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OZET

Yapilan bu galismada, bisfenol-A (BFA) tayini igin yeni bir biyosensor hazirlanmistir. Bu
amagla ilk olarak Poli (amidoamin) salisilaldehit platin (I1) (PAMAM-Sal-Pt (1)) igeren
karbon pasta ve modifiye karbon pasta elektrodu hazirlandi. Daha sonra tirozinaz enzimi
modifiye edilen karbon pasta elektrot yiizeyine gluteraldehit ile capraz baglanarak
immobilize edildi. Bisfenol-A bilesigi oksijenli ortamda tirozinaz enzimi katalizorliigiinde
p-bisbenzokinon bilesigine yiikseltgenir. Bisfenol-A tayini enzimatik reaksiyon sonucu
olusan p-bisbenzokinon bilesiginin -0,15 V’da elektrokimyasal olarak indirgenmesine
dayanilarak yapildi. Daha sonra hazirlanan bisfenol-A biyosensoriiniin uygun ¢alisma
kosullar1 arastirildi. Bu amagla biyosensoriin dogrusal ¢alisma araligi belirlendi. Yapilan
caligmalar sonunda immobilize elektrodun en iyi ¢alisma kosullari sicaklik, pH, polimer
miktar1, tekrarlanabilirlik, raf 6mrii belirlenip gergek orneklerde bisfenol-A tayinine
girisim yapabilecek muhtemel bazi maddelerin girisim etkileri incelendi. Hazirlanan
biyosensor dis hekimliginde braket yapistirici olarak kullanilan ortodontik bir malzeme
i¢indeki bisfenol-A tayini i¢in kullanilda.
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ABSTRACT

In this study, a novel biosensor was prepared for bisphenol A determination. For this
purpose firstly, a carbon paste electrode modified with PAMAM-Sal-Pt (II)-active carbon
composite and tyrosinase enzyme (polyphenol oxidase) were prepared. For PAMAM-Sal-
Pt (I); Synthesized and characterized from PAMAM, Salyclaldehyde. And then, Tirosinase
enzyme was immobilized onto the modified carbon paste electrode surface by cross-
linking with glutaraldehyde. Bisphenol-A compounds form p-bisbenzoquinone compounds
in oxygenated environment were catalyzed by tyrosinase enzyme. Bisphenol-A
determination was made on the basis of the reduction of the reaction product p-
bisbenzoquinone on the modified carbon paste electrode surface at — 0,15 V. Then,
appropriate working conditions of the prepared bisphenol-A biosensor were investigated.
For this purpose, the linear working range of the enzyme electrode was determined. The
effect of pH and temperature on the amperometric response of the biosensor were
investigated. In addition, reusability and shelf life were determined. The interference
effects of some cations, anions and molecules in bisphenol-A determination were
investigated. The prepared biosensor was used for the determination of bisphenol-A in an
orthodontic material used as a bracket bonding adhesive in dentistry.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

°C Derece Celcius

9 Gram

mg Miligram

M Molar derisim
mM Milimolar derisim
mL Mililitre

mVv Milivolt

S Saniye

dk Dakika

nA Nanoamper

nA Mikroamper

nL Mikrolitre

M Mikromolar derisim
mM Milimolar derigim
\4 Volt

Ai Akim farki

% Yiizde

R? Lineer regresyon katsayisi



Kisaltmalar

BFA
CPE

EC

ES
Imax
Ki

Km
LC
MCPE
MS
RDS

SPE
uv

Vmax

Aciklamalar

Bisfenol-A

Karbon pasta elektrot

Enzim

Enzim Kodu

Enzim-substrat ara kompleksi
Maksimum akim farki
Inhibisyon sabiti
Michealis-Menten sabiti

S1v1 Kromatografi

Modifiye karbon pasta elektrot
Kiitle Spektrometresi

Bagil standart sapma
Substrat

Kat1 Faz Ekstraksiyonu
Ultraviyole

Maksimum hiz

Xiv



1. GIRIS

Bisfenol-A ilk kez 1891 yilinda sentezlenmis bir kimyasal maddedir. Bisfenol-A giinliik
yasamin her alaninda kullanilan iriinlerin yapisinda bulunur. Bisfenol-A plastik malzemelere
sertlik, parlaklik kazandiran ve daha uzun siire dayanmasini saglayan organik bir bilesiktir.
Bisfenol-A birgok {irliniin yapiminda kullanilmaktadir. Bunlar; mutfakta kullanilan saklama
kaplari, su siseleri, damacana, CD, DVD, ¢ocuk oyuncaklari, emzikleri, biberonlari, aligveris
fislerinde, dis dolgusu yapiminda ve gesitli ortodontik malzemelerdir. Bisfenol-A’nin tercih
edilmesinin sebebi gidalar1 ve icecekleri epoksi yapistricisi gibi sarmasidir. Bisfenol-A bir
endokrin bozucudur ki bu dogal hormonlarin fonksiyonuna hareketine, transferine, salgisina

ve Uretimine miidahale eden bir maddedir.

Yapilan aragtirmalara gore insanlarin bisfenol-a maddesini paketlenmis gida ve igeceklerden
alindig1 tespit edilmistir. Bisfenol-A maddesinin ayrica insan metabolizmasinda beyin
gelisimi, davranigsal degisiklikler, tiroid hormonlari, obezite, erkek ve disi lireme sistemi,
meme dokusu, meme kanseri lizerinde toksik etkisinin oldugu da yapilan ¢alismalar soncunda

gozlemlenmistir (Diindar, 2014).

Yapisinda fenol igeren iirtinler dogal ¢evrede ¢ok fazla bulunur. Bu bilesikler polimerlerin,
ilaglarin ve diger organik maddelerin i¢inde bulunur. Ekosisteme evsel veya endiistriyel
atiklarin yiizeysel suya drenaji sonucu giren fenol bilesikleri ¢ok sayidaki bilesigin {liretimi,
yikimi ve jenerasyonu ile iligkilidir. Andropojenik orjinli fenollerin ¢evrede bulunmasi petrol
veya ila¢ endistrilerindeki kimyasal sebeplere baglidir. Fenoller, klor atomlariyla reaksiyona
girebilen, nitratlanabilen, metillenebilen ve alkillenebilen tehlikeli ekzotoksinlerdir
(Michalowicz, 2007).

Bisfenol A diinyada yaygm olarak kullanilan kimyasallardan biridir. Bisfenol-A’nin
diinyadaki tiretiminin 2006 yilinda 3,9 milyon tondan fazla oldugu bilinmekte ve 2010 yilinda
yaklagik 5 milyon ton olacagi tahmin edilmektedir. Diinyada Almanya, Hollanda, Amerika
Birlesik Devleti ve Japonya gibi iilkeler bisfenol-A acgisindan yiiksek iiretim kapasitesine
sahiptir. Bu tiiketimin biiyiik bir kism1 gida ve igeceklerin depolandigi polikarbonat kaplarin

yapiminda kullanilan monomerlere ait oldugu belirtilmektedir (Le ve digerleri, 2008).



Bisfenol-A’nin canlilar iizerindeki etkileri, ¢evreye verdigi zararlar, toksikolojik etkileri g6z
onlinde bulunduruldugunda hayatimizin her alaninda yer alan bu toksik maddenin tespit
edilmesi de ¢ok dnemlidir. Ornegin her giin igtigimiz su, plastik siselerde bulunmaktadir ve
plastik siseden nekadar bisfenol-A suya ge¢mistir bilmiyoruz. Igme suyundaki bisfenol-A
maddesi HPLC-FLD (floresan dedektorlii yiiksek performansli sivi kromatografi), UV, MS,
floresans, elektrokimyasal yontemleri ile birlikte gaz kromatografisi gibi yontemlerle tayin
edilmektedir (Diindar, 2014).

BFA’nin belirlenen bu sagliga zararlarindan dolayr diinya iilkeleri BFA kullanimina sinir

getirmeye baslamislardir (Sur, 2017).

Mart 2010°da Danimarka hiikiimeti {i¢ yas alti ¢ocuklarin kullanabilecegi tiim {iriinlerde

BPA’nin bulunmasini yasaklamaistir.

Temmuz 2010°da Fransa, BPA igeren tiim biberonlarin {iretimini, ithalatin1 ve ihracatini

durdurmustur.

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi, 2 Eyliil 2010°da BPA’nin giinliik 0,05 mg/kg viicut agirlig
diizeyinde aliminin giivenli oldugunu belirtmistir. 2011 yilinda Avrupa Komisyonu yapilan

bir¢ok ¢alisma 15181nda, BPA’nin biberonlarda kullanimina kisitlama getirmistir.

A.B.D.’de ise, BPA’nin yasaklanmasi acisindan eyaletler arasi farkli uygulamalar yapilmistir.
New York eyaleti 1 Aralik 2010°dan itibaren bebek biberonlari, bebek bardaklar1 ve

emziklerinde BPA kullanimin1 yasaklamigtir.

BFA’nin kullanimi1 ne kadar kisitlansa da kullanim alanlarinin ¢ok fazla olmasindan dolay:
hala hayatimizda yeri vardir. BFA’nin canlilar iizerindeki etkileri, ¢evreye verdigi zararlar,
toksikolojik etkileri goz onilinde bulunduruldugunda hayatimizin her alaninda yer alan bu

toksik maddenin tespit edilmesi de ¢ok onemlidir.

Kullanilan yontemlerdeki cihazlar ¢ok pahalidir. Bu yontemlerin kullanilmasina karsilik daha
basit ve ucuz yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Bu yiizden bisfenol-A tayini i¢in
daha ucuz, cabuk cevap veren, dogru ve selektif bir biyosensor tasarlamak Onem

arzetmektedir.



BFA tayinine yonelik literatiirlerde bir ¢ok biyosensor bulunmaktadir (Najib, 2018), (Pengyu,
2013), (Sanju, 2017), (Daodong, 2015), (Gerardo, 2005), (Portaccio, 2013).

Bu ¢alismada, PAMAM-Sal-Pt (Il) ve tirozinaz enzimi ile modifiye edilmis karbon pasta

elektrot kullanilarak amperometrik bisfenol-A biyosensoriiniin hazirlanmasi amaglanmustir.

BFA tayini i¢in hazirlanan biyosensor, bu ¢alisma igin ilk defa sentezlenmis ve karakterize
edilmis PAMAM-Sal-Pt (11)’nin kullanilmasiyla diger biyosensorlerden farklilik kazanmustir.
PAMAM-Sal-Pt (I1) Prof. Dr. Nursen SARI ve Dr. Elvan HASANOGLU OZKAN tarafindan

sentezlenerek karakterize edilmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Bisfenol-A ve Ozellikleri

Bisfenol-A (BFA) genel olarak 2,2-bis (4-hidroksifenil) propan olarak bilinmektedir. ilk
olarak Zincke tarafindan iki mol fenoliin bir mol aseton ile diisiik pH’ da ve yiiksek sicaklikta
kondensasyonu (yogusma) ile elde edilmistir. Bisfenol-A’nin safligi genelde %99-99,8
araliginda olmaktadir. Bu polihidrik fenol epoksi reginelerinin iiretilmesinde kullanilan

epiklorohidrinli re¢inedir (Diindar, (2014).

FENOL ASETON BISFENOL A

Sekil 2.1. Bisfenol -A’ nin fenol ve asetondan elde edilme reaksiyon (Diindar, 2014).

Bisfenol-A, kimyasal maddeler ile birlikte kullanilarak sert plastik yapiminda kullanilan bir
maddedir. Parlaklik verir, sertlik verir, daha uzun siire dayanmasini saglar. Bisfenol-A kati,
fenolik kokulu, krem-beyaz renkte, kristal yapidadir. Diinyada, BFA en yiiksek kapasiteyle
tiretilen ikinci kimyasaldir. Bisfenol-A suda iyi ¢6zilinen bir madde degildir. Etanol, aseton ve

dimetil siilfoksid (DMSO) gibi ¢6ziiciilerde daha iyi ¢éziinmektedir. (Altuntas, 2013).

Hemen her alanda kullanilan plastiklerin sagligimiza ve gevreye olan etkileri merak konusu
olmustur. Plastikten yapilan maddelerde bulunan geri doniisiim numaralar1 o plastigin hangi

hammaddeden yapildigini belirtmektedir.

BFA bir monomer’dir ve polikarbonat plastiklerinin daha gii¢lii, esnek ve dayanikli olmasini
saglamaktadir. Cizelge 2.1’den de goriildiigi gibi; iggen dongii sembollerinde bulunan 3 ve 7

numarali plastiklerde BFA kullanilmaktadir.



Cizelge 2.1. Plastiklerin geri doniisiim numaralar1 (Altuntas, 2013).

,
AR

Polietilentereftalatdan yapildigin1 belirtir. Bu isaret su, mesrubat, sivi yag
siselerinin tizerinde goriiliir ve geri doniisiimii ile sentetik elyaf ve dolgu
malzemesi olarak degerlendirilecegini gosterir.

7a)
A

Kullaniminin giivenli oldugu, BFA icermedigi anlamina ifade eder.
Bulasik makinesinde yikanip, mikrodalga firinda kullanilabilir.

Y
A

Polivinilkloriirden yapildigin1 gésterir. Sivi olan deterjanlarin, kimyasal
maddelerin, kozmetik ve saglik iriinleride kullanilan bu isaret,
dontstirildiiginde  yer karosu ve dolgu malzemesi olarak
degerlendirilecegini ifade eder.

\
A

Polietileden yapildiklarini gosterir. Bu isaret deterjan, sampuan, ¢amasir
suyu, ¢Op torbalari, iizerinde bulunur ve geri doniistiiriildiiglinde ayni1
tiirden tiriinlerin yapilabilecegini ifade eder.

Ja)
A

Polipropilenden yapildigin1 gosterir. Deterjan kutusu gibi {iriinlerin
ambalajlarminda bulunan bu isaret geri doniistiiriildiigiinde sentetik hali
tabani1 gibi plastik {iriinlerin yapiminda kullanilabilecegini ifade eder.

n
AR

Polistirenden yapildigini gosterir ve margarin ve yogurt kaplarinin
tizerinde bulunur, ambalajin geri donistiiriildiiglinde yalitim malzemesi
yapiminda degerlendirilebilecegini ifade eder.

V¥
A

Polikarbonatdan yapildigin1 ve tablodaki plastik tiirlerinin disinda kalan
plastiklerden yapildigini gdsterir. Bu ambalajlar, “bisfenol A”, igerir.

Cizelge 2.2. Bisfenol-A’ nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Staples ve digerleri, 1998).

Molekiil formiilii Ci5 His O2
Molekiil kiitlesi 228,29 g/mol
Kanama noktas1 220°C
Erime noktas1 158 °C
Yogunlugu 1,2 glem®

Suda ¢oziinebilirlik 120 -300 mg/L
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Sekil 2.2. Bisfenol-A’ nin molekiil formiilii (Kang ve digerleri, 2006).

2.2. Enzimler ve Ozellikleri

Enzimler canli metabolizmasinda gergeklesen kimyasal reaksiyonlari hizlandiran ve
reaksiyona girip hicbir degisiklige ugramadan reaksiyondan ¢ikan genellikle protein yapili

biyokimyasal katalizorlerdir (Keha, 2009).

Enzimler diger proteinler gibi, birka¢c milyon dalton molekiil kiitlesine sahiptir. Baz1 enzimler
katalizi protein yapilariyla yerine getirebilirken, bazilar1 protein yapisinda olmayan
“kofaktor’’ denilen gruplara ihtiya¢ duyarlar. Kofaktorler Fe*?, Mg*%, Mn*? ve zZn*? gibi
metal iyonu olabildigi gibi, ‘’koenzim’’ denilen kompleks organik yada metaloorganik
bilesigi olabilir. Eger bu koenzim ya da metal iyonu g¢ok siki hatta kovalent olarak
baglaniyorsa ‘’prostetik grup’’ adinmi alir. Bu sekilde metal iyonlariyla yada koenzimler ile
katalitik aktivite gosteren enzim ‘’holoenzim’’ olarak adlandirtlir. Bu enzimlerin protein

kismi “’apoenzim’’ olarak adlandirilir (Nelson, (2005).

Enzimlerin 6zellikleri;

e Enzimler genellikle protein yapili maddelerdir.

e Enzimler reaksiyonun hizin1 10° ile 10" kat arttirabilirler.

e Enzimlerin gerceklestirdigi tepkimelerde yan {iriin olusmaz.

e Enzimler tek ya da takimlar halinde calisirlar.

e Enzimler hiicre disinda da etkindirler.

e Enzimatik tekimeler optimum pH ve sicaklikta daha iyi sonug verirler.
e Enzimler tekimeden degismeden c¢ikip tekrar kullanilabilirler.

e Enzimatik tekimeler %100 verimle gergeklesir.

e Enzimler bir maddeye ya da reaksiyona 6zgii olabilirler



Enzimlerin siniflandirilmasi;

Oksidorediiktazlar; Yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.

Transferazlar; Hidrojen disinda bir atomun veya atom grubunun bir molekiilden baska bir

molekiile aktarilmasini saglayan enzimlerdir.

Hidrolazlar; Farkli baglar bulunduran yapilarin hidrolizini saglayan enzimlerdir. Bu baglara

su ekleyerek koparilmasini saglar.

Liazlar; Su molekiilii ¢cikarmadan C-C, C-O, C-N, C-S atomlar1 arasindaki baglar1 baska bir

mekanizma ile kiran enzimlerdir.

Izomerazlar; Bu enzimler ise optik ve geometrik izomerlerin rasemizasyonunu katalizler.

Ligazlar; Yiiksek enerjiye sahip fosfatlarin enerjisini kullanarak substrat molekiillerinin

birbirine aglanmasini saglayan enzimlerdir (Tiirkmen, (2015).

Enzimlerin reaksiyona girdigi maddelere substrat denir. Enzimler substrat ile 6nce enzim-

substrat komleksi olusturur, daha sonra olusan kompleks iirtin ve enzime doniisiir.

k, K3 .
E+S == = ES = E+ U
k-

Sekil 2.3. Enzimatik reaksiyon

Bu ES kompleksi, E ve S' dan k1 hiz1 ile olusur; ES'nin ayrismasi ise k2 hizindaki geri
reaksiyonla ve k3 hizi ile iiriin ve enzime ayrigmasi sonucu olur. Reaksiyon kararli duruma
gelince "Kararli Durum ilkesi"ne gore ES'min olusmasi ayrismasina esitlenir ve derisimi
degismez. Michaelis-Menten 1913 yilinda enzim reaksiyonlar1 iizerinde ilk Kkinetik
caligmalar1 detayl bir sekilde yapmistir. Michaelis-Menten kinetigine gore reaksiyon hizinin
substrat derisimine bagliligi, baslangi¢c enzim derisimi sabit tutup incelendiginde, hiperbolik
bir fonksiyon ve egri elde edilir (Sekil 2.3). Bu egri Michaelis-Menten bagintisi ile formiilize

edilir.



Y

K, S|

Sekil 2.4. Michaelis — Menten grafigi

V=Vmax.[S] | Km+[S] (Michaelis-Menten bagintisi)

Vmax: hiperbol asimtodunun y eksenini kestigi noktadir ve bu nokta maksimum hiz1 gosterir.
Maksimum hizin yarisina (Vmax/2) karsilik gelen substrat derisimi Km (Michaelis-Menten
sabiti) olarak ifade edilir. Vmax ve Km enzimin aktivitesini gdsteren enzim sabitleridir.
Michaelis-Menten grafigi dogrusal, logaritmik ve sabit olmak iizere ii¢ kisimdan
olugmaktadir. Birinci kisimda substrat derisimi Km den ¢ok az olacagindan bu boélgede grafik
dogrusaldir. Logaritmik olan ikinci kisimda ise oldukga biiyiik substrat derisiminde bir ithmal
yapilamaz ve reaksiyon karisik mertebeden ilerler. Reaksiyon hizinin degismedigi tigiincii

kisimda ise; substrat derisimi, Km ’den ¢ok biiyiiktiir.

V = Vmax olur, reaksiyon sabit hizla devam eder. Michaelis-Menten grafigi incelendiginde
hiperbolik bir egri oldugu goriiliir. Hiperbolik egriden yapilacak hesaplamalar zordur.
Uygulamalarda bu zorlugu kolay halle getirmek amaci ile bu hiperbolik egrinin bir dogru
denklemi haline doniistiiriilmesi gerekmektedir. Bu amagla Michaelis-Menten grafigi asagida
verilen Lineweaver-Burk denklemine uygun sekilde degistirilerek, sekil 2.4 de goriilen egri

elde edilir (Lineweaver, 1934).

1V=KmVmax-1[S]+1Vmax (Lineweaver-Burk denklemi)
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Michaelis-Menten grafigi incelendiginde hiperbolik bir egri oldugu goriiliir. Hiperbolik

egriden yapilacak hesaplamalarin zorlugu aciktir. Uygulamalarda bu zorlugu kolaylagtirmak

amaci ile bu hiperbolik egrinin bir dogru denklemi haline getirilmesi gerekmektedir. Bu

amagla Michaelis-Menten grafigi asagida verilen Lineweaver-Burk denklemine uygun sekilde

degistirilerek, sekil 2.5 de goriilen egri elde edilir (Lineweaver, 1934).

1/V=Km/Vmax-1/[S]+1/Vmax (Lineweaver-Burk denklemi)

Bu denklemede Y ekseninde 1/Vmax, X ekseninde ise 1/[S] degerleri olmak {izere bir dogru

elde edilir. Elde edilen dogrunun egimi ise Km /Vmax’tir (Sekil 2.5).

Enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarin hizina bazi faktorler etki etmektedir. Bu faktorler;

e Substrat derigimi
e Enzim derisimi
e pH

e Sicaklik

e lyon siddet

o Kofaktor derisimi

e Aktivatdr ve Inhibitor derisimidir.

Bu faktorler enzimin ¢aligmasini farkli oranlarda etkilemektedir.

1 A
v -~
-~
,/
o '\ Km
_i //’ VT‘I\E:IX
Km -
\ P B o YT 1
/// V max > 1
Pl 0 [S]

Sekil 2.5. Lineweaver — Burk grafigi
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2.3. Tirozinaz Enzimi

Tirozinaz, polifenol oksidaz enzimi olarak da bilinen (PPO- E.C. 1.14.18.1) bakir igeren bir

monofenol monooksijenaz enzimidir. Oksidorediiktazlar sinifina girer.

Tirozinaz mantarlarda, yiiksek bitkilerde ve hayvanlarda bulunan; molekiiler oksijeni
kullanarak monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonunu o-difenollerinde o-kinonlara
oksidasyonunu gergeklestiren ve bakir igeren bir enzimdir. Tirozinaz bitkiler, bakteriler ve
memeliler de olmak iizere ¢ok sayida canli grubunda bulunan bir enzimdir (Vamos, 1981). ilk
olarak Schoenbein tarafindan 1856 yilinda mantarlarda oldugu tespit edilmistir. Daha sonra
birgok meyve ve sebzedede tirozinaz enziminin varligi tespit edilmistir (Keles, 1987).

Tirozinazlar, bitkilerin mikrobiyal ya da viral enfeksiyonlara karsi direng gostermesinde
olduk¢a onemli role sahiptir. Ayrica, bitkilerin muhtemel elverissiz iklim kosullarma karsi
dayanikli olmalarinin bir sebebi de tirozinazlarin varligidir. Gida teknolojisi bakimindan
tirozinaz 6nemli bir enzimdir. Tirozinaz enziminin bulundugu bazi gidalar; ¢ay, alig, patlican,
ananas, ¢ilek, enginar, elma, olarak sayilabilir. Bitkilerdeki tirozinaz miktar tiiriine, yasina
ve olgunluguna baglidir. Tirozinaz ve polifenoller bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir.
Bunun diginda gesitli mikroorganizmalarda 6zellikle mantarlarda ve baz1 hayvansal
organizmalarda da bulunabilir. Ayrica tirozinaz enzimi yaklasik 120 kD molekiiler kiitlesine
sahip bir tetramerdir (Vamos, 1981).

Tirozinazlarin memeliler ve bitkilerde de ¢ok fazla bulundugu belirlenmistir. Bitkide bulunan
tirozinazin bazi meyve ve sebzelerde istenmeyen kararma reaksiyonlarini gerceklestirdigi
goriilmektedir (Mayer, 1987). Memeli tirozinazlar1 ise deri, sa¢ ve gozlerde yerlesen yiiksek
derecede Ozellesmis hiicrelerde ve pigment iireten melanositlerde bulunmaktadir. Bdylece
ultraviyole radyasyon yaralanmasina karsi koruyucu bir etkiye sahip olan melaninin

olusmasinda da rol alan anahtar enzimlerdir (Prota, 1976).

Tirozinaz enzimi memeli organizmalarinda L-tirozinden L-dopa olugsmasimi daha sonrada

dopakinon olusumunu katalizler (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Tirozinazin organizmada gorevi (Aytan, 2009).

Enzimatik esmerlesme reaksiyonlari sebze, meyve ve tahillarda dogal olarak bulunan
genellikle polifenol oksidaz enziminin neden oldugu bir oksidasyon reaksiyonudur. Normal
sartlarda enzim hiicre igerisinde oksijenle temas etmez. Ancak, meyve veya sebze kesilip,
zedelenirse enzim hiicre digina ¢ikar ve molekiiler oksijen varliginda baz1 fenolik bilesiklerle
reaksiyona girerek renkli bilesikleri olusturur. Enzimatik esmerlesme reaksiyonlar1 gidalarda

renk, tat ve besin kalitesini azaltarak gidanin ekonomik degerinin diisiirmesine sebep olur.

Tiroziaz enzimi mantar, alig gibi meyve ve sebzelerden saflagtirilmistir (Bilgin, 2018; Tiirkan,
2018)

2.4. Biyosensorler

Biyosensorler algilayict ve doniistiiriicii olarak biyolojik elemanlarin bir kombinasyonunu
bulunduran cihazlar olarak tanimlanabilir. Biyosensor biyokimyasal bir sinyali yapisinda
bulunduran donistiiriicii ile Ol¢iimlerini  gozlenebilir elektrik sinyaline doniistiiriir ve

Ogrenilmek istenen maddenin belirlenmesinde kullanilir.

Biyosensor tasarlama diistincesi ilk olarak dogadaki biyolojik canlilarin 6zellileri diistiniilerek
tasarlanmigtir ( Shimomura, 2009). Ornegin, dogada yasayan bazi canlilarin koku duyusunun

cok iyi olmas1 binlerce koku arasinda bazi kokulart ¢ok iyi bir sekilde ayirabilmeleri, bazi
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hayvanlarin sesleri ¢ok iyi duyabilmesi gibi yiizlerce 6rnek verilebilir. Diinada ilk biyosensor
calismasi olarak, 1911 yilinda komiir madenlerindeki zehirlenmelere karsi insanlardan daha
duyarli olup daha 6nce 6nlem alinmasina sebep olan kanaryalarin kullanilmasi kabul edilebilir
(Aykut, 2006). Canlilar da dogal olarak bulunan bu reseprorler bilimle ugrasan Kkisiler

tarafindan incelenerek biyosensor i¢in ¢aligmalar yapilmaya baglamistir.

BIYOSENSOR
_Biyoreseptdr |8 Déniistiiriici -
O enzimler I elektrokimyasal g Sl
s b
el | antikorlar | termal /) \
‘ aptamerler | optik | _
f " guglendirici
‘ ornek \ mikroorganizmalar akustik ‘ sinyal
] <> | pizoelektrik

Sekil 2.7. Biyosensor bilesenlerinin sematik gdsterimi (Chambers, 2008).

Biyosensorler ortamdaki degisimlerden yararlanarak fiziksel wveriler elde ederler.
Biyosensorler analit (analizi yapilan madde ya da materyal), biyolojik algilayicilar (enzimler,
antikorlar, niikleik asitler, mikroorganizmalar, hiicreler, dokular gibi algilayicilardir.) ve
doniistiirticiiler (elektrodlar, transistorler, termistorler, optik fiberler, piezoelektrik kristaller)

olmak iizere ii¢ kisimdan olusur. Biyosensorlerin ¢aligma prensibi bu sekildedir (Velasco,
2003).

Giliniimlizde biyosensorler caligsmalart siirekli gelismektedir. Bu ¢alismalarin artmasinin

yayginlasmasinin sebebi uygulama alanlari1 ¢ok, boyutlari kiigiik, ucuz olmasi ve kisa siirede

dogru sonuglar vermesidir (Nice, 1999; Mulchandani, 1995).

2.4.1. Biyosensorlerin cesitleri

Elektrokimyasal biyosensorler; Potansiyometrik, Konduktometrik, Amperometrik esasl

olamak iizere ii¢ tanedir.

Optik Biyosensorler; fiber optik ve lazer teknolojilerindeki ilerlemeler sonucu yapilan

biyosensorlerdir.
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Kalorimetrik Esasli Biyosensorler; Termistorlerdir (Tlirkmen, 2015).
2.4.2. Biyosensorlerin yapisi

Biyosensdrlerin biyobilesen (reseptor), doniistiiriicii (transducer) olmak iizere iki tane bileseni
bulunur. Reseptorler, biyolojik yapiya sahip olduklari i¢in biyoreseptor olarak bilinirler,
analiti algilayabilirler ve onlar1 segerek etkilesirler. Dondistiiriicti (Transduser) ise; etkilesim
sonunda gozlenen sinyalleri cevabini belirlenebilir bir elektriksel sinyale doniistiiren
sistemler olarak tanimlanabilir (Scott, 2012). Elektronik cihaz boliimiiniin gérevi ise tayin
edilecek madde ve enzimin temasi ile olsan sinyal cevabini elektrik sinyaline ¢evrildiginde,

gozlenen bu sinyali bizlere gostermektir (Yavuz, 2005).

44—  BIYOSENSOR —_—

e * Potensiyometrik
* Doku kesitleri y

* Enzimler Elektrokimyasallar
* Amperometrik

& M ¥ Wandultometrile
B Ul’gancllcr -.vuu:.n:-uu.uu L
* Transistirler(ficld-cffect)

* Immuno ajanlar Optik: \

> i ELEKT
NUMUNE) * Niikleik asitler Elomelny KTRONIK

Mikroorganizmalar * Luminesans .
Kiltle degisimi: i

Reseptor molekiilleri * Piezoclekirik i Katlandirici
Isi defisimi: i
* Termistorler t SINYAL VERI TOPLAMA

> VE

: DEGERLENDIRME

*

L 3

-

RN

BIYOKOMPONENTLER ~ TRANSDUSERLER

Sekil 2.8. Biyosensorlerin ¢alisma prensibi ve bilesenleri (Velasco, 2003).

Biyosensorlerin yapisinda bulunan biyoreseptor ve transducer secimi ve onlarin uyumu
onemlidir. Kullanigh saglikli cevap veren bir biyosensor yapilabilmasi i¢in asagidaki verilen

madedeler goz 6nilinde bulundurulmalidir (Stetter, 2002).

e Kullanilan enzimin analite kars1 ilgisi ¢ok yiiksek olmalidir, normal saklama kosullarda

stabilite gostermeli ve analizler arasindaki degiskenligi az olmalidir.
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e Tepkimenin gerceklestigi ortamda karistirma, pH ve sicaklik gibi fiziksel niceliklerden
etkilenmemeli ve bagimsiz olmalidir.

e Biyosensoriin verdigi cevap kesin, duyarli, tekrarlanabilir ve lineer olmali ve baska
etkilere kars1 reaksiyon gostermemelidir.

e Analiti taniyacak biyobilesen kullanilmalidir.

2.4.3. Biyosensorlerin uygulama alanlari

Biyosensorler bir¢ok alanda kullanilmaktadir bunlar baslica; biyoteknolojik uygulamalarda,
Klinik analizlerinde, hastalik teshisinde, genel saglik taramalarinda, veterinerlikte,
endiistriyel proseslerin kontrol edilmesinde, ¢evre Kirliliginin kontroliinde, tarim ve ziraat
uygulamalarinda, ila¢ tretim ve gelistirilmesi, gida endistrisinde, askeri alanlarda
kullanilmaktadir. Giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan biyosensor enzim sensorleridir. Bu
enzim biyosensorlerini seker hastalarinin kullandiklart seker olglim cihazlart gibi giinliik

hayatimizda ¢ok rahat gorebiliriz (Lucadou, 1988; Pan, 2010).

2.5. Enzimler ve Enzim Temelli Biyosensorler

Enzimler, optimum sartlar dahilinde biyolojik yapidaki reaksiyonlarin gergeklesmesini
saglayan ve genellikle protein yapili biyokatalizorlerdir. Enzimler, gorevlerini gerekli sartlar
saglandiginda dogal ortam harici olarak, gida sektorii, kimyanin gesitli dallarinda, biyo-
teknoloji argesinde ve tekstil endiistrisi gibi bir¢ok farkli alanda kullanilmaktadir (Bodur,
2019).

Enzimlerin kullanildig1 biyosensorlerin diger biyosensorlerlerden farkli olan o6zelligi
biyobilesen  olarak  enzimlerin  kullanilmasidir.  Elektrokimyasal  biyosensorler;

amperometrik, potansiyometrik ve yari iletken esasli enzim sensdrleri olmak iizere ii¢ tiirdiir.

Amperometrik biyosensor; belirli potansiyeldeki akim siddetinin 6lgiilmesini esas alan bir
yontemdir. Sistem ¢ elektrottan medana gelmektedir bunlar; ¢alisma elektrodu, referans
elektrot ve karsit elektrottur. Olgiilen akim calisma elektrodunda yiikseltgenen veya
indirgenen tiirtin derisiminin bir fonksiyonu olarak kaydedelir. Daha sonra kalibrasyondan,

akim degeri kullanilarak maddelerin derisimleri belirlenebilir



16

Potansiyometrik biyosensor; calisma ile referans elektrodu arasindaki potansiyel farkinin

Ol¢limiine dayali bir yontemdir. Elektrot potansiyeli dogrudan analitin derisimini belirler.

Yari iletken esasli enzim biyosensor; Temel sensor sistemi olarak esas aldigr tiirler; metal
oksit yari iletken alan etkili transistorler veya iyon duyar alan etkin transistorler olan bu
enzim sensorleri, enzimle birlikte alan etkin transistorlerin birlestirilmesini ifade eder

bi¢cimde enzim alan etkili transistor olarak isimlendirilir (Dingkaya, 1999).

2.6. Biyosensérlerde immobilizasyon Yéntemi

Biyobilesen ile iletimi gergeklestiren unsurun birlestirilmesinde farkli immobilizasyon
yontemleri kullanilabilir. Kullanilacak yontemler biyoaktif bilesene iletimi saglayan
maddeye gore degisim gosterebilir. Biyoaktif bilesen sensor olarak bildigimiz kisim iizerine
jel igerisinde, fiziksel olarak veya polimer matrikste tutuklanabilir, elektrot ylizeyinde

biriktirilebilir, ¢apraz ya da kovalent baglanarak immobilize edilebilir (Paliizar, 2013).

Enzimlerin immobilizasyonunda kullanilan baglica 5 tane yontem vardir.

Kovalent baglama: Algilayicilarin tasiyict yiizeyine kimyasal reaksiyon sonucu kovalent
olarak baglanmasidir. Baglanma ¢ok yumusak kosullarda yapilmalidir. Kovalent baglanma
enzim molekiili tizerindeki fonksiyonel gruplar (karboksil, amino, siilfidril, tiyoester
imidiazol) iizerinden gergeklesir (Altikatoglu, 2007). Enzimin kovalent olarak baglanmasinda
bazi aktivite kayiplari yasanabilir. Bunlarin baglica sebepleri; sterik engel, diflizyonun

sinirlandirilmasi ve yapisal degisikliklerdir (Zhu, 2011).

Iyonik baglama: Bu ydntem iyon degistirme dzelligine sahip suda ¢dziinmeyen tasiyicilarla
enzimin iyonik baglanmasim temel alir. Iyonik baglama ¢ok yumusak kosullarda
gergekleserek enzimin aktif merkezinde degisiklige sebep olmaz. Iyonik baglanma kovalent
bag kadar kuvvetli olmadigindan uygulama sirasinda enzimin yiizeyden kagis1i sorun

olmaktadir (Altikatoglu, 2007).

Capraz baglama: Enzimler capraz baglayici ve ya fonksiyonel gruplar ile capraz baglar
olusturarak suda c¢oziinmeyen yapilar olustururlar. Capraz baglayict reaktifler ise

glutaraldehit, hekzametilen, diizo siyanat, diflorodinitro benzendir. En ¢ok kullanilani ise
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glutaraldehittir. Capraz baglama reaksiyonu ¢ok yumusak kosullarda olmadigi i¢in aktivite
kayiplar1 olabilmektedir (Telefoncu, 2012).

Adsorpsiyon: Bu metot immobilizasyon yontemleri i¢erisinde en basit metottur. Enzim yiizey
aktif maddenin yiizeyine fiziksel olarak adsorbe edilir. Enzimin adsorbente baglanmasinda
etkin olan vander walls kuvvetleridir. Bu yontemin; immobilizasyonu basit olmasi, enzim
immobilize oluyorken ayrilmasi ve saflagtirilmasi miimkiin olmasi, enzimin adsorpsiyon
olurken genelde deaktive olmamasi, adsorpsiyonun doniisiimlii bir proses olmasi gibi
avantagjlart bulunmaktadir. Zayif baglanmanin olmasi, ¢ozeltinin pH’sina, sicakligina ve

iyonik kuvvetine bagimli olmasi gibi dezavantajlar1 vardir (Tiirkmen, 2015).

Tutuklama: Enzim belirli bir yerde durmaya zorlanarak bulundugu ortamdan disariya ¢ikamaz
hale getirilmesidir. Tutuklama polimer matriks igindeki kafeslerde veya yar1 gegirgen

membranlar i¢ginde mikrokapsiilleme ile yapilabilir (Altikatoglu, 2007).

Bu yontemlerle enzim kimyasal bir degisime ugramadigindan yontem ¢ok biiyiik bir avantaja
sahiptir. Bu nedenle enzimin kendine 6zgii ozellikleri degismemektedir. Ancak enzim jel

matrikslerde deaktive olabilmektedir. Enzimlerin kagis1 da bir problemdir.

Biyosensor sistemleri i¢inde en ¢ok kullanilan biyobilesen ¢esidi enzimlerdir. Enzimin
immobilizasyonu, enzim biyosensoOrii tasarlama asamasinda en Onemli basamaklardandir.
Enzim veya protein yapisinda olan biyoaktif 6zellik gosteren bilesenlerin kovalent baglama
ile immobilizasyonu i¢in 6nemli olan glutaraldehit yardimi ile ¢apraz baglama reaksiyonu

tabloda gosterildigi gibidir;
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Sekil 2.9. Glutaraldehit ile ¢apraz baglama reaksiyonu (Paliizar, 2013).

2.7. immobilize Enzimlerin Serbest Enzimlere Gore Ustiinliikleri

Enzimler immobilize edildikten sonra daha tistiin niteliklere sahip olurlar. Enzimler elektrot
yiizeyine yiiksek aktivite ile ince tabaka icerisine yerlestirilmesi fiziksel olarak ya da
kovalent ve kovalent olmayan metotlarla gergeklestirilir.

Immobilize enzimin serbest enzimlere gore iistiinliikleri;

e Uzun siire kullanim imkanina sahiptir.

e Immobilize enzim, pH, sicaklik gibi ¢evre kosullarina kars1 dayanikli ve kullanishdar.
o Siirekli olarak kullanilabilir.

e Immobilize enzim ile iiriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

e Daha fazla kararliga sahiptir.

e Enzimlerin kendini pargalayip yok etme olasiligini ortadan kaldirir.

e Kademeli bir sekilde ilerleyen reaksiyonlar i¢in daha kullanighdir.

e Serbest enzimden daha yiiksek aktivite gosterebilirler (Bodur, 2019).
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2.8. Karbon Pasta Elektrotlar

Bu elektrotlar karbon temelli elektrotlar i¢inde en yaygin kullanim alanina sahip
elektrotlardir. Adams ve ekibi tarafindan karbon damla elektrot olusturmak i¢in ¢alismalar
yapilirken gelistirilen karbon pasta elektrotlar, grafit tozu ile iletkenlik gostermeyen organik
bir sivinin belli oranlarda karistirilmasi ile elde edilir (Erdem, 2012). Karbon pasta
elektrotlar, inorganik ve organik materyaller ile modifiye edilmek suretiyle cesitli alan ve

sekillerde kullanilabilir (Yalvas, 2014).

Yaygin olarak kullanilan bu elektrot ¢esitleri su sekilde siralanailir; camsi karbon ve karbon
pasta elektrotlar, karbon nanotiipler igeren elektrotlar, platin, altin, giimiis, bizmut gibi
metallerden olusan elektrotlar ve kompozit elektrotlardir (Yalvas, 2014). Bunlar; genis
potansiyel araligi ile genis caligma araligina sahip olmasi, diisiik direng, diisiik artik akim ve
tekrarlanabilir yiizey yapisina sahiptir. Karbon pasta elektrotlar (CPE); grafit tozunun
mineral yagi (Nujol) gibi adlandirilan organik sivi yardimiyla karilmasi ve pasta haline
getirilmesi ile hazirlanir. Daha sonra bu karbon pasta, bir teflon ya da cam tiip i¢ine

sikistirilarak yerlestirilir. Elektriksel akimi iletmek iginse iletken bir tel kullanilmaktadir.

&’l

: -, ~ :

Sekil 2.10. Grafit tozu ve karbon pasta uygulamasi i¢in kullanilan teflon (Bodur, 2019).

Yapilan elektrotlarda en fazla kullanilan karbon tiirii toz halinde olan grafittir. Bunun sebebi
ise grafit tozunun biiyiilk orandaki safligi, sogurma kapasitesinin digiikligii ve mikron
boyutlarda olmasidir (Bodur, 2019).
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Sekil 2.11. Grafitin molekiil yapisi (Bodur, 2019).

2.9. Kaynak Arastirmasi

Gerardo R.Marchesini fare ve tavsandan aldiklar1 antikorlart yiikselterek ¢ip ylizeyine
yerlestirmis bisfenol-A tayini i¢in bir biyosensor hazirlamiglardir. Hazirladiklar1 biyosensor
ile gercek su numunelerinde bisfenol-A’y1 tespit etmislerdir. Yapilan biyosensor ile su
numunesinde 0,5-50 pg/L gibi diisiik miktarda bisfenol-A tespiti gergeklestirmislerdir bu da

hazirladiklar1 biyosensoriin diisiik tayin sinirinin oldugunu gostermektedir (Gerardo, 2005).

Ramiz S.J. Alkasir ve arkadaslari, ilk kez manyetik nikel nanopargaciklarini kullanarak farkli
bir enzim-fonksiyonel nanopargacik elektrokimyasal biyosensor gelistirmiglerdir ve bisfenol-
A’nin tespiti i¢in kullanmiglardir. Bu hazirladiklar1 biyosensoriin analitik performansini yine
kendi tasarladiklar1 asagidaki Ornekleri ile karsilastirmiglardir. Demir oksit ve altin
nanopargaciklar iizerinde yaptiklar1 biyosensoriin bisfenol-A’ya yanit siiresinin 30 saniyeden
az oldugunu gozlemlemislerdir. Lineer aralik tespiti i¢in yaptiklar1 denemelerde nikel igin
9,1x10® - 4,8x10° M, demir oksit i¢in 2,2x107 - 4,0x10° M ve altin icin 4,2x10® -
3,6x10° M oldugunu tespit edilmislerdir. Sonuglari degerlendirdiklerinde en genis ve en
uygun lineer araligin ayrica en yiiksek hassasiyesin nikel kullanildiginda oldugu goriilmiis ve
bu sonuglar nikel nanopargaciklarin basarili bir sekilde kullanilabilecegini goéstermistir

(Ramiz, 2010).
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M. Portaccio ve arkadaslari, biyonano kompozit (lakkaz-tiyonin-karbon siyahi) ile modifiye
edilmis bir biyosensor hazirlayip tiyonin karbon siyahi yiizeyine fiziksel adsorpsiyon ile
lakkazin immobilizasyonu gerceklestirilmis ve Dbisfenol-A tayini igin biyosensor
hazirlamiglardir. Hazirlanan biyosensoriin optimum ¢alisma pH'sin1 4,5, potansiyelini -0,2 V,
lineer araligini 0,5-50 uM, hassasiyetini 0,1nA/ uM tayin smirmi 0,2 nM olarak tespit
etmislerdir (Portaccio, 2013).

Pengyu Sun ve Yunhua Wu camsi karbon elektrot tizerine hidrojel film kaplayarak biyosensor
hazirlamiglardir ve bisfenol-A’nin oksidasonunu siklik voltametri ile inceleyerek yapilan
deneylerde film biyoaktivitesini korumus, oksijenin azaltilmasini katalize etmis ve eklenen
hava i¢inde ¢6ziinmiis oksijen azalmasi bisfenol-A substratina etki ettigini tespit etmislerdir.
Hazirlanan biyosensoriin ¢alisma pH‘sii 7,0, potansiyelini -0,427 V, kalibrasyon araligini
1,25-10,0 M, hassasiyetini 18,21 nM, Km degerini ise 3,90 uM olarak tespit etmislerdir
(Pengyu, 2013).

Daodong Pan ve arkadaslar1 arastirmalarinda dagilma 6zelligine sahip grafene, altin katarak
grafen-altin nanopargacik kompozit malzeme hazirlamiglardir. Bu hazirlanan kompozit
malzeme ile tirozinaz enzimi kullanilarak bir biyosensor olusturmuslardir ve bisfenol-A tayini
yapmuslardir. Yaptiklar1 enzim biyosensoriiniin ¢alisma pH‘sim1 7,0, potansiyelini -0,47 V,
lineer araligimi 2,5x102 — 3,0 uM tayin sirmi 1 nM olarak tespit etmislerdir. Hazirladiklar
biyosensoriin ayrica yiiksek tekrar kullanilabilirlik faktdriine (BSS %2,7) sahip oldugnu
gozlemlemislerdir (Daodong, 2015).

Derya Senaslan tirozinaz enzimi kullanarak hazirladigi biyosensdrde yaptigi deneyler ile
kinonun indirgenmesini incelemis ve kinonun en iyi indirgendigi potansiyeli -0,15 V, pH
degerini 8,0, sicakligi 45 °C, tayin smmm 1,0x107 M, Km degerini 1,04x10° mM,
tekrarlanabilirlik deneyinde 35 gilinlin sonunda amperometrik cevabinin % 47,0’m1
korudugunu, 15 Olgiim sonunda bagil standart sapmasini % 2,75 olarak tesit etmistir

(Senaslan, 2017).

Sanju Gupta ve arkadaslari, grafen arasinda rezonanas enerji transferine dayali algilama oksit
kullanilmis ve florensla etikentlenmis bisfenol-A ya 0zgii aptamer tek sarmalli DNA
kovalent olmayan montaj ve 6zel adsorpsiyon, floresan sondiiriilmesi, DNA emisyonu

arasinda Ortlismesi ile gerceklesmis ve sogurma spektrumuna dayali verimli bir bisfenol-A
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tayini i¢in biyosensor hazirlamiglar. Yaptiklar1 ¢aligmada optimum pH’y1 8,2, sicaklig1 40 °C
reaksiyon siiresini 25 dk, bisfenol-A konsantrasyonu 50 pg/ml - 100 ng/ml arasinda diisiik bir

saptama aralilig1 elde etmislerdir (Sanju, 2017).

Najib Ben Messaouda ve arkadaslari bisfenol A tayini i¢in camsi karbon elektrot iizerine
tirozinaz enzimini immobilize ederek basit bir biyosensor gelistirilmislerdir. Yapilan
biyosensoriin optimum ¢alisma pH*‘sin1 7,5, potansiyelini -0,5 V, tayin sinirin1 1,0 nM olarak
belirlemislerdir. 18 giinliik bir siire boyunca biyosensdriin aktivite tayini gergeklestirilmis ve
biyosensoriin bu siireg sonunda aktivitesinin %65’ini korudugunu tespit edilmislerdir (Najib,
2018)



3. DENEYSEL KISIM

3.1. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan maddeler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan maddeler

Kimyasal Madde

Temin Edilen Uretici Firma

Grafit tozu Merck
Mineral yag Sigma
Bisfenol-A (C15H1605) Sigma
Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) Merck
Monosodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,) Merck

Glisin (C,HsNOy) Sigma
Sodyum hidroksit (NaOH) Merck

Fenol (C¢ HsOH) Merck
Gluteraldehit (CsHgO5) Aldrich

S1gir serum alblimin (BSA) Sigma
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma-Aldrich
Asetik asit (CH3COOH) Merck
Tirozinaz enzimi (Mantardan saflastirilmistir) | Fluka

Asetik asit (CH3COOH) Merck
Potasyum nitrat (KNO3) Sigma-Aldrich
Metil alkol (CH3;OH) Sigma
Etilasetatin (C4HgO5) Sigma-Aldrich
Nitrofenol (CsHsNO3) Merck

Ure (CH4N,0) Sigma

3.2. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler

Bisfeno-A ¢o6zeltisi, Bisfenol-A‘dan 0,0229 g alinarak pH 7,0 olan fosfat tamponu ile %60°lik
metanol ¢ozeltisinde ¢oziilerek 10 ml 0,01 M ‘lik stok ¢6zelti hazirlandi. Giinliik kullanilmak

tizere stok ¢ozeltiden alinarak istenilen derisimler de seyreltilerek kullanildi.

Fosfat tamponu: Monosodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,) ve disodyum hidrojen fosfat

(NazHPO,) hazirlanacak tamponun pH degerine gore hesaplanan miktarlarda tartilarak saf su
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da ¢oziildii daha sonra hazirlanan ¢6zeltinin pH’s1 istenilen degere gelinceye kadar 0,1 M

NaOH ilave edildi. Tampon ¢ozelti +4 °C’de buzdolabinda saklandi.
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Glisin tamponu: Glisin ve NaOH hesaplanan miktarlarda saf suda ¢6ziildii, hazirlanan tampon
¢ozeltinin pH’s1 istenilen degere gelinceye kadar 0,1 M NaOH ilave edildi. Tampon ¢ozelti
+4 °C’de buzdolabinda saklandi.

Enzim ¢ozeltisi: Aktivitesi 5244 tinite/mg olan tirozinazdan (mantardan safllastiriimis) 3,0 mg
alinip toplam hacmi 2,0 mL olacak sekilde pH 7,0 fosfat tamponu ile seyreltildi ve her biri
0,5’er mL lik ¢ozeltiler halinde deney tiilerine alind1. Deney sirasinda kullanilacak olan enzim
¢oOzeltileri buzdolabinda saklandi, uzun siire kullanilmadigir durumlarda ise derin dondurucuda

muhafaza edildi.

Asetik asit- asetat tamponu: Sodyum asetat hesaplanan miktarda tartilarak saf suda ¢oziildii,
hazirlanan ¢6zeltinin pH’s1 istenilen degere gelinceye kadar 0,1 M CH3;COOH ilae edildi.
Tampon ¢ozelti +4 °C’de buzdolabinda saklanda.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: Sodyum hidroksitten hesalanan miktar kadar alinip saf suda

¢Oziilerek kullanilmak {izere hazirlandi.

Gluteraldehit ¢ozeltisi: %25°1ik glutaraldehit ¢ozeltisi 6nce %5,0’lik gluteraldehit ¢ozeltisine
seyreltildi. Daha sonra %5,0’lik glutaraldehit ¢ozeltisinden %2,5’luk glutaraldehit ¢ozeltisi
yine ayn1 sekilde seyreltilip hazirlandi, buzdolabinda muhafaza edildi.

3.3. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

3.3.1. Elektrokimyasal analiz cihazi

Biitiin elektrokimyasal deneyler bilgisayar baglantili olarak ¢alisan CHI firmasinin 1230-B

modeli elektrokimyasal analiz cihazi kullanilarak yapildi.

3.3.2. Hiicre ve elektrotlar

Amperometrik olgtimler, ti¢ elektrodu bulunan hiicre sisteminde gerceklestirildi. Calisma
elektrodu olarak 0,5 cm ¢apindaki (teflondan 6zel olarak imal edilmis) karbon pasta elektrot,
referans elektrot olarak BAS RE-5B no’lu Ag/AgCI ve karsit elektrot olarak MW-1032 no’lu

platin tel kullanildi. Calisma elektrodu her elektrokimyasal g¢alisma sonrasi calismanin
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ilerleme basamaklarina bagl olarak saf su ya da ¢alisilan tampon ¢ozelti igerisinde +4 °C’de

muhafaza edildi.

Sekil 3.1. Ozel olarak teflondan yapilan karbon pasta elektrot

Sekil 3.2. Elektrotlarin yerlesimi

3.3.3. pH metre

Hazirlanan tampon ¢dzeltiler ORION model ile 6l¢iildii.
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3.3.4. Su banyosu

Isitma, sogutma ve su sirkiilasyonu bulunan termostatli Grant GD120 marka su banyosu
kullanildi.

3.3.5. Mikro pipet

10,0 uL-1000,0 uL ¢ozeltilerin hiicre igerisine ilaveleri ve ¢ozelti hazirlanirken Brand marka

+0,05 uL hassasiyeti olan mikropipetler kullanildi.

3.3.6. Saf su cihaz

Biitiin deneylerde kullanilan ¢ozeltiler, GFL marka saf su cihazindan saglanan saf su ile

hazirlanip kullanilmastir.

3.4. BFA Biyosensoriiniin Hazirlanmasi ve En Iyi Kosullarin Belirlenmesi

Hazirlanan biyosensoriin en iyi ¢alisma kosullarini belirlemek i¢in biyosensoriin bisfenol-
A’ya duyarliligi, ¢alisma potansiyeli, pH etkisi, kullanilan polimerin miktari, sicaklik etkisi,
girisim, gluteraldehit miktari, bisfenol-A derisimin etkisi, tekrar kullanilabilirlik ve raf

Omriiniin belirlenmesi i¢in deneyler yapilarak biyosensdriin en iyi ¢alisma kosullari belirlendi.

3.4.1. Calhisma elektrodun hazirlanmasi: Karbon pasta elektrot (CPE), modifiye
karbon pasta elektrot (MCPE) hazirlanmasi

Calisma yapilacak karbon pasta elektrot ilk olarak saf su ile temizlendi. Calisma i¢in
hazirlanan karbon pasta elektrot icerigindeki miktar sabit olacak sekilde (0,142 g) hassas
terazi kullanilarak grafit tozu tartilip saat camu iizerine alind1. Uzerine bir arada tutma 6zelligi
olan mineral yag (nujol) sabit hacimde (95 pl) olacak sekilde mikro pipet ile alinip grafit tozu
tizerine ilave edildi. Grafit tozu ve mineral yag birbiriyle karilip uygun bir kivam alincaya
kadar bu karma islemine devam edildi. Daha sonra karbon pasta, elektrot igindeki bosluga
madde kaybi olmayacak sekilde cam g¢ubuk yardimi ile dolduruldu. Doldurma islemi

tamamlandiktan sonra karbon pasta elektrot ylizeyinin diiz, piiriizsiiz olmas1 i¢in 6zel bir ped
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kullanilarak elektrot piiriizsiiz hale getirildi.
Piirtizsiiz hale gelen karbon pasta elektrot saf su ile tekrar yikanip kullanima hazir hale

getirildi.

Karbon pasta elektrodu modifiye etme islemi ise; yukaridaki hazirlama seklinden farkli olarak
hazirlanan pastaya (grafit tozu + nujol) 1,0 mg PAMAM-Sal-Pt (1I) polimeri ilave edilip

karilmas1 ve elektroda doldurulmasi ile gerceklestirildi.

Calismamizda modifiye islemi i¢in kullandigimiz madde Poli (amidoamin) salisilaldehit
platin (11) (PAMAM-Sal-Pt (11))’ dir. Bu madde ¢alismamiz igin ilk defa Gazi Uniiversitesi
Fen Fakiiktesi Kimya bolimii 6gretim iiyeleri Prof. Dr. Nursen SARI ve Dr. Elvan
HASANOGLU OZKAN tarafindan sentezlenmis ve karakterize edilmistir.
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PAMAM-Sal-Pt(ll) CE: Cahsma Elektrodu
KE: Karsit Elektrot
Modifiye Karbon Pasta Elektrot

Sekil 3.3. MCPE hazirlanmasi ve ¢alisma hiicresi semasi (Bodur, 2019).

3.4.2. CPE’nin sabit akima getirilmesi

Elektrokimyasal hiicreye pH’st 7,0 olan 9 mL’ lik fosfat tampon ¢ozeltisi icine 1 mL NaCl
(IM) ¢ozeltisi ilave edildi. Calisma elektrodumuz olan CPE, diger elektrotlar (karsit ve
referans elektrot) ile birlikte hiicre igerisine konuldu. Calisilacak potansiyelde elektrot akimi
sabitleninceye kadar bekletildi ve sabitlenen akim degeri denge akimi olarak kaydedildi.

Diger deneylerde de bu islem gerceklestirildi.
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3.4.3. CPE ve MCPE?’ nin bisfenol-A’ ya duyarhhigimin belirlenmesi

Sekil 3.3’e gore hazirlanan CPE ve MCPE oda kosulunda 1 mL sodyum kloriir (1M), 9 mL
fosfat tamponu (pH 7,0) ve 100 pL tirozinaz (236,3 {inite/mL) enzimi bulunan hiicre iginde -
0,15 V’da dengeye gelinceye kadar bekletildi. Daha sonra hiicre derisimi 1,0x10° M olacak
sekilde bisfenol-A ¢ozeltisi ilave edilerek ¢ozelti 20 dk karistirildi ( literatiirlerde tirozinaz
enzimi ile ¢alismalar 20 dk karistirilarak yapilmistir [Senaslan D. (2017)].) ve 200 s sonunda
odl¢iim yapildi. Olgiilen bu akim degeri denge akimindan ¢ikarilarak akim farki (Ai) degeri
hesaplandi. Daha sonra bu islem artan derisimlerde 5,010 M derisime kadar bisfenol-A
cozeltisi eklenerek akim farki (Ai) degeri kaydedildi. Artan derisimlerde yapilan bisfenol-A
ilavelerine kars1 artan akim farklar1 grafige gecirildi (Sekil 4.1).

3.4.4. MCPE’ ye tirozinaz enziminin immobilizasyonu

Biyosensor i¢in 0,142 g aktif grafit tozu, 95 pL nujol ve 1 mg PAMAM-Sal-Pt (I1) polimer
saat cami icerisinde karigtirilarak pasta haline getirildi. Hazirlanan pasta 6zel hazirlanmis 1
cm derinliginde 0,5 cm ¢apinda elektrot igindeki bosluga koyulup cam ¢ubukla elektrot icine
sikigtirilarak dolduruldu. Hazirlanan elektrot yiizeyi zimpara ile temizlenerek piiriizsiiz hale
getirtildi. Daha sonra elektrot yiizeyine ikinci bir tabaka olarak bir ependof igerisine 2,0 mg
sigir serum albiimini (BSA), 50 uL fosfat tamponu (pH 7,0), 30 uL gluteraldehit, 100 uL
tirozinaz (236,3 tinite/mL) enzim eklenerek elde edilen karisim iyice karistirilarak homojen
cozelti haline getirilerek mikropipet yardimi ile hazirlanan karbon pasta elektrot ylizeyine
kabarcik olamayacak sekilde damla damla ilave edildi. Hazirlanan immobilize elektrot oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Tamamen kuruduktan sonra saf su ile yikandi ve bdylece
yiizeye tutunamayan enzim elektrotdan uzaklastirildi. Daha sonra hazirlanan biyosensor
yapilan deneylerde kullanildi. Kullanilmadig1 zamanlarda fosfat tamponu igerisinde +4 °C de

buzdolabinda muhafaza edildi.

3.4.5. Cahsma potansiyelinin belirlenmesi

Hazirlanan biyosensér 1 mL sodyum kloriir (1M) ve 9 mL fosfat tamponu (pH 7,0) bulunan
hiicre i¢inde dengeye gelinceye kadar bekletildi. Daha sonra hiicre derisimi 1,0x107- 5,0x10™

olacak sekilde hiicreye bisfenol-A ¢ozeltisi ilave edildi. Hiicre iginde bulunun ¢ozelti her
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ekleme sonunda 20 dakika boyunca karigtirilarak bisfenol-A’nin enzimatik reaksiyonla
Kinona doniisiimii saglandi ve 200 s sonra belirlenen potansiyellerde (-0,1 V, -0,15 V, -0,25
V) akimlar 6l¢iildii. Okunan akim degerlerinden denge akimi ¢ikarilarak akim farklari (Ai)
hesaplandi. Bisfenol-A derisimine karsi akim farklar1 grafige gegirildi (Sekil 4.3). Cizilen

grafige bakilarak reaksiyon sonunda olusan kinonun en iyi indirgendigi potansiyel belirlendi.

3.4.7. PAMAM-Sal-Pt (I1) Polimer miktariin belirlenmesi

Farkli polimer miktarlari ile hazirlanan biyosensorler hazirlanan 1 mL sodyum kloriir (1M)
ve 9 mL fosfat tamponu (pH 7,0) bulunan hiicre i¢inde dengeye gelinceye kadar bekletildi.
Daha sonra hiicre derisimi 1,0x10° - 5,0x10™ M olacak sekilde hiicreye bisfenol-A ¢ozeltisi
ilave edildi. Hiicre i¢inde bulunun ¢ozelti her ekleme sonunda 20 dk boyunca karistirilarak
bisfenol-A’nin enzimatik reaksiyonla kinona doniisiimii sagland1 ve 200 s sonra -0,15 V ‘da
akimlar Ol¢lildi. Okunan akim degerlerinden denge akimi ¢ikarillarak akim farklart (Ai)
hesaplandi. Bisfenol-A derisimine karsi akim farklari grafige gegirildi. Cizilen grafige (Sekil

4.4) gore en iyi polimer miktar1 belirlendi.

Sekil 3.4. PAMAM-Sal-Pt(11)

3.4.6. Gluteraldehit miktarinin belirlenmesi

Farkli guluteraldehit miktarlari ile hazirlanan biyosennsérler hazirlanan 1 mL sodyum kloriir
(IM) ve 9 mL fosfat tamponu (pH 7,0) bulunan hiicre i¢inde dengeye gelinceye kadar
bekletildi. Daha sonra hiicre derisimi 1,0><10'6- 5,O><10'4 olacak sekilde hiicreye bisfenol-A
¢ozeltisi ilave edildi. Hiicre i¢inde bulunun ¢6zelti her ekleme sonunda 20 dk karistirilarak
bisfenol-A’nin enzimatik reaksiyonla kinona doniisiimii sagland1 ve 200 s sonra -0,15 V ‘da

akimlar Olglildii. Okunan akim degerlerinden denge akimi ¢ikarilarak akim farklari (Ai)
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hesaplandi. Bisfenol-A derisimine karsi akim farklar1 grafige gegirildi (Sekil 4.5). Cizilen

grafige gore en iyi gluteraldehit miktar1 belirlendi.

3.4.8. Enzim elektrodun en iyi ¢alisma kosullarinin belirlenmesi

pH‘ nin belirlenmesi

Hazirlanan biyosensér 1 mL sodyum kloriir (1M) ve 9 mL fosfat tamponu (pH 7,0)
cozeltilerinde -0,15 V’da dengeye getirildi. Daha sonra hiicre derisimi 1,0x10* M olacak
sekilde bisfenol-A ¢ozeltisi ilave edildi. Cozelti 20 dk karistirilip 200 s sonunda akim degeri
okunarak kaydedildi. Gozlenen akim degeri denge akimindan ¢ikarilarak akim farki (A1)
degeri hesaplandi. Bu deney iki defa daha yapilarak Aij, Aiy Aiz degerleri hesaplanarak akim

farklarinin ortalamasi alinarak Ai o degeri hesaplandi.

Yapilan deney ayn1 sekilde pH 5,0, 6,0 7,0, 8,0, 9,0 tampon ¢ozeltiler icinde yapilarak her bir
pH tamponu icin akim fark: ortalamalar1 hesaplandi. Hesaplanan bu akim farki degerlerine
kars1 pH degerleri grafige gecirildi (Sekil 4.6). Immobilize elektrodun en uygun ¢alisma pH's1
belirlendi.

* pH 5,0 i¢in Asetik asit — Asetat Tamponu

* pH 6,0 i¢in Fosfat Tamponu (Na;HPO, - NaH,PO,)
* pH 7,0 i¢in Fosfat Tamponu (Na;HPO, - NaH,PO,)
* pH 8,0 i¢in Fosfat Tamponu (Na;HPO4 - NaH,POy,)
* pH 9,0 i¢in Glisin Tamponu kullanilda.

Sicaklik etkisi

Hazirlanan biyosensér 1 mL sodyum kloriir (1IM) ve 9 mL fosfat tamponu (pH 7,0)
cozeltilerinde -0,15 V’da sicaklig termostath dolagimli su banyosu kullanilarak 20 OC de sabit
tutularak dengeye getirildi. Daha sonra hiicre derisimi 1,0x 10 M olacak sekilde bisfenol-A
cozeltisi ilave edildi. Cozelti 20 dk karistirilip 200 s sonunda akim degeri okunarak
kaydedildi. Gozlenen akim degeri denge akimindan ¢ikarilarak akim farki (Ai) degeri
hesaplandi. Bu deney iki defa daha yapilarak Ai;, Aip Aiz degerleri hesaplanarak akim

farklarinin ortalamasi alinarak Ai o degeri hesaplandi.
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Yapilan deneyler aym sekilde 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C sicakliklar1 icinde yapilarak her bir
sicaklik i¢in akim farki degerlerine karsi sicaklik degerleri grafige gecirildi (Sekil 4.7).

Immobilize elektrodun en uygun calisma sicaklig1 belirlendi.

Bisfenol-A derisiminin etkisi

Hazirlanan biyosensor oda kosulunda 1 mL sodyum kloriir (1M) ve 9 mL fosfat tamponu (pH
7,0) ¢ozeltilerinde -0,15 V’da dengeye gelinceye kadar bekletildi. Daha sonra hiicre derisimi
1,0x10° M olacak sekilde bisfenol-A ¢ozeltisi ilave edilerek ¢ozelti 20 dakika karistirildi ve
200 s sonunda 6l¢iim yapildi. Olgiilen bu akim degeri denge akimindan ¢ikarilarak akim farki
(Ai) degeri hesaplandi. Daha sonra bu islem artan derisimlerde 1,0x10° M derisime kadar
bisfenol-A ¢ozeltisi eklenerek akim farki (Ai) degerleri hesaplandi. Deney tamamlandiktan
sonra elde edilen akim farklarina (Ai) karsi bisfenol-A derisimleri grafige gegirildi (Sekil 4.8).

Tekrarlanabilirlik

Hazirlanan biyosensor 1 mL sodyum kloriir (1M) ve 9 mL fosfat tamponu (pH 7,0)
cozeltilerinde -0,15 V’da dengeye gelinceye kadar bekletildi. Dengeye getirilen biyosensor
optimum sartlarda tekrarlanabilirliginin belirlenebilmesi i¢in hiicre derisimi 2,0% 10°M olacak
sekilde bisfenol-A ¢ozeltisi ilavesi edilerek ¢ozelti 20 dakika karistirilip 200 s sonunda akim
degeri okunup kaydedildi. G6zlenen akim degeri denge akimindan ¢ikarilarak akim farki (Ai)
degeri hesaplandi. Bu yapilan deney 16 defa daha tekrarlanarak elde edilen akim farki (Ai)
degerleri 6l¢lim sayisina karsi grafige gecirildi (Sekil 4.11).

Raf dmriiniin belirlenmesi

Hazirlanan biyosenséor 1 mL sodyum kloriir (1M) ve 9 mL fosfat tamponu (pH 7,0)
cozeltilerinde -0,15 V’da elektrot dengeye gelinceye kadar bekletildi. Dengeye getirilen
biyosensor optimum sartlarda tekrarlanabilirliginin belirlenebilmesi icin hiicre derigimi
2,0x10° M olacak sekilde bisfenol-A ¢ozeltisi ilavesi edilerek ¢ozelti 20 dakika karistirilip
200 s sonunda akim degeri okunup kaydedildi.

Gozlenen akim degeri denge akimindan ¢ikarillarak akim farki (Ai) degeri hesaplandi. Bu
yapilan islem iki defa daha yapilarak Ai; ortalamasi alinarak Ai o degeri hesaplandi. Yapilan

bu deney ve hesaplanan akim farki ortalamasi belirlenen her giin boyunca ayn1 sekilde tekrar
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edildi. Elde edilen ortalama degerlerine karsi deney giinleri grafige gecirildi (Sekil 4.12). Aip,

Aiz degerleri hesaplanarak akim farklarinin
3.4.9. Bisfenol-A tayinine girisim yapan tiirlerin etkisinin incelenmesi

Bu boliimde ise bisfenol-A tayinine gercek oOrneklerde girisim yapabilecek maddeler
incelendi. Once biyosensér 1 mL sodyum kloriir (1M) ve 9 mL fosfat tamponu (pH 7,0)
cozeltilerinde -0,15 V’da elektrot dengeye gelinceye kadar bekletildi. Daha sonra hiicre igi
derisimi 2,0x10® M olacak sekilde bisfenol-A cozeltisi ilave edildi. Cozelti 20 dakika
karistirillip 200 s sonunda cevep akimi okunup kaydedildi. Daha sonra girisimi incelenen
tiiriin hiicre ici derisimi 2,0x10”° M olacak sekilde hiicreye ilave edilip gozlenen akim degeri
kaydedildi. Gozlenen cevap akimi, hiicredeki bisfenol-A ve calisilan derisimdeki girisimi
incelenen tiirtin olusturdugu cevap akimlarinin toplamidir. Calisilan tiire karsilik gelen cevap
akimi, toplam cevap akimi degerinden BFA’ya karsilik gelen cevap akimi degerinin
cikarilmasi ile elde edildi. Hesaplanan ve ayristirilan cevap akimlar ile girisimi incelenen

tiirlerin ylizde olarak ne kadar girisim yaptig1 hesaplanda.
3.4.10. Gergek orneklere biyosensoriin uygulanmasi

Dis hekimliginde yapistirict olarak kullanilan ortodontik malzemeden 17,49 mg cam tiip i¢ine
konulup tizerine 5 mL saf su ilave edilerek 2 saat bekletildi. Daha sonra tiip i¢inde bulunan su
bagka bir tiipe alindi. Hazirlanan biyosensér 1 mL sodyum kloriir (1M) ve 9 mL fosfat
tamponu (pH 7,0) c¢ozeltilerinde -0,15 V’da elektrot dengeye getirilerek denge akimi
kaydedildi. Sonra numuneden 100 pL alinarak hiicreye eklendi. Cozelti 20 dk karistirilip 200
s sonunda cevep akimi okunup kadedildi. Gozlenen akim degeri denge akimindan ¢ikarilarak
akim farki (A1) degeri hesaplandi. Bu akim farkina karsilik gelen derisim degeri kalibrasyon
grafiginden (Sekil 4.9) bakilarak yaklasik degeri belirlendi
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

PAMAM-Sal-Pt (II) kullanilarak hazirlanan MCP elektroda tirozinaz enzimi immobilize
edildi. Tirozinaz enzimi oksijenli ortamda BFA’nin kinon bilesigine ( 4,4’-(propan-2,2-diil)
bis (siklohegzan 3,5-dien-1,2-dion) ) yiikseltgenmesini saglar. BFA tayini, enzimatik

reaksiyon sonucu olusan kinonun -0,15 V’da indirgenmesi esasina dayanarak yapildi.

Ho 0X o 0 o 0H
HO oH &5 uii 0 0 Ho oK
NS Py« g 00
&F - ; & - (elektrot yizeyinde -0,15 V)
H0 0,

4,4'-(propan-2,2-diil) difenol }&0 02
(BF4) 4,4'-(propan-2,2-diil) bishenzo-1,2-diol

4,4'-(propan-2,2-diil) bis(siklohekzan
3,5-dien-1,2-dion)

Sekil 4.1. BFA tayini i¢in biyosensoriin ¢alisma semasi

Gelistirilen biyosensoriin en iyi ¢aligma kosullari, performansa etki eden faktorleri incelendi.
Optimum calisma kosullar1 belirlenerek gercek ortamda olabilecek madde girisimleri yapilan
deneyler sonucu incelendi ve hazirlanan immobilize elektrot dis hekimliginde yapistirici

olarak kullanilan ortodontik malzemede bisfenol-A maddesinin tayininde kullanildi.

4.1. Biyosensoriin In Iyi Cahsma Kosullarinin Belirlenmesi
4.1.1. CP ve MCP Elektrotlarin BFA’ ya duyarhhg:

Karbon pasta elektrodun ve modifiye karbon pasta elektrodun duyarlilik karsilagtiriimasi
bisfenol-A’nin hiicrede enzimatik reaksiyon ile Kkinona yiikseltgenmesi ve kinonun
olusturdugu anodik akimlarin kaydedilmesi sayesinde ger¢eklestirildi. CPE ve MCPE -0,15
V’da sabit akima getirildikten sonra denge akimi kaydedildi. Calisma hiicresi i¢indeki
bisfenol-A’in derisimi 1,0x10° - 5,0x10* M arahginda ilaveler yapilarak bisfenol-A
derisimne kars1 elde edilen cevap akimlar grafige gegirildi (Sekil 4.1). Sekil 4.1
incelendiginde MCPE’da akimlarimin CPE’dakinden yaklasik 2 kat daha fazla oldugu
gorildi. MCPE’daki PAMAM-Sal-Pt (l1)’in iletkenligi arttirarak akimlar yiikselttigi

diistinildii.
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Sekil 4.2. CPE-MCPE bisfenol A’ya duyarlilig

4.1.2. Calisma potansiyelinin belirlenmesi

Hazirlanan biyosensor ile bisfenol-A tayini i¢in en iyi potansiyel degerini belirlemek igin -
0,10 V, -0,15 V, -0,25 V potansiyellerde bisfenol-A derisimine kars1 okunan akimlar grafige
gecirildi. Elde edilen grafikler (Sekil 4.3) incelendiginde enzimatik reaksiyon sonucu olusan
kinonun -0,15 V’da en yiiksek indirgenme akiminin oldugu tespit edildi. Elde edilen verilere

dayanarak ¢alisma potansiyeli -0,15 V olarak belirlendi.

160

120
<
£ 30 —=—-0,10 V
=
—&—-0,15V
40 —=4=-0,25V

0 1 1 ! 1 !
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Bisfenol A derisimi, mM

BFA [1,0x10°] M - [5,0x10*] M

Sekil 4.3. Caligsma potansiyelinin belirlenmesi (0,1 M pH’s1 7,0 olan fosfat tamponu, 25 C)
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4.1.3. PAMAM-Sal-Pt (11) Polimer miktariin belirlenmesi

Pollimerler ¢ok sayida molekiiliin kimyasal baglarla diizenli bir sekilde baglanarak
olsturduklar1 yiiksek molekiil kiitleli bilesiklerdir. Polimer bilesikler birgok sektorde
ozelliklerine gore kullanmilmaktadir. Ozellikle de iletken polimerler, bu polimerler elektrigi iyi

ileten organik polimerlerdir.

Hazirlanan biyosensorde polimer kullanildiginda elde edilen akim degerlerinin daha yiiksek
oldugu yapilan deneyler sonucunda gozlemlendi. Polimer miktarlari sirasi ile 0,5 mg, 1,0 mg,
1,5 mg, 2,0 mg kullanildi. Daha sonra hiicre derisimi 1,0x10°® - 5x10™ olacak sekilde hiicreye
bisfenol-A ¢ozeltisi ilave edilerek -0,15 V ‘da akimlar 6lgiildii. Okunan akim degerlerinden
denge akimi ¢ikarilarak akim farklar1 (Ai) hesaplandi. Bisfenol-A derisimine karsi akim
farklar1 grafige gecirildi. Sekil 4.4 incelendiginde polimer miktar1 arttik¢a akim farklarinin da
arttigr goriilmektedir. Ancak 2,0 mg da hazirlanan biyosensor yiiksek akim versede deney
sonunda elektrot i¢cinde bulunan karbon pasta siserek dagildi. En kullanish ve en yliksek akim
1,0 mg polimer kullanilarak hazirlanan elektrot oldugu gézlendi. Bu calisma sonunda polimer

miktar1 1,0 mg olarak belirlendi.

160

120

<
£
5

=9=—0,5 mg

=i—1,0 mg

2,0mg

=>e=1,5mg

O 1 1 1 1 J
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Bisfenol A derisi, mM BFA [1,0x10°%] M - [5,0x104] M

Sekil 4.4. Biyosensoriin bisfenol-A ya duyarliligina kullanilan polimer miktarinin etkisi
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4.1.4. Gluteraldehit miktarmmin belirlenmesi

Gluteraldehit (CHO-CH,CH,CH,-CHO), yapilan ¢alismalarda ¢ok fazla tercih edilen ¢apraz
baglama reaktiflerindendir. Enzimlerin yapisinda bulunan amin gruplari ile etkilesime girerek
baglanmay1 saglar. Gluteraldehit sadece enzim vyiizeyinde bulunan amin gruplar ile
etkilesime girmez, kiiciik bir molekiil oldugu i¢in enzimin i¢ kisimlarina kadar difiizlenip i¢
kisimda bulunan amin gruplar ile de etkilesime girebilir. Bu durum ise enzimin ii¢ boyutlu
yapisini ve dolayisiyla enzimin aktivitesini etkilemektedir, ¢iinkii enzimin aktif bolgesi fazla
capraz baglanma ile bloke olabilir (Xin, 1997). Bu nedenlerden dolay1r kullanilacak

gluteraldehit miktarinin enzimin aktivitesine etkisinin arastirilmasi faydali olacaktir.

Hazirlanan biyosensor elektrot igerisinde kullanilan gluteraldehit miktarini belirlemek igin
20,0 pL, 30,0 pL, 40,0 uL glteraldehit (% 2,5’luk) ile hazirlanan biyosensorler bisfenol-A
tayini i¢in kullanildi. Bisfenol-A derisimlerine karsi okunan akimlar grafige gecirildi (Sekil
4.5). Gluteraldehit miktarinin 20,0 pL’den 30,0 pL’ye c¢ikarildiginda cevap akimlarinin
artt1g1; ancak miktarin 40,0 puL’e ¢ikarildiginda ise aktivite kaybinin oldugu akimlarin distigii
goriildii. Alinan sonuglar bu sekilde yorumlandi; 20,0 pL miktarindaki gluteraldehitin enzim
immobilize etmek icin yeterli olmadig1 yapiyr bir arada tutamadigi, 40,0 pL miktarindaki
gluteraldehitin ise ¢ok fazla gelerek asir1 baglanma sonucu enzimin aktivite kaybina sebep
olmasidir. Elde edilen grafik (Sekil 4.5) incelendiginde en yiiksek akim degerinin 30 pL
gluteraldehit kullanilan elektrotta oldugu tesit edildi.

Literatiirler incelendiginde kullanilan gluteraldehit miktarlar1 30 pL (Senaslan, 2017), 20 puL

(Bodur, 2019) dir. Buda kullanilan enzimin ayni ya da farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.5. Biyosensoriin bisfenol-A ya duyarliligina kullanilan gluteraldehit miktarinin
etkisi

4.1.5 pH ‘mn belirlenmesi

pH enzimlerin aktivitesni etkileyen 6nemli faktorlerden biridir. Hazirlanan biyosensér pH 5,0,
6,0 7,0, 8,0, 9,0 tampon ¢ozeltilerinde -0,15 V’da hiicrede dengeye getirildi. Daha sonra hiicre
derisimi 1,0% 10* M olacak sekilde bisfenol-A c¢ozeltisi ilave edildi. Goézlenen akim
degerlerinden denge akimi ¢ikarilarak akim farklar1 (Ai) hesaplandi. Bisfenol-A derisimine
kars1 akim farklar1 grafige (Sekil 4.6) gecirildi. Bu deney iki defa daha yapilarak Aij, Aiy Ais
degerleri hesaplanarak akim farklarinin ortalamasi alinarak Ai o degeri hesaplandi. Sekil 4.6
incelendiginde en yiiksek akimin pH 7,0’de oldugu goriildii. Bundan sonraki ¢alismalarda pH

7,0 olan tampon ¢ozelti kullanildi.

Literatiirde farkli materyallerle yapilmis olan tirozinaz enzimi ile hazirlanan biyosensor
calismalarinda bizim calismamizla uyumlu olan optimum pH degeri de olamakla birlikte
farkli pH degerleride bulunmaktadir. Ornegin; 7,0 (Cemeroglu, 2001) pH degerlerindeki bu
degisim immobilize edilen materyalin ve immobilizasyon tiiriniin farkli olmasindan
kaynaklanabilmektedir. Ornegin; 7,4 (Stetter, 2002), 8,5 (Joseph, 2003), 8,0 (Kalcher, (1997)
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Sekil 4.6. Biyosensoriin bisfenol-A ya duyarliligina pH etkisi

4.1.6 Sicaklik etkisi

Enzimler protein yapili olduklari i¢in sicaklik degisiminden etkilenir. Diisiik sicaklikta
enzimlerin aktivitesi diiser, yiiksek sicaklikta ise enzimin protein yapist denatiire olur ve yine
aktivitesinde diisiis goriiliir. Enzimlerin kendine 6zgli maksimum aktivite gosterdigi optimum
sicaklik degerleri vardir.

Hazirlanan biyosensor fosfat tamponu (pH 7,0) ¢ozeltilerinde -0,15 V’da sicakligi termostath
dolasimli su banyosu kullanilarak 20 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C de sabit tutularak
dengeye getirildi. Daha sonra hiicre derisimi 1,0x10* M olacak sekilde bisfenol-A ¢ozeltisi
ilave edildi.

Gozlenen akim degeri denge akimindan ¢ikarilarak akim farki (Ai) degeri hesaplandi. Bu
deney iki defa daha yapilarak Ai; Ai, Aiz degerleri hesaplanarak akim farklarinin ortalamasi
alinarak Ai ot degeri hesaplandi. BPA derisimlerine kars1 akim farklar1 grafige gecirildi (Sekil
4.7). Sekil 4.7 incelendiginde en yiliksek akimin 40 °C de oldugu goriildii. Ancak bundan
sonraki caligmalarda Olglimlerin daha pratik ve kolay yapilabilmesi icin oda sicaklig
kullanildi.

Literatiirde farkli materyallerle yapilmis olan tirozinaz enzimi ile hazirlanan biyosensor
caligmalar1 incelendiginde bizim c¢alismamizla uyumlu olan optimum sicaklik degeri

goriilmektedir. Ornegin; 40 °C (Sanju, 2017). Yapilan ¢alismalar sonucu farkli sicaklik
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degerleride bulunmaktadir bunun sebebi ise immobilize edilen materyalin ve immobilizasyon
tiiriniin farkli olmasidir. Ornegin; 20 °C (Marcoux, 1965), 37 °C (Mcdonald, 2001)
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Sekil 4.7. Biyosensoriin bisfenol-A ya duyarliligina pH’ nin etkisi (25 °C, 1,0x10-4 M
bisfenol-A derisimi)

4.1.7 Bisfenol-A derisiminin etKkisi

Biyosensoriin bisfenol-A’ya duyarliligina substrat derigsiminin etkisi arastirildi. Bu amagla —
0,15 V’da artan bisfenol-A derisimlerine (1,0><10'9—1,0><10'3 M) kars1 immobilize elektrodun
amperometrik akimi kaydedildi. Elde edilen akimlar ile bisfenol-A derisimine karsi akim
farklar1 grafige gecirildi (Sekil 4.8). Sekil 4.8 biyokimyasal kinetik de Michaelis—Menten
egrisi olarak bilinir. Sekil 4.8 incelendiginde bisfenol-A derisimi arttik¢a akim farklariin
once dogrusal sonra da dogrusalliktan saparak hiperbolik bir sekilde arttig1 gézleniyor.

Bisfenol-A derigimi 1,0x10” M’dan itibaren akim farklarinda artis cok kiigiik oldugu
goriilmektedir. Belirtilen dersimden itibaren tirozinaz enzimi bisfenol-A ya doymus ve

bundan dolayr da akim farklarinda degisme ¢ok kiiciik olmustur.

Sekil 4.8’in dogrusal oldugu bdlgesindeki veriler grafige gecirilerek BFA tayini igin
kullanilacak olan kalibrasyon grafigi (Sekil 4.9) elde edildi.
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Sekil 4.9 incelendiginde (1,0x10° — 1,0x10"° M) derisimleri arasinda dogrusal bolge ¢alisma
araligiin 0,01 uM - 1,0 uM arasinda, (R? 0,9845) (sekil 4.9), alt tayin smirinin ise 1 nM
oldugu belirlendi.

Literatiirler incelendiginde (dogrusal araligi 2,5x107° — 3,0 uM , tayin smir1 1 nM (Daodong,
2015), dogrusal araligi 1,25-10,0 puM, tayin sinir1 18,21 nM (Pengyu, 2013), dogrusal araligi
1,0x10° - 5,0x107 M tayin sinirt 1,0x107 M (Senaslan, 2017)) hazirladigimiz biyosensoriin
dogrusal araliginin oldukga genis ve tayin sinirininda diisiik oldugunu sodyleyebiliriz.
Michaelis — Menten egrisi hiperbolik bir egri oldugundan dolay1 enzimler igin spesifik veriler
olan Vmax ve Km degerleri bu grafikten dogru bir sekilde bulunamaz. Bu sebeple Michaelis —
Menten esitliginin her iki tarafinin da tersi alinarak yeni bir esitlik ve dogrusal olan bir grafik
(Lineweaver Burk grafigi) elde edilir (Sekil 4.10). Sekil 4.10 incelendiginde Km(goz)
degerinin 0,00125 puM, Imax(goz) degerinin ise 0,00312 pA oldugu belirlendi. Hazirlanan
biyosensoriin BPA’ya ilgisini gosteren Km(gdz) degeri literatiirde verilen Km(g6z)
degerlerinden (8,15 nM (Najib, 2018), 3,90 uM (Pengyu, 2013), 1,04x10° mM (Senaslan,

2017)) daha diistiktiir. Diistik olmasi da kullanilan polimerin enzimin substratina olan ilgisini

arttirir.
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Sekil 4.8. Biyosensoriin bisfenol-A ya duyarliligina substrat miktarinin etkisi (25 °C, 1,0x10°
%-1,0x10™ M bisfenol-A derisimi)
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Sekil 4.9. Bisfenol-A biyosensorii i¢in kalibrasyon grafigi (25 °C, 0,1M pH 7,0 fosfat
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Sekil 4.10. Tirozinaz enzimi i¢in Lineweaver — Burk grafigi, 25°C de (0,1M pH 7,0 fosfat
tamponu)

4.1.8. Tekrarlanabilirlik

Hazirlanan biyosensér 1 mL sodyum kloriir (1IM) ve 9 mL fosfat tamponu (pH 7,0)
cozeltilerinde -0,15 V’da hiicrede dengeye gelinceye kadar bekletildi. Dengeye getirilen
biyosensor optimum sartlarda tekrarlanabilirliginin belirlenebilmesi i¢in hiicre derisimi
2,0x10°M olacak sekilde bisfenol-A ¢ozeltisi ilavesi edilerek dl¢iimler alindi. Gozlenen akim

degeri denge akimindan ¢ikarilarak akim farki (Ai) degeri hesaplandi ve bu yapilan ¢aligma
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16 kez daha tekrer edilerek grafige gecirildi (Sekil 4.11). Yapilan 17 6l¢iim sonucunda elde
edilen akim degisimlerinden hesaplanan bagil standart sapma % 3,49 olarak bulundu. 17
Ol¢iim sonunda biyosensoriin baslangi¢ aktivitesinin % 0,94” ini kaybettigi gozlendi. Bu

sonuglardan hazirlanan biyosensoriin tekrarlanabilirliginin 1yi oldugunu soyleyebiliriz.
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Sekil 4.11. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin belirlenmesi (pH 7,0 fosfat tamponu, 25
OC)

3.1.9. Raf 6mriiniin belirlenmesi

Hazirlanan biyosensor 25 giin boyunca belirli araliklarla 1 mL sodyum kloriir (1M) ve 9 mL
fosfat tamponu (pH 7,0) ¢ozeltilerinde -0,15 V potansiyelde hiicre dengeye gelinceye kadar
bekletildi. Dengeye getirilen biyosensér optimum sartlarda hiicre ici derisimi 2,0x10°M
olacak sekilde bisfenol-A ¢ozeltisi ilave edilerek Slgtimler alindi Gozlenen akim degeri denge
akimindan ¢ikarilarak akim farki (Ai) degeri hesaplandi. Bu yapilan islem iki defa daha
yapilarak Aij, Aip, Aiz degerleri hesaplanarak akim farklarinin ortalamasi alinarak Ai o degeri
hesaplanarak giin sayisina karsi akim farki grafige gegilildi. ( Sekil 4.12). Sekil 4.15
incelendiginde, ilk 3 giin boyunca gozlenen degisimin az oldugu tespit edilip, 3-10 giinler
arasinda akim diisiisiiniin biraz fazla oldugu, 10. giinden sonra ise diisiisiin yavas devam ettigi
kaydedilmistir. Biyosensoriin 25 giin sonunda baslangi¢ aktivitesinin %24,05’ini korudugu

goriildil.
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Sekil 4.12. Biyosensoriin raf dmriiniin belirlenmesi (0,1M pH 7,0 fosfat tamponu, 25 °C,
2,0x10™ M hisfenol-A)

4.1.10. Bisfenol-A tayinine girisim yapan tiirlerin etkisinin incelenmesi

Bu asamada bisfenol-A tayini yaparken girisim etkisi gosterebilecek maddeler fenol,
nitrofenol, {ire, potasyum nitrat, hegzan, asetonitril, etilasetat, fenol, nitrofenol, {ire, potasyum
nitrat, hegzan, asetonitril, etilasetat incelendi. Bu maddeler incelenirken hiicre iginde
bisfenol-A derigimi 2,0x10® M, girisim yapan maddelerin derisimi ise 2,0x10° M olarak
hiicreye ilaveler yapildi. Girisimin yok edilmesi veya olabilecek en az yiizdeye indirilmesi
gercek numune analizlerinin tespiti ve dogrulugu acisindan ¢ok Onemli bir faktordiir. Bu
maddelerden fenol (C¢HsOH), nitrofenol (CsHsNO3), tire (CH4N20), potasyum nitrat (KNOs3),
hegzan (CgH14), asetonitril (C,H3N), etilasetatin (C4HgO;) bisfenol-A tayinine girisim

yapmadiklar tespit edildi.
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4.1.11. Gergek orneklere biyosensoriin uygulanmasi

Bu kisimda hazirlanan biyosensér 1 mL sodyum kloriir (1M) ve 9 mL fosfat tamponu (pH
7,0) ¢ozeltilerinde -0,15 V’da elektrot dengeye getirilerek denge akimi kaydedi. Sonra
numuneden 100 pL alinarak hiicreye eklendi. Gozlenen akim degeri denge akimindan
cikarilarak akim farki (A1) degeri farkina karsilik gelen derisim degeri kalibrasyon grafiginden
(Sekil 4.9) bakilarak 100 pL suda 0,167 ppm BFA oldugu bellirlendi. Kompozitin 5 mL suda
bekletildigi géz oniine alinarak 0,167 ppm % 5 mL hesab1 ile 5 mL suda 8,35 ppm BFA
oldugu hesaplandi. mL basina diisen BFA miktar1 8,35 ppm 5’e boliinmesiyle 1,67 ppm/ mL

olarak belirlendi.

Sonug olarak 17,49 mg kompozitten mg basina salinan BFA miktar1 1,67 ppm / 17,49 = 0,095

ppm/mg olarak hesaplanip, 1 mg kompozitten 1 mL suya 0,095 ppm BFA salindig1 tespit
edildi.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan tez ¢alismasinda PAMAM-Sal-Pt (I1) polimer kullanilarak elde edilen bisfenol-A ya

duyarli biyosensoriiniin;

e Hazirlanan biyosensoriin tayin smir1 1,0 nM, dogrusal araligi 0,01 uM — 1,0 uM, (R?
0,9845) olarak belirlendi. Hazirlanan biyosensoriin tayin sinir1 diisiiktiir. Tayin sinirinin
disiikliigii, kiigiik derisimlerdeki madde miktar1 tayinine dahi olanak tanimasi agisindan

¢ok onemlidir. Dogrusal araliginin olduk¢a genis olmasi da biyosensor i¢in bir avantajdir.
e Optimum sicaklik degeri 40°C olarak tespit edildi
e Biyosensoriin cevap siiresinin 200 s oldugu gézlemlendi.

e Tekrarlanabilirligi oldukga iyidir. 17 6l¢iim sonunda bagil standart sapmanin %3,49 ve
baslangigtaki amperometrik cevabminda %0,94 oraninda ¢ok kiigiik bir kayip oldugu
goriildii. Elde edilen veriler immobilize elektrodumuzun yiiksek bir tekrarlanabilirlige

sahip oldugunu gostermektedir.

e Raf 6mrii inncelendiginde, 25 giin sonra baslangic amperometrik cevabinin %24,05 inin

korundugu tespit edildi.
e Biyosensoriin hazirlanmasi pratik ve maliyeti diistiktiir.
e Hazirlanan biyosensorde kullanilan enzim i¢in optimum pH 7,0 olarak tespit edildi.

e Biyosensoriin Km(goz) degeri, 0,00125 puM olarak bulundu. Literatiirdeki diger BFA
biyosensorlerine ait Km degerleri ile kiyaslandiginda biyosensoriimiize ait degerin daha
diisiik oldugu goriildii, Km degerinin kiigiik olmasi sayesinde, enzimlerin immobilize
edildigi MCPE yiizeyinde substrata karsi olan ilgilerinin artirdigr goriilebilir. Km
degerinin kiigiik olmasi diisiik derisimleri tayin edebilme olanagi saglar ve PAMAM-Sal-

Pt (I1) polimerinin, enzimin substrata olan ilgisini arttirdigini goéstermektedir.



46

e Sonug olarak hazirlanan bisfenol-A ya duyarli biyosensor, genis ¢alisma araligina diisiik
tayin siiria, diisilk cevap siiresine, iyi bir tekrarlanabilirlie ve uzun bir raf dmriine

sahiptir.

Bu calismada hazirlanan BFA biyosensoriiniin bu hali ile uygulama alani bulabilecegi,

kullanim imkaninin olabilecegi, ayn1 zamanda gelistirilmeye acik oldugu sdylenebilir.
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