T.C.
EGE UNIVERSITESI

Fen Bilimleri Enstittsi

BISFENOL-A TAYINI iCIN ALTERNATIF BIR
YONTEM: ALKANTiYOL/ALTIN NANOPARTIKUL/
3-MERKAPTOPROPIYONIK ASIT MODIiFiYE
ENZIiM TEMELLI BIYOSENSOR SISTEMi

Yiiksek Li

Hatice Cansu TEMEL

Biyoteknoloji Anabilim Dali

[zmir
2022






T.C.
EGE UNIVERSITESI

Fen Bilimleri Enstittsi

BISFENOL-A TAYINI iCIN ALTERNATIF BIiR
YONTEM: ALKANTiYOL/ALTIN NANOPARTIKUL/
3-MERKAPTOPROPIYONIK ASIT MODIFiYE
ENZIiM TEMELLI BIYOSENSOR SISTEMI

Hatice Cansu TEMEL

Danisman: Prof. Dr. Erol AKYILMAZ

Biyoteknoloji Anabilim Dali

Biyoteknoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Programi

[zmir

2022






EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

ETIiK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

EU Lisansiistii Egitim ve Ogretim Y&netmeliginin ilgili hiikiimleri uyarinca
Yiiksek Lisans Tezi / Doktora Tezi olarak sundugum “BISFENOL-A TAYINI
ICIN ALTERNATIF BiR YONTEM: ALKANTIYOL/ALTIN
NANOPARTIKUL/3-MERKAPTOPROPIYONIK ASIT MODIFIYE ENZIM
TEMELLI BIYOSENSOR SISTEMI” baslikli bu tezin kendi ¢alismam oldugunu,
sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve belgeleri bizzat ve bu tez calismasi
kapsaminda elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara atif yaptigimi ve bunlar1 kaynaklar listesinde usuliine uygun olarak
verdigimi, tez ¢alismasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir
davranisimin olmadigini, bu tezin herhangi bir boliimiinii bu tiniversite veya diger
bir iiniversitede baska bir tez ¢alismasi i¢inde sunmadigimi, bu tezin
planlanmasindan yazimina kadar biitiin sathalarda bilimsel etik kurallarina uygun
olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu

kabul edecegimi beyan ederim.

07/01/2022

h’IlZ as1

Hatice Cansu TEMEL






vii
OZET

BISFENOL-A TAYINI iCIN ALTERNATIF BiR YONTEM:
ALKANTIYOL/ALTIN NANOPARTIKUL/
3-MERKAPTOPROPIYONIK ASIiT MODIFiYE ENZIM
TEMELLI BIYOSENSOR SISTEMi

TEMEL, Hatice Cansu

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Erol AKYILMAZ

Ocak 2022, 76 sayfa

Calismanin amaci, hidrojen peroksit iceren calisma ortaminda 6nemli bir
kanserojen olarak degerlendirilen Bisfenol A'nin katalaz enzimi iizerindeki
inhibisyon etkisini dikkate alarak, BPA nin spesifik tayini amaciyla katalaz enzim

temelli yeni bir biyosensor gelistirmektir.

Bu amag¢ dahilinde hazirlanan karbon pasta elektrot yiizeyine ilk olarak 10
mM’lik sisteamin ¢ozeltisi damlatildi. Bu sayede elektrot yiizeyinde tiyol gruplari
olusturuldu ve ardindan damlatilan 5 nm altin nanopartikiillerin tiyol gruplar
lizerinden immobilizasyonu saglandi. Modifiye elektrot iizerine 10 mM’lik
3-merkaptopropiyonik asit damlatildi ve karboksil gruplarini aktive etmek igin
elektrot 50 mM’lik EDC-NHS (1:1) ¢ozeltisine daldirildi. Son asamada 10

mg/ml’lik katalaz enzim ¢ozeltisi damlatilarak biyosensor hazirlandi.

Sis/AuNP/3-MPA/Kat enzim temelli biyosensoriin pH, sicaklik ve tampon
sistemi optimizasyonu yapilarak ¢alisma kosullart; enzim miktar1 ve AuNP boyutu
optimizasyonu yapilarak da biyoaktif tabaka bilesenleri ile ilgili parametreler

belirlenmistir. Biyosensoriin karakterizasyonuna yonelik ¢aligmalarda ise dogrusal



viii
tayin aralig, tekrarlanabilirlik, susbstrat spesifikligi, kronoamperometrik 6l¢iimler

ve Ornek uygulamasi amaci ile damacana suda BPA tayini ile ilgili sonuglar elde

edilmistir.

Tasarlanan biyosensor ile diferansiyel puls voltametirisi (DPV) metodu
kullanilarak -0,15 V & +0,95 V potansiyel aralikta ve Ka[Fe(CN)s] iceren ortamda
Olgtimler alimmustir. H2O2 konsantrasyonu (500 pM) sabit tutulurken BPA
konsantrasyonu arttirilarak Ol¢imler yapilmistir.  BPA’nin  katalaz enzimi
iizerindeki inhibisyon etkisi ile artan BPA konsantrasyonu ile orantili akim

degerleri elde edilmistir ve standart grafigi ¢izilmistir.

Deneysel caligmalardan elde edilen sonuglar incelenerek en iyi calisma
ortam1 kosullarinin 25 °C’de 50 mM, pH 7,0 potasyum fosfat tamponu oldugu
belirlenmistir. BPA'nin dogrusal tayin araligi 0,25 - 2,5 uM olarak bulunmustur.
Tekrarlanabilirlik ¢aligmalart ile 0,75 puM BPA i¢in yapilan (n=10) 6l¢iim ile
ortalama deger (X)= 0, 756 uM, standart sapma (S.S.)==+ 0,769 uM ve % varyasyon
katsayis1 (%V.K.)= % 1,31 olarak bulunmustur. Biyosensoriin cevap sliresi 22
saniyedir. Diferansiyel puls voltammetrisi ile yapilan ¢aligmanin tayin limiti 0,16
uM ve amperometri ¢alismasinin tayin limiti 0,45 uM “dir. Son olarak 6 ay boyunca
bekletilmis damaca suda BPA tayini i¢in hazirlanan enzim temelli elektrotla

Olgtimler yapilmigtir.

Anahtar sozciikler: Biyosensor, Bisfenol A, Katalaz, Altin nanopartikiil,

3- Merkaptopropiyonik asit, Sisteamin
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ABSTRACT

AN ALTERNATIVE METHOD FOR THE DETERMINATION OF

BISPHENOL-A: ALKANTHIOL/GOLD NANOPARTICLE/

3-MERCAPTOPROPIONIC ACID MODIFIED ENZYME-BASED
BIOSENSOR SYSTEM

TEMEL, Hatice Cansu

Master of Science Thesis, Biotechnology Department
Supervisor: Prof. Dr. Erol AKYILMAZ

January 2022, 76 Pages

The aim of the study is to develop a new catalase enzyme-based biosensor for
the specific determination of Bisphenol A, which is considered an important
carcinogen based on the inhibition effect of Bisphenol A on the catalase enzyme in

a working environment containing hydrogen peroxide.

For this purpose, 10 mM cysteamine solution was first dripped onto the
prepared carbon paste electrode surface. In this way, thiol groups were formed on
the electrode surface and then immobilization of the dripped 5 nm gold
nanoparticles over the thiol groups was achieved. 3-mercaptopropionic acid of 10
mM was dripped onto the modified electrode and the electrode was immersed in a
50 mM EDC-NHS (1:1) solution to activate the carboxyl groups. At the final stage,

a 10 mg/ml catalase enzyme solution was dripped and a biosensor was prepared.

By optimizing the pH, temperature and buffer system of the Cys/AuNP/3-
MPA/Cat enzyme-based biosensor, the operating conditions were determined; the
amount of enzymes and the size of AuNP were optimized, and the parameters

related to the bioactive layer components were determined. In the studies aimed at
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characterizing the biosensor, results were obtained regarding the determination of
BPA in the water of the vessel for the purpose of linear range of determination,
repeatability, substrate specificity, chronoamperometric measurements and sample

application.

Measurements were taken using the differential pulse voltammetry (DPV)
method in the potential range of -0,15 V & +0,95 V and in the medium containing
Ka[Fe(CN)e] with the designed biosensor. While the H202 concentration (500 uM)
was kept constant, measurements were made by increasing the BPA concentration.
Due to the inhibition effect of BPA on the catalase enzyme, current values
proportional to the increased BPA concentration were obtained and the standart

graph was plotted.

When the results obtained from experimental studies were examined, it was
determined that the best working environment conditions were 50 mM at 25 °C and
pH 7,0 potassium phosphate buffer. The linear range of determination of BPA was
found to be 0,25 — 2,5 uM. After the repeatability studies, the mean value (x)= 0,756
uM with the measurement (n=10) made for 0.75 pM BPA, the standard deviation
(S.S.)=% 0,769 uM and % coefficient of variation (% V.K.)=1,31%. The response
time of the biosensor is 22 seconds. The limit of detection of the study with
differential pulse voltammetry is 0,16 uM and the limit of detection of the
amperometry study is 0,45 uM. Finally, measurements were made with an enzyme-
based electrode prepared for the determination of BPA in the water of the vessel,

which was kept for 6 months.

Keywords: Biosensor, Bisphenol A, Catalase, Gold nanoparticle,
3-Mercaptopropionic acid, Sisteamine
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ONSOZ

Bu tez calismasinda bir¢ok alanda siklikla kullanilan bir endokrin bozucu
olan Bisfenol A tayini i¢in alternatif olarak bir biyosensor gelistirildi. Amacimiz bu
kimyasal1 farkli bir immobilizasyon teknigi ile hazirladigimiz elektrot sayesinde
damacana sularda tayin yapmakti. Enzim temelli bu biyosensorde yiiksek aktivitesi

sayesinde katalaz enzimi tercih edildi.

Calisma konusunun belirlenmesinde ve hazirlanma siirecinin her asamasinda
degerli bilgilerini ve zamanini benden esirgemeyerek her firsatta c¢alismamla
yakindan ilgilenen, her zaman yol gosteren danisman hocam Prof. Dr. Erol
AKYILMAZ’a ve destegini benden esirgemeyen aileme sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.
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1. GIRIS

Insan viicudundaki en ufak fizyolojik degisikligi bile yiiksek hassasiyetle
tespit edebilme ve insan dogasini, ¢evresini etkileyen siirecleri dogru bir sekilde
izleyebilme yetenegi, yasam kalitesini biiyiik dlciide iyilestirmistir. Biyosensorler,
biyomedikal teshis, tedavi ve hastalik ilerlemesinin izlenmesi, ilag, gida kontrolii
ve cevresel analizler dahil olmak iizere sayisiz alanda kritik bir rol oynar. Bir
transdiiksiyon elemanina bagli biyolojik tanima elemaninin kullanimi yoluyla
analitik veriler saglayan entegre cihazlardir. Bu analitik cihazlarin amaci, bir analit
hakkinda gercek zamanli olarak dogru ve giivenilir bilgileri hizli bir sekilde

saglamaktir (Thevenot et al., 2001).

Bisfenol A seffaf, giiclii ve hafif 6zelliklerinden dolay1 plastik iiretiminde en
yaygin kullanilan endiistriyel bilesiklerden biridir. Toksikoloji caligmalarina gore
BPA'nin, diisiik bir diizeyin bile biiylime ve iireme gelisimini etkileyerek hormonal
aktiviteyi taklit edebilen bir endokrin bozucu bilesik (EDC) oldugu goriilmektedir.
Sonug olarak, BPA'nin yaygin kullanimi sebebiyle insan viicuduyla temasi artmis
dolayisiyla cesitli yollarla metabolizmaya girisi de artmistir (Hsine and Mlika,
2021).

Karbon pasta elektrot yiizeyine immobilize edilen kimyasallarla hazirlanan
biyosensor ile Bisfenol A elektrokimyasal yontemlerle tayin edilebilmistir.
Calismada ortamda bulunan H202’nin katalaz enzimi tarafindan parcalanmasi
sirasinda ortama eklenen BPA’nin inhibisyon etkisiyle akim farklanmalarini
degistirdigi goriilmiistlir. Literatiirde benzer ¢alismalar bulunmaktadir (Zhang et
al., 2019; Suthar et al., 2013).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Biyosensorler

Bir biyosensor genellikle biyolojik bir yanit1 bir sinyale doniistiiren analitik
cihaz olarak tanimlanir (Grieshaber et al., 2008). Sinyal iletimi ilkesiyle ¢alisir,
biyolojik yaniti elektrik yanitina kisacasi dlgiilebilir bir sonuca doniistiirmek i¢in
tasarlanmistir. Daha basit bir ifadeyle, bir molekiiliin biyolojik etkisini 6l¢iilebilir
bir sinyalle iliskilendirerek nicel analizinden sorumludur. Sekil 2.1°de temel
bilesenleri basit olarak gosterilmektedir. Analit, biyolojik reseptore yiiksek
secicilikle baglanir veya etkilesime girerek fizyolojik bir degisime neden olur.
Dontistiiriicli tarafindan iiretilen sinyal, biyolojik reseptoriin tipine bagli olarak bir
akim veya voltaj olabilir. Ornegin, déniistiiriiciiden gelen sinyal bir akim seklinde
ise esdeger bir gerilime doniistiiriilecektir. Son olarak, sinyal isleme {initesinden

alinan sonug, Ol¢iilen biyolojik miktarla iligkilendirilir (Tetyana, 2021).

Analiz drnegi

ISIK
YANIT AKIM
FREKANS

Sekil 2.1: Biyosensoriin temel bilesenleri (Ariksoysal, 2006)

Biyosensorlerin  tasarim1  genel olarak dort ana bilesenden olusur:

biyoreseptdr, doniistiiriicii, elektronik bilesenler, goriintiileme birimi. Bir reseptor,
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islem sirasinda hedef analitle dogrudan temas halinde olan ve ana islevi analitleri
yikksek secicilikle yakalayan harici bir bilesendir. Siklikla kullanilan
biyoreseptorler; aptamerler, DNA, antikorlar ve enzimlerdir (Bhattarai and
Hameed, 2020). Amag, bir analitin konsantrasyonuyla orantili elektronik sinyal
tiretmektir. Bu sinyal, proton konsantrasyonundaki degisiklikten, oksijen ve
amonyak gibi gazlarin degisiminden, 151k emisyonu veya absorpsiyonundan, 1s1
emisyonundan veya algilama molekiillerinin hareketiyle ortaya cikan diger
mekanizmalardan kaynaklanabilir. Bu sinyal daha sonra doniistiiriicii tarafindan

Olciilebilir bir yanita gevirilir (Tothill and Turner, 2003).

Gelistirilmesi kolay, hizli, diisitk maliyetli, son derece hassas ve oldukca
secici olmalar1 gibi avantajlari sayesinde biyosensorle ilgili arastirmalarin sayisi,

son yirmi yilda oldukga artmistir (Grieshaber et al., 2008).

- Bivosensdrler

4000 —|
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Yayin Sayisi
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1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020
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Sekil 2.2: Yillara gore biyosensorlerle ilgili yayin sayilari (Bhattarai and Hameed, 2020)



2.2. Biyosensorlerin Tarihgesi

1906 yilinda M. Cremer'in bir sividaki asit konsantrasyonunun, sivinin bir
cam zarin karsit taraflarinda bulunan kisimlar1 arasinda ortaya cikan elektrik
potansiyeli ile orantili oldugunu gostermesiyle biyosensor ¢alismalarinin temeli
atilmigtir. pH, hidrojen iyonu konsantrasyonu kavraminin 1909 yilinda Sorensen
tarafindan tanitilmasinin ardindan 1922 yilinda Hughes tarafindan pH ol¢limleri
icin bir elektrot gergeklestirildi. Griffin ve Nelson ilk olarak invertaz enziminin
aliminyum hidroksit ve odun komiirii {izerinde immobilize edilebildigini
gostermislerdir. Bu ¢aligmalarin tiimii tam olarak gercek bir biyosensor tasariminin

temelini olusturmuslardir (Bhalla et al., 2016).

1956 yilinda Leland C. Clark oksijen tespiti i¢in biyosensor gelistirmigtir.
Immobilize glikoz oksidaz ile ilk enzim elektrodunu gelistirerek glikozun

saptanmasini saglamistir (Pohanka and Skladal, 2008).

Biyosensor ¢alismalarinda bazi parametreler ¢ok onemlidir. Hedef analit
arastirilmali, uygun kosullar ayarlanmalidir. Analit i¢in yiiksek afiniteye sahip
reseptor secilmelidir. Biyolojik reseptoriin avantaj ve dezavantajlart calismayi
etkiler. Ayrica reseptdriin doniistiiriicii ylizeyine immobilize edilme yontemi dogru
secilmelidir. Adsorpsiyon, kovalent baglanma, mikro kapsiilleme ve capraz
baglama immobilizasyon yontemlerine drnektir. Dontiistiiriicii, biyosensor cithazinin
hassasiyetini biiyiikk 0lciide etkiler. Dogru doniistiiriicliniin =~ kullanilmasi,
duyarliligin artmasiyla sonuglanirken, etkisiz bir doniistiiriiciiniin kullanilmasiyla

duyarliligi negatif sekilde etkiler (Grieshaber et al., 2008).

Yiiksek ozgiilliik, hizli ve stirekli 6l¢iim alabilme gibi avantajlar1 sayesinde
birgok alanda biyosensorler tercih edilmektedir. Hizli tepki siiresi ve kalibrasyon
icin gereken reaktiflerin ¢ok daha az kullanimi ile daha az reaktifle ve daha diistik

maliyetle hastaliklarin teshisi icin sikhikla kullamlirlar. Ozellikle bulasic
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hastaliklar i¢cin biyosensorler, patojenleri hizla tanimlayabilen ve etkili tedaviyi
ongorebilen, kullanimi kolay, hassas ve ucuz bir teknoloji platformu imkani sunar.
Mikro ve nanoteknolojilerdeki son gelismeler incelendiginde, bir¢ok bulasici
hastalik i¢in gerekli olan karmasik molekiiler deneyleri gergeklestirebilen ve diger
geleneksel cihazlar tarafindan tayin edilemeyen molekiilleri 6l¢gme avantajina sahip

biyosensorlerin gelistirildigi goriilmektedir (Srivastava, 2020).

2.3. Biyosensorlerin Karakteristik Ozellikleri

Bir biyosensor tasarlanirken bir¢ok 6zellik veya parametrenin kargilanmast
gerekir. Bu ozellikler, biyosensoriin performansini belirler. Diisiik maliyetle ¢ok
sayida iiretilebilmeleri, olabildigince kiiclik ve kullanima uygun boyutta olmak,
hizli sonu¢ vermek, saglam ve taginabilir olmak, kullanimi kolay olmak gibi
Ozelliklerinin yani sira asagidaki parametrelere de uygun olmalidir (Thevenot et al.,
2001).

Tekrarlanabilirlik

Biyoalgilamadaki en 6nemli 6zelliklerden biri tekrarlanbilirliktir. Cihazin
eslesen ¢ikis sinyalleri iiretebilmesi ve yinelenen deneysel caligsmalarda dogru
sonu¢ vermesini gosterir (Chen et al., 2020). Doniistiiriiciiniin kesinligi ve
dogrulugu ile karakterize edilir. Bir analitin her 6l¢iimiinde biyosensoriin benzer
sonuglar verebilmesi hassasiyetini, analit ile birden fazla Ol¢lim yapildiginda
sensOriin gercek degere yakin bir ortalama deger saglama kapasitesi ise
dogrulugunu gosterir. Yeniden iiretilebilir sinyaller, bir biyosensoriin verdigi

sonucun yiiksek giivenilirlik ve saglamlik icerdigini gosterir (Bhalla et al., 2016).



Secicilik

Bir biyosensoriin diger molekiiller veya maddelerin varliginda sadece
istenilen analitle segici olarak baglanma ve yanit vermesidir (Tetyana, 2021).
Secicilige 6rnek olarak bir antijenin antikor ile etkilesimi gosteriliebilir. Antikorlar
biyoreseptdr gorevi goriir ve donlistiiriiciinlin ylizeyine immobilize edilir (Cho et
al., 2020). Hedef analitten farkli bir analit ile etkilesimlerden bir sinyal {iretildiginde
buna yanlis pozitif sonu¢ denir. Bu durum segiciligi zayif olan biyosensorlerde
yaygindir. Tibbi uygulamalarda olduk¢a 6nemli olan bu 6zellik, biyosensdr tasarimi

icin maksimum diizeyde olmalidir (Tetyana, 2021).

Duyarhhk

Bir biyosensoriin duyarliligi, analit konsantrasyonundaki degisiklik ile
doniistiiriiciiden {iretilen sinyalin yogunlugu arasindaki iliski olarak tanimlanir.
Ideal olarak, bir biyosensdr, hedef analitin konsantrasyonundaki kiigiik
degisikliklere yanit olarak bir sinyal iiretmelidir. Baz1 ¢alismalarda ng/ml veya
pg/ml konsantrasyon araliklarindaki analitleri tespit etmek i¢in biyosensdrler
gereklidir. Bu genellikle tibbi uygulamalar ve cevresel izleme amagclari igin
onemlidir. Ornegin, kanda 4 ng/mlI'lik prostata 6zgii antijen konsantrasyonu, prostat
kanseri ile iligkilidir. Bu nedenle, duyarlilik bir biyosensoriin en Onemli
ozelliklerinden biridir (Tetyana, 2021). Ayrica bir biyosensor tarafindan analitin en
diistik tespit limitini (LOD) ifade eder. Tespit limiti, hedefin dlgiilebilir bir sinyal
ortaya cikarabilen en diisiik konsantrasyonu olarak tanimlanir. Bir biyosensor en

diisiik tespit limitine sahip olmalidir. (Bhattarai and Hameed, 2020).



Kararhhk

Kararlilik biyosensoriin sistemdeki ve ¢evredeki bozukluklara karsi ne kadar
duyarli oldugunu gosteren bir parametredir. Bu bozukluklar, 6l¢tim altindaki
biyosensoriin sonuglarinda degisikliklere neden olarak, 6l¢iim konsantrasyonunda
hatalara, biyosensoriin kesinligi ve dogrulugu ile ilgili sorunlara neden olabilir
(Thevenot et al., 2001). Biyosensoriin uzun inkiibasyon adimlar1 veya stirekli
izleme gerektirebilecegi uygulamalarda ¢ok 6nemli bir 6zelliktir. Biyoreseptoriin
afinitesi yani analitin biyoreseptore baglanma derecesi, sicaklik gibi ¢esitli faktorler

bir biyosensoriin stabilitesini etkileyebilir (Bhalla et al., 2016).

Dogrusallik

Dogrusallik, alinan sinyaller ve konsantrasyon arasinda g¢izilen standart
grafigin bir sonucu olarak elde edilen lineer ¢izgi ve y=mc denklemi sayesinde
anlasilir. Bu denklemde c analitin konsantrasyonudur, y ¢ikis sinyalidir ve m
biyosensoriin duyarliligini ifade eder. Biyosensoriin dogrusalligi, biyosensoriin
¢cOziiniirliigi ve test edilen analit konsantrasyonlar1 araligr ile ilgilidir.
Biyosensoriin - ¢Oziliniirliigli, biyosensoriin yanitinda bir degisiklik meydana
getirmek icin gerekli olan bir analitin konsantrasyonundaki en kii¢iik degisiklik
olarak tanimlanir. Uygulamaya bagli olarak, cogu biyosensor uygulamasi yalnizca
analit tespiti degil, aynt zamanda genis bir c¢alisma araliginda analit
konsantrasyonlarinin 6lgiilmesini gerektirdiginden 1yi bir ¢oziiniirliik gereklidir

(Bhalla et al., 2016).

2.4. Biyosensorlerin Simiflandirilmasi

Biyosensorler, doniistiiriicii tipine goére ve biyoreseptor tiiriine gore

siniflandirilir. Biyoreseptor tiiriine gore enzim, antikor, niikleik asit, mikro-



8

organizma, hiicre, yapay biyolojik reseptér ve doniistiiriicli tipine gore optik,

kalorimetrik, piezoelektrik, elektrokimyasal olarak siiflandirilir (Tiiylek, 2012).

- Elektrokimyasal

B optix

: Elektronik

- Piezoelektrik

I:l Piroelektrik/Gravimetrik

- Nanobiyosensor

Sekil 2.3: Biyosensorlerle ilgili yapilan ¢alismalarin 5 yillik degisimi. a) 2017-2013, b) 2012-2008
(Bhattarai and Hameed, 2020)

2.4.1. Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, elektrokimyasal doniistiiriiciiyle yiizeyin
iletkenligi, direnci veya kapasitansindaki degisikliklerin dlgiimesi i¢in kullanilir.
Kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot igeren biyosensdrler olarak tanimlanir
(Thevenot et al., 2001). Bu cihazlarda elektrotlardan birine tanima molekiili
immobilize edilir. Analit, biyolojik tanima elemanina baglandiktan sonra biyolojik
etkilesim aktivitesi sonucu meydana gelen oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari
nedeniyle elektriksel oOzelliklerde bir degisikligi tetikler ve sensor sinyalini
olusturur. Elektrokimyasal biyosensorler, daha sonra tespit edilen akim/potansiyel
fark: tiretmek i¢in ¢ogunlukla enzim katalizli reaksiyonlara dayanir (Srivastava,
2020).

Biyolojik tanima bileseni olarak bir enzim kullanilabilir; bu durumda analit,
enzim substratidir; ayrica onun inhibitorii olarak islev gorebilir. Enzimler;
antikorlara, antijenlere ve oligoniikleotitlere spesifik bir sekans ile baglanan

etiketler olarak kullanilabilir, bdylece afiniteye dayali sensorler tasarlanmis olur.
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Metabolitlerin izlenmesi ic¢in 6zellikle oksidorediiktazlar grubundaki enzimler
secilir. Glikoz tahlilleri i¢in glikoz oksidaz ve glikoz dehidrojenaz, etanol i¢in alkol
oksidaz, iire i¢in iireaz ve kolesterol tahlili i¢in kolesterol esteraz ve kolesterol
oksidaz enzimleri kullanilir. Peroksidaz ve alkalin fosfataz, elektrokimyasal afinite
biyosensorleri i¢in en yaygin enzimlerdir. Yiiksek hassasiyet, diisitk maliyet, kii¢iik
ornek hacmi, diisiik gozlenebilme sinir1 elektrokimyasal biyosensorlerle iliskili
avantajlardan bazilaridir (Pohanka and Skladal, 2008). Elektrokimyasal
biyosensorler hastaliklarin teshisinde, endiistriyel, tarimsal ve ¢evresel analizlerde
siklikla kullanilir (Bhattarai and Hameed, 2020). Kondiiktometrik, amperometrik,

potansiyometrik ve voltammetrik olarak siniflandirilabilir (Srivastava, 2020).

Kondiiktometri

Kondiiktometrik cihazlar, bir analitin elektrotlar arasinda elektrik akimi
iletme yetenegini Olger. Elektrokimyasal reaksiyonlarda iyonlar veya elektronlar
acia ciktiginda, cozeltinin genel iletkenligi veya direnci degisir. Reaksiyon
sirasinda ¢ozelti/ortam bilesimindeki elektriksel iletkenlik degisimi bu cihazlarla
olgiilebilir. Impedimetrik cihazlarin alt kiimesi olarak bilinir (Thevenot et al.,
2001). Enzimatik reaksiyonlarin sonucunda iki elektrot arasindaki bir ¢6zeltinin
iyonik kuvveti ve dolayisiyla iletkenligi degisir. Bu nedenle, bir ¢ozeltideki yiikli
molekiillerin konsantrasyonunda degisiklikler {ireten enzimatik reaksiyonlari
incelemek icin kondiiktometrik cihazlar kullanilabilir. Enzimler, antikorlar gibi
biyoalgilayicilarin elektrot yiizeyine immobilize edilmesiyle iletkenlik degisimi
dogrudan izlenir. Ancak klinik uygulamalarda analitin degisken iyonik yapis1 ve
yiiksek iyonik kuvvete sahip ortamlarda spesifik 6l¢limlerin yapilmasi gerekliligi,
enzimatik kondiiktometrik cihazlarin tercih edilmemesine sebep olur (Tetyana,
2021).
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Potansiyometri

Potansiyometrik biyosensorler, pH ve iyon Kkonsantrasyonlarindaki
degisiklikleri dlger (Tetyana, 2021). Calisma prensibi, ¢ozeltideki bir elektroda
voltaj uygulandiginda, elektrokimyasal reaksiyonlar nedeniyle bir akim akisi
meydana gelmesine dayanir. Calisma elektrodu ve referans elektrot arasindaki
potansiyel fark olgiiliir. Olgiilen fark sayesinde, belirli bir elektrokimyasal
reaksiyon ve analitin konsantrasyonu belirlenir (Tetyana, 2021). Potansiyometri,
bir elektrokimyasal reaksiyondaki iyon aktivitesi hakkinda bilgi saglar (Grieshaber
etal., 2008). En yaygin potansiyometrik cihazlar pH elektrotlaridir. F-, I, CN", Na*,
K*, Ca*2, NH* iyonlar1 veya CO,, NH3 gazlari ile ¢alisilirken siklikla tercih edilir.
Analiz edilecek substratin biyosensor ylizeyine tasinmasina, analit difiizyonuna ve
reaksiyon irlinliniin  ¢ozeltiye dogru diflizyonuna dikkat edilmelidir.
Potansiyometrik biyosensorlerin tepkisi, amperometrik biyosensorlerde oldugu
gibi, kararli hal veya gegicidir. Ancak asla bir denge tepkimesi degildir (Thevenot
etal., 2001). Birkag iyonun in vivo testi i¢in biiyiik 6l¢iide yararli olan daha kiigiik
boyutlu cihazlarin kolayca iretilmesi gibi bir avantaji vardir (Bhattarai and
Hameed, 2020).

Amperometri

Biyokimyasal reaksiyonlarda elektroaktif tiirlin indirgenmesinden veya
yiikseltgenmesinden kaynaklanan akimi siirekli olarak 6lgen cihazlardir. Akim,
sabit bir potansiyelde ol¢iiliir. Biyosensorlerde yaygin olarak kullanilan algilama
yontemlerindendir. Bu yiiksek hassasiyetli biyosensorler, biyolojik orneklerde
bulunan elektroaktif tiirleri tespit edebilir (Grieshaber et al., 2008). Amperometrik
temelli biyosensorler, antijen/antikor eslesmesi meydana geldiginde redoks
reaksiyonlar1 sirasinda mevcut potansiyellerdeki farki tespit eder. En yaygin
amperometrik biyosensdrler Clark oksijen elektrodunu kullanir. Clark elektrotlari
oksijen konsantrasyonuyla orantili bir akimin {iretildigi amperometrik

biyosensorlerin temelini olusturur (Srivastava, 2020). Amperometrik biyosensorler,
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potansiyometrik biyosensorlere gore oldukca hassastir ve endiistriyel {iretime daha

uygundur (Pohanka and Skladal, 2008).

2.5. Voltammetrik Metotlar

Voltammetri, elektroda uygulanan potansiyelin ardindan ortaya ¢ikan akimin
Olclilmesi prensibiyle calisan bir yontemdir. Sabit potansiyelde yapilan ¢aligmalar
amperometrik caligmalardir. Buna karsilik, voltammetri, potansiyelin kontrollii
degisimi sirasinda veya belirli bir potansiyel aralignin {izerindeki akimi olgen
tekniktir. Yani hem akimi hem de potansiyeli Olgerler (Srivastava, 2020).
Biyokimyasal reaksiyon sirasinda oksidasyon/rediiksiyon isleminden kaynaklanan
akimin siirekli Ol¢limiinden sorumludur (Bhattarai and Hameed, 2020).
Elektrokimyasal oksidasyon veya rediiksiyonun bir sonucu olarak c¢alisma
elektrotunda iiretilen akim, &lgiilen analit konsantrasyonuyla orantilidir. Ornegin
glikoz biyosensorleri, gebelik testi, adenosin trifosfat sensorleri voltammetrik
biyosensorler grubuna dahildir (Srivastava, 2020). Dongilisel voltammetri,
diferansiyel puls voltammetrisi ve kare dalga voltammetrisi voltammetrik yontem

cesitleridir. (Tokugcu, 2020).

2.5.1. Dongiisel voltammetri

Dongiisel  voltammetri, yaygin olarak kullanilan elektrokimyasal
yontemlerden biridir. Analit ¢ozeltileri hakkinda bilgi edinmek i¢in, 6rnegin hiz
sabitini, redoks potansiyeli ve elektrokimyasal reaksiyon hizlarini tespit etmek i¢in
tercih edilir. Dongiisel voltammetri 6l¢limleri, bir ¢alisma elektrotu, karsi elektrot
ve bir referans elektrottan olusan bir hiicre konfigiirasyonu ile gerceklestirilir.
Caligma elektrodu araciligiyla analite uygulanan genis bir voltaj potansiyeliyle elde
edilen akim oOlgiiliir. Diisiik molekiil agirlikli antioksidanlarin saptanmasinda
oldukga hassas bir yontemdir. Ila¢ kalitesinin dlgiilmesi, yiyecek ve saraplarda
fenolik ve antioksaidan tayini, hormonlar gibi biyomolekiillerin tespitinde siklikla

kullanilir (Wang et al,2021).
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Dongiisel voltammetride, reaksiyon tarafindan iiretilen voltaji 6lgmek yerine,
elektrotlara bir voltaj uygulanir. Voltaj zamanla degistirilir ve bir devre lizerinden
akim izlenir. Voltaj, bir oksidasyon/rediiksiyon indiiklendigi bir noktaya
ulastiginda, akim gegmeye baslar. Bir dongiisel voltamogram, uygulanan gerilime
kars1 akimin grafigidir (Marken et al., 2010). Sekil 2.4’te dongiisel voltammetri
grafigi gosterilmistir. Redoks proseslerinin termodinamigi, analitin enerji seviyeleri
ve elektronik transfer reaksiyonlarinin kinetigi hakkindaki bilgileri hizli bir sekilde
belirlemek igin kullanigh bir yontemdir (Kandahar et al., 2021). Deneye baslamak
icin caligma elektroduna pozitif bir potansiyel uygulanir. Uygulanan potansiyel
referans elektrodun potansiyelinden daha fazladir. Bu adimda, ilgilenilen tiirlerin
bastan tamamen oksitlenmesi saglanir. Potansiyel daha sonra sabit bir oranda
negatif yonde siiplriilir. Calisma elektrotu potansiyeli, referans elektrotla
karsilastirildiginda negatif olana kadar algalir. Bir noktada, voltaj taramasi tersine
cevrilir ve baglangi¢ ayarina dénene kadar giderek daha pozitif hale gelir (Wang et
al., 2021). Voltammetri tepe noktalari, biyolojik numunede bulunan spesifik redoks
molekiillerinden kaynaklanir ve her bir tepe noktasindaki akimin genligi,

molekiillerin konsantrasyonu ile iliskilidir (Chevion et al., 2000).

Cathodic current

Current (A)

Anodic current

Potential (V) vs. Ag/AgCI

Sekil 2.4: Oksidasyon-rediiksiyonun voltamogrami (Wang and Tian, 2016)
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Indirgeme islemi (A) baslangi¢ potansiyelinden (D) gegis potansiyeline kadar
gerceklesir. Bu bolgede potansiyel negatif taranarak bir azalmaya neden olur.
Ortaya ¢ikan akima katodik akim (Ipc) denir. Karsilik gelen tepe potansiyeli C
noktasinda olusur ve katodik tepe potansiyeli (Epc) olarak adlandirilir. Elektrot
yiizeyindeki tiim substrat azaltildiginda Epc'ye ulasilir. Gegis potansiyeline (D)
ulagildiktan sonra, potansiyel D'den G'ye pozitif olarak taranir. Bunun sonucunda
anodik akim (Ipa) olusur ve oksidasyon meydana gelir. F'deki tepe potansiyeline
anodik tepe potansiyeli (Epa) denir ve elektrot ylizeyindeki tiim substrat D'den G'ye
oksitlendiginde bu potansiyele ulasilir. Bu sayede anodik akim (Ipa) ve oksidasyon
olusur. F'deki tepe potansiyeli, anodik tepe potansiyeli (Epa) olarak adlandirilir ve

elektrot ylizeyindeki tiim substrat oksitlendiginde ulasilir (Mabbott, 1983).

2.5.2. Diferansiyel puls voltammetrisi (DPV)

Diferansiyel puls voltammetrisi, 6zellikle, artan voltaj ile elektrota bir dizi
pulsun uygulandig1 bir voltammetri teknigidir. Tekniginin temeli, potansiyel bir
puls uygulandiginda sarj ve Faradaik akimin azalma hizindaki farkliliklar
Olemektir. Akim puls dncesi ve sonrasi iki kere 6l¢iiliir. Her puls kii¢lik bir genlikte
sabitlenir ve akim tepe seklinde bir voltamogram olusturur. Calisma elektrodu
tarafindan genellikle ve kademeli olarak 10 mV-100 mV'luk bir artigla ve 10 ms—
100 ms arasinda gonderilir. Analiz sirasinda arka plan akiminin etkisini en aza
indirilebilidigi i¢in tercih edilir. Kisa pulslar, teknigi olduk¢a hassas hale getirir. Bir
diferansiyel puls voltammetri mekanizmasinin kurulumu, en az iki elektrot igerir:
bir ¢alisma elektrotu ve bir kars1 elektrot. Gerilim pulslar1 kars1 elektrot tarafindan
iletilirken, calisma elektrotu ortaya cikan akimi oSlger. Uciincii elektrot olarak
referans elektrot, genellikle kars1 elektrotun voltajini kontrol etmek i¢in kullanilir

(Molina et al., 2011).
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2.5.3. Kronoamperometri

Kronoamperometri, ¢alisma elektroduna sabit bir potansiyel uygulandiginda,
calisma elektrodundan gegen akimi zamana karsi Olger. Akim akisi, ¢alisma
elektrotunun ytizeyindeki oksitlenmis veya indirgenmis tiirlerin konsantrasyonu ile
iligkilidir. kimyasal reaksiyonlarin, difiizyon proseslerinin ve adsorpsiyonun
kinetigini incelemek i¢in kullanilir. Zamanin bir fonksiyonu olarak 6l¢iilen elektrot
akimi, bir analitin ¢ozeltiden sensor yiizeyine dogru diflizyonuna gore degisir. Bu
nedenle kronoamperometri, bir elektrotta meydana gelen diflizyon kontrollii siiregte
akim-zaman degisimini Olgmek i¢in kullanilabilir. Bu degisim analit
konsantrasyonuna baglidir. Kronoamperometri, hassas bir tekniktir ve birgok
caligmada bagimsiz olarak veya dongiisel voltammetri gibi diger elektrokimyasal

tekniklerle birlikte uygulanmistir (Guy and Walker, 2016).

2.6. Enzim Biyosensorleri

Enzimatik biyosensorler, analit konsantrasyonuyla orantili sinyal tiretmek
icin doniistiirlicliye immobilize edilmis enzimin biyoreseptor olarak kullanildig:
analitik bir cihaz olarak tanmimlanabilir (Karunakaran et al., 2015). Kullanilan
enzimlerin tiiketilmemeleri sayesinde uzun siireli kullanimlar1 ve tekrar
kullanilabilirlikleri ile bilinirler. Boylece, enzim temelli biyosensorlerin tespit limiti

ve Oomrii, enzimin stabilitesi ile biliytlik 6l¢iide arttirilir (Tetyana, 2021).

Enzim temelli biyosensorler hiicre temelli biyosensorlerden daha spesifiktir.
Kisa difiizyon yollar1 sayesinde ¢ok daha hizli tepki verirler. Ancak enzimin izole
edilmesinin  zorlugu nedeniyle {retimleri daha pahalidir. Enzimlerin
elektrokimyasal sensorlerle birlestirilmesi, metabolitlerin, terapdtik ilaglarin,
antijenlerin ve antikorlarin basit bir sekilde belirlenmesine izin verir (Karunakaran

etal., 2015).
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Enzimatik biyosensér, enzimatik reaksiyonun substrati veya iriini
elektrokimyasal olarak aktif oldugunda, uygun bir potansiyel uygulayarak elektrot
tizerinde hizla ve geri doniistimlii olarak oksitlenebildigi veya indirgenebildigi
zaman kullanilir. Substrat ve inhibitér biyosensorleri olarak fonksiyonlarina gore
ikiye ayrilirlar. Substrat biyosensorleri, enzimatik reaksiyonlarin spesifik
substratlarinin belirlenmesi i¢in tasarlanmistir. Glikoz oksidaz bazli enzimatik
sensoOr kullanilarak glikoz tayini ve lireaz sensorii kullanilarak {ire tayini yapilmasi
substrat biyosensorlerine ornektir. Inhibitér sensdrleri, bir enzimin aktivitesini
azaltan maddelerin belirlenmesi i¢in tasarlanmistir (Korotkaya, 2014). Katalaz
tarafindan katalize edilen hidrojen peroksidin hidrolizini inhibe eden bisfenol A

miktariin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismada inhibitor biyosensorii kullanilir.

Enzimatik biyosensorlerin dmrii, zaman iginde degisen enzim aktivitesiyle
ilgilidir. Immobilizasyon, enzimin uzun bir siire boyunca yeniden kullanilmasina
izin verir ve katalizdriin iiriinden daha kolay ayrilmasini saglar. Immobilize edilmis
enzimler i¢in aktivite kaybi, esas olarak, sensoriin Omriinii azaltan proteinin
denatiirasyonu ve deaktivasyonundan kaynaklanir (Rocchitta et al., 2016).
Immobilizasyon, enzimatik aktiviteyi ve biyosensor stabilitesini koruyabilir.
Bununla birlikte, immobilizasyon islemi enzim aktivitesini ve stabilitesini
etkileyebilir, baz1 immobilizasyon teknikleri, enzimin denatiirasyonu veya analitin
katalitik bolgeye erisimini bloke etmesi nedeniyle kismen veya tamamen aktivite
kaybina neden olabilir. Ayrica, enzim denatiirasyonu immobilizasyon sirasinda
meydana gelebilir, katalitik aktiviteyi azaltabilir veya biyokatalizoriin 6zelliklerini

degistirebilir (Guzik et al., 2014).

1980'lerin sonundan beri, arastirmalar karbon pasta elektrotlarina dayali
amperometrik biyosensorlerin gelistirilmesine odaklanmistir (Svorc et al., 1997).
Karbon, karbon nanotiipler ve grafenin uygun kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin
yani sira yiiksek ylizey alani, biyouyumluluk, kimyasal kararlilik ve sinyal
tekrarlanabilirligi gibi 06zellikleri biyoalgilama icin en yaygin kullanilan

malzemeler olmalarini saglar. Altin, platin veya paladyum gibi metaller, elektron
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transferi kolay oldugundan elektrokimyasal biyosensorlerde doniistiiriicii olarak

kullanilmistir (Rocchitta et al., 2016).

2.7. Enzim Biyosensorlerinin Uygulama Alanlari

Enzim bazli biyosensorlerin yiiksek hassasiyet ve Ozgiilliik, tasinabilirlik,
cogu zaman diisiik maliyet gibi avantajlar1 klinik analiz, gida giivenligi, hastalik

tanis1 ve kontrolii gibi alanlarda siklikla tercih edilmelerini saglamistir (Mehrotra,

2016).

Gida malzemelerinin ve gida lriinlerinin tiretim siirecinde kalite kontrold,
iireticiler ve hijyen denetimleri i¢in 6nemlidir. Mikrobiyal kontaminasyon veya
onemli iiretim parametrelerinin analizinin kisa siirede yapilmasi i¢in biyosensor
cihazlart kullanilmaktir. Gida bilesenleri i¢in enzim biyosensorleri ve patojen,
pestisit tespiti i¢in immiinosensdrler olmak tizere biyosensorlerin gida analizlerinde
kullanimi iki gruba ayrilir (Haleem et al., 2021). Ayrica besin etiketlemesi, pestisit
kalintilarinin belirlenmesi, dogal olarak olusan toksinler ve anti-besinler, isleme
degisiklikleri, mikrobiyal kontaminasyon, enzimatik inaktivasyon tayini i¢in de

kullanilirlar.

Biyosensorler, tibbi teshiste gida endiistrisinden daha sik kullanilirlar. Nedeni
ise tip alaninda kan, serum, idrar gibi belirli 6rnekler kullanilirken gida alaninda
cok daha fazla ¢esitte 6rnek bulunmasidir. Bu durum biyosensor tasarimi ve 6lglim

kosullarinin optimizasyonu siirecini daha zor hale getirir (Monosik et al., 2012).

Tip alaninda biyosensérler dokularda, mikroorganizmalarda, organellerde,
hiicre reseptorlerinde, enzimlerde, antikorlarda ve niikleer asitlerde hassas
biyoelementlerdeki spesifik bir maddeyi tespit etmek icin kullanilir. Antikorlar
arasindaki iligki, katalizér enzimler, mikrobiyal hastaliklar, tiimoér biiyiimesinin

tespiti, patojenler ve toksinler gibi siireglerin tanimlanmasini saglar (Zhang et al.,



17

2021). Enzimatik reaksiyonlarda CO2, NH3, H202, H*, O gibi tiirlerin tiiketimi ve
tiretimi tepsit edilerek biyolojik analitlerin aktivitesi 6l¢iiliir (Nguyen et al., 2019).

Cesitli cevre kirleticiler Ornegin; pestisitler, insektisitler, farmasoétikler,
fenolik bilesikler ve agir metaller enzim biyosensorleriyle tespit edilebilir.
Cevredeki kirletici kaynaklari, insan veya doga faaliyetlerinden kaynaklanabilir.
Orman yanginlari, biyolojik bozulma, volkanik patlama ve diger dogal afetler,
dogalar geregi kirletici kaynaklaridir. Ayrica madencilik, radyoaktif kesif, tarimsal
faaliyetler, endiistriyel iiretim toprak ve suya kirleticilerin ge¢gmesine neden olabilir.
Cesitli tehlikeli metal iyonlarinin enzimler iizerindeki inhibitoér etkisinden
faydalanilarak {ireazlar, oksidazlar, peroksidazlar, dehidrojenazlar gibi enzimlerin
aktiviteleri ile metal iyonlarin tayini yapilir. Enzim inhibisyonu, agir metallerin
amino asitlerin tiyol veya metiltiyol gruplariyla etkilesime girdigi enzim
boliimlerinde meydana gelir. Kadmiyum, krom, bakir, nikel, ¢inko gibi agir
metaller nitrat rediiktaz enziminin inhibisyonu ile tespit edilmistir. Civa, bakair,
kadmiyum ve ¢inko, iireaz glutamik dehidrojenaz ve iireaz enzim inhibisyon sistemi
kullanilarak tespit edilebilir (Sarkar et al., 2019).

2.8. Karbon Pasta Elektrotlar

Karbon pasta elektrot, voltammetrik deneylerde yaygin olarak kullanilir.
Karbon pasta, grafit tozu ve bir baglayici yag ile hazirlanir. Karisim, hem grafitin
tozunun hem de mineral yaginin fiziko-kimyasal 6zelliklerini igerir. Son elli yi1lda
elektrokimyasal ve elektroanalitik Ol¢limlerde siklikla karbon pasta elektrotlar
kullanilmistir (Svancara et al., 2008). Karbon pasta elektrotlar baglayici yag i¢inde
dagilmis karbon pargaciklari nedeniyle heterojen yiizeye sahiptir. Karbon
partikiillerinin aktif yiizeyi, kismen veya tamamen mineral yag ile kaplanmistir ve
bu nedenle elektrotlarin yiizeyi lipofiliktir. Elektrokimyada, karbon pastalarin
hidrofobikligi, elektrokimyasal ¢alismalarda tercih edilme sebeplerinden biridir
(Svancara et al., 1996).
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Diisiik maliyetli, basit tasarima sahip, diisiik arka plan akimi, pasta karigima
iletkenligi ve kimyasal baglanmay1 arttirabilen molekiiller ilave etme, diisiik omik
direng, genis potansiyel araligi gibi avantajlara sahiptir. Bu avantajlara ragmen
pratik kullanim i¢in ¢ok da uygun degildir. Elektrot yiizey tabakasinin diizenli
olarak ¢ikarilmasim1  gerektiren deneylerde karbon macununun yeniden
doldurulmasi gereklidir ve bu islem zaman alir. Karbon pasta yumusaktir ve
kompakt degildir. Karbon pasta teflon cubuga, cam tiipe veya elektriksel iletkenligi
saglayan tel igeren polictilen malzeme igine sikistirilarak doldurulur (Vitras et al.,

2009).

2.9. Bisfenol A (BPA)

Bisfenol A (BPA) ((CHs).C(CsH4OH)2) fenol regineleri, seffaf polikarbonat
plastik, poli-akrilatlar ve polyesterlerin iretiminde kullanilan endiistriyel bir
kimyasaldir (Ali et al., 2018). 1891'de, Aleksandr P. Dianin tarafindan bir asit
katalizorii varliginda fenoliin asetonla birlestirilmesiyle elde edilmistir. 1950'li
yillarda bilim adamlari, BPA’nin karbonil kloriir ile reaksiyonundan polikarbonat
iretildigini  kesfetmislerdir. Polikarbonat, plastik iiretiminde yaygin olarak
kullanilan berrak, sert bir re¢inedir (Michalowicz, 2013). Diinyadaki toplam BPA
dretimi 2015 yilinda 7,7 milyon ton olmustur. 2022°de 10.6 milyon tona ulagmasi

beklenmektedir (Industry Experts. (2016).

o)

Sekil 2.5: Bisfenol A’nin Kimyasal Yapis1 (Usta, 2016)

CHj;

as

CHs
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BPA katt ve kristal yapida, fenolik kokulu, krem-beyaz renklidir.
Cozinirligii alkali pH'da daha fazladir ve suda 120- 300 mg/L arasinda degisir.
Aseton, etanol ve dimetil siilfoksid gibi ¢oziiciilerde suya gore ¢ok daha iyi
¢Oziinmektedir. Molekiiler agirligi 228.29 g/mol ve yogunlugu 1,2 g/cm3’tiir (Usta,
2016).

BPA, Ostrojenik aktiviteye sahip bir endokrin bozucudur. BPA'nin dstrojenik
aktivitesi, Krishnan'in grubu tarafindan tesadiifen kesfedilmistir (Krishnan et al.,
1993). Ostrojenik aktivitesi ndrolojik, hormonal ve kardiyovaskiiler bozukluklara

yol agarak metabolizmaya ciddi zararlar verir (Kang et al., 2006).

Son yillarda, BPA aktivitesini arastiran ¢alismalar, BPA’nin neden oldugu
oksidatif stresle hastalik patogenezi arasinda dogrudan baglanti oldugunu
gostermektedir. Ostrojenik, antiandrojenik ve antitiroid aktivite yoluyla hormon
fonksiyonlarmi etkiler. Spesifik olarak, BPA'ya maruz kalma, insanlarda ve
hayvanlarda kardiyovaskiiler hastaliklara, beyin gelisimi anormalliklerine,
obeziteye, hipertansiyona, tiroid fonksiyon bozukluguna, diyabete, meme kanserine

ve kisirliga neden olmaktadir (Amjad et al., 2020).

BPA genellikle polikarbonat reginelerin % 71 oraninda, epoksi recinelerin %
27 oraninda ve doymamis polyester, polisiilfon, polieterimid ve poliakrilat
recinelerin % 25 oraninda hammaddesidir (Usta, 2016). Yiksek sicakliklara
dayanikli ve stabil olmasi gibi avantajlari sayesinde bir¢ok alanda kullanilmaktadir.
Sert ve dogal yapistiric1 6zelligi sayesinde yapt malzemeleri, toz boyalar, teneke
kutularin i¢ kaplamalari, otomotiv iriinleri, termal kagit, elektronik pargalarin
kapsiillenmesi, tekrar kullanilabilir yiyecek ve icecek kaplari gibi bir¢ok iiriinde son
derece kullanighidir. Carpigsmalara dayanabilirler, bu da BPA’nin giivenlik
gozliikleri, yiiz korumalari, motosiklet kasklar1 ve kursungecirmez camlar gibi

giivenlik ekipmanlarinin bilesenleri olarak kullanilmasini saglar (Metz, 2016).
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Kutularin i¢ ylizeylerini kaplayan koruyucu kaplamalardaki epoksi
reginelerin bir bileseni olan BPA, yiyecek ve icecek {irlinlerinin raf dmriiniin
uzatilmasina yardimci olur. Ancak gida ambalajlari, damacana sular vb. iiriinlerde

ambalajdan gidaya BPA migrasyonu gerceklesebilmektedir (Subramanya, 2007).

Cok sayida calismayla, BPA'nin polikarbonatlardan ve epoksi reginelerden
gida ve igme suyuna salinabilecegi kanitlanmistir. BPA’ya maruz kalma oranlari
incelendiginde kat1 konserve gidalarda ortalama konsantrasyonlarin 10 pg/kg ile 70
png/kg arasinda degistigi, sivi konserve gidalarda ise 1 pg/L ile 23 pg/L arasinda
degistigi goriilmektedir. Balik, siit iiriinleri, et, konserve sebzeler ve bebek mamast
BPA igerebilecek {iriinlere ornektir. BPA'nin spesifik migrasyon limiti yani
herhangi bir maddeden Ornegin ambalajdan gidaya gegisi igin izin verilen
maksimum BPA miktar1 0,6 mg/kg olarak belirlenmistir (Iyigiindogdu et al., 2020).
Literatiiredeki caligmalar satesinde, et iirlinlerinde 0.49-56 npg/kg, balikta 7.1—
102,7 pg/kg, sebze ve meyvelerde 11.0-95.3 pg/kg ve tahillarda 1.0-3.8 pg/kg
miktarlarda BPA bulundugu tespit edilmistir. BPA'nin her giin tiikketilen gidalardan
sindirim kanaliyla insan viicuduna gegen miktarinin 0.48 - 1.6 pg/kg/viicut
agirligi/giin arasinda oldugu tahmin edilmektedir (Michalowicz, 2013). Avrupa
Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA), BPA nin giinliik alim limitinin 0.05 mg/kg viicut
agirligy/giin oldugunu belirtmistir (Oksiiz vd., 2012).

Yapilan arastirmalarin sonuglarina goére damacana sularda BPA tespit
edilmistir. Gilines 1s181na maruz birakilan ve 35°C'nin altinda tutulan damacana
sular incelendiginde suya BPA migrasyonu gerceklestigi goriilmektedir.
Maksimum migrasyon miktart 0,003 mg/kg olarak ol¢iilmiistiir. Bu seviye yasal
olarak izin verilen seviyenin olduke¢a altindadir. Yetiskinlerin giinliik 1.200 It ve
cocuklarin giinlitk 120 It su i¢gmeleri dogrudan toksik etkiye ancak sebep
olabilmektedir. Dogru sartlar altinda depolanan damacana sularin insan saglig

iizerinde ¢ok ciddi sekilde toksik etkisi oldugu sdylenemez (Erdem, 2012).
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Viicut i¢in oldukga zararli bu kimyasalla temasi en aza indirmek gereklidir.
Gida saklama ve mikrodalgada 1sitma i¢in plastik kaplarin kullanimina dikkat
edilmedilir. Uzun siireli kullanim sonrasi ylizeyin asinmasiyla BPA migrasyonu

artmaktadir. Ayrica sicaklik da migrasyonu hizlandirir (Metz, 2016).

Cocuklarin  viicutlar1  kimyasallar1 detoksifiye etmek ic¢in yeterince
gelismemistir. Bu nedenle BPA ¢ocuklara daha fazla zarar verir. Bu zarar1 azaltmak
i¢in uzun siire kullanilmis ve ¢izilmis biberonlar kullanilmamalidir. Sicak su ile

hazirlanan bebek mamasi BPA ile yapilmis kaplarda saklanmamalidir (Metz, 2016).

2.10. Hidrojen Peroksit (H202)

Hidrojen peroksit (H202) farkli konsantrasyonlarda ve sulu ¢ozelti halinde
temin edilebilen giiclii bir oksitleyici ajandir. Berrak renkte bir zayif asittir.
Piyasada genellikle agirlikca yiizde 30, 50, 70’lik konsantrasyonlarda kullanima

sunulur (Pedziwiatr et al., 2018).

1818'de Louis Jacques Thénard tarafindan kesfedilmis ve endiistriyel bir {iriin
olarak kullanim1 hizla yaygilagsmistir. Giiniimiizde tiretilen miktar yilda bir milyon
tonun lizerindedir (Otmer, 1981). Sa¢ boyalar1 ve agarticilar, dis macunlari,
gargaralar, banyo temizleyicileri ve ¢camasir leke ¢ikaricilar dahil olmak tizere
temizlik ve kisisel bakim {riinlerinde kullanilmaktadir. Hidrojen peroksit ilk
yardim antiseptiklerinde de bulunabilir ve baz1 gida {irlinlerinde kullanilir. Su

aritma gibi enddistriyel kullanimlar1 da vardir (Jonas, 1999).

H>O> siiperoksit dismutaz enzimlerle etkisi minimuma indirilmesi gereken
oksidatif strese neden olan sitotoksik ajandir. Oksidatif stresin birgok hastaligin
ilerlemesine neden oldugu bilinmektedir. Hiicre hasarlarinin nedeni ¢ogunlukla

oksidatif strestir (Veal et al., 2007).
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H20., standart bir indirgeme potansiyeline sahip iki elektronlu gii¢lii bir
oksidandir. Ayrica hiicre i¢i sinyal molekiilii olarak gorev alir. O2~ ' ye bir elektron
eklenmesi veya O2’ye iki elektron eklenmesiyle dogrudan olusurlar. Olusan
H>O2’nin antioksidan enzimlerle pargalanarak H,O ve O agiga ¢ikmasi saglanir

(Halliwell et al., 2000).

Dogrudan veya ilk iyonizasyon sonrasi reaksiyona girebilir ve serbest
radikallere ayrisabilir. Cogu zaman, reaksiyon mekanizmasi katalizi igermektedir.
H202'nin  oksitleyici  etkisinin arttirllmasi, metal Kkatalizorlerin varhiginda
gerceklestirilir. Fe(I)-Fe(111) redoks sistemi, H20> ile birlikte en yaygin kullanilan
katalizordiir (Otmer, 1981).

2.11. Altin Nanopartikiil (AuNP)

Altin nanopartikiiller (AuNP), bir altin atomu ve yiizeydeki negatif
gruplardan olusan inorganik 1 ila 100 nm ¢apinda nanopartikiillerdir (Chen et al.,
2014). Malzemelerin nanometre boyutuna indirgendiginde temel &zellikleri,
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri degismektedir. Farkli optik, manyetik, elektrik ve
mekanik Ozellikler gosterirler (Zhang, 2015). AuNP’lerin yiiksek yiizey-hacim
orani, yiiksek yiizey enerjisi, prostetik grup ve elektrot yiizeyi arasinda elektron
iletkenligi saglamasi sayesinde redoks proteinleri ve elektrot yiizeyi arasinda
elektron transferini kolaylastirdigi bilinmektedir. Bu avantajlar sayesinde
biyomedikal goriintiilemede ve tedavi yontemlerinde siklikla tercih edilmektedir

(Jans and Hou, 2011).

AuNP'ler, biyouyumluluklar1 ve kolay protein islevselligi sayesinde
elektrokimyasal  biyosensorlerde en yaygin olarak  kullanilan  metal
nanopartikiillerdir (Cho et al., 2020).
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Elektrokimyasal cihazlarla kimyasal ve biyolojik molekiillerin tespiti
hastaliklarin teshisi, ¢evre korumasi, atik kontrolii, gida endiistrisi gibi alanlarda
onemlidir. Bu alanlarda kullanilan biyosensor mekanizmalarinda immobilizasyon
sistemleri gelistirilerek hassasiyet arttirilabilir. Inert yapilari, optik ozellikleri,
yiizey alan1 ve c¢esitli yiizey islevsellestirme yoOntemleri sayesinde altin

nanopartikiiller siklikla kullanilmaktadir (Radwan and Azzazy, 2009).

Altin nanopartikiillerin immobilizasyonda stabiliteyi arttirmalar1 ve dogrudan
elektrot transferini saglayarak araciya gerek kalmadan elektrokimyasal algilamay1
kolaylastirmalar1 biyosensor alanindaki en 6nemli avantajlarindandir. Proteinlerin
dogrudan elektron transferi lizerine yapilan ¢alisma, hem teorik hem de pratik
acidan biiyiik 6nem tasimaktadir, ¢linkli bu reaksiyonlarin anlasilmasi, fizyolojik

elektron transfer siireci hakkinda fikir verir (Pingarron et al., 2008).

Yiizeye tiyol ligandlar1 modifiye edilerek AuNP immobilizasyonu
arttirilabilir. Kopolimerler, niikleik asitler ve proteinler gibi fonksiyonel gruplar

AuNP yiizeyine tiyol-altin etkilesimi sayesinde baglanabilir (Yu et al., 2016).

2.12. Katalaz

Katalaz (CAT, 1.11.1.6), tek hiicreli prokaryotlarda, ¢cok hiicreli 6karyotlarda,
kisaca tiim canlilarda bulunan ve oksidorediiktaz sinifina ait bir enzimdir. Yaklagik
3,5 milyar y1l 6nce planktonik bakterilerin aerobik solunuma baglamasiyla katalitik
enzimlerin evrimsel tasarimi baglamistir. Daha sonra aerobik biyosferin gelisimi ile
katalaz evrimi devam etmistir (Gagne, 2014). Katalaz, dort polipeptit zincirinden
olusan bir tetramerdir. Bu zincirlerin her biri 500 amino asitten uzundur. Dort
porfirin hem yani demir grubu igerir ve bu gruplar hidrojen peroksit ile reaksiyona
girer. Katalaz ¢ok genis bir pH ve sicaklik ¢alisma araligina sahiptir, pH: 4-11
degerleri arasinda ve 20-50 °C sicakli degerleri arasinda katalaz ile calisma

yapilabilir (Kausal et al., 2018).
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Katalaz enzimi katalitik merkezin yapisal farkliliklarina goére Sekil 2.6’ da
gosterildigi gibi ti¢ farkli sinifa ayrilirlar. Bunlar; monofonksiyonel hem igeren
katalazlar, hem igeren katalaz-peroksidazlar ve manganez igeren katalazlar olmak
lizere ii¢ farkli smifa ayrilir. Bu enzim peroksizomlar/glioksizomlar, sitozol,
kloroplast ve mitokondride bulunur. Turnover sayisi en yiiksek olan enzimdir (Wu
etal., 2014).

Sekil 2.6: Katalaz ¢esitlerin yapisal gosterimi; A) monofonksiyonel hem iceren katalaz, B) Mn
iceren katalaz, C) Katalaz peroksidaz (Liu and Kokare, 2017)

Tiim aerobik organizmalar, zararli reaktif oksijen tiirlerinin (siiperoksit anyon
(02), hidroksil radikali (OH), hidrojen peroksit (H20z)) tiretimi ile hiicreler i¢inde
hem fotosentez hem de solunum gergeklestirebilmektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin
iiretiminin artmasi nedeniyle lipidlerin peroksidasyonu, proteinlerin oksidasyonu,
niikleik asitlerin zarar gérmesi, enzim inhibisyonu, programlanmis hiicre 6liimii ile
hiicrelerde oksidatif stres olusabilir. Tiim bunlar1 engellemek i¢in enzimatik ve
enzimatik olmayan savunma sistemleri gelistirilmistir. Bu sistemlerde baglica
bilinen enzim katalaz enzimidir ve H20.’yi su ve oksijene indirgeyerek hiicresel

oksidatif hasar1 6nlemede 6nemli role sahiptir (Sharma and Ahmad, 2014).
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2.12.1. Katalaz ve BPA arasindaki etkilesim

Proteinlerin yapisal degisiklikleri fizyolojik islev bozukluguna neden olabilir.
Literatiirdeki c¢alismalara bakildiginda, BPA'min hidrofobik ve -elektrostatik
etkilesim yoluyla katalaz enziminin amino asit parcalarina baglandigini ve katalazin
stereokimyasal yapisinin degistirebildigi goriilmiistlir. Artan a-sarmali igerigi ve
azalan P yapragi icerigi sayesinde bu etkilesimlerin neden oldugu degisikilikler

gbzlemlenebilmektedir.

A g A
A:125 WA:127 : ARG
A:126
HIS
A:465
PHE
A:199
GLY : |
A:117 ‘ ;
‘ C AGSs
VAL LYS Gt :
A:181 A:176  A:167 gRp
A:185
PRO
A:128
B

Aromatic

Edge l

Face
A

Sekil 2.7: Kat-BPA sisteminin molekiil yerlestirme sonuglari. A: BPA, Katalazin ilgili amino asit

pargalariyla birlesir; B: Kat-BPA sisteminin baglayici kismi (Piao et al., 2019).
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BPA ve katalaz arasindaki etkilesimde katalazin Alal16, Glyl17, Vall25,
Argl26, Aspl27, Prol28, GIn167, Lys176, Vall181, Trp185, Leul98, Phel99 ve
His465 amino asitlerinin baglanma bdlgesindeki en énemli amino asitler oldugu
yapilan floresans spektrokopi caligmasiyla goriilmiistiir. BPA’ nin simetrik fenolik
hidroksil kisimlar1 ile Argl26 arasindaki hidrojen bagi kompleksi aktif
merkezdedir. Ayrica BPA ile Glyl17, Val125, Pro128, GIn167, Leul98 ve Phe199
arasinda Van der Waals etkilesimleri vardir. BPA’nin benzen halkasi ile katalaz
iizerindeki Asp127, Lys176 arasinda da etkilesimler bulunmustur. BPA ile Trp185

arasindaki etkilesim katalaz enzimi etkinliginin azalmasindaki birincil nedendir.

Sonug olarak, katalaz ve BPA arasindaki etkilesimin, katalazin H2O:
iizerindeki etkinligini azaltan hidrofobik etkilesimler oldugu yapilan calismalar

sayesinde bilinmektedir (Piao et al., 2019).

2.12.2. Katalazin Uygulama Alanlar1

Katalaz enzimi biyoremediasyon c¢aligmalarinda kullanilmigtir. Atiklarin
aerobik biyoremediasyonu sirasinda hidrojen peroksiti su ve oksijene pargalayarak

oksijen saglar ve aerobik mikroorganizmalar i¢in bir oksijen kaynagi gérevi gortir.

Tekstil alaninda, agartma atiklarindan hidrojen peroksitin uzaklastirilmasinda
uygulanmas1 ve sonraki boyama asamalar1 i¢in suyun tekrar kullanilmasin
saglamak gibi avantajlar1 sayesinde tercih edilmektedir. Tekstil iiriinleri katalaz

sayesinde biyolojik olarak atiklardan ayrilabilmektedir.

Gida endiistrisinde, peynir iiretimi, yumurta beyazindan unlu mamiiller
iiretebilmek i¢in glikozun uzaklastirilmasi, glikoz oksidaz ile birlikte antioksidan
enzim sistemi olarak, caligmasi i¢in kullanilmaktadir. Ayrica gida ambalajlarinda
ve siit kalitesinin kontroliinde olmak tizere ¢esitli alanlarda kullanilmistir (Kaushal
etal., 2018).
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Sekil 2.8: Katalaz enziminin kullanim alanlar1 (Kaushal et al., 2018).
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Cihaz ve Diger Ekipmanlar

PalmSens Ins. (Hollanda) marka potansiyostat; BASI MF-2010 model karbon
pasta elektrodu, CHI 111 model Ag/AgCl doygun referans elektrodu, BASI MW-
1032 model platin yardimer elektrodu; Eppendorf 50, 1000 ve 5000 uL otomatik
pipetler, Polyscience marka sogutmali sirkiilasyonlu termostat, IKA manyetik

karistirici, Hanna marka pH metre kullanildi.

3.1.2. Kimyasallar

Grafit, Mineral yagi, AuNP, EDC, NHS, Bisfenol-A, Karaciger Katalazi
(E.C.1.11.1.6), 3- MPA, sisteamin, etanol, potasyum fosfat monobazik, potasyum
kloriir, potasyum ferrosiyaniir, sodyum fosfat monobazik, sodyum klortir, Tris,
sodyum asetat, sitrik asit, hidroklorik asit, sodyum hidroksit, potasyum hidroksit,
Sigma Chemical (USA)’dan, H202 (% 30) Riedel-de Haeg’den temin edilmistir.

Deneysel calismalarda kullanilan ¢ozeltiler agagida belirtilmistir:

e 50 mM Potasyum fosfat tamponlar1 (pH: 6,0- 6,5 -7,0 -7,5-8,0)
e 50 mM Tris-HCI tamponu (pH: 7,0-8,5-9,0)

e 50 mM Sodyum fosfat tamponu (pH: 7,0)

e 50 mM Sodyum sitrat tamponu (pH: 5,0-5,5)

e 10 mM Ky[Fe (CN)e]

e 3MKCI

e 10 mM Sisteamin (Etanolde ¢oziildii.)
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e 10 mM 3-MPA(Etanolde ¢oziildii.)

e 5nm AuNP

e 10 mg/ml (E. C. 1. 11. 1. 6) Katalaz (pH: 7,0 50 mM Potasyum fosfat
tamponunda ¢oziildii.)

e EDC (pH: 6, 5 50 mM Potasyum fosfat tamponunda ¢6ziildii.)

e NHS (pH: 6, 550 mM Potasyum fosfat tamponunda ¢oziildii.)

e Hy0, (Ka[Fe (CN)e] igeren pH: 7,0 50 mM Potasyum fosfat tamponunda
¢oziildii.)

e 438 uM BPA (5 ml etanolde ¢oziildii ve 95 ml bidistile su eklendi.)

3.2. Yontem

3.2.1. Biyosensoriin hazirlanmasi

3.2.1.1. Karbon pasta elektrodun hazirlamsi

v' 0,075 gr grafit tozu ve 0,025 gr mineral yagi kanistirtlarak cam yiizeyde

homojen hale getirilir.

v' Elektrot, hazirlanan pasta ile doldurulur.

v' Temiz bir yiizey kullanilarak elektrot yiizeyi diiz ve temiz bir zeminde piiriizsiiz

hale getirilir.

Biyoaktif Tabakanin Olusturulmasi

+ Hazirlanan KPE {izerine % 99’luk etanolde hazirlanan 10 mM’lik sisteamin
(Sis) ¢ozeltisinden 10 pl damlatilir. 30 dakika boyunca, oda sicakliginda

kurumasi i¢in bekletilir.
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Sis ile modifiye edilen KPE yiizeyine 5 nm boyutunda AuNP cozeltisinden 10
ul damlatilir. 30 dakika boyunca oda sicakliginda kurumaya birakilir.

Sis/AuNP ile modifiye KPE yiizeyine, % 99’luk etanolde hazirlanan 10 mM’lik
3-MPA ¢ozeltisinden 10 pl. damlatilarak oda sicakliginda 2 saat bekletilir.
Baglanmayan 3-MPA bilesiklerin uzaklastirilmasi i¢in bidistile suyla yikanir ve

kurutulur.

Sis/AuNP/3-MPA modifiye KPE, 50 mM, pH: 6,5 potasyum fosfat tamponunda
hazirlanan EDC-NHS ¢6zeltisine daldirilir, 30 dakika boyunca ¢6zelti iginde ve
karanlikta bekletilir. Inkiibasyon siiresi bittikten sonra bidistile suyla durulanir

ve kurutulur.

Sis/AuNP/3-MPA modifiye KPE yiizeyine, 50 mM, pH: 7,0 potasyum fosfat
tamponunda hazirlanan 10 mg/mL’lik katalaz (CAT) c¢ozeltisinden 10 pL

damlatilir ve +4 °C’de kurumaya birakilir.

Sis/AuNP/3-MPA/Kat modifiye elektrot kullanilmadigi zamanlarda +4° C’de
bekletilir. Sekil 3.1°de tasarlanan enzim temelli biyosensoriin immobilizasyon

asamalar1 gosterilmektedir.
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Sekil 3. 1: Enzim temelli biyosensoriin immobilizasyon semasi
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3.2.2. Biyosensoriin Calisma Prensibi

Sis/AuNP/3-MPA/Kat Modifiye Elektrot

Hazirlanan katalaz enzim biyosensoriiniin ¢alisma ilkesi; ortamda bulunan
hidrojen peroksidin katalaz enzimi tarafindan parcalanmasi sonucu olusan
yiikseltgenmis hem grubunun rejenerasyonu igin kullanilan Fe3*/Fe?* sistemi
yardimiyla elektronlarin karbon pasta elektrot yiizeyine aktarilmasiyla (-0,15 &
+0,95) V potansiyel aralikta akimin dlglilmesidir. BPA, hidrofobik ve elektrostatik
etkilesim yoluyla katalaz enzimine baglanir ve stereokimyasal yapisin
degistirebilir. BPA’nin katalaz enziminin aktif merkezindeki hidrojen baglari, Van
der waals kuvveti ve hidrofobik etkilesimleri engellemesi, H202’ye Kkarsi
aktivitesinde azalmaya neden olmaktadir. Bu aktivite azalisi BPA
konsantrasyonuyla orantilidir. BPA’nin katalaz enzimi tizerindeki inhibisyon
etkisine dayanarak akim farklanmalar1 gdzlemlenerek konsantrasyon hakkinda

bilgi saglanmustir.

K;[Fe(CN)gl \ / Kat H,0,
e- / \
K4[Fe(CN)g| Kat {0x) \ H,0+0;

Sekil 3. 2:Tasarlanan enzim temelli biyosensoriin ¢alisma prensibi.
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3.3. Calismada Tasarlanan Enzim Temelli Biyosensoriin Karakterizasyonuna

Yonelik Calismalar

3.3.1. Sis/AuNP/3-MPA/Kat Biyosensoriiniin CV Karakterizasyonu

Enzim  biyosensoriiniin  yiizey  karakterizasyonu ¢alismasi  igin;
immobilizasyondan 6nce ve her immobilizasyon asamasindan sonra 50 mM, pH:
7,0 potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 10 mM K4[Fe(CN)e] ¢dzelti ortaminda
ve 25 °C sabit sicaklikta, -0,5 V & +0,8 V potansiyel araliginda CV yontemi ile
Olctimler alimmistir. Bu sekilde, her agsamada elektrot ylizeyine immobilize edilen
biyoaktif tabaka bilesenlerinin elektrodun davranisini ne Olgiide degistirdigi
belirlenmistir. Son olarak hazir hale gelen elektrot ile ortamda 500 uM H20, ve
0,75 uM BPA varken meydana gelen akim farklanmasi l¢lilmiistiir.

Bu asamalar asagidaki sirayla yapilmistir:

1. Karbon pasta elektrot hazirlandiktan sonra yalin elektrodun yiizey

karakterizasyonu yapildi.

2. KPE yiizeyine sisteamin immobilize edildi ve yiizey karakterizasyonu yapildu.

3. KPE/Sis elektroduna AuNP immobilize edildi ve yiizey karakterizasyonu yapildi.

4. KPE/Sis/AuNP modifiye elektroda 3-MPA immobilize edildi ve ylizey

karakterizasyonu yapildi.

5. KPE/Sis/AuNP/3-MPA elektrodu EDC-NHS ile modifiye edildi ve ylizey

karakterizasyonu yapildi.

6. KPE/Sis/AuUNP/3-MPA elektroduna katalaz immobilize edildi ve ylizey

karakterizasyonu yapildi.
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7. KPE/Sis/AuNP/3-MPA/Kat elektrodu ile 50 mM, pH: 7,0 potasyum fosfat
tamponunda hazirlanan 10 mM Ka[Fe(CN)s] ¢ozelti ortaminda, -0,15 V & 0,95 V
potansiyel araliginda 500 uM H20; ve 0,75 uM BPA ile 6l¢iim alindi.

3.3.2. KPE/Sis/AuNP/3-MPA/Kat  Biyosensoriiniin  Tarama  Hiz

Karakterizasyonu

Tasarlanan enzim temelli biyosensoriin tarama hizini incelemek amaciyla pH:
7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponu iginde hazirlanan 10 mM Ka[Fe(CN)e]
ortaminda ve 25 °C sabit sicaklikta, 0,75 uM BPA ve 500 uM H20; i¢in -0,5 V &
+0,5 V potansiyel araliginda CV yontemi kullanilarak 10, 25, 50, 75, 100,150, 250

mV/ s tarama hizinda ol¢iim alindi.

3.4. KPE/Sis’/AuNP/3-MPA/Kat  Biyosensoriiniin  Biyoaktif Tabaka

Bilesenlerinin Optimizasyonu

3.4.1. Enzim miktarinin biyosensor cevabu iizerine etkisi

Katalaz enzim miktariin biyosensdr cevabina etkisini incelemek amaciyla
50 mM fosfat tamponunda Smg/ml, 10 mg/ml ve 20 mg/ml konsantrasyonlarinda
katalaz enzim ¢ozeltisi hazirlanmistir. Calismalar pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat
tamponunda hazirlanan 10 mM Ka[Fe(CN)e] ortaminda, 25 °C sabit sicaklikta ve -
0,15 V & +095 V potansiyel araliginda DPV metodu kullanilarak
gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore en uygun katalaz enzimi miktari

belirlenmistir.
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3.4.2. AuNP boyutunun biyosensor cevabi iizerine etkisi

AuNP boyutunun biyosensor cevabina etkisini incelemek amaciyla iki farkl
AuNP c¢ozeltisi kullanilmistir. 5 nm ve 10 nm AuNP c¢ozeltilerinden elekrot
yiizeyine damlatilmistir. Calismalar pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponunda
hazirlanan 10 mM Ka[Fe(CN)s] ortaminda ve 25 °C sabit sicaklikta -0,15 V & +0,95
V potansiyel araliginda DPV metodu kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen

sonuglara gére en uygun AuNP boyutu belirlenmistir.

3.5. Enzim Temelli Biyosensoriin Calisma Kosullarinin Optimizasyonu

3.5.1. Tasarlanan enzim temelli biyosensor icin optimum pH’n belirlenmesi

Tasarlanan enzim temelli biyosensoriin optimum pH degerinin belirlenmesi
icin farkli pH’lardaki tampon ¢ozeltileri kullanilarak 0,75 pM BPA ve 500 uM
H20: i¢in Ol¢iimler alinmistir. Denemede kullanilan, pH: 5,0; 5,5 ¢ozeltileri
sodyum sitratile, 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 ¢ozeltileri potasyum fosfat ile hazirlanmustir.
pH: 8,5; 9,0 ¢ozeltileri ise glisin ile hazirlanmistir. Bu hazirlanan tampon ¢ozeltileri
daha sonra 6l¢iim alinmak amaciyla 10 mM Ka[Fe(CN)e] ¢6zeltileri hazirlanmasi
i¢in kullanilmistir. Deneysel ¢alismalar -0,15 V & +0,95 V potansiyel araliginda
DPV yontemi kullanilarak 25 °C sabit sicaklikta yapilmistir. Elde edilen sonuglara

bakilarak biyosensor ¢aligmasi i¢in en uygun pH belirlenmistir.

3.5.2. Tasarlanan Enzim Temelli Biyosensér I¢in Optimum Sicakhgmn

Belirlenmesi

Caligmada hazirlanan enzim temelli biyosensdriiniin optimum sicakliginin
belirlenmesi amaciyla sirasiyla 20, 25, 30, 35 ve 40 °C ‘de 0,75 uM BPA ve 500
uM H20: i¢in dlgiimler alinarak tasarlanan biyosensdoriin farkli sicaklik degerlerine

gosterdigi degisimler incelendi. Yapilan sicaklik denemeleri diisiikten yliksege
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dogru olacak sekilde pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 10
mM Ka[Fe(CN)s] ortaminda -0,15 V & +0,95 V potansiyel araliginda DPV metodu

kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.5.3. Tasarlanan enzim biyosensoriine farkli tamponlarin etkisi

Hazirlanan biyosensor tizerine farkli tamponlarin etkisini incelemek amaciyla
10 mM Ki[(Fe(CN)e] igeren 50 mM pH: 7,0 olan KH2PO4, NaH2PO4 ve Tris-HCI
tamponlarinda 6l¢iimler alindi. Denemeler -0,15 V & +0,95 V araliinda DPV
yontemi kullanilarak pH:7,0 ve 25 °C sabit sicaklikta yapilmistir. Calismaya en

uygun tampon sistemi belirlenmistir.

3.6. Sis/AUNP/3-MPA/Kat Enzim Temelli Biyosensoriin Karakterizasyon

Cahismalan

3.6.1. Sis/AuNP/3-MPA/Kat biyosensoriiniin dogrusal tayin arahgi

belirlenmesi

Yapilan denemelerde oOncelikle tampon ve (tampon + H:02) i¢cin DPV
Ol¢iimleri yapildi ve daha sonra 500 uM H20- i¢eren ortamda 0,1; 0,25; 0,5; 0,75;
1; 1,75; 2,5 uM BPA konsantrasyonlariyla DPV yontemi ile dlglimler alinmustir.
Olgiimler 50 mM, pH: 7,0 fosfat tamponunda (10 mM Ks[Fe(CN)s] igeren) ve 25
°C’de -0,15 V & +0,95 V potansiyel araliginda yapilmstir.

3.6.2. Sis/AUNP/3-MPA/Kat enzim temelli biyosensoriin tekrarlanabilirligine

yonelik denemeler

Hazirlanan enzim temelli biyosensoriin tekrarlanabilirliginin incelenmesi

amaciyla 0,75 pM BPA ve 500 uM H20: i¢in -0,15 V & +0,95 V arasinda DPV
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yontemi ile 10 adet 6l¢iim alindi. Bulunan sonuglardan yola ¢ikilarak ortalama

deger (X), standart sapma (S.S.) ve varyasyon katsayisi (% V.K.) belirlenmistir.

3.6.3. Sis/AuNP/3-MPA/Kat enzim temelli biyosensor icin amperometri

calismasi

Hazirlanan enzim temelli biyosensor ile amperometri ¢alismasi yapmak icin
pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponunda (10 mM Ka[Fe(CN)s] iceren) ve 25
°C sabit sicaklikta, 0,8 V potansiyelinde ve 60 saniyede bir | mL BPA siringa ile
calisma hiicresine eklenmistir. Bu ¢alisma igin 438 uM’lik stok BPA ¢ozeltisi 20
kat seyreltilerek elde edilen 21,9 uM’lik ¢6zelti kullanilmistir. Her ekleme sonrasi
ortamdaki BPA konsantrasyonu hesaplanmistir; 1,46 uM, 2,73 uM, 3,86 uM, 4,86
uM, 5,76 uM, 6,57 uM, 7,3 uM, 7,96 uM, 8,56 uM.

3.6.4. Sis/AUNP/3-MPA/Kat enzim temelli biyosensor icin substrat spesifikligi

calismasi

BPA tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin substrat spesifikligini
aragtirmak ic¢in 0,75 puM konsantrasyonlarda tirozin, glukoz, askorbik asit ve
dopaminle ayr1 ayri, pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponunda (10 mM
Ka[Fe(CN)e] igeren) ve 25 °C sabit sicaklikta, 500 uM H20> igeren ortamda
Olctimler alinmigtir. Alinan dl¢timler ile BPA’nin verdigi akim degeri % 100 kabul

edilerek diger molekiiller i¢in elde edilen akim degerleri ile kiyaslandi.

3.6.5. Sis/AuNP/3-MPA/Kat enzim temelli biyosensor ile 6rnek tayini

Hazirlanan enzim temelli biyosensor ile drnek tayini yapilmasi i¢in Subat
2021°den Agustos 2021’e kadar bekletilen damacana su kullanildi. ik olarak pH:
7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponunda (10 mM Ka[Fe(CN)s] igeren) ve 500 uM
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H20:> iceren ortama sadece damacana su katilarak 8 tekrar 6l¢iim alindi. Ortama
katilan damacana suyun miktari, daha onceki c¢alismalarda kullanilan BPA
miktariyla ayniydi. Daha sonra ve 500 uM H2O: iceren ortama esit miktarda
damacana su ve BPA katilarak 10 tekrar 6l¢iim alindi. Bu veriler -0,15 V & +0,95
V arasinda DPV yontemiyle ve 25 °C sabit sicaklikta 6l¢iim alinarak elde edilmistir.
Bulunan sonuglardan yola ¢ikilarak ortalama deger (X), standart sapma (S.S.) ve

varyasyon katsayist (% V.K.) belirlenmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Sis/AuNP/3-MPA/Kat Enzim Temelli Biyosensoriinimn CV
Karakterizasyonuna iliskin Olarak Yapilan Deneylerde Elde Edilen

Sonuclar

Caligmadaki enzim temelli biyosensoriin immobilizasyonunun her bir
asamasinda CV karakterizasyonu icin; pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponu
icinde hazirlanan 10 mM Ks[Fe(CN)6] ortaminda -0,5 V & +0,8 V potansiyel
araliginda ve 25 °C sabit sicaklikta dongiisel voltammogram ile dl¢limler alindi.
Elde edilen sonugclar Sekil 4.1°de gosterilmistir. Sisteamin immobilizasyonu sonrast
akim pikinde yalin elektroda gore artis gézlemlenmistir. AuNP beklenildigi gibi
iletkenligi arttirarak akimda artis1 saglamistir. 3-MPA immobilizasyonu ve EDC-
NHS muamelesi sonrast piklerde azalma gOriilmiistir. Bunun nedeni
immobilizasyon sonrasi yiizeydeki tabakanin kalinlagsmasi ve elektron transferinin
zorlagsmasidir. Son olarak katalazin immobilize edilmesiyle birlikte iletkenlikte
azalma oldugu gdzlenmistir. immobilizasyon sonrasi hazirlanan elektrodun 0,75
uM BPA ve 500 uM H>0: ile alinan 6lgiimde akim piki azalmaktadir. Diferansiyel
puls voltammetrisi sonuglar1 ve dongiisel voltammetri sonuglarinin her ikisinde de
BPA’nm akim pikini azalttig1 goriilmiistiir. Bu sonu¢ immobilizasyon yonteminin

efektif olarak ¢alistigin1 gostermektedir.
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Sekil 4. 1: Tasarlanan enzim biyosensoriiniin yilizey modifikasyonuna iliskin CV voltammogramlari.

Yalin elektrot, SIS modifiye KPE, Mor: SIS/ AuNP modifiye KPE, Sis/

AuNP/ 3-MPA modifiye KPE, SIS/ AuNP/ 3-MPA/ EDC-NHS modifiye elektrot,

Kirmizi: SIS/ AuNP/ 3-MPA/ EDC-NHS/ CAT, Mavi: SiS/ AuNP/ 3-MPA/ CAT modifiye

edilmis KPE ile BPA ve H,0;’li ortamda alinan 6l¢iim (Olgiimler pH: 7,0; 50 mM potasyum

fosfat tamponunda hazirlanan 10 mM Ka[Fe(CN)g] ortaminda (-0,5)V & (+0,8)V potansiyel
araliginda 25 °C sabit sicaklikta alind1.)

4.1.1. Sis/AuNP/3-MPA/Kat biyosensoriiniin tarama hizi kontroliine iliskin

yapilan ¢calismada elde edilen sonuglar

Tasarlanan enzim temelli biyosensoriin tarama hizini incelemek amaciyla pH:
7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponu iginde hazirlanan 10 mM Ka[Fe(CN)e]
ortaminda, 25 ° C sabit sicaklikta ve -0,5 V & +0,5 V potansiyelleri arasinda
dongiisel voltammogram ile Olgiimler alindi. Elde edilen veriler Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Voltammetrik yontemlerle dl¢lim yaparken akimin diflizyon veya

adrospsiyon kontrollii oldugunu belirlemek o6nemlidir. Diflizyon kontrollii ise
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normal voltammetrik yontemler iyi sonug verir. Ancak adsorpsiyon kontrollii ise
styirma yontemleri se¢ilmelidir. Bunu belirlemek i¢in de dongiisel voltammetri ile
farkli tarama hizlarinda 6l¢iim alinarak akim degisimi incelenebilir (Y1lmaz, 2012).
Bu calismada akim ve tarama hizi1 dogrusal bir sekilde artmistir yani tarama hizinin
artmasiyla elektrot yiizeyinde gerceklesen elektron difiizyonun orantili bir sekilde

arttig1 goriilmektedir. Bu nedenle DPV yontemi tercih edilebilmektedir.
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Sekil 4.2: Tarama hizinin biyosensor cevabi iizerine etkisi. A: Tarama hizlarina ait dongiisel
voltammogram sonuglari. B: Dongiisel voltammogramdan elde edilen sonuglarin anodik ve
katodik yondeki dogrusal tayin grafikleri. Olgiimler pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat
tamponunda hazirlanan 10 mM Ks[Fe(CN)s] ortaminda -0,5 V & +0,5 V potansiyelleri

arasinda alinan dongiisel voltammogramlari ile 25 ° C sabit sicaklikta gergeklestirilmistir.
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4.2. Sis/AuNP/3-MPA/Kat Enzim Temelli Biyosensoriin Biyoaktif Tabaka

Bilesenlerinin Optimizasyon Calismalarinda Elde Edilen Sonuclar

4.2.1. Katalaz enzimi miktarinin biyosensor cevabi iizerine etkisinin sonuclari

BPA tayini amaciyla hazirlanan katalaz biyosensoriinde, enzim miktarimin
biyosensor cevabi lizerine etkisinin incelenmesi amaciyla yapilan ¢alismadan elde
edilen grafik Sekil 4.3’ te verilmistir. Bu ¢alisma sonrasi alinan sonuglara gore 10

mg/ mL enzim miktarinin uygun deger oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.3: Enzim biyosensoriinin farkli enzim miktart ile g¢alismalarindan elde edilen DPV
sonuglari. 5 mg/mL Katalaz enzimi ile hazirlanan elektrot (A), 10 mg/mL Katalaz enzimi ile
hazirlanan elektrot (B), 20 mg/mL Katalaz enzimi ile hazirlanan elektrot (C) Enzimsiz
biyosensér (D). Olgiimler 10 mM K4[Fe(CN)e] igeren 50 mM tamponda ve pH 7,0; 25 °C
sabit sicaklikta gergeklestirilmistir.
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Sekil 4. 4: Enzim miktar1 optimizasyon grafigi. Kirmizi: 10 mg/mL enzim kullanilarak hazirlanan
biyosensor, Mor: Enzimsiz hazirlanan biyosensdr, Mavi: 5 mg/mL enzim kullanilarak
hazirlanan biyosensdr, Yesil: 20mg/mL enzim kullanilarak hazirlanan biyosensor. Olgiimler
10 mM Ku[Fe(CN)g] igeren 50 mM tamponda ve pH 7,0; 25 °C sabit sicaklikta
gerceklestirilmigtir.

10 mg/mL enzim ile hazirlanan elektrotla alinan sonuca bakildiginda en
yiiksek akim farklanmalarinin bu elektrotta oldugu ve substrat i¢in en dogrusal
sonucun elde edildigi goriilmektedir. Enzim miktar1 yariya diistiriildiiglinde ve iki
katina ¢ikarildigi zaman biyosensor cevabinda diisiis gozlenmis ve grafiklerin egimi
yatay diizleme yaklagsmistir. 5 mg/mL enzim ile hazirlanan biyosensoriin cevabinin
diisiik olmasinin nedeni, enzim miktarinin diisiik olmasiyla enzimin ayni
miktardaki BPA molekiillerince daha c¢ok etkilenmesi olarak diistintilmiistiir.
Ayrica bu miktardaki enzimle alinan sonug¢ dogrusal degildir. 20 mg/mL enzim ile
hazirlanan elektrotta akim farklanmasi oldukga diisiiktiir. Nedeni ise daha fazla
enzimin baglanmis olmasinin BPA’nin etkinligini smirlandirmas:  olarak
degerlendirilmistir. Enzimsiz elektrotla alinan 6l¢iimde dogrusallik beklenildigi

gibi diisiik c¢cikmistir. Buradaki akim degerleri BPA’nin 0,65 V civarlarinda



44

elektrooksidasyona dayali pikler vermesinden kaynaklanmaktadir. Bu g¢alisma

BPA’nin katalaz enzimi iizerine net etkisini gostermektedir.

4.2.2. AUNP boyutunun biyosensor cevabi iizerine etkisinin sonuclari

AuNP boyutunun biyosensor cevabina etkisini incelemek amaciyla yapilan
calismadan elde edilen veriler Sekil 4.5 ve Sekil 4,6 da gosterilmektedir. Yiiksek
akim farki ve dogrusallik goze alindiginda 5 nm boyutundaki AuNP ile
calisilmasina karar verilmistir. 10 nm boyutundaki AuNP ile calismada dogrusal bir

grafik elde edilememistir, ayrica akim farklar1 daha distiktiir.
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Sekil 4. 5: Farkli boyutlardaki AuNP ile hazirlanan biyosensorler ile elde edilen DPV sonuglar1. 5
nm AuNP (A), 10 nm AuNP (B). Ol¢iimler 10 mM K4[Fe(CN)e] iceren 50 mM tamponda ve
pH 7,0; 25 °C sabit sicaklikta gergeklestirilmistir.
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Sekil 4. 6: AuNP boyutu optimizasyon grafigi. Olgiimler 10 mM Ka[Fe(CN)g] igeren 50 mM
tamponda ve pH 7,0; 25 °C sabit sicaklikta gergeklestirilmistir.

Bu ¢alismada AuNP kullanilmasinin en 6nemli amaci elektrodun iletkenligini
arttirmak ve ayrica katalaz immobilizasyonu i¢in sisteamin ve 3-MPA arasindaki
baglantiyr olusturmaktir. Ayrica AuNP, sisteaminin igerdigi tiyol grubuna
kendiliginden diizenlenen tek tabakalar halinde baglanarak immobilize edilir.
Kiiciik boyuttaki AuNP’ler yiiksek yiizey-hacim oranmna sahiptir (Gliney ve
Kiigiiksariyildiz, 2019). Bu 6zellik baglanma kapasitesini arttirir. Bu nedenle 5 nm

boyutundaki AuNP immobilizasyon a¢isindan daha avantajlidir.
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4.3. Sis’/AuNP/3-MPA/Kat Enzim Temelli Biyosensoriin Calisma Kosullarimin

Optimizasyon Calismalarindan Elde Edilen Sonuclar

4.3.1. Enzim temelli biyosensoriin optimum ph degerine iliskin deney sonuclari

Biyosensoriin optimum pH degerinin belirlenmesi igin yapilan deneylerden

elde edilen veriler Sekil 4,7 ve Sekil 4,8’deki gibidir. Deney sonuglarina gore

katalaz enzim biyosensoriiniin optimum pH degeri 7,0 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4. 7: Enzim biyosensorii optimum pH ¢alismasi i¢in DPV sonuglari. A) pH: 5,0, B) pH: 5,5,
C) pH: 6,0, D) pH: 6,5, E) pH: 7,0, F) pH: 7,5, G) pH: 8,0, H) pH: 8,5, I) pH: 9,0. Ol¢iimler
10 mM KiFe(CN)g mediatorlii, 50 mM fosfat tamponunda ve -0,15 V / +0,95 V potansiyelleri

arasinda alinan DP &l¢iimleri ile gergeklestirildi.
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Sekil 4 8: Enzim biyosensorii i¢in optimum pH grafigi. Olgiimler 10 mM KsFe(CN)s mediatorlii, 50
mM fosfat tamponunda ve -0,15 V / +0,95 V potansiyelleri arasinda alinan DP Sl¢iimleri ile

gerceklestirildi.

Grafikte de goriildiigii gibi pH:7,0’den daha diisiik pH degerlerinde enzim
aktivitesi optimuma gore diisiis gosterirken, pH:7,0’ye gelindiginde aktivite en
yiiksek diizeye ulagsmaktadir; fakat pH:7,0’den daha yiiksek degerlerde aktivitede
hizli bir diisiis gozlemlenmistir. Yapilan calismalar incelendiginde de katalaz
enziminin optimum pH degerinin 7,0 oldugu goriilmektedir (Maehly and Chanc;

1954, Cetinuz and Oztop, 2000).

4.3.2. Enzim temelli biyosensoriin optimum sicakhigina iliskin deney sonuglari

Biyosensor sistemlerinde optimum sicaklik degerinin belirlenmesi oldukga
onemlidir. Yiizey modifikasyonlarinin bozulmamasi ve biyoaktif bilesenin ytiksek
aktivite gosterebilmesi acisindan optimum sicaklikta calismak gerekir. Bu

calismada katalaz enzimi ile hazirlanan ve sirasiyla 20, 25, 30, 35, 40 © C’de DPV
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ile 6l¢glim alinan biyosensoriin optimum sicakligir 25 © C olarak belirlenmistir.

Sonuglar Sekil 4.8’ de gosterilmektedir. Katalaz enziminin optimum sicakligi birgok

caligmada 37 © C olarak belirlenmistir ancak bazi ¢calismalarda 25 ° C’de de yiiksek

aktivite gosterdigi goriilmektedir. Bu sicaklik farklanmasima immobilizasyon

yonteminin etki ettigi soylenebilir (Aydemir et al., 2003; Cetinuz and Oztop, 2000)
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Sekil 4. 9: Enzim biyosensoriiniin optimum sicaklik DPV sonuglari. A) 20 ° C, B)25° C, C) 30 °
C,D)35°C, E) 40 ° C. Olgiimler pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan
10 mM Ka[Fe(CN)g] ortaminda -0,15 V & +0,95 V potansiyelleri arasinda alinan DP yontemi

ile gerceklestirildi.
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Sekil 4. 10: Enzim biyosensdriiniin optimum sicaklik grafigi. Olgiimler pH: 7,0; 50 mM potasyum
fosfat tamponunda hazirlanan 10 mM Ka[Fe(CN)s] ortaminda -0,15 V & +0,95 V

potansiyelleri arasinda alinan DP yontemi ile gergeklestirildi.

4.3.3. Farkh Tamponlardaki Ol¢iim Sonuclar

Tampon tiiriinii belirlemek icin ayni konsantrasyonlarda hazirlanan potasyum
fosfat, sodyum fosfat ve Tris-HCI tamponlari ile Ka[Fe(CN)e] igeren ortamlarda
DPV yontemiyle elde edilen ol¢lim sonuglari Sekil 4.9°da verilmistir. Grafikte
gorildiigii gibi potasyum fosfat tamponu hem dogrusal olarak artmis hem de yiiksek
akim degerleri ile cevap vermistir. Bu nedenle bu ¢aligmada tampon sistemi olarak

potasyum fosfat tamponu se¢ilmistir.
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Sekil 4.11: Enzim biyosensoriiniin farkli tamponlardaki ¢alismalarindan elde edilen DPV sonuglari

ve buna bagl ¢izilen standart grafikler. Tris-HCI Tamponu (A), Sodyum Fosfat Tamponu
(B), Potasyum fosfat tamponu (C) ve Standart grafikler (D). Olgiim 10 mM Ka[Fe(CN)g]

iceren 50 mM tamponda ve pH 7,0; 25 °C sabit sicaklikta gerceklestirilmistir.

Tampon sistemini secerken goz Oniinde bulundurulmasi gereken birgok

faktor vardir. Enzimle calisirken, enzimin optimum pH'ini, enzim iizerindeki

spesifik olmayan tampon etkilerini ve substratlar veya metallerle etkilesimleri goz

ontinde bulundurmak gerekir. Tris- HCI tamponu organiktir. Fosfat tamponuna gore

daha kararl1 olmas1 ve enzimatik reaksiyonlarda inert olmasi gibi 6nemli avantajlari

vardir. Ancak olduk¢a duyarli bir tampondur ve sicaklik degisimlerinden

etkilenebilir. Yapisinda primer amin grubu bulundurdugu i¢in reaktiftir. Ayrica pH

7,5 altinda yapilan c¢alismalarda oldukca zayiftir. Fosfat tamponu ise reaktif

gruplara sahip degildir, sicaklik degisimlerinden de kolayca etkilenmez (Stoll and

Blanchard, 1990).
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4.4. Sis/AuNP/3-MPA/Kat Enzim Temelli Biyosensoriin Karakterizasyon

Calismalarina Yonelik Sonuclar

4.4.1. Sis’lAuNP/3-MPA/Kat biyosensoriiniin dogrusal tayin arahgi sonuclar:

Tasarlanan katalaz biyosensorii ile BPA icin dogrusal tayin aralig
belirlenmistir. pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 10 mM
Ks[Fe(CN)¢] ortaminda -0,15 V & +0,95 V potansiyelleri arasinda DP
voltammogramlar1 alinmistir. Bu ¢alismalarda elde edilen DP voltammogramlari
Sekil 4.10 ve standart grafik Sekil 4.11° de gosterilmistir. Grafiklerde de goriildigi
tizere BPA i¢in dogrusal tayin araligi: 0,25- 2,5 uM olarak bulunmustur.
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Sekil 4. 12: Enzim temelli biyosensoriin dogrusal tayin araliginin belirlenmesi. Bulunan sonuglar
yukaridan asagiya; baseline, 0,1 uM, 0,25 uM, 0,5 uM, 0,75 uM, 1 uM, 1,75 uM, 2,5 uM
BPA i¢in pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 10 mM Kas[Fe(CN)s] ve
500 pM H20: igeren ortamda -0,15 V & +0,95 V potansiyelleri arasinda 25 °C sabit sicaklikta

almmustir.
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Sekil 4. 13: Katalaz enzimi biyosensériiniin BPA igin dogrusal tayin araligi. Ol¢iimler pH: 7,0; 50
mM fosfat tamponunda 10 mM Ka[Fe(CN)g] ortaminda - 0,15 V & + 0,95 V potansiyel

araliginda ve 25 °C sabit sicaklikta alinmstir.

4.4.2. SislAUNP/3-MPA/Kat biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik ¢calismasinda

elde edilen sonuclar

Enzim biyosensoriiniin tekrarlanabilirligini belirlemek i¢in yapilan ¢aligmalar
sonucunda elde edilen veriler Tablo 4.1°de gosterilmistir. Hazirlanan biyosensor ile
0,75 uM BPA i¢in elde edilen 10 6l¢iimiin ortalamas1 0,756 uM, standart sapma
+0,769 uM ve % varyasyon katsayisi da % 1,31 olarak bulunmustur. Bulunan
sonuglara bakildiginda varyasyon katsayisinin diisiik ¢ikmasi hazirlanan

biyosensoriin yiiksek tekrarlanabilirlikte oldugunu gostermektedir.



53

2,50E+01 ~ Tampon +H,0,

2 00E+01 1

1,50E+01 -
< ] Tampon+ H,0,+
5] ] 0,75 uM BPA
E 1,00E+01 1
o |

5,00E+00 4

N
O|OOE+OO ] T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,150 0,050 0250 0450 0,650 0,850
Potential/VV

Sekil 4. 14: Enzim biyosensoriiniin tekrarlanabilirliginin incelenmesi amaciyla yapilan DPV
sonuglar1. Olgiimler; pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 10 mM
Ks[Fe(CN)s] ortaminda -0,15 V & +0,95 V potansiyel araliginda ve 25 °C sabit sicaklikta

almmuistir.

Tablo 4. 1: Tasarlanan biyosensorde BPA ve H20; i¢in gbzlenen tekrarlanabilirlik degerleri.

Ort. Std. Var.

DSeneme 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Deg. | Sapma. | Kits.

ay1sl ® | &S | (®%V.K)
Olgiilen

KO?}':Q]” 0.758 | 0.769 | 0.765 | 0.746 | 0.749 | 0.752 | 0.762 | 0.757 | 0.745 | 0.756 | 0.756 | 0.769 131
(hM)
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4.4.3. Sis/AuNP/3-MPA/Kat enzim temelli biyosensoriiniin amperometri

sonuc¢lari

Bu c¢alismada BPA’nin spesifik tayinini DPV metodu haricinde
amperometrik olarak da yapmak amaci ile amperometrik dlgtimler gerceklestirildi.
Alternatif bir metot olan amperometri ¢aligmasiyla elde edilen sonuglar Sekil 4.13
ve 4.14’te gosterilmistir. BPA nin ve H2O2 nin etkilerini gozlemlemek i¢in ayr1 ayri
Olctimler alimmustir. H2O> igeren ortama 60 sn’de bir BPA enjekte edildiginde akim
farkinin diizenli bir sekilde arttig1 goriilmektedir. Bu farklanmalarla ¢izilen standart
grafik lineerdir. Sonuglarin genelinde bakildiginda, DPV c¢alismalarinda
maksimum akim degerlerinin 0,65 & 0,85 V potansiyel aralikta elde edildigi
goriilmektedir. Bu calisma 0,8 V sabit potansiyelde yapilmistir. Sadece tampon
iceren ¢alisma hiicresine 60 sn’de bir H2O> enjekte edildiginde diizensiz ve belirsiz
akim farklanmalar1 olmustur. H2O2 igermeyen ortama 60 sn’de bir BPA enjekte
edildiginde ise beklenildigi gibi akim ilk enjeksiyon sonrasi birden diigmiistiir.
Artan BPA konsantrasyonu ile akim diisiisii devam etmistir ancak belirgin ve
diizenli akim farklanmalar1 goriilmemistir. Bu ¢aligma sayesinde H>O, ve BPA
arasindaki etkilesim agikg¢a goriilmiistiir. Hazirlanan katalaz eletrodu amperometri

caligmast i¢in 0,8 V potansiyelde oldukca uygundur.
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Sekil 4. 15: Enzim biyosensoriiniin amperometrik dlciim sonuclari. Olgiimler 0,8 V sabit
potansiyelde alinmistir. Mavi: H>O> iceren ortama 60 sn’de 1 ml BPA eklenerek alinan
amperometri sonucu, Kirmizi: H>O; icermeyen ortamda 60 sn’de 1 ml BPA eklenerek alinan

sonug, Yesil: Sadece tampon igeren ortama 60 sn’de 1 ml H,O; eklenerek alinan sonug.
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Sekil 4. 16: Enzim biyosensoriiniin amperometrik 6l¢iim sonuglart akim farki-BPA konsantrasyonu
standart grafigi. Olgiimler; pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 10 mM
Ka[Fe(CN)g] ortaminda 0,8 V sabit potansiyelde ve 25 °C sabit sicaklikta alinmigtr.
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4.4.4. SislAUNP/3-MPA/Kat enzim temelli biyosensoriiniin substrat spesifikligi

sonuc¢lari

Tirozin, glukoz, askorbik asit ve dopamin ile yapilan substrat spesifikligi
sonuclar1 Sekil 4.14’te verilmistir. BPA ile elde edilen akim farki % 100 kabul
edilerek tiim ¢ozeltiler i¢in % biyosensor cevabi ile kiyaslanmistir. Sonuglar Sekil
4.16°da gosterilmistir. Sonuglara bakildiginda BPA’nin H20> ve katalaz enzimi ile

yapilan ¢alismada en yiiksek akim farklanmasini gosterdigi goriilmektedir.
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2 00E+01 \'
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Potential/VV
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Baseline ——Askorbik Asit ——Dopamin

Sekil 4. 17: Enzim biyosensoriine ait substrat spesifikligi DPV sonuglar1. Olgiimler; pH: 7,0; 50 mM
potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 10 mM Kas[Fe(CN)e] ortaminda -0,15 V & +0,95 V

potansiyel araliginda ve 25 °C sabit sicaklikta alinmustir.
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Sekil 4. 18: Katalaz biyosensdriine ait substrat spesifikligi grafigi. Olgiimler; pH: 7,0; 50 mM
potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 10 mM Ka4[Fe(CN)e] ortaminda -0,15 V & +0,95 V

potansiyel araliginda ve 25 °C sabit sicaklikta alimmustir.

Dopamin ve tirozinin akim farklar1 birbirine yakin ¢ikmistir. Dopamin,
tirozin amino asidinden olusur. Bu maddelerin oksidasyon potansiyelleri birbirine
yakindir (Rahman et al., 2015). Molekiiler yap1 olarak da bu iki molekiil BPA’ya
benzerlik gosterdikleri i¢in BPA’ya yakin diizeyde bir inhibisyon etkisi

gostermislerdir.

Askorbik asit miikemmel bir indirgeyici ajandir. Serbest radikallerin
noétralizasyonunu saglamasiyla yiiksek antioksidan aktivitesine sahip olmasiyla
bilinir. Enzim kofaktorii ve antioksidan goérevi goriir. Hiicre metabolizmasinda
olusan ve ¢esitli doku hasari ve hastaliklari ile iliskili olan toksik serbest radikalleri
ve diger reaktif oksijen tiirlerini ortadan kaldirma kapasitesine sahiptir. Hiicreleri
reaktif oksijen tiirlerinden korur, H202’yi parcalar (Gazdik et al., 2008). BPA gibi
inhibitdr gorevi gostermedigi i¢in daha fazla H,O par¢alanmasini saglamis ve

yiiksek akim degeri elde edilmistir.
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Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde, glukoz tayini i¢in genellikle glukoz
oksidaz enzimi kullanilmistir. Glukoz oksidaz enzimi glukozu H20, ve
glukonolaktona pargalar. Bir¢cok calismada katalaz- glukoz oksidaz birlikte
kullanilmigtir. Katalazin bu ¢alismalardaki gorevi, glukoz oksidaz tarafindan agiga
cikarilan H202’yi parcalayarak etkisiz hale getirmektir (Tao et al., 2009). Bu
caligmada glukozun akim farki oldukga yiiksektir. Nedeni, katalaz yiiksek miktarda
H20O.’yi pargalayarak daha fazla elektron agiga ¢ikmasini saglayabilmistir. Sonuca

gore bu elektrodun glukoz tayini i¢in uygun olmadig goriilmektedir.

Son olarak goriildiigii gibi BPA en diisiik akim pikini vererek en yiiksek akim
farklanmasina neden olmustur. Bunun nedeni BPA’nin katalaz enzimi ile hidrojen
bag1 yaparak inhibitor etkisi gostermesi ve daha az H202’ nin parcalanmasidir. Bu

calisma igin en belirgin substrat BPA’dir.

4.4.5. SissAUNP/3-MPA/Kat biyosensorii ile 6rnek tayinine yonelik yapilan

calismalardan elde edilen sonuclar

Enzim biyosensorii ile drnek tayini i¢in yapilan ¢aligmalar sonucunda elde
edilen veriler Tablo 4.2°de ve Tablo 4.3’ de gdsterilmistir. Hazirlanan biyosensor ile
(damacana su, BPA ve 500 uM H203) i¢in elde edilen 10 6l¢limiin ortalamasi
0,9605 uM, standart sapma + 0,0328 ve % varyasyon katsayist da % 3,4215 olarak
bulunmustur. Sadece (damacana su ve 500 pM H203) icin elde edilen 8§ 6l¢iimiin
ortalamasi 0,118875 uM, standart sapma + 0,0075487 ve % varyasyon katsayisi da
% 6,350075 olarak bulunmustur.
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Sekil 4. 19: Enzim biyosensoriiniin damacana suyu ve BPA tayini i¢in tekrarlanabilirliginin

incelenmesi amaciyla yapilan DPV sonuglari. Olgiimler; pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat

tamponunda hazirlanan 10 mM Ku4[Fe(CN)s] ortaminda +0,15 V & +0,95 V potansiyel

araliginda ve 25 °C sabit sicaklikta alinmstir.

Tablo 4. 2: Tasarlanan biyosensorde damacana suyu, BPA ve H>0O; i¢in gozlenen tekrarlanabilirlik

degerleri.
Ort. Std. Var.
DSe: elrsnle 1 2 3 4 5 7 8 9 10 | Deger | Sapma | Kat.
y ® | ©S.S) | (WV.K)
Olgiilen BPA
Konsant. 0,925 | 0,944 | 0,922 | 0,926 | 0,998 | 0,997 | 0,987 | 0,980 | 0,934 | 0,992 | 0,9605 | 0,0328 | 3,4215
(LM)
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Sekil 4. 20: Enzim biyosensoriiniin sadece damacana suyu i¢in tekrarlanabilirliginin incelenmesi

amaciyla yapilan DPV sonuglari. Olgiimler; pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponunda
hazirlanan 10 mM Kas[Fe(CN)s] ortaminda +0,15 V & +0,95 V potansiyel araliginda ve 25

°C sabit sicaklikta alinmistir.

Tablo 4. 3: Tasarlanan biyosensérde damacana suyu ve HyO; igin gozlenen tekrarlanabilirlik

degerleri.

Ort. Std. Var.
Deneme Sayisi 1 2 3 4 5 6 7 8 Deger Sapma Katsay1st
® (#S.9) (% VK)
Olgiilen BPA
Konsantrasyon | 0,115 | 0,127 | 0,109 | 0,124 | 0,123 | 0,115 | 0,11 | 0,128 | 0,118875 | 0,0075487 | 6,350075
(LM)

Damacana suyu ile yapilan ¢aligmada konsantrasyon degerleri 0,75 uM’in

altinda ¢ikmistir. Damacana suyun etkisini gézlemleyebilmek i¢in damacana suyu

ve BPA ile birlikte ¢alisma yapilmistir. Bu verilerde konsantrasyon degeri 0,75

uM’1n beklenildigi gibi iistiinde ¢ikmistir. Ortalama 0,9605 ¢ikan konsantrasyon

degerine bakarak damacana suda BPA tayini yapilabildigi goriilmiistiir.
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5. BPA TAYININEYONELIK GELISTIRILEN Sis/AuNP/3-MPA/Kat
MODIFIiYE ENZIM TEMELLI BIYOSENSORUN BAZI
BiYOSENSORLERLE KIYASLANMASI

Tablo 5. 1: BPA tayini igin gelistirilmis enzim temelli elektrokimyasal biyosensorlerle ilgili

calismalar
Enzim Tayin Lineer Cevap Referans
Limiti Aralk Siiresi
KPE/Tiyonin/ Tirozinaz | 0,15 uM 0,15- 0,45 uM | 200 saniye | Portaccio et
al., 2010
PAMAM/Sal/Pt (11)/ 0,001 puM, 0,0l uyM —1,0 | 200 saniye | Kogak,
Tirozinaz uM 2020
GCE/SF/IMWNT/ 0,03 uM 0,05-3x10* |- Yinetal.,
CoPc/ Tirozinaz uM 2010
SPE/NiNPs/SPCE/ 7,1 uM 0,91 -48 uM 40 saniye Alkasir et
Tirozinaz al., 2010
GCE/Grafen/ 1,7 uM 7,2-18 uM - Louetal.,
Cu/Fes04/ Lakkaz 2019
SWCN/Tirozinaz 0,02 uM 0,1-12 uM 6 dakika Mita et al.,
2007
C-SPE/Ag-ZnO NPs/ 0,08 uM 05-299uM | - Kunene,
MWCNTs/Lakkaz 2018
GCE/Kitosan/Tirozinaz | 0,012 uM 0,05-0,2 uM | <10 saniye | Wuetal,
2020
SPE/Tiyonin/CB/Lakkaz | 0,2 uM 0,5-50 uM - Portaccio et
al., 2013
Sis/AuNP/3-MPA 0,16 uM 0,1-2,5uM 22 saniye Bu tez
/Katalaz caligmasi.
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6. GENEL DEGERLENDIRME

Biyosensorlerle ilgili ¢alismalarin sayisi gittikge artmaktadir. Giivenilir ve
spesifik, tekrarlanabilir sonuclar almak, az maliyet, diisik tayin araligi gibi
avantajlar tercih edilme nedenlerindendir. Genel ¢aligma prensipleri; biyolojik ve

kimyasal sinyalleri doniistiiriicli sayesinde Olgiilebilir verilere doniistiirmektir.

Bisfenol A insan saglig1 i¢in oldukga tehlikeli bir maddedir. Ostrojene benzer
kimyasal yapis1 nedeniyle viicutta endokrin bozucu 6zelligi vardir. Gilinlimiizde
birgok alanda bu madde kullanilmaktadir. Gida ambalajlari, su siseleri,
damacanalar, tekrar kullanilabilir plastik kaplar basta olmak tizere bir¢ok {iriiniin
yapiminda hammadde olarak kullanilmaktadirlar. Viicut i¢in gilinliik alim limiti
0.05 mg/kg viicut agirhgi/gindir. Daha fazlast toksik etkilere neden
olabilmektedir. Herhangi bir maddeden gidaya gegisine izin verilen maksimum

BPA miktar1 ise 0,6 mg/kg olarak belirlenmistir.

Bisfenol A’nin elektrokimyasal yoOntemlerle tayinini ger¢eklestirmek
amaciyla sisteamin, 3-MPA, AuNP, EDC-NHS, katalaz kullanilarak alternatif bir
biyosensor gelistirilmistir. Karbon pasta elektrot yiizeyine sirasiyla bu kimyasallar
immobilize edilmis ve Sis/AUNP/3-MPA/Kat enzim temelli biyosensorii elde

edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda, BPA’nin katalaz enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi ile
H20:> iceren ortamda yapilan ¢aligmalardaki akim farklanmalar1 sayesinde BPA
tayini yapilmistir. BPA konsantrasyonu arttirildiginda akim farkinin da arttigi
goriilmiistiir. Caligmalar i¢in DPV yontemiyle -0,15 V & +0,95 V potansiyel
aralikta, 25 °C sicaklikta ve pH 7,0 potasyum fosfat tamponunda 6l¢iim yapilmistir.
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Sonu¢ olarak, BPA i¢in dogrusal tayin araligt 0,25 - 2,5 pM’dir.
Tekrarlanabilirlik caligmalar1 sonrasi 0,75 uM BPA i¢in yapilan 10 6l¢iim ile
ortalama deger (X)=0, 756 uM, standart sapma (S.S.)= + 0,769 uM ve % varyasyon
katsayist (%V.K.)= % 1,31 olarak bulunmustur. Biyosensoriin cevap siiresi
potansiyel aralik (mV)/ saniye (s) formiili ile hesaplanarak 22 saniye olarak
bulunmustur. Diferansiyel puls voltammetrisi ile yapilan ¢aligmanin tayin limiti
0,16 uM ve amperometri ¢alismasinin tayin limiti 0,45 uM ‘dir. Son olarak 6 ay
boyunca bekletilmis damaca suda BPA tayini i¢in hazirlanan enzim temelli
elektrotla Ol¢im yapilmistir. Ayrica alternatif bir yontemle calisabilmek igin
kronoamperometri metoduyla 0,8 V sabit potansiyelde 60 saniyede bir ¢alisma

hiicresine BPA enjekte edilerek dl¢lim alinmustir.

Endiistride kullanim1 oldukga yiiksek olan ve endokrin bozucu bir molekiil
olan BPA’nin katalaz enzimi iizerine yaptig1 inhibisyon etkisinden yararlanilarak
duyarli ve tekrarlanabilir diizeyde tayinleri gerceklestirilmistir. BPA tayinine
yonelik olarak ilk defa gelistirilen bu biyosensor calismasi; gerek kullanilan
immobilizasyon yontemi, gerekse amag, kapsam ve elde edilen sonuglari agisindan
orijinal olup bu alanda yapilacak caligmalara yeni bilimsel bir bakis agisi

saglayacag diisiiniilmektedir.
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konuda yardimci olan, verimli bir sekilde egitimimi tamamlamami saglayan saygi
deger hocam Saymn Prof. Dr. Erol AKYILMAZ’a, deneyler sirasinda her tiirlii
zorlugu agsmama yardim eden, gece gilindiiz her sorumu yanitlayan ve destegini asla
esirgemeyen c¢alisma arkadasim Asude SENOLSUN’a arastirma gorevlileri Saymn
Umut MENGULLUOGLU ve Saym Cagri ALTUG’a tesekkiirlerimi borg bilirim.
Ayrica her zaman yanimda olan sevgili aileme desteklerinden dolay1 tesekkiir

ederim.
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi SOYADI: Hatice Cansu TEMEL

Egitim Bilgileri

+2019/2021 Ege Universitesi, Biyoteknoloji (Yiiksek Lisans)

+ 2013/ 2018-Manisa Celal Bayar Universitesi, Biyomiihendislik (Ingilizce)
* 2009/ 2013-1zmir Anadolu Lisesi

Staj ve Is Deneyimleri

e Mart 2019/Kastm 2019-Serox GmbH Ilag Makine Kimya Endiistrisi
(Biyomiihendis)

* Ekim 2018/Mart 2019-CND Ar-Ge Danigsmanlik Sanayi Ticaret Limited Sirketi
(Ar-Ge Miihendisi)

» Temmuz-Agustos 2017-Anadolu Efes Bira Fabrikasi (Stajyer Miihendis)

+ Agustos 2016-istanbul Goztepe Medical Park Hastanesi Tiip Bebek Merkezi
(Stajyer)

* Haziran-Temmuz 2016-Ege Universitesi ARGEFAR Biyosidal Laboratuvar
(Stajyer Miihendis)

Sertifikalar

» GMP-lyi Uretim Uygulamalar

* GLP-lyi Laboratuvar Uygulamasi

+ ISO 9001-Kalite Yonetim Sistemi

* ISO 17025-Test ve Kalibrasyonda Laboratuvar Yeterliligi
* Degisim ve Siirekli Iyilestirme KAI-ZEN (Elginkan Vakfi)
* Proje Yonetimi (Elginkan Vakfi)

* Zaman Y Onetimi (Elginkan Vakfi)
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Yarismalar

* 15 Agustos 2018-Tiirkiye 16. IEEE Ogrenci ve Geng Profesyoneller Kongresi
(Finalist Yarismaci: Kompakt Karbon Macun Elektrot ve Elektrokimyasal
Biyosensor Havuzu Tasarimi ve 3D Yazici ile Baskisi)

« 24 Subat 2017-2. Ulusal Yasam Bilimleri Kongresi (En lyi Bilimsel Calisma
Odiilii)

Ilgi Alanlan

« IEEE CBU Ogrenci Kolu Kurucu Yénetim Kurulu Uyesi (Ocak 2015- Haziran
2018)

» Tipta Miihendislik ve Biyoloji Dernegi Baskani (Eyliil 2016-2017)

« Miihendislik Toplulugu Uyesi (Eyliil 2015-2016)

* TEGV Tiirk Egitim Vakfi Goniilliisi

» Tiyatro Konak Atatiirk Kiiltiir Merkezi, Bornova Belediyesi Sehir Tiyatrosu



