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Abstract

Purpose: The aim of this study was to use a new
amperometric biosensor for the determination of uric acid
in saliva samples. Besides the good working conditions of
the electrode was determined and identified the factors
affecting the study.

Materials and Methods: By the prepared biosensor the
used BSA/gelatin has crosslinked the uricase enzyme on
the graphite electrode to glutaraldehyde. During
characterization studies, linearity, repeatability of the
measurements and shelf life were carried out. For the
validation and verification studies, formed the control
group of the young adult individuals (n=26). Uric acid
values from saliva samples were measured by autoanalyzer
working with chemiluminescence principle and compared
biosensor results.

Results: Limit of detection 6.0x10-4 mM, and linear
results are obtained between the ranges of 6.0x10-4 —
5.0x10-3 mM for uric acid concentration. As for shelf life
studies, at the end of 40th day of responses has been
preserved by 82.5%, repeatability of the measurement
(n=15) standard deviation (S8.S) = £0.1 and % coefficient
of wvariation (V.K)=0.2, respectively. When the
autoanalyser results were compared statistically to
biosensor results, 97% accuracy rate was obtained from
the drawn ROC curve.

Conclusions: By using the method we developed in our
study, a portable and non-invasive uric acid analyzer can
be produced with advanced studies.
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Oz

Amag: Bu caligmada tiukirik numunelerinde Urik asit
miktar tayini i¢in yeni bir amperometrik biyosensor
kullanilmast amaclanarak, hazirlanan sistemde elektrodun
iyi calisma kosullarinin belirlenmesi ve galismayi etkileyen
faktotlerin tanimlanmast hedeflenmistir.

Gereg ve Yontem: Hazitlanan biyosensorde, BSA/jelatin
kullanarak grafit elektrot tzerindeki drikaz —enzimi
glutaraldehit ile capraz baglanmaktadir. Optimizasyon
calismalari sirasinda jelatin, sigir serum albimini ve
glutaraldehit  miktarlart  belirlendi.  Karakterizasyon
calismalari sirasinda tekrarlanabilirlik, dogrusal 6l¢im
araligi ve raf 6mrii ¢alismalart yapilmustir. Validasyon ve
verifikasyon calismalart icin geng eriskin bireyler kontrol
grubunu olusturdu (n=206). Tukirik 6rneklerinden drik
asit  degerleri prensibi ile ¢alisan
otoanalizér ile OSlcildii ve biyosensoér sonuglari ile
karsilasgtirildr.

Bulgular: Tayin sinirinin 6,0x10-4mM oldugu ve trik asit
konsantrasyonu icin 06,0x10-4-5,0x10-3 mM araliginda
dogrusal sonuglar elde edildigi belirlenmistir. Raf émri
calismalarina baktigimizda sonuglar 40. giinin sonunda
%82,5 oraninda korunmustur, 6l¢iim  tekrarlanabilirligi
(n=15) standart sapmast (85.5)=%0,1 ve % varyasyon
(degisim) katsayis1 (V.K)=0,2’dir. Otoanalizér sonuglart
biyosensor sonuglart ile istatistiksel olarak
karsilagtirildiginda ¢izilen ROC egrisinde %97 dogruluk
orant elde edilmistir.

Sonug: Calismamizda gelistirdigimiz yontem kullanilarak
ileri ¢alismalarla tasinabilir ve girisimsel olmayan bir trik
asit tayin cihazi Gretilebilir.

Anahtar kelimeler: Biyosensor, trik asit, tikiriik
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GIRIS

Gunumiizde endustri, tip, biyomedikal ve ilag
alimlarindaki gelismelerden dolayr giin gectikee yeni
teknikler ve yiiksek hassasiyet gerektiren yontemlere
ihtiyag artmaktadir. Bu yeni tekniklerden biri de
seciciligi yiksek olan sensotlerin  kullanilmasidir?.
Sensétler, kimya, mithendislik gibi birden fazla bilim
dalinin  birlesmesi  sonucu ortaya ¢tkan  bilgi
birikiminden yararlanip molekillerin ya da sistemlerin
secimlilik 6zellikleri ile elektronik tekniklerin bir araya
gelmesiyle ortaya cikan analitik cihazlar olarak
tanimlanabilir?.  Biyosensorler, analiz  edilen
maddenin biyosensor ylzeyindeki aktif bilesen ile
etkilesime girmesi ve bu etkilesim sonucu ile
donistirict ylzeyinde analit miktart ile orantili bir
sekilde ortaya cikan sinyali 6l¢im cihazina iletmesi
prensibine dayanir®>67,

Urik asit (UA, iirat, 2,0,8-trihidroksipiirin), insan
vicudunda putin  katabolizmasinin  sonucudur.
Biyolojik stvilardaki drik asit miktar: hastahk tan,
takip ve tedavisinde 6nemlidir. Urik asit diizeyinde
gozlenen anormal degisiklikler gut, Lesch-Nyhan
sendromu, yuksek kolesterol ve bobrek hastaliklart
gibi bir¢cok hastaligin sonucudur. Bunlardan dolayz,
arik asit diizeyinin tayini pirin metabolizmasindaki
bozukluklardan kaynaklanan hastaliklarin  teshis
edilmesi i¢in biytk bir tibbi 6neme sahiptir ve
vazgecilmezdir®,

Gunimizde trik asit miktarint belitlemek icin
geleneksel yontemler olan kolorimetrik,
kromatografik ve spektrofotometrik yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemler, trik asidin allantoine
enzimatik déntstimu ya da kolorimetrik Slgim veya
UV  spektrofotometri ile dogrudan izleme ile
bitlestirilmis bir drikaz enzimi kullandarak CO; ve
H>O, duretilmesine dayanir. Diger bir alternatif
yontem ise, fosfotungstik asidin trik asit ile tungsten
mavisine indirgenmesine dayanmaktadir. Fakat, bu
yontemlerin bir ¢cogu fazla zaman alict oldugu icin
kullanigsizdir  ve trik asit miktarinda  direkt
oksidasyona yol agmaktadir. Ayrica, olduk¢a masrafli
ve deneyimli personele ihtiya¢ duyan yontemlerdir.
Bu yoéntemler disinda, trik asit diizeyinin tayini i¢in
biyosensor-bazli yontemler de tercih edilmektedir.
Cunki bu yontemler, 6n ayirma islemi olmadan,
dogrudan gercek zamanli ve online veri analizi
saglamaktadir.  Ayrica,  biyosensortlerin - diger
yontemlere gére en 6nemli avantaji ekonomik, pratik
ve belirlenecek maddelere 6zgii olmasidir. Urik asit
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biyosensétlerinin -~ bir  ¢ogu  amperometrik,
potansiyometrik, kemiliiminesans ve enzimatik veya
enzimatik olmayan elektrokimyasal yontemlerdir.
Literatiirde urik asit tayinine yonelik gelistirilmis
cesitli  potansiyometrik ve amperometrik enzim
sensérlerine  rastlanmaktadir®101112,  Urik  asit
analizlerinde analitik reaktif olarak kullanian trikaz
enzimi Ozellikle biyosensér uygulamalarinda sik¢a
kullanilmaktadir. Urikaz enzimi bir elektrot {izerine
immobilize edildiginde amperometrik olarak trik asit
bulundurmaktadir.

Bu calismada, tikirik Srneklerinde trik asit tayini
icin yeni bir amperometrik biyosensér gelistirilerek
sistemde  elektrodun iyi ¢alisma  kosullarinin
belirlenmesi ve etkileyen faktorlerin tanimlanmast
hedeflenmistit.

GEREC VE YONTEM

Calisma grubu geng eriskin bireyler Kibris Saglik ve
Toplum Bilimleri Universitesi Dis Hekimligi
Fakiltesi ~ 6grencilerinden  olusturuldu  (n=20).
Helsinki Olgiitlerine goére dizenlenen calismamiza
katilan  6grencilere aydinlatlmis  onam  formu
imzalatilmistir. Ogtrencilerin Ozgecmis ve
soygeecmisleri calisma olgu formuna kaydedilmistir.
Calisma o6rneklerinin alindigi dénemde akut veya
kronik rahatsizlig1 bulunmayan katilimecilar ¢alismaya
dahil edilitken, akut veya kronik rahatsizhigs
bulunanlar calismaya dahil edilmemistir. Calisma icin
Gazi  Universitesi  Klinik ~ Arastirmalar Btk
Kurulu'ndan 12.11.2018 tarih 831 sayih karar
numatast ile onaylandi. Katilmcilardan ¢alisma 6ncesi
aydinlatilmis onam alinmustir. Tikartk 6rneklerinden
trik asit degerleri kemiliminesans prensibi ile ¢alisan
otoanalizor (UniCel DxI 800 ACCESS Immunoassay
System) ile o6lgildii ve biyosensor sonuglart ile
karsilagtirilds.

Kullanilan malzemeler

Bu calismada, grafit elektrot kullanilmaktadir.
Calismada, Urikaz (Urat Oksidaz FE.C.1.7.3.3),
Monosodyumhidrojenfosfat NaH,POy,

Disodyumbhidrojenfosfat Na;HPO,, Sodyum asetat
trihidrat, Asetik asit, Glisin, Distile/Bidistile su,
Glutaraldehit, NaOH, HCI, Alimina, Alimina
solusyonlart, %96 Etanol, Sigir Serum Albimini,
Jelatin,  Urik Asit kullanlmistir tim kimyasal
malzemeler ~ Merck  (Almanya) firmasindan
saglanmistir.
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pH 6l¢timleri Mettler Toledo pH metre, tikiiriik trik

asit  dizeyleri UniCel DxI 800 ACCESS
Immunoassay System marka otoanalizér ile
gerceklestirilmigtir.

Biyosensoriin hazirlanmasi

Temiz bir calisma elektrodu elde etmek icin ilk
basamakta kadife yiizeye gama alumina ¢Ozeltilsi
damlatldi ardindan grafit elektrot kadife yuzey
tzerinde hafif bir sekilde gezdirilerek yiizeyindeki
tabaka ya da kirlilik giderilmis oldu. Distile su ile
durulandiktan  sonra  absorlanmis  partikilleri
uzaklastirmak icin %96’lik etanolde ve sonikator
icerisinde 5-10 dakika bekletildi ve ardindan
durulandi.  Elektrodun yizeyinin elektrokimyasal
olarak temizlenmesi icin 0.1 N HCl ¢6zeltisinde +1,0
ve -1,0 potansiyeleri arasinda en az on bes kez
dongiisel voltammogram alindi.

Biyosensoriin  biyoaktif tabakast asagidaki deney
prosediirt kulanilarak hazirlandi: 45 mg jelatin ve 30
mg BSA, 300 pL asetat tamponu pH 6,5 igerisinde
¢oziliip 35° C’de 20 dakika bekletildi. Daha sonra
karistmin 10 pL’si, daha 6nce hazitlanan 30 pL enzim
¢Ozeltisi ile karstirilarak elde edilen toplam hacim 40
uL olarak grafit calisma elektrodu tzerine yayildi
Elektrot +4° C* de 1 saat bekletildikten sonra fiziksel
olarak baglanmast amact ile 1 saat UV 1sik altinda

bekletildi. Daha sonra %2,5’lik  glutaraldehit
cozeltisinde 5  dakika ¢apraz  baglanmanin
gerceklestirilmesi  saglandi.  Son olarak elektrot,

icerisinde pH 6,5’de asetat tamponu bulunan tepkime
hiicresine alindi. Bitiin deneyler ayni elektrot tipi
kullanilarak ticer tekrarlt olarak yapildi.

Biyosensoériin 6lgiim prosediirii

Bilindigi gibi rik asit tayin i¢in kullanilan enzimatik
tepkimelerde genellikle trin olarak HxO, agiga

ctkmaktadir. Enzim temelli biyosensétler icin
hazitlanan  elektrotlarin  ¢ogu, uygulanan sabit
potansiyelde  calisma  elektrodunun  yiizeyinde
tepkime sonucunda olusan H,0O2’nin

yukselgenmesine dayanmaktadir. Tepkime asagida
Cizim-Tolarak gosterilmistir!>1415,

Urik asit + O+ H:0 —* Allantoin + CO2+ H202

H:02 —  O2+2H"+2¢

Cizim 1. Biyoaktif tabakada gerceklesen tepkime
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Sabit bir potansiyelde grafit elektrot ylizeyinde
hidrojen peroksit yiikseltgenmektedir. Devreden
gecenanodik akim ile olusan hidrojen peroksit
derisimi, trik asit derisimi ile orantilidir. Urik asidin
Olciilmesinde  ¢ozeltide ve elektrot ylzeyinde
gerceklesen tepkimeler Sekil-1 de gosterilmektedir.

Elektrokimyasal

Hy0;
tepkime

X

Enzim
(Yiikseltgenen)

x Urik asit

Allantoin

2e
+0.1V Enzim

(indirgenen)

0,

Grafit BSA/I/GA

Biyckimyasal tepkime

Sekil 1. Biyosensériin galisma prensibi.

Biyosensoriin calisma kosullarinin
optimizasyonu

Calisilacak  kogsullar  optimize edildikten sonra
biyosensérin  en iyi cevap verdigi kosullarin

bulunmast i¢in (¢alisma araligi, tampon pH’1, derisimi
ve sicakligl) calismalar yapildi. Optimum kosullar
belirlenmesinde, her deneyde diger degiskenler sabit
tutulurken sadece optimum kosullari arastirilan
degiskenin farklt miktarlart  kullandmistir.  Tim
degiskenlerin ayr1 ayri optimizasyonu saglandiktan
sonra toplu olarak calismalar1 degerlendirildi.

Immobilizasyon
optimizasyonu

degiskenlerinin

Immobilizasyon degiskenlerinin optimum miktarinin
belitlenmesi igin (BSA, glutaraldehit ve jelatin
miktarinin  biyosensér  cevab:r  izerine  etkisi)
calismalar yapildi. Optimizasyon calismalart sirasinda
jelatin, sigir serum albtimini ve glutaraldehit miktarlar
belirlendi. Immobilizasyon degiskenlerinin
optimizasyonunda da  calisma kosullarinin
optimizasyonu ¢aligmalarinda oldugu gibi 6nce tim
parametrelerin tek tek optimum degerleri bulundu.
Her parametrenin optimum derigsimi bulunduktan
sonra calismalar belirlenen optimum derisimlerde
yapilmistir.

Biyosensoriin karakterizasyon ¢aligmalari

Optimum  kogullarda  hazirlanan  biyosensoriin
karakterizasyon =~ (dogrusal ~ Slgim  araliginin
belirlenmesi, analiz sonuglarinin tekarlanabilitligi ve
raf Omrinin belirlenmesi) ¢aligmalart  yapildi
Tekratlanabilirlik calismasinda biyosensérin Slgim
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araligina giren ve derisimi bilinen standart Urik asit

cozeltisinin - arka atkaya 50 defa Oleimi
gerceklestirildi. Tekrarlanabilirlik calismalart
tamamlandiktan sonra raf Omri ¢alismalarinda

tekrarlanabilirlik calismalarinda kullanilan  standart
arik asit ¢ozeltisyle elektrot performanst %80’e
disene kadar her giin standart egri ¢izildi.

CurrentipA

02 04 08 08
Potential’V

Sekil 2. Urik asit tayinine yénelik hazirlanan
biyosensoriin Dongiisel Voltammogrami

Current/mA

Potential/V

Sekil 3. Urik asit tayinine yoénelik hazirlanan
biyosensoére farkli derigimlerde iirik asit eklenmesi
ile elde edilen Diferansiyel puls grafigi

Girigsim ¢aligmalar1

Girisim  denemelerinde  drik  asit ile  girisim
yapabilecek tre, glukoz, laktik asit, askorbik asit,
glisin, DL-aalanin, DL-sistein, NaCl, KCI, MgSOy,
CaCl, ve NH4Cl kullanildi. Olgiim yapilan ¢alisma
hiicresine  literatiirdeki ~ yontemlerde  girisim
yapabildigi bildirilen bu maddeler eklenerek derisimi
bilinen drik asit standardt ayri ayrt ve karisim olarak
eklendi. Girisim denemelerinde trik asitle yaygin
olarak girisim yaptig1 bilinen maddelerden hicbirinin
biyoelektrokimyasal 6l¢iimde girisim géstermedi.
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Istatistiksel analiz

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken,
istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) for Windows 19.0 yazilim paketi
kullanilarak yapildi. Tstatistiksel analiz calismalart
kapsaminda ROC (Reciever Operator Characteristics
Curve) analizi yapildi.

BULGULAR

Biyosensoriin ¢alisma  kosullarinin - optimizasyonu
BSA-Jelatin kullanilarak hazitlanan  biyosensorde
kutuplarin bir ucu elektroda diger ucu ise Olg¢iim
hiicrelerine daldirilip sabitlenerek Sekil-2 de gorilen
dongtisel voltammogram alindt ve ortaya ¢ikan
sonuglar neticesinde calismalara 0,1 V’da devam
edildi. Immobilizasyon degiskenlerinin
optimizasyonu  Hazirlanan  biyosensére  farklt
derisimlerde trik asit eklenmesi ile elde edilen
Diferansiyel puls grafigi Sekil-3 de gosterilmektedir.

ROC Curve

08

056 -

Sensitivity

0.2 -

0.0 T T T T T
0,0 0.2 04 06 08 10
1 - Specificity

Sekil 4. Urik asit tayinine yonelik hazirlanan
biyosensorde Slgiim yapilan orneklerin
sonuglarinin otoanalizor sonuglari ile
karsilagtirildig1 ROC egrisi.

Biyosensoriin karakterizasyon ¢aligmalari

Tayin sinirinin 6,0x104mM  oldugu ve urik asit
konsantrasyonu i¢in 6,0x10* - 5,0x10-* mM araliginda
dogrusal sonuglar elde edildigi belirlenmistir. Raf
6mri ¢alismalarina baktigimizda sonuglarin 40.giintin
sonunda %825 oraninda korunmustur, Slcim
tekrarlanabilirligi (n=15) standart sapmast (S8.5)=
+0,1 ve % varyasyon (degisim) katsayist (
V.K)=0,2"dir.
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Tukirik 6rneklerinde irik asit tayini

Biyosensoér, gen¢ eriskin  bireylerin  tikirik
Orneklerindeki trik asit miktarint belirlemek icin
tasatlandi. Tum Orneklerde trik asit miktart es
zamanl olarak kemiliiminesans prensibi ile calisan
rutin  biyokimya otoanalizéri (UniCel DxI 800
ACCESS Immunoassay System) ile tayin edildikten
sonra, sonuclar biyosensér Olcim  degerleri ile
karsilastirildi.

Otoanalizor ve biyosensor de alinan titktrtk trik asit
diizeyleri karsilastirilmast Sekil-4 de gosterilmektedir.
Otoanalizér  sonuglart  biyosensér sonuclart ile
istatistiksel olarak karsilastirildiginda cizilen ROC
egrisinde %97 dogruluk orant elde edilmistir. ROC
egrisi SPSS 19 programinda grafigin altinda kalan alan
hesabina gore yapilmistir!S.

TARTISMA

Bu calismada, urik asit detisiminin daha kisa stirede

daha dugik maliyet ile Ol¢llmesini  saglayan
Grafit/BSA-]/Urikaz biyosensorii  gelistirildi.
Hazitlanan  bu  biyosensoriin  ¢alisma  kogullari,

optimizasyon ve karakterizasyon calismalart yapildi.
Tarama hizt ve calisma araligi belirlenmesinin
ardindan optimum pH, sicaklik ve tampon derisimleri
bulundu. Calismada optimum sicakligt belirlemek icin
alinan sicaklik degetleri 10 °C, 15°C, 20 °C, 25 °C,
30°C, 35°C, 40°C, 45 °C, 50 °C ve 55 °Cdir.
Maksimum aktivite i¢in optimum sicaklik 35°C olarak
bulundu. Literatiirdeki ¢alismalara bakildigi zaman
trikaz enziminin ¢aligma sicakligt 30-40°C araliginda
oldugu gorulmektedir!”.18.1%

Calisilan ortam kosullar1 enzimlerin aktiviteleri icin
6nemlidir ve bu aktiviteyi etkileyen en 6nemli etken
de ortamin pHudur. Gergeklestirilen
immobilizasyondan sonra ortamin pH’int belirlemek
biyosensoriin  ¢alisma  kosullarinin  belirlenmesi
agisindan  Onemlidir. Biyoaktif tabaka ylizeyinde
kullandigimiz  enzimlerin  beraber  calisabildigi
optimum pH degerinin tayin edimesi biyosensérin
tayin hassasiyetini arttiran anahtar faktérlerden
birisidir. Ortamin pH’in1 belirlemek icin pH 3 ila 10
arasinda farkli degerlerde 6l¢timler alindi ve optimum
calisma pHt 6,5 olarak bulundu. Literatiir
taramasinda Utrikaz enziminin pH araliginin 5 ile 9
arasinda oldugu gorilmustiir. Bizim calismamizda
pH 6,5 bulunmustur ve vyapian arastirmalar
sonucunda bulunan degerlerin arasinda olmasi trikaz
enziminin optimum pH degerinde calistigin
gostermektedir!®-2021,
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Hazitlanan  biyosensér  biyoaktif — tabakasinda
kullanilan BSA ile trikaz enzimi ile yapilacak bag
sayist azaltilarak enzim aktivitesinin azalmasinin
engellenmesi ayrica ¢apraz baglayict olarak kullanilan
glutaraldehit ile olusacak c¢apraz bag sayisi
arttirilmaktadir.

Literatirdeki bircok ¢alismaya kiyasla  Slcim
hassasiyetini arttirmak ve girisim etkisini ortadan
kaldirmak  i¢in  biyoaktif tabaka  dizayninda
bienzimatik olarak tasatlandi?2.

Bu caligmada, trik asit miktarinin tayini amacl
biyosensor gelistitilmesi icin grafit elektrot hazirlandi.
Bu hazirlanan elektrot trik asidin 6zgtl baglanmasi
icin BSA/jelatin kullanarak grafit elektrot tizetindeki
urikaz enzimi glutaraldehit ile capraz baglanarak
immobilize edildi. Hazirlanan enzim elektrodunun
optimum sartlari belirlendi. Biyosensérin tukirik
orneklerindeki performansi degerlendirildi ve urik
asit miktar tayini yapildi.

Literatirde yapilan c¢alismalara bakiddigt zaman
goriilecegi gibi trik asit enzim temelli biyosensér hem
sulu ¢ozeltilerde hem de idrar 6rneklerinde trik asidi
tespit etmek icin bagaryla kullanddi®!. Tuktrik
orneklerinde urik aside 6zgtl olabilmesi igin segici
enzimler kullanddi. Girigim yapabilecek benzer
gruplara sahip maddelerle gerceklestirilen girisim
denemelerinde biyosensoriin trik asit disinda bir
madde ile etkilesim g&stermedigi belirlenmistir.
Hazirlanan sensor urik asit icin yuksek secicilige
sahiptir ve ayni zamanda tekratlanabilir 6zellik
tasimaktadir.

Ginimiizde trik asit konsantrasyonlarini belirlemek
icin  farkli  kolorimetrik,  kromatografik  ve
spektrofotometrik  yontemler  kullanidmaktadir.
Bununla birlikte, biyosensér temelli yoéntemler,
genellikle zaman almayan ve ucuz sistemler olduklari
icin tercih edilir. Biyosensorlerin diger yontemlere
gore en 6nemli avantaji, belitlenecek maddeler icin
ekonomik, pratik ve 6zgiil olmalaridit?.

Calismamizda kisitlayicr faktor, 6,0x10*mM olarak
belitlenen tayin sinirindan daha yiksek derigimlerde
urik asit igeren c¢ozeltilerde seyreltme yapilmast
gerekmesidir. Tayin stnirinin Gzerindeki degerlerde
sapma olmaktadir. Calismamizin baska bir kisitlayict
faktori ise gelistirilen yontem prototip bir cihaz alt
yapt calismasi niteligindedir. Bu sebepten 6lciim
sistemi  elektrobiyokimya  bilgisine  gereksinim
duymaktadir. Tleri mult disipliner —alismalar
yardimiyla son kullaniciya yonelik olabilecektir.



Kokbas ve ark.

Bu ¢aligmada hazirlanan trik asit enzim elektrodunun
avantajlar1 gbz 6ntinde bulundurularak hastanelerde
ve Ozel laboratuvarlarda serum, idrar, tukurik ve
diger biyolojik stvilarda rik asit tayini icin rutin
olarak tercih edilebilecegi dustntlmektedir. 21.
yuzyilin laboratuvar teknolojisi olan biyosensorler
klasik yontemlere kiyasla sahip olduklart avantajlar
sebebiyle yogun ilgi gérmektedir?3?4. Calismamizda
gelistirdigimiz yontem kullanilarak ileri ¢alismalarla
taginabilir ve girisimsel olmayan bir Grik asit tayin
cihazi Uretilebilir.
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