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OZET

Bisfenol-A oksijen varliginda tirozinaz enzimi Kkatalizorliigiinde enzimatik tepkime
sonucunda kinon bilesigine yiikseltgenir. Bisfenol-A’nin tayini bu enzimatik tepkime
sonucunda olusan p-bisbenzokinonun -0,10V’°da elektrokimyasal olarak o&lglimesine
dayanarak yapildi. Bu ¢alismada bisfenol-A tayini igin yeni bir biyosensor tasarlandi. Tlk
olarak Poli (amidoamin) salisilidenimin paladyum (I1) (PAMAM-Sal-Pd (II)) katkili karbon
pasta elektrot hazirlandi. Daha sonra modifiye edilmis karbon pasta elektrot yiizeyine
tirozinaz enzimi gluteraldehit varliginda ¢apraz baglama yontemi ile immobilize edildi.
Hazirlanan bisfenol-A biyosensoriiniin en iyi ¢alisma kosullarin1 belirlemek amaciyla
biyosensoriin dogrusal ¢alisma araligi, polimer miktari, gluteraldehit miktari, pH, sicaklik,
bisfenol-A derisim etkisi, tekrarlanabilirligin belirlenmesi, raf omrii siiresi ve gergek
ornekler iizerinde bisfenol-A tayinine girisim yapabilecek tiirlerin etkisi incelendi. Dogrusal
caligma araligi 0,001 uM-0,05uM, polimer miktar1 1mg, gluterldehit miktar1 30 ul, pH 7,0
ve calisma potansiyeli -0,10V olarak belirlendi. Hazirlanan biyosensor plastik yiyecek
saklama kaplar1 ve plastik su sigelerinde bulunan bisfenol-A tayini i¢in kullanildi. Yapilan
deneyler sonucunda plastik su sisesinde bisfenol-A’ya rastlanilmadi. Plastik saklama
kabinda bulunan bisfenol-A miktarida tolere edilebilir giinliik alim sinirlari i¢inde kaldi.
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ABSTRACT

Bisphenol-A is oxidized to quinone as a result of enzymatic reaction catalyzed by tyrosinase
enzyme in the presence of oxygen. The determination of bisphenol-A was based on the
electrochemical measurement of p-bisbenzoquinone formed as a result of this enzymatic
reaction at -0.10V. In this study, a new biosensor was designed for bisphenol-A
determination. Firstly, poly (amidoamine) salicylidenimine palladium (11) (PAMAM-Sal-Pd
(1)) doped carbon paste electrode was prepared. Then, the tyrosinase enzyme was
immobilized on the modified carbon paste electrode surface by cross-linking method in the
presence of glutaraldehyde. In order to determine the best working conditions of the prepared
bisphenol-A biosensor, the linear operating range of the biosensor, the amount of polymer,
the amount of glutaraldehyde, pH, temperature, the effect of bisphenol-A concentration, the
determination of reproducibility, the shelf life period and the effect of the species that can
interfere with the determination of bisphenol-A on real samples were examined. The linear
working range was determined as 0.001puM-0.05uM, the amount of polymer 1 mg, the
amount of glutaraldehyde 30 pl, pH 7.0 and the working potential -0.10V. The prepared
biosensor was used for the determination of bisphenol-A in plastic food storage containers
and plastic water bottles. As a result of the experiments, bisphenol-A was not found in the
plastic water bottle. The amount of bisphenol-A in the plastic storage container remained
within the tolerable daily intake limits.
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1. GIRIS

BFA polimer olmayan plastiklerde ve epoksi regine yapiminda katki maddesi olarak
endiistride siklikla kullanilan endokrin sistemlerde bozukluklara yol agan bir kimyasaldir
(Ayazgok, 2017). Cevre Koruma Ajansi (U.S EPA), endokrin sistemin isleyisini olumsuz
yonde etkileyen maddeleri, hedef reseptor veya dokudaki hormonlarin etkisini durduran,
taklit eden ya da direkt olarak iiretimini inhibe eden kimyasallar olarak tanimlamistir. BFA
yapilan ¢aligmalarda strojenik 6zellik gostererek endokrin sistemini olumsuz etkileyen bir

kimyasal olarak da tanimlanmistir (Jalal, 2018).

Bisfenol-A (BFA) ilk kez 1891 yilinda Dianin tarafindan kesfedilmistir. 1905 yilinda ise
Zincke tarafindan aseton ve fenolden sentezlenmistir (Huang, 2012). 1930 yilindan itibaren
ticari alanlarda kullanilmaktadir (Jalal, 2018).

BFA polikarbonat plastiklerin endiistrilerinde, konserve yapimu, su siseleri, yiyecek saklama
kaplari, bebek oyuncaklari, biberonlar1 ve emzikleri, CD, DVD, kasa fisleri, dis dolgu
macunlari, PVC plastik pencerelerede, otomotiv pargalari, toz boya, bir¢ok elektrik ve

elektronik parc¢a yapiminda vb. alanlarda siklikla kullanilmaktadir (Churchwell, 2014).

BFA insan viicuduna esas olarak yiyeceklerle ve igme sulariyla girmektedir. Ayrica, ev

esyalar1, kozmetik triinleri, medikal {irtinler ile viicuda alinimi s6z konusudur (Manfo,
2014).

Gidalarin muhafaza edilmesinde kullanilan BFA katkili konserve ve saklama kaplariin
1isitilmast sonucu BFA’nin gida iirlinlerine sizmasi artmaktadir. Bilimsel sonuglar diisiik

BFA derigsimlerinin 6zellikle hamile kadinlarda, embriyo ve ¢ocuklarda hasara yol agtigini

bildirmektedir (Doerge, 2010).

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) dnceki yillarda BFA nin hamileler ve ¢ocuklar igin
giivenilir oldugunu iddia etmesine ragmen 2010 yilinda yeni dogan bebeklerin, fetiislerin ve
de kiiciik c¢ocuklarin; beyin, davranis ve prostat bezi iizerinde etkileri oldugunu ifade
etmistir. Kanada 2010 Eyliill ayinda BFA nin toksik oldugunu agiklayan ilk iilkedir. Kanada
Hiikiimeti BFA’nin bebek biberonlarinda kullanimini yasaklamistir (FDA, 2010). Yapilan

hem in vitro hem in vivo g¢alismalarda BFA ’nin membran Ostrojen reseptdrlerine, G



proteinlerine bagl reseptorlere, 30 farkl tiroid reseptdrlerine, dstrojenle iligkili reseptor
gamaya baglanabildigi belirlenmistir (Cimmino, 2020). BFA artan kisirlik, adet dongiisii
bozulmasi, erken menopoz, meme ve yumurtalik tiimorii olusumu vb. kadin hastaliklarinin
olusmasinda onemli bir etkendir. BFA androjen reseptor yolu, testikiiler etrofi, sperm

sayisinda ve kalitesinde azalmalara neden olur (Rochester, 2013).

BFA diinyada en yaygin olarak iiretilen ve kullanilan kimyasallarin baginda yer almaktadir.
2002 yilinda diinya tizerinde toplam 2,8 milyon ton tretilmistir. 2011 yilinda ise diinyada
iretilen miktar 5,5 milyon ton olmustur. Yillikk %13 artis ile en fazla BFA iiretimi
gerceklestiren {lilke Asya iilkeleri olmustur. Hindistan da ise polikarbonatlarin talebinde

%19’luk bir artis s6z konusudur (Wang, 2017).

BFA’nin ¢evresel derisimi hakkinda yapilan caligmalarda, yiizey sularindaki oranlarinin
farklh tlkelerin smirlarindan gecen ayni nehirde bile farkli oldugu belirtilmistir. Cevre
koruma ajansi her yil yaklasik 450 ton BFA’nin ¢evreye sizdigini belirlemistir (Wenzel,
2003).

BFA‘nin zararlarindan dolay: kullanilan miktarlarda sinirlamalar yapilmistir. Avrupa gida
giivenligi kurumunun bildirgesinde 50 pg/kg/viicut kiitlesi/giin tolere edilebilir giinliik doz
degeri olarak belirlemistir (Rahman, 2017). U.S EPA tarafindan yan etki gostermeyen doz
ve en diisiik gbzlemlenen etki seviyesi 5 ve 50 mg/kg/viicut kiitlesi olarak tanimlanmistir

(Bolt, 2011).

Avrupa Komisyonu 2003, 2008 ve 2010 yillarinda BFA {izerinde detayl1 bir risk analizi
yapmustir. Yapilan analizlerde BFA’ya belirli derecelerde maruz kalmanin insanlar ve ¢evre
i¢in bir sorun teskil etmedigi belirtilmistir. Buna ragmen Fransa BFA igeren bebek biberonu

satisin1 engellemistir (Ozdal, 2014).

BFA’nin viicuda alindigt zaman olusturabildigi hasarlar ve cevreye verdigi zararlarin
analizinin yapilabilmesi i¢in bircok yontem gelistirilmistir. Bunlar BFA’nin analizini
miimkiin kilan amperometrik voltametri, UV, diferansiyel puls, ve elektrokimyasal analiz
yontemlerdir (Diindar, 2014).



Ancak BFA’nin tayini i¢in kullanilan bu cihazlar oldukg¢a pahali ve ulagimi giigtiir. Bu
sebeplerden dolay1 BFA’nin tayini i¢in daha ucuz, basit, kolay ulasilabilir, cabuk ve dogru

cevaplar verebilen biyosensorler gelistirmek dnem teskil etmektedir.

BFA tayini yapabilmek i¢in bir¢ok biyosensor gelistirilmistir.

e Pan ve arkadaslari, grafen—altin nano pargacikli ve tirozinaz bazli BFA’nin tespiti igin
hazirlanan yeni bir biyosensor olusturmuslardir. Hazirladiklar1 yeni biyosensori
BFA‘nin tayininde diferansiyel puls yontemini kullanarak uygulamaya gecirmislerdir
(Pan, 2015).

e Kocak ve arkadaglari, PAMAM-Sal-Pt (II) katkili yeni bir karbon pasta elektrot
hazirlamiglardir. Hazirladiklar1 yeni biyosensérii BFA‘nin tayininde amperometrik
voltametri yontemini kullanarak tayin etmislerdir (Kogak, H.2020).

e Wu ve arkadaslari, tirozinaz enzimini tampon ¢ozeltisine dogrudan ekleme yapmak
yerine tek bir tirozinaz molekiiliiniin ince bir ag polimer kabuguna kapsiillenmesi ile
tirozinaz nanokapsiilleri (nTyr) hazirlamislardir. Nanokapsiiliin basarili olup olmadigini
ise kare dalga voltametrisi yontemini kullanarak belirlemislerdir (Wu. L, 2020).

e Messaound ve arkadaglari, BFA’nin belirlenebilmesi i¢in ksantin oksidaz (XOD)
enzimatik 1inhibisyonuna dayali yeni ve basit bir biyosensor gelistirmislerdir.
Hazirladiklar1 biyosensoriic BFA’nin tayininde UV yontemini kullanarak tayin
etmislerdir (Messaound, 2018).

Biyosensor tasariminda kullanilan elektrot yiizeyi Onemlidir. Bu c¢alismada diger
caligmalardan farkli olarak ilk kez sentezlenen ve karakterize edilen PAMAM-Sal-Pd(l1)
bilesigi kullanilmistir. Elektrot yiizeyine tirozinaz enzimi capraz baglama yontemi
kullanilarak immobilize edilmistir. Hazirlanan modifiye karbon pasta elektrot ile bisfenol-
A’nin amperometrik olarak oOlgiimleri gerceklestirilmistir. Modifiye edilen biyosensorle
yapilan deneyler sonucunda iletkenliginin karbon pasta elektroda gore yaklasik iki kat daha
fazla oldgu, dogrusal ¢alisma araliginin oldukg¢a genis ve alt tayin sinirinin diisiik oldugu

belirlenmistir.

Gelistirilen biyosensoriin avantajlari,

e Kolay ve hizli hazirlanabilmesi,



Cevap siiresinin kisa olmasi,
Oldukga genis bir dogrusal bolge calisma araliginin olmasi,

Alt tayin smirmin diisiik olmasi kiigiik derisimlerde madde miktarlarinin tayinini

miimkiin kilmasi,
Tekrarlabilirliginin iyi olmasi,

Raf 6mrinin uzun olmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bisfenol-A’nin Tanim

Kimyasal ad1 2,2- bi (4-hidroksifenil) propan olarak bilinen bisfenol-A (BFA) ilk olarak
1891 yilinda Dianin tarafindan 1905 yilinda ise Zincke tarafindan aseton ve fenolden
sentezlenmistir (Sekil 2.1). 1930 yilindan itibaren ticari alanlarda kullanilmaktadir. BFA
genelde %99,8-99 saflikta kullanilmaktadir (Jalal, 2018).

— O P — < i{} r—
=% L _— O «\ p ——& ——OH + H0
S > ~~ N\ \ /4
\// CH; CH; N\ 4 CH: N_7/
FENOL ASETON BISFENOL A

Sekil 2.1. BFA’nin aseton ve fenolden sentezlenme tepkimesi (Diindar, 2014).

BFA diinya lizerinde genis liretim alan1 olan bir kimyasaldir. Renksiz bir kati olan BFA
sudaki ¢oziiniirliig diisiik olmasia karsin organik ¢oziiciilerde iyi ¢ozlinen bir kimyasal
maddedir. BFA genel olarak baglanma, plastigin sertlestirilmesi, plastiklestirme ve dolgu

materyali olarak kullanilmaktadir (Fernandez, 2007).

BFA yiiksek saflikta polikarbonat imalatinda ve daha diisiik saflikta epoksi re¢ine imalatinda
kullanilmak tizere iki farkli kalitede tiretilmektedir (Bahadir, 2011). Yasamin her alaninda
siklikla kullanilan plastiklerin canlilara ve g¢evresine vermis oldugu zararlar1 daha iyi
kavrayabilmek i¢in kimyasal yapi igerigi (Cizelge 2.1) ve geri doniigiim bilgilerine (Cizelge
2.2) bakmak fayda saglayacaktir. (Diindar, 2014).

Cizelge 2.1. Bisfenol-A’nin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

Molekiil Formiili C15H1602

Molekiil Kiitlesi 228,29 g/mol

IUPAC Numarasi 4.4’-(propane-2,2-diyl)diphenol
Erime Noktasi 158°C

Kaynama Nokts1 360°C

Yogunluk 1,2 glem?®

Suda Coziinebilirlik 120-300 mg/L




Cizelge 2.2. Geri doniisiim isaretleri

AMBALAJLARIN UZERINDE GORDUGUNUZ ISARETLERIN ANLAMLARI

Uzernde bobunn ambalsgm port donlycbilie
mal dco cbdupumy

o

| ST
Urintn ambalap Usenade bulunan “Yep! Nokta™ amblenw, 0
pmbalp Yo suren marks sahid Ambala) Atilarmn

yoretmeld uyarinca geri hazamm sorumbilufuny
¥a devrettafind posterw. CEVED Wkemiade faakyet gosteren
yethiondirimiy hurviuy olarak yeyil nokta iparetinn tok
. B igaretin boywty ve rengl ambalajs uygun olarak
Parkhibk gosterebir
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Patiayic Grin Kermektedic,

Urunun geri donusturulmuy maddeden elde
edildigini gosters

Oksitheyict Urin iermektedi,

Poletilen tereftalat malzemesinden imal
edildigini gsteren kod 1'dir.

PWevienebilir Grin germektedir.

YOksek yoguniukiy polietiien malzemesinden
Imal edildigini gosteren kod 2°dw.

[Toksik Grin igermektedir,

Polivindl Klorur malzemesinden imal edidigini
gosteren kod ¥'tle.
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Urdndn Rus ulusal standartiarnda gore uygun kalitede
pldupuny pdsteren simgedi
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2.2. Enzimlerin Tanim

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki tepkimeleri hizlandiran biyokimyasal katalizorlerdir.
Enzimler biyokimyasal olaylarin canli viicudunda hayatla uyumlu bir sekilde siire gelmesini

saglayan kimyasal ajanlardir.

Enzimler araciligiyla katalize edilen tepkimelere katilan kimyasal molekiillere subsrat denir.
Enzimler spesifik kimyasal tepkimelerin hizlanmasini saglarlar. Substratlart i¢in yiiksek
oranda spesifiklige sahiptirler. Sulu c¢ozeltilerde uygun sicaklik ve pH’da optimum

fonksiyon gosterirler.

Biyolojik kataliz 1800’lii y1llarda mide salgilariyla etin sindirilmesi, tiikiiriik ve ¢esitli bitki

ozleri ile nisastanin sekere doniistiiriilmesinin incelenmesi ile taninmistir (Diindar, 2014).

Katalitik RNA molekiillerinin kii¢lik bir grubu harig biitiin enzimler proteindir. Bu nedenle
enzimler, proteinlere ait tiim yapisal 6zellikleri gosterir. Enzimler, diger proteinler gibi 12

000’den 1 000 000 kilodalton (kDa) ve iizerine kadar degisen molekiil kiitlesine sahiptir.

Bazi enzimler aktivite gosterebilmek igin, protein yapilarint olusturan amino asit
kalintilarindan baska kimyasal maddeye ihtiya¢ duymazlar. Bazi enzimler ise kofaktor
olarak bilinen ek bir kimyasal maddeye gereksinim duyarlar. Kofaktorler, Fe*?, Mg*2, Mn*2
ve Zn*? gibi bir veya daha fazla inorganik iyon ya da koenzim (FAD*, NAD, KoenzimA
gibi) denen organik veya metalloorganik kompleks bir molekiildiir.

Kofaktori ile birlikte katalitik olarak aktif olan bir enzim holoenzim olarak adlandirilir.
Holoenzimin bir protein birde kofaktdr kismi1 vardir. Protein kismina apoenzim adi verilir.

Enzime ¢ok siki bir sekilde bagli olan koenzimlere prostetik grup denir [Altinisik, 2009].
Enzimlerin siniflandirilmasi;

e Oksidorediiktazlar: Indirgenme ve yiikseltgenme tepkimelerini Kkatalize eden
enzimlerdir.

e Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin bir molekiilden digerine transferini katalize ederler.

e Hidrolazlar: Su katilmasi suretiyle baglarin pargalandig hidroliz tepkimelerini katalize

ederler.



e Liyazlar: Oksidasyon veya hidrolizden bagka yollarla baglar1 yikar veya olustururlar.

e izomerazlar: Bir molekiil igindeki rasemizasyon veya epimerizasyon, Cis-trans
izomerizasyon olaylarini katalize ederler.

e Ligazlar: Enerji bakimindan zengin bagm hidrolizi ile iki molekiilin birbirine

baglanmasini katalize ederler.

Enzimatik tepkimelerin hizlarinin  deneysel parametrelerdeki degismelerle nasil

degistiklerinin incelenmesi, enzim kinetikleri olarak bilinir.

Enzimatik bir tepkime,

E+S —m ES —— E +0
k3

Sekil 2.2 Enzimatik tepkime.

Bu sekilde gosterilen, E ve S’den ki hizi ile ES kompleksi olusurken; ES’nin ayrigmasi ise

k2 hizindaki geri tepkimeleri ve ks hizi ile enzim ve {iriiniin ayrismasi olusur (Sekil 2.2).

Tepkime kararli duruma geldigi zaman ¢’Kararli Durum Ilkesi “’ne goére ES’nin olusmasi
ayrismasina esit olur ve derisimi degismez (Lineweaver, 1934).Substratin ¢ok bol oldugu bir
ortamda optimum sartlarda enzimatik bir tepkimenin odlgiilen ilk hiz1 (Vo), enzim derigimi

[E] ile dogru orantihidir (Sekil 2.3).



Reaksiyon Hizi

Enzim konsantrasyonu

Sekil 2.3. Dogrusal enzim grafigi

Enzim derisimi ve diger tiim sartlarin sabit kaldig1 ¢ok kiigiik subsrat derisimlerinde bile
enzim molekiillerinin birgogu serbest hale geger. ES kompleksi az miktarda olusur ve tiriine
doniisen substrat miktar1 azdir veya tepkime hizi kiigiiktiir. Substrat derisiminin belirli
oranlarda artmasi ile enzim molekiillerinin yarisinin serbest kalip yarisinin ES kompleksi
olusturdugu yar1 maksimum hiz (1/2 Vmax) noktasina ulasilir. Substrat derisiminin belirli
artislarinin devaminda enzim molekiillerinin hepsinin ES kompleksi olusturdugu bir noktada
tepkime hizt maksimumdur (Vmax) ve bu noktadan sonra substrat derisiminin artigi ile

tepkime hiz1 artmaz (Sekil 2.4) (Spille, 1997).
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Sekil 2.4. Michaelis-Menten grafigi
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Enzim derisimi ve diger biitiin sartlarin sabit oldugu bir ortamda enzimatik tepkimenin hizi,
substrat derisiminin artirilmasiyla baglangicta dogrusal bir artis gosterir; fakat substrat ilave

edildikge hiz lineerlikten saparak belirli bir Vmax diizeyinde sabit kalir.

Vmax noktasindaki substrat derisimlerinde enzimin doygunluk noktasinda olan ve bunun
iizerinde degerler olabileceginden 6l¢iilmesi pratik olarak zordur. Buna karsilik enzimatik
bir tepkimede enzim molekiillerinin yarisinin substrata doydugu ve boylece yart maksimum
hizin (1/2 Vmax) gozlendigi noktadaki substrat derisimi 6l¢iilebilir. Bir enzimatik tepkimede
enzim molekiillerinin yarisinin substrata doydugu ve bdylece yari maksimum hizin
gozlendigi noktadaki substrat derisimine “Michaclis-Menten sabiti” denir ve Km ile

gosterilir.

Enzimatik bir tepkime i¢in Vo, Vmax, Km ve [S] arasindaki iliski, “Michaelis-Menten
denklemi” ile ifade edilir (Sekil 2.5).

Vi . [S] V: Heal-f.swnn hizi
Vz—— Vi : Maksimum hiz

Km +[S] Km: Michaelis-Menten sabiti
Michaeliz-Merten denklemi [5] : Substrat konsantrasyonu

Sekil 2.5. Michaelis-Menten denklemi

Michaelis-Menten denklemi bir hiperbolik egrinin denklemi oldugu i¢in ve hiperbolik
egrinin karakteristik noktalarini belirlemek zor oldugundan bir enzime ait Vmax ve Km’yi
deneysel olarak incelemeyi kolaylastirmak igin grafigi dogrusal olan baska denklemler
onerilmistir. Onerilen bu denklem Michaelis-Menten denklemini tersine ¢evirip ¢arpanlarina

ayirmakla elde edilen Lineweaver-Burk denklemidir (Sekil 2.6) (Altinisik, 2009).
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Lineweaver-Burk denklemi ve grafigi

Sekil 2.6. Lineweaver-Burk denklem ve grafigi

2.2.1. Tirozinaz (polifenoloksidaz) enzimi

Tirozinaz (polifenoloksidaz) (EC.1.14.18.1) olarak bilinen oksidorediiktaz sinifinda olan bir
enzimdir. Gelismis bitkilerde, mantarlarda ve hayvanlarda olan molekiiler oksijeni
kullanarak, monofenollerin o-difenollere hidroksilaysonu, o-difenollerinde o-kinonlara
oksidasyonunu Katalizleyen bir enzimdir. Enzimin aktif bolgesinde histidin aminoasidi
iceren alt1 adet azot atomu ile gevrelenmis bir ¢ift bakir atomu molekiiler oksijen ile

etkilesim halindedir (Sekil 2.7) (Garcia-Molina,2007).

(His)
> NH
’ ,,"‘ (His)
(His) - o
X N 1
J \ ‘ ‘ N“' <
HN ; N oren . O - v . ~ NH
Cu l Cu
N N-—
. ]
Y -\") N <7 | |
\\ / - ~ ) N
A—NH . (Hs)
(His) ' y
HN - a
i"‘hS:

Sekil 2.7. Tirozinaz enziminin aktif bolgesi (Garcia-Molina, 2007).
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Sekil 2.8. Tirozinaz enzimi ile monofenollerin hidroksilasyonu ve difenollerin
yiikseltgenme mekanizmasi (Kim, Y. J. & Uyama, H, 2005 ).

Tirozinaz katekolaz ve krezolaz olmak tizere iki farkli aktivite gosterir. Tirozinaz enzimi
ilk kez Schoenbein tarafindan 1856 yilinda yenilebilir mantarlarda bulundugu

kesfedilmistir (Laemmli, 1970).

Tirozinaz ve polifenoller bitkilerde siklikla bulunmaktadir. Bitkilerin viral ve mikrobiyal

enfeksiyonlara ve olumsuz iklim sartlarina karsi direngli olmasini saglar. Gida
teknolojisinde tirozinaz enzimi 6nemli bir role sahiptir. Tirozinaz i¢eren bazi gida maddeleri

patlican, ananas, ¢ay, enginar, muz, ¢ilek ve elma olarak sayilabilir (Spille, 1997).

Tirozinaz enzimi bitkilerin yan1 sira ¢esitli mikroorganizmalarda, 6zellikle mantarlarda ve

bazi hayvansal organizmalarda bulunabilmektedir (Vamos-Vigyazo, 1981).

Tirozinaz, kagit sanayi ve kagit hamuru, tekstil sanayi, ila¢ sanayi ve ¢evre teknolojileri
uygulamalari i¢in ¢cok kullanisli bir enzimdir. Tirozinaz enziminin esmerlesme etkileri ¢esitli
faydali amaclar i¢in kullanilmaktadir. Antioksidan ve besin renklendirici biyosentezi gida
sektoriinde renk olusumu, kakao, cay ve kahve gibi lezzetlerin gelistirilmesinde
kullanilmaktadir. Ayrica seker pancari, askorbik asit tayini, pektin jellesme ve biyosensor

olarak uygulanmaktadir (Simsek, 2007).
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Enzimatik esmerlesme genellikle bitkilerde ve meyvelerde dogal olarak bulunan polifenol
oksidaz enziminin varligindan kaynaklanir. Meyve ve sebzeler normal formlarinda oksijen
ile temas halinde olmadig i¢in bir kararma s6z konusu olmaz. Ancak meyve ve sebzeler
zedelendigi ya da kesildigi zaman, enzimler oksijen varliginda fenolik bilesiklerle temasa

gegerek renkli bilesikleri olusturur.

Tirozinaz o-hidroksilasyonu DOPA’ya (3-4 dihidroksifenilalanin) katalize eder ayrica
DOPA’y1 dopakinona oksitler. Bu siire¢ melanin pigmentleri tiretmek i¢in bir dizi enzimatik

tepkimeyle devam eder (Sekil 2.8) (Lerner, 1950).

L9

0 E
]
= | L\(,” Tirozinaz HiC ’JQ/YJ\()H Eq. 1
NH, O; NH, '
HO ~ /

HO
L-tvoan L. - DOPA
(L-3 4 -dihidrok=safenilalamin)

(4-hidroks:-L-fenilalanin)

HIC

.l\\\\-

HO o Tirozinaz

HO OH
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Dopakinon

v
Meamn

Sekil 2.9. Tirozinaz enziminin organizmadaki gorevi (Aytan, 2009).

2.3. Biyosensorler

Biyosensorler biyokimyasal molekiillerin kullanilmasiyla 6lciilecek maddeye karsi segici
ozellik gbsteren, numunelerin yap1 ve yogunluk bilgilerini 6l¢iilebilir ve islenebilir elektrik
sinyaline doniistiiren biyoanalitik cihazlardir. Sicaklik, pH gibi fiziksel sinirlandirmalardan
etkilenmemeleri, geri doniistiiriilebilir olmalar1 ve ileri diizeyde spesifik olma gibi

ozelliklere sahip olmalari olduk¢a 6nemlidir (Tang, 2006).

Giinlik hayatta farkinda olmadan yiizlerce sensor kullanilmaktadir. Kameralar, MR

gorlintiilleme cihazlari, glukozmetreler, yakit miktarin1 bildiren sensorler, mikrofonlar,
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sicaklik ve nem bildiren saatler, sensorlii lambalar, hiz sensorleri en yaygin olarak kullanilan

sensor ¢esitleridir (Rittersma, 2002).

Biitiin canlilar viicudunda bulunan kimyasal ve fiziksel biyosensorler ile ¢evresiyle iletisim
halindedir. Canli viicudunun kendisi bir biyosensordiir. Canli biinyesinde bulunan organik
ve inorganik maddelerin dengesi bozuldugunda ya da yabanci bir madde viicuda girdiginde
cesitli hastaliklara yol agmaktadir. Viicutta bulunan maddelerin miktarlarinda degisiklik

oldugunda canli viicudu bir sensor gibi tepki vermektedir (Klonoff, 2005).

Canlilar yasamlarin siirdiirebilmek icin yasadiklar1 ortamda meydana gelen degisiklikleri
algilayip en kisa siirede adapte olmak zorundadir. Bu davranislar1 sayesinde disaridan
gelebilecek tehlikelere karsi koruyucu bir kalkan olusturmak i¢in saf enzim, doku ve
mikroorganizma 6zelligine sahip dogal sensorleri kullanirlar. Canlilarda dogal olarak var
olan algilama mekanizmasi bilim insanlar1 tarafindan 6rnek alinarak biyosensorler elde

edilmistir (Taylek, 2017).

Biyosensorler analit (analizi yapilmak istenen madde veya materyal), biyolojik algilayicilar
(antikorlar, niikleik asitler, mikroorganizmalar, enzimler, dokular ve hiicreler gibi
algilayicilardir.) ve doniistiirticiiler (optik fiberler, elektrotlar, transistorler, termistorler)

olmak {iizere ti¢ kisimdan olusur (Sekil 2.9) (Velasco-Garcia, 2003).

: f
Q O enzimler i i elektrik
5 oy 0 molekiiller } t elektrokimya N
o i reseptorler * + optik } = e
Girdi \3 antikorlar E : termal Yikseltici #,-} Cikin
-] ,,-*QS niikleikasit } ¢ akustik — ,-f'“"#
O o O vh, H t piezoeletrik b
O : : vh,
_{nalit . n - L 1 m o I n
Biyoreseptir Arayiz Donustiriciler  Kullame Arayizi
Molekiilleri

Sekil 2.10. Biyosensorlerin sematik gésterimi (Nice,1999).

Biyosensor caligmalari her gecen giin hizla artmakta ve gelismektedir. Caligsmalarin hizla
artmasinin sebebi ise boyutlarinin kii¢iik, uygulama alanlarinin fazla, kisa siirede dogru

sonuglar vermesi ve ucuz olmasidir (Nice,1999).
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2.3.1. Biyosensorlerin siniflandirilmasi

Biyosensorler tayin yontemine gore ve biyokimyasal molekiile gore iki alt sinifta

incelenebilir.

Biyokimyasal molekiillere gore,

e Enzim sensorleri,
e Niikleik asit biyosensorleri,
e Immiin sensorler,

e Mikrobiyal sensorler olmak iizere dort sinifa ayrilir (Kogak. H, 2020).

Tayin yontemine gore,

e Elektrokimyasal Biyosensorler: Amperiometrik, Potansiyometrik, Empedans ve
Voltmetrik olarak dort farkli sinifa ayrilir.

e Kalorimetrik Biyosensorler: Termistorlerdir.

e Optiksel Biyosensorler: Fotometri, Florometri ve Biyoliiminesans olarak {i¢ farkli sinifa
ayrilir.

e Pirzoelektrik Biyosensorler: Kuartz Kristalmikrobalans ve Mikrokantileverlar olmak

tizere iki siifa ayrilir.

2.3.2. Biyosensor tanimi ve icerikleri

Biyosensorler, biyobilesenlerin (reseptdr) ve fiziksel bilesenlerin (transducer) bir araya
gelmesi ile olusur. Reseptorler, biyomolekiiler yapiya sahip olduklarindan biyoreseptor
olarak tanimlanirlar. Biyoreseptorler analizi yapilacak madde ile secici olarak etkilesime
girebilen oldukca duyarli biyolojik yapiya sahiptir. Biyoreseptdr yapilarda, canli biyolojik
sistemleri (mikroorganizma, doku ve hiicre gibi) veya biyolojik molekiiller (enzim, protein,

antikor, niikleik asitler gibi ) sistemleri kullanilir (Cizelge 2.3) (Scott, 2012).
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Cizelge 2.3. Biyosensor bilesen igerikleri

Analit (Omek) Eiwhile;lz;l (Reseplin) Sinyali [leten Sistem
Iietaller Elektrokimyasal Esasl
Hormonlar Enzimber Elektrokimyasal Esasl
Enzim Antikorlar | Yan lletken Esash
Koaenzimler Hiicre Optik Esash
Substrat Doku kesitleri Fotometri Esash
Ak tivatdr Reseptorier FlGorornetri Esash
Inhibitdr Mikroorganiz malar Fliiorometri Esash
i Antikor -Antijen Mikleik asitler Piezoelektirik Esash
Nilkcleix Aist Lipitler Kuartz Kristal Mikrobalars
Mikroorganizmalar Hiicre organaller Mikrokantileverler
Ghukoz Ghikoz oksidaz Amperometrik
L-armincasitier Hors eodis | peroksidar | Polarsiyormetnik
Herbist Antibadiler | Piezoelektrik quartz kristal

Biyosensorler, analizi yapilmak istenen maddeler ile istege bagl olarak biyoaktif
bilesenlerin etkilesmesi sonucunda elde edilen sinyalleri ileten iletici bir diizenek ile
baglantili olup 6l¢iim diizenekleri ile beraber kullanilmasiyla olusur. Olusturulan sistemde
mikroislemci, yiikseltici, dijital goriintiileyici gibi cihazlara gereksinim oldugunda sonradan
ilave edilebilmektedir. Sonradan ilave edilebilen bu cihazlar, biyobilesenlerin biyolojik
fonsiyonlarini1 Olgebilme Ozelliklerine bagli olarak fiziksel sinyale doniistiiriir. Olusan
biyokimyasal tepkimeye uygun fiziksel biiyiikliik segilir. Fiziksel biiyiikliik (transduser)

olarak sistemde kullanilan elektrotlar potansiyometrik ve amperometrik gibi GSlgme

islemlerinde kullanilir (Sekil 2.10) (Zhou, 2006).

BIYOSENSORLER
Analit |y Biyoreseptorler N Transdiiserler | Elektronik s, Veri Isleme
(Ornek) (Biyobilesen) (Doniistirticiiler) | “|(Sinyal Glglendirici) (Mikroelektronik)

v

v

+ Enzimler

+ Antikorlar

+ Nikleik Asitler

+ Mikro-organizmala
« Hiicreler

+ Yapay Biyolojik

| Reseptor (|mmuno|

» Elektrokimyasal
(potansiyometrik,
amperometrik,volta
metrik ve alan
etkili)

+ Optik (Isigin

iletimindeki

Sekil 2.11. Biyosensorleri olusturan bilesenler
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Kullanishi ve dogru cevap verebilen bir biyosensor yapilabilmesi i¢in asagida verilen

maddeler dikkate alinmalidir (Stetter, 2002).

e Kaullanilacak olan enzimin, analite kars1 ilgisinin yiiksek ve normal saklama kosullarinda
stabil olmasi1 gerekmektedir.

e Tepkimenin gerceklestigi ortamda fiziksel olaylardan (pH, karistirma, sicaklik gibi)
etkilenmemeli ve fiziksel olaylardan bagimsiz olmalidir.

e Analiti taniyan biyobilesenler kullanilmalidir.

e Biyosensoriin verdigi cevap duyarli, kesin, tekrarlanabilir ve lineer olmalidir.

2.3.3. Biyosensorlerin kullanim alanlar

Giiniimiiz teknolojisiyle birlikte siirekli gelisen ve kullanim alanlart olduk¢a fazla olan
biyosensorlerin bir¢ok uygulama alan1 bulmaktadir. T1p, tarim, hayvancilik, gida endiistrisi,

cevre koruma, atik kontrolii, askeri uygulamalar gibi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir.

Biyosensorlerin  kullanim alanlart ¢ogunlukla insan saghgini dogrudan ilgilendiren

konularda teshis amaclhidir. Hayati 6nem tasiyan kullanim alanlarindan bazilart;

e [lacin kanda uzun siireli ve belirli miktarlarda bulunmasi gereken durumlarda ilacin
kandaki yogunlugunun periyodik takibi,

e Belirli bir bolgede yayilan bulasici hastaliklarin erken teshisi,

e Kapali ortamlarda zehirli gazlarin anlik olarak dl¢tilmesi,

e Viicutta bulunan uyusturucu maddelerin ya da yiiksek dozdaki ilaglarin teshis edilmesi,

e Kiritik ameliyatlarda veya yogun bakim initelerinde ilaglarin  miktarlarini
ayarlayabilmek i¢in ilacin kandaki yogunlugunun anlik olarak tespit edilebilmesidir
(Lobo, 1997).

2.4. Enzim Temelli Biyosensorler

Biyosensorler analiz edilecek madde-biyoaktif bilesen iligkisine gore incelendiginde

biyokatalitik esasli ve biyoafinite esasli olmak iizere ikiye ayrilir (Akyilmaz, 2008).

e Biyokatalitik esasli biyosensdrler: Mikroorganizma ve Enzimlerin kullanildigs,
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e Biyoafinite esasli biyosensorler: Reseptor-Ligand ve Antikor-Antijen, Enzim-Substart

gibi etkilesimlerin kullanildig1 biyosensorlerdir.

Biyosensorlerin tarihsel gegmisine bakildigi zaman bu alandaki ilk ¢alismalarin enzim
sensorleriyle bagladigi goriilmektedir. 1962 yilinda Clark ve Lyons, 1967 yilinda ise Updike
ve Hick tarafindan bildirilen glukoz tayinine yonelik kullanilan glukoz oksidaz enzim

elektrotlar1 bu konudaki yapilan ¢alismalarin ilk 6rnekleridir (Akyilmaz ve Yorganci, 2008).

Biyosensor teknolojisindeki ilk 6rnekler potansiyometrik ve amperometrik temelli enzim
elektrotlar1 seklinde ortaya c¢ikmistir. Biyosensor teknolojisinde kullanilan biyolojik
materyaller basitten karmasiga dogru siralandiginda; iyonoforlar, antikorlar, enzimler,
lipozomlar, biyomembran parcalar1 (reseptor), hiicre organelleri (mitokondri), doku veya

tiim hiicreler ve organlar seklindedir.

Diger tiim biyosensorlerdeki gibi enzim sensorleri de biyoaktif tabaka, iletici ve olglim
sistemlerinden olusur. Diger biyosensorlerden tek faki biyoaktif tabakada biyomolekiil
olarak enzimlerin yer almasidir. Enzim biyosensorleri biyoaktif tabakanin i¢ ve dis
ylizeyinde membranlar, iletici ile 6l¢iim diizenegi arasinda sinyal yiikselticiler, mikro
islemciler, 6lgtim diizenegi ile baglantili kaydedici veya bilgisayar sistemleri gerekliliklerine

gore eklenebilmektedir (Dzyadevych, 2008).
2.5. Biyosensorlerde Iimmobilizasyon Yéntemleri

Gelisen teknoloji ile immobilizasyon islemleri sirasinda karsilagilabilinecek sorunlara etkili
ve cabuk coziimler getirilmistir. Fakat her enzim i¢in farkli metotlar gelistirilmemistir.
Uygulanacak immobilizasyon yontemi belirlenirken, kullanilan enzimin kimyasal yapisi,
substrat ve iiriin 6zellikleri, olusan tirliniin kullanim alanlar1 dikkate alinmalidir (Sekil 2.11).
Immobilizasyon islemi yapilirken enzimin aktif bolgesinde bulunan gruplarin kimyasal
yapisiyla etkilesime girmeyecek ve enzimde aktivite kaybina neden olmayacak yontemler
segilmelidir. Immobilizasyon islemi yapilirken enzimin aktif bdlgesi koruyucu gruplar
tarafindan korunur. Baglanma sonunda koruyucu gruplar enzime zarar vermeden ortamdan
uzaklastirtlir (Uhlig, 1998).
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Enzim immobilizasyonunun avantajlar1 asagidaki gibi siralanabilir;

e pH, sicaklik gibi ¢evre kosullarina daha dayaniklidir.

e Birgok kez ve uzun siire kullanilir.

e Tepkime sonunda ortamdan kolaylikla uzaklastirilabilir bdylece iiriinler enzim
tarafindan kirletilmez.

e Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

e Dogal enzime kiyasla daha kararlidir.

e Birbirini takip eden ¢ok adimli tepkimeler i¢in uygundur.

e Enzimin kendi kendini pargalama olasilig1 diisiiktiir.

e Bazi durumlarda serbest enzimlerden daha yiiksek aktivite gosterir.

Enzim immobilizasyonu

|
f 1 1

Taslyiclya baglama (apraz baglama omkiama
Ve PV & (Enkapsiilasyon) —
| O
f T T T | ) [ |
Adsorbsiyon Iyonik  Afinite Kompleks  Kovalent : L/ Mikroenkapstlasyon Jele tufuklama  Tancle

baglama baglama olusturma tutuklama
E:’ ey “ ' We 2
£=0 ko K .

I i+ - s e ’

Sekil 2.12. Enzim immobilizasyon yontemleri (Vaghari, H, 2016).

Immobilizasyon yontemleri tasiyiciya baglama, capraz baglama ve tutuklama olarak ii¢ ana

basliktan olusur (Telefoncu, 1997).

1-Tasiyiciya baglama: En eski immobilizasyon yontemidir. Enzimlerin suda ¢oziinmeyen
bir tagiyiciya baglanmasi ile olusturulur. Baglanan enzim miktar1 ve immobilizasyon sonrasi

enzim aktivitesi tagryicinin yapisina baghdir.

Hidrofilik guruplardaki ve baglanan enzim derisimindeki artis immobilize enzimin

aktivitesini arttirmaktadir. Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilar dekstran,
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agaroz, seluloz, gibi dogal polisakkaritler olabildigi gibi poliakrilamit jel, polivinilalkol,
naylon, iyon degistirici regineler gibi polimerlerde olabilir (Immobilized Enzymes, 2004).

Tasiyiciya baglama yontemi: Fiziksel adsorbsiyon, kovalent baglanma ve iyonik baglanma

olarak ti¢ alt sinifta incelenir.

e Fiziksel adsorbsiyon yontemi: Enzimlerin suda ¢6ziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel olarak
adsorbe olmasi olayidir. Bu yontem sonucu hidrofobik baglanma gerceklesmektedir.
Ayrica van der Waals kuvvetleri, iyonik ve hidrojen bag etkilesimleri gibi elektrostatik
kuvvetlerde etkili olur. Fiziksel adsorbsiyon yonteminde enzimin aktif merkezinde ve
enzimde konformasyonel degisiklik cok az veya hi¢ olmamaktadir. Bu yontemde
adsorbsiyon isleminde baglanma hidrojen baglari ve van der Waals kuvvetleri ile birlikte
oldugundan enzim iizerindeki bozucu etkiler kimyasal baglanmalara gore oldukca
diistiktiir. Uygulama sirasinda enzimin aktivite kaybina ugramamasi ve optimum
adsorbsiyon kosullarinin saglanabilmesi i¢in adsorbant, enzim, iyon derisimlar1 ve pH
ile sicakliga dikkat edilmelidir (Bickerstaff, 1997).

e Kovalent baglanma yontemi: Enzimlerin suda ¢oziinmeyen bir tasiyiciya kovalent olarak
baglanma olayidir. Genel olarak bu baglanma tasiyicinin fonsiyonel grubuyla, enzimin
niikleofilik grubu arasinda gergeklesir. Baglanmadaki fonksiyonel gruplar; karbaoksil,
amino, siilthidril, hidroksil, tiyol, imidazol ve treonin gruplaridir. Kovalent baglanmada
tasiyict ve enzim arasindaki baglar baska immobilizasyon yontemlerinden daha
kuvvetlidir. Enzim tasiyiciya tutturulmus oldugundan immobilize enzim serbest enzime
gore substratla daha kolay baglanti halinde olabilir (Immobilized Enzymes, 2004).

e lIyonik baglanma yontemi: Enzimin suda ¢dziinmeyen ve iyon degistirici igeren bir
tastyiciya iyonik olarak baglanmasi esasina dayanir. Kolay uygulanabilmesi, enzimin
modifiye olmamasi, tasiyicinin yenilenebilir olmasi yontemin kullanilabilirligini arttiran
ozelliklerindendir. Tas1yici ile enzim arasindaki baglanma, fiziksel adsorbsiyondan daha
kuvvetli fakat kovalent baglanmadakinden daha zayiftir (Aehle, 2004).

2-Capraz baglama yontemi: Enzimlerin, protein molekiillerine ya da ¢éziinmeyen tasiyici
iizerindeki fonksiyonel gruplara, proteinin molekiiller arasi ¢caprazlanmasiyla saglanir (Sekil
2.12). Enzimin kendi {izerine ¢apraz baglanmasi olduka pahali ve yetersiz bir yontemdir. Bu
durumda proteinlerin bir kismi tasiyict gibi davranir buda enzim aktivitesini diistirtir.

Enzimin kovalent baglanmayla immobilizasyonu saglanirken ¢apraz baglama yontemi de



21

kullanildiginda desorpsiyon ¢ok az olmaktadir. Capraz baglanma ydntemi i¢in en sik

kullanilan maddeler toluen diizosiyonat veya gluteraldehittir (Immobilized Enzymes, 2004).
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Sekil 2.13. Gluteraldehit ile capraz baglama tepkimeu (Paliizar, 2013).
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3-Tutuklama yontemi: Bu metotla enzim kafes gorevi goren polimer matriks ya da_membran

icerisinde tutulmaktadir. Bu yoOntemde substratin igeri girilmesine izin verilirken,

proteininde disar1 ¢ikmasi engellenmistir. Bu yontemin capraz ve kovalent baglanmadan

fark1 enzimin ¢ozelti iginde serbest olmasi fakat membran veya jel matriks i¢inde tutularak

hareketinin kisitlanmasidir. Bu 6zelliginden dolayr genis kullanim alanlarina sahiptir. Bu

metodun avantaji enzimlerin diginda hiicre ve organellerin de immobilize edilebilir olmasidir

(Bickerstaff, 1997).

Tutklama yontemi: Jel tutuklama, fiber tutuklama ve mikro kapsiilleme yontemleri olarak

li¢ alt smifta incelenir.

e Jel tutuklama yontemi: Monomer, oligomerik ve polimerik maddelerden elde edilmis

olan ve suda ¢oziinmeyen polimer jellerde olusur.
Fiber tutuklama yontemi: Enzimin triasetat, seliiloz gibi fiber formdaki bir polimere
tutuklamasi ile gerceklesir.

Mikro kapsiilleme yontemi: Enzim yar1 ge¢irgen polimer membran igerisinde tutuklanir.
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2.6. Karbon Pasta Elektrotlar

Karbon pasta elektrotlar; organik bir siv1 (nujol gibi) ile grafit tozunun karilip pasta haline
getirilmesi ve elektrot gdvdesine yerlestirilip sikistirilmasi ile hazirlanir. Iletken bir tel

kullanilarak elektriksel baglanti saglanir (Sekil 2.13).

Karbon pasta elektrotlarin avantajlari;

e Kolay ve hizli hazirlanmasi,

¢ Diisiik maliyetli olmasi,

e Yapim ve ylizeylerinin yenilenmelerinin kolay ve zaman alict olmamasi,

e Bir¢ok biyosensor materyalini ayn1 anda icerebilmesi,

e Katalizorler veya enzimler ile kolayca modifiye edilebilir olmasi,

e Genis bir potansiyel araligina sahip olmasi ve zemin akimlarinin oldukga diisiik olmast

gibi avantajlar1 sayesinde kullanimlar1 son yillarda 6nemli 6lciide artmistir (Kdkbas,
2013).

Mineral yag

VY il

—_—>>
Grafit tozu

Grafit tozu + Mineral Yag Karbon Past
arbon Pasta

Elektrod Govdesi

Sekil 2.14. Grafit tozunun karbon pasta elektroda uygulanmasi

En ¢ok kullanilan elektrot tiirleri; tek kristalli grafit, lif ve gomme karbon, yiiksek
diizenlilikte pirolitik grafit (HOPG), karbon siyahi, camsi veya seramik karbon ve toz

grafittir.
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Grafitlerin petek seklinde altigen karbon dizilimi igceren levhaya benzeyen bir yapis1 vardir
(Sekil 2.14). Bu yapisi sayesinde farkli tiirler karbon levhalar arasina degisik sekilde
konumlanabilirler (Erdem, 2012).
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Sekil 2.15. Grafitin molekiil yapisi

2.7. Kaynak Arastirmasi

Churchwell ve arkadaslari, hamile siganlarda, yeni dogan ve yetiskin siganlarda 2,5-300,000
ng/kg viicut kiitlesi (v)/giin BFA uyguladi. Etilin estradiol, endojen hormonlar ve testesteron
hormonlarindaki degisimleri inceledi. Bu incelemeleri serumda s1vi kromotografisi ve kiitle
spektrometrisi yontemleri ile gergeklestirdi. Yapilan arastirmalar sonucunda siganlarda 2.5

png/kg viicut kiitlesi (v)/giin BFA’ ya rastladilar. (Churchwell, 2014).

Cimmino ve arkadaslari, BFA yiyecek, i¢ecek, tibbi cihazlar ve ambalaj iirlinleri gibi vb.
iirlinlerin igerisinde polikarbonat plastik madde iiretmek icin siklikla kullanilan senterik bir
maddedir. BFA yiyecek, i¢ecek, hava ve topragi kirletebilir. Cesitli insan doku ve
organlarinda birikebilir ve farkli molekiiler mekanizmalar sonucunda insan sagligina
potansiyel olarak zarar verebilir. Hormon benzeri 6zelliginden dolayi 6strojen reseptdrlerine
baglanarak tiimor olusumunu tetikleyebilir. BFA ayrica GPR30 ile etkileserek kanser
ilerlemesine ve androjen reseptorlerine baglanarak erkek tireme fonksiyonlarini bozabilir.

(Cimmino, 2020).
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Deorge ve arkadaglari, 6 ile 60 yas araliginda Amerika’ da yasayan insanlarin %90’ 1mnin
idrarinda BFA varligina rastladigini ifade etmislerdir. Bu olay sonucunda insanlarin her
yerde siklikla BFA’ ya maruz kaldiginin diisiiniilmesine neden olmaktadir. Sprague-Dawley
sicanlarinda aktif ve inaktif BFA’ nin serum farmakokinetigini 6lgmek igin sivi
kromotografisi ve kiitle spektroskopisi yontemlerini kullanmistir. 0-200 pg/kg viicut kiitlesi
araliginda oral olarak tedavi edilen yetiskin sicanlarda lineer farmakokinetik gozlenmistir

(Deorge, 2010).

Diindar, calismasinda BFA’ nin iiretimi, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, iiretimi sonunda
atiklarin gevreye gecisi ve farkli yollarla biitiin canlilarin viicuduna gegisi, gidalara gegisi ve
oradan insan viicuduna gegisi, viicuttaki genel toksikolojik etkileri ve bu zararli madde

yerine kullanilacak alternatif materyalleri incelemistir (Diindar, 2014).

Kogak ve arkadaglari bisfenol-A’nin tayinini yapabilmek igin yeni bir biyosensor
gelistirmislerdir. Bu amag¢ dogrultusunda PAPAM-Sal-Pt (II) katkili karbon pasta elektrot
hazirlamiglardir. Hazirladiklar1 bu elektroda tirozinaz enzimini gluteraldehit varliginda
capraz baglama yontemi ile immobilize etmislerdir. Ve bisfenol-A tayinini enzimatik
tepkimeler sonucu olusan p-bisbenzokinon bilesiginin -0,15V’da elektrokimyasal olarak
indirgenmesine dayali tayin etmislerdir. Dogrusal ¢alisma araligmi 0,01 uM-1,0 uM
arasinda (R? 0,9845) ve alt tayin smmi ise 1 nM olarak belirlemislerdir

(Kogak. H, 2020 ).

Messaound ve arkadaglari, BFA nin belirlenebilmesi i¢in ksantin oksidaz (XOD) enzimatik
inhibisyonuna dayali yeni ve basit bir biyosensor gelistirmislerdir. Biyosensorii, ksantin
oksidazin gluteraldehit varliginda capraz baglama yontemi kullanilarak immobilize
edilmesiyle hazirlamiglardir. Sabit potansiyelde BFA’nin belirlenmesinde basar1 ile

kullanmiglardir (Messaoud, 2018).

Pan ve arkadaglari, bireysel tabakalar1 ayirmak i¢in altin nano pargaciklar1 eklenerek
milkemmel dagilima sahip biyosensorii basar1 ile hazirlamislardir. Grafen—altin nano
parcacikli ve tirozinaz bazli BFA‘nin tespiti icin hazirlanan yeni bir biyosensor
olusturmusglardir. Hazirladiklar1 yeni biyosensorii BFA‘nin tayininde diferansiyel puls

yontemini kullanarak uygulamaya gegirmislerdir. Biyosensdr 2,5x1073-3,0x10°3 uM bir
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lineer araliga, yiiksek oranda tekrarlanabilirlige (RSD %2,7) ve uzun vadeli stabiliteye sahip
BFA tayini i¢in kullanisli bir biyosensor hazirlamislardir (Pan,2015).

Wang H. ve arkadaglari, androjen reseptOrii sinyalinin BPA’ nin androjen reseptori
antagonizmasma dahil olup olmadigini arastirmiglardir. Fare sertoli hiicresi TM4
proliferasyonunu analiz etmek i¢in hiicre sayma kiti-8 tahlili ve ger¢ek zamanli hiicre analizi
ile uygulamalar yapmislardir. BPA’ nin androjen reseptdriiniin amino ve karboksil terminal
bolgeleri ile etkilesimini ve androjen reseptoriiniin steroid, tiroid hormonu iizerindeki

baskilayici etkisini incelemislerdir (Wang, 2017).

Wu L. ve arkadaslari, BFA’ya asir1 duyarli ve hizli tespiti i¢in elektrokimyasal enzim
biyosensorii - gelistirmislerdir. Enzimin stabilitesini arttirmak i¢in tirozinaz enzimi
kullanmiglardir. Ve tampon ¢6zeltisine dogrudan ekleme yapmak yerine tek bir tirozinaz
molekiiliiniin ince bir ag polimer kabuguna kapsiillenmesi ile tirozinaz nanokapsiilleri (nTyr)
hazirlamiglardir. Nanokapsiiliin basarili olup olmasigimi1 ise kare dalga voltametrisi
yontemini kullanarak belirlemislerdir. Elde etmis olduklar1 nTyr, 12 nmol L °lik diisiik bir
sapma limiti ve 5x1078 ile 2x10® mol L™ arasinda genis bir dogrusal aralik sergileyen BFA

tespiti i¢in elektrokimyasal bir biyosensor elde etmislerdir (Wu L, 2020).
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Deneyde Kullanilan Maddeler ve Uretici Firmalar

Cizelge 3.1 Deneyde kullanilan maddeler ve tiretici firmalar

Kimyasal Madde

Temin Edilen Uretici Firma

Sodyum hidroksit (NaOH) Merck

Grafit Tozu Merck
Mineral Yag Sigma

Ure (CH4N20) Sigma
Bisfenol-A Sigma

Fenol ( CeHsO ) Merck

S1g1r serum albiimin (BSA) Sigma
Sodyum klortir ( NaCl) Sigma-Aldrich
Asetik asit (CH:COOH) Merck
Tirozinaz enzimi (Mantardan saflastirilmigtir) | Fluka
Etilasetatin Sigma-Aldrich
Nitrofenol (CsHsNO3) Merck
Gluteraldehit (CsHgO3) Aldrich
Disodyum hidrojen fosfat ( NaHPO.) Merck
Monosodyum dihidrojen fosfat ( NaH2PQO4) Merck

Glisin ( C2:HsNO>) Sigma
Potasyum nitrat (KNO3) Sigma-Aldrich
Metil Alkol( CH3OH) Sigma

27
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3.2. Deneyde Kullanilan Cozeltiler

Fosfat Tamponu: Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) ve monosodyum dihidrojen fosfat
(NaH2PO4) kullanilarak hazirlanmak istenilen pH degerlerine gore hesaplanip gerekli olan
miktarlar belirlendi. Belirlenen miktarlar tartilarak saf suda ¢6ziildii. Daha sonra pH metre
yardimi ile 6l¢iim saglandi. Istenilen pH ya gelinceye kadar 0,1M’lik NaOH ilave edilerek

fosfat tamponlar1 hazirlandi.

Sodyum Hidroksit Cozeltisi: Belirli miktar NaOH saf suda ¢6ziindii ve daha sonra

kullanilmak tizere hazirlandi.

Bisfenol-A Cozeltisi: BFA’dan 0,0590 gram alinip %60°1 metil alkol ve %40°1 saf su olacak
sekilde ¢oziilerek 10mL’ye tamamlandi ve 0,01 M’lik stok ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan bu

stok cozeltiden alinip ¢alisilacak derigimlere seyreltilip kullanildi.

Enzim Cozeltisi: Mantarlardan saflastirilmis aktivitesi 5SKU/mL tinite olan tirozinaz
enziminden 3 mg alinip toplam hacim 2 mL olacak sekilde pH 7,0 olan fosfat tamponu ile
seyreltilerek bir ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan bu ¢6zeltiden 0,5’er mL alinarak
eppendorflara konuldu. Deneyde kullanilacak kismi buzdolabinda daha sonra kullanilacak

olan kisim ise derin dondurucuda muhafaza edildi.

Gluteraldehit Cozeltisi: %25’lik gluteraldehit ¢ozeltisinden seyreltilerek  %2,5’luk

gluteraldehit ¢cozeltisi hazirlandi ve buzdolabinda +4°C’de saklandi.

3.3. Deneyde Kullanilan Cihazlar

3.3.1. Elektrokimyasal analiz cihaz:

Calisilan tiim elektrokimyasal deneylerde bilgisayara baglantili olarak c¢alisan CHI

firmasmin 1230-B model elektrokimyasal analiz cihazi kullanildi.

3.3.2. Elektrotlar ve hiicre

Amperometrik olarak yapilan 6l¢iimler, ticlii elektrot hiicre sisteminde gergeklestirildi.
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Sekil 3.1. Elektrotlarin hiicreye yerlesimi

Calisma elektrotu olarak @ 0,3 cm olan teflondan imal edilmis karbon pasta elektrot

kullanildi.

Ty S,

Sekil 3.2. Teflondan yapilmis karbon pasta elektort

Karsit elektrot igin kK MW-1032 no‘lu platin tel ve referans elektrot icin BAS RE-5B no‘lu
Ag/AgCl kullanildi. Calisma elektrodu calisma sonrasinda tampon ¢ozelti igerisinde
buzdolabinda +4°C saklandi.

3.3.3. pH metre

ORION Model 720A pH-iyonmetre marka pH metre ile 6l¢iim yapildi.

3.3.4. Su banyosu

Yapilzn deneylerde su banyosu olarak Grant GD120 marka termostatli dolasim sistemli su

banyosu kullanildi.
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3.3.5. Mikro pipet
10 pL-1000 pL miktarlarindaki ¢ozeltilerin hiicre i¢ine ilave edilmesi ve gerekli oldugu

zaman yeni ¢ozeltilerin hazirlanmasi igin £0,05 pL hassasiyeti olan Brand marka mikro

pipetler kullanildi.

3.3.6. Saf su iiretim cihazi

Deneyde kullanilan saf su GFL marka saf su tiretim cihazindan temin edildi.

3.4. Bisfenol-A Biyosensorii Hazrilanmasi ve Optimum Calisma Kosullarinin
Belirlenmesi

Hazirlanan biyosensoriin optimum ¢aligsma kosullarinin belirlenebilmesi i¢in, BFA’ya olan
duyarliligimmin  belirlenmesi, ¢alisma potansiyeli, polimer miktarinin belirlenmesi,
gluteraldehit miktariin belirlenmesi, pH ’nin belirlenmesi, sicakligin etkisi, BFA
derisiminin etkisi, tekrarlanabilirlik, raf Oomriiniin belirlenmesi, girisim yapan tiirlerin

etkisinin incelenmesi ve ger¢ek orneklerde biyosensor uygulamasi ¢alismalari yapildi.

3.4.1. Calisma elektrodunun hazirlanmasi: Modifiye karbon pasta elektrot (MCPE)
ve karbon pasta elektrot (CPE) olusturulmasi

Karbon pasta elektrot (CPE) olusturulmasi

Caligma yapilacak olan karbon pasta elektrot saf su yardimi ile temizlendi. Hazirlanan her
karbon pasta elektrodun igerigi ayni olacak sekilde grafit tozu (0,0375g) hassas terazi
yardimryla tartilarak karma islemi yapilacak olan saat camina alindi. Uzerine maddeleri bir
arada tutan nujol (25ul) mikro pipet yardimiyla eklenerek uygun kivama gelene kadar karma
islemi yapildi. Hazirlanan madde karbon pasta elektrotdaki bosluga uygun aparatlar yardimi
ile madde artis1 olmayacak sekilde sikica dolduruldu. Doldurma sonrasinda doldurulan
yiizeyde pliriiz olmamasi i¢in 6zel bir pede sekiz ¢izilerek elektrot piirlizsiiz hale getirildi.

En son elektrot saf su ile yikanarak temizlendi ve kullanilmak tizere hazirlandu.
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Modifiye karbon pasta elektrot (MCPE) olusturulmasi

Calisilacak karbon pasta elektrot saf su yardimi ile temizlendi. Hazirlanan her karbon pasta
elektrodun igerigi ayni olacak sekilde grafit tozu (0,0375g) ve PAMAM-Sal-Pd(11) (0,5
mg) hassas terazi yardimiyla tartilarak karma islemi yapilacak olan saat camina alindi.
Uzerine maddeleri bir arada tutan nujol (25ul) mikro pipet yardimiyla eklenerek uygun
kivama gelene kadar karma iglemi yapildi. Hazirlanan madde karbon pasta elektrotdaki
bosluga uygun aparatlar yardimi ile madde artisi olmayacak sekilde sikica dolduruldu.
Doldurma sonrasinda doldurulan yiizeyde piiriiz olmamasi i¢in 6zel bir pede sekiz ¢izilerek
elektrot piliriizsiiz hale getirildi. En son elektrot saf su ile yikanarak temizlendi ve
kullanilmak {izere hazirlandi. (Sekil 3.3).

Yapilan ¢aligmada modifiye islemi i¢in kullanilan madde poli (amidoamin) salisilidenimin
paladyum (1) (PAMAM-Sal-Pd(II) )’ dir (Sekil 3.4). PAMAM-Sal-Pd(Il) ¢alismamiz i¢in
ilk kez Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii 6gretim iiyelerinden Prof. Dr. Nursen
SARI ve Dr. Elvan HASANOGLU OZKAN tarafindan sentezlenmis ve karakterize

edilmistir.
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3.4.2. Karbon pasta elektrotun sabit akima gelmesinin saglanmasi

Elektrokimyasal hiicre derisimi 0,1M olacak sekilde NaCl ¢ozeltisi ve 0,1M pH 7,0 olan 9,0
mL fosfat tamponu ¢ozeltisi ¢alisma hiicresine ilave edildi. Elektrokimyasal hiicreye ¢alisma
elektrodu olan modifiye karbon pasta elektrot, karsit ve referans elektrot yerlestirildi.
Calisilacak olan potansiyel ayarlandi ve hiicre dengeye gelene kadar beklendi. Akim sabit

degere gelince denge akimi olarak kaydedildi. Tiim deneylerde bu islemler uygulandi.

3.4.3. CPE ve MCPE ’nin bisfenol-A ya olan duyarhhgimnin incelenmesi

Elektrokimyasal hiicre derisimi 0,1M olacak sekilde NaCl ¢ozeltisi ve 0,1M pH 7,0 olan 9,0
mL fosfat tamponu ¢ozeltisi ¢alisma hiicresine ilave edildi. Uzerine 50 pL 5 KU/mL
tirozinaz enzimi eklendi. Elektrokimyasal hiicreye; ¢alisma (CPE veya MCPE), karsit ve
referans elektrotlar yerlestirildi. Hazirlanan hiicre -0,10V potansiyelde dengeye getirildi.
Daha sonra hiicre icindeki BFA derisimi 1,0x10°M - 5,0x10*M araliginda olacak sekilde
eklemeler yapildi. Her ilave edilen ¢ozeltiden sonra 20 dk karistirildi ve 200 s sonra
enzimatik tepkime sonucu olusan kinon bilesiginin elektrot ylizeyinde katodik akimlari
amperometrik yontemle olgiildii. Elde edilen akimlar denge akimindan c¢ikarilarak (Ai)
degerleri hesaplandi. Artan derisimlerde BFA ilavesi yapildig: icin artan bir grafik elde
edildi (Sekil 4.2).

3.4.4. MCPE’ye tirozinaz enziminin immobilize edilmesi

Calisilacak karbon pasta elektrot saf su ile temizlendi. Hassas terazide grafit tozu (0,03759)
ve PAMAM-Sal-Pd (II) (1,0mg) tartilarak saat camma alindi. Uzerine mikro pipet
yardimiyla 25 pl nujol ilave edilip karma islemi gergeklestirildi. Hazirlanan pasta elektrot
icerisinde bosluk kalmayacak sekilde sikica dolduruldu. Elektrot yiizeyinin diizgiin olmasi
icin bir ped yardimiyla diizeltildi ve en son saf su ile yikanarak elektrot immobilize islemine

hazir hale getirildi.

Eppendorf igine alinan 2,0 mg bovine sigir albiimin (BSA) nin tizerine 50 pl fosfat tamponu
eklenerek iyice ¢oziinene kadar karistirildi. Daha sonra {izerine 100 pl 5 KU/mL tirozinaz
enzimi ilave edildi ve ¢alkalama islemi yapildi. En son 30 pul gluteraldehit ilave edilerek

homojen bir karigim elde edildi. Hazirlanan bu karisim yiizeyi kuru olan elektrot iizerine
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pipet yardimiyla hava kabarcigi olusmayacak sekilde yavasca ilave edildi. Immobilize
edilmis elektrot oda sicakliginda kuruyana kadar bekletildi. Kuruma iglemi bittikten sonra
saf su ile yikand1 béylece immobilize olmayan serbest enzimler ortamdan uzaklastirildi.

Hazirlanan biyosensor buzdolabinda +4°C’ de tampon ¢6zelti igerisinde saklandi.

3.4.5. Cahisma potansiyelin incelenmesi

Elektrokimyasal hiicre derisimi 0,1M olacak sekilde NaCl ¢ozeltisi ve 0,1M pH 7,0 olan 9,0
mL fosfat tamponu ¢ozeltisi calisma hiicresine ilave edildi. Uzerine ¢alisma, karsit ve
referans elektrotlar yerlestirilerek dengeye gelene kadar bekletildi. Dengeye gelen hiicreye
1,0x10°M - 5,0x10*M araliginda artan derisimlerde BFA eklemeleri yapildi. Her eklemede
20 dk karigtirilarak BFA’nin enzimatik tepkimeyle kinon bilesigine doniisiimii saglandi. 200
s belirlenen potansiyellerde (-0,10V, -0,15V, -0,20V ve -0,25V) enzimatik tepkime sonucu
olusan kinon bilesiginin elektrot ylizeyinde katodik akimlar1 kare dalga yontemi ile dl¢iildii.
Denge akimi okundu ve kaydedildi. Yapilan bu ¢alismalar ii¢ kez tekrarlanip ortalamalar

alinarak Aiort degeri hesaplandi ve bisfenol-A derisimine karsi grafige gecirildi (Sekil 4.3).

3.4.6. PAMAM-Sal-Pd (11) polimer miktarmin incelenmesi

Elektrokimyasal hiicre derisimi 0,1M olacak sekilde NaCl ¢ozeltisi ve 0,1M pH 7,0 olan 9,0
mL fosfat tamponu ¢ozeltisi calisma hiicresine ilave edildi. Farkli derisimlerde (0,5mg, 1mg,
2mg) hazirlanan biyosensorler -0,10 V potansiyelde dengeye getirildi. Daha sonra 1,0x10°
- 5,0x10* M araliginda artan derisimlerde BFA eklemeleri yapildi. Her eklemede 20 dk
karigtirilarak BFA nin enzimatik tepkimeyle kinona doniisiimii saglandi ve 200 s boyunca
olgtim alind1. Denge akimi okundu ve kaydedildi. Yapilan bu ¢alismalar ti¢ kez tekrarlanip
ortalamalar1 alinarak Aiort degeri hesaplandi ve bisfenol-A derisimine karsi grafige gecirildi
(Sekil 4.4).

3.4.7. Gluteraldehit miktarinin incelenmesi

Elektrokimyasal hiicre derisimi 0,1M olacak sekilde NaCl ¢ozeltisi ve 0,1M pH 7,0 olan 9,0
mL fosfat tamponu ¢ozeltisi ¢alisma hiicresine ilave edildi. Farkli miktarlarda %2,5’luk stok
gluteraldehitten (20ul, 30ul, 40ul) hazirlanan biyosensorler -0,10V potansiyelde dengeye
getirildi. Daha sonra 1,0x10® - 5,0x10“M araliginda artan derisimlerde BFA eklemeleri
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yapildi. Her eklemede 20 dk karistirilarak BFA’nin enzimatik tepkime ile kinon bilesigine
doniistimii saglandi ve 200 s boyunca 6l¢iim alindi. Denge akimi okundu ve kaydedildi.
Yapilan bu ¢alismalar ii¢ kez tekrarlanip ortalamalar1 alinarak Aiort degeri hesaplandi ve

bisfenol-A derisimine kars1 grafige gecirildi (Sekil 4.5).

3.4.8. Enzim elektrodunun optimum ¢alisma kosullariin incelenmesi

pH ’nin bulunmasi;

Elektrokimyasal hiicre derisimi 0,1M olacak sekilde NaCl ¢ozeltisi ve 0,1M pH 7,0 olan 9,0
mL fosfat tamponu ¢ozeltisi ¢alisma hiicresine ilave edildi ve -0,10 V’da dengeye getirildi.
BFA ¢bzeltisi ilave edilerek hiicre derisimi 1,0x10* M olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan
cozelti 20 dk karistirildi ve 200 s boyunca dl¢iim gergeklestirildi ve akim degeri kaydedildi.
Yapilan bu caligmalar {i¢ kez tekrarlanip ortalamalar1 alinarak Aiort degeri hesaplandi ve

bisfenol-A derisimine kars1 grafige ge¢irildi.

Yapilan galismalar pH 5,0 - 6,0 - 7,0 - 8,0 - 9,0 olan tampon ¢ozeltileri i¢in tekrar edildi.
Calisilacak her pH tamponu igin akim farki ortalamalar1 hesaplandi. Hesaplanan akim

farklar1 degerine kars1 pH degerleri grafige gegirildi (Sekil 4.6).

e 0,IM pH 5,0 icin Asetik asit — Asetat Tamponu

e 0,IM pH 6,0 i¢in Fosfat Tamponu (NazHPO4 - NaH2PO4)
e 0,1IM pH 7,0 i¢in Fosfat Tamponu (NazHPO4 - NaH2PO4)
e 0,1M pH 8,0 i¢in Fosfat Tamponu (Na;HPO4 - NaH2PO4)
e 0,IM pH 9,0 i¢in Glisin-NaOH Tamponu kullanilda.

Sicakligin ¢alisma kosullarina olan etkisi;

Elektrokimyasal hiicre derisimi 0,1M olacak sekilde NaCl ¢ozeltisi ve 0,1M pH 7,0 olan 9,0
mL fosfat tamponu ¢6zeltisi galisma hiicresine ilave edildi ve -0,10V’da termostath
dolagimli su banyosu kullanilarak sicakligi 20°C’ye sabitlenip dengeye getirildi. BFA
¢ozeltisi ilave edilerek hiicre derisimi 1,0x10* M olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan
cozelti 20 dk karigtirtldi ve 200 s boyunca 6lgiim gergeklestirilip akim degeri kaydedildi.

Yapilan bu ¢alismalar ii¢ kez tekrarlanip ortalamalar1 alinarak Aiort degeri hesaplandi ve
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bisfenol-A derisimine kars1 grafige gegirildi. Yapilan caligmalar 30°C - 40°C - 50°C - 60°C
sicakliklar i¢in tekrarlandi ve bulunan sicaklik degerleri grafige gecirildi (Sekil 4.7).

Bisfenol-A’nin derisiminin ¢alisma kosullarina olan etKisi;

Elektrokimyasal hiicre derisimi 0,1M olacak sekilde NaCl ¢ozeltisi ve 0,1M pH 7,0 olan 9,0
mL fosfat tamponu ¢ozeltisi ¢aligsma hiicresine ilave edildi ve -0,10 V’da oda kosullarinda
dengeye getirildi. BFA ¢ozeltisi ilave edilerek hiicre derisimi 1,0x10° M olacak sekilde
ayarlandi. Hazirlanan ¢6zelti 20 dk karistirildi ve 200 s boyunca 6l¢iim gergeklestirilip akim
degeri kaydedildi. Bu islemler artan derisimlerle BFA ilave edilerek 1,0x10*M‘a kadar
tekrarland1 ve akim farki (A1) degerleri hesaplandi. Yapilan bu ¢aligsmalar ii¢ kez tekrarlanip
ortalamalar1 alinarak Aiort degeri hesaplandi ve bisfenol-A derisimine kars1 grafige gecirildi
(Sekil 4.8).

Tekrarlanabilirligin etkisi;

Elektrokimyasal hiicre derisimi 0,1M olacak sekilde NaCl ¢ozeltisi ve 0,1M pH 7,0 olan 9,0
mL fosfat tamponu ¢6zeltisi ¢alisma hiicresine ilave edildi ve -0,10 VV’da dengeye getirildi.
Optimum sartlar i¢inde tekrarlanabilirliginin belirlenebilmesi i¢in BFA c¢ozeltisi ilave
edilerek hiicre derisimi 2,0x10°M olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan ¢ozelti 20 dk
karistirildi ve 200 s boyunca 6l¢iim gergeklestirilip akim degeri kaydedildi. Bu ¢alisma i¢in
giin i¢inde 18 tekrar alinsi ve sonuglar grafige gegcirildi. Yapilan bu c¢alismalar ii¢ kez
tekrarlanip ortalamalar1 alinarak Aiot degeri hesaplandi ve bisfenol-A derisimine karsi
grafige gecirildi (Sekil 4.12).

Raf omrii siiresinin bulunmasi;

Elektrokimyasal hiicre derisimi 0,1M olacak sekilde NaCl ¢ozeltisi ve 0,1M pH 7,0 olan 9,0
mL fosfat tamponu ¢6zeltisi ¢alisma hiicresine ilave edildi ve -0,10 V’da dengeye getirildi.
Optimum sartlar i¢inde tekrarlanabilirliginin belirlenebilmesi i¢in BFA c¢ozeltisi ilave
edilerek hiicre derisimi 2,0x10° M olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan ¢ozelti 20 dk
karistirildi ve 200 s boyunca 0Olgiim gerceklestirilip akim degeri okundu ve kaydedildi.
Yapilan bu ¢alismalar ii¢ kez tekrarlanip ortalamalar1 alinarak Aiort degeri hesaplandi ve

bisfenol-A derisimine kars1 grafige gegirildi. Deneyler ve akim farki ortalamalar1 belirlenen
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her giin i¢in tekrarlandi. Bulunan ortalama degerlere kars1 deney giinleri grafige gecirildi

(Sekil 4.13).

3.4.9. Bisfenol-A tayinine girisim yapabilecek tiirlerin belirlenmesi

Bisfenol-A tayinine girisim yapabilecek gergek o6rnekler (asetonitril (C2HsN), etilasetatin
(C4HgO2), hegzan (CeH1s), fenol (CeHsOH), nitrofenol (CeHsNOz), iire (CHaN20),
potasyum nitrat (KNO3)) incelendi. Calisma hiicresine 9,0 mL 0,1M pH 7,0 olan fosfat
tamponu ve 1M 1,0 mL NaCl ilave edilerek -0,10V’da dengeye getirildi. Daha sonra hiicre
ici derisim 1,0x10® M olacak sekilde bisfenol-A eklemeleri yapildi. 20 dk karistirildi ve 200
s boyunca 6lgiim gergeklestirilip akim degeri kaydedildi. Daha sonra girisimi incelenen
tiiriin hiicre i¢i derisimi 1,0x10 M olacak sekilde hiicreye eklendi 20 dk karistirild1 ve 200
s boyunca 0l¢iim gergeklestirilip akim degeri kaydedildi. G6zlenen cevap akimi hiicre
icindeki bisfenol- A ve girisimi incelenecek tiiriin olusturdugu akimlarin toplamidir. Girigim
etkisi incelenen maddeye karsilik gelen cevap akimi, toplam cevap akimi degerinden
bisfenol-A’ya karsilik gelen cevap akiminin ¢ikarilmasi ile elde edilir. Bu islemler
sonrasinda bulunan cevap akimi ile girisimi incelenen tiiriin yiizde cinsinden ne kadar

girisim yaptig1 hesaplanmstir.
3.4.10. Biyosensoriin gercek ornekler iizerinde calismasinin incelenmesi

Igcme sularinda kullanilan plastik su siselerinde ve plastik yiyecek saklama kaplarinda
bisfenol-A’nin varligim tespit etmek amaciyla bu deneysel galisma yapildi. Oncelikle su
sisesinden 1’er gramlik numuneler ii¢ ayr1 beher igerisine alindi. Birinci behere 20 ml saf su
konulup oda sicakliginda 48 saat, ikinci behere 20 ml etil alkol konulup oda sicakliginda 48
saat ve liglincii behere 20 ml saf su konulup 78°C de 48 saat bekletildi. Ayni islemler yiyecek
saklama kabi i¢inde yapildi ( Wu, L. 2020).

Elektrokimyasal hiicre derisimi 0,1M olacak sekilde NaCl ¢ozeltisi ve 0,1M pH 7,0 olan 9,0
mL fosfat tamponu ¢ozeltisi ilave edildi ve -0,10V’da dengeye getirildi. Akim degeri okundu
ve kaydedildi. Daha sonra numuneden 100 pL alinarak ¢alisma hiicresine eklendi. Cozelti
20 dakika boyunca karistirildi ve 200 s dl¢iim alindi cevap akimi kaydedildi. Akim farkina
karsilik gelen derisim degeri kalibrasyon grafiginde (Sekil 4.9) yerine koyularak yaklagik

degerler belirlendi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

PAMAM-Sal-Pd (II) katkili modifiye edilmis bir karbon pasta elektrot hazirlandi.
Hazirlanan bu elektroda tirozinaz enzimi ¢apraz baglama yontemi ile immobilize edildi.
Tirozinaz enzimi oksijen varliginda BFA nin kinon bilesigine yiikselmesini saglar. BFA nin
tayini ise enzimatik bir tepkime sonucunda olusan kinon bilesiginin -0,10V’da indirgenmesi

ile gergeklestirilir (Sekil 4.1).

X0 X 0 0 (] 0X
tirozinaz tirozinaz
—— c——— —_—
n ’.‘ Elektrot yiizeyinde -0,10V

()] HO Oz H2O 4 4(propan-22diil)bis(silloelzan
4,4<{propan-2, 2-diilidifenol 4 4(propan 2 2-diil)bisbenzo-1,2-diol 3,5-dien-1,2dion)
' (BFA)

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

Calismalar sonucunda elde edilen biyosensoriin optimum ¢alisma kosullar1  ve
performansina etki eden faktorler incelendi. Biyosensoriin ¢aligma ortamlarinda olabilecek
madde girisimleri yapilan deneylerle incelendi ve immobilize edilmis elektrot plastik su

sisesi ve yiyecek saklama kaplarinda bisfenol-A varliginin tespiti i¢in kullanildi.

4.1. Biyosensoriin Optimum Calisma Arahgmn Belirlenmesi

4.1.1. CPE ve MCPE elektrodlarinin bisfenol-A’ya olan duyarhiligimin etkisinin
incelenmesi

Hazirlanan elektrotlarin  duyarlilik karsilastirilmasi  bisfenol-A’nin  hiicre igerisinde
enzimatik tepkimelerle kinon bilesigine yiikseltgenmesi ve kinon bilesiklerinin olusturmus
oldugu katodik akimlarinin amperometrik yontemle Ol¢iiliip kaydedilmesi ile incelendi.
Karbon pasta elektrot ve modifiye edilmis karbon pasta elektrot -0,10V’da dengeye
getirildikten sonra ¢alisma hiicresinin i¢ine derisimi 1,0x10°-5,0x10* M olacak bisfenol-A
¢ozeltisi ilave edildi. Bisfenol-A derisimine kars1 elde edilen cevap akimlari grafige gegirildi
(Sekil 4.2). Sekil incelendigi zaman MCPE ’nin akimlarinin CPE’ye gore yaklasik olarak iki
kat arttig1 tespit edildi. MCPE’daki PAMAM-Sal-Pd (II)’nin iletkenligi arttirarak akimlarda
artisa neden oldugu distiniildi.
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CPE ve MCPE'nin BFA'ya duyarliligi
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Sekil 4.2. MCPE-CPE’nin bisfenol A’ya olan duyarliligiin belirlenmesi ( -0,10V
_ y y g
potansiyel, 0,1M pH 7,0 fosfat tamponu, 25°C, 1,0x10° M-5,0x10*M
bisfenol-A derisimi ).

4.1.2. Calisma potansiyelinin etkisinin incelenmesi

Hazirlanan  biyosensoriin -~ bisfenol-A  tayininde optimum ¢alisma potansiyelini
belirleyebilmek i¢in kare dalga voltametrisinde -0,10V, -0,15V, -0,20V ¢alisma
potansiyellerinde okunan akimlar bisfenol-A derisimine kars1 grafige gecirildi. Olusturulan
grafikler (Sekil 4.3) incelendiginde enzimatik tepkime sonucunda olusan kinon bilesiginin -
0,10V’da en yiiksek indirgenme akimina sahip oldugu belirlendi ve ¢alisma potansiyeli
-0,10V olarak kaydedildi.
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Sekil 4.3. Calisma potansiyelinin bulunmasi (-0,10V potansiyel, 0,1M pH 7,0 fosfat
tamponu, 25 °C, 1,0x10°- 1,0x10° M bisfenol-A derisimi).

4.1.3. PAMAMS-Sal-Pd (IT) polimer miktarimin etkisinin incelenmesi

Polimerler olduk¢a fazla sayida molekiilin kimyasal baglarla belirli bir diizende
baglanmasiyla olusan oldukca yiiksek molekiil kiitleli bilesiklerdir. Iletken polimerler optik
ve elektriksel 6zellikleri sayesinde teknolojik uygulamalarda kullanim potansiyeli en yiiksek

malzemelerden biridir (Metin, 2017).

Daha once yapilan deneylerde polimer katkili karbon pasta elektrotun akim degerlerinin
karbon pasta elektroda gore yiiksek oldugu goriildii. Uygulanan polimer miktarlari sirast ile
0,5mg - 1,0mg - 2,0mg olacak sekilde biyosensorler hazirlandi. Hiicre derisimi 1.0x10° -
5.0x10* M olacak sekilde bisfenol-A ilave edildi ve -0,10V°da dengeye getirilip akimlar
kaydedildi. Denge akimi okundu ve grafige geg¢irildi (Sekil 4.4). Polimer miktarlari arttik¢a
akimlarin arttig1 tespit edildi. Fakat 2,0 mg olarak hazirlanan biyosensoriin belirli bir siire
sonra tampon iginde siserek dagildigi gozlemlendiginden polimer miktari 1,0 mg olarak

bulundu.
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PAMAM-Sal-Pd (I) polimer miktarmn etKisinin incelenmesi
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Sekil 4.4. Polimer miktarinin bisfenol-A biyosensoriine karsi olan etkisi(-0,10V potansiyel,
0,1M pH 7,0 fosfat tamponu, 25°C, 1,0x10-5,0x10*M bisfenol-A derisimi).

4.1.4. Gluteraldehit miktarin etkisinin incelenemesi

Yapilan birgok caligmada ¢apraz baglayici olarak gluteraldehit (CHO-CH2CH2CH2-CHO)
reaktifi tercih edilmektedir. Gluteraldehit kii¢iik bir molekiil oldugundan enzim yiizeyinde
ve i¢ kisimlarinda bulunan amin gruplari ile etkilesime girebilir. Bu olay sonucu enzimin
aktif bolgesi fazla ¢apraz baglama ile bloke olabilir. Enzimin ii¢ boyutlu yapis1 degisebilir
ve aktivite kayiplar1 yasanabilir (Xin, 1997). Enzimin aktif bolgesinin etkilenmemesi ve
aktivite kayiplar1 yasanmamasi i¢in kullanilan gluteraldehit miktarinin arastirilmasi fayda

saglayacaktir.

Hazirlanan biyosensorde kullanilacak olan en iyi gluteraldehit miktarini belirleyebilmek i¢in
20uL, 30pL ve 40uL, %2,5’luk gluteraldehit ¢ozeltisi ile hazirlanmig elektrotlar bisfenol-A
tayini i¢in kullanildi. Denge akimi okundu ve akim farklari grafige gecirildi (Sekil4.5).
Gluteraldehit miktarinin 20 pL’den 30 pl’ye c¢ikarilmasiyla akimlarda bir artis oldugu
goriilmiistiir. 30 pL’den 40 pL’ye ¢ikarildiginda ise aktivitede kayiplar yasanip akimlarin

azaldig1 gézlemlenmistir. Yapilan deneylerle ulasilan sonuclar su sekilde yorumlanmastir;
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20 uL gluteraldehitin enzimi immobilize edebilmede yetersiz kaldig1 ve yapiyr bir arada
tutamada zorlandig1, 40 pL gluteraldehitin fazla olmasi sonucu asir1 baglanmadan dolay1
enzimde aktivite kaybina yol actif1 distliniildii. Olusturulan grafik incelendigi zaman en

yiiksek akimlarin 30 uL gluteraldehit igeren elektrot oldugu tespit edildi ( Sekil 4.5).

Glutaraldehit miktarinin etkisi (%2,5 glutaraldehit)
600
500 | ol
=4=—20 L
400 |
=f=30 pL
< 300 | 40 uL
< 200 |
100
0 g— 1 1 1 1 ]
0,07 0,17 0,27 0,37 0,47 0,57
BFA Derisim, mM BFA 1,0x10°M-5,0x10* M

Sekil 4.5. Gluteraldehit miktariin bisfenol-A biyosensoriine kars: etkisi (-0,10V
potansiyel, 0,1M pH 7,0 fosfat tamponu, 25 °C, 1,0x10°-5,0x10* M
bisfenol-A derisimi).

4.1.5. pH’mn etkisinin incelenmesi

Degisen pH degerlerinin enzimlerin aktivitelerine etki ettigi bilinmektedir. Yapilan bu
caligmada optimum pH degerinin belirlenebilmesi i¢in ¢aligilacak biyosensor pH 5,0 - 6,0 -
7,0 - 8,0 - 9,0 da hazirlanan tampon ¢ozeltileri i¢inde -0,10V’da dengeye gelene kadar
bekletildi. Hiicre derisimi 1,0x10* M olacak sekilde bisfenol-A eklemeleri yapildi. Denge
akimi okundu. Deneyler iki kez daha tekrarlandi1 ve Ai1, Aiz, Aiz degerleri elde edildi. Akim
farkinin ortalamasi alinarak Aiort degeri hesaplandi. Bisfenol-A derisimine kars1 grafige

gecirildi (Sekil 4.6).

Cizilen grafik incelendiginde en yiiksek akim degerinin pH 7,0’de oldugu goézlemlendi.

Bundan sonraki yapilan ¢alismalarda tampon ¢ozeltisi pH 7,0 olarak kullanildi. Yapilan
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literatiir aragtirmalarinda farkli materyallerle yapilmis olan ve tirozinaz enzimi varliginda
hazirlanmis biyosensor c¢aligmalarinda, calismamizla uyum iginde olan optimum pH
degerleriyle birlikte farkli pH degerlerinde calismalarda oldugu gozlemlendi. Kitamura
pH=7,0 (Kitamura, 2005) Cemeroglu pH=6,5’da (Cemeroglu, 2001) c¢alismislardir. pH
degerlerindeki bu degisimin nedeni immobilize edilen materyallerin igeriklerinin farkli

oldugu ve immobilizasyon yontemlerindeki farkliliklardan kaynakli oldugu diisiiniildii.

BFA duyarhhgma pH'nin etKisi
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-
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pH BFA 1,0x104M

Sekil 4.6. pH’nin bisfenol-A biyosensoriine amperometrik olarak etkisi (-0,1V potansiyel,
25°C, 1,0x10* M bisfenol-A derisimi).

4.1.6. Sicakhigin etkisinin incelenmesi

Enzimler proteinlerin tersiyer yapisinda olduklarindan sicakliga karst duyarli olduklar
bilinmektedir. Diisiik sicakliklarda enzimlerin aktivitesinde azalma, yiiksek sicakliklarda ise
enzimlerin denatiire olarak yine aktivitelerinde azalmalar gézlemlenir. Enzimler bulundugu
ortam kosullaria en 1yi sekilde adapte olarak optimum caligma sicakligini belirlemislerdir
(Henri, 2006).

Yapilan bu c¢alismada kullanilan enzimin optimum ¢aligma sicakligini belirleyebilmek i¢in
hazirlanan biyosensor 0,1M pH 7,0 olan fosfat tamponu i¢inde -0,10V’da termostatl ve

dolasimli su banyosu iginde 20°C - 30°C - 40°C - 50°C - 60°C’lere geldiginde sabit halde
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tutarak dengeye gelene kadar bekletildi. Dengeye gelme islemi tamamlandiktan sonra hiicre

derisimi 1,0x10 M olacak sekilde bisfenol-A ilavesi yapildi.

Denge akimlari okundu ve kaydedildi. Deneyler iki kez daha tekrarlandi ve A1, Aiz, Ais
degerleri elde edildi. Akim farkinin ortalamasi alinarak Aiort degeri hesaplandi. Bisfenol-A
derisimine kars1 grafige geg¢irildi (Sekil 4.7). Cizilen grafik incelendiginde en yiiksek akim
degerinin 40°C de oldugu gozlemlendi. Ancak bu calismadan sonra yapilan deneylere daha

kolay ve pratik olabilmesi i¢in oda sicakliginda devam edildi.

Yapilan literatiir arastirmalarinda farkli materyaller kullanilarak ve tirozinaz enzimi
varliginda hazirlanan biyosensor ¢alismalarinda, yapilan ¢alismalarimizla uyum iginde olan
optimum sicaklik degerleriyle birlikte farkli sicaklik degerlerinde ¢alismalarda oldugu
gozlemlendi. Gupta ve arkadaslar1 35°C‘de (Gupta, 2017), Kogak ve arkadaglar1 40°C
calismiglardir (Kogak. H, 2020).

BFA duyarlihgina sicakhigin etkisi
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Sekil 4.7. Sicakligin bisfenol-A biyosensoriine karsi etkisi (-0,10V potansiyel, 0,1M pH
7,0 fosfat tamponu, 1,0x10*M bisfenol-A derisimi
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4.1.7. Bisfenol-A’ya kullanilan substratin derisiminin etkisi

Bisfenol-A ya duyarli hazirlanan biyosensdre substratin etkisini incelemek amaciyla
-0,10V’da artan bisfenol-A derisimine (1,0x10° - 1,0x10°® M) kars1 immobilize edilmis olan
elektrodun amperometrik akimlart kaydedildi. Bisfenol-A derisimine karsi akim farklari
grafige gecirildi (Sekil 4.8). Michaelis-Menten egrisi olarak bilinen sekile bakildiginda
bisfenol-A derisimi arttikga akim farklarinin 6ncelikle dogrusal olarak arttigi daha sonra

artan derisimlerde dogrusalliktan sapip hiperbolik bir sekilde arttig1 gézlemlenmistir.

Bisfenol-A derisimi 1,0x10* M’dan sonra artan derisimlerde eklemelere devam edildiginde
akim farklarindaki artisin oldukga kiigiik oldugu goriilmektedir. 1,0x10* M’dan itibaren
tirozinaz enzimi bisfenol-A ile doygunluk seviyesine ulastigindan akim farklarindaki

degisim oldukga kiiciik olmustur.

Sekil 4.8’in dogrusal bolgelerdeki verileri grafige gegirildigi zaman bisfenol-A tayini i¢in
kullanilabilecek olan iki tane kalibrasyon grafigi oldugu gortldi. (Sekil 4.9) (Sekil 4.10).
Kalibrasyon grafikleri incelendigi zaman (1,0x10° - 1,0x10° M) derisimleri arasinda
dogrusal bolge galisma araliklarimin (R?=0,9530 ve R?=0,9765) 0,001uM - 0,05uM ve
0,1uM - 1uM arasinda, alt tayin sinirinin ise 1nM oldugu belirlenmistir.

Literatiir incelemeleri yapildiginda dogrusal araligi 100fM - 1uM, tayin sinir1 ise SnM (Yu,
2019), dogrusal ¢aligma araligi 1,25 - 10,0 uM, alt tayin sinirt 18,21 nM (Sun, 2013) oldugu
goriiliigtiir. Hazirlamis oldugumuz biyosensoriin dogrusal ¢aligma araliginin oldukca genis

ve alt tayin sinirinin diisiik oldugunu sdyleyebiliriz.

Michaelis - Menten egrisi hiperbolik olan bir egridir. Enzimler i¢in yiiksek spesifiteye sahip
olan Km ve Vmax degerleri olusan grafikten dogru olarak hesaplanamaz. Bu sebepten dolay1
Michaelis - Menten esitliginin her iki tarafi ters ¢evrilerek yeni bir esitlik ve dogrusal olan

Lineweaver Burk grafigi olusturulur. (Sekil 4.11).

Sekil 4.11 incelendigi zaman Kmgs,) degerinin 0,00325 uM, Imaxgs,) degerinin ise 0,04065
HA oldugu gorilmektedir. Hazirlamis oldugumuz biyosensoriin bisfenol-A’ya ilgiyi
gosteren Km(gsz) degert literatiirlerde olan Kmgs,) degerlerinden daha diisiik oldugu yapilan
deneylerle belirlenmistir (Yu, 2019; Sun, 2013). Km degerinin diisiik olmasi kullanilan

polimerin enzimin substratina olan ilgisini arttirdigi goriilmistiir.
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35 . Substrat (BFA) derigiminin etkisi
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BFA Derisim, mM  BFA 1,0x10°M-1,0x103 M

Sekil 4.8. Substart miktarinin bisfenol-A biyosensoriine karsi etkisi (-0,10V potansiyel,
25°C, pH 7,0 fosfat tamponu 1,0x10° - 1,0x10° M bisfenol-A derisimi).

Kalibrasyon-1
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Sekil 4.9. Bisfenol-A biyosensorii igin olusturulan kalibrasyon grafigi 1 (-0,10V potansiyel,
25 °C, 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu).
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Sekil 4.10. Bisfenol-A biyosensorii i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi 2 (-0,10V potansiyel,
25°C, 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu).
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Sekil 4.11. Tirozinaz enzimi varliginda olusan Lineweaver — Burk grafigi (25°C de,
-0,10V ¢alisma potansiyeli, 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu).
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4.1.8. Tekrarlanabilirligin belirlenmesi

Elektrokimyasal hiicre derisimi 0,1M olacak sekilde NaCl ¢ozeltisi ve 0,1M pH 7,0 olan 9,0
mL fosfat tamponu ¢6zeltisi ¢alisma hiicresine ilave edildi ve -0,10V’da dengeye getirildi.
Dengeye getirilen biyosensoriin optimum sartlarda tekrarlanabilirliginin belirlenebilesi i¢in
hiicre derisimi 2,0x10™ M olacak sekilde bisfenol-A ilavesi yapildi. Denge akimi1 okundu ve
kaydedildi. Yapilan bu ¢alismalar 17 kez tekrarland1 ve grafige gegcirildi (Sekil 4.12). 18
Ol¢lim sonunda ulasilan akim degisimlerinden hesaplamalar yapilarak bagil standart sapma
%9,43 olarak bulundu. Yapilan 18 6l¢iim sonunda biyosensoriin baslangic aktivitesinin

%6,67’sini kaybettigi gozlemlendi.

Tekrar Kullanilabilirlik
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Sekil 4.12. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin belirlenmesi (-0,10V potansiyel, pH
7,0 fosfat tamponu, 25 °C, 2,0x10° M bisfebol-A derisimi).

4.1.9. Raf omrii siiresinin bulunmasi

Elektrokimyasal hiicre derigimi 0,1M olacak sekilde NaCl ¢ozeltisi ve 0,1M pH 7,0 olan 9,0
mL fosfat tamponu ¢ozeltisi ¢alisma hiicresine ilave edildi ve -0,10V’da dengeye getirildi.

Dengeye gelme islemi tamamlandiktan sonra hiicre derisimi 2,0x10° M olacak sekilde



48

bisfenol-A eklendi. Denge akimi okundu ve kaydedildi. Deneyler iki kez daha tekrarlandi
ve Aii, Aip, Aiz degerleri elde edildi. Akim farkinin ortalamasi alinarak Aiot degeri
hesaplandi. Bisfenol-A derisimine kars1 grafige gecirildi (Sekil 4.13). Grafik incelendiginde
1-3. giin araliginda gozlenen akim degisiminin diisiik oldugu 3-15.glin araliginda akim
diisiislerinin arttigt 15-30. giinler arasinda akim distisiiniin yavasladigi kaydedilmistir.
Biyosensoriin 30. giin sonunda baglangi¢ aktivitesinin %26,75’ini korudugu goriildi. Kogak
H. ve arkadaslar1 biyosensoriin 25. giin sonunda baslangi¢ aktivitesinin %24,05’ini, Sun ve
arkadaslar1 biyosensoriin 30. giin sonunda baslangi¢ aktivitesinin %30,57’sini korudugunu

gozlemlemislerdir.
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Sekil 4.13. Biyosensoriin raf dmrii siiresinin bulunmas: ( -0,10V potansiyel, 0,21M pH 7,0
fosfat tamponu, 25 °C, 2,0x10° M bisfenol-A derisimi).

4.1.10. Bisfenol-A tayininde girisim olusturabilecek tiirlerin etkisinin belirlenmesi

Bisfenol-A tayini sirasinda girisim yapabilecek tiirler i¢in literatiir incelemeleri yapildi. Bu
incelemeler sonucunda girisim yapabilen maddeler asetonitril, etilasetat, hegzan, fenol,
nitrofenol, iire ve potasyum nitrat olarak bulundu. Bu maddeler ile inceleme yapilirken hiicre
ici derisim 1,0x10® M olacak sekilde bisfenol-A ilave edildi. Girisimi incelenecek tiiriin ise

hiicre ici derisimi 1,0x10® M olacak sekilde eklemeler. Olusabilecek girisimlerin en aza
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indirgenmesi veya yok edilmesi ger¢ek numune analizlerinin tespiti ve dogrulugu agisindan
onem teskil etmektedir. Bu maddelerden asetonitril (C2H3N), etilasetat (C4HsO2), hegzan
(CsH14), fenol (CsHsOH), nitrofenol (CeHsNO3), tire (CH4N20), potasyum nitratin (KNO3),
bisfenol-A tayinine girisim yapmadiklar1 tespit edildi.

Literatiir incelemesi yapildiginda Kogak. H ve arkadaslar1 bisfenol-A tayini yaparken
girisim yapabilecek tiirlerin etkisini incelemek amaci ile fenol, nitrofenol, potasyum nitrat,
iire, hegzan, etil asetat ve asetonitril maddelerini kullanmiglardir. Bu maddeleri incelemek
icin hiicre derisimi 2x10® M olacak sekilde BFA, girisim yapan maddelerin derisimini ise
2x10°M olacak sekilde hazirlayip eklemeler yapmislardir. Bu incelenen maddelerin girisim

yapmadiklarini tespit etmislerdir (Kogak.H, 2020).
4.1.11. Biyosensoriin gercek ornekler iizerinde ¢calismasinin incelenmesi

Elektrokimyasal hiicre derisimi 0,1M olacak sekilde NaCl ¢ozeltisi ve 0,1M pH 7,0 olan 9,0
mL fosfat tamponu ¢ozeltisi ilave edildi ve -0,10V’da dengeye getirildi. Dengeye gelme
islemi tamamlandiktan sonra hiicre igine (boliim 3.4.10 gore) hazirlanan numuneden 100 pulL
ilave edildi. Denge akimi okundu ve kaydedildi. Akim farkina (Ai) karsilik gelen derisim
degeri kalibrasyon grafiklerinde (Sekil 4.9) yerine koyularak karsilik gelen degerler
belirlendi. Yapilan bu calismalar ii¢ kez tekrarlanip ortalamalari alinarak Aiot degeri

hesaplandi ve bisfenol-A derisimine kars1 grafige gegirildi.

Cevre koruma ajanst (U.S EPA) plastik su sisesinde ve bebek biberonlarinda BFA
kullanimini 2010 yilindan itibaren yasaklamustir (Jalal, 2018). Yapilan su sisesi deneylerinde
de olgiilen bisfenol-A degerleri kalibrasyon grafiginin disinda kalmistir. Sonug olarak su

sisesinde BFA’ya rastlanmamustir.

Oda sicaklhiginda saf su igerisinde 48 saat bekletilen plastik saklama kabindan, dengeye
getirilen hiicreye numuneden 100 pL ilave edildi. Denge akimi okundu ve kaydedildi. Bu
calisma ii¢ kez tekrarland1 ve akim farki ortalamasi -8,0x10° M olarak bulundu. Bulunan
deger kalibrasyon grafiginde (Sekil 4.9) yerine koyularak 100 pL suda BFA miktar1 0,165
mM olarak belirlendi. Bu deger mole cevrilirse 0,165mM / 10° M = 1,65x107 mol olarak
bulunur. Bisfenol-A’nm molekiil kiitlesi ile ¢arpildiginda 1,65x10" mol x 228,29 g/mol =
3,767 x 10° g elde edilir. Bu deger 1000 mg’daki deger oldugu i¢in 0,0377 mg/kg elde edilir.
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Bu deneyler ve hesaplamalar 78°C saf su ve oda sicakliginda etil alkol iginde bekletilen

numunelere de uygulanarak asagidaki cizelgede verilen degerler elde edilmistir.

Cizelge 4.1. Gergek 6rneklere biyosensoriin uygulanmasi

Plastik saklama kabi saf su oda sicakligi (48 saat) 0,0377 £ 0,0008 mg/kg

Plastik saklama kabu etil alkol oda sicakligi (48saat) | 0,0385 £ 0,0002 mg/kg

Plastik saklama kabi saf su 78 °C (48saat) 0,0394 + 0,0005 mg/kg

Oda sicakliginda saf su icinde 48 saat bekletilen plastik saklama kabi ile 78°C de saf su
icinde 48 saat bekletilen plastik saklama kabi1 karsilastirildiginda saf su i¢ine salinan BFA
miktarin 78°C de daha fazla oldugu gézlemlenmistir. Yapilan literatiir aragtirmalarinda
gidalarin muafaza edilmesinde kullanilan BFA katkili konserve ve plastik saklama
kaplarnin 1sitilmasi sonucunda BFA’nin gida {irlinlerine sizmasinin arttigi bilinmektedir

(Doerge, 2010).

Oda sicakliginda saf su i¢inde 48 saat bekletilen plastik saklama kabi ile oda sicakliginda
etil alkol i¢inde 48 saat bekletilen plastik saklama kabi karsilagtirildiginda etil alkolde
coziinen BFA miktarinin saf suya oranla daha fazla oldugu goriilmektedir. Yapilan literatiir
aragtirmalarinda BFA’nin sudaki c¢Oziiniirligliniin - diistik olmasina karsin organik

coziiciilerde 1y1 ¢oziinen bir kimyasal madde oldugu bilinmektedir (Fernandez, 2007).

Oda sicakliginda etil alkol i¢inde 48 saat bekletilen plastik saklama kabi ile 78°C de saf su
icinde 48 saat bekletilen plastik saklama kabi1 karsilastirildiginda 78°C de ¢oziinen BFA

miktarinin, etil alkolde ¢oziinen BFA miktarindan daha fazla oldugu belirlenmistir (Wu, L,

2020).

Literatiir arastirmalarina gore tolere edilebilir glinliik doz miktar1 0,05mg/kg’dir (Buket,
2011). Deneysel ¢alismamiza gore plastik saklama kabinda bulunan BFA miktarlari tolere

edilebilir giinliik doz sinirlar igerisindedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez galismasinda PAMAM-Sal-Pd (Il) polimeri kullanilarak hazirlanan bisfenol-A’ya

duyarl1 biyosensor;

e Biyosensoriin hazirlanmasi kolay, pratik ve maliyeti diigtiktir.

e Biyosensoriin cevap siiresi 200 s olarak belirlendi.

e Biyosensor ¢alismasinda kullanilan enzimin optimum ¢alismasi i¢in gereken pH 7,0
olarak belirlendi.

e Biyosensoriin en iyi ¢caligma sicakligi 40 °C olarak belirlendi.

e Hazirlanan biyosensoriin dogrusal bolge calisma araligi 0,001uM-0,05uM ve 0,1uM-
1uM arasinda, (R2=O,9530 ve R2=O,9765), tayin sinir1 ise 0,001uM oldugu belirlendi.
Biyosensoriin tayin smirinin  olduk¢a diisitk olmasi, biyosensoriin ¢ok kiiciik
derigimlerdeki madde miktarlarinin tayin edilebilmesine olanak saglamaktadir.

e Biyosensorin Km(goz) degeri, 0,00325 puM olarak tespit edilmistir. Hazirlamig
oldugumuz biyosensoriin bisfenol-A’ya ilgiyi gosteren Km(goz) degeri literatiirlerde
olan Km(goz) degerlerinden daha diisiik oldugu yapilan deneylerle belirlenmistir. Km
degerinin diisiik olmas1 diisiik derisimleri tayin edebilme imkani saglar ve kullanilan
PAMAM-Sal-Pd (Il) polimerinin, enzimin substratina olan ilgisini yaklasik iki kat
arttirdig1 goriilmektedir.

e 18 Ol¢lim sonunda elde edilen akim degisimlerinden hesaplamalar yapilarak bagil
standart sapma %9,43 olarak bulundu ve biyosensoriin baglangi¢ aktivitesinin
%6,67’sin1  kaybettigi gozlemlendi. Elde edilen verilere dayanarak elektrodun
tekrarlanabilirliginin kabul edilebilir diizeyde oldugu goriilmektedir.

e Raf 0mrii siiresi incelendiginde, 30. giin sonunda baslangi¢ aktivitesinin %26,75’ini
korudugu goriildii.

e Sonug olarak elde edilen bisfenol-A’ya duyarli biyosensor, diisiik cevap siiresine, genis
calisma aralig1 ve diisiik tayin sinirina sahiptir. Bunlara ek olarak tekrarlanabilirliginin
1yl olmasit ve uzun bir raf omrii sliresine sahip olmasi hazirlanan biyosensoriin

avantajlarindandir.

Yapilan bu c¢alismada elde edilen bisfenol-A biyosensoriiniin uygulama alanlari

bulabilecegi, kullanim imkanlarinin olabilecegi ve gelistirilmeye ag¢ik oldugu sdylenebilir.
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