T.C.
EGE UNIVERSITESI

LSNA

/A S\
[ 3
1= /
\% & |
2, &
29 S
\\’-7»11‘ ST N

Fen Bilimleri Enstittsi

BISFENOL-A TAYINI iCIN YENI BIR
NON-ENZIMATIK BiYOSENSOR SIiSTEMI
GELISTIRILMESI

Asude SENOLSUN

Yiiksek Lisans Tezi

Biyokimya Anabilim Dal1

Izmir

2022






T.C.
EGE UNIVERSITESI

Fen Bilimleri Enstittsi

BISFENOL-A TAYINI ICIN YENI BIR
NON-ENZIMATIK BIYOSENSOR SISTEMIi
GELISTIRILMESI

Asude SENOLSUN

Danisman: Prof. Dr. Erol AKYILMAZ

Biyokimya Anabilim Dal1
Biyokimya Tezli Yiiksek Lisans Programi

Izmir

2022






EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
ETIiK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

EU Lisansiisti Egitim ve Ogretim Yonetmeliginin ilgili hiikiimleri
uyarinca Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “BISFENOL-A TAYINI ICIN
YENI BIR NON-ENZIMATIK BIYOSENSOR SISTEMI
GELISTIRILMESI” baslikli bu tezin kendi ¢alismam oldugunu, sundugum tiim
sonug, dokiiman, bilgi ve belgeleri bizzat ve bu tez caligmasi kapsaminda elde
ettigimi, bu tez caligmasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara atif
yaptigimi ve bunlart kaynaklar listesinde usuliine uygun olarak verdigimi, tez
calismasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranigimin
olmadigini, bu tezin herhangi bir bdliimiinii bu iiniversite veya diger bir
tiniversitede baska bir tez ¢aligmasi i¢inde sunmadigimi, bu tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitiin safhalarda bilimsel etik kurallarina uygun olarak
davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul

edecegimi beyan ederim.

28101 /2022

Asude SENOLSUN






vii
OZET

BISFENOL-A TAYINI iCIN YENI BIR NON-ENZIMATIK BIYOSENSOR
SISTEMI GELISTIRILMESI

SENOLSUN, Asude

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Erol AKYILMAZ
Ocak 2022, 80 sayfa

Bu tez c¢aligmasimin amaci, Bisfenol-A’nin miyoglobindeki Hem grubu
izerine inhibisyon etkisine dayanarak miyoglobin temelli MWCNT igeren yeni

bir karbon pasta biyosensorii gelistirmektir.

Karbon pasta elektrot grafit, mineral yagi ve Onceden karboksillenen
MWCNT ile hazirlandi. MWCNT, hem miyoglobini immobilize etmek hem de

elektrot iletkenliginin arttirilmas1 amaciyla kullanildi.

Miyoglobinin immobilizasyonundan sonra glutaraldehitle ¢apraz baglama
yapildi. Bu sekilde hazirlanan CPE/MWCNT/Mb/GA modifiye miyoglobin
temelli biyosensorle calisma kosullarinin optimizasyonu amaciyla pH, sicaklik,
tampon tiirli ve konsantrasyonuna iligkin optimizasyon ¢aligmalar1 yapildi. Ayrica
miyoglobin vee MWCNT miktar1 optimizasyonu yapilarak biyoaktif tabaka

bilesenleri ile ilgili parametreler belirlenmistir.

Biyosensoriin ~ karakterizasyonuna  yonelik  ¢aligmalarda ise DV
karakterizasyonu, tarama hizi, dogrusal tayin araligi, tekrarlanabilirlik, susbstrat
spesifikligi, ve O0rnek uygulamasi olarak damacana suda BPA tayini ile ilgili
sonuglar elde edilmistir.

Tasarlanan biyosensor ile diferansiyel puls voltametirisi (DPV) metodu
kullanilarak (-0,15) V & (0,65) V potansiyel aralikta ve Ks[Fe(CN)g] igeren
ortamda Olgimler almmustir. H2O> konsatrasyonu sabit tutulurken BPA

konsantrasyonu arttirilarak dl¢limler yapilmistir. BPA’nin inhibisyon etkisi
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sayesinde azalan yiikseltgenme piklerindeki degisikliklerle akim farklanmasina
dair sonuclar elde edilmistir. Deneysel calismalardan elde edilen sonuglar
incelendiginde en iyi caligma ortami kosullarinin 25 °C’de 50 mM, pH 7,0

potasyum fosfat tamponu oldugu belirlenmistir.

BPA icin dogrusal tayin aralifi ve lineer aralik 100- 1000 uM olarak
belirlendi. Cevap siiresi 16 sn olarak hesaplandi. Tayin limiti 89 pM olarak
belirlendi. Tekrarlanabilirlik ¢alismalari sonrast 500 uM BPA igin yapilan 10
Olgtim ile ortalama deger (X)= 511,952 uM, standart sapma (S.S.)= £ 2,76 uM ve
% varyasyon katsayist (%V.K.)= % 0,54 olarak bulunmustur.

Son olarak 6 ay boyunca bekletilmis damacana suda BPA tayini i¢in

hazirlanan miyoglobin temelli elektrotla 6l¢iim yapilmistir.

Anahtar sézciikler: Karbon pasta biyosensor, Bisfenol- A, Hidrojen
peroksit, MWCNT, Miyoglobin



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A NEW NON-ENZYMATIC BIOSENSOR SYSTEM
FOR THE DETERMINATION OF BISPHENOL-A

SENOLSUN, Asude

Master of Science Thesis, Department of Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. Erol AKYILMAZ
January 2022, 80 pages

The aim of this thesis study is to develop a new carbon paste biosensor
containing myoglobin-based MWCNT based on the inhibition effect of

Bisphenol-A on the Hem group in myoglobin.

The carbon paste electrode was prepared with graphite, mineral oil and
pre-carboxylated MWCNT. MWCNT was used both to immobilize myoglobin

and to increase electrode conductivity.

After immobilization of myoglobin, crosslinking was done with
glutaraldehyde. Optimization studies on pH, temperature, buffer type and
concentration were carried out in order to optimize the working conditions with
the CPE/MWCNT/Mb/GA modified myoglobin-based biosensor prepared in this
way. In addition, parameters related to bioactive layer components were

determined by optimizing the amount of myoglobin and MWCNT.

In studies for the characterization of the biosensor, results were obtained
regarding DV characterization, scanning speed, linear detection range,
reproducibility, substrate specificity, and BPA determination in carboy water as
sample application. With the designed biosensor, measurements were taken in the
potential range of (-0.15) V & (0.65) V using the differential pulse voltammetry
(DPV) method and in the medium containing Ks[Fe(CN)g]. While keeping the
H20- concentration constant, the measurements were made by increasing the BPA

concentration.



Results on current differentiation with decreasing oxidation peaks due to
the inhibition effect of BPA were obtained. When the results obtained from the
experimental studies were examined, it was determined that the best working

environment conditions were 50 mM, pH 7,0 potassium phosphate buffer at 25 °C.

The linear detection range and linear range for BPA were determined as
100- 1000 uM. Response time was calculated as 16 seconds. The limit of
detection was set at 89 uM. After repeatability studies, the mean value (x)=
511.952 uM, standard deviation (S.S.)=+ 2.76 uM and % coefficient of variation
(%V.K.)=0.54% with 10 measurements made for 500 uM BPA.

Finally, the measurement was made with the myoglobin-based electrode
prepared for the determination of BPA in carboy water that was kept for 6

months.

Keywords: Carbon paste biosensor, Bisphenol- A, Hydrogen peroxide,
MWCNT, Myoglobin
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ONSOZ

Bu tez calismasinda birgok alanda siklikla kullanilan ve c¢evresel bir
endokrin bozucu olan Bisfenol A tayini icin alternatif bir biyosensor sistemi
gelistirildi. Amacimiz bu kimyasali hayatin her alaninda yer almas1 ve tespitinin
¢ok dnemli olmasindan dolay1 farkli bir immobilizasyon teknigi ile hazirladigimiz

miyoglobin temelli karbon pasta elektrot sistemiyle belirlemektir.

Calisma konumun belirlenmesinde ve hazirlanma siirecinin her asamasinda
degerli bilgilerini ve zamanini benden esirgemeden her firsatta calismamla
yakindan ilgilenen, her zaman giileryiizle sorularimi cevaplayip yol gosteren
danisman hocam Prof. Dr. Erol AKYILMAZ’a ve her zaman destegini benden
esirgemeyen aileme sonsuz tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim. Yiiksek lisans
tezim esnasinda TUBITAK 2210-A Bursiyeriydim. Bu sebeple bir tesekkiirii de
Tiibitak’ a borg bilirim.
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1.GIRIS

Biyosensorler, biyolojik reaksiyonlarda hedef gorevi goren ve algilama
ozelliklerine sahip olan analit maddelerini kontrol etmek i¢in kullanilan aletlerdir.
Birbiri i¢ine girmis biyokimyasal ve elektrokimyasal 6zelliklere sahip iki anahtar
yapidan olusurlar. Biyokimyasal kisim analiz edilmesi gereken madde ile etkilesir

ve analiti tanimas1 beklenen tek seydir (Coulet P.R., 1991).

Glniimiiz teknolojik geligsmelerinin yardimiyla biyosensorler hizla
gelismektedir. Sensor teknolojisi fen bilimleri ve miihendislik gibi alanlarda da
yer almaktadir ve bu disiplinlerde yeni teknolojilerle harmanlanmasi
biyosensorlerin gelismesinde onemli rol oynamaktadir (Blum L.J., Coulet P.R.

1991).

Bisfenol A (BPA), polikarbonat plastikler ve epoksi reginelerin monomeri
olarak gorev alan, endiistride 6nemli yere sahip sentetik bir organik bilesiktir (Er
ve Sarimehmetoglu, 2011). BPA, kadinlik hormonuna (Gstrojen) benzer sentetik
bir yapidan meydana gelmektedir. Son zamanlarda arastirmalar gostermektedir ki,
BPA gibi kimyasallarin insanlarda hormonal sistemlerde, iireme sisteminde
sorunlara yol agmaktadir. Ayn1 zamanda viicut gelisiminde, ruh sagliginda da

etkisi oldugu 6ne siiriilmektedir (Arnich et al. 2011).

Ayrica, Ogrenme azlhigi ve hafizada kayiplara neden olabilecegi
bilinmektedir. Biberonlar, ¢ocuk oyuncaklari, gozliikler, lensler, birtakim su
siseleri, damacanalar, CD ve DVD'ler, araglarda kullanilan bazi pargalar, otomobil
farlari, tibbi malzemeler, saklama kaplar1 ve hatta yemeklerin sarildigi streg
filmler de BPA igermektedir (Goodson et al. 2002). Tiim bu nedenlerden dolay1
Bisfenol-A’nin duyarli ve se¢imli tayini 6nemlidir. Hem proteini miyoglobin ¢ogu
kas dokusunda bulunur. Hemoglobin (Hb) gibi, Mb de Fe(lll) formuna (metMb)
oksitlenebilen heme bagli bir Fe(Il) katyonu icerir. Mb ile biyolojik peroksitler
(hidrojen peroksit) arasindaki reaksiyon peroksidaz I deki duruma benzer sekilde
gerceklesir. Reaksiyon sonucunda hem merkezli radikal okzoferril ve globin
merkezli radikaller olusur (Hong Liu et al, 2006). Hemoproteinler ve

hemoenzimler yaygin prostetik grup olarak fotoporfirin IX (Hem) igerirler. Bu



nedenle miyoglobin peroksidaz, katalaz, nitrik oksit sentaz ve sitokrom P450 gibi
baz1 hemoenzimlerle ¢ok fazla sayida fiziksel ve kimyasal benzerliklere sahiptir
denilebilir. Buna ek olarak, kiigiik ligantlar miyoglobinde hemin altinci
kordinasyon bolgesindeki demire baglanabilmektedirler ve bu durum tim yapiyi
icine alan konformasyonel degisime, sonrasinda geometrik yapida degisime sebep
oldugu goriilmektedir. Ayn1 zamanda bu allosterik etkilesim enzimin substratiyla
etkilesime girdigindeki konformasyonel degisimle benzer nitelik tasimaktadir
(Hong Liu et al, 2006). BPA tayinine yonelik enzim biyosensorleri kullanilarak

yapilan ¢alismalar mevcuttur (Portaccio et al., 2013).

Sonu¢ olarak tezimizde, miyoglobinin bu 06zelligine dayanarak, H20:
iceren ortamda, miyoglobindeki Hem gruplarmin katalitik 6zelligine dayanarak
miyoglobin temelli enzimsiz bir karbon pasta elektrot tasarlanmistir ve ortama

eklenen BPA’nin inhibisyon etkisi ile akim farklanmalar1 incelenmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Biyosensorler

Biyosensorler, [UPAC tarafindan da tanimlandig1 gibi, kimyasal bir bilesigin
biyolojik yanitinin optik, termal ya da elektriksel sinyallere cihazlarla
dontistiiriilmesi ve bu sinyallerin izlenmesini saglayan analitik cihazlar olarak
tanimlanmaktadir. Bir analitin (veya ilgili analitler grubunun) konsantrasyonunu
Olgiilebilir bir yanitla iligskilendiren, dogrudan bir sinyal doniistiiriiciiyle

arayiizlenen biyolojik bir tanima elemanindan olusan analitik cihazlardir.

Biyosensorler, iki ana boliimden olusan cihazlardir: Bir biyoreseptor ve bir
dontstiirlicii. Reseptorler, biyomolekiiler bir yapida oldugu icin biyoreseptor
olarak adlandirilir. Biyoreseptor, hedef analiti taniyan bir biyomolekiildiir. “Biyo”

elementi, duyarli oldugu analite kars1 6zeldir ve diger analitleri tanimamalidir

(Scott A.M.et al., 2012).

Doniistiirtictiler, algilama olayin1 Olgiilebilir bir sinyale doniistiiren bir
fizikokimyasal dedektor bileseni icerir. Biyosensorler, cesitli biyomedikal,
endiistri ve ayrica askeri uygulamalara sahip olabilir. Enzimler, antikorlar,
reseptorler, organeller ve mikroorganizmalar gibi biyomolekiiller ile hayvan ve

bitki hiicreleri veya dokulari biyolojik dedektdr bilesenleri olarak kullanilmagtir.
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Sekil 2.1. Biyosensérlerin Bilesenleri (TUYLEK Z., 2017).

2.2 Biyosensorlerin Tarihgesi

Daha sonra, 1967°de Updike ve Hicks, bir oksijen elektrodu glukoz oksidaz
enzimi tutuklanmis polimer jel tabakasiyla kaplanip bir g¢aligma elektrodu
hazirlanmis ve bu elektrot ilk defa “enzim elektrodu” olarak adlandirilmistir
(Updike, S.J., Hicks, G.P., 1967). 1974 yilinda Yellow Springs Instruments
firmasi ilk defa bir biyosensor iiriinlinii satisa baglamigtir. Bu gelismeden sonra
pek cok biyosensor ticari anlamda piyasada satisa baglamistir. Sekil 2.2°de glukoz

tespiti i¢in Clark enzim elektrodunun sematik gosterimi goriilmektedir.



gliko: oksida

glikoz + 0y+H,0 > glikonik asit + H,0, (1)
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Sekil 2.2. Glukoz tespiti igin bir Clark enzim elektrodunun sematik gésterimi (Clark, Jr. L. C., and
C. Lyons. 1962).

Daha sonra, 1967°de Updike ve Hicks, bir oksijen elektrodu glukoz oksidaz
enzimi tutuklanmig polimer jel tabakasiyla kaplanip bir c¢alisma elektrodu
hazirlanmis ve bu elektrot ilk defa “enzim elektrodu” olarak adlandirilmistir
(Updike, S.J., Hicks, G.P., 1967). 1974 yilinda Yellow Springs Instruments
firmasi ilk defa bir biyosensor iirlinlinli satisa baglamistir. Bu gelismeden sonra

pek cok biyosensor ticari anlamda piyasada satisa baglamstir.
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Sekil 2.3. Biyosensorlerin tarihsel gelisimi (Morris and Tilmaciu, 2015).

2.3.1 Nitelikli Biyosensorlerin Ozellikleri

Biyosensorler asagidaki bazi 6zelliklere gére degerlendirilirler:

Segicilik: Secicilik, bir biyosensor icin bir biyoreseptor segerken dikkate
alinmas1 gereken ¢ok Onemli bir oOzelliktir. Bir biyoreseptor, istenmeyen

kirleticileri igeren bir numunede belirli bir hedef analit molekiiliinii tespit edebilir.

Duyarlilik: Numunede analit izlerinin varligin1 dogrulamak i¢in minimum
sayida adimda ve diisiik konsantrasyonlarda (ng/mL veya fg/mL) dogru olarak

saptanabilen/tanimlanabilen minimum analit miktaridir.

Dogrusallik: Dogrusallik, dl¢iilen sonuglarin dogruluguna katkida bulunur.
Dogrusallik (diiz ¢izgi) ne kadar yiiksek olursa, substrat konsantrasyonu

algilamas1 o kadar yiiksek olur.



Tepki siiresi: Sonuglarin yiizde doksan besinin elde edilmesi i¢in gecen

suredir.

Tekrar tretilebilirlik: Tekrar tretilebilirlik, kesinlik (6rnegin bir kereden
fazla ol¢iildiigiinde benzer sonucu elde etme durumu) ve dogruluk (numune her
seferinde Olgiildiiglinde sensoriin gergek degere daha yakin bir ortalama deger
iiretme yetenegi) ile karakterize edilir. Ayn1 numune birden fazla 6lgiildiiglinde

biyosensoriin ayni sonuglari iiretme yetenegidir.

Kararlilik: Kararlilik, siirekli izlemenin gerekli oldugu biyosensor
uygulamalarinda temel Ozelliklerden biridir. Kararlilik, biyoalgilama cihazinin
icindeki ve disindaki ¢evresel rahatsizliklara karsi savunmasizligin derecesidir

(Theavenot, D.R.et.al., 2001; Dincer, C. et.al., 2019; Turner, A.P.F., 2013).

2.4 Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

Biyosensorler analizlenmesi gereken analit- biyoaktif madde iliskisine
bagli olarak biyokatalitik esasli biyosensdrler (mikroorganizma ve enzimler
kullanilabilir.) ve biyoafinite esasli biyosensorler (antikor-antijen ve reseptor-

ligand etkilesimleri kullanilir.) olarak ikiye ayrilir.

Biyosensorler ol¢iim  yontemleri ve  doniistliriicii  tiiriine  gore
elektrokimyasal esasli biyosensorler (Amperometri, Potansiyometri), optik esash
biyosensorler (Fotometri, Fluorometri, Biyoliiminesans), piezoelektrik esasl
biyosensorler (Kuartz kristal mikrobalans, Mikrokantileverlar) ve kalorimetri

esasli biyosensorler (termistorler) olmak iizere dorde ayrilir.

Biyosensorler biyoaktif tabakalarindaki biyoreseptoriin tiiriine gore ise
enzim temelli biyosensorler, hiicre temelli biyosensorler, DNA temelli
biyosensorler ve antikor/antijen temelli biyosensorler olmak iizere dort grupta

siniflandirilirlar (Mohanty ve Kougianos, 2006).
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Sekil 2.4. Biyosensorlerin Siniflandirilmasi (Thakur ve Ragavan, 2013).

2.4.1 Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorlerin temel ilkesi; immobilize molekiil ile
analit arasinda gergeklesen reaksiyonda c¢ozeltinin elektriksel 6zelligini (6rnegin;
elektrik akimi veya potansiyeli) etkileyebilen iyonlarin tiiketilmesini veya
iretilmesini

inceleyebilmektir.

Elektrokimyasal elektriksel

biyosensorler
parametrenin Ol¢limiine gore siniflandirilmaktadir ve yaygin sekilde olan ¢aligma

prensipleri Sekil 2.5’de sunuldugu tlizere goriilmektedir.



a) b) c)

Sekil 2.5 (a)Kondiktometrik, (b)amperometrik, (c¢) potansiyometrik biyosensorlerin ¢aliyma

prensipleri (M E indirgenmis medyator, M : oksitlenmis medyatdr; ©: anyon, : katyon)
n ox

(Malhotra ve Tumner, 2003)

2.4.1.1 Kondiiktometrik elektrokimvasal sensorler

Olciilmek istenen 6zellik, ¢ozeltinin elektriksel kondiiktansi/direncidir. Genel
anlamda disaridan akim uygulanarak elektrotlar arasi iyon hareketinin iletkenlikte

ve direngte yarattig1 degisime bagl dl¢timler yapilir.

2.4.1.2 Potansivometrik elektrokimvasal sensorler

Bahsedilen tiirlerdeki sensorlerde genel olarak Olgiilmek istenen 6zellik bir
calisma ve referans elektrot arasindaki potansiyel farklanmanin 6l¢timiidiir. En
basit potansiyometrik teknik Nernst esitligi ile agiklanabilir ve asagida goriildiigii
gibidir.

E = Ey + RTIn(a)/nF

Burada; Eﬂ: standard redoks potansiyeli, R: ideal gaz sabiti, T: mutlak

sicaklik, F: Faraday Sabiti, n: 5 maddesinin defisen elekiron sawvisiy, a: S

maddesimin aktivitesi. (Malhotra ve Turner, 2003).
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2.4.1.3 Amperometrik elektrokimyasal sensorler

Amperometrik biyosensorler, iki veya li¢ elektrot ile koordine calisir. Bu
sensorler, referans elektrota gore caligma elektrotuna sabit bir potansiyel
uygulandiginda, c¢alisma elektrotunda elektrokimyasal oksidasyon veya
elektroaktif tiirlerin azalmasi nedeniyle fretilen akimi Olger. Calisma
elektrodunun yiizeyinde iiretilen akim, ¢ozeltide bulunan analitin konsantrasyonu
ile orantilidir (Malhotra, B.D.et.al., 2017; Shanker, A.et.al., 2014; Grieshaber,
D.et.al., 2008; Chaubey, A.et.al., 2002).

Potansiyometrik biyosensorlerle karsilastirildiginda, bu yontem hassas,
hizli, kesin ve dogrusal tepkiye izin verir, bu da onu seri iiretim i¢in daha uygun
hale getirir. Ancak zayif segicilik ve diger elektroaktif maddelerden kaynaklanan
parazitler bu sensorlerin dezavantajlaridir (Borgmann, S.et.al., 2011; Alaegjos,
M.S.et.al., 2004)

2.5 Enzim Temelli Biyosensorlerde immobilizasyon Yontemleri

Biyosensorlerin - diizglin  islev yapabilmesi icin, biyolojik bilesen
doniistiirlici ylizeyine bazi yollarla baglanmalidir. Bu yiizden immobilizasyon
yapilmalidir. Immobilizasyon, biyomolekiillerin, baz1 ydntemlerle doniistiiriicii
ylizeyine baglanmasi demektir. Biyomolekiillerin immobilizasyonu icin olan

yontemler asagidaki gibidir (Korotkaya, 2014) :

Adsorpsiyon: Adsorpsiyon yontemi, biyosensoére ekstra bir islem
uygulanmasina gereksinim duymadan sonu¢ veren en kolay yontem olarak
bilinmektedir. Fiziksel ve kimyasal adsorpsiyon olarak ikiye ayrilir. Fiziksel
adsorpsiyonda, biyomolekiil van der Waals kuvvetleri, iyonik etkilesimler ya da
hidrojen baglar1 ile ylizeyde tutulmaktadir. Kimyasal adsorpsiyon ise
biyomolekiiller ve doniistiiriici arasinda gerceklesir. Buradaki amag fiziksel

adsorpsiyona gore daha kuvvetli bir baglanma olmasidir (Korotkaya, 2014).

Mikrokapsiilleme: ~ Mikroenkapsiilasyon  teknigi, biyolojik tanima

elemanlarinin (enzimler) kiiresel yar1 gecirgen bir zar i¢ine alindig1 basit ve ucuz
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bir islemdir. Zar, polimerik, lipoidal, lipoprotein bazli veya iyonik olmayan
olabilir. Mikrokapsiilasyonda iki yoéntem tercih edilir: Ilki Suyla karismayan sivi
fazlarda enzim mikro damlaciklarinin faz ayrimi (koaservasyon) ve digeri iki
karismaz maddenin ara ylizeyinde bir monomerin polimerizasyonudur (ara yilizey
polimerizasyonu). Bu islem, polimerik zar i¢indeki enzimin karartir (Arya, A.et
al., 2019; Martinkova, P.et.al., 2017; Nguyen, H.H.; Kim, M., 2017; Sassolas,
A.etal., 2012; Sneha, H.P. et.al., 2019).

Capraz baglama: Capraz baglama mekanizmasi, biyotanima elemanlar
(enzimler) arasinda veya biyotanima elemanlari ile islevsel olarak inert proteinler
(6rnegin si@ir serum alblimini) arasinda molekiiller aras1 kovalent c¢apraz
baglantilarin yaratilmasi yoluyla gerceklesir. Bu islem, 3 boyutlu capraz bagh
agregalardaki enzim molekiillerini doniistiirlicii ylizeyine baglamak igin bir
baglayic1 gorevi goren ¢ok islevli reaktiflerin yardimiyla gergeklestirilir. Capraz
baglanma i¢in gereken optimal kosullar pH, sicaklik ve iyonik giictiir. Daha kisa
tepki siiresine, daha giiclii baglanmaya ve enzimlerin daha yiiksek katalitik
aktivitesine izin verir. Avantajlari, daha az enzim sizintisi, daha giiglii kimyasal
baglanma ve uygun stabilize edici ajanlar kullanilarak biyolojik tanima elemani
icin ¢evreyi ayarlama olasiligidir. Dezavantajlari, matris ve protein yerine protein
molekiilleri arasinda kovalent capraz baglarin olugsmasi ve protein yapisinin kismi
denatlirasyonunun ¢apraz baglama immobilizasyonu uygulamasini sinirlamasidir
(Arya, A. etal., 2019; Martinkova, P. et.al., 2017; Nguyen, H.H., 2012; Sneha,
H.P. et.al., 2019).

Kovalent baglama: Dogrudan kovalent baglanma, biyolojik tanima
elemaninin ya elektrot/doniistiiriicli yiizeyine ya da zarin inert matriksine sikica
baglandig1 en yaygin kullanilan enzim immobilizasyon teknigidir. Membran
matriksi boyunca immobilizasyon islemi iki adimi igerir: Fonksiyonel polimerin
sentezi ve kovalent immobilizasyon. Baglanma mekanizmasi, biyolojik tanima
eleman1 ve fonksiyonel protein gruplari (genellikle amino asitlerin yan zincirleri)
ve doniistiiriicii/membran matriks ylizeyinin reaktif gruplari arasindaki etkilesime
baglidir. Dogrudan kovalent baglanmanin avantajlari, ¢evresel degisikliklere karsi
giiclii direng, biyolojik tanima elemaninin (enzim) az sizintisi ve biyolojik tanima

eleman1 (enzim) ile matriks arasinda gii¢lii bag olusumunu icerir. Bu yontemin
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ana dezavantajlari, sert kimyasallarin kullanilmasi ve gelistirilen matriksin bir kez
kullanildiktan sonra yeniden tretilememesidir (Arya, A. et.al., 2019; Martinkova,
P. et.al., 2017; Sassolas, A., 2012; Sneha, H.P. et.al., 2019).

t s
E
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E ) E
Tutuklama Adsorbsiyon Kovalent baglama
/ Tk /&) :
E \ \ E
< VB) k
\ g -
) e x
J E
Capraz baglama Afinite

Sekil 2.6. Enzim temelli biyosensdrde immobilizasyon yontemlerinin sematik gdsterimi. E: enzim,

P: inert protein (Sassolas et al., 2012).

2.6 Voltammetrik Metod

Voltametri, bir elektrottaki akimin, elektrota uygulanan potansiyelin veya
voltajin bir fonksiyonu olarak ol¢iildiigii elektrokimyasal tekniktir. Potansiyel
sistematik bir sekilde degistirilir ve elde edilen akim-potansiyel grafigine
voltamogram denir. Voltametrinin en yaygin uygulamasi analitik amaglar i¢indir.
Voltametri, elektroaktif olan, yani oksitlemek veya indirgemek icin yapilabilecek
herhangi bir biyoaktif bilesigi analizlemek icin kullanilabilir. Potansiyel,
cozeltideki bir tiirii bir elektron kazanmaya (rediiksiyon) veya bir elektron
kaybetmeye (oksidasyon) zorlayan "elektron basinct" olarak diisiiniilebilir.
Elektrotun potansiyeli daha negatif hale geldik¢e, daha giiglii bir sekilde
indirgenir. Tersine, potansiyel daha pozitif hale geldik¢e, daha gii¢lii oksitleyici
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hale gelir. Bu nedenle elektrot {izerinde meydana gelen redoks reaksiyonu,
elektrot potansiyeli kontrol edilerek kontrol edilebilir. Akim ise sadece elektron
akisinin bir Olciistidiir. Akim, elektrot ylizeyinde bir oksidasyon veya indirgeme
meydana geldiginde meydana gelen elektron transferinden kaynaklanmaktadir. Bu
tir akima Faradaik denir. Voltametride, Faradaik akim konsantrasyonla
orantilidir. Indirgeme nedeniyle olusan akima (katodik akim) geleneksel olarak
pozitif bir isaret verilir. Oksidasyondan kaynaklanan akima (anodik akim) negatif
bir igaret verilir. Bir damlayan civa elektrotu kullanilarak bir voltametrik 6l¢tim
yapilirsa, teknik polarografi olarak adlandirilir. Bir kilcal damardan akan ve
agizdan siirekli bir dizi civa damlasi olarak ¢ikan civadan olusan damlayan civa
elektrodu (DME), analitik amaglar icin en kullanisl elektrot oldugu icin bu 6zel
degerlendirmeyi hak ediyor. Bunun nedeni, civa damlalarinin ¢ozeltiye temiz,
tekrarlanabilir bir sabit alan yiizeyini maruz birakmasidir (J. Heyrovsky and P.
Zuman, 1968).

Kargst \ [‘1 Referans
elektrot elektrot
Caligma
elektrodu
Analit ¢ozeltisi

Sekil 2.7. Voltametrik bir caligmada kullanilan elektrotlarin sematize gosterimi (Bilgin, 2012).

2.6.1 Dongiisel Voltammetri (Cyclic voltammetry, DV)

Dongiisel voltametri (DV), biyosensor calismalarinda yaygin olarak
kullanilan bir elektroanalitik teknik durumuna gelmektedir. Kantitatif tayinler i¢in

nadiren kullanilir, ancak redoks reaksiyonlariin siirecinin incelenmesi, reaksiyon
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sonucu olusan ara maddelerin ne oldugunun incelenip anlasilmas1 ve reaksiyon
iriinlerinin ne kadar kararli ve dayanikli oldugunun belirlenmesi ve elde edilmesi
amaciyla ¢okg¢a kullanilmaktadir. Bu teknik, akimi izlerken, ¢alisan bir elektrotta
uygulanan potansiyelin hem ileri hem de geri yonlerde (bazi1 tarama hizlarinda)
degistirilmesine dayanmir. Ornegin, ilk tarama, anahtarlama potansiyeline gore
negatif yonde olabilir. Bu noktada tarama tersine dondiiriiliir ve tarama pozitif
yonde izlenir. Analize bagh olarak, bir tam dongii, bir kismi dongii veya bir dizi

dongii gergeklestirilebilir.

Eoe Anodik
/ (yukseltgenme)
f
[ [tee
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"v( ‘/
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Potansiyel

Sekil 2.8 Dongiisel voltammetride akim potansiyel egrisi  (Nordin et al., 2016).

2.6.2 Diferansiyel puls voltammetrisi (DPV)

Bu teknik, potansiyelin bir dizi puls ile taranmasi bakimindan normal puls
voltametrisiyle karsilagtirilabilir. Bununla birlikte, NPV ile birbirlerinden
potansiyel pulsun sabit olmasi, kiiciik genlikte (10-100 mV) ve yavas degisen bir
taban potansiyeli lizerine bindirilmesi ile ayrilir. Akim, her puls i¢in iki noktada
oOlgiiliir, birinci nokta pulsun uygulanmasindan hemen 6nce ve ikincisi pulsun
sonunda. Bu 6rnekleme noktalari, faradaik olmayan (yiikleme) akimin azalmasina
izin verecek sekilde segilir. Her puls i¢cin bu noktalardaki akim ol¢limleri

arasindaki fark belirlenir ve baz potansiyele karsi ¢izilir.
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2.6.3 Kronoamperometri (CA)

Kronoamperometri, difiizyon kontrollii elektrokimyasal reaksiyonlar1 ve
karmasik elektrokimyasal mekanizmalar1 incelemek icin kullanilir. Oncesinde
Faradaik reaksiyonun meydana gelmedigi bir baglangi¢ potansiyeli uygulanir,
ardindan potansiyel, istenen elektrokimyasal reaksiyonun meydana geldigi bir
degere yiikseltilerek gerceklestirilir. Cozelti genellikle karigtirilmaz ve akim

deney boyunca 6l¢iiliir.

o t(=)

Sekil 2.9. Kronoamperometride elektroda uygulanan potansiyeldeki degisimin zamana baglh

goriintiisii (Skoog et al., 1997).

2.7 Voltametride Kullanilan Elektrotlar

2.7.1 Cahsma (indikatér) Elektrotlar

Calisma elektrodu (CE), bir elektrokimyasal hiicrenin en dnemli bilesenini
temsil eder. En ¢ok elektron transferi CE ile ¢6zelti arasinda gerceklesir. Bir
calisma elektrotu malzemesinin se¢imi, deneysel basari i¢cin ¢cok dnemlidir. Birkag
onemli faktor dikkate alimmalidir. Ilk olarak, malzeme elektrot kirlenmesi
olmadan ideal olarak hizli, tekrarlanabilir elektron transferi ile analit ile olumlu
redoks davrams1 sergilemelidir. Ikinci olarak, belirli bir elektrolit soliisyonunda
elektrotun iizerinde gergeklestirdigi potansiyel aralik, en yiiksek derecede analit
karakterizasyonuna izin vermek i¢in miimkiin oldugunca genis olmalidir. Ek

hususlar, malzemenin maliyetini, islenebilme veya faydali geometrilere
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doniistiiriilebilme kabiliyetini, bir 6l¢iimden sonra yiizey yenileme kolaylig1 ve
toksisiteyi icerir. En yaygin olarak kullanilan ¢alisma elektrotlart Sekil 2.10° da
gruplandirilmis olan platin, altin, karbon ve civadir. Bunlar arasinda platin, iyi
elektrokimyasal eylemsizlik ve bircok formda iiretim kolayli§i sergileyen
muhtemelen favoridir. Platin kullaniminin yliksek maliyeti disinda en biiylik
dezavantaji, elektrolitte az miktarda su veya asit bulunmasinin bile oldukga
miitevazi negatif potansiyellerde hidrojen iyonunun hidrojen gazi olusturmak
tizere indirgenmesine (hidrojen evrimi) yol agmasidir. (E = -0,059 x pH). Bu

azalma, herhangi bir yararli analitik sinyali gizler.

Sekil 2.10. Voltametride kullanilan ¢alisma elektrotlarinin siniflandirilmasi (Tural

H., Gokeel H.I., 2003).

2.7.2 Karbon elektrotlar

Karbon elektrotlar, platin veya altindan daha fazla negatif potansiyelin
yan1 sira 1yl anodik potansiyel araligin taranmasina izin verir. Karbon elektrotun
en yaygin bi¢imi, nispeten pahali ve islenmesi zor olan camsi karbondur. Karbon
pasta elektrotlart da birgok uygulamada kullanighidir. Bu elektrotlar, Nujol gibi bir

yag substrati ile karistirilmis ince taneli karbon macunundan yapilir. Macun daha
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sonra bir inert elektrot govdesi igindeki bir bosluga paketlenir. Karbon pasta
elektrotlari, kullanim sirasinda mekanik hasara meyilli olma dezavantajina

sahiptir.

2.7.2.1 Karbon pasta elektrotlar (CPE)

Modifiye edilmis karbon pastalarin temeli genellikle toz halinde grafit ve
elektrolitik olmayan baglayicinin bir karisimidir. Modifiye edici ajan genellikle
bir maddedir, ancak pastalar ayn1 zamanda iki veya daha fazla bilesenle modifiye
edilebilir. Pasta i¢indeki modifiye edicinin miktari, modifiye edici ajanin
karakterine ve modifiye edilmis pastada yeterli aktif bolge olusturma kabiliyetine
(6rnegin, elektrot yiizeyinde veya molekiillerde hareketsizlestirilmis fonksiyonel
gruplar) bagl olarak genellikle %10 ila %30 (v/v) arasinda degisir). Genel olarak,
bir elektrotu modifiye etmenin ana nedeni, istenen, genellikle Onceden
tanimlanmis 6zelliklere sahip niteliksel olarak yeni sensor elde etmektir. Bununla
ilgili olarak, karbon pastalar siiphesiz modifiye elektrotlarin hazirlanmasi i¢in en
uygun malzemelerden birini temsil etmektedir. Kati substratlarin nispeten
karmagik modifikasyonlarinin aksine, CPE'lerin hazirlanmasi, tipik olarak cesitli
alternatif prosediirler araciligiyla cok basittir. Degistirici dogrudan baglayict
icinde c¢oziilebilir veya homojenizasyonu sirasinda macuna mekanik olarak
kanigtirilabilir. Grafit pargaciklarini bir degistirici ¢Ozeltisiyle 1slatmak ve
¢oziiciiyli buharlastirdiktan sonra emprenye edilmis karbon tozu kullanmak da
miimkiindiir. Son olarak, dnceden hazirlanmis macunlar yerinde degistirilebilir.
Dogrudan modifikasyonlar agik¢a tek amachi kullanim igin ozel sensorler
saglarken, yerinde dikkatli yaklagimlar, farkli ajanlarla tekrarlayan
modifikasyonlar i¢in ayni karbon macunu kullanma imkani sunar. Tablo 2.1°da

CPE’lar i¢in literatiirde bulunan bazi ¢aligma araliklar1 goriilmektedir (Yavas, A.,
2014).
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Tablo 2.1 CPE’lerin ¢aligsma potansiyel araliklar1 (YAVAS A., 2014).

ORTAM ANODIK SINIR (V) | KATODIK SINIR (V)
I MKCI +1.10 -1.10
I M HCI +1.02 -0.90
Asetat tamponu pH 4.7 +1.27

0.1 M H:80, +1.30

1 M NaOH -1.40
1 M NaClO, -1.10
NH,; /NH; -1.20
NH;" /NH; (baglayici s +2.00 -2.00
TCP)

Asidik ortam Ag/ApC] +1.50 -1.00
elektroda karsi

Nitr ortam +1.40 -1.30
Bazik ortam +1.20 -1.20

2.7.3 Karsilastirma (Referans) Elektrot

Bir referans elektrot, iyi tanimlanmis ve kararli bir denge potansiyeline
sahiptir. Bir elektrokimyasal hiicrede diger elektrotlarin potansiyelinin
oOlgiilebildigi bir referans noktasi olarak kullanilir. Uygulanan potansiyel bu
nedenle tipik olarak belirli bir referansa "kars1" olarak rapor edilir. Hiicrede
kullanilan elektrolitten bagimsiz bir elektrot potansiyeline sahip, yaygin olarak
kullanilan (ve genellikle ticari olarak temin edilebilen) birkac elektrot takimi
vardir. Sulu ortamda yaygin olarak kullanilan referans elektrotlari; doymus
kalomel elektrotu (SCE), standart hidrojen elektrotu (SHE) ve AgCI/Ag*
elektrotlaridir. Bu referans elektrotlar genellikle ¢ozeltiden gbzenekli bir frit ile
ayrilir. Referans boélmesindeki solvent ve elektroliti deneyde kullanilanla
eslestirerek baglanti potansiyellerini en aza indirmek en 1iyisidir. Susuz
¢oziiciilerde, Ag'/Ag ciftine dayali referans elektrotlar yaygin olarak kullanilir.
Bunlar, Ag" tuzu, tipik olarak AgNO3 igeren bir ¢ozelti iginde giimiis bir telden
olusur. Cesitli giimiis tuzu, ¢oziicii ve konsantrasyon kombinasyonlari i¢in bir
Ag'/Ag elektrotuyla elde edilen verilerin diger referans elektrot tiirlerine

referanslanmasini saglayan doniisiim tablolart mevcuttur.
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Sekil 2.11. Ag/AgClI referans elektrot
(http://bilsenbesergil.blogspot.com/p/blog-page_708.html).

2.7.4 Yardima (Karsit) Elektrot

Calisma elektroduna, analitin indirgenmesi (veya oksidasyonu) meydana
gelebilecek sekilde bir potansiyel uygulandiginda, akim akmaya baglar. Karsit
elektrotun amaci elektrik devresini tamamlamaktir. Akim, CE ve KE arasinda
elektron akisi olarak kaydedilir. Karsit elektrotta meydana gelen reaksiyonun
kinetiginin, ¢aligma elektrotunda meydana gelenleri engellememesi igin, karsit
elektrotun yilizey alani c¢alisma elektrotunun yiizey alanindan daha biiyiiktiir.
Karsit elektrot olarak tipik olarak platin tel veya disk kullanilir, ancak karbon
bazli karsit elektrotlar da mevcuttur. CE'de bir indirgeme g¢alisirken, KE'de bir
oksidasyon meydana gelir. Bu nedenle, KE miimkiin oldugu kadar inert olacak
sekilde seg¢ilmelidir. Karsit elektrotlar deneye bagli olarak yan iiriinler iiretebilir,
bu nedenle bu elektrotlar bazen fritli bir bélme ile sistemin geri kalanindan izole
edilebilir. Bir o6rnek, CE'de THF'de indirgeyici bir siire¢ calisirken KE'de

meydana gelebilecek THF'nin oksidatif polimerizasyonudur.
2.8 Karbon Nanotiipler
Karbon yer kiiredeki en ¢ok bulunan elementtir. Karbonun formlarindan

olan grafit 1779 yilinda, 1789 yilinda ise elmas kesfedilmistir. Yaklasik 200 yil

sonra karbonun bir baska formu olan fulleren kesfedilmistir. ilerleyen yillarda ise


http://bilsenbesergil.blogspot.com/p/blog-
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karbon nanotiipler kesfedilerek ortaya ¢ikmiglardir. Karbon nanotiipler (CNT)
1991 yilinda Sumio [jima tarafindan kesfedilmistir. Sumio‘nun ilk gozleminde
elde ettikleri cok tabakali nanotiiplerdir ve sonrasinda tek duvarli nanotiipler
kesfedilmistir (Paradise and Goswami, 2007). Karbon nanotiip adi nanotiiplerin
birka¢ nanometrelik boyutlarindan dolay1 bu sekilde adlandirilmistir. Bu tiipler
insan sagindan 10000 kat daha incedir ve hegzagonlardan meydana gelir (Paradise
and Goswami, 2007). CNTler ¢elige gore 100 kat daha ¢ok dirence sahiptir. Saf
elmasa gore daha yiiksek bir termal iletkenligi vardir. Bakirla ayni elektriksel
iletkenlige ve bakirdan daha yiiksek akim tagima Ozelliklerine sahip olmalar
sebebiyle tercih haline gelmislerdir (Merkogi et al., 2005; Antiochia and Gorton,
2007). Tek duvarli ve ¢ok duvarli olmak {izere iki farkli karbon nanotiip
bulunmaktadir (Yang et al., 2004). Cok duvarl karbon nanotiipler aralarinda 3.4
A bosluk bulunan pek cok grafit silindirin birbiri icine gegmesi sonucu olusmus
yapilardir. Cok duvarli karbon nanotiiplerin dis ¢aplar1 1-50 nanometre araliginda

bulunur ve i¢ ¢aplar1 ise bir ka¢ nanometre civarinda degisir (Yao and Shiu,

2007).

2.8.1 CNT temelli biyosensorler

Yaygin olarak amperometrik veya voltametrik g¢alismalarda camimsi
karbon veya metal elektrotlar tercih edilmektedir. Bu elektrotlarin duyarlilig
diisiik, stabilite ve yeniden d{iretilebilirligi az, uzun bir yanit siiresine sahip
olduklart i¢in ve elektron transfer reaksiyonlari ic¢in yiiksek potansiyellerde
kullanilmalar1 gerektigi i¢in dezavantajli ozellige sahiptirler. CNTler hizli
elektron transferi ve ylizey bozunmalarina karsi dayanikhidirlar, bu nedenle
avantajlilig yiiksektir (Balasubramanian and Burghard, 2006). Ayn1 zamanda
aktivite kayb1 olmaksizin protein immobilizasyonuna izin vermeleri ve duyarlilig
artirmalar1 agisindan uygun olduklari i¢in karbon nanotiipler yine avantajli olarak
kabul edilir (Paradise and Goswami, 2007). Karbon nanotiipler asitlerle muamele
edildigi zaman ucta ve yan duvarlarda oksijen bulunan karboksil gruplar1 basta
olmak ftizere ¢esitli gruplarin olusmasini saglar ve su gibi polar ¢dzgenlerde
cozlinlirliikleri artmig hale gelir (Balasubramanian and Burghard, 20006).
Karboksil gruplarinin varliginin ¢ok duvarli karbon nanotiipler arasindaki van der

Waals etkilesimlerinin bozulmasina neden oldugu, ¢cok duvarli karbon nanotiip
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demetlerinin ayrismalarini kolaylastirdigina dair ¢alismalar mevcuttur (Tsai et al.,

2006).

Fonksiyonel gruplarin CNT'lerin ylizeyine kovalent baglanmasi,
polimerlere yiik transferini iyilestirebilir. Nanotiiplere baglanmasi gereken
kimyasal grup, takviye edilecek polimerin dogasina baglidir (H.J. Choi et.al.,
2005; J.H. Sung et.al., 2004).

Literatiir arastirmasinda kullanilan iki yaygin asit islemi vardir; biri;
nanotiipleri bir nitrik asit ¢ozeltisi ile geri akitip, digeri; numuneyi yiiksek giiglii
sonikasyon altinda maksimum 6 saat boyunca bir HNO3/H2SO4 (hacimce 1:3)
karisimina maruz birakmaktir (Y. Lin, M.et.al., 2003; E. Dujardin et.al., 1998 ;
D.E. Hill et.al., 2002).

CNT'lerin kimyasal eylemsizligi nedeniyle, molekiillerin herhangi bir
kovalent immobilizasyonu, 6nce yiizeyde reaktif gruplar olusturmak i¢in kimyasal

modifikasyonlar gerektirir.

2.9 Miyoglobin

16700 Da biiyiikliigiindeki Miyoglobin proteini memelilerde 6zellikle kas
dokusunda bulunan, 153 aminoasitten olusan, merkezinde hem grubu (demir
iceren porfirin) igeren basit bir oksijen baglama ve tasima proteinidir. Oksijenin
kas i¢ine tasmmimini saglar. Miyoglobin ve biyolojik peroksitlerin arasinda
meydana gelen reaksiyon (hidrojen peroksit, lipid hidroperoksitler, ve
peroksinitrit) peroksidaz | deki duruma benzer hem merkezli radikal okzoferril ile
globin merkezli radikallerin olugsmasini saglar (Hong Liu et al, 2006).
Hemoproteinler ve hemoenzimler yaygin prostetik grup olarak fotoporfirin IX
(hem) igerirler. Miyoglobinin hem cebinin yakinindaki ¢ikintinin aksiyal ligand
olarak islevi vardir. Hemin uzak bdlgesindeki diger koordinasyon alani1 bos veya
hemoenzimlerin yapisina benzeyen oksijen ya da hidrojen peroksit gibi ligandlarla
kolaylikla yer degistirebilecek suyla bagli bir haldedir. Bu nedenle miyoglobinin;
peroksidaz, katalaz, nitrik oksit sentaz ve sitokrom P450 gibi hemoenzimlerle bir

cok fiziksel spektroskopik ve kimyasal benzerlikleri vardir. Bu ylizden bu tezde
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miyoglobinin bu 6zellikleri g6z oniinde bulundurularak enzimsiz bir biyosensor
tasarlanmistir. Buna ek olarak, kiiciik ligantlar miyoglobinde hemin altinct
kordinasyon bolgesindeki demire baglanabilmektedir ve bu durum tiim yapida
konformasyonel degisime, ardindan da geometrik yapida degisime sebep olur ve
miyoglobinin elektronik dagilimi da bu durumdan etkilenir. Ayrica bu allosterik
etkilesim enzim-substrat etkilesiminde olusan konformasyonel degisimle benzer
ozellik tasir (Hong Liu et al, 2006). Mb indirgenme, ylikseltgenme
reaksiyonlarinda yer almaktadir. Bu bakis agisiyla, elektrokimyasal metodlar
miyoglobinin fizyolojik 6zelliklerinin caligilmasi agisindan daha fazla art1 yone
sahiptir (Chao Zhao et al, 2003). Miyoglobinin hem grubu ile elektrot ylizeyi
arasindaki iliski engellenmistir ¢iink{i, hem grubu polipeptid zincir yapisinda
gomiiliidiir. Miyoglobin ile elektrot arasindaki elektronlarin akis hizini arttirmak

icin de bu tezde MWCNT kullanilmistir.

Miyoglobin

Sekil 2.12. Miyoglobinin 3 boyutlu yapist (Virtual Chembook Charles E. Ophart,
2003).
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2.10 Hidrojen Peroksit

Hidrojen Peroksit (H202) Hidrojen peroksiti (H202) Louis-Jacques
Thenard, 1818 yilinda baryum peroksiti siilfirik asitle muamele ederken kesfetmis
ve I’eau oxygenee (oksijenli su) ismini vermistir. H2O2 nin atmosferdeki varligini
ilk olarak William Prout one siirmiistiir (Mdller, 2009). Renksiz ve asindirict
olmamas1 gibi 6zellikleri sayesinde tekstil sanayide yaygin bir sekikde agartici
olarak kullanilmistir. Hidrojen peroksit ornegin tekstillerin, kagit hamuru, sac,
kiirk ve gidalarin agartilmasi veya kokusunun giderilmesinde, su ve kanalizasyon
temizliginde, tohum dezenfeksiyonunda ve sarap damitilmasinda noétralize edici
ajan olarak genis uygulama alanina sahip bir oksitleyici ajandir. Hidrojen peroksit,
yapist geregi su ve oksijene doniistiiglinden tam bir ¢evre dostudur. Farkli
enzimler tarafindan katalizlenen hidrojen peroksit 6zellikle notrofil hiicrelerinde
bulunan  miyeloperoksidazlar  tarafindan  katalizlendiginde Onemli  bir
antimikrobiyal ajan olan hipoklorik asite doniismektedir. Hidrojen peroksit

olusum ve kataliz yolaklar1 Sekil 2.13” de gosterilmistir.

'HOCI
::::i):;‘k(;":tsziztezi Iupo sore-
K?tantm ok.sudaz miyeloperoksidaz
mitokondri SOD 1
lNO' lFe"lCu"
ONOO~ OH’

Sekil 2.13. Hidrojen peroksit olusum ve kataliz yolaklar1 (Gu et al., 2018).

Stiperoksitten farkli olarak hidrojen peroksit, yiiksiiz ve yar1 dmrii olduk¢a
uzun olan bir molekiildiir. Bu sayede hiicre membranlarinda kolay yayilim

gosterir ve hiicre i¢i sinyalinde 6nemli bir molekiil olarak gorev alir.
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2.10.1 H202’nin Fiziksel ve Kimyasal Yapisi

Hidrojen peroksitin ¢ok islevliligi kimyasiyla iliskilidir. H2O> nin ara
yiikseltgenme numarast -1 olan oksijen atomlari1 hem indirgenme hem de
yiikseltgenme ozelliklerini agiklamaktadir. Termodinamik nedenlerden H2O> nin
oncelikli olarak dogrusal veya trans planar konformasyonda olmasi beklenir. Bu
sekilde iki hidrojen atomu elektronlarin simetrik dagilimdan dolay1 polar olmayan
her bir diizenlenmeden yeterince uzak olacaktir. Bu nedenle H20: gercekten
dogadaki en kiiciik kiral molekiillerden birini temsil eder ve her iki enantiyomerin
esit miktarini iceren rasemik karisimla olusur. Yaklasik 11 ve 16 olan iki pKa
degeri ile fizyolojik pH’da yliksiiz ve protonlanmistir. Kimyasal olarak hidrojen
peroksit reaktif oksijen tiirii olmasina ragmen su ile sasirtict bir bigimde bir¢ok

fiziksel 6zelligi benzer nitelik tasir (Bienert et al., 2006).

2.10.2 Miyoglobinin H20: ile Etkilesimi

Deoksi(Il)Mb, hidrojen peroksit (H202) ile reaksiyona girerek bir
Mb(IV)=0 ve su agiga cikarir. Mb(IV)=0, Met(Il[)Mb'ye otomatik indirgemeye
maruz kalir. Met(IIDMb, ek bir H2O02> molekiili ile reaksiyona girerek
Mb(IV)=O*nun rejenerasyonu ile sonuglanir. Met(II[)Mb'nin H20> ile
reaksiyonundan sonra Mb(IV)=0 olusumu, genellikle bir porfirin veya protein
ferril Mb radikalinin olusumu ile baglantili olarak tanimlanir (Mark P Richards,
2013).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Richards+MP&cauthor_id=22900975
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deoxy(II)Mb

Mb(IV)=0*

met(I11)Mb

Sekil 2.14. Miyoglobinin H2O: ile reaksiyonlari (Mark P Richards, 2013).

2.11 Bisfenol-A(BPA)

Bisfenol A (BPA), epoksi recineler ve polikarbonat plastiklerin
tretiminde kullanilan hacmi yiiksek olan bir endistriyel kimyasaldir.
Polikarbonat plastiklere basta yiyecek ve igecek kaplar1 olmak tizere pek ¢ok
tiriinde rastlanabilirken, epoksi recineler, metalik yiyecek ve icecek kaplarinin ig
astarlar1 olarak korozyonu onlemek icin siklikla kullanilmaktadir. Avrupa Gida
Giivenligi Kurumu (EFSA: European Food Safety Authority) tarafindan yapilan
calismalarin sonucuna gore, bir insan viicudunun giinliik kaldirabilecegi ve zehir
etkisi olusturmayan BPA([2,2-bis(-hidroksifenil)] propan) miktari, viicut
agirliginin her kilogrami i¢in 0,05 mg olarak hesaplanmistir. Yetmis kilogram da
tic buguk miligram BPA’yla etkilesen bir insanin sagligi i¢in, 6zellikle bebek
gelisimi silirecinde yan etkileri olabilecegi ve yetiskin insanlar i¢in bazi saglik
problemleri olusturabilecegi diisiiniilmektedir (Fernandez M.F. et.al., 2007).
BPA, kadinlik hormonu olan 6strojene ¢cok benzeyen ksendstrojen igeren sentetik

bir yapidan meydana gelmistir. BPA'min gida ile temas eden malzemelerde


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Richards+MP&cauthor_id=22900975
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kullanim1 ABD Gida ve ila¢ Dairesi tarafindan diizenlenmektedir. BPA ayrica
genellikle yazar kasalardan, otomatik vezne makinelerinden ve diger benzer
cihazlardan makbuz olarak kullanilan bazi termal kagit tiirleri iizerinde bir
kaplama gorevi goriir. Polivinil kloriir (PVC) endiistrilerinde ve ayrica dokiim ve
kalip yapiminda kullamldigi metal dokiimhanelerinde kullanilir. Insanlarmn
BPA'ya maruz kalmasmin birincil yolunun, BPA'nin yiyecek ve igecek
kaplarindan go¢ ettigi zaman diyet yoluyla olduguna inanilmaktadir
(Schecter,A. et.al., 2010; Vandenberg et.al., 2007). Gogiin kap 1sitildiginda veya
yikandiginda meydana gelmesi daha olasidir (L.N. et.al., 2007; Le et.al., 2008).
BPA maruziyetinin diger olasi kaynaklar1 arasinda hava, toz, su ve dig macunlar1
bulunur (Vandenberg, L.N. et.al., 2007) Biyoizleme ¢alismalari, test edilen idrar
numunelerinin %93'linde saptanabilir BPA seviyeleri ile BPA maruziyetinin
Amerika Birlesik Devletleri'nde yaygin oldugunu goéstermektedir (Calafat, A.M.
et.al., 2008). BPA viicutta hizla metabolize edildiginden yiiksek tespit sikligi,
maruziyetlerin ABD niifusu i¢inde diizenli olarak meydana geldigini gosterir
(Volkel, W. et.al., 2002). Bebeklerin ve 6 yasina kadar olan ¢ocuklarin BPA'ya
maruz kalmalarmin, daha Dbiiyilk c¢ocuklar ve yetigkinlerde BPA
maruziyetlerinden daha fazla oldugu tahmin edilmektedir. BPA'ya olan bilimsel
ilginin ¢ogu, BPA'nin endokrin bozucu bir kimyasal olabilecegini 6ne siiren
yaymlanmig aragtirmalarla ilgilidir (Diamanti-Kandarakis et.al., 2009; Vom Saal
et al., 2007). Endokrin bozucular, dogal olarak olusan hormonlarin biyosentezine,
salgilanmasina, etkisine veya metabolizmasina miidahale ederek etki eder
(Diamanti-Kandarakis et al., 1996). Hormonlarin insan fizyolojisindeki 6nemi
gdz Oniine alindiginda, endokrin bozucularin ¢ocuklarin saghgmi, ozellikle
ireme, erken ve ergen gelisimi ve davraniglar1 {izerinde olumsuz etkileme
potansiyeli konusunda bilim camiasinda endiseler vardir (Diamanti-Kandarakis
et.al., 2009). BPA'nin gelisimsel etkilerine yonelik son zamanlardaki ilgi, birkag
laboratuvar c¢aligmasina ve BPA'nin Ostrojenik etki uyguladigi mekanizmalarin
daha iyi anlagilmasina dayanmaktadir (Vom Saal et al., 2007; Golub, M.S. et.al.,
2010; Welshons, W.V. et.al., 2003; Wetherill, Y.B. et.al., 2007).

Hayvan c¢aligmalarinda, hamilelik veya emzirme doneminde yiiksek
diizeyde BPA'ya maruz kalma, dogum agirhiginin azalmasina, biiyiimenin

yavaglamasina, hayatta kalma siiresinin azalmasina ve yavrularda ergenligin
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baslamasina kadar gegen siirenin gecikmesine neden oldu (Tyl, R. et al., 2002;

Tyl, R.W. et al., 2008; Morrissey, R.E. et.al., 1987; Kim, J.C. et.al., 2001).

Hayvan ¢alismalar1 ayrica diisiik doz BPA maruziyetinin insiilin direnci
ile iligkili oldugunu bulmustur (Alonso-Magdalena et.al., 2006; Batista, T.M.
etal., 2012). Ek olarak, bir ¢alisma, hamile hayvanlarda diisik doz BPA
maruziyetinin gestasyonel diyabete benzer semptomlarla iligkili oldugunu
bulmustur, bu da BPA maruziyetlerinin hamile kadinlarda olumsuz etkileri
olabilecegini diistindiirmektedir (Alonso-Magdalena et.al., 2010). Diger
caligmalar, dogum oncesi veya erken yasamda BPA maruziyeti ile norolojik
etkilerin yani1 sira yetiskin hayvanlarda meme ve prostat kanseri gelisimi arasinda
iliskiler bulmustur (Ho, S.M. et.al., 2006; Soto, A.M. et.al., 2008; Weber Lozada,
K. etal., 2011).

Laboratuvar hayvanlarinda diisiik dozda BPA'ya maruz kalmanin etkileri
bilim camiasinda tartisilmaktadir, bazi arastirmacilar gelisimsel bir etki
bulmazken, digerleri davranigsal ve sinirsel etkiler, anormal idrar yolu gelisimi,
prostat bezinde lezyon gelisimi ve kadinlarda erken ergenlik baslangici gibi yan
etkiler gozlemislerdir. Disiik ve yiikksek doz c¢aligmalar1 arasinda puberte
zamanlamasina iligkin bildirilen sonuglardaki farkliliklar, doz farkliliklarinin,

caligma tasariminin veya hayvan tiirlerinin bir sonucu olabilir.

CHs;

CH3

Sekil 2.15. Bisfenol-A yapisi(https://tr. wikipedia.org/wiki/Bisfenol _A).
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Tablo 2.2 Bisfenol A’nin genel 6zellikleri (ECB, (European Chemicals Bureau), 2003).

IUPAC adlandirmasi 2,2-bis(4-hidroksifenil) propan
CAS numaras R0-05-7

Kimyasal formili CisHieO2

Yapsal formila (CH3)-C = (CeHy-OH)y
Molekaler agirlig 1289

Erime sicaklig 153-156°C

Kaynama sicaklifi 220°C (0.5 kPa)
Alevlenme sicaklif 270°C

Uguculugu 193°C (1 atm basingta)
Log kow 3132

Log Pow 332

Sudaki ¢iziiniirlagn (25°C) 120 mgl."‘

2.12 Glutaraldehit

Glutaraldehit (GA), yapisinda bulunan Schiff bazlar1 araciligiyla enzim
immobilizasyonunda en yaygin kullanilan amin ¢apraz baglanma reaktifidir (Shi
et al., 2011). Glutaraldehit sulu ¢o6zeltilerde kolaylikla ¢oziinebilir, bes
karbonludur ve doymus bir aldehittir. Glutaraldehit, 1s18a kars1 dayanikli olmasina
karsin hava ile temas edildiginde kolaylikla oksitlenebilir ve zehirlidir.
Solunulmasi o6zellikle tehlikelidir. Sulu ¢o6zeltilerinde stabilitesi ortamin
sicakligindan ve pH parametrelerinden etkilenmektedir. Artan sicaklik ve pH
glutaraldehit stabilitesini bozar ama 06zellikle pH 9 {izerinde anlamli bir aldehit

grup kaybi yasanmaktadir (Smith and Wang, 2006).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Cihaz ve diger ekipmanlar

Yapilan calismada PalmSens Ins. marka potansiyostat; BASI MF2010
model Karbon Pasta (CPE) ¢alisma elektrodu, CHI 111 model Ag/AgCl doygun
referans elektrodu, BASI MW-1032 model platin yardimci elektrodu; Eppendorf
20, 50, 100, 1000 ve 5000 mL’lik otomatik pipetleri, Lauda marka sogutmali
sirkiilasyonlu termostat, Yellow line manyetik karistirici, Hanna marka pH metre

kullanildi.

3.1.2 Kimyasalar

Grafit, mineral yag, cok duvarli karbon nanotiip (MWCNT) (200 mg,
H2SO4/HNO3 (3:1, 50 ml) karboksilasyon yapildi.), EDC, NHS, Miyoglobin (at
iskelet kasi), glutaraldehit, H,O,, BPA, etanol, potasyum fosfat monobazik,
potasyum kloriir, potasyum hidroksit, Sigma Chemical (USA)’dan, H202 (% 30)
Riedel-de Haeg’den temin edilmistir, potasyum ferrosiyaniir(10 mM Ka[Fe
(CN)s]) , sodyum asetat, tris, hidroklorik asit, sodyum hidroksit, siilfiirik asit,
nitrik asit, sodyum fosfat monobazik, sodyum kloriir, askorbik asit, dopamin,

tirozin, glukoz.

Deneysel calismalarda kullanilan ¢ozeltiler asagida belirtilmistir:

50 mM Potasyum fosfat tamponlar1 (pH:6,0- 6,5 -7,0 -7,5-8,0)

25, 50 ve 100 mM Potasyum fosfat tamponlar1 (pH: 7,0)

50 mM Glisin tamponlar1 (pH: 8,5-9,0)

50 mM Sitrat tamponlar1 (pH: 5,0-5,5)

50 mM Tris-HCI tamponu (pH: 7,0)

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

3 M KCI

Miyoglobin(5 mg/ml miyoglobin pH:7,0 Fosfat tamponunda ¢6ziildii.)
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H202 (10 mM 10 ml H202 10 mM Ka[Fe(CN)e]iceren pH:7,0 Fosfat tamponunda
hazirlandi)

BPA(100 ppm BPA (10 mg BPA, 5 ml etanol ve 95 ml bidistile suda ¢6ziildii))
Glutaraldehit (%2,5)

EDC (100 mM 1 ml EDC pH 6,5 50 mM Fosfat tamponunda hazirlandi.)

NHS (25 mM 1 ml NHS pH 6,5 50 mM Fosfat tamponunda hazirlandi.)

3.2 Yontem

3.2.1 Cok Duvarh Karbon Nanotiip(MWCNT) Karboksilasyonu

200 MWCNT H2S04/HNO3(3:1, 50 ml) ile muamele edildi.

3 saat 60 °C sonike edildi.

Cokelek bidistile su ile yikandi, yeniden siispanse edildi ve 30 dakika 9000
rpm'de santrifiijlendi.

Ust faz alindi, ¢okelek ile isleme devam edildi, bu isleme pH:7,0 olana
kadar devam edildi.

100 derecede 1-2 saat etiivde kurutuldu. Oda sicakliginda saklandi.

MWCNT bu islemlerin sonunda karboksillenmis oldu ve kullanima hazir

hale geldi.

3.2.2 Biyosensoriin hazirlanmasi

3.2.2.1 Karbon Pasta Elektrodun Hazirlanisi

75 mg grafit tozu, 25 mg mineral yag1 ve 10 mg karboksilasyonu yapilmis
MWCNT karistirilarak saat caminda iyice homojen hale getirilir.
Elektrot, hazirlanmis olan pasta ile doldurulur.

Beyaz kagit yardimiyla elektrot ylizeyi piiriizsiiz ve parlak hale getirilir.

3.2.2.2 Bivoaktif Tabakanin Olusturulmasi

MWCNT modifiye karbon pasta elektrodu COOH aktivasyonu i¢in
EDC/NHS ile muamele edildi;
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*100 mM 1 ml EDC pH 6,5 50 mM Fosfat tamponunda hazirlandu.

*25 mM 1 ml NHS pH 6,5 50 mM Fosfat tamponunda hazirlandi.

EDC’den — 400 pL

NHS’den === 100 pL olacak sekilde ependorf tiiplerine alindi,
elektrotlar EDC-NHS karigimi iceren ependorf tiiplerine daldirildi, 30 dk karanlik
ortamda bekletildi. Sonrasinda bidistile suyla elektrot yilizeyi durulandi ve

kurumaya birakildi.

Elektrot yiizeyi kuruduktan sonra, 5 mg/ml Miyoglobin pH: 7,0 Fosfat
tamponunda ¢oziiliip, elektrot ylizeyine 50 mikrolitre damlatildi, oda sicakliginda
kurumaya birakildi. Aktivasyonu yapilmis MWOCNT karboksil wuglariyla

miyoglobin proteinindeki amino gruplari kovalent baglanmis olur.

% 2,5’luk glutaraldehit cozeltisi igeren ependorf tiiplerine elektrotlar
(pH:7,0 Fosfat tamponunda) 5 dk yavasca daldirip ¢ikarildi. Hazirlanan biyoaktif
tabaka bifonksiyonel reaktif olan glutaraldehit ¢ozeltisi ile capraz baglanarak

immobilizasyon tamamlanmis olur.

Capraz baglanma yapmayan molekiillerin uzaklastirilmas: i¢in elektrot

yiizeyi bidistile su ile yikanir ve durulanir, oda sicakliginda kurumaya birakilir.

KPE/MWCNT/Mb/GA modifiye elektrot kullanilmadigi zamanlarda
+4°C’de saklanir.
Mb temelli biyosensoriin immobilizasyon asamalarn  Sekil 3.1°de

gosterilmektedir.
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Sekil 3.1. Miyoglobin temelli biyosensoriin immobilizasyon agamalart.

3.2.3 Biyosensoriin Caliyma Prensibi
KPE/MWCNT/Mb/GA Modifiye Elektrot

Bu ¢alismada miyoglobindeki hem grubunun H20> ile verdigi tepkimeden
yararlanilmigtir. Substrat olarak H2O2 kullanildigi zaman miyoglobinin
gerceklestirdigi  tepkimenin net denklemi asagida verilmistir.(Sekil 3.2 )
Hazirlanan miyoglobin temelli biyosensoriin ¢alisma ilkesi; (0,15 & +0,65) V
potansiyel aralikta hidrojen peroksidin miyoglobindeki hem grubu ile reaksiyonu
sonucu olusan ferrik iyonunun ortamda bulunan Ks[Fe(CN)s] tarafindan ferr6z
demire indirgenmesi ve bu arada olusan elektronlarin karbon pasta elektrot
yiizeyine aktarilmasidir. Meydana gelen tepkime uyarinca H202’nin suya
indirgenmesi sirasinda miyoglobinin porfirin halkasindaki demir atomu Fe*? den

Fe*®e vyiikseltgenir. Fe**in Fe*? ‘ye indirgenmesi ortamdaki mediatér olan
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K4[Fe(CN)6] ile saglanmistir. Calisma hiicresinde bulunan potasyum fosfat
tamponuna Ka[Fe(CN)es] eklenmistir. Ortamda bulunan BPA ise miyoglobinle
etkileserek miyoglobinin 3 boyutlu yapisinda kiigiik degisime neden olur. Bu
degisim hem grubunu etkileyerek miyoglobinin H2O; etkisini azaltic1 bir etki
gostermektedir. Bu nedenle BPA konsantrasyonu arttikca hem grubu fonksiyonu
azaldigr i¢in H»0O: yiikseltgenmesi de azalir, bu durum biyosensérde akim
degerlerinin diismesi ile sonuglanir. Tasarlanan biyosensoriin 6l¢iim prensibi Sekil

3.2 de gosterilmistir.

Kullanilan tg¢lii elektrot sisteminde gerceklesen redoks reaksiyonlart bir
potansiyostat ile akimdaki degisimler olarak gdzlenir. S6z konusu potansiyostat
bir bilgisayara baghdir ve elektrokimyasal tabanli bir yazilimla ¢aligmaktadir.
Belli derisimdeki hidrojen peroksit ile oOl¢iim almir sonrasinda belli
konsantrasyonlarda Bisfenol-A(BPA) eklenir ve H202-BPA’nin akim farklanmast

tizerinden BPA’nin inhibisyon etkisine dayanarak BPA tayini yapilir.

K,[FeCN,] ) CMI.M ) C H,0,
{
KFeCN, Mb(Fe’ H0t

110,

Sekil 3.2. Tasarlanan miyoglobin temelli biyosensoriin 6l¢iim prensibi.

3.2.4 Miyoglobin temelli H202 biyosensériiniin 6l¢ciim diizenegi

Calismadan once termostat 25°C’ye ayarlanir, ¢alisma tamponu reaksiyon

hiicresine konur ve 3’lii elektrot sistemi tampona daldirilarak yaklasik 10 dakika



34

elektrotun ortam sicakligina uyum saglamasi i¢in beklenir. Elektrotun uyum
saglamasi i¢in gereken siire tamamlandiginda ol¢limiin gerceklestirildigi degerler
programda ayarlanarak hazirlanan hidrojen peroksit, BPA ve tampon ¢6zeltileri
reaksiyon hiicresine eklenerek akimdaki degisim gozlenir ve elde edilen bu cevap
bilgisayara kaydedilir. Daha sonra c¢aligma tamponu dokiilerek elektrotlar ve
reaksiyon hiicresi yeni Ol¢lim i¢in saf suyla yikanir. Reaksiyon hiicresi tekrar
tampon ve hidrojen peroksit ile doldurulur ve substrat konsantrasyonu arttirilarak
Olctime devam edilir. Substrat konsantrasyonu arttirildik¢a standartlar i¢in alinan
dlciimlerde zamana kars1 akimdaki farklanmalar da artar. Olgiim tamamlandiginda

elektrot yikanir ve bir sonraki 6l¢iime kadar +4°C’de buzdolabinda saklanir.

3.3 Yalin Karbon Pasta Elektrota Yonelik Calisma

KPE Mb ile modifiye edilmeden once yalin bir sekilde 10 mM
Ka[Fe(CN)e] iceren 50 mM, pH: 7,0 potasyum fosfat tamponunda ve 25 °C sabit
sicaklikta, (-0.15) V & (+0.35) V potansiyel araliginda DPV yontemi ile dl¢timler
alinmustir. Olgiimler Baseline, 500 uM hidrojen peroksit, 500 pM BPA ve 500
UM hidrojen peroksit ile 500 uM BPA birlikte olacak sekilde alinmistir. Amag,
ciplak elektrotta immobilizasyon yapilmadan H20, ve BPA nin nasil etki ettigini
ve H202-BPA akim farkina bagli modifiye elektrot ile nasil farklandigim

incelemektir.

3.4 Cahsmada  Tasarlanan  Miyoglobin  Temelli  Biyosensoriin

Karakterizasyonuna Yonelik Calismalar

3.4.1 KPE/MWCNT/ Mb/GA Modifiye Biyosensoriin DV Karakterizasyonu

Modifiye biyosensoriin ylizey karakterizasyonu ¢aligsmasi ig¢in; her
immobilizasyon asamasindan sonra 10 mM Ka[Fe(CN)e] igeren 50 mM, pH: 7,0
potasyum fosfat tamponunda ve 25 °C sabit sicaklikta, (-0.5) V & (+0.8) V

potansiyel araliginda DV yontemi ile dlgiimler gergeklestirilmistir.
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Tasarlanan miyoglobin temelli biyosensdriin DV  karakterizasyon

asamalar1 agagidaki gibidir;

Vi.

Yalin KPE’nin ylizey karakterizasyonunun yapilmasi

i. KPE/MWCNT modifiye elektrodun H2O. ve BPA igeren ortamda

yiizey karakterizasyonunun yapilmasi

KPE/MWCNT/EDC-NHS sonras1 modifiye elektrodun H2O2 ve BPA
igeren ortamda ylizey karakterizasyonunun yapilmasi
KPE/MWCNT/EDC-NHS/Mb modifiye elektrodun H20. ve BPA
iceren ortamda yiizey karakterizasyonunun yapilmasi
KPE/MWCNT/EDC-NHS/Mb/GA modifiye elektrodun H20. ve BPA
iceren ortamda yiizey karakterizasyonunun yapilmasi

Modifikasyon asamalarinin karakterizasyonunun ardindan 10 mM
Ka[Fe(CN)s] igeren 50mM, pH:7,0 potasyum fosfat tamponunda (-0.5)
V & (+0.8) V potansiyel araliginda 500 uM hidrojen peroksit ve 500
uM BPA iceren ortamda biydsensoriin akim farkina bagli cevabinin
karakterizasyonu i¢in DV o6l¢iimii alindi. Bulunan verilere gore
immobilizasyon agamalarinin karbon pasta elektrot yiizeyinde

olusturdugu degisimler gozlendi.

3.4.2 KPE/MWCNT/Mb/GA Modifiye Biyosensoriin Tarama Hiz

Karakterizasyonu

Hazirlanan biyosensoriin tarama hizinin biyosensor cevabi {izerine etkisinin

belirlenmesi amaciyla 10 mM Ka[Fe(CN)e] iceren 50 mM, pH:7,0 potasyum
fosfat tamponunda 25 °C sabit sicaklikta, (-0.7) V & (+0.7) V potansiyel
araliginda 500 uM H20:> ve 500 uM BPA igeren ortamda DV yontem kullanilarak
10, 25, 50, 100, 200, 300 mV/s tarama hizinda 6l¢iim alindi.
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3.5 KPE/MWCNT/Mb/GA Modifiye Biyosensoriin Biyoaktif Tabaka

Bilesenlerinin Optimizasyonu

3.5.1 Miyoglobin Miktarinin Biyosensor Cevabi Uzerine EtKisi

Miyoglobin miktarinin biyosensdr cevabini nasil etkiledigini incelemek
amaciyla karbon pasta hazirlarken sirasiyla 2,5; 5 ve 10 mg/ml miyoglobin
kullanildi. Calismalar 10 mM Ka4[Fe(CN)s] igeren pH: 7,0; 50mM potasyum fosfat
tamponunda 500 uM H»O2 ve 500 uM H;O:; ile birlikte ayn1 ortamda sirasiyla
100, 250, 500, 750, 1000 pM BPA olacak sekilde gerceklestirilmistir. Olgiimler
25 °C sabit sicaklikta (-0.15) V & (+0.65) V potansiyel araliginda DPV metodu
kullanilarak H2O2-BPA akim farkina bagl olarak gergeklestirilmistir. Elde edilen

sonuglarin 15181inda en uygun miyoglobin miktar1 belirlenmistir.

3.5.2 MWCNT Miktarinin Biyosensor Cevabi Uzerine Etkisi

MWCNT miktarinin  biyosensér cevabina etkisini incelemek amaciyla
karbon pasta iginde 5, 10 ve 20 mg karboksillenmis MWCNT kullanildi.
Olgiimler, 10 mM Ka[Fe(CN)s] iceren pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat
tamponunda 500 pM H202 ve 500 pM H20: ile birlikte ayn1 ortamda sirasiyla
100, 250, 500, 750, 1000 uM BPA olacak sekilde ve 25 °C sabit sicaklikta (-0,15)
V & (+0,65) V potansiyel araliginda DPV metodu kullanilarak H,O2-BPA akim
farkina bagl olarak gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglarin 1s18inda en uygun

MWCNT miktar1 belirlenmistir.

3.6 Miyoglobin Temelli Biyosensoriin Calisma Kosullarinin Optimizasyonu

3.6.1 Tasarlanan Miyoglobin Temelli Biyosensér icin Optimum pH

Belirlenmesi

Tasarlanan miyoglobin temelli biyosensoriin optimum pH degerinin
belirlenmesi i¢in farkli pH’lardaki tampon ¢ozeltileri kullanilarak 500 pM BPA ve
500 uM H20: i¢in Ol¢iimler alinmistir. Denemede kullanilan, pH: 5,0; 5,5

denemeleri i¢in sodyum sitrat tamponu, 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 denemeleri i¢in
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potasyum fosfat tamponu ve pH: 8,5; 9,0 denemeleri icin glisin tamponu
kullanilmistir. Deneysel calismalar (-0,15) V & (+0,65) V potansiyel aralifinda
DPV yontemi kullanilarak 25 °C sabit sicaklikta HoO2-BPA akim farkina bagl
olarak gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglara bakilarak biyosensor calismasi

icin en uygun pH degeri belirlenmistir.

3.6.2 Tasarlanan Miyoglobin Temelli Biyosensor I¢in Optimum Sicakhgin

Belirlenmesi

Calismada, miyoglobin temelli biyosensoriiniin optimum sicakliginin
belirlenmesi amaciyla sirasiyla 20, 25, 30, 35 ve 40 °C "de 500 uM BPA ve 500
uM H20: icin Ol¢limler alinarak tasarlanan biyosensoriin farkli sicaklik
degerlerine gosterdigi degisimler incelendi. Yapilan sicaklik denemeleri diigiikten
yiikksege dogru olacak sekilde 10 mM Ka[Fe(CN)e] igeren pH: 7,0; 50 mM
potasyum fosfat tamponunda (0,15) V & (+0,65) V potansiyel araliginda DPV
metodu kullanilarak H2O2-BPA akim farkina bagli olarak gerceklestirilmistir.

3.6.3 Tasarlanan Miyoglobin Biyosensoriine Farkli Tamponlarin etkisi

Optimum pH degeri belirlenen biyosensoriin bu pH degerine sahip farkl
tamponlarin biyosensor cevabi lizerine etkisini incelemek amaciyla KH2POg,
NaH2PO4 ve Tris-HCI tamponlarinda 500 uM H202 ve 500 uM H20: ile birlikte
ayni ortamda sirastyla 100, 250, 500, 750, 1000 uM BPA olacak sekilde 6l¢iimler
alindi. Kullanilan tamponlarin konsantrasyonlari ayni olup (10 mM Ka[Fe(CN)e]
iceren 50 mM, pH: 7,0 tamponlar1) dlgiimler (-0,15) V & (+0,65) V araliginda
DPV yontemi kullanilarak 25 °C sabit sicaklikta H202-BPA akim farkina baglh
olarak yapilmistir. Calismayla Mb temelli biyosensor i¢in en uygun tampon

sistemi belirlenmistir.

3.6.4 Tasarlanan Miyoglobin  Biyosensoriine  Farkh Tampon

Konsantrasyonlarimin Etkisi

Hazirlanan ~ biyosensdr  lizerine  ¢alisma  tamponunun  farkli

konsantrasyonlarinin nasil etki ettigini incelemek amaciyla 25, 50, 100 mM
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potasyum fosfat tamponlarinda 500 uM H202 ve 500 uM H20O: ile birlikte ayn1
ortamda sirasiyla 100, 250, 500, 750, 1000 uM BPA olacak sekilde ol¢iimler
alindi. 10 mM Ka4[Fe(CN)e] igeren, pH: 7,0 tamponlarinda 6l¢iimler (-0,15) V &
(+0,65) V araliginda DPV yontemi kullanilarak 25 °C sabit sicaklikta H,O.-BPA
akim farkina bagl yapilmistir. Bu ¢alisma ile biyosensor i¢in en uygun tampon

konsantrasyonu belirlenmistir.

3.7 KPE/MWCNT/Mb/GA Modifiye Biyosensoriin Karakterizasyon

Cahismalan

3.7.1 Bisfenol-A i¢in dogrusal tayin arali@inin belirlenmesi

3.7.1.1 KPE/MWCNT/Mb/GA Modifive bivosensoriin BPA icin dogrusal

tayin araligsinin belirlenmesi

Yapilan denemelerde 10 mM Ks[Fe(CN)g] igeren SOmM, pH:7,0 potasyum
fosfat tamponunda 25 °C sabit sicaklikta sadece 500 uM H202 ve 500 uM H20>
ile birlikte ayn1 ortamda bulunan sirastyla 100, 250, 500, 750, 1000 uM BPA
konsantrasyonlari i¢in (-0.15) V & (+0.65) V potansiyel aralikta DPV yontemi ile
H202-BPA akim farkina bagl dl¢cimler alinmistir. Cizilen kalibrasyon grafiginin
yardimiyla miyoglobin temelli biyosensoriin BPA i¢in dogrusal tayin araligi

belirlenmistir.

3.7.2 Miyoglobin Temelli Biyosensoriin Tekrarlanabilirlidine Yonelik

Denemeler

3.7.2.1 KPE/MWCNT/Mb/GA Modifive bivosensoriin tekrarlanabilirliginin

belirlenmesi

Hazirlanan biyosensoriin tekrarlanabilirliginin incelenmesi amaciyla 500
uM H20; ve 500 uM BPA iceren ortamda (-0.15) V & (0.65) V arasinda DPV
yontemi ile 10 adet dl¢iim alindi ve H202-BPA akim farkina bagli hesaplamalar
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gerceklestirildi. Bulunan sonuglardan yola ¢ikilarak ortalama deger (X ), standart
sapma (£S.S.) ve % varyasyon katsayisi (% V.K.) belirlenmistir.

3.7.3 KPE/MWCNT/ Mb/GA Modifiye Biyosensor icin Substrat Spesifikligi

Calismasi

BPA tayinine yonelik gelistirilen biyosensoOriin substrat spesifikligini
arastirmak icin sadece 500 uM H20O: ile, ve 500 uM H70; ile ayni ortamda 500
uM konsantrasyonlarda tirozin, glukoz, askorbik asit, dopamin ve BPA bulunan,
10 mM Ka[Fe(CN)s] iceren pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponunda ve 25
°C sabit sicaklikta Ol¢iim alinmustir. Alinan olgtimlerin sonucunda, H2O2 ve
BPA’nin verdigi biyosensor cevabr % 100 kabul edilip, diger substratlar icin elde

edilen biyosensor cevaplarinin yiizdeleri ile kiyaslandi.

3.7.4 KPE/MWCNT/ Mb/GA Modifiye Biyosensor ile Ornek Tayini

Hazirlanan miyoglobin temelli biyosensor ile o6rnek tayini yapilmasi i¢in 6
ay kadar bekletilen damacana su kullanildi. 10 mM Ka[Fe(CN)e] igeren pH: 7,0;
50 mM potasyum fosfat tamponunda, sadece 500 uM H202 ve 500 uM HzO: ile
birlikte BPA ve Damacana Su katilarak 6l¢iim alinmustir. Olgiimler (-0,15) V &
(+0,65) V arasinda DPV yontemiyle ve 25 °C sabit sicaklikta akim farkina baglh
olarak elde edilmistir. Bulunan sonuglardan yola ¢ikilarak ortalama deger (x ),

standart sapma (£S.S.) ve % varyasyon katsayisi (% V.K.) belirlenmistir.
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4.SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Yalin Karbon Pasta Elektrota Yonelik Yapilan DPV Olciimii Deneyinde
Elde Edilen Sonuclar

Miyoglobin temelli biyosensdriin immobilizasyonundan oOnce yalin
elektrodun H20, ve BPA’ ya verdigi cevaplari incelemek igin bu deney
yapilmistir. 10 mM Ky[Fe(CN)6] igeren pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat
tamponunda (-0.15) V & (+0.35) V potansiyel araliginda ve 25 °C sabit sicaklikta
DPV olgiimleri alinmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.1 *de gdsterilmistir. En
yiikksek pik 500 uM H20: varliginda, en diisiik pik ise baselineda alinmistir.
Ortamda 500 pM H20; varken, tampon ic¢indeki mediator varligi olsa bile,
miyoglobindeki peroksidaz etkisi olmadigi i¢in H2O, nin de H.O ve O’ye
doniisiimii gerceklesmez, H202 ‘in verdigi pik elde edilmis olur. H.O, ve BPA
birlikte ayni1 ortamda iken ise BPA’nin Mb {izerine gostermis oldugu etkiye
benzer bir etki gézlenmemistir ve akim farklanmasinda azalma gozlenmistir. Bu
sonu¢ Mb modifiye biyosensor ile alinan sonuglarla kiyaslandiginda BPA’nin
miyoglobin {izerine olan net etkisini ve bu etki vasitasiyla Mb modifiye

biyosensor ile BPA tayini yapilabilecegini de gostermistir.
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Sekil 4.1. Yalin Karbon Pasta Elektrota Yonelik Yapilan DPV Olgiimleri. Mavi: Baseline Kirmizi:
500 uM H0; ile alinan DPV &lgiimii Yesil: 500 uM H20, ve 500 pM BPA ile alinan
DPV 6l¢iimii Mor: 500 uM BPA ile alman DPV élgiimii. Olgiimler pH: 7,0; 50 mM
potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 10 mM Ka4[Fe(CN)s] ortaminda (-0,15) V &
(+0,35) V potansiyelleri arasinda alinan DPV o&lgiimleri ile 25 © C sabit sicaklikta
gerceklestirilmistir.

4.2 KPE/MWCNT/Mb/GA Modifiye Biyosensoriin DV Karakterizasyonuna
Iliskin Olarak Yapilan Deneylerde Elde Edilen Sonuclar

Miyoglobin temelli biyosensoriin immobilizasyonunun her bir agamasinda
DV karakterizasyonu i¢in; 10 mM Ka[Fe(CN)e] igceren pH: 7,0; 50 mM potasyum
fosfat tamponunda (-0,5) V & (+0,8) V potansiyel araliginda ve 25 °C sabit
sicaklikta dongiisel voltammogram ile 6l¢timler alindi. Elde edilen sonuglar Sekil
4.2 °de gosterilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde immobilizasyon 6ncesi
yalin elektroda ait ylikseltgenme piklerinin 0,6 V potansiyelinde olustugu
gozlenmektedir. MWCNT immobilizasyonu sonrasit akim degerinde yalin
elektroda gore artis gozlemlenmisti. MWCNT beklenildigi gibi iletkenligi

arttirarak akim artis1 saglamistir. EDC-NHS muamelesi sonrasi ¢ok az bir akim
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artig1 goriilmiistiir. Burada akim piki potansiyelinin 0,6 V’tan 0,52 V’a kaydig
goriildii. Miyoglobin ve Glutaraldehit immobilizasyonundan sonra pikte azalma
gbzlenmistir. Bu durum EDC-NHS aktivasyonu sonrasi MWOCNT ile
miyoglobinin arasinda immobilizasyonun gerceklestiginin de bir gostergesidir.
Immobilizasyon sonras1 hazirlanan elektrodun (500 uM BPA ve 500 uM H,02)
ile alinan 6l¢iimde akim piki en diisiik degerini vermistir. Bu sonu¢ BPA’nin Mb
iizerine etkisini gostermektedir. Diferansiyel puls voltametrisi sonuglar1 ve

dongiisel voltametri sonuglarin her ikisinde de BPA’nin akim degerini azalttig1

gOriilmiistiir.
=Y alin elektrot
1,00E+02 | CPE
8,00E+01 "_%
1 / / ——CPE/MWCNT
6,00E+01 - 7 /L
4,00E+01 /
] / CPE/MWCNT/E
2006101 - vz DCNHS
z . é:
$ 0,00E+00 - -
8 :__._.—-""--'_'—.._
5 O0E+01 —— CPE/MWCNT/E
’ ] DC-NHS/Mb/GA
-4,00E+01 -
-6,00E+01'....‘..‘.‘........‘....‘.‘_flg%";”‘;gg"_k
0,500 -0,300 -0,100 0,100 0,300 0,500 0,700 FoUmIkro

M BPA
Potential/V

Sekil 4.2. Tasarlanan miyoglobin temelli biyosensoriin yiizey modifikasyonuna iliskin DV
voltammogramlari. Koyu mavi: Yalin CPE, Kirmizi: MWCNT modifiye CPE, Yesil:
MWCNT/ EDC-NHS modifiye CPE, Mor: MWCNT/ EDC-NHS/Mb/GA modifiye
CPE, : MWCNT/ EDC-NHS/Mb/GA maodifiye CPE ile BPA ve H»O;’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.)
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4.2.1 KPE/MWCNT/Mb/GA Modifiye Biyosensoriin Tarama Hiz
Karakterizasyonu

Tasarlanan miyoglobin temelli biyosensoriin cevabi {izerine tarama hizinin
etksini incelemek amaciyla 10 mM K4[Fe(CN)e] igeren pH: 7,0; 50 mM potasyum
fosfat tamponunda (-0,7) V & (+0,7) V potansiyelleri arasinda (500 uM H20- ve
500 uM BPA) konsantrasyonunda 10-300 mV araliginda tarama hizlarinda
dongiisel voltammogram ile dl¢limler alindi. Elde edilen veriler Sekil 4.3 ve Sekil
4.4 °de gosterilmistir. Sonuglara bakildiginda hazirlanan biyosensor igin tarama
hizinin artmasina bagli olarak akim degerinin arttigi dolayisiyla elektrot
yizeyinde gerceklesen elektron diflizyonun orantili bir gekilde arttig
gozlenmistir. Bu sonu¢ biyosensor ic¢in reaksiyonlarm difiizyon kontrollii

gergeklestigini gostermektedir.

w10 mV
5,00E+02 - tarama
] hizi
4,00E+02 - 25 mV
] tarama
3,00E+02 - hizi
] =50 mV
2,00E+02
] tarama
<L,00E+02 - hizi
= 1 =100 mV
®,00E+00 tarama
3 - hizi
-1,00E+02 125 200 mV
] tarama
-2,00E+02
] hizi
3,00E+02 +—— S S =300 mV
-0,700 -0,200 0,300 tarama
Potential/V hizi

Sekil 4.3. Tarama hizinin biyosensdr cevabi iizerine etkisi. Tarama hizlarina ait dongisel
voltammogram sonuglar1. Olgiimler pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponunda
hazirlanan 10 mM Ks[Fe(CN)s] ortaminda (-0,7) V & (+0,7) V potansiyelleri arasinda
25 © C sabit sicaklikta gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.4. Tarama hizinin biyosensér cevabi iizerine etkisi. Dongiisel voltammogramdan elde
edilen sonuglarin anodik ve katodik yondeki dogrusal grafikleri. Ol¢iimler pH: 7,0; 50
mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 10 mM Ka[Fe(CN)g] ortaminda (-0,7) V
& (+0,7) V potansiyelleri arasinda 25 © C sabit sicaklikta gergeklestirilmistir.

4.3 KPE/MWCNT/Mb/GA Modifiye Biyosensoriin Biyoaktif Tabaka

Bilesenlerinin Optimizasyonu

4.3.1 Miyoglobin Miktarmin Biyosensor Cevabi Uzerine Etkisi

Miyoglobin miktarinin biyosensdr cevabina etkisini incelemek amaciyla
karbon pastay1 hazirlarken sirasiyla 2,5; 5; 10 mg/ml miyoglobin ilave edilmistir.
Calismalar 10 mM Ku4[Fe(CN)e] igeren pH: 7,0; 50mM potasyum fosfat
tamponunda ve 25 °C sabit sicaklikta gerceklestirilmistir. Denemeler , (-0.15)V &
(+0.65)V potansiyel araliginda DPV metodu kullanilarak gerceklestirilmis olup,
elde edilen sonuglar ile standart grafik ¢izilmistir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6). Alinan

Olctimler dogrultusunda cizilen standart grafiklerden anlasilacagi lizere en yiiksek
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akim farklanmasi ve en dogrusal grafigin 5 mg/ml miyoglobin ile hazirlanan
elektrot ile alindig1 gdzlenmektedir. 2,5 mg miyoglobin miktar1 ile hazirlanan
elektrotun ol¢iimleri sonucunda azalan miyoglobin miktarina bagli olarak akim
farki degerinde disiis gozlenmektedir. Bu durum 2,5 mg/ml miyoglobin
miktarinin BPA’nin miyoglobin {izerine olan etkinliginin belirlenebilmesi igin
yeterli olmadigmin gostergesidir. 10 mg/ml miyoglobin miktar1 i¢in, artan
konsantrasyona bagli olarak akim degerinde diisiis gozlenmektedir ve sonuglarin
ideallikten uzaklastigi gorilmektedir. Miyoglobin miktarinin idealden fazla
olmast BPA’nin 2,5 mg/ml ve 5,0 mg/ml miyoglobin ile hazirlanan biyosensorlere
nazaran karbon pastada yer alan miyoglobinlerin tamami ile etkilesime
girememesinden olabilir. Sonug olarak, ayn1t BPA konsantrasyonlar: icin Mb ile
etkilesime girme kapasitesi 2,5 mg/ml Mb ve 10 mg/ml Mb i¢in dogrusal grafikler
verecek etkinlikte degildir diyebiliriz.

Sekil 4.5 ve 4.6’dan da anlasilacag gibi en ideal sensor cevabt 5 mg/ml

Mb ¢ozeltisi ile hazirlanmis olan biyosensorle elde edilmistir.
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Sekil 4.5. Miyoglobin temelli biyosensoriin farkli miyoglobin miktar1 ile ¢alismalarindan elde
edilen DP voltammogramlar1. 2,5 mg/ mL miyoglobin ile hazirlanan elektrot (A), 5 mg/
mL miyoglobin ile hazirlanan elektrot (B), 10 mg/ mL miyoglobin ile hazirlanan
elektrot (C). Olgiimler 10 mM K4[Fe(CN)s] igeren 50 mM fosfat tamponunda ve pH
7,0; 25 °C sabit sicaklikta gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.6. Miyoglobin miktar1 optimizasyon grafigi. Kirmizi: 5 mg/ mL miyoglobin kullanilarak
hazirlanan biyosensor, Siyah: 10 mg/ mL miyoglobin kullamlarak hazirlanan
biyosensor, Mavi: 2,5 mg/ mL miyoglobin kullanilarak hazirlanan biyosensor.
Olgiimler 10 mM K4[Fe(CN)g] iceren 50 mM Fosfat tamponunda ve pH 7,0; 25 °C
sabit sicaklikta gergeklestirilmistir.

4.3.2 MWCNT Miktarinin Biyosensér Cevabi Uzerine Etkisi

MWCNT miktarinin biyosensor cevabina etkisini incelemek amaciyla
karbon pastay1 hazirlarken sirasiyla 5; 10; 20 mg karboksillenmis MWCNT ilave
edilmistir. Caligmalar 10 mM Ka[Fe(CN)s] igeren pH: 7,0; 50mM potasyum fosfat
tamponunda ve 25 °C sabit sicaklikta gergeklestirilmistir. Denemeler, (-0.15)V &
(+0.65)V potansiyel araliginda DPV metodu kullanilarak gerceklestirilmis olup,
elde edilen sonuglar ile standart grafikler c¢izilmistir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8).
Alman ol¢timler dogrultusunda ¢izilen standart grafiklerden anlasilacag: tizere en
ideal ve en dogrusal grafigin 10 mg MWCNT ile hazirlanan elektrot ile alindigi

gozlenmektedir. 5 mg MWCNT miktar1 ile hazirlanan elektrotun Ol¢limleri
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sonucunda azalan MWCNT miktarina bagl olarak akim farki degerinde diisiis ve
ideal sonuglardan sapma gozlenmektedir. Bu durum 5 mg MWCNT miktarinin
Mb immobilizasyonu i¢in yeterli olmadigimin gostergesidir. 20 mg MWCNT ve
10 mg MWCNT karsilastirildiginda akim farki degerlerinin 10 mg MWCNT i¢in
daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu da 10 mg MWCNT in biyosensor i¢in daha
ideal oldugunu kanitlamaktadir. 20 mg MWCNT ile hazirlanan elekrotta akim
farkinin diismesinin sebebi; MWCNT miktar1 arttikga karbon nanotiiplerin
miyoglobin-substrat arasinda sterik bir difiizyon bariyeri olusturmasindan
kaynaklanmaktadir. 10 mg MWCNT kullanilarak hazirlanan biyosensoér hem akim
farkinin yiiksekligi hem de dogrusalliginin daha iyi olmasindan dolay1 tercih

edilmistir.
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Sekil 4.7. Miyoglobin temelli biyosensoriin farkli MWCNT miktari ile caligmalarindan elde edilen
DP voltammogramlart. 5 mg MWCNT ile hazirlanan elektrot (A), 10 mg MWCNT ile
hazirlanan elektrot (B), 20 mg MWCNT ile hazirlanan elektrot (C). Olgiimler 10 mM
Ks[Fe(CN)s] iceren 50 mM fosfat tamponunda ve pH 7,0; 25 °C sabit sicaklikta
gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.8. MWCNT miktar1 optimizasyon grafigi. : 10 mg MWCNT kullanilarak

hazirlanan biyosensor, Gri: 20 mg MWCNT kullanilarak hazirlanan biyosensér, Mavi:
5 mg MWCNT kullanilarak hazirlanan biyosensér. Olgiimler 10 mM Ka[Fe(CN)g]
iceren 50 mM fosfat tamponunda ve pH 7,0; 25 °C sabit sicaklikta gerceklestirilmistir.

4.4 Miyoglobin Temelli Biyosensoriin Calisma Kosullarinin Optimizasyonu

4.4.1 Miyoglobin Temelli Biyosensér icin Optimum pH Belirlenmesi

Miyoglobin temelli biyosensoriin optimum pH degerinin belirlenmesi i¢in
yapilan DPV o6lclimleri ve % biyosensor cevabi-pH grafigi Sekil 4.9 ve 4.10 ’da
verilmistir. Grafikten de anlasilacagi gibi hazirlanan miyoglobin temelli
biyosensor en iyi aktiviteyi pH:7,0’de gostermektedir. pH 5,0 ten 7,0’ ye kadar
BPA i¢in artan akim farklanmalar elde edilirken, pH 7,0 den 9,0’a gidildikce
azalan akim farklanmalar1 goriildii. Sonug olarak BPA’nin Mb iizerinde gosterdigi

etkinligin en 1y1 gézlendigi pH degeri 7,0’dir diyebiliriz.
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Sekil 4.9. Miyoglobin temelli biyosensor i¢in alman DPV 6lgiim grafikleri. Olgiimler 10 mM

K4Fe(CN)s mediatorlii ve (-0,15) V / (+0,65) V potansiyelleri arasinda alinan DPV

Olgtimleri ile gerceklestirildi. pH: 5-5,5 Sodyum sitrat; pH: 6-6,5-7-7,5-8 Potasyum

Fosfat ve pH:8,5-9,0 Glisin tamponu.
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Sekil 4.10. pH-% Biyosensor cevabi grafigi. pH: 5-5,5 Sodyum sitrat; pH: 6-6,5-7-7,5-8 Potasyum

Fosfat ve pH:8,5-9,0 Glisin tamponu.
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4.4.2 Miyoglobin Temelli Biyosensor Icin Optimum Sicakligin Belirlenmesi

Miyoglobin temelli biyosensoriin  optimum sicakliginin belirlenmesi
amaciyla sirasiyla 20, 25, 30, 35 ve 40 °C ‘de (500 uM BPA ve 500 uM H205)
icin DPV oOlclimleri alinarak biyosensoriin farkli sicaklik degerlerine gosterdigi
degisimler incelendi. Yapilan sicaklik denemeleri diislikten yiiksege dogru olacak
sekilde 10 mM K4[Fe(CN)e] igeren pH: 7,0; 50 mM potasyum fosfat tamponunda
(-0,15) V & (+0,65) V potansiyel araliginda DPV metodu kullanilarak H2O2-BPA
akim farkina bagli gergeklestirilmistir.

Calismanin sonucunda Sekil 4.11° de verilen DPV odl¢timleri ve bunlarin
1s18inda % biyosensor cevabi-sicaklik grafigi elde edilmistir. Grafikten de
goriildiigii gibi sicaklik artis1 ile biyosensor cevabinda bir artis gdézlenmistir
Ancak sicaklik degeri 30°C’ yi gectigi zaman cevapta diisiis goriilmektedir. En
fazla akim farklanmasi 30°C ‘de elde edildigi fakat 25°C i¢in elde edilen
degerinde 30°C’ye yakin olmasindan dolay1 25°C ve 30°C i¢in DPV dlglimleri
yolu ile standart grafikler elde edildi.
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Sekil 4.11. Miyoglobin temelli biyosensodr ile alman DPV dlgiimleri ve optimum sicaklik grafigi.
Olgiimler pH: 7,0; 10 mM K4[Fe(CN)e] iceren 50 mM potasyum fosfat tamponunda (-
0,15) V & (+0,65) V potansiyelleri arasinda alinan DPV yontemi ile gergeklestirildi.

25 ve 30 °C’lerde tekrarlanan DPV o6l¢iimleri ve bunlara iligskin olarak elde

edilen standart grafik sonuglar1 Sekil 4.12 ‘de gosterilmistir.
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Sekil 4.12 Miyoglobin temelli biyosensoriin 25 ve 30 °C sicaklik degerleri i¢in elde edilen DP
voltammogramlari. (A) 30°C i¢in elde edilen DPV 6l¢iimii, (B) 30°C igin elde edilen
standart grafik, (C) 25 °C i¢in elde edilen DPV &lgiimii, (D) 25 °C igin elde edilen
standart grafik. Olgiimler ve pH: 7,0 10 mM Ka[Fe(CN)s] igeren 50 mM fosfat

tamponunda gergeklestirilmistir.

25 ve 30 °C’lerde tekrarlanan DPV Ol¢limleri ve standart grafik
sonuglarinin 1s18inda, 25 °C i¢in alinan DPV sonuglarinin ideale daha yakin ve
standart grafigin daha dogrusal oldugu goriilmektedir. Bu sebeple biyosensor i¢in

ideal sicaklik degeri olarak 25 °C segilmistir.
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4.4.3 Miyoglobin Biyosensoriine Farkli Tamponlarin etkisi

Miyoglobin

biyosensoriiniin

pH:7,0

degerindeki  farkl

tampon

sistemlerindeki (Potasyum fosfat, Sodyum fosfat ve Tris-HCI) etkinligini

aydinlatip karsilastirmak i¢in yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen grafikler Sekil

4.13 ’de gosterilmistir.
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Sekil 4.13. Miyoglobin temelli biyosensoriin farkli tamponlardaki ¢alismalarindan elde edilen DP

voltammogramlar1 ve buna bagl ¢izilen standart grafikler. (A) Sodyum Fosfat

Tamponu (B), Potasyum fosfat tamponu (C) Tris-HCI tamponu ve (D) Standart
grafikler. Olgiimler 10 mM K4[Fe(CN)e] iceren pH 7,0; 50 mM tamponlarda ve 25 °C

sabit sicaklikta gergeklestirilmistir.

Miyoglobin biyosensoriiniin -~ farkl

tamponlarda verdigi

biyosensor

cevaplarina bakildiginda en iyi biyosensor cevabinin potasyum fosfat tamponunda

gozlendigini sdylemek miimkiindiir. Tris-HCl ‘deki akim farkinin ¢ok az

olmasinin sebebi Tris-HC] tamponunun organik tabanli bir tampon olmasi olabilir.
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Sodyum Fosfat tamponu, Tris-HCI tamponuna goére daha iyi akim farklanmasi
verse de hem ideal degerlere uzakligi hem de standart grafigin dogrusalliginin ¢ok
iyi olmamasi sebebiyle en ideal sonu¢ Potasyum Fosfat tamponu ile elde
edilmistir. Bu sonu¢, hem tampon tiirliniin hem de tamponu olusturan iyon
tirtiniin BPA’nin Mb tizerindeki etkinligini gostermesinde ¢ok énemli oldugunu

gostermektedir.

4.4.4 Tasarlanan Miyoglobin Biyosensoriine Farkh Tampon

Konsantrasyonlarinin Etkisi

En ideal tampon tiirli olarak Potasyum Fosfat tamponu belirlendikten sonra
miyoglobin biyosensoriiniin farkli tampon konsantrasyonlarindaki (25,50,100 mM
Potasyum Fosfat tamponlar) cevabini aydinlatip karsilastirmak igin yapilan

caligmalar sonucu elde edilen grafikler Sekil 4.14 *de gosterilmistir.
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Sekil 4.14. Miyoglobin temelli biyosensoriin  farkli tampon konsantrasyonlarindaki
¢alismalarindan elde edilen DP voltammogramlari ve buna bagli ¢izilen standart
grafikler. (A) 25 mM Potasyum Fosfat Tamponu, (B) 50 mM Potasyum fosfat
tamponu (C) 100 mM Potasyum fosfat tamponu, (D) Standart grafikler. Turuncu:
50 mM, Mavi: 25 mM, Siyah:100 mM Potasyum Fosfat. Olgiimler 25 °C sabit
sicaklikta gerceklestirilmistir.

Miyoglobin temelli biyosensoriin cevabi iizerine tampon konsantrasyonu
etkisini gosteren sonuclar1 incelendiginde, en uygun tampon konsantrasyonunun
50 mM oldugu gorilmektedir. 25 ve 100 mM potasyum fosfat tamponu
konsantrasyonlarinda sonuglar ideallikten uzaktir, standart grafikler dogrusal
degildir ve akim farklanmalarinin en iyi 50 mM Potasyum Fosfat tamponunda

oldugu goriilmektedir.
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4.5 KPE/MWCNT/Mb/GA Modifiye Biyosensoriin Karakterizasyon

Cahismalan

4.5.1 KPE/MWCNT/Mb/GA Modifiye biyosensor icin dogrusal tayin arahgi

sonuclari

Tasarlanan miyoglobin temelli biyosensor ile BPA i¢in dogrusal tayin
aralig1 belirlenmistir. Bu amag¢ dahilinde 10 mM Ka[Fe(CN)s] igeren pH: 7,0; 50
mM potasyum fosfat tamponunda (-0,15) V & (+0,65) V potansiyelleri arasinda
DP voltammogramlart alinmistir. Bu g¢aligmalardan elde edilen veriler ve bu
verilerden yola ¢ikilarak ¢izilen DP voltammogramlar1 Sekil 4.15’te ve akim
farkina baglh olarak ¢izilen standart grafik Sekil 4.16° da gdsterilmistir.
Grafiklerden de goriildiigii lizere, BPA i¢in dogrusal tayin araligi: 100-1000 uM
olarak bulunmustur. Artan BPA konsantrasyonlar1 ortamda hidrojen peroksit
varken miyoglobinin katalitik aktivitesini konsantrasyonla dogru orantili bir
sekilde diistirmiistiir. Ayrica BPA’nin daha diisiik derisimleri i¢in de denemeler
yapilmig fakat akim farklanmalari c¢ok azaldigi igin saglikli sonuglar elde

edilememistir.
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Sekil 4.15. Miyoglobin temelli biyosensoriin dogrusal tayin araliginin belirlenmesi. Bulunan
sonuglar yukaridan asagiya; baseline, 500 uM H>0,, 500 uM H0O; ile birlikte ayn1
ortamda bulunan 100, 250, 500, 750 ve 1000 uM BPA. Olgiimler pH: 7,0; 10 mM
Ks[Fe(CN)s] igeren 50 mM potasyum fosfat tamponunda ve (-0,15) V & (+0,65) V

potansiyelleri arasinda 25 °C sabit sicaklikta alinmigtir.
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Sekil 4.16. Miyoglobin tabanli biyosensériin dogrusal tayin araligr. Olgiimler pH: 7,0; 10 mM
Ka[Fe(CN)s] iceren 50 mM potasyum fosfat tamponunda (-0,15) V & (+0,65) V

potansiyelleri arasinda 25 °C sabit sicaklikta alinmstir.

4.5.2 Miyoglobin Temelli Biyosensoriin Tekrarlanabilirligine Yonelik

Denemeler

4521 KPE/MWCNT/Mb/GA Modifive bivosensoriin tekrarlanabilirlidinin

belirlenmesi

Miyoglobin temelli biyosensoriin BPA i¢in tekrarlanabilirligini belirlemek
icin aliman DPV ol¢iimleri sonucu elde edilen veriler Tablo 4.1 *de gosterilmistir.
Hazirlanan biyosensor ile (500 uM H202 + 500 uM BPA) i¢in elde edilen 10
Olctimiin akim farklarinin ortalamasi 511,9 uM, standart sapma £2,76 uM ve %
varyasyon katsayis1 da % 0,54 olarak bulunmustur. Bulunan sonuglara
bakildiginda; gerek standart sapma ve gerekse % varyasyon katsayisinin diislik
cikmasi hazirlanan miyoglobin temelli biyosensoriin yiiksek tekrarlanabilirlikte

oldugunu kanitlar niteliktedir.
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Tablo 4.1. Tasarlanan biyosensérde BPA ve H20; i¢in gdzlenen tekrarlanabilirlik degerleri

Standart | Varyasyon
Ortalama
Deneme Sayisi 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Sapma | Katsayisi

Dezer(s
@ | uss) | @vi

507,5|511,6 | 512,7 | 509,5 | 513,3 | 512,3 |510,2| 513,1 | 511,4 | 517,9 5119 2,76
BPA Konsantrasyonu 0,54
M | pM M M M M | pM | pM M M M M

45.3 KPE/MWCNT/EDC-NHS/Mb/GA Modifiye Biyosensor Substrat
Spesifikligi Calismasi

Bu ¢alismada 500 uM Tirozin, glukoz, askorbik asit, dopamin ve BPA ile
yapilan substrat spesifikligi deneyi i¢in aliman DPV sonucglar1 Sekil 4.17 ’de
verilmistir. BPA ile elde edilen akim farki % 100 kabul edilerek tiim substratlar
icin elde edilen akim degerleri ile kiyaslanarak % biyosensor cevabi belirlendi.

Sonuglar Sekil 4.18° de gosterilmistir.
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Sekil 4.17. Miyoglobin temelli biyosensore ait substrat spesifikligi DP voltammogram sonuglart.
Turuncu: Baseline, : 500 uM Hz0;, Yesil: 500 uM HpO2+Tirozin, Kirmizi:
500 uM H,0.+Dopamin, Lacivert: 500 pM H,O,+Askorbik Asit, Mavi: 500 pM
H,0,+ Glukoz, Mor: 500 uM H,O,+ BPA. Olgiimler; pH: 7,0; 10 mM Ka[Fe(CN)e]
iceren 50 mM potasyum fosfat tamponunda (-0,15) V & (+0,65) V potansiyel

araliginda, 25 °C sabit sicaklikta alinmustir.
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Sekil 4.18. Miyoglobin temelli biyosensore ait substrat spesifikligi grafigi. Olgiimler; pH: 7,0; 10
mM Ka4[Fe(CN)g] iceren 50 mM potasyum fosfat tamponunda (-0,15) V & (+0,65) V

potansiyel araliginda ve 25 °C sabit sicaklikta alinmustir.

Sonuglara bakildiginda BPA’nin en yiiksek akim farklanmasina neden

oldugu icin elektrot i¢in en iyi substrat oldugu sdylenebilir.

Dopamin ve tirozinin akim farklar1 diger substratlara nazaran distiktiir.
Askorbik asit milkemmel bir indirgeyici ajandir ve evrensel girisimcidir, bu

yiizden yiiksek bir girisim etkisi gostermesi normaldir.

Bu calismada glukozun akim farki oldukga yiiksek bulundu. Bunun en
onemli nedeni glukozun da BPA gibi bir polihidroksi bilesik olmas1 ve BPA’ya

benzer bir etkinlik gosterebilme kapasitesi oldugudur.

454 KPE/MWCNT/Mb/GA Modifiye Biyosensor ile Ornek Tayinine
Yonelik Yapilan Calismalardan Elde Edilen Sonuclar

Miyoglobin temelli biyosensor ile ornek tayini i¢in yapilan g¢alismalar

sonucunda elde edilen veriler Tablo 4.2 ’de ve Sekil 4.19 *da gosterilmistir.
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Sekil 4.19. Miyoglobin temelli biyosensoriin damacana su ve BPA tayini i¢in tekrarlanabilirliginin

incelenmesi amaciyla yapilan DP voltammogram sonuglar1. Olgiimler; pH: 7,0; 10 mM

Ka[Fe(CN)s] igeren 50 mM potasyum fosfat tamponunda (-0,15) V & (+0,65) V

potansiyel araliginda ve 25 °C sabit sicaklikta alimustir.

Tablo 4.2. Tasarlanan biyosensdrde Damacana su+BPA i¢in gézlenen tekrarlanabilirlik degerleri

%Varyasyon

Ortalama | Standart
Deneme Sayis1 |1 2 3 4 5 6 7 Katsayist

Deger(x) | Sapma(+S.S)

(% V.K)

Damacana
Su+BPA  igin [ 609,32 | 617,60 |624,05 | 634,44 |637,95 |632,90 |634,57

627,26 10,62 1,69
Konsantrasyon | uM M M M M M uM
Degerleri
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Hazirlanan biyosensor ile 500 uM H202 i¢eren ortamda (damacana su+500
uM BPA) i¢cin n=7 Ol¢lim alinmistir. Sadece damacana su ile yapilan (BPA
katilmaksizin) denemelerden sonuclar elde edilemedigi igin standart katmali
metod kullanildi. Olgiimler neticesinde elde edilen akim farkindan yararlanilarak
yapilan hesaplamalara gore konsantrasyon degerlerinin ortalamasi 627,26 uM,
standart sapma degeri 10,62 ve % varyasyon katsayist da % 1,69 olarak
bulunmustur. Ortalama deger olan 627,26 uM a bakildiginda damacana suyun
icinde BPA bulundugu goriilmektedir ve bu durum biyosensériimiiziin 6rnek

tayinine uygun bir biyosensor olarak ¢alistiginin gostergesidir.
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4.6 BPA Tayinine Yonelik Olarak Gelistirilen KPE/MWCNT/Mb/GA

Modifiye Biyosensoriin Diger Baz1 Biyosensorlerle Kiyaslanmasi

Tablo 4.3. BPA Tayinine Yonelik Olarak Gelistirilen KPE/MWCNT/Mb/GA Modifiye

Biyosensoriin Diger Bazi Biyosensorlerle Kiyaslanmasi

Tayin Lineer  Cevap
Sensér Limiti Aralik  Siiresi Ornek Referans
H. Yin, L. Cui, S. Ai,
H. Fan, and L. Zhu,

GCE/Mg-Al layered double 0,005 0,01-0,05 2010.  Electrochim.
hydroxide(LDH) uM uM 8sn Plastik tiriin Acta, 55, 603
D. Mita etal., 2007.
002 0,1-12 Biosens. Bioelectron.
SWCNT/Tyr/CPE uM uM 6dk  Icme sular ve yiizey sulari 2360
0,26 D. Serap, Journal of
p-ABA/GE uM  2-100 pM Icme suyu Science, 2018
0,113 1 pM- 10 Erkek Wistar fare Shokoufeh ~ Hassani
SPCE/AuNPs/Aptamer pM nM plazmasinda(ELISA Teknigi) et.al., 2020
BSA/Anti- 10 nM- 1
BPA/AUNPS/MWCNTSs/GCE 8,7nM uM Streg filmlerde Huang et.al., 2016
0,15 0,15-45 200 M. Portaccioa, et.al.,
Thionine/CPE uM uM saniye Ornek Tayini yapilmamistir. 2010
C. Yu etal, 2011
0,008 0,05-30 Electrochim. Acta 56
CS-Fe;04/GCE uM uM 12sn  Plastik tirin(DPV o6lgiimleri ile)  9056-9063
039 01 - 10 Su orneklerinde(CV  Olgiimleri
GCE/AgCNFs/SH-Apt nM nM 20sn ile) Tsekeli, T.et.al., 2021
S. Poorahong et.al.,
3 Biberonlarda(Amperometrik 2012. Microchim.
Polyaniline/MWCNTs/GCE 10nM 1-400 pM dakika Olgiimler ile) Acta 176 91-99

100-1000 16 Damacana Sularda( CV ve DPV
CPE/MWCNT/Mb/GA 89 uM uM saniye Olgtimleri ile Bu ¢aligmada
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5. GENEL DEGERLENDIRME

Biyosensorler, biyolojik reaksiyonlarda hedef gorevi goren ve algilama
ozelliklerine sahip olan analit maddelerini kontrol etmek i¢in kullanilan aletlerdir.
Birbiri i¢ine girmis biyokimyasal ve elektrokimyasal 6zelliklere sahip iki anahtar
yapidan olusurlar. Biyokimyasal kisim analiz edilmesi gereken madde ile etkilesir

ve analiti tanimas1 beklenen tek seydir (Coulet P.R., 1991).

Glniimiiz teknolojik geligsmelerinin yardimiyla biyosensorler hizla
gelismektedir. Sensor teknolojisi fen bilimleri ve miihendislik gibi alanlarda da
yer almaktadir ve bu disiplinlerde yeni teknolojilerle harmanlanmasi
biyosensorlerin gelismesinde 6nemli rol oynamaktadir (Blum L.J., Coulet P.R.,

1991).

Hidrojen peroksit tayinine yonelik biyosensor gelistirilmesi uzun zamandir
bliylik ilgi goérmektedir. Bu amacgla gelistirilen biyosensorlerin  ¢ogunda
biyokatalizor olarak yaban turpu peroksidazi (HRP) kullanilmistir ve bu sayede
biiyiik anlamda basar1 elde edilmistir. Ne var ki HRP’nin pahali olusu ve ¢ozeltide
stabil kalmamas: nedeniyle bu enzimin yerine kullanilabilecek benzer
biyokatalitik reaksiyon gdsteren bagka bir enzim olmasa da proteinin bulunmasini
zorunlu hale getirmistir. Hidrojen peroksidin indirgenmesinin HRP’nin biyoaktif
merkezindeki hem grubu tarafindan katalizlendigi bilinmektedir. Bu nedenle hem
grubu igeren miyoglobinin peroksidaz yerine kullanimi diisiik fiyat1 ve ¢ozeltideki
yiiksek stabilitesine bagli olarak ilgi ¢ekici bir arastirma konusu olmustur.
Miyoglobin  kirmiz1 kaslarda bulunur, prostetik grubu hem olan bir
kromoproteindir ve vucutta oksijen taginimi i¢in gereklidir. Polipeptid zinciri aktif
merkez gibi davranma yetenegine sahip olan hem grubu icermektedir. Peroksidaz
yerine kullanilan hemoglobin ve miyoglobinin dogal uzaysal yapisiyla ilgili
caligmalarin  verdigi sonuclara bakildiginda miyoglobinin peroksidaz gibi
davranabildigini ortaya koymustur. Bu ¢alismalar sonucunda hidrojen peroksid

biyosensorii yapiminda HRP yerine protein olarak kullanilmaya baglanmistir.

Bu ¢aligmada BPA tayinine yonelik olarak Mb temelli yeni bir biyosensor
sistemi gelistirilmesi amaglanmigtir. BPA([2,2-bis(-hidroksifenil)] propan) kati,
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fenolik kokuya sahip, kremsi beyaz renkte, kristalik yapida bulunan bir maddedir.
Bisfenol A (BPA), epoksi recineler ve polikarbonat plastiklerin iiretiminde
kullanilan hacmi yliksek olan bir endiistriyel kimyasaldir. Polikarbonat plastiklere
basta yiyecek ve icecek kaplari olmak iizere pek ¢ok iiriinde rastlanabilirken,
epoksi recgineler, metalik yiyecek ve icecek kaplarinin i¢ astarlart olarak
korozyonu oOnlemek icin siklikla kullanilmaktadir. Avrupa Gida Giivenligi
Kurumu (EFSA: European Food Safety Authority) tarafindan yapilan ¢aligmalarin
sonucuna gore, bir insan viicudunun giinliik kaldirabilecegi ve zehir etkisi
olusturmayan BPA miktari, viicut agirliginin her kilogrami i¢in 0,05 mg olarak
hesaplanmistir. Yetmis kilogram da {i¢ bucuk miligram BPA’yla etkilesen bir
insanin sagligi icin, 6zellikle bebek gelisimi siirecinde yan etkileri olabilecegi ve
yetiskin insanlar i¢in bazi saglik problemleri olusturabilecegi diisiiniilmektedir
(Fernandez M.F. et.al., 2007). Bu yilizden BPA tayini ¢ok 6nem arz etmektedir.
BPA, kadinlik hormonu olan strojene ¢ok benzeyen ksendstrojen igeren sentetik

bir yapidan meydana gelmistir.

Bu calismada gerek iletkenligin artmasi gerekse immobilizasyon igin
karboksillenmis MWCNT kullanildi. Karboksil gruplarinin aktivasyonu ig¢in
EDC-NHS kullamilmistir. Hazirlanan biyosensorde enzim kullanilmadan
miyoglobindeki Hem gruplarindan yararlanarak alternatif bir yaklagim
gelistirilmistir. KPE/MWCNT/Mb/GA modifiye sekilde hazirlanan biyosensorde
hidrojen peroksit ile miyoglobinin porfirin halkasindaki demir atomunun
etkilesimi sonucu H202 molekiilii su ve oksijene indirgenir. Mediator varliginda
[Ka(FECN6)] miyoglobinin porfirin halkasindaki Fe*? |Fe'®e vyiikseltgenir.
Mediator gorevi goren [Ka(FeCNe)] yiikseltgenmis formu elektrot yiizeyinde
indirgenerek akim olusturur. Sabit H20, ve artan BPA konsantrasyonuyla yapilan
Ol¢iimlerde akimin azalmasi akim farkinin artmasma neden olur. Miyoglobin
temelli biyosensorle yapilan 6lgiimler (-0.15) V- (+0.65) V potansiyel araliginda
DPV yétemi kullanilarak alinmigtir. Bunun sonucunda, BPA dogrusal tayin aralig
ve lineer araligin 100-1000 uM oldugu bulundu. Cevap siiresi 16 sn, tayin limiti
(LOD) degeri ise 89 uM olarak bulundu.

Tekrarlanabilirlik denemelerinde BPA i¢in ortalama deger (X)= 511,95,
standart sapma degeri (£S.S.)= +2,76 ve % varyasyon katsayis1 (%V.K.)= % 0,54
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olarak bulundu. Biyosensor cevaplart i¢in Optimum miyoglobin miktarinin 5
mg/ml, optimum MWCNT miktariin 10 mg oldugu bulundu. Optimum pH ‘in 7,
optimum sicakligin 25°C oldugu belirlendi. Tampon tiirii olarak potasyum fosfat
sistemi belirlendi. Son olarak 6 ay boyunca bekletilmis damacana suda BPA tayini

icin hazirlanan miyoglobin temelli elektrotla 6l¢iim yapilmistir.

Sonug olarak, miyoglobin temelli biyosensoriin BPA tayinine yoOnelik
olarak kullanilabilecek oldukga duyarli ve tekrarlanabilir sonuglar veren alternatif

bir yontem oldugu ispatlanmis oldu.
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