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ÖZET 

Yapılan bu çalıĢmada, bisfenol-A (BFA) tayini için yeni bir biyosensör hazırlanmıĢtır. Bu 

amaçla ilk olarak Poli (amidoamin) salisilaldehit platin (II) (PAMAM-Sal-Pt (II)) içeren 

karbon pasta ve modifiye karbon pasta elektrodu hazırlandı. Daha sonra tirozinaz enzimi 

modifiye edilen karbon pasta elektrot yüzeyine gluteraldehit ile çapraz bağlanarak 

immobilize edildi. Bisfenol-A bileĢiği oksijenli ortamda tirozinaz enzimi katalizörlüğünde 

p-bisbenzokinon bileĢiğine yükseltgenir. Bisfenol-A tayini enzimatik reaksiyon sonucu 
oluĢan p-bisbenzokinon bileĢiğinin -0,15 V‟da elektrokimyasal olarak indirgenmesine 
dayanılarak yapıldı. Daha sonra hazırlanan bisfenol-A biyosensörünün uygun çalıĢma 
koĢulları araĢtırıldı. Bu amaçla biyosensörün doğrusal çalıĢma aralığı belirlendi. Yapılan 
çalıĢmalar sonunda immobilize elektrodun en iyi çalıĢma koĢulları sıcaklık, pH, polimer 
miktarı, tekrarlanabilirlik, raf ömrü belirlenip gerçek örneklerde bisfenol-A tayinine 
giriĢim yapabilecek muhtemel bazı maddelerin giriĢim etkileri incelendi. Hazırlanan 
biyosensör diĢ hekimliğinde braket yapıĢtırıcı olarak kullanılan ortodontik bir malzeme 
içindeki bisfenol-A tayini için kullanıldı.

Bilim Kodu               : 20104 

Anahtar Kelimeler   : Biyosensörler, tirozinaz, karbon pasta elektrot 

Sayfa Adedi  : 51 

DanıĢman : Prof. Dr. Fatma ARSLAN 



v 

PREPARATION OF BIOSENSOR FOR BISFENOL-A DETERMINATION 

 (M. Sc. Thesis) 

Hasan KOÇAK 

GAZĠ UNIVERSITY 

GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES 

January 2020

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 (II); 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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SİMGELER VE KISALTMALAR 

 

Bu çalıĢmada kullanılmıĢ simgeler ve kısaltmalar, açıklamaları ile birlikte aĢağıda 

sunulmuĢtur.  
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1. GİRİŞ 

 

Bisfenol-A ilk kez 1891 yılında sentezlenmiĢ bir kimyasal maddedir. Bisfenol–A günlük 

yaĢamın her alanında kullanılan ürünlerin yapısında bulunur. Bisfenol-A plastik malzemelere 

sertlik, parlaklık kazandıran ve daha uzun süre dayanmasını sağlayan organik bir bileĢiktir. 

Bisfenol-A birçok ürünün yapımında kullanılmaktadır. Bunlar; mutfakta kullanılan saklama 

kapları, su ĢiĢeleri, damacana, CD, DVD, çocuk oyuncakları, emzikleri, biberonları, alıĢveriĢ 

fiĢlerinde, diĢ dolgusu yapımında ve çeĢitli ortodontik malzemelerdir. Bisfenol-A‟nın tercih 

edilmesinin sebebi gıdaları ve içecekleri epoksi yapıĢtrıcısı gibi sarmasıdır. Bisfenol-A bir 

endokrin bozucudur ki bu doğal hormonların fonksiyonuna hareketine, transferine, salgısına 

ve üretimine müdahale eden bir maddedir. 

 

 Yapılan araĢtırmalara göre insanların bisfenol-a maddesini paketlenmiĢ gıda ve içeceklerden 

alındığı tespit edilmiĢtir. Bisfenol-A maddesinin ayrıca insan metabolizmasında beyin 

geliĢimi, davranıĢsal degiĢiklikler, tiroid hormonları, obezite, erkek ve diĢi üreme sistemi, 

meme dokusu, meme kanseri üzerinde toksik etkisinin olduğu da yapılan çalıĢmalar soncunda 

gözlemlenmiĢtir (Dündar, 2014).  

 

Yapısında fenol içeren ürünler doğal çevrede çok fazla bulunur. Bu bileĢikler polimerlerin, 

ilaçların ve diğer organik maddelerin içinde bulunur. Ekosisteme evsel veya endüstriyel 

atıkların yüzeysel suya drenajı sonucu giren fenol bileĢikleri çok sayıdaki bileĢiğin üretimi, 

yıkımı ve jenerasyonu ile iliĢkilidir. Andropojenik orjinli fenollerin çevrede bulunması petrol 

veya ilaç endüstrilerindeki kimyasal sebeplere bağlıdır. Fenoller, klor atomlarıyla reaksiyona 

girebilen, nitratlanabilen, metillenebilen ve alkillenebilen tehlikeli ekzotoksinlerdir 

(Michalowicz, 2007). 

 

Bisfenol A dünyada yaygın olarak kullanılan kimyasallardan biridir. Bisfenol-A‟nın 

dünyadaki üretiminin 2006 yılında 3,9 milyon tondan fazla olduğu bilinmekte ve 2010 yılında 

yaklaĢık 5 milyon ton olacağı tahmin edilmektedir. Dünyada Almanya, Hollanda, Amerika 

BirleĢik Devleti ve Japonya gibi ülkeler bisfenol-A açısından yüksek üretim kapasitesine 

sahiptir. Bu tüketimin büyük bir kısmı gıda ve içeceklerin depolandığı polikarbonat kapların 

yapımında kullanılan monomerlere ait olduğu belirtilmektedir (Le ve diğerleri, 2008).  
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Bisfenol-A‟nın canlılar üzerindeki etkileri, çevreye verdiği zararlar, toksikolojik etkileri göz 

önünde bulundurulduğunda hayatımızın her alanında yer alan bu toksik maddenin tespit 

edilmesi de çok önemlidir. Örneğin her gün içtiğimiz su, plastik ĢiĢelerde bulunmaktadır ve 

plastik ĢiĢeden nekadar bisfenol-A suya geçmiĢtir bilmiyoruz. Ġçme suyundaki bisfenol-A 

maddesi HPLC-FLD (floresan dedektörlü yüksek performanslı sıvı kromatografi), UV, MS, 

floresans, elektrokimyasal yöntemleri ile birlikte gaz kromatografisi gibi yöntemlerle tayin 

edilmektedir (Dündar,  2014).  

 

BFA‟nın belirlenen bu sağlığa zararlarından dolayı dünya ülkeleri BFA kullanımına sınır 

getirmeye baĢlamıĢlardır (Sur, 2017). 

 

Mart 2010‟da Danimarka hükümeti üç yaĢ altı çocukların kullanabileceği tüm ürünlerde 

BPA‟nın bulunmasını yasaklamıĢtır.  

 

Temmuz 2010‟da Fransa, BPA içeren tüm biberonların üretimini, ithalatını ve ihracatını 

durdurmuĢtur.  

 

Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesi, 2 Eylül 2010‟da BPA‟nın günlük 0,05 mg/kg vücut ağırlığı 

düzeyinde alımının güvenli olduğunu belirtmiĢtir. 2011 yılında Avrupa Komisyonu yapılan 

birçok çalıĢma ıĢığında, BPA‟nın biberonlarda kullanımına kısıtlama getirmiĢtir. 

 

A.B.D.‟de ise, BPA‟nın yasaklanması açısından eyaletler arası farklı uygulamalar yapılmıĢtır. 

New York eyaleti 1 Aralık 2010‟dan itibaren bebek biberonları, bebek bardakları ve 

emziklerinde BPA kullanımını yasaklamıĢtır.    

 

BFA‟nın kullanımı ne kadar kısıtlansa da kullanım alanlarının çok fazla olmasından dolayı 

hala hayatımızda yeri vardır. BFA‟nın canlılar üzerindeki etkileri, çevreye verdiği zararlar, 

toksikolojik etkileri göz önünde bulundurulduğunda hayatımızın her alanında yer alan bu 

toksik maddenin tespit edilmesi de çok önemlidir.  

 

Kullanılan yöntemlerdeki cihazlar çok pahalıdır. Bu yöntemlerin kullanılmasına karĢılık daha 

basit ve ucuz yöntemlerin geliĢtirilmesine ihtiyaç vardır. Bu yüzden bisfenol-A tayini için 

daha ucuz, çabuk cevap veren, doğru ve selektif bir biyosensör tasarlamak önem 

arzetmektedir. 
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BFA tayinine yönelik literatürlerde bir çok biyosensör bulunmaktadır (Najib, 2018), (Pengyu, 

2013), (Sanju, 2017), (Daodong, 2015), (Gerardo, 2005), (Portaccio, 2013). 

 

Bu çalıĢmada, PAMAM-Sal-Pt (II) ve tirozinaz enzimi ile modifiye edilmiĢ karbon pasta 

elektrot kullanılarak amperometrik bisfenol-A biyosensörünün hazırlanması amaçlanmıĢtır. 

 

BFA tayini için hazırlanan biyosensör, bu çalıĢma için ilk defa sentezlenmiĢ ve karakterize 

edilmiĢ PAMAM-Sal-Pt (II)‟nin kullanılmasıyla diğer biyosensörlerden farklılık kazanmıĢtır. 

PAMAM-Sal-Pt (II) Prof. Dr. NurĢen SARI ve Dr. Elvan HASANOĞLU ÖZKAN tarafından 

sentezlenerek karakterize edilmiĢtir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Bisfenol-A ve Özellikleri 

 

Bisfenol-A (BFA) genel olarak 2,2-bis (4-hidroksifenil) propan olarak bilinmektedir. Ġlk 

olarak Zincke tarafından iki mol fenolün bir mol aseton ile düĢük pH‟ da ve yüksek sıcaklıkta 

kondensasyonu (yoğuĢma) ile elde edilmiĢtir.  Bisfenol-A‟nın saflığı genelde %99-99,8 

aralığında olmaktadır. Bu polihidrik fenol epoksi reçinelerinin üretilmesinde kullanılan 

epiklorohidrinli reçinedir (Dündar, (2014). 

 

 

ġekil 2.1. Bisfenol -A‟ nın fenol ve asetondan elde edilme reaksiyon  (Dündar,  2014). 

 

Bisfenol-A, kimyasal maddeler ile birlikte kullanılarak sert plastik yapımında kullanılan bir 

maddedir.  Parlaklık verir, sertlik verir, daha uzun süre dayanmasını sağlar. Bisfenol-A katı, 

fenolik kokulu, krem-beyaz renkte, kristal yapıdadır. Dünyada, BFA en yüksek kapasiteyle 

üretilen ikinci kimyasaldır. Bisfenol-A suda iyi çözünen bir madde değildir. Etanol, aseton ve 

dimetil sülfoksid (DMSO) gibi çözücülerde daha iyi çözünmektedir. (AltuntaĢ, 2013). 

 

Hemen her alanda kullanılan plastiklerin sağlığımıza ve çevreye olan etkileri merak konusu 

olmuĢtur. Plastikten yapılan maddelerde bulunan geri dönüĢüm numaraları o plastiğin hangi 

hammaddeden yapıldığını belirtmektedir. 

 

BFA bir monomer‟dir ve polikarbonat plastiklerinin daha güçlü, esnek ve dayanıklı olmasını 

sağlamaktadır. Çizelge 2.1‟den de görüldüğü gibi; üçgen döngü sembollerinde bulunan 3 ve 7 

numaralı plastiklerde BFA kullanılmaktadır. 
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 Çizelge 2.1. Plastiklerin geri dönüĢüm numaraları (AltuntaĢ, 2013). 

 

Çizelge 2.2. Bisfenol-A‟ nın fiziksel ve kimyasal özellikleri (Staples ve diğerleri, 1998). 

Molekül formülü  
 

C15 H16 O2 

Molekül kütlesi 228,29 g/mol 

Kanama noktası  220 
o
C 

Erime noktası  158 
o
C 

Yoğunluğu  1,2 g/cm
3 

Suda çözünebilirlik 120 -300 mg/L 

 

Polietilentereftalatdan yapıldığını belirtir. Bu iĢaret su, meĢrubat, sıvı yağ 

ĢiĢelerinin üzerinde görülür ve geri dönüĢümü ile sentetik elyaf ve dolgu 

malzemesi olarak değerlendirileceğini gösterir.  

 

 
 

Kullanımının güvenli olduğu, BFA içermediği anlamına ifade eder. 

BulaĢık makinesinde yıkanıp, mikrodalga fırında kullanılabilir. 

 
 

Polivinilklorürden yapıldığını gösterir. Sıvı olan deterjanların, kimyasal 

maddelerin, kozmetik ve sağlık ürünleride kullanılan bu iĢaret, 

dönüĢtürüldüğünde yer karosu ve dolgu malzemesi olarak 

değerlendirileceğini ifade eder.  

 

 

Polietileden yapıldıklarını gösterir. Bu iĢaret deterjan, Ģampuan, çamaĢır 

suyu, çöp torbaları, üzerinde bulunur ve geri dönüĢtürüldüğünde aynı 

türden ürünlerin yapılabileceğini ifade eder. 

  

 

Polipropilenden yapıldığını gösterir. Deterjan kutusu gibi ürünlerin 

ambalajlarınında bulunan bu iĢaret geri dönüĢtürüldüğünde sentetik halı 

tabanı gibi plastik ürünlerin yapımında kullanılabileceğini ifade eder.  

 

 

Polistirenden yapıldığını gösterir ve margarin ve yoğurt kaplarının 

üzerinde bulunur, ambalajın geri dönüĢtürüldüğünde yalıtım malzemesi 

yapımında değerlendirilebileceğini ifade eder.  

 

 
 

Polikarbonatdan yapıldığını ve tablodaki plastik türlerinin dıĢında kalan 

plastiklerden yapıldığını gösterir. Bu ambalajlar, “bisfenol A”, içerir. 
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ġekil 2.2. Bisfenol-A‟ nın molekül formülü (Kang ve diğerleri, 2006). 

 

2.2. Enzimler ve Özellikleri 

 

Enzimler canlı metabolizmasında gerçekleĢen kimyasal reaksiyonları hızlandıran ve 

reaksiyona girip hiçbir değiĢikliğe uğramadan reaksiyondan çıkan genellikle protein yapılı 

biyokimyasal katalizörlerdir (Keha, 2009). 

 

Enzimler diğer proteinler gibi, birkaç milyon dalton molekül kütlesine sahiptir. Bazı enzimler 

katalizi protein yapılarıyla yerine getirebilirken, bazıları protein yapısında olmayan 

„‟kofaktör‟‟ denilen gruplara ihtiyaç duyarlar. Kofaktörler Fe
+2

, Mg
+2

, Mn
+2

 ve Zn
+2

 gibi 

metal iyonu olabildiği gibi, „‟koenzim‟‟ denilen kompleks organik yada metaloorganik 

bileĢiği olabilir. Eğer bu koenzim ya da metal iyonu çok sıkı hatta kovalent olarak 

bağlanıyorsa „‟prostetik grup‟‟ adını alır. Bu Ģekilde metal iyonlarıyla yada koenzimler ile 

katalitik aktivite gösteren enzim „‟holoenzim‟‟ olarak adlandırılır. Bu enzimlerin protein 

kısmı „‟apoenzim‟‟ olarak adlandırılır (Nelson, (2005).    

Enzimlerin özellikleri; 

 Enzimler genellikle protein yapılı maddelerdir. 

 Enzimler reaksiyonun hızını 10
6
 ile 10

16
 kat arttırabilirler. 

 Enzimlerin gerçekleĢtirdiği tepkimelerde yan ürün oluĢmaz. 

 Enzimler tek ya da takımlar halinde çalıĢırlar. 

 Enzimler hücre dıĢında da etkindirler. 

 Enzimatik tekimeler optimum pH ve sıcaklıkta daha iyi sonuç verirler. 

 Enzimler tekimeden değiĢmeden çıkıp tekrar kullanılabilirler. 

 Enzimatik tekimeler %100 verimle gerçekleĢir. 

 Enzimler bir maddeye ya da reaksiyona özgü olabilirler       
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Enzimlerin sınıflandırılması; 

Oksidoredüktazlar; Yükseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarını katalizleyen enzimlerdir. 

Transferazlar; Hidrojen dıĢında bir atomun veya atom grubunun bir molekülden baĢka bir 

moleküle aktarılmasını sağlayan enzimlerdir. 

Hidrolazlar; Farklı bağlar bulunduran yapıların hidrolizini sağlayan enzimlerdir. Bu bağlara 

su ekleyerek koparılmasını sağlar. 

Liazlar; Su molekülü çıkarmadan C-C, C-O, C-N, C-S atomları arasındaki bağları baĢka bir 

mekanizma ile kıran enzimlerdir. 

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

Ligazlar; Yüksek enerjiye sahip fosfatların enerjisini kullanarak substrat moleküllerinin 

birbirine ağlanmasını sağlayan enzimlerdir (Türkmen, (2015).    

Enzimlerin reaksiyona girdiği maddelere substrat denir. Enzimler substrat ile önce enzim-

substrat komleksi oluĢturur, daha sonra oluĢan kompleks ürün ve enzime dönüĢür.      

ġekil 2.3. Enzimatik reaksiyon 

Bu ES kompleksi, E ve S' dan k1 hızı ile oluĢur; ES'nin ayrıĢması ise k2 hızındaki geri 

reaksiyonla ve k3 hızı ile ürün ve enzime ayrıĢması sonucu olur. Reaksiyon kararlı duruma 

gelince "Kararlı Durum Ġlkesi"ne göre ES'nin oluĢması ayrıĢmasına eĢitlenir ve deriĢimi 

değiĢmez. Michaelis-Menten 1913 yılında enzim reaksiyonları üzerinde ilk kinetik 

çalıĢmaları detaylı bir Ģekilde yapmıĢtır. Michaelis-Menten kinetiğine göre reaksiyon hızının 

substrat deriĢimine bağlılığı, baĢlangıç enzim deriĢimi sabit tutup incelendiğinde, hiperbolik 

bir fonksiyon ve eğri elde edilir (ġekil 2.3). Bu eğri Michaelis-Menten bağıntısı ile formülize 

edilir. 
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ġekil 2.4. Michaelis – Menten grafiği 

 

𝑉=𝑉𝑚𝑎𝑥.[𝑆] / 𝐾𝑚+[𝑆] (Michaelis-Menten bağıntısı)  

 

Vmax: hiperbol asimtodunun y eksenini kestiği noktadır ve bu nokta maksimum hızı gösterir. 

Maksimum hızın yarısına (Vmax/2) karĢılık gelen substrat deriĢimi Km (Michaelis-Menten 

sabiti) olarak ifade edilir. Vmax ve Km enzimin aktivitesini gösteren enzim sabitleridir. 

Michaelis-Menten grafiği doğrusal, logaritmik ve sabit olmak üzere üç kısımdan 

oluĢmaktadır. Birinci kısımda substrat deriĢimi Km den çok az olacağından bu bölgede grafik 

doğrusaldır. Loğaritmik olan ikinci kısımda ise oldukça büyük substrat deriĢiminde bir ihmal 

yapılamaz ve reaksiyon karıĢık mertebeden ilerler. Reaksiyon hızının değiĢmediği üçüncü 

kısımda ise; substrat deriĢimi, Km ‟den çok büyüktür.  

 

V = Vmax olur, reaksiyon sabit hızla devam eder. Michaelis-Menten grafiği incelendiğinde 

hiperbolik bir eğri olduğu görülür. Hiperbolik eğriden yapılacak hesaplamalar zordur. 

Uygulamalarda bu zorluğu kolay halle getirmek amacı ile bu hiperbolik eğrinin bir doğru 

denklemi haline dönüĢtürülmesi gerekmektedir. Bu amaçla Michaelis-Menten grafiği aĢağıda 

verilen Lineweaver-Burk denklemine uygun Ģekilde değiĢtirilerek, Ģekil 2.4 de görülen eğri 

elde edilir (Lineweaver,  1934).  

 

1𝑉=𝐾𝑚𝑉𝑚𝑎𝑥∙1[𝑆]+1𝑉𝑚𝑎𝑥 (Lineweaver-Burk denklemi)  
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Michaelis-Menten grafiği incelendiğinde hiperbolik bir eğri olduğu görülür. Hiperbolik 

eğriden yapılacak hesaplamaların zorluğu açıktır. Uygulamalarda bu zorluğu kolaylaĢtırmak 

amacı ile bu hiperbolik eğrinin bir doğru denklemi haline getirilmesi gerekmektedir. Bu 

amaçla Michaelis-Menten grafiği aĢağıda verilen Lineweaver-Burk denklemine uygun Ģekilde 

değiĢtirilerek, Ģekil 2.5 de görülen eğri 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] değerleri olmak üzere bir doğru 

elde edilir. Elde edilen doğrunun eğimi ise Km /Vmax‟tır (ġekil 2.5). 

 

Enzimlerin katalizlediği reaksiyonların hızına bazı faktörler etki etmektedir. Bu faktörler; 

 

 Substrat deriĢimi  

 Enzim deriĢimi  

 pH  

 Sıcaklık  

 Ġyon Ģiddet  

 Kofaktör deriĢimi  

 Aktivatör ve Ġnhibitör deriĢimidir. 

Bu faktörler enzimin çalıĢmasını farklı oranlarda etkilemektedir. 

 

 

ġekil 2.5. Lineweaver – Burk grafiği 
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2.3. Tirozinaz Enzimi 

 

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

monofenol monooksijenaz enzimidir. Oksidoredüktazlar sınıfına girer. 

 

Tirozinaz mantarlarda, yüksek bitkilerde ve hayvanlarda bulunan; moleküler oksijeni 

kullanarak monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonunu o-difenollerinde o-kinonlara 

oksidasyonunu gerçekleĢtiren ve bakır içeren bir enzimdir. Tirozinaz bitkiler, bakteriler ve 

memeliler de olmak üzere çok sayıda canlı grubunda bulunan bir enzimdir (Vamos, 1981). Ġlk 

olarak Schoenbein tarafından 1856 yılında mantarlarda olduğu tespit edilmiĢtir. Daha sonra 

birçok meyve ve sebzedede tirozinaz enziminin varlığı tespit edilmiĢtir (KeleĢ, 1987). 

 

Tirozinazlar, bitkilerin mikrobiyal ya da viral enfeksiyonlara karĢı direnç göstermesinde 

oldukça önemli role sahiptir. Ayrıca, bitkilerin muhtemel elveriĢsiz iklim koĢullarına karĢı 

dayanıklı olmalarının bir sebebi de tirozinazların varlığıdır. Gıda teknolojisi bakımından 

tirozinaz önemli bir enzimdir. Tirozinaz enziminin bulunduğu bazı gıdalar; çay, alıç, patlıcan, 

ananas, çilek, enginar, elma,  olarak sayılabilir. Bitkilerdeki tirozinaz miktarı türüne, yaĢına 

ve olgunluğuna bağlıdır. Tirozinaz ve polifenoller bitkilerde yaygın olarak bulunmaktadır. 

Bunun dıĢında çeĢitli mikroorganizmalarda özellikle mantarlarda ve bazı hayvansal 

organizmalarda da bulunabilir. Ayrıca tirozinaz enzimi yaklaĢık 120 kD moleküler kütlesine 

sahip bir tetramerdir (Vamos, 1981).  

 

Tirozinazların memeliler ve bitkilerde de çok fazla bulunduğu belirlenmiĢtir. Bitkide bulunan 

tirozinazın bazı meyve ve sebzelerde istenmeyen kararma reaksiyonlarını gerçekleĢtirdiği 

görülmektedir (Mayer,  1987). Memeli tirozinazları ise deri, saç ve gözlerde yerleĢen yüksek 

derecede özelleĢmiĢ hücrelerde ve pigment üreten melanositlerde bulunmaktadır. Böylece 

ultraviyole radyasyon yaralanmasına karĢı koruyucu bir etkiye sahip olan melaninin 

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

 

Tirozinaz enzimi memeli organizmalarında L-tirozinden L-dopa oluĢmasını daha sonrada 

dopakinon oluĢumunu katalizler (ġekil 2.6). 
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ġekil 2.6. Tirozinazın organizmada görevi (Aytan,  2009). 

 

Enzimatik esmerleĢme reaksiyonları sebze, meyve ve tahıllarda doğal olarak bulunan 

genellikle polifenol oksidaz enziminin neden olduğu bir oksidasyon reaksiyonudur. Normal 

Ģartlarda enzim hücre içerisinde oksijenle temas etmez. Ancak, meyve veya sebze kesilip, 

zedelenirse enzim hücre dıĢına çıkar ve moleküler oksijen varlığında bazı fenolik bileĢiklerle 

reaksiyona girerek renkli bileĢikleri oluĢturur. Enzimatik esmerleĢme reaksiyonları gıdalarda 

renk, tat ve besin kalitesini azaltarak gıdanın ekonomik değerinin düĢürmesine sebep olur. 

Tiroziaz enzimi mantar, alıç gibi meyve ve sebzelerden saflaĢtırılmıĢtır (Bilgin, 2018; Türkan, 

2018) 

 

2.4. Biyosensörler  

 

Biyosensörler algılayıcı ve dönüĢtürücü olarak biyolojik elemanların bir kombinasyonunu 

bulunduran cihazlar olarak tanımlanabilir. Biyosensör biyokimyasal bir sinyali yapısında 

bulunduran dönüĢtürücü ile ölçümlerini gözlenebilir elektrik sinyaline dönüĢtürür ve 

öğrenilmek istenen maddenin belirlenmesinde kullanılır. 

Biyosensör tasarlama düĢüncesi ilk olarak doğadaki biyolojik canlıların özellileri düĢünülerek 

tasarlanmıĢtır ( Shimomura, 2009). Örneğin, doğada yaĢayan bazı canlıların koku duyusunun 

çok iyi olması binlerce koku arasında bazı kokuları çok iyi bir Ģekilde ayırabilmeleri, bazı 
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hayvanların sesleri çok iyi duyabilmesi gibi yüzlerce örnek verilebilir. Dünada ilk biyosensör 

çalıĢması olarak, 1911 yılında kömür madenlerindeki zehirlenmelere karĢı insanlardan daha 

duyarlı olup daha önce önlem alınmasına sebep olan kanaryaların kullanılması kabul edilebilir 

(Aykut, 2006). Canlılar da doğal olarak bulunan bu reseprörler bilimle uğraĢan kiĢiler 

tarafından incelenerek biyosensör için çalıĢmalar yapılmaya baĢlamıĢtır.  

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 2.7. Biyosensör bileĢenlerinin Ģematik gösterimi (Chambers,  2008). 

 

Biyosensörler ortamdaki değiĢimlerden yararlanarak fiziksel veriler elde ederler. 

Biyosensörler analit (analizi yapılan madde ya da materyal), biyolojik algılayıcılar  (enzimler, 

antikorlar, nükleik asitler, mikroorganizmalar, hücreler, dokular gibi algılayıcılardır.) ve 

dönüĢtürücüler (elektrodlar, transistörler, termistörler, optik fiberler, piezoelektrik kristaller) 

olmak üzere üç kısımdan oluĢur. Biyosensörlerin çalıĢma prensibi bu Ģekildedir (Velasco, 

2003). 

 

Günümüzde biyosensörler çalıĢmaları sürekli geliĢmektedir. Bu çalıĢmaların artmasının 

yaygınlaĢmasının sebebi uygulama alanları çok, boyutları küçük, ucuz olması ve kısa sürede 

doğru sonuçlar vermesidir (Nice, 1999; Mulchandani, 1995). 

 

2.4.1. Biyosensörlerin çeşitleri 

 

Elektrokimyasal biyosensörler; Potansiyometrik, Konduktometrik, Amperometrik esaslı 

olamak üzere üç tanedir.  

 

Optik Biyosensörler; fiber optik ve lazer teknolojilerindeki ilerlemeler sonucu yapılan 

biyosensörlerdir.  
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Kalorimetrik Esaslı Biyosensörler; Termistörlerdir (Türkmen, 2015). 

 

2.4.2. Biyosensörlerin yapısı 

 

Biyosensörlerin biyobileĢen (reseptör), dönüĢtürücü (transducer) olmak üzere iki tane bileĢeni 

bulunur.  Reseptörler, biyolojik yapıya sahip oldukları için biyoreseptör olarak bilinirler, 

analiti algılayabilirler ve onları seçerek etkileĢirler. DönüĢtürücü (Transduser) ise; etkileĢim 

sonunda gözlenen sinyalleri cevabını belirlenebilir bir elektriksel sinyale dönüĢtüren 

sistemler olarak tanımlanabilir (Scott, 2012). Elektronik cihaz bölümünün görevi ise tayin 

edilecek madde ve enzimin teması ile olĢan sinyal cevabını elektrik sinyaline çevrildiğinde, 

gözlenen bu sinyali bizlere göstermektir (Yavuz, 2005). 

 

 

 
 

ġekil 2.8. Biyosensörlerin çalıĢma prensibi ve bileĢenleri (Velasco, 2003). 

 

 

Biyosensörlerin yapısında bulunan biyoreseptör ve transducer seçimi ve onların uyumu 

önemlidir. KullanıĢlı sağlıklı cevap veren bir biyosensör yapılabilmasi için aĢağıdaki verilen 

madedeler göz önünde bulundurulmalıdır (Stetter, 2002). 

 

 Kullanılan enzimin analite karĢı ilgisi çok yüksek olmalıdır, normal saklama koĢullarda 

stabilite göstermeli ve analizler arasındaki değiĢkenliği az olmalıdır. 



15 

 

 Tepkimenin gerçekleĢtiği ortamda karıĢtırma, pH ve sıcaklık gibi fiziksel niceliklerden 

etkilenmemeli ve bağımsız olmalıdır. 

 Biyosensörün verdiği cevap kesin, duyarlı, tekrarlanabilir ve lineer olmalı ve baĢka 

etkilere karĢı reaksiyon göstermemelidir. 

 Analiti tanıyacak biyobileĢen kullanılmalıdır. 

 

2.4.3. Biyosensörlerin uygulama alanları  

 

Biyosensörler birçok alanda kullanılmaktadır bunlar baĢlıca; biyoteknolojik uygulamalarda, 

klinik analizlerinde, hastalık teĢhisinde, genel sağlık taramalarında, veterinerlikte, 

endüstriyel proseslerin kontrol edilmesinde, çevre kirliliğinin kontrolünde, tarım ve ziraat 

uygulamalarında, ilaç üretim ve geliĢtirilmesi, gıda endüstrisinde, askeri alanlarda 

kullanılmaktadır. Günümüzde en yaygın olarak kullanılan biyosensör enzim sensörleridir. Bu 

enzim biyosensörlerini Ģeker hastalarının kullandıkları Ģeker ölçüm cihazları gibi günlük 

hayatımızda çok rahat görebiliriz  (Lucadou, 1988; Pan, 2010). 

 

2.5. Enzimler ve Enzim Temelli Biyosensörler 

 

Enzimler, optimum Ģartlar dahilinde biyolojik yapıdaki reaksiyonların gerçekleĢmesini 

sağlayan ve genellikle protein yapılı biyokatalizörlerdir. Enzimler, görevlerini gerekli Ģartlar 

sağlandığında doğal ortam harici olarak, gıda sektörü, kimyanın çeĢitli dallarında, biyo-

teknoloji argesinde ve tekstil endüstrisi gibi birçok farklı alanda kullanılmaktadır (Bodur, 

2019). 

 

Enzimlerin kullanıldığı biyosensörlerin diğer biyosensörlerlerden farklı olan özelliği 

biyobileĢen olarak enzimlerin kullanılmasıdır. Elektrokimyasal biyosensörler;  

amperometrik, potansiyometrik ve yarı iletken esaslı enzim sensörleri olmak üzere üç türdür. 

 

Amperometrik biyosensör; belirli potansiyeldeki akım Ģiddetinin ölçülmesini esas alan bir 

yöntemdir. Sistem üç elektrottan medana gelmektedir bunlar; çalıĢma elektrodu, referans 

elektrot ve karĢıt elektrottur. Ölçülen akım çalıĢma elektrodunda yükseltgenen veya 

indirgenen türün deriĢiminin bir fonksiyonu olarak kaydedelir. Daha sonra kalibrasyondan, 

akım değeri kullanılarak maddelerin deriĢimleri belirlenebilir 
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Potansiyometrik biyosensör; çalıĢma ile referans elektrodu arasındaki potansiyel farkının 

ölçümüne dayalı bir yöntemdir. Elektrot potansiyeli doğrudan analitin deriĢimini belirler. 

 

Yarı iletken esaslı enzim biyosensör; Temel sensör sistemi olarak esas aldığı türler; metal 

oksit yarı iletken alan etkili transistörler veya iyon duyar alan etkin transistörler olan bu 

enzim sensörleri, enzimle birlikte alan etkin transistörlerin birleĢtirilmesini ifade eder 

biçimde enzim alan etkili transistör olarak isimlendirilir (Dinçkaya, 1999). 

 

2.6. Biyosensörlerde İmmobilizasyon Yöntemi 

 

BiyobileĢen ile iletimi gerçekleĢtiren unsurun birleĢtirilmesinde farklı immobilizasyon 

yöntemleri kullanılabilir. Kullanılacak yöntemler biyoaktif bileĢene iletimi sağlayan 

maddeye göre değiĢim gösterebilir. Biyoaktif bileĢen sensör olarak bildiğimiz kısım üzerine 

jel içerisinde, fiziksel olarak veya polimer matrikste tutuklanabilir, elektrot yüzeyinde 

biriktirilebilir, çapraz ya da kovalent bağlanarak immobilize edilebilir (Palüzar, 2013). 

 

Enzimlerin immobilizasyonunda kullanılan baĢlıca 5 tane yöntem vardır. 

 

Kovalent bağlama: Algılayıcıların taĢıyıcı yüzeyine kimyasal  reaksiyon sonucu kovalent 

olarak bağlanmasıdır. Bağlanma çok yumuĢak koĢullarda yapılmalıdır. Kovalent bağlanma 

enzim molekülü üzerindeki fonksiyonel gruplar (karboksil, amino, sülfidril, tiyoester 

imidiazol) üzerinden gerçekleĢir (Altıkatoğlu, 2007). Enzimin kovalent olarak bağlanmasında 

bazı aktivite kayıpları yaĢanabilir. Bunların baĢlıca sebepleri; sterik engel, difüzyonun 

sınırlandırılması ve yapısal değiĢikliklerdir (Zhu, 2011).  

 

Ġyonik bağlama: Bu yöntem iyon değistirme özelliğine sahip suda çözünmeyen taĢıyıcılarla 

enzimin iyonik bağlanmasını temel alır. Ġyonik bağlama çok yumuĢak koĢullarda 

gerçekleĢerek enzimin aktif merkezinde değiĢikliğe sebep olmaz.  Ġyonik bağlanma kovalent 

bağ kadar kuvvetli olmadığından uygulama sırasında enzimin yüzeyden kaçıĢı sorun 

olmaktadır (Altıkatoğlu, 2007).  

 

Çapraz bağlama: Enzimler çapraz bağlayıcı ve ya fonksiyonel gruplar ile çapraz bağlar 

oluĢturarak suda çözünmeyen yapılar oluĢtururlar. Çapraz bağlayıcı reaktifler ise 

glutaraldehit, hekzametilen, diizo siyanat, diflorodinitro benzendir. En çok kullanılanı ise 
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glutaraldehittir. Çapraz bağlama reaksiyonu çok yumuĢak koĢullarda olmadığı için aktivite 

kayıpları olabilmektedir (Telefoncu, 2012). 

 

Adsorpsiyon: Bu metot immobilizasyon yöntemleri içerisinde en basit metottur. Enzim yüzey 

aktif maddenin yüzeyine fiziksel olarak adsorbe edilir. Enzimin adsorbente bağlanmasında 

etkin olan vander walls kuvvetleridir. Bu yöntemin; immobilizasyonu basit olması, enzim 

immobilize oluyorken ayrılması ve saflaĢtırılması mümkün olması, enzimin adsorpsiyon 

olurken genelde deaktive olmaması, adsorpsiyonun dönüĢümlü bir proses olması gibi 

avantajları bulunmaktadır. Zayıf bağlanmanın olması, çözeltinin pH‟sına, sıcaklığına ve 

iyonik kuvvetine bağımlı olması gibi dezavantajları vardır (Türkmen, 2015).  

 

Tutuklama: Enzim belirli bir yerde durmaya zorlanarak bulunduğu ortamdan dıĢarıya çıkamaz 

hale getirilmesidir. Tutuklama polimer matriks içindeki kafeslerde veya yarı geçirgen 

membranlar içinde mikrokapsülleme ile yapılabilir (Altıkatoğlu, 2007).  

 

Bu yöntemlerle enzim kimyasal bir değiĢime uğramadığından yöntem çok büyük bir avantaja 

sahiptir. Bu nedenle enzimin kendine özgü özellikleri değiĢmemektedir. Ancak enzim jel 

matrikslerde deaktive olabilmektedir. Enzimlerin kaçıĢı da bir problemdir. 

 

 

Biyosensör sistemleri içinde en çok kullanılan biyobileĢen çeĢidi enzimlerdir. Enzimin 

immobilizasyonu, enzim biyosensörü tasarlama aĢamasında en önemli basamaklardandır. 

Enzim veya protein yapısında olan biyoaktif özellik gösteren bileĢenlerin kovalent bağlama 

ile immobilizasyonu için önemli olan glutaraldehit yardımı ile çapraz bağlama reaksiyonu 

tabloda gösterildiği gibidir; 
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ġekil 2.9. Glutaraldehit ile çapraz bağlama reaksiyonu (Palüzar,  2013). 
 

2.7. İmmobilize Enzimlerin Serbest Enzimlere Göre Üstünlükleri 

 

Enzimler immobilize edildikten sonra daha üstün niteliklere sahip olurlar. Enzimler elektrot 

yüzeyine yüksek aktivite ile ince tabaka içerisine yerleĢtirilmesi fiziksel olarak ya da 

kovalent ve kovalent olmayan metotlarla gerçekleĢtirilir. 

Ġmmobilize enzimin serbest enzimlere göre üstünlükleri; 

 

 Uzun süre kullanım imkanına sahiptir.  

 Ġmmobilize enzim, pH, sıcaklık gibi çevre koĢullarına karĢı dayanıklı ve kullanıĢlıdır. 

 Sürekli olarak kullanılabilir. 

 Ġmmobilize enzim ile ürün oluĢumu kontrol altında tutulabilir. 

 Daha fazla kararlığa sahiptir.  

 Enzimlerin kendini parçalayıp yok etme olasılığını ortadan kaldırır.   

 Kademeli bir Ģekilde ilerleyen reaksiyonlar için daha kullanıĢlıdır.  

 Serbest enzimden daha yüksek aktivite gösterebilirler (Bodur, 2019). 
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2.8. Karbon Pasta Elektrotlar 

 

Bu elektrotlar karbon temelli elektrotlar içinde en yaygın kullanım alanına sahip 

elektrotlardır. Adams ve ekibi tarafından karbon damla elektrot oluĢturmak için çalıĢmalar 

yapılırken geliĢtirilen karbon pasta elektrotlar, grafit tozu ile iletkenlik göstermeyen organik 

bir sıvının belli oranlarda karıĢtırılması ile elde edilir (Erdem, 2012).  Karbon pasta 

elektrotlar, inorganik ve organik materyaller ile modifiye edilmek suretiyle çeĢitli alan ve 

Ģekillerde kullanılabilir (YalvaĢ, 2014). 

 

Yaygın olarak kullanılan bu elektrot çeĢitleri Ģu Ģekilde sıralanailir; camsı karbon ve karbon 

pasta elektrotlar, karbon nanotüpler içeren elektrotlar, platin, altın, gümüĢ, bizmut gibi 

metallerden oluĢan elektrotlar ve kompozit elektrotlardır (YalvaĢ, 2014). Bunlar; geniĢ 

potansiyel aralığı ile geniĢ çalıĢma aralığına sahip olması, düĢük direnç, düĢük artık akım ve 

tekrarlanabilir yüzey yapısına sahiptir. Karbon pasta elektrotlar (CPE); grafit tozunun 

mineral yağı (Nujol) gibi adlandırılan organik sıvı yardımıyla karılması ve pasta haline 

getirilmesi ile hazırlanır. Daha sonra bu karbon pasta, bir teflon ya da cam tüp içine 

sıkıĢtırılarak yerleĢtirilir. Elektriksel akımı iletmek içinse iletken bir tel kullanılmaktadır. 

 

 
 

ġekil 2.10. Grafit tozu ve karbon pasta uygulaması için kullanılan teflon (Bodur,  2019). 

 

Yapılan elektrotlarda en fazla kullanılan karbon türü toz halinde olan grafittir. Bunun sebebi 

ise grafit tozunun büyük orandaki saflığı, soğurma kapasitesinin düĢüklüğü ve mikron 

boyutlarda olmasıdır (Bodur, 2019). 
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ġekil 2.11. Grafitin molekül yapısı (Bodur, 2019). 

 

2.9. Kaynak Araştırması 

 

Gerardo R.Marchesini fare ve tavĢandan aldıkları antikorları yükselterek çip yüzeyine 

yerleĢtirmiĢ bisfenol-A tayini için bir biyosensör hazırlamıĢlardır. Hazırladıkları biyosensör 

ile gerçek su numunelerinde bisfenol-A‟yı tespit etmiĢlerdir. Yapılan biyosensör ile su 

numunesinde 0,5-50 μg/L gibi düĢük miktarda bisfenol-A tespiti gerçekleĢtirmiĢlerdir bu da 

hazırladıkları biyosensörün düĢük tayin sınırının olduğunu göstermektedir (Gerardo, 2005). 

 

Ramiz S.J. Alkasir ve arkadaĢları, ilk kez manyetik nikel nanoparçacıklarını kullanarak farklı 

bir enzim-fonksiyonel nanoparçacık elektrokimyasal biyosensör geliĢtirmiĢlerdir ve bisfenol-

A‟nın tespiti için kullanmıĢlardır. Bu hazırladıkları biyosensörün analitik performansını yine 

kendi tasarladıkları aĢağıdaki örnekleri ile karĢılaĢtırmıĢlardır. Demir oksit ve altın 

nanoparçacıkları üzerinde yaptıkları biyosensörün bisfenol-A‟ya yanıt süresinin 30 saniyeden 

az olduğunu gözlemlemiĢlerdir. Lineer aralık tespiti için yaptıkları denemelerde nikel için 

9,1×10
-8 

 -  4,8×10
-5

 M,  demir oksit için 2,2×10
-7

 -  4,0×10
-5

 M ve altın için 4,2×10
-8

 - 

3,6×10
-5

 M olduğunu tespit edilmiĢlerdir. Sonuçları değerlendirdiklerinde en geniĢ ve en 

uygun lineer aralığın ayrıca en yüksek hassasiyesin nikel kullanıldığında olduğu görülmüĢ ve 

bu sonuçlar nikel nanoparçacıkların baĢarılı bir Ģekilde kullanılabileceğini göstermiĢtir 

(Ramiz, 2010). 
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M. Portaccio ve arkadaĢları, biyonano kompozit (lakkaz-tiyonin-karbon siyahı) ile modifiye 

edilmiĢ bir biyosensör hazırlayıp tiyonin karbon siyahı yüzeyine fiziksel adsorpsiyon ile 

lakkazın immobilizasyonu gerçekleĢtirilmiĢ ve bisfenol-A tayini için biyosensör 

hazırlamıĢlardır. Hazırlanan biyosensörün optimum çalıĢma pH'sını 4,5, potansiyelini -0,2 V, 

lineer aralığını 0,5-50 μM, hassasiyetini 0,1nA/ μM tayin sınırını 0,2 nM olarak tespit 

etmiĢlerdir (Portaccio, 2013). 

 

Pengyu Sun ve Yunhua Wu camsı karbon elektrot üzerine hidrojel film kaplayarak biyosensör 

hazırlamıĢlardır ve bisfenol-A‟nın oksidasonunu siklik voltametri ile inceleyerek yapılan 

deneylerde film biyoaktivitesini korumuĢ, oksijenin azaltılmasını katalize etmiĢ ve eklenen 

hava içinde çözünmüĢ oksijen azalması bisfenol-A substratına etki ettiğini tespit etmiĢlerdir. 

Hazırlanan biyosensörün çalıĢma pH„sını 7,0, potansiyelini -0,427 V, kalibrasyon aralığını 

1,25-10,0 M, hassasiyetini 18,21 nM, Km değerini ise 3,90 μM olarak tespit etmiĢlerdir 

(Pengyu, 2013). 

 

Daodong Pan ve arkadaĢları araĢtırmalarında dağılma özelliğine sahip grafene, altın katarak 

grafen-altın nanoparçacık kompozit malzeme hazırlamıĢlardır. Bu hazırlanan kompozit 

malzeme ile tirozinaz enzimi kullanılarak bir biyosensör oluĢturmuĢlardır ve bisfenol-A tayini 

yapmıĢlardır. Yaptıkları enzim biyosensörünün çalıĢma pH„sını 7,0, potansiyelini -0,47 V, 

lineer aralığını 2,5×10
-3

 – 3,0 μM tayin sınırını 1 nM olarak tespit etmiĢlerdir. Hazırladıkları 

biyosensörün ayrıca yüksek tekrar kullanılabilirlik faktörüne (BSS %2,7) sahip olduğnu 

gözlemlemiĢlerdir (Daodong, 2015). 

 

Derya ġenaslan tirozinaz enzimi kullanarak hazırladığı biyosensörde yaptığı deneyler ile 

kinonun indirgenmesini incelemiĢ ve kinonun en iyi indirgendiği potansiyeli -0,15 V,  pH 

değerini 8,0, sıcaklığı 45 °C, tayin sınırını 1,0×10
-7

 M, Km değerini 1,04×10
-3

 mM, 

tekrarlanabilirlik deneyinde 35 günün sonunda amperometrik cevabının % 47,0‟ını 

koruduğunu, 15 ölçüm sonunda bağıl standart sapmasını % 2,75 olarak tesit etmiĢtir 

(ġenaslan, 2017). 

 

Sanju Gupta ve arkadaĢları, grafen arasında rezonanas enerji transferine dayalı algılama oksit 

kullanılmıĢ ve florensla etikentlenmiĢ bisfenol-A ya özgü aptamer tek sarmallı DNA 

kovalent olmayan montaj ve özel adsorpsiyon, floresan söndürülmesi, DNA emisyonu 

arasında örtüĢmesi ile gerçekleĢmiĢ ve soğurma spektrumuna dayalı verimli bir bisfenol-A 
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tayini için biyosensör hazırlamıĢlar. Yaptıkları çalıĢmada optimum pH‟yı 8,2, sıcaklığı 40 °C 

reaksiyon süresini 25 dk, bisfenol-A konsantrasyonu 50 pg/ml - 100 ng/ml arasında düĢük bir 

saptama aralılığı elde etmiĢlerdir (Sanju, 2017). 

 

Najib Ben Messaouda ve arkadaĢları bisfenol A tayini için camsı karbon elektrot üzerine 

tirozinaz enzimini immobilize ederek basit bir biyosensör geliĢtirilmiĢlerdir. Yapılan 

biyosensörün optimum çalıĢma pH„sını 7,5, potansiyelini -0,5 V, tayin sınırını 1,0 nM olarak 

belirlemiĢlerdir. 18 günlük bir süre boyunca biyosensörün aktivite tayini gerçekleĢtirilmiĢ ve 

biyosensörün bu süreç sonunda aktivitesinin %65‟ini koruduğunu tespit edilmiĢlerdir (Najib, 

2018) 
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3. DENEYSEL KISIM 

3.1. Deneylerde Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Deneylerde kullanılan maddeler Çizelge 3.1‟de verilmiĢtir. 

Çizelge 3.1. Deneylerde kullanılan maddeler 

Kimyasal Madde Temin Edilen Üretici Firma 

Grafit tozu Merck 

Mineral yağ Sigma 

Bisfenol-A (C15H16O2) Sigma 

Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) Merck 

Monosodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4) Merck 

Glisin (C2H5NO2) Sigma 

Sodyum hidroksit (NaOH) Merck 

Fenol (C6 H5OH) Merck 

Gluteraldehit (C5H8O2) Aldrich 

Sığır serum albümin (BSA) Sigma 

Sodyum klorür (NaCl) Sigma-Aldrich 

Asetik asit (CH3COOH) Merck 

Tirozinaz enzimi (Mantardan saflaĢtırılmıĢtır) Fluka 

Asetik asit (CH3COOH) Merck 

Potasyum nitrat (KNO3) Sigma-Aldrich 

Metil alkol (CH3OH) Sigma 

Etilasetatın (C4H8O2) Sigma-Aldrich 

Nitrofenol (C6H5NO3) Merck 

Üre (CH4N2O) Sigma 

 

3.2. Deneylerde Kullanılan Çözeltiler 

 

Bisfeno-A çözeltisi, Bisfenol-A„dan 0,0229 g alınarak pH 7,0 olan fosfat tamponu ile %60‟lık 

metanol çözeltisinde çözülerek 10 ml 0,01 M „lık stok çözelti hazırlandı. Günlük kullanılmak 

üzere stok çözeltiden alınarak istenilen deriĢimler de seyreltilerek kullanıldı. 

Fosfat tamponu: Monosodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4) ve disodyum hidrojen fosfat 

(Na2HPO4) hazırlanacak tamponun pH değerine göre hesaplanan miktarlarda tartılarak saf su 

da çözüldü daha sonra hazırlanan çözeltinin pH‟sı istenilen değere gelinceye kadar 0,1 M 

NaOH ilave edildi. Tampon çözelti +4 °C‟de buzdolabında saklandı. 
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Glisin tamponu: Glisin ve NaOH hesaplanan miktarlarda saf suda çözüldü, hazırlanan tampon 

çözeltinin pH‟sı istenilen değere gelinceye kadar 0,1 M NaOH ilave edildi. Tampon çözelti 

+4 °C‟de buzdolabında saklandı.  

 

Enzim çözeltisi: Aktivitesi 5244 ünite/mg olan tirozinazdan (mantardan safllaĢtırılmıĢ) 3,0 mg 

alınıp toplam hacmi 2,0 mL olacak Ģekilde pH 7,0 fosfat tamponu ile seyreltildi ve her biri 

0,5‟er mL lik çözeltiler halinde deney tülerine alındı. Deney sırasında kullanılacak olan enzim 

çözeltileri buzdolabında saklandı, uzun süre kullanılmadığı durumlarda ise derin dondurucuda 

muhafaza edildi. 

 

Asetik asit- asetat tamponu: Sodyum asetat hesaplanan miktarda tartılarak saf suda çözüldü, 

hazırlanan çözeltinin pH‟sı istenilen değere gelinceye kadar 0,1 M CH3COOH ilae edildi. 

Tampon çözelti +4 °C‟de buzdolabında saklandı. 

 

Sodyum hidroksit çözeltisi: Sodyum hidroksitten hesalanan miktar kadar alınıp saf suda 

çözülerek kullanılmak üzere hazırlandı. 

 

Gluteraldehit çözeltisi: %25‟lik glutaraldehit çözeltisi önce %5,0‟lik gluteraldehit çözeltisine 

seyreltildi. Daha sonra %5,0‟lik glutaraldehit çözeltisinden %2,5‟luk glutaraldehit çözeltisi 

yine aynı Ģekilde seyreltilip hazırlandı, buzdolabında muhafaza edildi. 

 

3.3. Deneylerde Kullanılan Cihazlar 

 

3.3.1. Elektrokimyasal analiz cihazı 

 

Bütün elektrokimyasal deneyler bilgisayar bağlantılı olarak çalıĢan CHI firmasının 1230-B 

modeli elektrokimyasal analiz cihazı kullanılarak yapıldı. 

 

3.3.2. Hücre ve elektrotlar 

 

Amperometrik ölçümler, üç elektrodu bulunan hücre sisteminde gerçekleĢtirildi. ÇalıĢma 

elektrodu olarak 0,5 cm çapındaki (teflondan özel olarak imal edilmiĢ) karbon pasta elektrot, 

referans elektrot olarak BAS RE-5B no‟lu Ag/AgCI ve karĢıt elektrot olarak MW-1032 no‟lu 

platin tel kullanıldı. ÇalıĢma elektrodu her elektrokimyasal çalıĢma sonrası çalıĢmanın 
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ilerleme basamaklarına bağlı olarak saf su ya da çalıĢılan tampon çözelti içerisinde +4 °C‟de 

muhafaza edildi. 

 

 

ġekil 3.1. Özel olarak teflondan yapılan karbon pasta elektrot 

 

 

 

ġekil 3.2. Elektrotların yerleĢimi 

 

3.3.3. pH metre 

 

Hazırlanan tampon çözeltiler ORĠON model ile ölçüldü. 
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3.3.4. Su banyosu 

 

Isıtma, soğutma ve su sirkülasyonu bulunan termostatlı Grant GD120 marka su banyosu 

kullanıldı. 

 

3.3.5. Mikro pipet 

 

10,0 μL-1000,0 μL çözeltilerin hücre içerisine ilaveleri ve çözelti hazırlanırken Brand marka 

±0,05 μL hassasiyeti olan mikropipetler kullanıldı. 

 

3.3.6. Saf su cihazı 

 

Bütün deneylerde kullanılan çözeltiler, GFL marka saf su cihazından sağlanan saf su ile 

hazırlanıp kullanılmıĢtır. 

 

3.4. BFA Biyosensörünün Hazırlanması ve En İyi Koşulların Belirlenmesi 

 

Hazırlanan biyosensörün en iyi çalıĢma koĢullarını belirlemek için biyosensörün bisfenol-

A‟ya duyarlılığı, çalıĢma potansiyeli, pH etkisi, kullanılan polimerin miktarı, sıcaklık etkisi, 

giriĢim, gluteraldehit miktarı, bisfenol-A deriĢimin etkisi, tekrar kullanılabilirlik ve raf 

ömrünün belirlenmesi için deneyler yapılarak biyosensörün en iyi çalıĢma koĢulları belirlendi. 

 

3.4.1. Çalışma elektrodun hazırlanması: Karbon pasta elektrot (CPE), modifiye                

..        karbon pasta elektrot (MCPE) hazırlanması 

 

ÇalıĢma yapılacak karbon pasta elektrot ilk olarak saf su ile temizlendi. ÇalıĢma için 

hazırlanan karbon pasta elektrot içeriğindeki miktar sabit olacak Ģekilde (0,142 g) hassas 

terazi kullanılarak grafit tozu tartılıp saat camı üzerine alındı. Üzerine bir arada tutma özelliği 

olan mineral yağ (nujol)  sabit hacimde (95 µl) olacak Ģekilde mikro pipet ile alınıp grafit tozu 

üzerine ilave edildi. Grafit tozu ve mineral yağ birbiriyle karılıp uygun bir kıvam alıncaya 

kadar bu karma iĢlemine devam edildi. Daha sonra karbon pasta, elektrot içindeki boĢluğa 

madde kaybı olmayacak Ģekilde cam çubuk yardımı ile dolduruldu. Doldurma iĢlemi 

tamamlandıktan sonra karbon pasta elektrot yüzeyinin düz, pürüzsüz olması için özel bir ped 
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kullanılarak elektrot pürüzsüz hale getirildi.  

Pürüzsüz hale gelen karbon pasta elektrot saf su ile tekrar yıkanıp kullanıma hazır hale 

getirildi. 

 

Karbon pasta elektrodu modifiye etme iĢlemi ise; yukarıdaki hazırlama Ģeklinden farklı olarak 

hazırlanan pastaya (grafit tozu + nujol) 1,0 mg PAMAM-Sal-Pt (II) polimeri ilave edilip 

karılması ve elektroda doldurulması ile gerçekleĢtirildi. 

 

ÇalıĢmamızda modifiye iĢlemi için kullandığımız madde Poli (amidoamin) salisilaldehit 

platin (II) (PAMAM-Sal-Pt (II))‟ dir. Bu madde çalıĢmamız için ilk defa Gazi Ünüversitesi 

Fen Faküktesi Kimya bölümü öğretim üyeleri Prof. Dr. NurĢen SARI ve Dr. Elvan 

HASANOĞLU ÖZKAN tarafından sentezlenmiĢ ve karakterize edilmiĢtir.  

 

 
 

ġekil 3.3. MCPE hazırlanması ve çalıĢma hücresi Ģeması (Bodur, 2019). 

 

3.4.2. CPE’nin sabit akıma getirilmesi 

 

Elektrokimyasal hücreye pH‟sı 7,0 olan 9 mL‟ lik fosfat tampon çözeltisi içine 1 mL NaCl 

(1M) çözeltisi ilave edildi. ÇalıĢma elektrodumuz olan CPE, diğer elektrotlar (karĢıt ve 

referans elektrot) ile birlikte hücre içerisine konuldu. ÇalıĢılacak potansiyelde elektrot akımı 

sabitleninceye kadar bekletildi ve sabitlenen akım değeri denge akımı olarak kaydedildi. 

Diğer deneylerde de bu iĢlem gerçekleĢtirildi. 
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3.4.3. CPE ve MCPE’ nin bisfenol-A’ ya duyarlılığının belirlenmesi 

 

ġekil 3.3‟e göre hazırlanan CPE ve MCPE oda koĢulunda 1 mL sodyum klorür (1M), 9 mL 

fosfat tamponu (pH 7,0)  ve 100 μL tirozinaz (236,3 ünite/mL) enzimi bulunan hücre içinde -

0,15 V‟da dengeye gelinceye kadar bekletildi. Daha sonra hücre deriĢimi 1,0×10
-6

 M olacak 

Ģekilde bisfenol-A çözeltisi ilave edilerek çözelti 20 dk karıĢtırıldı ( literatürlerde tirozinaz 

enzimi ile çalıĢmalar 20 dk karıĢtırılarak yapılmıĢtır [ġenaslan D. (2017)]. )   ve 200 s sonunda 

ölçüm yapıldı. Ölçülen bu akım değeri denge akımından çıkarılarak akım farkı (Δi) değeri 

hesaplandı. Daha sonra bu iĢlem artan deriĢimlerde 5,0×10
-4

 M deriĢime kadar bisfenol-A 

çözeltisi eklenerek akım farkı (Δi) değeri kaydedildi. Artan deriĢimlerde yapılan bisfenol-A 

ilavelerine karĢı artan akım farkları grafiğe geçirildi (ġekil 4.1).   

 

3.4.4. MCPE’ ye tirozinaz enziminin immobilizasyonu 

 

Biyosensör için 0,142 g aktif grafit tozu, 95 μL nujol ve 1 mg PAMAM-Sal-Pt (II) polimer 

saat camı içerisinde karıĢtırılarak pasta haline getirildi. Hazırlanan pasta özel hazırlanmıĢ 1 

cm derinliğinde 0,5 cm çapında elektrot içindeki boĢluğa koyulup cam çubukla elektrot içine 

sıkıĢtırılarak dolduruldu. Hazırlanan elektrot yüzeyi zımpara ile temizlenerek pürüzsüz hale 

getirtildi. Daha sonra elektrot yüzeyine ikinci bir tabaka olarak bir ependof içerisine 2,0 mg 

sığır serum albümini (BSA), 50 μL fosfat tamponu (pH 7,0), 30 μL gluteraldehit, 100 μL 

tirozinaz (236,3 ünite/mL) enzim eklenerek elde edilen karıĢım iyice karıĢtırılarak homojen 

çözelti haline getirilerek mikropipet yardımı ile hazırlanan karbon pasta elektrot yüzeyine 

kabarcık olamayacak Ģekilde damla damla ilave edildi. Hazırlanan immobilize elektrot oda 

sıcaklığında kurumaya bırakıldı. Tamamen kuruduktan sonra saf su ile yıkandı ve böylece 

yüzeye tutunamayan enzim elektrotdan uzaklaĢtırıldı. Daha sonra hazırlanan biyosensör 

yapılan deneylerde kullanıldı. Kullanılmadığı zamanlarda fosfat tamponu içerisinde +4 
o
C de 

buzdolabında muhafaza edildi. 
 

 

3.4.5. Çalışma potansiyelinin belirlenmesi 

 

Hazırlanan biyosensör 1 mL sodyum klorür (1M) ve 9 mL fosfat tamponu (pH 7,0) bulunan 

hücre içinde dengeye gelinceye kadar bekletildi. Daha sonra hücre deriĢimi 1,0×10
-6

- 5,0×10
-4

 

olacak Ģekilde hücreye bisfenol-A çözeltisi ilave edildi. Hücre içinde bulunun çözelti her 
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ekleme sonunda 20 dakika boyunca karıĢtırılarak bisfenol-A‟nın enzimatik reaksiyonla 

kinona dönüĢümü sağlandı ve 200 s sonra belirlenen potansiyellerde (-0,1 V, -0,15 V, -0,25 

V) akımlar ölçüldü. Okunan akım değerlerinden denge akımı çıkarılarak akım farkları (Δi) 

hesaplandı. Bisfenol-A deriĢimine karĢı akım farkları grafiğe geçirildi (ġekil 4.3). Çizilen 

grafiğe bakılarak reaksiyon sonunda oluĢan kinonun en iyi indirgendiği potansiyel belirlendi. 

3.4.7. PAMAM-Sal-Pt (II) Polimer miktarının belirlenmesi 

 

Farklı polimer miktarları ile hazırlanan biyosensörler hazırlanan 1 mL sodyum klorür (1M)  

ve 9 mL fosfat tamponu (pH 7,0) bulunan hücre içinde dengeye gelinceye kadar bekletildi. 

Daha sonra hücre deriĢimi 1,0×10
-6

 - 5,0×10
-4

 M olacak Ģekilde hücreye bisfenol-A çözeltisi 

ilave edildi. Hücre içinde bulunun çözelti her ekleme sonunda 20 dk boyunca karıĢtırılarak 

bisfenol-A‟nın enzimatik reaksiyonla kinona dönüĢümü sağlandı ve 200 s sonra -0,15 V „da 

akımlar ölçüldü.  Okunan akım değerlerinden denge akımı çıkarılarak akım farkları (Δi) 

hesaplandı. Bisfenol-A deriĢimine karĢı akım farkları grafiğe geçirildi. Çizilen grafiğe (ġekil 

4.4) göre en iyi polimer miktarı belirlendi. 

 

 

 

  ġekil 3.4. PAMAM-Sal-Pt(II) 
 

3.4.6. Gluteraldehit miktarının belirlenmesi 

 

Farklı guluteraldehit miktarları ile hazırlanan biyosennsörler hazırlanan 1 mL sodyum klorür 

(1M) ve 9 mL fosfat tamponu (pH 7,0)  bulunan hücre içinde dengeye gelinceye kadar 

bekletildi. Daha sonra hücre deriĢimi 1,0×10
-6

- 5,0×10
-4

 olacak Ģekilde hücreye bisfenol-A 

çözeltisi ilave edildi. Hücre içinde bulunun çözelti her ekleme sonunda 20 dk karıĢtırılarak 

bisfenol-A‟nın enzimatik reaksiyonla kinona dönüĢümü sağlandı ve 200 s sonra -0,15 V „da 

akımlar ölçüldü.  Okunan akım değerlerinden denge akımı çıkarılarak akım farkları (Δi) 
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hesaplandı. Bisfenol-A deriĢimine karĢı akım farkları grafiğe geçirildi (ġekil 4.5). Çizilen 

grafiğe göre en iyi gluteraldehit miktarı belirlendi. 

 

3.4.8. Enzim elektrodun en iyi çalışma koşullarının belirlenmesi 

 

pH„ nın belirlenmesi 

Hazırlanan biyosensör 1 mL sodyum klorür (1M)  ve 9 mL fosfat tamponu (pH 7,0) 

çözeltilerinde -0,15 V‟da dengeye getirildi. Daha sonra hücre deriĢimi 1,0×10
-4

 M olacak 

Ģekilde bisfenol-A çözeltisi ilave edildi. Çözelti 20 dk karıĢtırılıp 200 s sonunda akım değeri 

okunarak kaydedildi. Gözlenen akım değeri denge akımından çıkarılarak akım farkı (Δi) 

değeri hesaplandı. Bu deney iki defa daha yapılarak Δi1, Δi2, Δi3 değerleri hesaplanarak akım 

farklarının ortalaması alınarak Δi ort değeri hesaplandı. 

Yapılan deney aynı Ģekilde pH 5,0, 6,0 7,0, 8,0, 9,0 tampon çözeltiler içinde yapılarak her bir 

pH tamponu için akım farkı ortalamaları hesaplandı. Hesaplanan bu akım farkı değerlerine 

karĢı pH değerleri grafiğe geçirildi (ġekil 4.6). Ġmmobilize elektrodun en uygun çalıĢma pH'sı 

belirlendi. 

* pH 5,0 için Asetik asit – Asetat Tamponu 

* pH 6,0 için Fosfat Tamponu (Na2HPO4 - NaH2PO4) 

* pH 7,0 için Fosfat Tamponu (Na2HPO4 - NaH2PO4) 

* pH 8,0 için Fosfat Tamponu (Na2HPO4 - NaH2PO4) 

* pH 9,0 için Glisin Tamponu kullanıldı. 

 

 Sıcaklık etkisi  

Hazırlanan biyosensör 1 mL sodyum klorür (1M) ve 9 mL fosfat tamponu (pH 7,0) 

çözeltilerinde -0,15 V‟da sıcaklığı termostatlı dolaĢımlı su banyosu kullanılarak 20 
0
C de sabit 

tutularak dengeye getirildi. Daha sonra hücre deriĢimi 1,0×10
-4

 M olacak Ģekilde bisfenol-A 

çözeltisi ilave edildi. Çözelti 20 dk karıĢtırılıp 200 s sonunda akım değeri okunarak 

kaydedildi. Gözlenen akım değeri denge akımından çıkarılarak akım farkı (Δi) değeri 

hesaplandı. Bu deney iki defa daha yapılarak Δi1, Δi2, Δi3 değerleri hesaplanarak akım 

farklarının ortalaması alınarak Δi ort değeri hesaplandı.  
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Yapılan deneyler aynı Ģekilde 30 
o
C, 40 

o
C, 50 

o
C, 60 

o
C sıcaklıkları içinde yapılarak her bir 

sıcaklık için akım farkı değerlerine karĢı sıcaklık değerleri grafiğe geçirildi (ġekil 4.7). 

Ġmmobilize elektrodun en uygun çalıĢma sıcaklığı belirlendi. 

 

Bisfenol-A deriĢiminin etkisi 

Hazırlanan biyosensör oda koĢulunda 1 mL sodyum klorür (1M) ve 9 mL fosfat tamponu (pH 

7,0) çözeltilerinde -0,15 V‟da dengeye gelinceye kadar bekletildi. Daha sonra hücre deriĢimi 

1,0×10
-9

 M olacak Ģekilde bisfenol-A çözeltisi ilave edilerek çözelti 20 dakika karıĢtırıldı ve 

200 s sonunda ölçüm yapıldı. Ölçülen bu akım değeri denge akımından çıkarılarak akım farkı 

(Δi) değeri hesaplandı. Daha sonra bu iĢlem artan deriĢimlerde 1,0×10
-3

 M deriĢime kadar 

bisfenol-A çözeltisi eklenerek akım farkı (Δi) değerleri hesaplandı. Deney tamamlandıktan 

sonra elde edilen akım farklarına (Δi) karĢı bisfenol-A deriĢimleri grafiğe geçirildi (ġekil 4.8). 

 

Tekrarlanabilirlik 

 

Hazırlanan biyosensör 1 mL sodyum klorür (1M) ve 9 mL fosfat tamponu (pH 7,0) 

çözeltilerinde -0,15 V‟da dengeye gelinceye kadar bekletildi. Dengeye getirilen biyosensör 

optimum Ģartlarda tekrarlanabilirliğinin belirlenebilmesi için hücre deriĢimi 2,0×10
-5

M olacak 

Ģekilde bisfenol-A çözeltisi ilavesi edilerek çözelti 20 dakika karıĢtırılıp 200 s sonunda akım 

değeri okunup kaydedildi. Gözlenen akım değeri denge akımından çıkarılarak akım farkı (Δi) 

değeri hesaplandı. Bu yapılan deney 16 defa daha tekrarlanarak elde edilen akım farkı (Δi) 

değerleri ölçüm sayısına karĢı grafiğe geçirildi (ġekil 4.11). 

 

Raf ömrünün belirlenmesi 

 

Hazırlanan biyosensör 1 mL sodyum klorür (1M) ve 9 mL fosfat tamponu (pH 7,0) 

çözeltilerinde -0,15 V‟da elektrot dengeye gelinceye kadar bekletildi. Dengeye getirilen 

biyosensör optimum Ģartlarda tekrarlanabilirliğinin belirlenebilmesi için hücre deriĢimi 

2,0×10
-5 

M olacak Ģekilde bisfenol-A çözeltisi ilavesi edilerek çözelti 20 dakika karıĢtırılıp 

200 s sonunda akım değeri okunup kaydedildi. 

Gözlenen akım değeri denge akımından çıkarılarak akım farkı (Δi) değeri hesaplandı. Bu 

yapılan iĢlem iki defa daha yapılarak Δi1 ortalaması alınarak Δi ort değeri hesaplandı. Yapılan 

bu deney ve hesaplanan akım farkı ortalaması belirlenen her gün boyunca aynı Ģekilde tekrar 
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edildi. Elde edilen ortalama değerlerine karĢı deney günleri grafiğe geçirildi (ġekil 4.12)., Δi2, 

Δi3 değerleri hesaplanarak akım farklarının  

 

3.4.9. Bisfenol-A tayinine girişim yapan türlerin etkisinin incelenmesi 

 

Bu bölümde ise bisfenol-A tayinine gerçek örneklerde giriĢim yapabilecek maddeler 

incelendi. Önce biyosensör 1 mL sodyum klorür (1M) ve 9 mL fosfat tamponu (pH 7,0) 

çözeltilerinde -0,15 V‟da elektrot dengeye gelinceye kadar bekletildi. Daha sonra hücre içi 

deriĢimi 2,0×10
-8

 M olacak Ģekilde bisfenol-A çözeltisi ilave edildi. Çözelti 20 dakika 

karıĢtırılıp 200 s sonunda cevep akımı okunup kaydedildi. Daha sonra giriĢimi incelenen 

türün hücre içi deriĢimi 2,0×10
-9

 M olacak Ģekilde hücreye ilave edilip gözlenen akım değeri 

kaydedildi. Gözlenen cevap akımı, hücredeki bisfenol-A ve çalıĢılan deriĢimdeki giriĢimi 

incelenen türün oluĢturduğu cevap akımlarının toplamıdır. ÇalıĢılan türe karĢılık gelen cevap 

akımı, toplam cevap akımı değerinden BFA‟ya karĢılık gelen cevap akımı değerinin 

çıkarılması ile elde edildi. Hesaplanan ve ayrıĢtırılan cevap akımları ile giriĢimi incelenen 

türlerin yüzde olarak ne kadar giriĢim yaptığı hesaplandı. 

 

3.4.10. Gerçek örneklere biyosensörün uygulanması 

 

DiĢ hekimliğinde yapıĢtırıcı olarak kullanılan ortodontik malzemeden 17,49 mg cam tüp içine 

konulup üzerine 5 mL saf su ilave edilerek 2 saat bekletildi. Daha sonra tüp içinde bulunan su 

baĢka bir tüpe alındı. Hazırlanan biyosensör 1 mL sodyum klorür (1M) ve 9 mL fosfat 

tamponu (pH 7,0) çözeltilerinde -0,15 V‟da elektrot dengeye getirilerek denge akımı 

kaydedildi. Sonra numuneden 100 μL alınarak hücreye eklendi. Çözelti 20 dk karıĢtırılıp 200 

s sonunda cevep akımı okunup kadedildi. Gözlenen akım değeri denge akımından çıkarılarak 

akım farkı (Δi) değeri hesaplandı. Bu akım farkına karĢılık gelen deriĢim değeri kalibrasyon 

grafiğinden (ġekil 4.9) bakılarak yaklaĢık değeri belirlendi 
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA

PAMAM-Sal-Pt (II) kullanılarak hazırlanan MCP elektroda tirozinaz enzimi immobilize 

edildi. Tirozinaz enzimi oksijenli ortamda BFA‟nın kinon bileĢiğine (  4,4‟-(propan-2,2-diil) 

bis (siklohegzan 3,5-dien-1,2-dion) )  yükseltgenmesini sağlar.  BFA tayini, enzimatik 

reaksiyon sonucu oluĢan kinonun -0,15 V‟da indirgenmesi esasına dayanarak yapıldı. 

ġekil 4.1. BFA tayini için biyosensörün çalıĢma Ģeması 

GeliĢtirilen biyosensörün en iyi çalıĢma koĢulları, performansa etki eden faktörleri incelendi. 

Optimum çalıĢma koĢulları belirlenerek gerçek ortamda olabilecek madde giriĢimleri yapılan 

deneyler sonucu incelendi ve hazırlanan immobilize elektrot diĢ hekimliğinde yapıĢtırıcı 

olarak kullanılan ortodontik malzemede bisfenol-A maddesinin tayininde kullanıldı.  

4.1. Biyosensörün İn İyi Çalışma Koşullarının Belirlenmesi 

4.1.1. CP ve MCP Elektrotların BFA’ ya duyarlılığı 

Karbon pasta elektrodun ve modifiye karbon pasta elektrodun duyarlılık karĢılaĢtırılması 

bisfenol-A‟nın hücrede enzimatik reaksiyon ile kinona yükseltgenmesi ve kinonun 

oluĢturduğu anodik akımların kaydedilmesi sayesinde gerçekleĢtirildi. CPE ve MCPE -0,15 

V‟da sabit akıma getirildikten sonra denge akımı kaydedildi. ÇalıĢma hücresi içindeki 

bisfenol-A‟in deriĢimi 1,0x10
-6

 - 5,0x10
-4

 M aralığında ilaveler yapılarak bisfenol-A

deriĢimne karĢı elde edilen cevap akımları grafiğe geçirildi (ġekil 4.1). ġekil 4.1 

incelendiğinde MCPE‟da akımlarının CPE‟dakinden yaklaĢık 2 kat daha fazla olduğu 

görüldü. MCPE‟daki PAMAM-Sal-Pt (II)‟in iletkenliği arttırarak akımları yükselttiği 

düĢünüldü. 
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ġekil 4.2. CPE-MCPE bisfenol A‟ya duyarlılığı 

4.1.2. Çalışma potansiyelinin belirlenmesi 

Hazırlanan biyosensör ile bisfenol-A tayini için en iyi potansiyel değerini belirlemek için -

0,10 V, -0,15 V, -0,25 V potansiyellerde bisfenol-A deriĢimine karĢı okunan akımlar grafiğe 

geçirildi. Elde edilen grafikler (ġekil 4.3) incelendiğinde enzimatik reaksiyon sonucu oluĢan 

kinonun -0,15 V‟da en yüksek indirgenme akımının olduğu tespit edildi. Elde edilen verilere 

dayanarak çalıĢma potansiyeli -0,15 V olarak belirlendi. 

ġekil 4.3. ÇalıĢma potansiyelinin belirlenmesi (0,1 M pH‟sı 7,0 olan fosfat tamponu, 25 C) 
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4.1.3.  PAMAM-Sal-Pt (II) Polimer miktarının belirlenmesi 

 

Pollimerler çok sayıda molekülün kimyasal bağlarla düzenli bir Ģekilde bağlanarak 

olĢturdukları yüksek molekül kütleli bileĢiklerdir. Polimer bileĢikler birçok sektörde 

özelliklerine göre kullanılmaktadır. Özellikle de iletken polimerler, bu polimerler elektriği iyi 

ileten organik polimerlerdir. 

 

Hazırlanan biyosensörde polimer kullanıldığında elde edilen akım değerlerinin daha yüksek 

olduğu yapılan deneyler sonucunda gözlemlendi. Polimer miktarları sırası ile 0,5  mg, 1,0 mg, 

1,5 mg, 2,0 mg kullanıldı. Daha sonra hücre deriĢimi 1,0×10
-6

 - 5×10
-4

 olacak Ģekilde hücreye 

bisfenol-A çözeltisi ilave edilerek -0,15 V „da akımlar ölçüldü. Okunan akım değerlerinden 

denge akımı çıkarılarak akım farkları (Δi) hesaplandı. Bisfenol-A deriĢimine karĢı akım 

farkları grafiğe geçirildi. ġekil 4.4 incelendiğinde polimer miktarı arttıkça akım farklarının da 

arttığı görülmektedir. Ancak 2,0 mg da hazırlanan biyosensör yüksek akım versede deney 

sonunda elektrot içinde bulunan karbon pasta ĢiĢerek dağıldı. En kullanıĢlı ve en yüksek akım 

1,0 mg polimer kullanılarak hazırlanan elektrot olduğu gözlendi. Bu çalıĢma sonunda polimer 

miktarı 1,0 mg olarak belirlendi. 

 

 

ġekil 4.4. Biyosensörün bisfenol-A ya duyarlılığına kullanılan polimer miktarının etkisi 
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4.1.4. Gluteraldehit miktarının belirlenmesi 

 

Gluteraldehit (CHO-CH2CH2CH2-CHO), yapılan çalıĢmalarda çok fazla tercih edilen çapraz 

bağlama reaktiflerindendir. Enzimlerin yapısında bulunan amin grupları ile etkileĢime girerek 

bağlanmayı sağlar. Gluteraldehit sadece enzim yüzeyinde bulunan amin grupları ile 

etkileĢime girmez, küçük bir molekül olduğu için enzimin iç kısımlarına kadar difüzlenip iç 

kısımda bulunan  amin grupları ile de etkileĢime girebilir. Bu durum ise enzimin üç boyutlu 

yapısını ve dolayısıyla enzimin aktivitesini etkilemektedir, çünkü enzimin aktif bölgesi fazla 

çapraz bağlanma ile bloke olabilir (Xin, 1997). Bu nedenlerden dolayı kullanılacak 

gluteraldehit miktarının enzimin aktivitesine etkisinin araĢtırılması faydalı olacaktır.  

 

Hazırlanan biyosensör elektrot içerisinde kullanılan gluteraldehit miktarını belirlemek için 

20,0 μL, 30,0 μL, 40,0 μL glteraldehit (% 2,5‟luk) ile hazırlanan biyosensörler bisfenol-A 

tayini için kullanıldı. Bisfenol-A deriĢimlerine karĢı okunan akımlar grafiğe geçirildi (ġekil 

4.5). Gluteraldehit miktarının 20,0 μL‟den 30,0 μL‟ye çıkarıldığında cevap akımlarının 

arttığı; ancak miktarın 40,0 μL‟e çıkarıldığında ise aktivite kaybının olduğu akımların düĢtüğü 

görüldü. Alınan sonuçlar bu Ģekilde yorumlandı; 20,0 μL miktarındaki gluteraldehitin enzim 

immobilize etmek için yeterli olmadığı yapıyı bir arada tutamadığı, 40,0 μL miktarındaki 

gluteraldehitin ise çok fazla gelerek aĢırı bağlanma sonucu enzimin aktivite kaybına sebep 

olmasıdır. Elde edilen grafik (ġekil 4.5) incelendiğinde en yüksek akım değerinin 30 μL 

gluteraldehit kullanılan elektrotta olduğu tesit edildi.  

 

Literatürler incelendiğinde kullanılan gluteraldehit miktarları 30 μL (ġenaslan, 2017), 20 μL 

(Bodur, 2019) dir. Buda kullanılan enzimin aynı ya da farklı olmasından kaynaklanmaktadır. 
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ġekil 4.5. Biyosensörün bisfenol-A ya duyarlılığına kullanılan gluteraldehit miktarının                                               

etkisi   
 

4.1.5 pH ‘nın belirlenmesi 

 

pH enzimlerin aktivitesni etkileyen önemli faktörlerden biridir. Hazırlanan biyosensör pH 5,0, 

6,0 7,0, 8,0, 9,0 tampon çözeltilerinde -0,15 V‟da hücrede dengeye getirildi. Daha sonra hücre 

deriĢimi 1,0×10
-4

 M olacak Ģekilde bisfenol-A çözeltisi ilave edildi. Gözlenen akım 

değerlerinden denge akımı çıkarılarak akım farkları (Δi) hesaplandı. Bisfenol-A deriĢimine 

karĢı akım farkları grafiğe (ġekil 4.6) geçirildi. Bu deney iki defa daha yapılarak Δi1, Δi2, Δi3 

değerleri hesaplanarak akım farklarının ortalaması alınarak Δi ort değeri hesaplandı. ġekil 4.6 

incelendiğinde en yüksek akımın pH 7,0‟de olduğu görüldü. Bundan sonraki çalıĢmalarda pH 

7,0 olan tampon çözelti kullanıldı. 

 

Literatürde farklı materyallerle yapılmıĢ olan tirozinaz enzimi ile hazırlanan biyosensör 

çalıĢmalarında bizim çalıĢmamızla uyumlu olan optimum pH değeri de olamakla birlikte 

farklı pH değerleride bulunmaktadır. Örneğin; 7,0 (Cemeroğlu, 2001) pH değerlerindeki bu 

değiĢim immobilize edilen materyalin ve immobilizasyon türünün farklı olmasından 

kaynaklanabilmektedir. Örneğin; 7,4 (Stetter, 2002), 8,5 (Joseph, 2003), 8,0 (Kalcher,  (1997)  
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ġekil 4.6. Biyosensörün bisfenol-A ya duyarlılığına pH etkisi 

 

4.1.6 Sıcaklık etkisi  

 

Enzimler protein yapılı oldukları için sıcaklık değiĢiminden etkilenir. DüĢük sıcaklıkta 

enzimlerin aktivitesi düĢer, yüksek sıcaklıkta ise enzimin protein yapısı denatüre olur ve yine 

aktivitesinde düĢüĢ görülür. Enzimlerin kendine özgü maksimum aktivite gösterdiği optimum 

sıcaklık değerleri vardır. 

Hazırlanan biyosensör fosfat tamponu (pH 7,0) çözeltilerinde -0,15 V‟da sıcaklığı termostatlı 

dolaĢımlı su banyosu kullanılarak 20 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C de sabit tutularak 

dengeye getirildi. Daha sonra hücre deriĢimi 1,0×10
-4

 M olacak Ģekilde bisfenol-A çözeltisi 

ilave edildi.  

Gözlenen akım değeri denge akımından çıkarılarak akım farkı (Δi) değeri hesaplandı. Bu 

deney iki defa daha yapılarak Δi1 Δi2 Δi3 değerleri hesaplanarak akım farklarının ortalaması 

alınarak Δi ort değeri hesaplandı. BPA deriĢimlerine karĢı akım farkları grafiğe geçirildi (ġekil 

4.7). ġekil 4.7 incelendiğinde en yüksek akımın 40 °C de olduğu görüldü. Ancak bundan 

sonraki çalıĢmalarda ölçümlerin daha pratik ve kolay yapılabilmesi için oda sıcaklığı 

kullanıldı. 

Literatürde farklı materyallerle yapılmıĢ olan tirozinaz enzimi ile hazırlanan biyosensör 

çalıĢmaları incelendiğinde bizim çalıĢmamızla uyumlu olan optimum sıcaklık değeri 

görülmektedir. Örneğin; 40 °C (Sanju, 2017). Yapılan çalıĢmalar sonucu farklı sıcaklık 
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değerleride bulunmaktadır bunun sebebi ise immobilize edilen materyalin ve immobilizasyon 

türünün farklı olmasıdır. Örneğin; 20 °C (Marcoux, 1965), 37 °C (Mcdonald, 2001)  

 

 

ġekil 4.7. Biyosensörün bisfenol-A ya duyarlılığına pH‟nın etkisi (25 °C, 1,0×10-4 M 

bisfenol-A deriĢimi) 

 

4.1.7 Bisfenol-A derişiminin etkisi 

 

Biyosensörün bisfenol-A‟ya duyarlılığına substrat deriĢiminin etkisi araĢtirildı. Bu amaçla –

0,15 V‟da artan bisfenol-A deriĢimlerine (1,0×10
-9

–1,0×10
-3

 M) karĢı immobilize elektrodun 

amperometrik akımı kaydedildi. Elde edilen akımlar ile bisfenol-A deriĢimine karĢı akım 

farkları grafiğe geçirildi (ġekil 4.8). ġekil 4.8 biyokimyasal kinetik de Michaelis–Menten 

eğrisi olarak bilinir. ġekil 4.8 incelendiğinde bisfenol-A deriĢimi arttıkça akım farklarının 

önce doğrusal sonra da doğrusallıktan saparak hiperbolik bir Ģekilde arttığı gözleniyor. 

Bisfenol-A deriĢimi 1,0×10
-4

 M‟dan itibaren akım farklarında artıĢ çok küçük olduğu 

görülmektedir. Belirtilen derĢimden itibaren tirozinaz enzimi bisfenol-A ya doymuĢ ve 

bundan dolayı da akım farklarında değiĢme çok küçük olmuĢtur. 

 

ġekil 4.8‟in doğrusal olduğu bölgesindeki veriler grafiğe geçirilerek BFA tayini için 

kullanılacak olan kalibrasyon grafiği (ġekil 4.9) elde edildi. 
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ġekil 4.9 incelendiğinde (1,0×10
-9 

– 1,0×10
-3

 M) deriĢimleri arasında doğrusal bölge çalıĢma 

aralığının 0,01 μM - 1,0 μM arasında, (R
2
 0,9845) (Ģekil 4.9), alt tayin sınırının ise 1 nM 

olduğu belirlendi. 

 Literatürler incelendiğinde (doğrusal aralığı  2,5×10
-3

 – 3,0 μM , tayin sınırı 1 nM (Daodong, 

2015), doğrusal aralığı 1,25-10,0 μM, tayin sınırı 18,21 nM (Pengyu, 2013), doğrusal aralığı 

1,0×10
-5 

– 5,0×10
-7

 M tayin sınırı 1,0×10
-7

 M (ġenaslan, 2017))  hazırladığımız biyosensörün 

doğrusal aralığının oldukça geniĢ ve tayin sınırınında düĢük olduğunu söyleyebiliriz. 

Michaelis – Menten eğrisi hiperbolik bir eğri olduğundan dolayı enzimler için spesifik veriler 

olan Vmax ve Km değerleri bu grafikten doğru bir Ģekilde bulunamaz. Bu sebeple Michaelis – 

Menten eĢitliğinin her iki tarafının da tersi alınarak yeni bir eĢitlik ve doğrusal olan bir grafik 

(Lineweaver Burk grafiği) elde edilir (ġekil 4.10). ġekil 4.10 incelendiğinde Km(göz) 

değerinin 0,00125 μM, Imax(göz) değerinin ise 0,00312 μA olduğu belirlendi. Hazırlanan 

biyosensörün BPA‟ya ilgisini gösteren Km(göz) değeri literatürde verilen Km(göz) 

değerlerinden (8,15 nM (Najib, 2018), 3,90 μM  (Pengyu, 2013), 1,04×10
-3

 mM  (ġenaslan, 

2017)) daha düĢüktür. DüĢük olması da kullanılan polimerin enzimin substratına olan ilgisini 

arttırır. 

 

 

ġekil 4.8. Biyosensörün bisfenol-A ya duyarlılığına substrat miktarının etkisi (25 °C, 1,0×10
-

9
- 1,0×10

-3
 M bisfenol-A deriĢimi) 
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ġekil 4.9. Bisfenol-A biyosensörü için kalibrasyon grafiği (25 °C, 0,1M pH 7,0 fosfat 

tamponu) 

 

 

ġekil 4.10. Tirozinaz enzimi için Lineweaver – Burk grafiği, 25°C de (0,1M pH 7,0 fosfat 

tamponu) 

 

4.1.8. Tekrarlanabilirlik 

 

Hazırlanan biyosensör 1 mL sodyum klorür (1M) ve 9 mL fosfat tamponu (pH 7,0) 

çözeltilerinde -0,15 V‟da hücrede dengeye gelinceye kadar bekletildi. Dengeye getirilen 

biyosensör optimum Ģartlarda tekrarlanabilirliğinin belirlenebilmesi için hücre deriĢimi 

2,0×10
-5

M olacak Ģekilde bisfenol-A çözeltisi ilavesi edilerek ölçümler alındı. Gözlenen akım 

değeri denge akımından çıkarılarak akım farkı (Δi) değeri hesaplandı ve bu yapılan çalıĢma 
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16 kez daha tekrer edilerek grafiğe geçirildi (ġekil 4.11). Yapılan 17 ölçüm sonucunda elde 

edilen akım değiĢimlerinden hesaplanan bağıl standart sapma % 3,49 olarak bulundu. 17 

ölçüm sonunda biyosensörün baĢlangıç aktivitesinin % 0,94‟ ini kaybettiği gözlendi. Bu 

sonuçlardan hazırlanan biyosensörün tekrarlanabilirliğinin iyi olduğunu söyleyebiliriz. 

 

 

ġekil 4.11. Biyosensörün tekrar kullanılabilirliğinin belirlenmesi (pH 7,0 fosfat tamponu, 25 

°C) 

 

3.1.9. Raf ömrünün belirlenmesi 

 

Hazırlanan biyosensör 25 gün boyunca belirli aralıklarla 1 mL sodyum klorür (1M) ve 9 mL 

fosfat tamponu (pH 7,0) çözeltilerinde -0,15 V potansiyelde hücre dengeye gelinceye kadar 

bekletildi. Dengeye getirilen biyosensör optimum Ģartlarda hücre içi deriĢimi 2,0×10
-5

M 

olacak Ģekilde bisfenol-A çözeltisi ilave edilerek ölçümler alındı Gözlenen akım değeri denge 

akımından çıkarılarak akım farkı (Δi) değeri hesaplandı. Bu yapılan iĢlem iki defa daha 

yapılarak Δi1, Δi2, Δi3 değerleri hesaplanarak akım farklarının ortalaması alınarak Δi ort değeri 

hesaplanarak gün sayısına karĢı akım farkı grafiğe geçilildi. ( ġekil 4.12).  ġekil 4.15 

incelendiğinde, ilk 3 gün boyunca gözlenen değiĢimin az olduğu tespit edilip, 3-10 günler 

arasında akım düĢüĢünün biraz fazla olduğu, 10. günden sonra ise düĢüĢün yavaĢ devam ettiği 

kaydedilmiĢtir. Biyosensörün 25 gün sonunda baĢlangıç aktivitesinin %24,05‟ini koruduğu 

görüldü. 
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ġekil 4.12. Biyosensörün raf ömrünün belirlenmesi (0,1M pH 7,0 fosfat tamponu, 25 °C, 

2,0×10
-5

 M bisfenol-A) 

 

4.1.10. Bisfenol-A tayinine girişim yapan türlerin etkisinin incelenmesi 

 

Bu aĢamada bisfenol-A tayini yaparken giriĢim etkisi gösterebilecek maddeler fenol, 

nitrofenol, üre, potasyum nitrat, hegzan, asetonitril, etilasetat, fenol, nitrofenol, üre, potasyum 

nitrat, hegzan, asetonitril, etilasetat incelendi. Bu maddeler incelenirken hücre içinde  

bisfenol-A deriĢimi 2,0×10
-8

 M, giriĢim yapan maddelerin deriĢimi ise 2,0×10
-9

 M olarak 

hücreye ilaveler yapıldı. GiriĢimin yok edilmesi veya olabilecek en az yüzdeye indirilmesi 

gerçek numune analizlerinin tespiti ve doğruluğu açısından çok önemli bir faktördür. Bu 

maddelerden fenol (C6H5OH), nitrofenol (C6H5NO3), üre (CH4N2O), potasyum nitrat (KNO3), 

hegzan (C6H14), asetonitril (C2H3N), etilasetatın (C4H8O2) bisfenol-A tayinine giriĢim 

yapmadıkları tespit edildi.  
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4.1.11. Gerçek örneklere biyosensörün uygulanması 

 

Bu kısımda hazırlanan biyosensör 1 mL sodyum klorür (1M) ve 9 mL fosfat tamponu (pH 

7,0) çözeltilerinde -0,15 V‟da elektrot dengeye getirilerek denge akımı kaydedi. Sonra  

numuneden 100 μL alınarak hücreye eklendi. Gözlenen akım değeri denge akımından 

çıkarılarak akım farkı (Δi) değeri farkına karĢılık gelen deriĢim değeri kalibrasyon grafiğinden 

(ġekil 4.9) bakılarak 100 μL suda 0,167 ppm BFA olduğu bellirlendi. Kompozitin 5 mL suda 

bekletildiği göz önüne alınarak 0,167 ppm × 5 mL hesabı ile 5 mL suda 8,35 ppm BFA 

olduğu hesaplandı. mL baĢına düĢen BFA miktarı 8,35 ppm 5‟e bölünmesiyle 1,67 ppm/ mL 

olarak belirlendi. 

 

Sonuç olarak 17,49 mg kompozitten mg baĢına salınan BFA miktarı 1,67 ppm / 17,49 = 0,095 

ppm/mg olarak hesaplanıp, 1 mg kompozitten 1 mL suya 0,095 ppm BFA salındığı tespit 

edildi. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Yapılan tez çalıĢmasında PAMAM-Sal-Pt (II) polimer kullanılarak elde edilen bisfenol-A ya 

duyarlı biyosensörünün; 

 

 Hazırlanan biyosensörün tayin sınırı 1,0 nM, doğrusal aralığı 0,01 μM – 1,0 μM, (R
2
 

0,9845) olarak belirlendi. Hazırlanan biyosensörün tayin sınırı düĢüktür.Tayin sınırının 

düĢüklüğü, küçük deriĢimlerdeki madde miktarı tayinine dahi olanak tanıması açısından 

çok önemlidir. Doğrusal aralığının oldukça geniĢ olması da biyosensör için bir avantajdır. 

 

 Optimum sıcaklık değeri 40°C olarak tespit edildi  

 

 Biyosensörün cevap süresinin 200 s olduğu gözlemlendi. 

 

 Tekrarlanabilirliği oldukça iyidir. 17 ölçüm sonunda bağıl standart sapmanın %3,49 ve 

baĢlangıçtaki amperometrik cevabınında %0,94 oranında çok küçük bir kayıp olduğu 

görüldü. Elde edilen veriler immobilize elektrodumuzun yüksek bir tekrarlanabilirliğe 

sahip olduğunu göstermektedir.  

 

 Raf ömrü inncelendiğinde, 25 gün sonra baĢlangıç amperometrik cevabının %24,05‟ inin 

korunduğu tespit edildi. 

 

 Biyosensörün hazırlanması pratik ve maliyeti düĢüktür. 

 

 Hazırlanan biyosensörde kullanılan enzim için optimum pH 7,0 olarak tespit edildi. 

 

 Biyosensörün Km(göz) değeri, 0,00125 μM olarak bulundu. Literatürdeki diğer BFA 

biyosensörlerine ait Km değerleri ile kıyaslandığında biyosensörümüze ait değerin daha 

düĢük olduğu görüldü, Km değerinin küçük olması sayesinde, enzimlerin immobilize 

edildiği MCPE yüzeyinde substrata karĢı olan ilgilerinin artırdığı görülebilir. Km 

değerinin küçük olması düĢük deriĢimleri tayin edebilme olanağı sağlar ve PAMAM-Sal-

Pt (II) polimerinin, enzimin substrata olan ilgisini arttırdığını göstermektedir. 
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 Sonuç olarak hazırlanan bisfenol-A ya duyarlı biyosensör, geniĢ çalıĢma aralığına düĢük 

tayin sınırına, düĢük cevap süresine, iyi bir tekrarlanabilirliğe ve uzun bir raf ömrüne 

sahiptir. 

 

Bu çalıĢmada hazırlanan BFA biyosensörünün bu hali ile uygulama alanı bulabileceği, 

kullanım imkanının olabileceği, aynı zamanda geliĢtirilmeye açık olduğu söylenebilir. 
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