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OZET

1,5-PENTANDITIiYOL/ALTIN
NANOPARTIKUL/SISTEAMIN/GLUTARALDEHIT MODIFIYE
TIROZINAZ BiYOSENSORU ILE BISFENOL A TAYIN
OLANAKLARININ ARASTIRILMASI

OZTURK, Efe Deniz
Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez danismani: Prof. Dr. Erol AKYILMAZ

Aralik 2016, 55 sayfa

Tez kapsaminda biyosensor teknolojisine yeni ve orijinal bir bakis agisi
getirecek olan  1,5-pentanditiyol/Altin  Nanopartikiil/Sisteamin/Glutaraldehit
modifiye tirozinaz biyosensor sistemi ile gerek endustriyel ve gerekse Klinik
anlamda tayini 6nem arz eden Bisfenol A maddesinin duyarl bir sekilde tespitinin
gerceklestirilmesi amaglanmistir. Biyosensor tasariminda altin elektrot yiizeyinde;
1,5-pentanditiyol  kullanilarak kendiliginden olusan tek tabaka olusumu
gergeklestirilmistir. 1,5-pentanditiyol modifiye edilmis altin elektrot iizerine altin
nanopartikiil damlatilmis, elde edilen bu ylizey {izerine ise sisteamin kaplanmaistir.
Sisteaminden kaynaklanan —NH gruplar {izerine tirozinaz enzimi immobilize
edilip, glutaraldehit ile capraz baglama yapilmistir.

Tasarlanan enzim biyosensor sistemi ile bisfenol A dlcumleri, 0,0 & +0,4 V
arasinda diferansiyel puls voltametrisi yontemi ile gergeklestirilmistir. Olgiim
ortaminda  bulunan  Kz[Fe(CN)e]’tin  belirlenen  potansiyel araligindaki
yiikseltgenme piklerinde meydana gelene degisimler ile bisfenol A konsantrasyonu

arasindaki dogrusal iliskiden yararlanilarak dl¢timler gerceklestirilmistir.

Tasarlanan biyosensoriin optimizasyon c¢aligmalarinda, elektrot yizeyinde
olusturulan biyoaktif tabaka bilesenlerine yOnelik ¢alismalar gergeklestirilmistir.
Yapilan c¢aligmalar sonucunda optimum enzim miktari, SAM olusum siiresi,

sisteamin bekleme siiresi ve glutaraldehit miktar1 belirlenmistir. Calisma
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kosullarinin optimizasyonu sirasinda ise sicaklik, pH ve iyon siddeti gibi
parametreler incelenmistir. Enzim biyosensoriiniin  karakterizasyonuna yonelik
yapilan caligmalarda da bisfenol A’nin dogrusal tayin araliginin belirlenmesi,
substrat spesifikligi, girisimci etkisi, tekrarlanabilirlik, tekrar Gretilebilirlik, depo

kararlili1 ve igme suyunda bisfenol A tayini gerceklestirilmistir.

Elde edilen sonuglara gore en uygun enzim miktar, SAM olusum siiresi,
sisteamin bekletme siiresi ve glutaraldehit miktar1 sirasi ile; 117 U/mg, 16 saat, 8
saat ve % 2,5 olarak bulunmustur. Enzim biyosensorii i¢in ¢alisma tamponu olarak
100 mM , pH: 7,0 fosfat tamponu kullanilmis, ¢alisma sicaklig1 ise 30°C olarak
belirlenmistir. Karakterizasyon c¢alismalarindan elde edilen sonuglara gore de
enzim biyosensoriiniin dogrusal tayin araligi 25-500 UM, cevap siresi 19 saniye
olarak bulunmustur. Gelistirilen enzim biyosensorii ile icme suyunda bisfenol A

analizi yapilmis, elde edilen sonuglar referans bir metot ile karsilastirilmistir.

Anahtar kelimeler: 1,5-pentanditiyol, enzim biyosensor, sisteamin, bisfenol A



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BISPHENOL A DETERMINATION
CAPABILITIES WITH 1,5-PENTANEDITHIOL/GOLD
NANOPARTICLE/CYSTEAMINE/GLUTARALDEHYDE MODIFIED
TYROSINASE BIOSENSOR

OZTURK, Efe Deniz

Master of Science Thesis, Biochemistry Department

Supervisor : Prof. Dr. Erol AKYILMAZ

December 2016, 55 pages

In this thesis; 1,5-pentanedithiol/gold nanoparticle/cysteamine/glutaraldehyde
modified tyrosinase biosensor system which brings a new and original biosensor
design intented for bisphenol A determination was developed. Self-assembled
monolayer was formed in the presence of 1,5-pentanedithiol onto gold electrode.
Gold nanoparticle was dropped onto 1,5-pentanedithiol modified gold electrode;
then modified electrode was immersed into cysteamine solution. Tyrosinase was
immobilized to —-NH groups of cysteamine. Finally, cross-linking agent
glutaraldehyde was used.

Bisphenol A measurements with enzyme biosensor was operated between 0.0
& +0.4 V potantial with differantial pulse voltammetry. Measurements were
implemented with the relation of the differantion of reduction peaks which belongs
to Kz[Fe(CN)s] and bisphenol A concentration.

In the optimization studies, bioactive layer of the enzyme biosensor was
studied and optimized. Optimum enzyme amount, self-assembled monolayer
formation time, cysteamine incubation time and glutaraldehyde amount was
determined. Working conditions were also determined such as temparature, pH and
ionic strength.

In the characterization studies; linear range of the biosensor, substrate
specificity, interference effect, repeatability, reproducibility, stability and real
sample analysis were determined.



Optimum enzyme amount, self-assembled monolayer formation time,
cysteamine incubation time and glutaraldehyde amount was found to be 117 U/mg,
16 hours, 8 hours and % 2.5, 100 mM, pH: 7.0 phosphate buffer was used and
working temperature was determined 30 °C. Linear range of the biosensor was
found to be 25-500 uM and response time was calculated to be 19 seconds. Real
sample analysis were carried out with drink water samples with the enzyme
biosensor.

Keywords: 1,5-pentanedithiol, enzyme biosensor, cysteamine, bisphenol A.
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1.GIRIS
1.1. Biyosensorler

Biyosensorler; izole edilmis enzimler, immiinosistemler, dokular, yapay
enzimler ve organeller veya hiicreler tarafindan yonlendirilen biyokimyasal
reaksiyonlar1 kullanarak olusan cesitli (elektriksel, termal veya optik sinyaller)
sinyallerin yardimiyla herhangi bir analitin kalitatif ve kantitatif tayinini saglayan
aygitlardir. Basitlikleri, yliksek duyarhiliklar1 ve gercek zamanli analizlere
uygulanabilirlikleri nedeniyle ¢ok farkli ve genis alanlarda kullanilmaktadir.
Biyosensor tasarimi sirasinda kimya, biyoloji ve miihendislik gibi disiplinler arasi

arastirmalara gerek duyulmaktadir (Mehrotra, 2016).

Biyosensorlerin tarihi, 1950’11 yillarda L.C. Clark’in bir ameliyat sirasinda
kandaki O, miktarim1 bir elektrot ile izlemesiyle baglamistir. 1962 yilinda da
Clark ve Lyons, glukoz oksidaz enzimini O, elektrodu ile kombine ederek kanin

glukoz diizeyini 6l¢meyi bagsarmiglardir.
1.2. Biyosensorlerin Performans Ozellikleri

Secimlilik: Diger analiz yontemleriyle kiyaslandiginda; secimlilik
biyosensoérlerin en énemli performans faktorlerinden biridir. Bir biyosensorin
secimliligi lizerine baslica etki eden parametreler; sensorle girisim,

biyokatalizorlerle girisim ve pH’dur.

Kararhlik: Bir biyosensoriin kararliligr diger faktorlerde yeterli kosullar
saglandiginda onun pratik kullaniminin en O6nemli belirtisidir. Kararhlik,
biyosensoriin 6mrii konusunda bilgi verir. Kararli bir biyosensor tasarlayarak

ayn1 materyalle yapilabilecek analiz sayis1 da artacaktir.

Kalibrasyon gereksinimi: Ideal bir biyosensérde aranmasi gereken

faktorlerden biri de kalibrasyona gereksinim duyulmamasidir. Bu 6zellik teorikte

planlandig1 gibi pratikte her zaman gergeklestirilememektedir.

Tekrarlanabilirlik: Ideal bir biyosensériin aynmi kosullar altinda art arda

yapilan analizlerde hemen hemen aymi sonuglari vermesi beklenmektedir. Bu

yiizden; tasarlanan biyosensdriin tekrarlanabilirligi mutlaka incelenmelidir.



Tayin smiri: Tasarlanan biyosensdriin tayin alt sinirinin, yapilan analizdeki
beklentiye gore belirli bir konsantrasyona kadar inmesi gerekmektedir. Bu sinir,
elektrot ylizeyinin genisligine, biyoreseptoriin tayini yapilmak istenen maddeye
ilgisine veya immobilizasyon metoduna gore farklilik gosterebilir.

Olgiim araligi: Ol¢iim araligi olarak adlandirilan bdlge, biyosensérden
alman elektriksel sinyal-konsantrasyon egrilerinin dogrusal oldugu araliktir. Bu
aralilk ne kadar genis olursa, biyosensoriin duyarliligi da o kadar yiksek

olacaktir.

Cevap slresi: Bir biyosensoriin cevap siiresi ne kadar kisaysa;
kullanilabilirligi o kadar yiiksektir. Cevap slresi; amperometrik biyosensorlerde
akim-zaman egrilerinden anlasilabilirken; potansiyometrik elektrokimyasal

biyosensorlerde optimize edilerek en dogru cevap siiresi tayin edilebilmektedir.
1.3. Biyosensorlerin Yapisi

Biyosensorler temel olarak iki kisimdan olusur. Bunlar; biyokomponentler
(reseptor) ve fiziksel komponentlerdir (transduser). Biyosensor tasariminda temel
amag, reseptorde gerceklesen biyokimyasal doniisiim sirasinda olusan elektriksel
farklanmanin transduserda elektriksel sinyale doniistiiriilmesidir. Sekil 1.1°de bir
biyosensoriin ¢alisma prensibi sematize edilmistir (Velasco-Garcia and Mottram,
2003).

B o 5 11 5431
Cirmas Siweresepidr Tz ool s Siebrronk e lgieme
Enaimbsr
o —— Ll fintizadler Elebrrodias
ﬂl. Jfl Sk sl muither Trar G iler
o O [ ] U Fikroorganizmalar T rrbtrier i -__ 5 1
] Fat ) Ciodcular Otk ter | W [Esteniiiol et | | l-__:- ik e el e
ﬂ ﬂ Fiulcreler .____.-"
T Fiezoelekirik :
& Ll Wap ey Biyelojik Ertataliar
rexeElSrder

Sekil 1.1. Biyosensorlerin ¢aligma prensibi.



1.3.1. Biyokomponentler

Biyokomponentler ¢ogu zaman biyoreseptorler olarak da adlandirilirlar.
Yaygin olarak kullanilan ~ biyoreseptorler; enzimler, antikorlar,
mikroorganizmalar, doku preparatlar1 ve niikleik asitlerdir. Biyoreseptorler
analizlenecek maddeyi kimyasal olarak doniisiime ugratirlar. Bu doniisiime eslik
eden veya bu doniisim sonucu agiga cikan sinyaller transduser tarafindan
algilanir.  Yiksek secimliliklerinden dolayr enzimler; en sik kullanilan
biyoreseptorlerdir. Uygun bir enzimin bulunamamasi durumunda veya birden
fazla maddenin edilmesi gereken durumlarda da mikroorganizmalardan da
faydalanilabilir. Degisik reseptor davranigi gosteren mikroorganizmalar;
biyolojik oksijen gereksinimi, toksisite ve mutajenite testlerinde siklikla
kullanilabilmektedir.

Biyokomponentlerin immobilizasyonu

Uygun biyokomponent ve transduser secildikten sonra, bunlarin
birbirlerine baglanmasi biyosensor tasariminda olduk¢a 6nemli bir noktadir ve
buna biyokomponent immobilizasyonu adi verilir. Baglama islemi pek ¢ok farkli
yontemle yapilabilmekle beraber; hangi yontemin kullanilacagi segilen
transduser ve biyokomponente gore degisir. Biyosensdr immobilizasyonunda

siklikla 5 farkli yontem kullanilmaktadir. Bunlar;

Kovalent baglama: Biyokomponentin transduser yuzeyine kimyasal bir

reaksiyon sonucu kovalent olarak baglanmasidir.

Tutuklama: Biyokomponentin  bir membran veya matriks icinde
hapsedilmesidir.

Capraz  baglama: Tutuklanmis biyokomponentlerin  bifonksiyonel

reaktiflerle film veya tabakaya kovalent olarak baglanmasi saglanir.
Adsorbsiyon: Biyokomponentin bir film veya tabaka (zerine kovalent
olmayan etkilesimlerle (hidrofobik, hidrofilik veya iyonik etkilesim)

adsorblanmasidir.

Biyolojik baglama: Biyokomponentin bir film veya tabaka tizerine spesifik

biyokimyasal baglama yollariyla assosiyasyonudur.



1.3.2. Transduserler

Biyokomponentlerin biyokimyasal reaksiyonlar1 sonucu ac¢iga c¢ikan
sinyalleri, dlgiilebilir fiziksel sinyale doniistiiren cihazlara transduser adi verilir.
Teorik olarak biyokomponent ve transduserlerin bircok kombinasyonu
olusturulabilmekle beraber; bu kombinasyonlar herhangi bir elektriksel bir sinyal
olusturmazsa biyosensor fonksiyon gostermez. Sekil 1.2° de kullanilan

transduser tiirline gore biyosensorlerin siniflandirilmasi sematize edilmistir.

Biyoreseptir
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Sekil 1.2. Kullanilan transdusere gére biyosensorlerin smiflandiriimasi (Otles, 2011).

Transduser yizeyinin Kaplanmasi

Transduser yiizeyi kaplanirken, ya polimerizasyon dogrudan transduser
yiizeyinde gerceklestirilip bir film elde edilir; veya dnceden hazirlanan polimer
ile transduser ylizeyi kaplanir. Polimer, transduser yiizeyine adsorbsiyon veya
kovalent baglama ile tutturulur.

Daldirma yontemi

Elektrot ilk olarak enzim ve reaktif polimer veya inert bir protein ve ¢apraz
baglayici reaktifi iceren karisima daldirilir. Belirli bir bekleme siiresinin ardindan

elektrot yilizeyinde olusan film bir O-ring ile tutturulur. Son adimda elektrot



notrallestirilir ve ¢apraz baglayicinin fazlasi uzaklastirilir (Suaud-Chagny and
Pujol, 1985).

Direkt baglama yontemi

Daldirma yonteminde biyokomponent ve transduser yilizeyinde film
olusturacak  maddenin  bir  ¢ozeltisi  hazirlanmaktadir.  Kullanilacak
biyokomponentin yeterli miktarda elde olmamasi durumunda, daldirma
yontemiyle transduser yiizeyinde dnce bir membran olusturulacagi gibi; hazir
membranlarla da kaplama yapilabilir. Az miktarda biyokomponent ¢ozeltisi ince
bir tabaka olusturacak sekilde damlatilir ve ardindan ¢apraz baglayici ilave edilir
(Tran Minh Canh and Beaux, 1979).

Membran kullanim

Bu yontemle, dnce biyokomponenti immobilize halde iceren membran
hazirlanir ve bu membran ile transduser yiizeyi kaplanir. Boylece ayni karakterli
membrandan bol miktarda hazirlanabilir ve bu membranlar biyosensor tasarimi
icin oldukc¢a uygundur (Mascini et al., 1983).

1.4. Biyosensorlerin Siniflandirilmasi
1.4.1. Optik biyosensorler

Optik temelli biyosensorler, transduser olarak optik lifler Gzerine uygun bir
yontemle biyokomponent immobilize edilerek hazirlanan 6l¢lim sistemleridir.
Biyokimyasal reaksiyon sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal
degisimin Ol¢limii esas almir. Sinyal; 151k yansimasi, sagilimi ya da yayimi

sonucu olusur.
1.4.2. Termal biyosensorler
Bu tur biyosensorlerin temel ilkesi; biyokimyasal reaksiyon sonucu entalpide

meydana gelen degisimden yararlanilarak substrat konsantrasyonunu belirlemektir.

Oldukea kiiciik sicaklik degisimleri termal olarak yalitilmis ortamlarda izlenebilir.



1.4.3. Piezoelektrik biyosensorler

Piezoelektrik  biyosensorler, karakteristik rezonans  frekansindaki
farklanmay1 belirleyerek, bir piezoelektrik kristal yiizeyinde toplanan Ornegin
kiitlesinin Ol¢lilmesi esasina dayanir. Biyosensor secimliligi, kristal yiizeyde

madde ile spesifik bir etkilesime sahip analitin birikimi ile orantilidir.
1.4.4. Elektrokimyasal biyosensorler

Iyon veya elektron gibi elektroaktif tiirlerin agiga ¢iktig1 yada bu tiirlerin
kullanildig1 reaksiyonlarin temel alindigi durumlarda; elektrokimyasal temelli
biyosensorler siklikla kullanilabilmektedir. Cozeltinin elektriksel 6zelliklerinde
meydana gelen degisimlerin Olgiilmesi esasina gore elektrokimyasal temelli
biyosensorler tasarlanir. Elektrokimyasal biyosensorler; olculen elektriksel

parametreye gore 3 gruba ayrilirlar.

Konduktometrik elektrokimyasal biyosensorler

Bu tur biyosensorlerle ¢ozeltinin elektriksel direnci olculir. Elektrokimyasal
tepkimeler sonucu olusan elektronlar veya iyonlar ¢dzeltinin iletkenliginde ve
direncinde degismelere yol acar. Kondiiktometrik Sl¢iimler nicel olarak incelendigi
zaman diisiik duyarlilifa sahiptir. Derisim polarizasyonu ve cift tabakali yiikleme
gibi istenmeyen etkilerin Oniine gegmek amaciyla alternatif akim kullanilarak

elektrik alan olusturulur.

Amperometrik elektrokimyasal biyosensorler

Amperometrik temelli biyosensorlerle yapilan 6lgiimlerin temeli, analizi
yapilmak istenen maddenin belirli bir potansiyel altinda indirgenmesi veya
yiikseltgenmesidir. Biyokimyasal reaksiyon sonucu olusan akim analit

konsantrasyonuna baglidir.

Potansiyometrik elektrokimyasal biyosensorler

Potansiyometrik biyosensorlerde, biyokimyasal tepkimeyi elektriksel sinyale
doniistiirmek icin iyon segimli elektrotlar kullamlir. Olgiim prensibi bir
karsilagtirma elektrodu ve uygun bir c¢alisma elektrodu ile olusturulan
elektrokimyasal hticrede olgllen gerilim degerleri ile hiicre ¢ozeltisindeki tiirlerin



nicel analizinin yapilmasidir. Calisma elektrodu, ¢ozeltideki tiirlerden bazilarina
secimlilik gosteren ve i¢ kisminda bir bagka karsilastirma elektrodu ile nicel analizi
yapilacak tiiriin belirli derisimdeki ¢6zeltisi bulunan ve bir membran ile analizi
yapilacak ¢ozeltiden ayrilmis bir elektrottur. Analizlenecek ¢ozeltiye daldirilan bu
elektrot ile ayn1 ¢Ozeltiyle temas halinde olan bir karsilastirma elektrodu arasinda
logaritmik bir iliski vardir. Hiicredeki gerilimin Olgiimii sirasinda iki elektrot
arasinda uygun bir devre yardimiyla bir akimin ge¢gmemesi saglanir. igte ve dista
bulunan ¢ozeltilerde analizi yapilacak tiirtin derisimi agisindan bir fark varsa
membranin i¢ ylizeyi ve dis yiizeyi arasinda bir gerilim farkli olusur. Bu gerilim
farkinin degeri, analizi yapilan tiire ve derisimine bagli oldugu gibi, membranin
cinsine ve ¢ozeltide bulunan 6teki bilesenlerin cins ve miktarina baglidir. Reseptor
olarak enzim kullanilan potansiyometrik biyosensorlerde katalizlenen tepkime
sonucu ya hidrojen iyonu olusur veya hidrojen iyonu adsorblanir. Potansiyometrik

biyosensor olarak kullanilan elektrotlar 2 grup altinda incelenebilir:

» Normal pH elektrot: Bu elektrotlar belirli baglanma boélgelerine baglanan

katyon derisimine bagl olarak elektriksel potansiyel olusturmaktadir.
» Duyar gaz gecirgen pH elektrot: Membrandan diflizlenen gazlar membran

ve elektrot arasindaki ¢ozeltide pH degisimine neden olur.

1.5. Voltametri

Akim, gerilim ve derisim iligkilerini inceleyen elektroanalitik ydnteme
voltametri denir. Voltamogram denen akim-gerilim egrileri i=f(E) iki veya ig
elektrotlu sistemlerle elde edilir. Bu elektrotlar ¢alisma elektrodu, karsilastirma

elektrodu ve yardimer elektrottur (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Elektrokimyasal bir 6l¢iim semasi ve tiglii elektrot sistemi (Cin, 2007).

Voltametride ¢ok cesitli ¢alisma elektrotlar1 kullanilabilir. Temelde bu
elektrotlar, civa temelli, kati, modifiye ve doner elektrotlar olarak dort kategoriye

ayrilabilir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. VVoltametrik ¢aligma elektrotlari.
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Voltametride polarize elektrotlar arasina giderek artan miktarda bir gerilim

uygulanir. Ayrisma gerilimine (Ea) dek sistemden bir akim ge¢gmez. Daha sonra

akimda hizli bir artis gozlenir. Akimdaki artisin hiz1 6zellikle seyreltik ¢ozeltilerde

gerilim arttik¢a bir siire sonra azalir ve siir bir degere ulasir. Buna limit akim

denir. Limit akim karistirma hizina ve derisime bagl olarak degisir. Akimi, birim

zamanda elektroda taginan tanecik sayist (taginma hizi) belirler. Tasinma

olaylarindan hangisi egemense limit akim onun adini alir.



Voltametrik yontemin duyarliligini arttirmak i¢in ileri voltametrik teknikler
gelistirilmistir. Bunun yani sira, elektrot mekanizmalarinin aydinlatilmasinda yine
bir ileri voltametrik teknik olan dongisel voltametri (CV) kullanilmaktadir.
Ozellikle elektrokimyasal biyosensorlerde, ileri voltametrik tekniklerden olan
diferansiyel puls voltametrisi (DPV) yayginlagsmaya baslamistir.

1.5.1. Diferansiyel puls voltametrisi (DPV)

Bu yontemde sigasal artik akimin Olgiilen akimdaki paymi azaltmak ve
secimliligi arttirmak i¢in pulsun basinda ve sonundaki akimlar Olciiliip farklari
alinmaktadir. Yontemde giderek artan bir dogru akim potansiyeline sabit genlikli

pulslar uygulanir (Sekil 1.5).

(€)) (b)

(/\i;))1
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Akim farklanmasi

Potansiyel Potansiyel

Sekil 1.5. Akim-potansiyel (a) ve akim farklanmasi-potansiyel (b) egrileri (Harvey, 2016).
1.5.2. Doéngusel voltametri (CV)

Yontemde potansiyel tarama islemi dongiiseldir. Potansiyel E; degerinden E,
degerine belirli bir hizla tarandiktan sonra, taramanin yonii ¢evrilerek E; degerine
tekrar ulasilir. Boylelikle elektrokimyasal tepkimeyle olusan iiriiniin, ters dongiiyle
elektrokimyasal davranisini inceleme olanagi ortaya cikar. Tarama tek bir dongiiyle
sonlanabilecegi gibi ardisik dongiilerle defalarca yapilabilir. Ayrica sonlanma
potansiyeli baslangi¢ potansiyeli ile ayn1 olmayabilir. Tepkime tersinir oldugunda
taramanin bir yoniinde indirgenme, diger yoniinde ylikseltgenme olacagindan her
iki olaya iligskin pik ytikseklikleri birbirine esit olur (Sekil 1.6). Pik akimlar1 ve pik
potansiyellerinden yola ¢ikilarak tepkimenin tersinir olup olmadig1 veya difiizyon

kontrollii olup olmadigi anlasilir (Anik, 2013).
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Sekil 1.6. Zaman-potansiyel (a) ve akim-potansiyel (b) egrileri (Harvey, 2016).

1.6. Calisma Kapsaminda Kullanilan Biyoaktif Tabaka
Bilesenleri ve Immobilizasyon Yéntemleri

1.6.1. Kendiliginden olusan tek tabakalar (SAM)

Kendiliginden olusan tek tabaka (SAM) olusumu, kati bir substrat ve segilen
organik molekiliin bas kismi1 arasindaki kuvvetli kemisorbsiyon tarafindan tesvik
edilir; ve sonug olarak kontrol edilebilir, ¢ok ince boyutlu organik filmler edilir
(Bain et al., 1989; Dubois and Nuzzo, 1992; Ulman, 1991). Kat1 bir substratin oda
sicakligindaki adsorbat ¢ozeltisine daldirilarak iyi tanimlanmis ve organize edilmis
yuzeylerin elde edilmesi; mesafeye dayali elektron transferi (Becka ve Miller,
1993), tekli elektron transistér mekanizmasi (L. Feldheim et al., 1998) ve Coulomb
merdiveni (Dorogi et al., 1995) gibi molekiiler olaylarin izlenmesinde oldukca
kullanilabilir bir durum olusturmaktadir. Hem metal hem de yari iletkenlerin tekli
nanogruplarinin  olusturulmasiyla; tek tabakalarin terminal fonksiyonlari,
nanomimarilerinin daha iyi kontrol edilmelerini saglamaktadir (K. Vijaya Sarathy
et al., 1999; Pethkar et al., 2001). Bu mimari, biyomolekuler elektronik ve
biyosensor tasarimi gibi optik ve elektronik ozellikleri uygun bi-fonksiyonel
molekulin secilmesiyle hafifletilebilen uygulamalarda buyuk bir potansiyele
sahiptir ( Sekil 1.7).



11

Sekil 1.7. Amfifilik adsorbatlarin kat1 bir yiizey iizerinde kendiliginden olusumu (Park et
al., 2014).

Mevcut biyosensorler gelistirildikge, yeni biyosensor tasarimi konusunda
yapilan arastirnmlar artmaya baslamistir. Ozellikle klinik uygulamalarda
minyatilirize edilmis biyosensorlere duyulan gereksinim bu hizli artisa sebep
olmustur. Kendiliginden olusan tek tabakalar g¢esitli ozellikleriyle bu tir
uygulamalara ilgi cekici yenilikler sunmaktadir. ilk olarak; sadece yeteri kadar
kaynaga ihtiya¢ duyduklarindan dolayr minyatiirize edilmeleri daha kolaydir.
Ayrica kendiliginden olusan tabakalarin alkan tiyollerinin iyi diizenlenmis ve siki
uzun zincirleri hiicresel g¢evrenin lipid ¢ift tabaka yapisina biiyiik oranda benzerlik
gosterdiginden; immobilize biyomolekiillere uygun baglanma bolgeleri
saglamaktadir. Kolay iiretilebilir olmalar1 ve elektrokimyasal dl¢climlerde metal
substratlarla ( altin, giimiis vb.) uyumlu olmalar1 potansiyometrik 6l¢iimler de dahil
olmak iizere pek ¢ok yontem icin kolaylik olusturmaktadir. Son olarak da
immobilize edilmis molekillerde modifiye edildikten sonra bile kimyasal
kararliliklarin1  biiylik 6lglide koruduklarindan; elektrokimyasal, optik veya
piezoelektrik transduserlerle kullanimlari miimkiindiir (Chaki and Vijayamohanan,
2002).

Tek tabakalarin hazirlanmasi ve karakterizasyonu

Kendiliginden olusan tek tabakalarin avantajlarindan biri ¢ok kolay
metotlarla laboratuar ortaminda hazirlanabilmeleridir. Calisilmak istenen Kkati
substrat, tabakasi olusturulmak istenen molekiiliin ¢ozeltisine daldirilir; molekiiliin
coziinlirlestirildigi ¢oziicli ile yikanarak inert bir gaz altinda kurutulur. Kati
substratin yapist ve sertligi, ¢oziiciiniin 6zellikleri, adsorbatin dogasi, adsorbatin
derisimi ve sicaklik gibi faktorler tek tabakalarin dizilimini etkilemektedir. Ayrica
kat1 substratin temizligi ve kristal oOzelligi tek tabakanin yogunlugunun
belirlenmesinden 6nemlidir. Pek ¢ok substrat icin kesin bir temizlik prosediru ve
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substrat 6n muamelesi, tek tabaka dizilimi olusturulmadan 6nce yapilmasi gereken
islemlerdir (Bain et al., 1989).

Kararl1 olmalari, tekdiize yiizey yapisi olusturmalar1 ve tabakanin inceliginin
gorece olarak kolay ayarlanabilir olmasi kendiliginden olusan tabakalarin
biyosensor tasariminda kullanimini uygun hale getirmektedir. Uygun SAM
kullanilmasi, biyomolekiillerin kontrollii bir sekilde yonelimlerini saglamaktadir
(Cheng et al., 2008; Jung et al., 2006).

Kendiliginden olusan tek tabaka temelli enzimatik biyosensorler

Enzimatik biyosensodrler, enzim ve substrati arasinda gerceklesen spesifik
reaksiyon sonucu agiga c¢ikan elektroaktif tiirlerin (hidrojen, hidrojen peroksit,
amonyum vb.) elektrot yiizeyinde Ol¢iilmesini saglayan sistemlerdir (Arya et al.,
2009). Kendiliginden olusan tek tabaka temelli enzim modifiye biyosensorler bazi
etkili girisimcilere karsi se¢imlilik saglamaktadir (Zhong et al., 2005). Ayrica;
kendiliginden olusan tek tabakalar altin nanopartikiil ve enzimlerin birlikte
kendiliginden olusumlarini da saglayabilmektedir (Zhong et al., 2005). Altin
nanopartikillerin  kendiliginden olusan tabakalarla bu sekilde bir araya
getirilmesiyle yiizey alani arttirilmis olur; ve bdylece enzim yliklemesinin yakin bir
cevrede gerceklesmesi sonucunda tasarlanan biyosensorlerin hassasiyeti arttirilmis
olur. Bunlara ek olarak kendiliginden olusan tek tabakalar, amperometrik
biyosensorlerin  kararliliklarinin ~ arttirlmasinda  (Vidal et al., 2004) ve
tekrarlanabilir yanitlarin alinmasinda da etkili olmaktadir (Sirkar et al., 2000).

1.6.2. Altin nanopartikuller

Yapilan son aragtirmalarda goriilmektedir ki, biyosensdrlerin performans
faktorleri biyomolekiillerin immobilizasyonuna dogrudan baglidir. Bu baglamda;
biyosensor tasariminda nanomalzemelerin kullanimi heyecan verici bir yaklagim
teskil etmektedir. Bu cihazlarin olduk¢a umut vaat eden Ozellikleri,

nanomalzemelerin essiz dogasindan kaynaklanmaktadir (Katz et al., 2004).

Altin nanopartikillerin - (AuNPs), biyomolekdllerin  immobilizasyonunu
kararli bir sekilde saglarken ayn1 zamanda biyoaktivitelerini devam ettirmelerine
olanak vermeleri biyosensor tasariminda oldukga biiyiik bir avantajdir. Ustelik;
altin nanopartikiiller, elektrot materyali ve redoks proteinleri arasinda dogrudan

elektron transferi saglayarak mediyatér gereksinimini de ortadan kaldirirlar.
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Yiksek yiUzey-hacim oranlari, yiiksek yiizey enerjileri, protein-metal partikil
mesafe araligini diisiirmeleri ve prostetik grup ile elektrot yiizeyi arasinda elektron
yiriitiicii olarak islev gosterme ozellikleriyle elektrot yiizeyi ve redoks proteini
arasinda elektron transferinin ger¢eklesmesini saglamaktadir (Liu et al., 2003;
Yéafez-Sedefio and Pingarréon, 2005). Altin nanopartikiiller ayrica; hidrojen
peroksit, oksijen ve NADH gibi molekullerin redoks islevlerinin elektrokatalizi i¢in
kullanigh bir ara yiiz alan1 da olustururlar (Md. Harunar Rashid et al., 2006).

Altin nanopartikiillerin elektrot yiizey modifikasyonu ya da elektrot ana
malzemesi olarak kullanilmasi analitik sinyalin katalitik olarak artisina ve yapilan
Olclimiin hassasiyetinin artmasini saglamaktadir. Ayrica enzimatik, immiino veya
DNA biyosensdrlerinin immobilizasyonunda uygun bir destek malzemesi olarak da
islev gorebilmektedirler (Trojanowicz, 2006).

Voltametri, altin nanoyapilar ile modifiye edilmis elektrot sistemlerinin
elektrokimyasal teshisini saglayan bir yontemdir. Bu tur élglimler potansiyometrik
veya amperometrik tayin yontemlerinden daha once kullanilarak, elektrot
sisteminin analitik isleyisi hakkinda detayli bilgiler vermektedir. Buna bagli olarak
altin nanopartikiil iceren yontemler inorganik iyonlar ve kigiuk organik
molekiillerin  tayininde kullanilabilmektedir. Bu yoOntemler; enzimatik,
immunokimyasal ve DNA biyosensorlerine uygulanabilmektedir (Trojanowicz,
2006).

1.6.3. Tirozinaz

Tirozinazlar (E.C 1.14.18.1) dogada yaygin bi¢imde bulunan ve bakir i¢eren
enzimlerdir (Lerch, 1995; Mayer, 1986). Melanin diizenlenmesi ve ¢esitli islevleri
acisindan oldukga gerekli enzimlerdir (Butler and Day, 1998; Nosanchuk and
Casadevall, 2003). Bitkilerde, mantarlarda ve pek ¢ok omurgasizda yara iyilesmesi
ve birincil immiin cevabin olusmasinda onemli islevleri vardir (Cerenius and
Soderhall, 2004). Memelilerde ise retina ve deride melanositler halinde bulunurlar
(Garcia-Borrén and Solano, 2002).

Tirozinazlar iki farkli enzimatik reaksiyonu katalizlemek icin molekiiler
oksijeni kullanirlar (Decker et al., 2000): monofenollerin o-difenollere orto-
hidroksilasyonu (monofenolaz aktivitesi) ve o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonu
(difenolaz aktivitesi) (Sekil 1.8). Cakisan substrat spesifiklikleri nedeniyle; enzimin
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difenolaz aktivitesi gosteriyor olmasi monofenolaz aktivitesi de gosterecegi

anlamina gelmemelidir.

monofenolaz aKtivitesi

R R
+ %0, —>»
HO
OH OH
monofenol o-difenol
difenolaz aktivitesi
R R
+ O2 —_— + HZO
HO O
OH O
o-difenol o-dikinon

Sekil 1.8. Tirozinaz enziminin katalitik aktivitesi (Claus and Decker, 2006).

Bakir, tirozinaz enziminin katalitik aktivitesi i¢in gereklidir. Bu enzimlerin
kristal yapilari, enzimin aktif DboOlgesinde iki bakir iyonunun varligini
gostermektedir. Farkli organizmalardan izole edilen tiim tirozinaz enzimlerinde her
bir bakir iyonunun, proteinin birincil yapisinda bulunan ii¢ histidin kalintistyla

koordine oldugu goriilmektedir ( Sekil 1.9).
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[ g g~ - a .
- \% y 1. bakar iyonu baglanma bélgesi

H-X5-15-H-X8-H

2. bakar iyonu baglanma bélgesi

H-X3-H-X26-31-H

Sekil 1.9. Tirozinaz enzimin aktif bélgesinde bulunan bakir iyonlarimin koordinasyonu
(Faccio et al., 2012).

Mantar veya bakterilerden izole edilmis tirozinaz enzimi kullanilarak fenolik
bilesiklerin pikomolar seviyelerinde tayinine olanak saglayan biyosensorler
gelistirilmistir (Abdullah et al., 2006; Streffer et al., 2001; Wang et al., 2002).
Meyve suyu, cay, serum ve recellerde fenolik bilesiklerin tayinine yonelik

mantardan izole edilen tirozinaz temelli biyosensorler gelistirilmistir (Girelli et al.,
2009).

1.6.4. Glutaraldehit

Glutaraldehit o6zellikle enzimlerin kovalent immobilizasyonunda yaygin
olarak kullanilan homo bifonksiyonel bir bilesiktir. Homo bifonksiyonel maddeler,
proteindeki lizin kalintisinin amino gruplari gibi primer aminlerle Segici olarak
etkilesime girerler. Suda, benzen ve alkol gibi susuz ortamlarda kararli ve

¢Oziinebilir olmasi nedeniyle kullanimlari ¢ok yaygindir (Freitag et al., 1997).

Glutaraldehit, icerdigi iki aktif aldehit grubu ile biyosensor gelistirilmesinde
kullanilan enzim, mikroorganizma ve doku kesitleri gibi biyolojik bilesenlerin,
kitosan, kolajen, jelatin ve karragenan gibi biyolojik matriks molekdllerinin
polimerleri Uzerindeki —NH. gibi gruplarla su ¢ikararak birlesir ve iki polimer
zincirini birbirine gapraz baglar. Bu esasa dayali immobilizasyon yontemi oldukga
sik kullanilmaktadir (Sezgintlrk and Dingkaya, 2005). Ydntem kolay uygulanabilir

olup genellikle sistemin termal, iglem ve depo kararliliklarin1 da arttirmaktadir.
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1.7. Bisfenol A

Yaygin adi bisfenol A (BPA) olan 2,2-(4,4-dihidroksidifenil) propan, 2 mol
fenol ve 1 mol asetonun bir araya gelmesiyle olusur (Sekil 1.10). Polikarbonat
plastiklerin, epoksi reginelerin ve alev almay1 Onleyici malzemelerin iiretiminde
sik¢a kullanilir (Bruchet and Janex-Habibi, 2004). Ayn1 zamanda pestisitlerin ve
antioksidanlarin i¢eriginde de bulunabilir (Staples et al., 1998)

BPA, memeli hicrelerinde 6strojen reseptorlerine baglanarak kromozomal
bozukluklara neden olmaktadir (Matthews et al., 2000). Bilinen bir baska etkisi de
erkeklerde sperm hiicrelerinin sayisinda azalmaya sebep olmasidir (Yachiguchi et
al., 2014). Tim bu etkileri g6z 6niine alindiginda BPA’nin hizli ve se¢imli yollarla
analiz edilmesi hem cevre kirliginin Onlenmesinde hem de insan sagliginin

korunmasinda 6nemli bir etkisi olacaktir.

BPA tayinine yonelik olarak enzim immobilizasyonuyla gerceklestirilen
bircok biyosensor sistemi bulunmaktadir. Bu biyosensorler, karbon nanotiip,
karbon pasta gibi ¢esitli kompozit elektrot sistemlerinden olusturulan biyosensor

sistemleridir. Elde edilen sonuclar dahilinde sistem c¢apraz baglayici ajan

kullanimiyla kovalent modifikasyonu da kapsayacaktir.

HsC CHg

HO OH

Sekil 1.10. Bisfenol A’nin kimyasal yapisi.
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2. MATERYAL METOT
2.1. Materyal
2.1.1. Cihaz ve diger ekipmanlar

Denemelerde PalmSens Ins. (Hollanda) marka potansiyostat; CHI 104 model
Altin (Au) ¢alisma elektrodu, CHI 111 model Ag/AgCl doygun referans elektrodu,
BASI MW-1032 model platin yardimc: elektrodu; Eppendorf P100 ve P1000
otomatik pipetleri, Lauda (Germany) marka termostat, IKA marka manyetik
karistirici, ElIma E 120 H Sonikatér kullanildi.

2.1.2. Kimyasallar

1,5-pentanditiyol, altin nanoparitkiil, sisteamin, glutaraldehit, bisfenol A,
mantar tirozinazi (E.C 1.14.18.1), potasyum fosfat monobazik, potasyum klorr,
potasyum ferrisiyanid, hidroklorik asit, sodyum hidroksit ve silfirik asit Sigma
Chemical (USA)’dan , gama alimina (0,1; 0,05 pm) CH Instruments Inc.’dan

temin edilmistir.
2.2. Yontem
2.2.1. Biyosensoriin hazirlanmasi
2.2.1.1. Altin elektrotun temizlik prosedir

¢0,1 ve 0,05 mikronluk gama aliimina bulamaci kadife bir yiizeye az
miktarda damlatilir.

e Au elektrot ilk olarak 0,1 daha sonra ise 0,05 mikronluk gama aliimina
bulamacinda hafifce bastirilarak yaklasik 200 kez sekiz rakami seklinde hareket
ettirilerek kadife yiizey iizerinde gezdirilir. Islemin ardindan Au elektrot bidistile
su ile yikanir.

e Adsorblanmig partikiillerin uzaklagtirilmasi amaciyla Au elektrot % 99’luk
etanole daldirilir ve 10 dakika boyunca sonik banyoda bekletilir. Ayni islem
bidistile su ile tekrarlandiktan sonra Au elektrot bidistile su ile yikanir.

e Elektrot ylizeyinin elektrokimyasal temizligi icin 0,5 M H2SO4 ¢ozeltisi
icerisinde -0,3 V — 1,5 V potansiyelleri arasinda, 100 mV/s tarama hizinda 30 adet
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CV 6l¢limii alinir. Bu islemin ardindan elektrot bidistile su ile yikanir ve azot gazi
altinda kurutulduktan sonra +4 °C’de saklanir.

Bivoaktif tabakanin olusturulmasi

e Au elektrot, % 99’luk etanolde hazirlanan 25 mM’lik 1,5-pentanditiyol
¢ozeltisine daldirilir ve 12 saat boyunca ¢dzelti icinde bekletilir. Inkiibasyon
stresinin sonunda elektrot ¢ozeltiden ¢ikarilir ve baglanmayan tiyolik bilesiklerin
uzaklastirilmasi amaciyla % 99’luk etanol ¢ozeltisine birkag kez daldirilip azot gaz1
altinda kurutulur.

e 1,5-pentanditiyol modifiye altin elektroda 10 nm boyutunda AuNP
cozeltisinden 20 pL damlatilarak oda sicakliginda kuruyana kadar beklenir.

e 1,5-pentanditiyol/AuNP modifiye altin elektrot; 100 mM, pH: 7,0 potasyum
fosfat tamponunda hazirlanan 25 mM’lik sisteamin (Cys) ¢6zeltisine daldirilir ve 8
saat boyunca iginde bekletilir. Inkiibasyon siiresinin sonunda elektrot ¢ézeltiden
cikarilir ve baglanmayan sisteamin molekiillerinin uzaklastirilmas1 amaciyla
tampon ¢ozeltisi ile yikanip azot gazi altinda kurutulur.

¢100 mM, pH: 7,0 potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 0,6 mg/ml’lik
tirozinaz c¢oOzeltisinin 15 pL’si, 1,5-pentanditiyol/AuNP/Cys modifiye altin
elektrotun tizerine damlatilir ve oda sicakliginda kuruyana kadar beklenir.

e Tirozinaz enzimini biyoaktif tabakaya ¢apraz baglamak amaciyla modifiye
elektrot; 100 mM, pH: 7,0 potasyum fosfat tamponundan hazirlanan % 2,5’luk
glutaraldehit ¢ozeltisine 5 dakika boyunca yavasga daldirilip ¢ikarilir. Baglanma
yapmayan molekullerin uzaklastirilmasi amaciyla tampon ¢ozeltisi ile yikanip azot
gaz1 altinda kurutulur.

e Hazirlanan 1,5-pentanditiyol/AuNP/Cys/Tyr/GA modifiye altin elektrot;
yizeyi 100 mM, pH: 7,0 potasyum fosfat tamponuna temas edecek sekilde +4
°C’de saklanir. Hazirlanan enzim biyosensdriiniin immobilizasyon asamalarina

iligkin sema Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Enzim biyosensdriiniin immobilizasyon asamalari.
2.2.2. Biyosensoriin ¢alisma prensibi

Hazirlanan enzim biyosensoriiniin ¢alisma prensibi; 0,0 V & +0,4 V
potansiyel araliginda alinan Olgiimlerde BPA’nin, tirozinaz enzimi tarafindan
BPA’nin monokinon tiirevine doniismesi esasina dayanir. Katalizlenen bu
reaksiyon sonucu agiga c¢ikan elektronlar, ortamda bulunan K3[Fe(CN)es]’den
kaynaklanan Fe3* iyonlar tarafindan altin elektrot yiizeyine aktarilir. Bu sekilde
tirozinaz enziminin aktif merkezindeki bakirm (Cu?*) rejenerasyonu
saglanmaktadir. Bu esnada ise Fe3* iyonlarina ait DPV piklerinin azalmasi
izlenerek BPA konsantrasyonunun 6lgiilmesi hedeflenmektedir (Sekil 2.2).

Bisfenol A

HG, Chs Tirozinaz K Fe(CN)g
Yy 7 (0x)

HG, CHy
HO Mo Tirozinaz K:Fe(CN),
(red)

Monokinon

Sekil 2.2. Enzim biyosenséruntin élguim prensibi.
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2.3. 1,5-pentanditiyol/AuNP/sisteamin/tirozinaz/GA Enzim
Biyosensorinin CV Karakterizasyonu

Tasarlanan modifiye enzim biyosensoriiniin kinetik davranisinin incelenmesi
amaciyla; immobilizasyondan 6nce ve her immobilizasyon asamasinin ardindan
100 mM, pH: 7,0 potasyum fosfat tamponundan hazirlanan 1mM Kz[Fe(CN)s]
¢ozelti ortaminda, -0,4 V & +0,4 V potansiyel araliginda CV yontemi ile élglimler
almmastir. Bu sekilde, her asamada elektrot yiizeyine immobilize edilen biyoaktif

tabaka bilesenlerinin elektrotun davranisini ne dlgiide degistirdigi belirlenmistir.

2.4. 1,5-pentanditiyol/AuNP/sisteamin/tirozinaz/GA
Biyosensorinin Biyoaktif Tabaka Bilesenlerinin Optimizasyon
Calismalar

2.4.1. Enzim aktivitesinin biyosensor cevabina etkisi

Enzim aktivitesinin modifiye biyosensoriin cevabma etkisini incelemek
amaciyla; farkli aktivitelerdeki 3 enzim preparatindan alinan enzim ¢ozeltileri
kullanilarak olgtimler alinmistir. Bu amagla; 39, 117 ve 234 U/ml aktiviteye sahip
enzim ¢ozeltileri kullanilmistir. Calismalar pH: 7,0; 100 mM potasyum fosfat
tamponunda hazirlanan 1 mM K3[Fe(CN)s] ortaminda ve 25 °C sabit sicaklikta
gergeklestirilmistir. SAM olusum siiresi 12 saat, elektrot ylizeyine damlatilan
AuNP miktar1 10 pL, sisteamin ¢dzeltisinde bekletme siiresi 8 saat ve glutaraldehit
miktar1 % 2,5 olarak sabit tutulmustur. Denemeler 0,0 V & +0,4 V potansiyel
araliginda DPV metodu kullanilarak gergeklestirilmistir. Yapilan deneyler sonucu

elde edilen sonuglara gore en uygun enzim aktivitesine karar verilmistir.
2.4.2. SAM olusum siiresinin biyosensor cevabina etkisi

Altin elektrot yiizeyinde SAM olusturmak amaciyla, % 99’luk etanolde
hazirlanan 25 mM’lik 1,5-pentanditiyol ¢ozeltisi kullanilmistir. Yalin Au elektrot,
1,5-pentanditiyol ¢ozeltisine daldirilarak yiizeyinde SAM olusumu saglanmaktadir.
SAM olusum siiresinin biyosensor cevabina etkisini incelemek amaciyla, Au
elektrot 12, 16 ve 20 saat boyunca 25 mM, 1,5-pentanditiyol c¢ozeltisinde
bekletilmistir. Calismalar pH: 7,0; 100 mM potasyum fosfat tamponunda
hazirlanan 1 mM Kz[Fe(CN)s] ortaminda ve 25 °C sabit sicaklikta
gerceklestirilmistir. Enzim aktivitesi 117 U/ml, elektrot yiizeyine damlatilan AuNP
miktart 10 pL, sisteamin ¢Ozeltisinde bekletme siresi 8 saat ve glutaraldehit
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miktart % 2,5 olarak sabit tutulmustur. Denemeler 0,0 V & +0,4 V potansiyel
araliginda DPV metodu kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore

en uygun bekletme siiresine karar verilmistir.
2.4.3. AuNP miktarimin biyosensor cevabi iizerine etkisi

1,5-pentanditiyol modifiye Au elektrot yiizeyine immobilize edilen AuNP
miktarinin biyosensor cevabina etkisini incelemek amaciyla, elektrot yiizeyine
sirastyla 10, 20 ve 30 uL AuNP damlatilmistir. Caligmalar pH: 7,0; 100 mM
potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM K3[Fe(CN)s] ortaminda ve 25 °C
sabit sicaklikta gerceklestirilmistir. Enzim aktivitesi 117 U/ml, SAM olusum siiresi
16 saat, sisteamin ¢ozeltisinde bekletme siiresi 8 saat ve glutaraldehit miktar1 % 2,5
olarak sabit tutulmustur. Denemeler 0,0 V & +0,4 V potansiyel araliginda DPV
metodu kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore en uygun

AuNP miktar1 belirlenmistir.

2.4.4. Sisteamin ¢Ozeltisinde bekletme siiresinin biyosensor cevabi
Uzerine etkisi

1,5-pentanditiyol/AuNP modifiye altin elektrot, pH: 7,0; 100 mM potasyum
fosfat tamponundan hazirlanan 25 mM sisteamin ¢ozeltisine daldirilarak, enzimin
biyoaktif tabakaya immobilizasyonuna olanak veren —-NH gruplarinin olusumu
saglanir. Sisteamin ¢ozeltisinde bekletme siiresinin biyosensor cevabina etkisini
incelemek amaciyla, Au elektrot 2, 4 ve 8 saat boyunca sisteamin ¢ozeltisinde
bekletilmistir. Caligmalar pH: 7,0; 100 mM potasyum fosfat tamponunda
hazirlanan 1 mM Kz[Fe(CN)es] ortaminda ve 25 °C sabit sicaklikta
gergeklestirilmistir. Enzim aktivitesi 117 U/ml, elektrot yilizeyine damlatilan AuNP
miktar1 20 pL ve glutaraldehit miktar1 % 2,5 olarak sabit tutulmustur. Denemeler
0,0 V & +0,4 V potansiyel araliginda DPV metodu kullanilarak gerceklestirilmistir.
Elde edilen sonuclara gore de en uygun bekletme suresi bulunmustur.

2.4.5. Glutaraldehit miktarinin biyosensor cevabi iizerine etkisi

Biyoaktif tabakaya immobilize edilen tirozinaz enziminin, yapiya daha
saglam baglanmast amaciyla ¢apraz baglayict ajan olarak glutaraldehit
kullanilmistir. Kullanilan glutaraldehit miktarinin biyosensdr cevabina etkisini
incelemek amaciyla, pH: 7,0; 100 mM potasyum fosfat tamponundan hazirlanan
% 1,0; % 2,5 ve % 5,0’lik glutaraldehit kullanilmistir. Calismalar pH: 7,0; 100 mM
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potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM K3[Fe(CN)e] ortaminda ve 25 °C
sabit sicaklikta gergeklestirilmistir. Enzim aktivitesi 117 U/mg, elektrot yiizeyine
damlatilan AuNP miktar1 20 pL ve sisteamin ¢ozeltisinde bekletme suresi 8 saat
olarak sabit tutulmustur. Denemeler 0,0 V & +0,4 V potansiyel araliginda DPV
metodu kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglara goére en uygun
glutaraldehit miktar1 secilip, bundan sonraki immobilizasyon asamalarinda

belirlenen glutaraldehit miktar1 kullanilmastir.
2.5. Calisma Kosullarimin Optimizasyonu
2.5.1. Sicakhigin biyosensor cevabi iizerine etkisi

Tasarlanan enzim biyosensoriiniin ¢alisma kosullarinin optimizasyonunda ilk
olarak sicaklik incelenmistir. Enzimler belirli sicakliklarda optimum aktivitelerini
gosterdiklerinden, ¢alisma ortaminin sicakliginin optimize edilmesi gerekmektedir.
Bu amagla, 20, 25, 30, 35, 40 ve 45°C sicaklikta 100 uM BPA icin ol¢imler
almmistir. Caligmalar pH: 7,0; 100 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1
mM  Kz[Fe(CN)e] ortammnda ve 0,0 V & +0,4 V potansiyel araliginda
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonucglara gore de tasarlanan enzim biyosensori

icin en uygun caligsma sicaklig1 belirlenmistir.
2.5.2. pH’1n biyosensor cevabi iizerine etkisi

Enzim biyosensoriiniin ¢alisma kosullar1 optimize edilirken calisma pH’1
incelenmistir. Biyomateryal olarak enzim kullanildigindan, ortam pH’1nin optimize
edilmesi gerekmektedir. Bu amagla farkli tiirler ile hazirlanan farkli pH’lardaki
tampon ¢oOzeltileri kullanilarak 100 uM BPA i¢in 6lgtimler alinmistir. pH: 5,0; 5,5
ve 6,0 tampon c¢ozeltileri sodyum sitrat ile, pH: 6,5; 7,0; 7,5 tampon cozeltileri
potasyum fosfat ile, pH: 8,0; 8,5 ve 9,0 tampon ¢ozeltileri glisin ile hazirlanmistir.
Hazirlanan bu tampon c¢ozeltileri daha sonra, dlglimleri gerceklestirmek {izere 1
mM Ks[Fe(CN)s] ¢Ozeltisini hazirlamak igin kullanilmigtir. Denemeler 0,0 V &
+0,4 V potansiyel araliginda DPV metodu kullanilarak 25 °C sabit sicaklikta

gerceklestirilmistir. Bulunan degerlere gore en uygun ¢alisma pH’1 belirlenmistir.
2.5.3. iyon siddetinin biyosensor cevabi iizerine etkisi

Tirozinaz enziminin aktif merkezinde bakir (Cu?*) bulundugundan, ortamin

iyon siddeti enzimin aktivitesini etkilemektedir. Bu yiizden dl¢timlerde kullanilan
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tampon ¢ozeltisinin derisiminin optimize edilmesi gerekmektedir. Bu amagla 50,
100 ve 200 mM’lik pH: 7,0 potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM
Ks[Fe(CN)s] ortaminda 100 uM BPA icin Ol¢iimler alinmistir. Denemeler 0,0 V &
+0,4 V potansiyel araliginda DPV metodu kullanilarak 25 °C sabit sicaklikta
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore de enzim biyosensorii i¢in optimum
tampon konsantrasyonu belirlenmistir.

2.6. 1,5-pentanditiyol/AuNP/sisteamin/tirozinaz/GA
Biyosensorinin Karakterizasyon Cahismalar:

2.6.1. Bisfenol A icin dogrusal tayin araliginin belirlenmesi

Yapilan denemelerde 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 uM BPA i¢in
0,0 V & +0,4 V potansiyel araliinda DPV ile o6l¢iimler alinmustir. Cizilen
kalibrasyon grafiginin yardimiyla enzim biyosensoriiniin dogrusal tayin araligi

belirlenmistir.
2.6.2. Enzim biyosensorinin tekrarlanabilirliginin incelenmesi

1,5-pentanditiyol/AuNP/Cys/Tyr/GA modifiye enzim biyosensort ile 0,0 V
& +0,4 V potansiyel araliginda 100 uM BPA icin 10 6lgiim alinmistir. Elde edilen
verilerden yararlanilarak ortalama deger, standart sapma (S.S) ve varyasyon
katsayist (%V.K) hesaplanmistir.

2.6.3. Enzim biyosensorinun tekrar Uretilebilirliginin
incelenmesi

Enzim biyosensorinun tekrar dretilebilirligini arastirmak amaciyla 4 farkl
modifiye elektrot hazirlanip; hazirlanan bu elektrotlarla 25, 100 ve 500 uM BPA
icin ii¢ Ol¢lim alimmistir. Alinan ol¢iimler sonunda elde edilen sonuglara gore

ortalama deger, standart sapma ve varyasyon katsayisi belirlenmistir.
2.6.4. Enzim biyosensoriiniin substrat spesifikliginin incelenmesi

BPA tayini icin tasarlanan enzim biyosensdriiniin, substratina olan
spesifikliginin  aragtirllmasina iliskin calismalar yapilmistir. Bu amacla
konsantrasyonlart 100 uM olan fenol, m-kresol, p-kresol, o-kresol, glukoz ve
hidrokinon i¢in 0,0 V & +0,4 V potansiyel araliginda 6l¢iimler alinmisg ve 100 uM
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BPA icin alinan cevapla karsilastirma yapilarak modifiye enzim biyosensoriiniin

substrat spesifikligi belirlenmistir.
2.6.5. Enzim biyosensériine girisimci etkisinin incelenmesi

Enzim biyosensoriine girisimcei etkisini incelemek amaciyla 100 uM fenol,
m-kresol, p-kresol, o-kresol, glukoz ve hidrokinon 100 uM BPA ile birlikte
kullanilmistir. Enzim biyosensoriiniin BPA i¢in verdigi cevap % 100 kabul
edilerek, girisimci etkisi yaratan bilesiklere BPA ile birlikte verdigi cevaplar
iliskilendirilerek enzim biyosensoriine girisimei etkisi belirlenmistir. Ol¢iimler 0,0
V & +0,4 V potansiyel araliginda alinmustir.

2.6.6. Enzim biyosensorunin depo kararhhgi

Tasarlanan enzim biyosensoriiniin depo kararliligin1 incelemek amaciyla;
immobilizasyon adimlarinin tamamlanmasi itibariyle 100 uM BPA igin hafta hafta
Olglim alinarak biyosensor cevabinin zamanla ne kadar azaldigi incelenmistir.
Olgtimler 0,0 V & +0,4 V potansiyel araliginda alinmistir.

2.6.7. Enzim biyosensori ile pet su siselerinde BPA tayinine
yonelik yapilan calismalar

Tasarlanan biyosensor ile 3 farkli su markasina ait pet sisede bekletilen su
ornekleriyle BPA tayini yapilmistir. Enzim biyosensorii ile elde edilen sonuclar,
referans HPLC yontemiyle (Li et al., 2016) karsilastirilmustir.



25

3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1. 1,5-pentanditiyol/AuNP/sisteamin/tirozinaz/GA Enzim
Biyosensoriiniin CV Karakterizasyonuna Iliskin Olarak Yapilan
Cahismalarda Elde Edilen Sonuclar

Tasarlanan enzim biyosensoriiniin immobilizasyon asamalar1 sirasinda, CV
karakterizasyonunu incelemek amaciyla; pH: 7,0; 100 mM potasyum fosfat
tamponunda hazirlanan 1 mM Kj[Fe(CN)e] ortaminda -04 V & +04 V
potansiyelleri arasinda dongiisel voltammogramlar alinmistir. Sonuglar — Sekil
3.1°de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore; yalin altin elektrotun 0,26 V
potansiyeldeki yikseltgenme pikinin Au elekrot yilizeyine 1,5-pentanditiyol
modifiye edildiginde neredeyse yok oldugu gozlemlenmektedir. AuNP ve
sisteamin immobilizasyonu ile ayni potansiyeldeki pik tekrar gézlemlenmistir. 0,26
V’daki pikin AuNP ve sisteamin immobilizasyonuyla tekrar gdzlenmesi; yalin altin
elektrot kadar olmasa da modifiye elektrotun iletkenliginin yeteri seviyeye
ulagtigin1 gostermektedir. Capraz baglayict olarak kullanilan GA nedeniyle de,
modifiye enzim biyosensorline ait goriiniir pikler gézlemlenmemistir.
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Sekil 3.1. Enzim biyosensoriiniin yiizey modifikasyonuna iliskin CV voltammogramlari.
Mavi: Yalm Au elektrot, Kirmuizi: 1,5-pentanditiyol modifiye Au elektrot, o 1,5-
pentanditiyol/AuNP modifiye Au elektrot, Yesil: 1,5-pentanditiyol/AuNP/sisteamin modifiye Au
ve Mor: 1,5-pentanditiyol/AuNP/sisteamin/Tirozinaz/GA modifiye Au elektrot. Olgimler pH:
7,0; 100 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM K3[Fe(CN)g] ortaminda -0,4 V &

+0,4 V potansiyelleri arasinda 25 °C sabit sicaklikta alinmustir.

3.2. 1,5-pentanditiyol/AuNP/sisteamin/tirozinaz/GA Enzim
Biyosensoriiniin Biyoaktif Tabaka Bilesenlerinin Optimizasyonuna
Yonelik Yapilan Calismalarin Sonug¢lari

3.2.1. Enzim aktivitesinin biyosensor cevabina etkisine iliskin
bulgular

BPA’nin biyokimyasal reaksiyonunu katalizleyen tirozinaz enziminin hangi
aktivitede kullanilacagi, biyosensor cevabimi dogrudan etkileyen bir parametredir.
Bu nedenle farkli aktivitede (39, 117 ve 234 U/ml) enzim 6rnekleri kullanilarak
gerceklestirilen dlgiimlerin sonuglar1 Sekil 3.2a’da; bu sonuglardan yola ¢ikilarak
cizilen standart grafikler Sekil 3.2b’de gosterilmistir. Yapilan denemelerden elde
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edilen sonugclara gore en uygun enzim aktivitesi 117 U/ml olarak belirlenmistir. 39
U/ml aktiviteye sahip enzim ile hazirlanan biyosensor ile alinan Ol¢iimlerden
herhangi bir sonu¢ alinamazken; 234 U/ml aktiviteye sahip enzim alinan

Olctimlerin dogrusalliginin yeteri kadar iyi olmadigi goriilmiistiir.

Current/nA
Current/pA

0.00 0.10 020 030 040

Potential/V Potential/V

504 C

404
304

204

Current/nA

104

0.00 0.10 020 0.30 0.40

Potential/V

Sekil 3.2a. Enzim aktivitesinin biyosensor cevabina etkisi. 39 U/ml aktiviteye sahip enzim
iceren elektrot ile (A), 117 U/ml aktiviteye sahip enzim iceren elektrot ile (B) ve 234 U/ml
aktiviteye sahip enzim iceren elektrot ile (C) yukaridan asagiya; baseline, 25, 50, 100, 250 ve 500
UM BPA varliginda, pH: 7,0; 100 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM
Ks[Fe(CN)s] ortaminda, 0,0 V & +0,4 V potansiyelleri arasinda aliman DP voltammogramlari.
Olgiimler 25 °C sabit sicaklikta alinmistir.
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Sekil 3.2b. Optimum enzim aktivitesinin belirlenmesi lizerine yapilan galismalardan alinan
sonuglarla cizilen standart grafikler. 39 U/ml (A), 117 U/ml (B) ve 234 U/ml (C). Olgimler pH: 7,0;
100 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM Ks[Fe(CN)s] ortaminda ve 25 °C sabit

sicaklikta gerceklestirilmistir.

3.2.2. SAM olusum siiresinin biyosensor cevabina etkisine iliskin
bulgular

Au elektrot yiizeyinde olusturulan SAM tabakasinin olusum siiresi, yapinin
stabilitesini dogrudan etkileyen bir parametredir. 1,5-pentanditiyoltin —SH grubu ile
altin arasindaki kovalent bagin yeterli seviyede saglam olmasi, gecen siireye ve
1,5-pentanditiyoliin derisimine baghdir. Yapilan denemelerde 1,5-pentanditiyoliin
derigimi (25 mM) sabit tutularak, altin elektrotun 1,5-pentanditiyolde bekletilme
siiresi optimize edilmistir. Bu amagcla 12, 16 ve 20 saatlik beklemeler sonucu
olusturulan modifiye elektrotlarla 0,0 V & +0,4 V aras1 DPV yontemi ile 6lgtimler
alinmis; elde edilen sonuclar ile standart grafikler c¢izilmistir. Elde edilen DP
voltammogramlart ve g¢izilen standart grafikler Sekil 3.3a ve Sekil 3.3b’de
gosterilmistir. Sonuglardan da anlasilacag: tizere en uygun SAM olusum siiresi 16
saat olarak belirlenmistir. 20 saatlik bekleme sonucunda elektrot ytizeyinde bir
diflizyon bariyeri olusmus olmasi muhtemeldir. 12 saatlik bekletme ile hazirlanan

elektrotla alinan 6l¢iimleri dogrusallig: yeterli olmakla beraber; 16 saatlik bekletme
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ile hazirlanan elektrotun dogrusalligi daha

iyi oldugundan optimum bekletme
siiresi 16 saat olarak belirlenmistir.

Current/nA
Current/pA

T T T 0.
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Sekil 3.3a. SAM olusum siiresinin biyosensor cevabi iizerine etkisi. 12 saat (A), 16 saat
(B) ve 20 saat (C) bekletilen elektrot ile yukaridan asagiya; baseline, 25, 50, 100, 250 ve 500 pM
BPA varliginda, pH: 7,0; 100 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM Ks[Fe(CN)e]

ortaminda 0,0 V & +0,4 V potansiyelleri arasinda alinan DP voltammogramlari. Olgiimler 25 °C
sabit sicaklikta alinmustir.
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Sekil 3.3b. Optimum SAM olusum siiresinin belirlenmesi iizerine yapilan ¢aligmalardan
alinan sonuglarla ¢izilen standart grafikler. 12 saat (A), 16 saat (B) ve 20 saat (C). Olgtimler pH:
7,0; 100 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM K3[Fe(CN)s] ortaminda ve 25 °C sabit
sicaklikta gerceklestirilmistir.

3.2.3. AUNP miktarinin biyosensor cevabina etkisine iliskin
bulgular

1,5-pentanditiyol modifiye Au elektrot iizerine damlatilan AuNP miktari,
hem iletkenligin arttirilmas1 hem de sisteaminin biyoaktif tabakaya daha kararl bir
sekilde katilmasi agisindan 6nemlidir. Biyosensor tasariminda 10 nm boyutunda
AuNP kullanilmistir ve boyut siirekli sabit tutulmustur. AuNP miktarinin
biyosensor cevabi lizerine etkisini incelemek amaciyla, elektrot yiizeyine 10 ve 20
pul AuNP damlatilarak hazirlanan biyosensorlerle 0.0 V & +0.4 V aras1 DPV
yontemi ile dl¢limler alinmis; elde edilen sonuclar ile standart grafikler ¢izilmistir.
Elde edilen DP voltammogramlar1 ve ¢izilen standart grafikler Sekil 3.4a ve Sekil
3.4b’de gOsterilmistir. Sonuglara bakildiginda;, 20 pL AuNP damlatilarak
hazirlanan biyosensorle elde edilen sonuglarin en dogrusal sonuglar oldugu
gozlemlenmektedir. Damlatilan AuNP miktar arttikga sonuglarin daha dogrusal
oldugu goriilmekle birlikte, elektrot ylzeyine 20 pL’den fazla AuNP

damlatilamadigindan optimum AuNP miktar1 20 pL olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.4a. AuNP miktarinin biyosensor cevabi itizerine etkisi. 10 pL (A) ve 20 pL (B)
AuNP damlatilan elektrot ile yukaridan asagiya; baseline, 25, 50, 100, 250 ve 500 uM BPA
varhginda, pH: 7,0; 100 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM Ks[Fe(CN)g]

ortaminda 0,0 V & +0,4 V potansiyelleri arasinda alinan DP voltammogramlar1. Ol¢iimler 25 °C

sabit sicaklikta alinmustir.
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Sekil 3.4b. Optimum AuNP miktarinin belirlenmesi {izerine yapilan ¢alismalardan alinan
sonuglarla gizilen standart grafikler. 10 uL (A) ve 20 uL (B). Olgiimler pH: 7,0; 100 mM potasyum
fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM Kj[Fe(CN)s] ortaminda ve 25 °C sabit sicaklikta

gerceklestirilmistir.

3.2.4. Sisteaminde bekletme siiresinin biyosensor cevabina
etkisine iliskin bulgular

Tirozinaz enziminin biyoaktif tabakaya immobilize edilebilmesi icin, AuUNP
immobilizasyonundan sonra yapiya katilan sisteaminin; kovalent olarak
baglanmasi igin gereken siirenin optimize edilmesi gerekmektedir. Bu amagcla;
sisteamin konsantrasyonu sabit tutularak (25 mM), 1,5-pentanditiyol/AuNP
modifiye Au elektrot sirasiyla 4, 8 ve 12 saat boyunca pH: 7,0; 100 mM potasyum
fosfat tamponunda hazirlanan sisteamin ¢ozeltisine daldirilir. Tasarlanan
biyosensorlerle 0,0 V & +0,4 V arasi DPV yontemi ile 6l¢iimler alinmig; elde
edilen sonuglar ile standart grafikler ¢izilmistir. Elde edilen DP voltammogramlari
ve cizilen standart grafikler Sekil 3.5a ve Sekil 3.5b’de gosterilmistir. Sonuglara

bakildiginda en uygun bekletme siiresinin 8 saat oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.5a. Sisteaminde bekletme siiresinin biyosensor cevabi lizerine etkisi. 4 saat (A), 8
saat (B) ve 12 saat (C) bekletilen elektrot ile yukaridan asagiya; baseline, 25, 50, 100, 250 ve 500
puM BPA varliginda, pH: 7,0; 100 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM

Ks[Fe(CN)s] ortaminda 0,0 V & 0,4 V potansiyelleri arasinda alinan DP voltammogramlari.
Olgiimler 25 °C sabit sicaklikta alinmistir.



34

40 ~
y = 0.067x + 2.3056
35 R?=0.9933
B
30 -

N
o
1

y =0.0262x + 2.4537

Akim Degisimi (nA)
N
o

R2=0.8772
15 - A
10 -
y = 0.0197X + 2.9539
5 | R? = 0.8672
. lv\ C
0 v

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
BPA Konsantrasyonu (M)

Sekil 3.5b. Optimum sisteaminde bekletme siiresinin belirlenmesi {izerine yapilan
caligmalardan alinan sonuglarla ¢izilen standart grafikler. 4 saat (A), 8 saat (B) ve 12 saat (C).
Olgiimler pH: 7,0; 100 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM K3[Fe(CN)] ortaminda
ve 25 °C sabit sicaklikta gerceklestirilmistir.

3.2.5. Glutaraldehit miktarinin biyosensor cevabi iizerine etkisi

Tirozinaz enziminin biyoaktif tabaka Uzerine immobilize edildikten sonra
capraz baglayici bir ajan ile hapsedilmesi gerekmektedir. Bu amagla; tasarlanan
biyosensorde glutaraldehit kullanilmistir. Kullanilan glutaraldehit miktarinin
biyosensor cevabi iizerine etkisini incelemek amaciyla pH: 7,0; 100 mM potasyum
fosfat tamponundan hazirlanan % 1, % 2,5 ve % 5°lik glutaraldehit ¢ozeltileri ile
0,0 V & +0,4 V aras1 DPV yontemi ile dl¢timler alinmis; elde edilen sonuglar ile
standart grafikler cizilmistir. Elde edilen DP voltammogramlari ve ¢izilen standart
grafikler Sekil 3.6a ve Sekil 3.6b’de gosterilmistir. Cikan sonuglara bakildiginda en
uygun glutaraldehit miktarmin % 2,5 oldugu belirlenmistir. % 1,0’lik glutaraldehit
kullanildiginda 6l¢iilebilir pikler gézlenmemistir. Bunun nedeni yeterli miktarda
glutaraldehit kullanilmadigindan enzimin biyoaktif tabakaya siki bir sekilde
baglanmamis olmasidir. Ayni sekilde glutaraldehit miktar1 % 5,0 olarak
kullanildiginda da difiizyon bariyeri olustugundan dogrusal ve tekrarlanabilir pikler

gozlemlenmemistir.
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Sekil 3.6a. Glutaraldehit miktarinin biyosensor cevabi iizerine etkisi. % 1,0 (A), % 2,5 (B)
ve % 5,0 (C) glutaraldehit kullanilan elektrot ile yukaridan asagiya; baseline, 25, 50, 100, 250 ve
500 uM BPA varliginda, pH: 7,0; 100 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM
Ks[Fe(CN)s] ortaminda 0,0 V & +0,4 V potansiyelleri arasinda alinan DP voltammogramlart.
Olgiimler 25 °C sabit sicaklikta alinmistir.
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Sekil 3.6b. Optimum glutaraldehit miktarinin belirlenmesi iizerine yapilan ¢aligmalardan
alinan sonuglarla ¢izilen standart grafikler. % 2,5 (A) ve % 5,0 (B) Olgiimler pH: 7,0; 100 mM
potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM Ks[Fe(CN)g] ortaminda ve 25 °C sabit sicaklikta

gerceklestirilmistir.

3.3. Cahisma Kosullarimin Optimizasyonuna Yonelik Yapilan
Denemelerin Sonuclari

3.3.1. Optimum sicakhi@in belirlenmesi

Biyosensor sistemlerinde optimum sicaklik degerinin belirlenmesi; hem
biyoaktif tabakanin stabilitesinin saglanmasinda hem de biyokomponentin yiiksek
aktivite gosterebilmesi agisindan 6nemlidir. Yapilan denemeler sonucunda
tasarlanan enzim biyosensoriiniin optimum ¢alisma sicakligi 25 °C olarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar ile gizilen optimum sicaklik grafigi Sekil 3.7°de
gosterilmistir. Tasarlanan biyosensorde kullanilan tirozinaz enziminin optimum
caligma sicakligi da 25 °C’ye yakin oldugundan, bulunan sicaklik degeri anlamli
bir sonug teskil etmektedir.
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Sekil 3.7. Enzim biyosensoriiniin optimum sicaklik grafigi. Olgiimler pH: 7,0; 100 mM
potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM Ks[Fe(CN)s] ortaminda 0,0 V & +0,4 V

potansiyelleri arasinda alinan DP yontemi ile ger¢eklestirilmistir.
3.3.2. Optimum pH’1n belirlenmesi

Yapilan denemeler sonucu tasarlanan enzim biyosensorinin optimum
caligma pH’1 7,0 olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonugclarla ile ¢izilen optimum
pH grafigi Sekil 3.8’de gosterilmistir. Bulunan bu deger, enzimin serbest haldeki
optimum pH’ma yakin oldugundan; immobilizasyon asamalarinin enzimin
optimum pH’mni degistirmedigi sOylenebilir. Ayni1 zamanda pH: 6,0 ve 7,5
araliginda, tasarlanan enzim biyosensoriiniin aktivitesinin % 50’sinden fazlasim

korudugu gozlemlenmistir.
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Sekil 3.8. Enzim biyosensériiniin optimum pH grafigi. Olgiimler; 100 mM pH: 5,0; 5,5 ve
6,0 sitrat (A); 100 mM pH: 6,5; 7,0 ve 7,5 fosfat (m); 100 mM pH: 8,0, 8,5 ve 9,0 glisin (e)
tamponlarinda hazirlanan 1 mM Kjz[Fe(CN)s] ortaminda 0,0 V & +0,4 V potansiyelleri arasinda

alman DP yontemi ile gerceklestirilmistir.
3.3.3. Optimum iyon siddetinin belirlenmesi

Yapilan c¢aligmalardan elde edilen sonuglara gore; tasarlanan enzim
biyosensorii igin optimum tampon Kkonsantrasyonunun 100 mM oldugu
belirlenmistir. Calisma ortamini olusturan fosfat tamponunun derisimi iyon
siddetini dogrudan etkileyeceginden, tasarlanan enzim biyosensorii i¢in en uygun
tampon konsantrasyonu 100 mM olmalidir. Sekil 3.9°da iyon siddetinin biyosensor

cevabina etkisinin belirlenmesine yonelik olarak elde edilen sonuglar verilmistir.
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Sekil 3.9. Enzim biyosensoriiniin optimum iyon siddeti grafigi. 25 mM (A), 50 mM (B), 100
mM (C) ve 200 mM (D) pH: 7,0 potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM Ks[Fe(CN)s]

ortaminda alinan 6l¢iimler sonucu ¢izilen standart grafikler.

3.4. 1,5-pentanditiyol/AuNP/sisteamin/tirozinaz/GA
Biyosensoriiniin Karakterizasyon Calismalarina Yonelik Elde Edilen
Sonugclar

3.4.1. Enzim biyosensoérinin bisfenol A igin dogrusal tayin
arahgi

Tasarlanan  1,5-pentanditiyol/AuNP/Cys/Tyr/GA enzim biyosensérinin
hazirlama ve calisma kosullarinin optimizasyonu tamamlandiktan sonra, kinetik
karakterizasyonu belirlenmistir. Bu amacla ilk olarak enzim biyosensdriiniin
bisfenol A igin dogrusal tayin araligi belirlenmistir. pH: 7,0; 100 mM potasyum
fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM Ks[Fe(CN)s] ortaminda 0,0 V & +0,4 V
potansiyelleri arasinda DP voltammogramlar: alinmistir. Elde edilen sonuglar ve bu
sonuclar goz Oniine alinarak ¢izilen standart grafik Sekil 3.10a ve Sekil 3.10b’de
gosterilmistir. Enzim biyosensorii ile 1, 5 ve 10 uM BPA i¢in de dl¢iimler alinmas;
ancak Olciilebilir pikler elde edilmemistir. Bu yilizden tasarlanan enzim
biyosensoriiniin dogrusal tayin aralig1 25-500 pM; tayin alt sinir1 da 5,6 UM olarak
belirlenmistir.
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Sekil 3.10a. Enzim biyosensoriiniin dogrusal tayin araligiin belirlenmesi amaciyla alinan
dlgiimlerin DP voltammogramlari. Olgiimler yukaridan asagiya; baseline, 25, 50, 100, 250 ve 500
M BPA varliginda, pH: 7,0; 100 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM K3[Fe(CN)g]
ortaminda 0,0 V & +0,4 V potansiyelleri arasinda 25°C sabit sicaklikta alinmistir.
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Sekil 3.10b. Enzim biyosensoriiniin dogrusal tayin araligi.

3.4.2. Enzim biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi

Enzim biyosensoriiniin tekrarlanabilirligini incelemek amaciyla yapilan

denemeler sonucu elde edilen sonuglar Cizelge 3.1°de gosterilmistir. Tasarlanan

enzim biyosensorii ile 100 uM BPA i¢in alinan 10 dl¢limiin ortalamasi1 101,88 uM

olarak bulunmustur. Varyasyon katsayis1 ise kabul edilebilir deger olan % 5’ ten

diistik bulunmustur. Bu da enzim biyosensoriiniin yiiksek tekrarlanabilirlikte

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 3.1. Bisfenol A i¢in elde edilen tekrarlanabilirlik degerleri.

Ortalama Standart Varyasyon
Deneme Sayis1 | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Deger (X)| Sapma | Katsaysi
(*SS)| (%V.K)
Olgiilen BPA 101,88 | +1,69
KO”SE’E“RVAZ;SVO”U 102,54 103,11 98,75 101,11 1043 101,86 102,35 103,21 102,35 103,21 HM HM 1,66
1]
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3.4.3. Enzim biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirligi

Enzim biyosensoriiniin tekrar {iiretilebilirligini incelemek amaciyla alinan
Olclimler sonucu elde edilen degerler Sekil 3.11 ve Cizelge 3.2°de gosterilmistir.
Cizelge 3.2°den de anlasilacag: iizere, hazirlanan 4 elektrot ile c¢izilen standart
grafiklerin R? degerleri birbirine olduk¢a yakindir. Her 3 konsantrasyon igin
bulunan ortalama deger, standart sapma ve varyasyon katsayist da kabul edilebilir
diizeydedir. Buna gore; tasarlanan enzim biyosensoriinde kullanilan
immobilizasyon yOnteminin olduk¢a kararli bir yap1 ortaya cikarttig
goralmektedir.

550

500

450

400
350

300

250

200
150

BPA Konstantrasyonu (1uM)

100

50

1.elektrot 2.elektrot 3.elektrot 4 elektrot

Sekil 3.11. 4 farkl elektrot ile 25, 100 ve 500 uM BPA igin alinan 6l¢iimlerin ortalama
sonuglart. Olgiimler pH: 7,0; 100 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM
K3[Fe(CN)s] ortaminda 0,0 V & +0,4 V potansiyelleri arasinda 25°C sabit sicaklikta alinmustir.
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Cizelge 3.2. Hazirlanan modifiye biyosensérler ile gizilen standart grafiklerin R? degerleri

ve farkli bisfenol A konsantrasyonlarda alinan 6l¢iimlerin ortalamalari, standart sapma degerleri ve

% varyasyon katsayilar1.

Sta.ndar't 25 uM 25 uM 25 uM 100 uM 100 uM 100 uM 500 uM 500 uM 500 uM
Elektrot graflkzlerln BPAicin | BPAi¢in | BPAicin | BPAgin | BPAicin | BPAicin | BPAicin | BPAigin | BPA igin
R . (X) *SS) | (V.K) x) (£SS) | (%V.K) X) (*£SS) | (BV.K)
degerleri

1 0,9898 26,34 0,32 121 101,45 0,93 0,9 507,78 6,8 1,34

2 0,9874 27,14 0,66 2,43 104,32 0,75 0,7 504,63 4,89 0,9

3 0,9789 23,46 0,98 4,18 102,56 1,71 1,6 508,67 4,31 0,8

4 0,9743 24,77 1,32 53 98,64 47 47 497,61 6,2 1,25

ew e

3.4.4. Enzim biyosensoriiniin substrat spesifikligine yonelik elde
edilen sonuclar

Tirozinaz grup spesifikligi olan bir enzim oldugundan, kimyasal yapilari
BPA’ya benzeyen bazi molekiillerin biyosensor cevabina olan etkisi arastirilmistir.
Bu amacgla yapilan denemeler sonunda elde edilen sonuglar Sekil 3.12°de
gOsterilmistir. Enzim biyosensoriiniin BPA’ya verdigi cevap % 100 kabul edilerek,
diger bilesikler i¢in bulunan degerler ile kiyaslanmistir. Kimyasal yapilar1 BPA’ya
benzerlik gosteren m-kresol ve p-kresol yaklasik olarak % 50’den daha fazla

biyosensor cevabi alinmasina neden olmustur.
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Sekil 3.12. BPA tayinine yonelik gelistirilen enzim biyosensoriiniin —substrat
spesifikliginin belirlenmesine iliskin yapilan galismalardan elde edilen sonuglar. Olgiimler pH:
7,0; 100 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM Ks[Fe(CN)g] ortaminda 0,0 V &

+0,4 V potansiyelleri arasinda 25°C sabit sicaklikta alinmustir.

3.4.5. Enzim biyosensoriiniin cevabina girisimcilerin etkisine
yonelik elde edilen sonuclar

Tasarlanan enzim biyosensoriine girisimci etkisini incelemek amaciyla; BPA
varliginda bazi bilesikler i¢in Slglimler alinmistir. Bu amagla yapilan denemeler
sonunda elde edilen sonuglar Sekil 3.13’te gosterilmistir. Enzim biyosensdriiniin
yalnizca BPA igin verdigi cevap % 100 kabul edilerek, diger bilesiklerin BPA ile
bir arada oldugu durumda elde edilen biyosensor cevaplari ile kiyaslanmustir.
Grafikten de goriildiigi lizere, hidrokinon haricinde diger tiim girisimcilerin sinirlt
diizeyde de olsa girisimci etkisi s6z konusudur. Hidrokinonun, tirozinazi nispeten
inhibe edici etkisi oldugundan BPA ile bir aradayken bu etkisi daha az diizeydedir.
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Sekil 3.13. BPA tayinine yonelik gelistirilen enzim biyosensdriine girisimci etkisine
yonelik yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar. Olgiimler pH: 7,0; 100 mM potasyum fosfat
tamponunda hazirlanan 1 mM K3[Fe(CN)e¢] ortaminda 0,0 V & +0,4 V potansiyelleri arasinda
25°C sabit sicaklikta alinmustir.

3.4.6. Enzim biyosensoriiniin depo kararhhg:

Tasarlanan enzim biyosensoriiniin depo kararliligint incelemek amaciyla
yapilan dlgtimlerin sonucu Sekil 3.14’te gosterilmistir. Grafikten goriildigi gibi
enzim biyosensorii 1 hafta sonrasinda aktivitesinin sadece % 6’sin1 kaybetmistir.
Bu azalma zamanla artmaya devam etmektedir ve 5. haftanin sonunda aktivitesinin
yaklasik %60’ 11 kaybetmistir.
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Sekil 3.14. Enzim biyosensériiniin depo kararliligi. Olgtimler pH: 7,0; 100 mM potasyum
fosfat tamponunda hazirlanan 1 mM Kjs[Fe(CN)s] ortaminda 0,0 V & +0,4 V potansiyelleri

arasinda 25°C sabit sicaklikta alinmistir.

3.4.7. Enzim biyosensorii ile icme sularinda BPA tayinine yonelik
yapilan calismalardan elde edilen sonuclar

Tasarlanan enzim biyosensorii ile 6rnek analizi ger¢eklestirmek amaciyla; 3
farkli igme suyu markasina ait pet siselerden alinan 6rneklerle standart katma
metodu ile &lgiimler alinmustir. Olgiimlerden alman sonuglar; standart katma
hesaplamasi ile tekrar hesaplanmis ve referans HPLC metotu ile karsilagtirilmistir.
Elde edilen sonuglar Cizelge 3.3’de gosterilmistir. Enzim biyosensoru ile
orneklerde bulunan BPA degerleri, HPLC metoduyla bulunan degerler ile
kiyaslandiginda; enzim biyosensorii ile bulunan BPA degerlerinin daha ytiksek
oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte; enzim biyosensorii ile bulunan degerlerin
HPLC ile bulunan degerler ile oldukg¢a yakin olmasi, gelistirilen enzim

biyosensoriiniin duyarlili§inin iyi oldugu gostergesidir.
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Cizelge 3.3. Bisfenol A’nin tasarlanan enzim biyosensorii ve referans metot ile tayini sonucu elde

edilen degerler.

Ornek Eklenen Standart | Biyosensorle Alinan| Referans Metot % Geri Kazamim
BPA Miktar1 (uM) | Deger (uM) (HPLC) ile Alinan
Deger (uM)
A 20 4,75 3,15 % 150
B 20 3,85 3,01 % 128
C 20 3,03 2,68 % 113s
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4 DEGERLENDIiRME

Son zamanlarda hizla artan plastik 0Oretimi nedeniyle; plastik Gretimi
sirasinda kullanilan veya iiretim sonucu agiga c¢ikan zararli bilesiklerin hizli ve
basit bir sekilde tayinlerinin yapilmasi olduk¢a dnem teskil etmektedir. Tasarlanan
1,5-pentanditiyol/AuNP/Cys/Tyr/GA modifiye enzim biyosensori ile; plastik
bircok Urinin iiretiminde kullanilan BPA’nin tayini amaglanmustir.

Biyosensor tasarimi sirasinda kullanilan immobilizasyon metotu ilk kez
denenen bir yontemdir. Altin elektrot ylizeyinde tekdiize bir tabaka yaratmak
amaciyla 1,5-pentanditiyol kullanilmis; tiyolik bilesiklerden ileri gelen iletkenligin

azalmasi sorunu ise AuNP ve sisteamin immobilize edilerek asilmaya caligilmistir.

Biyokomponent olarak kullanilan tirozinaz enzimi genis bir araliktaki fenolik
bilesikleri katalizlemesine karsin; tasarlanan biyosensoriin karakterizasyon
caligmalarinda da goriildiigli gibi BPA’ya spesifikligi oldukca yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bu durum gerek klinik arastirmalarda gerekse cevre analizlerinde
ortamda bulunabilecek diger fenolik bilesiklerin bertaraf edilebilmesi adina

oldukga 6nemli olup; biyosensoriin kullanilabilirligini arttiran bir faktordar.

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi’nin (EFSA) agikladigi giinliik almabilir
maksimum ‘Giivenli Limit” (TDI) 50 pg/kg’dir. Tasarlanan enzim biyosensorl ile
farkli icme suyu siselerinden suya gecen BPA miktar1 bu degerden ¢ok fazla
bulunmustur. Ancak 6rnek analizi yapilan i¢gme sularinin, ilgili pet siselerde 6 ay
bekletildigi diisiiniildiiglinde; zaman igersinde pet siseden i¢cme suyuna BPA

gecisinin arttig1 diisiiniilmektedir.

Tasarlanan enzim biyosensdriiniin hazirlanma ve c¢aligma kosullar1 optimize
edilmistir. Enzim biyosensoriiniin optimum ¢alisma kosullart pH: 7,0 ve 30 °C
sicaklik olarak belirlenmigtir. Karakterizasyona yonelik yapilan c¢alismalarda ise
0,0V & +0,4 V potansiyel araligindaki DPV yontemi i¢in dogrusal aralik 25-500
MM olarak bulunmustur. Tekrarlanabilirlik denemelerinde ise 100 uM BPA igin
ortalama deger, standart sapma ve varyasyon katsayisi sirastyla (n=10) 101,88 uM,
1,69 uM ve %1,66 olarak belirlenmistir.
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