona girmekte daha
derin bolgelerde ise mikroorganizma bulunmadigindan hig¢bir reaksiyona ugramadan
diskten ¢ikmaktadir. Polimer diskin hacminin artmasi ve buna bagl olarak ta daha
fazla seyrelmenin meydana gelmesi ile daha kiigiik sinyaller olusmaktadir. Disk
kalinliginin 1.0 mm oldugu durumlarda ise mikroorganizma konsantrasyonunun 2.0
mm oldugu durumdakinden daha az olmasindan dolay1 olusan sinyallerin azaldigi
goriilmektedir. Dolayisiyla 2.0 mm disk kalinliginda meydana gelen pik yiiksekligi

ve 0i/ot degerlerinin sensor i¢in uygun kalinligin 2.0 mm oldugunu gostermektedir.

4.3.5. Sensor Yamtina Enjeksiyon Hacminin Etkisi

Biyosensoriin yanitina enjeksiyon hacminin etkisini arastirmak amaciyla
strastyla 0.25, 0.50 ve 1.0 ml hacimlerinde luplar ile ¢alisilmistir. Enjeksiyon hacmi
icin yapilan calismalarda optimum sartlar olan 0.6 ml/dak, 22 °C sicaklik ve 6.8 pH
degerinde calismalar yapilmistir. Ug farkl1 enjeksiyon hacmi ile yapilan ¢alismalarda
elde edilen pik yiikseklikleri ile oi/0r grafikleri Sekil 4.33’te gosterilmistir.
Enjeksiyon hacmi igin yapilan calismalarda 5-100 mg/l BOIls konsantrasyon

aralifinda her bir enjeksiyon hacmi i¢in kalibrasyon egrisi olusturulmustur.



90

90 8
1 d (mm)
80 E |
1 o 2 | ]
- 7oi . 3 74
£ 60 /
g 50 - 74 /* g
< g -
S 40~ y 7 3
= ] /
& 30 / J/
1 *
20 | 24
il
10+ o/
0 T T T T T T T 1 0 T T T T T T T 1
0 20 40 60 8 100 0 20 40 60 80 100
C, (mg/L) C, (mg/L)

Sekil 4.32. Sensor yanit1 lizerine disk kalinliginin etkisi (Q = 0.6 ml/dak., pH =
6.8, T=22°C, Vepy = 1 ml)
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Sekil 4.33. Sensor yaniti {izerine enjeksiyon hacminin etkisi (Q = 0.6 ml/dak.,

pH = 6.8, T =25 °C, dgisx = 2mm)



91

Sekil 4.33’te goriildiigii lizere enjeksiyon hacmi 0.25 ml oldugunda hem pik
yiiksekligi hem de di/6¢t degerleri en diisiik olmaktadir. Bu durum beklenen bir
durumdur ¢iinkii enjekte edilen BOI; yiikii azalmaktadir. Yani reaktdr igerisine giren
organik madde miktar1 azalmakta ve dolayisiyla mikroorganizmalarin solunumu i¢in
gerekli oksijeni daha az tiikketmektedirler. Enjeksiyon hacmi 0.5 ml oldugunda
sensOriin yanit1 da artmakta fakat 1 ml enjeksiyon hacminde tekrar azalmaktadir.
Sekil 4.33’te verilen di/o¢ grafiginde goriildiigii iizere diisiik konsantrasyonlarda 1
ml. enjeksiyon hacmi icin daha fazla sinyal elde edilirken konsantrasyon arttikca
(>25 mg/l) 0.5 ml hacim i¢in elde edilen sinyaller artmaktadir. Elde edilen bu
grafiklere gore enjeksiyon hacmi 0.5 ml. oldugunda sensér yanmiti daha iyi
olmaktadir. Enjeksiyon hacmi 0.5 ml oldugunda 100 mg/l BOIs konsantrasyonda
toplam 0.05 mg organik madde MGP disk i¢indeki mikroorganizmalar tarafindan
tilketilmek tizere reaktor sistemine girerken 1 ml hacim i¢in ayni1 konsantrasyonda
0.1 mg organik madde reaktor igerisine girmektedir. Yani enjeksiyon hacmi arttik¢a
ayni konsantrasyonda reaktore giren organik madde miktar1 artmaktadir. Sekil 4.33’¢
gore immobilize mikroorganizmalarin ayn1 konsantrasyonlar i¢in 0.5 ml enjeksiyon
hacminde sisteme verilen organik madde yiikiinii sindirirken daha fazla oksijen
tiikkettiklerini sOylemek miimkiindiir. Sekil 4.33’te verilen pik yiikseklikleri grafigi
incelendiginde ayni konsantrasyonlar i¢in 0.5 ml enjeksiyon hacminde elde edilen
sensor sinyali 1.0 ml enjeksiyon hacminde elde edilen sinyalin iki kati olmaktadir.
0.5 ml enjeksiyon hacminde 50 mg/l BOIs konsantrasyonu i¢in elde edilen pik
yuksekligi, 1.0 ml enjeksiyon hacminde verilen 100 mg/l konsantrasyon ile ayni
olmaktadir. Dolayisiyla biyosensoriin yaniti {izerine enjeksiyon hacminin etkisi
incelendiginde en iyi sonuglar 0.5 ml enjeksiyon hacmi ile yapilan ¢alismalarda elde

edilmistir.
4.4. Biyosensoriin Ol¢iim Limiti

Gelistirilen BOI biyosensériiniin 6lgiim limiti hesaplamalarinda daha 6nce
Bolim 3.10°da verilen denklemler kullanilmis olup biyosensoriin 6l¢tim limiti
siirekli besleme ve akim enjeksiyonu calismalari i¢cin ayr1 ayri hesaplanmis ve
sirastyla Cizelge 4.1 ve 4.2°de gosterilmistir. Olgiim limitleri hesaplanirken denklem

3.1 ve 3.2°de verilen ¢, , dagiliminin %95 giiven araliginda olmas: esas alinmustir.
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Cizelge 4.1. BOI biyosensor sisteminde siirekli besleme ile yapilan debi

caligsmalarinda hesap edilen dl¢iim limitleri

Debi Egim (b))  Kesim Noktasi (b))  yp (nA) O"}‘(‘I‘I‘l‘g%m‘“
0.50 0.093 0.030 0.499 438

0.75 0.123 0.335 0.627 4.10

1.0 0.129 0.504 0.554 3.30

1.5 0.113 0.773 0.788 5.98

Cizelge 4.1°de gosterilen Olglim limitleri siirekli besleme ile yapilan
caligmalarda akimin zamanla degisimi (Jdi/of) i¢in elde edilen kalibrasyon
egrilerinden hesaplanmistir. Bu hesaplamalara gore optimum debi olarak secilen 1
ml/dak. i¢in Ol¢iim limiti 3.30 mg/l olarak bulunmus ve diger debiler i¢in bulunan

Olctim limitleri ile karsilastirildiginda diistik oldugu goriilmiistiir.

Akim enjeksiyonu i¢in yapilan debi ¢aligsmalarinda hesaplanan 6l¢iim limitleri
incelendiginde ise 0.6 ml/dak. debide 4.97 mg/l olarak hesaplanmis diger debilerde
daha ytiksek sonuclar elde edilmistir.

Cizelge 4.2. BOI biyosensér sisteminde akim enjeksiyonu ile yapilan debi

calismalarinda hesap edilen 6l¢tim limitleri

Debi Egim (b))  Kesim Noktasi (bo)  yp (nA) O"?‘(‘ﬁg%““t‘
0.4 2.002 56.349 13.390 5.69
0.6 1.658 46.138 9.896 497
0.8 0.933 46.146 7.819 7.38
1.0 0.624 46.013 6.073 8.73
12 0.560 43.731 5.136 8.18

4.5. Biyosensoriin Tekrarlanabilirligi

Biyosensoriin tekrarlanabilirligini hesaplamak amaciyla her iki dl¢lim yontemi
ile ayn1 konsantrasyonlar i¢in tekrar deneyleri yapilmistir. Siirekli 6l¢tim teknigine
gdre optimum debi olan 1.0 ml/dak’da 40 mg/l BOI;s i¢in dinamik ve kinetik dlgiim
sonuglart Sekil 4.34’te gosterilmistir. Sekil 4.35’te ise akim enjeksiyon teknigine
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gdre optimum debi olan 0.6 ml/dak.’da 100 mg/l BOIs igin 10 saat siireyle yapilmis

Ol¢lim sonuglart gosterilmistir.

Stirekli 6l¢iim teknigine gore yapilan tekrar deneylerinde ozellikle kinetik
Olctim teknigi kullanildiginda oldukga 1yi sonuglar elde edilmis ve 40 mg/l i¢in 5.13
nA/s ortalama 0i/0¢ degeri elde edilirken standart sapma degeri +0.18 (nA/s) (%3.60)
(n=14) olarak bulunmustur. Akim enjeksiyonu yontemi kullanilarak yapilan
Olctimlerde ise 100 mg/1 igin ortalama 206 nA pik yiiksekligi elde edilirken standart
sapma +4.48 (%2.22) (n=20) olarak bulunmustur. Sekil 4.35’ten goriildigi tizere 10
saatlik deney sonunda sensoriin stabilitesinde degisiklik meydana gelmemekte

mikroorganizmalar ayni aktiviteyi gosterebilmektedirler.

1000
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Sekil 4.34. Biyosensoriin tekrarlanabilirligi icin siirekli 6lgiim tekniginde
yapilan (a) dinamik ve (b) kinetik &l¢iim sonuglari. (BOIs = 40 mg/l, Q = 1.0
ml/dak.)
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Sekil 4.35. Biyosensoriin tekrarlanabilirligi i¢in yapilan enjeksiyon calismalari.

(BOIs = 100 mg/l, Q = 0.6 ml/dak.)
4.6.  Biyosensoriin Uretilebilirligi

BOI testleri icin kabul edilebilir limit %15 standart sapma olarak kabul
edilmektedir [Apha, 1992]. BOI biyosensoriiniin amaci atiksular igerisinde bulunan
¢Oziinmiis organik maddeleri aymi iiretilebilirlik ve dogruluk ile o&lgebilmektir.
Gelistirilen biyosensdriin iiretilebilirligini arastirmak amaciyla 3 farkli MGP disk
hazirlanarak siirekli Olglim ve akim enjeksiyon tekniklerine gore c¢aligmalar

yapilmistir.

Stirekli 6l¢iim teknigine gore yapilan c¢alismalara ait grafikler Sekil 4.36’da
gosterilmistir. Siirekli dl¢iim tekniginde 40 mg/l BOIs konsantrasyonu i¢in yapilan
uretilebilirlik calismalarinda kinetik ve dinamik o6l¢iimlere goére sonuglar
bulunmustur. Kinetik 6l¢lim teknigine gore 3 disk i¢in ortalama 5.30 nA/s sinyal elde
edilmis ve standart sapma degeri %8.06 olarak bulunmustur. Dinamik O6lgiim
teknigine gore ise ortalama 871.67 nA sinyal elde edilirken standart sapma degeri

%10.17 bulunarak kinetik 6l¢iim teknigine gore daha yiliksek olmustur.
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Akim enjeksiyonu ¢aligsmalarinda ise tekrar iiretilebilirligi bulmak amacryla ii¢
farkl1 polimer diskte 50-100 ve 200 mg/l BOI konsantrasyonlar1 igin dlgiimler
yapilmis ve sonuglar Sekil 4.37°de gosterilmistir. Ug farkli polimer disk ile &lgiilen
50-100 ve 200 mg/l BOIs konsantrasyonlar: i¢in elde edilen standart sapmalar
strastyla %5.96, %4.68 ve %7.77 olarak bulunmustur.

Gelistirilen mikrobiyal BOI biyosensoriiniin iiretilebilirligini gdstermek
amactyla 3 farkli MGP diskte yapilan bu ¢aligmalara gore her iki ol¢lim teknigi i¢in
bulunan standart sapma degerleri BOIs icin kabul edilen %15 kontrol limitinin
altinda kalmustir. Dolayistyla BOI biyosensériiniin iiretilebilirliginin oldukca iyi

oldugu soylenebilir.

61 (di/dt),, =530
~S SD =043
< 4 %SD  =8.06
s
S 2
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Sekil 4.36. Farkli MGP diskler icin siirekli 6l¢iim teknigine gére 40 mg/l BOI;

konsatrasyonunda elde edilen kinetik ve dinamik 6l¢iim sonuglari
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Sekil 4.37. BOI Biyosensoriin tekrar iiretilebilirligi icin akim enjeksiyon
calismalarinda ii¢ farkli diskte 50-100 ve 200 mg/l icin elde edilen
pik yiikseklikleri

4.7. Biyosensoriin Stabilitesi

Mikrobiyal BOI biyosensériiniin stabilitesini ne kadar siireyle korudugunu
belirlemek amaciyla farkli giinlerde yapilan BOI dlgiimlerinden 100 mg/l BOI
konsantrasyonu icin elde edilen pik yiikseklikleri hesaplanarak Sekil 4.38’de
gosterilmistir. Sekil 4.38’de goriildiigli iizere sensér immobilizasyon isleminden 5
giin sonra 100 mg/l BOI konsantrasyonlar1 icin goriilen yaklasik 200 nA pik
yukseklikleri meydana gelmistir. Biyosensoriin aktivitesi 5. giinden itibaren 80. giine
kadar %2.5 standart sapma gostererek devam etmistir. Fakat 90. giinde sensor
aktivitesi azalmis ve elde edilen pik yiiksekligi 120 nA seviyesine diismiistiir. Bu
durum poroz polimer diskin gézeneklerinin mikroorganizmalar tarafindan tikanmasi
ve meydana gelen 6liimler yiiziinden immobilize mikroorganizmalarin aktivitelerinin

kaybolmasindan kaynaklandig1 sdylenebilir.
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Sekil 4.38. BOI biyosensdriiniin 100 mg/l1 BOI igin elde edilen stabilitesi
4.8. Biyosensor ile Atiksu Ol¢iimleri

Gelistirdigimiz mikrobiyal BOI biyosensorii ile kalibrasyon c¢alismalar
yapildiktan sonra gergek atiksu denemeleri yapilarak atiksulara karsi nasil bir tepki
verdigi arastirilmigtir. Atiksu okumalart yapmak i¢in ilk once glikoz glutamik asit
iceren BOI ¢ozeltisi ile 5-100 mg/l araligindan kalibrasyon ¢alismasi yapilmis daha
sonra atiksu ornekleri okunmustur. Kalibrasyon egrisine gore atiksularin olusturdugu
sinyallere karsilik gelen BOIls degerleri hesaplanarak olgiim yapilmistir. Ayrica
atiksularin BOls degerleri de geleneksel biyolojik oksijen ihtiyact deneyi ile
hesaplanarak BOlensi/BOIs degerleri birbirleriyle karsilagtirilmistir. Geleneksel
BOIs deneyi sonucuna gore elde edilen BOIs degerleri ile KOI degerleri Cizelge
3.2’de verilmistir. Atiksu Olclimleri hem siirekli besleme yontemi ile hem de
enjeksiyon yontemi kullanilarak yapilmistir. Siirekli besleme ile yapilan atiksu
Ol¢iimlerinde ise dinamik metot ve kinetik metoda gore elde edilen kalibrasyon

egrilerine gore ayr1 ayr1 hesaplanmis ve Cizelge 4.3 te gdsterilmistir.
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Cizelge 4.3. Biyosensorde siirekli besleme yapilarak elde edilen BOI degerleri

g:‘lll‘:gi BOlensr (mg/l) BOIs (mg/l) % Hata
Dinamik Kinetik Dinamik Kinetik
1 312.6 308.5 330 5.27 6.52
2 8368 8263 9000 7.02 8.19
3 139.8 148.7 190 26.42 21.74

Siirekli besleme ile yapilan atiksu 6l¢iimlerinde Cizelge 4.3’te goriildiigii tizere
sensor ile yapilan dlgiimlerde BOIs degerlerine yakin degerler elde edilmistir. Sadece
3 nolu atiksu 6rneginde dinamik ve kinetik metoda gore dlgiilen degerler yiiksek hata

oranlar1 gostermis diger atiksularda ise bu oranlar %8’den daha az olmustur.

Akim enjeksiyonu ile yapilan atiksu Olciimlerinde elde edilen degerler ise
Cizelge 4.4’te verilmistir. Akim enjeksiyonu yapilarak elde edilen degerlerde stirekli
besleme ile yapilan degerlere gore hata oranlar yiikselmekle beraber yinede oldukca
yiiksek sonuclar elde edilmistir. Akim enjeksiyonu ¢aligmalarinda atiksularin reaktor
icerisindeki mikroorganizmalar ile temas siiresinin az olmasi ve enjeksiyon
miktarinin enjeksiyon lupu ile simirli olmasi atiksu olgiimlerinin siirekli besleme

sonucu elde edilen degerlere gore daha az sinyaller meydana gelmektedir.

Cizelge 4.4. Biyosensorde enjeksiyon yapilarak elde edilen BOI degerleri

Atiksu Ornegi  BOlenssr (mg/l) BOI;s (mg/1) % Hata
1 295.8 330 10.4
2 8179 9000 9.12
3 146.9 190 22.7

BOI biyosensérii ile yapilan atiksu Olgiimlerinde BOIs degerleri ile aralarinda
meydana gelen bu hata oranlar1 sensor ile yapilan kalibrasyon ¢aligmalarinin glikoz-
glutamik asit c¢ozeltisi iceren stok ¢ozelti ile yapilmasindan kaynaklanmaktadir.

Ciinkii bu ¢ozelti igerisinde organik madde olarak glikoz bulunmakta fakat atiksular
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igerisinde organik madde tiirleri ¢ok c¢esitlilik gostermektedir. Dolayisiyla
immobilize mikroorganizmalarin  atiksular igerisindeki organik maddeleri
parcalayabilmesi i¢in ilk Once bu tiir organik maddelere adapte olmasi
gerekmektedir. Bunun i¢in atiksu Ol¢limlerinde kalibrasyon g¢aligmalarinin 6l¢imii

yapilacak atiksu ile yapilmasi bize daha iyi sonuglar verecektir.

4.9. Dispersiyon Modelinin BOI Biyosensorii icin

Uygulamasi

Mikrobiyal BOI biyosensorii ile farkli debilerde yapilan akim enjeksiyonu
caligmalar1 icin dispersiyon modeli gelistirilmistir. Gelistirilen bu model igin
kullanilan MGP diskin yerlestirildigi reaktor bilgileri ve model sonucu elde edilen

katsayilar Cizelge 4.5’te gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Model caligmasinda kullanilan reaktor bilgileri ve model sonucu

elde edilen katsayilar

Debi (ml/dak) 0.4 0.6 0.8 1.0
u (mm/s) 0.033 0.050 0.066 0.083
D (mm?/s) 0.027 0.040 0.053 0.066
ke ¥10™ (s™) 0.30
ko ¥10™ (s™) 2.80
Dispersivite (o) (mm) 0.80
MGP Disk Cap1 (mm) 16
MGP Disk Yiiksekligi (mm) 2

Cizelgedan goriildiigii lizere dispersiyon katsayisi akis hizina bagh olarak belli
bir oranda artmaktadir. Dispersiyon katsayisi, dispersivite (o) ve hiza bagli olan bir
parametre oldugundan (D =al ) dispersiyon katsayisi disk igindeki hiza baglh
olarak artis gostermektedir. Model sonucu dispersivite 0.8 mm olarak bulunmustur.
1. dereceden reaksiyon hizlari ise glikoz i¢in 0.3*¥10% s ve oksijen i¢in ise glikozun
parcalanma hizina gére yaklasik 10 kat daha hizli olmak suretiyle 2.8%10™ s olarak

bulunmustur.
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Enjeksiyon ¢alismalarinda 0.4, 0.6, 0.8 ve 1.0 mL/dak. debilerde farkli
baslangi¢ konsantrasyonlarinda elde edilen pikler ile dispersiyon modeli uygulanarak
elde edilen pikler Sekil 4.39-4.42°de gosterilmistir. Sekiller incelendiginde diisiik
konsantrasyonlarda (5 mg/l) deney verileri ile model verilerinin pek uyusmadigi, 10
mg/lI’ den daha yiiksek konsantrasyonlarda ise ozellikle diisiik debilerde deney
verilerinin model ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Sensor sistemine igerisinde
organik madde bulunmayan bir ¢6zeltiyi enjeksiyon vanast ile besledigimizde reaktor
icerisinde  herhangi bir reaksiyon meydana gelmedigi halde oksijen
konsantrasyonunda azalma meydana gelmektedir. Buna bagli olarak her bir
konsantrasyonda elde edilen piklerde tampon ¢ozelti i¢in elde edilen pik degeri kadar
bir hata bulunmaktadir. Dolayisiyla 6zellikle diisiik konsantrasyonlarda model bu
hatay1 ¢oziimleyemedigi icin pik yiikseklikleri elde edilen deney datalarindan daha
diisiik ¢itkmaktadir.
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Sekil 4.39. 0.4 ml/dak. i¢in farkli BOIs konsantrasyonlar: i¢in elde edilen
deneysel ve teorik pik yiikseklikleri
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Sekil 4.40. 0.6 ml/dak. i¢in farkli BOIs konsantrasyonlar: icin elde edilen
deneysel ve teorik pik yiikseklikleri
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Sekil 4.41. 0.8 ml/dak. igin farkli BOIs konsantrasyonlar: i¢in elde edilen
deneysel ve teorik pik yiikseklikleri
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Sekil 4.42. 1.0 ml/dak. igin farkli BOIs konsantrasyonlar: i¢in elde edilen
deneysel ve teorik pik yiikseklikleri

Modelin yiiksek debilerde (1.0 ml/dak.) deney datalar1 ile uyum saglamadigi
goriilmektedir. Bu durum MGP diskin gozenekleri igerisine difiize olan organik
maddelerin difiizyona bagli olarak cok diisiik hizlarda reaktdrden uzaklagmasi
sonucu biyosensorde Olciilen akim degerlerinin ilk seviyelerine geri donilisiim siiresi
model ile bulunan geri doniigiim siiresinden daha uzun olmaktadir. Dolayisiyla Sekil
4.42°de goriildiigli izere model ile elde edilen grafikler 80 saniye igerisinde ilk
seviyelerine gelirken deney verilerinde bu geri doniisim siiresi 160 saniye
olmaktadir. Daha once Sekil 3.5’te verilen iz element enjeksiyon c¢alismasi
grafiginde gorildigl lizere enjeksiyonunun bitmesinden sonra deney datalari ile
model datalar1 i¢in elde edilen sinyallerin geri doniisiim siireleri farklilik
gostermektedir. Bu durum polimer disk igerisindeki gozeneklere difiize olan iz
elementin  gozeneklerden  geri  diflizyonunun daha uzun  silirmesinden
kaynaklanmaktadir. Polimer diskin ¢ok gdzenekli yapisindan dolay: disk igerisine
giren madde ayni hizda diskten uzaklasamamakta dolayisiyla model sonucu bulunan

geri doniisiim egimi deney datalarina gore daha dik oldugu diistiniilmektedir.
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Model sonucu elde edilen pik ylksekliklerine bagli olarak elde edilen
kalibrasyon egrisi grafikleri ise Sekil 4.43-4.46’da gosterilmis ve deneysel verilerle
elde edilen kalibrasyon egrileri ile karsilagtirilmistir. Kalibrasyon grafigi
sekillerinden goriildiigii izere deneysel olarak elde edilen egim (hassasiyet) degerleri
ile model sonucu elde edilen sonuglar karsilastirildiginda her bir debi i¢in birbirine
yakin degerler elde edildigi ve modele gore elde edilen 7 degerlerinin de oldukca
yiiksek oldugu (>0.958) goriilmektedir. Deneysel ve model caligmalarina gore elde
edilen egimler reaktor igerisinde akis hizi arttikca azalmaktadir. Bu durum ayni

konsantrasyon beslemelerinde yiiksek debilerde daha diisiik sinyaller elde edildigini

gostermektedir.
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5. SONUC ve DEGERLENDIRME

BOI o&lgiimleri icin gelistirilen mikrobiyal BOI biyosensérii biyokatalistin
(mikrobiyal/enzimatik) diyaliz ve Teflon membranlar arasina yerlestirilip ¢oziinmiis
oksijen probu iizerine yerlestirilmesi ile olusturulan sensorlerden farkli olarak
tasarlanmistir. Literatiirde yer alan BOI biyosensérleri, biyolojik tanima elemani
olarak kullanilan mikroorganizmalarin poroz seliilloz (diyaliz) membran ve gaz-
gecirebilen (teflon) membran arasina hapsedilerek olusturulmus biyo-film tipi
sensorlerdir. Atiksu 6rnegi sensor sistemine enjekte edildiginde organik maddeler
diyaliz membrandan difiize olarak immobilize bakteriler tarafindan sindirilirler ve
bunun sonucu olarak bakteri solunum hizinin ve oksijen tiikketiminin artmasina sebep
olurlar. Buna bagl olarak daha az oksijen teflon membrandan diflize olacagindan
sensor sinyalinde azalma meydana gelmektedir. Substrat difiizyonu, biyofilm tipi
sensOr uygulamalarinda prosesin isleyisini kontrol eden 6nemli parametrelerden biri
olup mikroorganizma miktarinin artmasi ile sensor sinyalinin artti1 fakat bu artigin
biyofilm kalinligina bagli olarak sinirli oldugu goriilmiistiir. Bu durumun organik
maddenin membrandan ve mikroorganizma tabakasindan sinirli diflizyonundan
kaynaklandigr  diigiiniilmektedir. Fakat bu yeni biyosensor sisteminde
mikroorganizmalarin mikro gozenekli polimer disk igerisine immobilizasyonu
sonucu tek tabaka bir biyofilm olusturmalar1 substrat diflizyonu problemini
gidermektedir. Mikrobiyal BOI biyosensor sistemlerinde diger bir problemde
immobilize mikroorganizmalarin eriyip yok olmasit sonucu isletme siiresinin
kisitlanmasi ve diyaliz membran yiizeyinin bakteriler tarafindan kirlenmesi sonucu
substrat gecisinin engellenmesidir. Gelistirilen biyosensor sisteminde ise MGP diskte
mikroorganizmalarin tutuklanmasi mikrobiyal aktivitenin daha uzun émiirlii olmasini
ve daha iyi stabilite vermesini saglamaktadir. Ciinkii polimer disk igerisine
immobilize olan mikroorganizmalarin polimerin goézenekli yapist sayesinde

rejenerasyonu ve biiyiimesi siireklilik saglamaktadir.

Ayrica bu biyosensor sisteminde fenol parcalayan bakterilerden Pseudomonas
syringae (AEK1), aromatik hidrokarbonlar1 kolaylikla sindirebilmeleri ve ¢ok genis
spektrumda biyolojik olarak zor pargalanabilir tlirleri par¢alama kabiliyetlerinin

olmasindan dolay1 sensoriin biyo-katalitik boliimii olarak secilmislerdir.
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BOI biyosensdrii ile siirekli besleme yontemi ve akim enjeksiyonu ydntemi ile
yapilan caligmalarda siirekli besleme tekniginde optimum debi 1.0 ml/dak., akim
enjeksiyonu c¢aligmasinda ise 0.6 ml/dak olarak bulunmustur. Biyosensdriin 6l¢iim
stiresi siirekli besleme tekniginde dinamik ol¢im yontemi ile 10 dak. 6l¢iim 15 dak.
geri doniisim olmak {izere toplam 25 dak. iken bu siire akim enjeksiyonu
calismalarinda en fazla 200 s. olarak bulunmustur. Biyosensor sisteminde optimum
pH ve sicaklik degerleri ise sirasiyla 6.8 ve 22 °C olarak bulunmustur. MGP disk

kalinliginin ise 2 mm yiiksekliligi optimum disk yiiksekligi olarak bulunmustur.

Gelistirilen BOI biyosensoriiniin performans &zellikleri incelendiginde ise
Ol¢iim limiti, siirekli 6l¢lim tekniginde 3.3 mg/l, akim enjeksiyonu tekniginde ise
4.97 mg/l olarak hesaplanmustir. BOI biyosensériiniin tekrarlanabilirligi siirekli
Olciim teknigi ve akim enjeksiyonu tekniklerine gore incelenmis ve sirasiyla %3.60
ve %2.22 olarak bulunmustur. Biyosensoriin tekrar tiretilebilirligi ise her iki 6l¢tim
tekniginde %10.2” den daha az sapma oldugu goriilmiistiir. Sensor stabilitesinin de

oldukga iyi oldugu ve yaklasik 3 ay stabilitesini koruyabildigi goriilmiistiir.

MGP disklerin reaktdr icerisinde basingtan dolay1 sikisarak burustugu SEM
gorilintiilerinden goriilmektedir. Polimer disklerin burugmasindan dolayr %90’lik
olmasi beklenen porozitesi %10-15’ler seviyesine diismektedir. Dolayisiyla hem
mikroorganizmalarin tutuklanip iireyebilecekleri gozenekler bozulmakta hem de
porozitenin azalmasindan dolay1 sivi gecisi zor olmaktadir. Polimer disk {izerine
calismalar yapilarak basing altinda sikisarak burusmasini azaltmak daha fazla
mikroorganizmanin immobilize olmasini ve sensor sisteminden daha yiiksek
sinyaller alinmasin1 saglayacaktir. Ayrica sensor stabilitesi MGP diskin sikisarak
burusmasi1 engellendigi takdirde daha uzun olabilecegi diistiniilmektedir. Ciinkii
burugma olmamasi durumunda polimer disk igerisindeki mikroorganizmalarin
yenilenmesinin daha kolay olabilecegi ve gdzeneklerin tikanmasinin engellenecegi

diistintilmektedir.

Gelistirilen BOI biyosensérii glikoz-glutamik asit ¢dzeltisi kullanilarak yapilan
kalibrasyon ile ¢esitli atiksular i¢in yapilan siirekli ve akim enjeksiyonlu okumalarda
sadece evsel/endiistriyel atiksu karisimi icin yapilan 6l¢iim disinda oldukca diisiik

hatalarda (<%10.4) sonuclar vermistir. Evsel ve endiistriyel atiksu karisimi icin
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dlgiilen hata oran1 ise en yiiksek %26.4 olarak bulunmustur. Bu atiksudaki BOIs/KOI
oraninin 0.28 oldugu goz Oniine alindiginda atiksu igerisindeki ¢oziinmiis organik
madde miktarimin az oldugu sdylenebilir. Buna ilave olarak atiksu igerisindeki
¢cOzlinmiis organiklerin inert organiklere gore az olmasi sebebiyle sensor
sistemindeki immobilize mikroorganizmalarin inert organikleri
pargalayamamasindan dolay1 sensor ile 6lgiilen BOI degerinin gercek BOIs
degerinden c¢ok fazla sapma gosterdigi sdylenebilir. Ayrica polimer igerisine sadece
tek tiir olarak P. syringae immobilizasyonunun olmasi ve bu mikroorganizma
tiiriiniin atiksu icerisinde bulunan organik maddelerin tiimiinii parcalayamamasindan
dolay1 da BOlens5/BOIs oranin yiksek olmasinin bir sebebi olabilir. Dolayisiyla
atiksu aritma tesisleri i¢in yapilan ¢alismalarda 6l¢iim yapilacak aritma tesisinde
bulunan mikroorganizma tiirlerinin immobilizasyonu yapilarak 6l¢iim yapilirsa daha

1yi sonuglar elde edilebilmesi beklenmektedir.

Biyosensor icin gelistirilen dispersiyon modelinin pik yiikseklikleri
bakimindan deney datalar1 ile uyumlu oldugu goriilmiis ve model verilerine gore pik
yiiksekliklerine bakilarak yapilan kalibrasyon calismalarinda oldukca yiiksek 7
(0.958) degerleri elde edilmistir. Fakat modelin zamana karsi ¢izilen piklerde MGP
diskin gozenek yapisindan ve disk kalinliginin ¢ok kiiciik olmasindan kaynaklanan
uyumsuzluk goriilmiistiir. Bu durum MGP diskin gelistirilerek sensor sistemi
icerisine en uygun bir sekilde yerlestirilmesi durumunda diizeltilebilecegi

diistintilmektedir.

Sonug olarak BOI biyosensoriiniin daha iyi 6l¢iimler yapmasi ve kullanim
Omriiniin daha uzun olmasi i¢in 6zellikle mikroorganizmalarin immobilize oldugu
polimerin gbdzenek c¢api, kalinligi ve polimer yapist gibi karakteristiklerinin
gelistirilmesi i¢in daha ileri arastirmalar yapilmalidir. Bunun yaninda biyosensdriin
biyo-aktif tabakasi i¢in kullanilan polimerden baska metal veya seramik gibi daha

farkl1 malzemeler kullanilarak BOI biyosensdrii gelistirilebilir.
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