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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

YUZEYSEL SULARDAKI FOSFATIN TESPITI ICIN BIYOSENSOR TASARIMI

Saliha GOL

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Cevre Miihendisligi Anabilim Dah

Tez Damismani: Prof. Dr. Seyda KORKUT
Aralik 2019, 61 sayfa

Bu tez calismasi kapsaminda kantitatif fosfat tayini i¢in iletken Poli (pirol-ko-pirol-2-
karboksilik asit) [Poli (Py-ko-PyCOOH)] kopolimer film kapl altin elektrot bazli bir fosfat
biyosensorii  gelistirilmistir. Pirtivat oksidaz enzimi, kopolimerin fonksiyonel karboksil
gruplarina kimyasal olarak immobilize edilmistir. Hassas fosfat tespiti i¢in fosfat biyosensorii
caligmalariin eksikligi olan uygulanacak potansiyel, diferansiyel puls voltametri (DPV)
teknigi kullanilarak netlestirilmistir. Biyosensoriin algilama kabiliyetinin  performansi,
kofaktor/ kosubstrat konsantrasyonlarini, polimerik film yogunlugunu ve pH' optimize ederek
gelistirilmigtir. Tasarlanan biyosensor, -0.15 V’da, fosfat iyonunu 5 mM konsantrasyona
kadar % 101 dogruluk ile 6l¢iilmiistiir. Art arda yapilan 7 ayr1 6lglimde, 6l¢iimler arasi relatif
standart sapma (RSD) degerinin % 0.07 oldugu belirlenmistir. Biyosensoriin tespit limiti

LOD) 13.3 uM ve 6l¢iim hassasiyeti 5.4 pA/mM.cm? olarak bulunmustur.
IS y B

Zonguldak ili Kozlu ve Uziilmez derelerinin fosfat iyon konsantrasyonlar1 tasarlanan

biyosensorle Ol¢iilmiistiir. Sonuglara gore biyosensdr dere suyu Orneklerindeki fosfat



OZET (devam ediyor)

konsantrasyonunu % 91 dogruluk oraniyla belirleyebilmistir. Biyosensoriin, 30 giinliik

kullanim siiresince ilk giinkii sinyalinin %50’sini korudugu anlasilmistir.
Anahtar Kelimeler: Biyosensor, diferansiyel puls voltametrisi, akarsu, fosfat tespiti

Bilim Kodu: 615.02.01



ABSTRACT

M. Sc. Thesis

BIOSENSOR DESIGN FOR DETECTION OF PHOSPHATE IN SURFACE WATER
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Department of Environmental Engineering

Thesis Advisor: Prof. Dr. Seyda KORKUT
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A biosensor based on conductive poly(pyrrole-co-pyrrole-2-carboxylic acid) [Poly(Py-co-
PyCOOH)] copolymer film coated gold electrode was developed for the quantitative
phosphate determination. Enzyme pyruvate oxidase was immobilized chemically via the
functional carboxylated groups of the copolymer. The potential to be applied which is
deficiency of phosphate biosensor studies for precise phosphate detection was clarified by
using differential pulse voltammetry technique. Performance of the sensing ability of the
biosensor was improved by optimizing cofactor/cosubstrate concentrations, polymeric film
density and pH. The biosensor showed a linearity up to phosphate concentration of 5 mM,
operational stability with a relative standard deviation (RSD) of 0.07 % (n=7) and accuracy of
101 % at -0.15 V (vs. Ag/AgCl). Detection limit (LOD) and sensitivity were calculated to be
13.3 uM and 5.4 pA/mM.cm?, respectively by preserving 50 % of its initial response at the
end of 30 days. It’s performance was tested to determine phosphate concentrations in two
streams of Zonguldak City in Turkey. Accuracy of phosphate measurement in stream water

was found to be 91 %.
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BOLUM 1

GIRIS

Yeralt1 sular1 ve yiizey sularinda fosfor tiirevleri olan orto ve polifosfatlar yaygin olarak
bulunur. Fosfat ekolojik dengeyi ve yasam kalitesini etkileyebilecek ¢evresel ve klinik agidan
birgok dogal ve antropojenik kaynaktan olugmaktadir. Su bitkileri biiylimek i¢in diisiik fosfat
konsantrasyonuna (0,025-0,1 mg/L) ihtiya¢ duyar [1-2]. Artan fosfat konsantrasyonu goller,
rezervuarlar, barajlar gibi dogal su kaynaklarinda 6trofikasyona (asir1 alg iiremesi) yol acar.
Bu kaynaklarin ¢6zlinmiis oksijen konsantrasyonlari, 6trofikasyon ile diiser, balik ve diger su

hayvanlarmin 6liimiine bagli olarak dogal sudaki yasam kalitesi azalir [3-4].

Atik sularda ve endistriyel kaynaklarda bulunan fosfatlar ve diger maddeler c¢evreye
yayilmadan once aritilir ve diinyadaki bu aritma islemlerine milyonlarca dolar harcanir [5].
Bu nedenle, dogal sularin kirlenmesini en aza indirmek ve daha sonra dogal kaynaklarin

kalitesini korumak icin fosfat konsantrasyonunun izlenmesi olduk¢a dnemlidir.

Gravimetrik, volumetrik, kromatografik ve spektrofotometrik Ol¢iimler gibi geleneksel ve
enstriimental analitik teknikler fosfat konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilir [5]. Bu
yontemlerin toksik atik iiretme, yorucu, zaman alici, pahali enstriimantasyon ve uzmanlik
gerektirmesi gibi dezavantajlar1 vardir [5-6]. Ek olarak, molibden gibi kanserojen kimyasallari

iceren bu teknikler saglig tehlikeye sokar [2].

Biyosensor, dogrudan fosfat konsantrasyonunu dlgmek i¢in alternatif bir yontemdir. Yiiksek
secicilik, basitlik, hizli 6l¢lim ve minyatiirlestirme gibi avantajlar saglar. Enzimatik bir
biyosensor ile fosfat tayini, fosfatin substrat ve inhibitdr olarak gorev yaptigi ¢coklu / mono-
enzimatik reaksiyonlara dayanir [7]. Piruvat oksidaz ve maltoz fosforilaz [8-9], alkalin
fosfataz ve glukoz oksidaz [10], purin niikleosit fosforilaz ve ksantin oksidaz [11-12],
mutarotaz ve glukoz oksidaz [13], fosfoglukomutaz ve glikoz-6-fosfat dehidrogenaz [14] gibi

birka¢ enzim ¢ifti bu amag i¢in kullanilmistir [3]. Coklu enzim sistemlerinde, genellikle, ilk



enzimatik tepkimenin iirlind, ikincisinin substratidir. Bu kombinasyon biyosensoriin sinyal
performansin1  diisiirebilir ¢linkii biyokatalitik reaksiyonlar birbirine bagimlidir ve bu
reaksiyonlardan birinin etkilenmesi digerini de etkiler. Ek olarak, ¢alisma ortaminin her iki
enzime uyacak sekilde ayarlanmasinin zor oldugu sdylenebilir. Bu, sistemi kararsiz, karmagik
ve daha pahali hale getirir [7]. Mono-enzim yaklasimi fosfat biyosensorleri i¢in daha etkili,

basit ve uygun maliyetlidir [15] ve 6rnek bilesenlerden gelen girisimleri azaltir [16].

Bir fosfat biyosensorii, kofaktorler flavin adenin dintikleotit (FAD), tiamin pirofosfat (TPP)
ve magnezyum (Mg*?) gerektiren bir tetramerik flavoenzim olan piruvat oksidaz enzimini
immobilize ederek tasarlanabilir [17]. Ne yazik ki, fosfat anyonunun hassas ve segici 6l¢limil
icin bir biyosensor tasarlamak hala giictlir. Enzimatik reaksiyon i¢in gerekli olan kofaktorler
ve enzimin birincil substrati olan piruvat, elektrot yiizeyinde elektroaktivite sergileyerek,
fosfat dlgiimiiniin gergeklestirilecegi voltajda iiretilen sinyale girisim yapmamalidir. Olgiim
ortaminda bircok madde bulundugundan, ortam karmasiktir ve sonug¢ olarak elektrot
yiizeyinde smirli substrat diflizyonu gozlemlenebilir. Ayrica, amperometrik fosfat
biyosensorlerinin en eksik yonlerinden biri, uygulanacak potansiyelin belirsiz olmasidir (bu
potansiyellerin neden segildigine agiklik getirilmeden farkli potansiyel degerlerin
kullanilmas1). Bu durum, fosfat lgtimiiniin dogru olup olmadigindan siiphe uyandirir. Bu
caligmada, piruvat oksidaz bazli bir biyosensoér, DPV teknigi kullanilarak fosfat iyonunun
tespiti i¢in bu sorunlarmn tiistesinden gelecek sekilde tasarlanmis ve performans: akarsularda

test edilmistir.



BOLUM 2

FOSFAT VE TURLERI

Atom agirligt ve atom numarast sirasiyla 30.97 ve 15 olan fosfor, oksijene duyarli bir
elementtir. Canli hayati i¢in 6nemli bir yap1 elementidir [18]. Fosfor oksijene olan biiyiik
ilgisinden dolay1 dogada serbest halde bulunmaz, bilesikler halinde bulunur [19]. Fosfor
topraga, kayalarin asimnmasi sonucu fosfat halinde gecer ve bitkilere ulasir. Fosfor
mikroorganizmalarin  gelisiminde smirlayict  elementtir.  Mikroorganizmalarin  asir

biiylimesini durdurabilmek i¢in fosforun kontrol altinda olmasi gerekmektedir [18].

Fosfor sulu ortamda organik fosfat, polifosfat ve ortofosfat olmak iizere 3 formda
bulunmaktadir. Ortofosfatlar suda POs* (Fosfat), HPO4> (Hidrojen Fosfat), H.PO4
(Dihidrojen Fosfat), H3sPO4 (Fosforik Asit) seklinde bulunmaktadir. Ortofosfatlar biyolojik
mikroorganizmada dogrudan kullanilabilir. Polifosfatlar ise ortofosfatlarla birlikte iki ve daha
fazla oksijen, hidrojen ve fosfor atomlariyla birlesip tek ve kompleks bir molekiil

olusturabilmektedir. Polifosfatlar, ortofosfatlara sulu ortamda hidroliz ile doniismektedir [20].

2.1 FOSFAT KAYNAKLARI VE KULLANIM ALANLARI

Fosfatin %17’si magmatik mineralller, %75°1 deniz kokenli tortul yataklar1 ve geri kalan1 da
guana atiklart ve deniz kuslart gibi vb. yerlerden iiretilmektedir [21]. Fosfatin birgok kullanim
alan1 vardir. Baglica kullanildig alanlar % 90 giibre sanayii ve % 10 kimya endiistrisidir. % 90
giibre sanayii kullanilisinin % 60’11 siiperfosfat, % 10’unu komple giibrelerin kullanilisi,
% 10’unu ise fosforik asit olusturmaktadir. Kimya endiistrisinde en fazla kullanim alanmi ise
deterjan ve temizlik maddelerinin yapimidir. Bunlarin disinda hayvan yemlerinde katki maddesi
olarak, discilik maddelerinin yapiminda, tekstil boyalarinda, fotograf filmlerinde, kibrit yapima,
dis macunu ve tirag kremi yapiminda, ilag yapiminda vb. kullanilmaktadir [19]. Fosfatin kullanim1
sonucu olusan atik sular deniz, akarsu ve g6l gibi yiizeysel sulara karigmaktadir. Alici ortama

ulasan fosforun % 9’u tarimsal faaliyetlerden, % 91°i ise endiistriyel ve evsel atik sulardan



kaynaklanmaktadir. Evsel atik sulardaki fosforun yarisi deterjan ve temizlik malzemelerinden

yarist ise diger evsel atiklardan kaynaklanmaktadir [21].

2.2 FOSFATIN SULARDAKI SINIR DEGERLERI

Igme suyu elde edilecek veya edilmesi planlanan sularda fosforun smir degerleri vardir. Sinir
degerler igme suyunun aritimini yapacak tesisin aritim kapasitesine gore degismektedir. Bu

siir degerler Cizelge 2.1 [22] *de verilmistir;

Cizelge 2.1 Igme suyu elde edilen veya elde edilmesi planlanan yiizeysel sularin kalitesine
dair yonetmeligi kategorilere gore kalite standartlari.

EK-I: KATEGORILERE GORE SU KALITE STANDARTLARI

Al A2 A3
28 Ortofosfat (mg P/L) 04 0.7

* Al: basit fiziksel aritma ve dezenfeksiyon ile igilebilir sulari,
* A2: fiziksel aritma, kimyasal aritma ve dezenfeksiyon ile i¢ilebilir sulari,

» A3: fiziksel ve kimyasal aritma, ileri aritma ve dezenfeksiyon ile igilebilir sular1 ifade eder.

Ulkemizde yeriistii sular1 kimyasal ve fizikokimyasal parametreler agisindan degerlendirilerek
cok 1yi, iyi, orta ve zayif kalite olarak 4’e ayrilmaktadir. Bu parametreler arasinda fosforun 4

farkli sinir degeri Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2 Yeriistii su kalitesi yonetmeligi: kitai¢i yeriistii su kaynaklarinin genel kimyasal
ve fizikokimyasal parametreler agisindan siniflarina gore kalite kriterleri.

Su Kalite Parametreleri Su Kalite Smiflart @
I (¢ok iyi) I (iyi) I (orta) IV (zayif)
Orto fosfat fosforu (mg PO,-P/L) <0,05 0,16 0,65 > 0,65
Toplam fosfor (mg P/L) <0,08 0,2 0,8 >0,8

(a) Kalite siniflarina gore sularin kullanim maksatlari:
L. Simif - Yiiksek kaliteli su

II. Siif - Az kirlenmis su

1. Simif - Kirlenmis su

IV. Smmif - Cok kirlenmis su




Gol, golet ve baraj golii gibi yerlerde 4 farkli trofik sinif vardir. Trofik seviyesini belirleyen
parametrelerin basinda fosfor gelmektedir. Bu nedenle fosforun konsantrasyonu ortamin
trofiklik seviyesini belirlemede onemlidir. 4 farkli trofik seviyeye gore toplam fosforun

olmas1 gereken konsantrasyonlar1 Cizelge 2.3’de verilmistir.

Cizelge 2.3 Yeriistii su kalitesi yonetmeligi: gol, golet ve baraj gollerinde trofik siniflandirma
sistemi sinir degerleri.

Trofik Seviye Toplam P (pg/L)
Oligotrofik <10
Mezotrofik 10-30

Otrofik 31-100
Hipertrofik >100

Suyun kalite sinifina gore denizlerdeki 6trofikasyon sinir degerleri Cizelge 2.4°de verilmistir.

Cizelge 2.4 Yertistii su kalitesi yonetmeligi: Marmara, Karadeniz, Ege ve Akdeniz kiy1 sular1
otrofikasyon kriterleri.

Su Kalitesi Smifi Marmara Kiy1 Sulari Karadeniz K1y Sular1 Ege ve Akdeniz Kiy1 Sular
Toplam P ( pg/L) Toplam P ( pg/L) Toplam P ( pg/L)
Oligotrofik <14 <8 <5
Mezotrofik 21 12 7
Otrofik 30 16 11
Hipertrofik >30 >16 >11

Fosfatin en ¢ok kullanildig1 alanlar gilibre sanayii, kimya endiistrisi ve hayvan yemi katki
maddesi oldugundan bu gibi iiretim yapan tesislerin atik sularini alici ortamlara desarj

standartlar: vardir ve bunlar Cizelge 2.5, 2.6 ve 2.7 ‘de verilmistir.

Cizelge 2.5 Gida sanayi (biiyiikbas, kii¢iikkbas hayvan besiciligi ve tavukhaneler) alic1 ortama
desarj standartlari.

Kompozit Numune Kompozit
Parametre Birim 2 Saatlik Numune
24 Saatlik
FOSFAT FOSFORU(PO4-P) (mg/L) 3 2




Cizelge 2.6 Kimya sanayii azot ve diger niitrientleri igeren kompoze giibre tiretimi ve fosforik
asit ve/veya fosfatli kayadan fosfathi giibre iiretim tesisi alici ortama desarj

standarti.
Kompozit
Parametre Birim Anlik Numune Numune
2 Saatlik
FOSFAT FOSFORU (PO4-P) (mg/L) - 35

Cizelge 2.7 Kimya sanayii deterjan iiretimi tesisi alic1 ortama desarj standarti.

Kompozit Numune Kompozit
Parametre Birim 2 Saatlik Numune
24 Saatlik
Toplam Fosfor (P) (mg/L) 2 1

Atik suyunda fosfor igeren tesislerin bu atik suyu kanalizasyon sistemlerine desarjinda

uyulmasi gereken sinir degerler Cizelge 2.8’de verilmistir [23].

Cizelge 2.8 Atiksularin atiksu altyapi tesislerine desarjinda 6ngoriilen atiksu standartlari.

. . . Kanalizasyon Sistemleri
Kanalizasyon Sistemleri Tam 4

Parametre Birim Arttma [le Sonuglanan Atiksu Derin Deniz Desarji lle
. Sonuglanan Atiksu Altyap1
Altyap1 Tesislerinde S
Tesislerinde
Toplam Fosfor (P) (mg/L) - 10

2.3 FOSFORUN CEVRESEL ONEMI

Fosfor dogada oksijene olan ilgisinden dolayr gaz halde bulunmaz. Bu nedenle atmosferde
elementel fosfor bulunmamaktadir. Fosforun elektron dizilimindeki 3s ve 3p orbitallerindeki
elektronlarin, 3d orbitaline gecebilmesi fosfora, reaktiflik ve kimyasal esneklik
kazandirmaktadir. Bu 0Ozelliginden dolayr ekosistemde farkli goérev ve yapilarda
bulunabilmektedir. Yasayan tiim canlilarin hava, besin ve su maddelerine mutlaka ihtiyaglar
vardir. Toprakta yasayan bitkilerinde besin maddelerine ihtiyaci vardir. Bu besin
maddelerinin en 6nemlilerinden biri de fosfordur. Fosfor dogada, hayvan ve bitkilerin hiicre
ve dokularinda bulunan bir elementtir, su ekosisteminde ise kimyasal ve biyokimyasal
dengenin en 6nemli elemanlarindan biridir [24]. Fosfor atmosferik karbon dioksitin organik
maddeye doniisiimiinde diizenleyici ve siirlayicidir. Bu 6zelliginden dolay1 fosfor dongiisii,
karbon, demir, azot ve siilfiir dongiileri ile iligkilidir. Fosfatin karbon ve oksijen ile etkilesimi

sonucu gergeklesen fotosentez reaksiyonu esitlik 2.1’de verilmistir [25];



106CO; + 16HNO3 + 2H2SO04+ H3PO4 + 120H20 — Ci06H2630110N16S2P + 1410- (2.1)

C106H2630110N16S2P fotosentetik bir organizma olan alg hiicresidir ve olusumu i¢in C/N/P
oraninin 106/16/1 olmas1 gereklidir. Bu durumda alg olusumunda fosforun simirlayici oldugu

agiktir.

2.3.1 Otrofikasyon

Otrofikasyon gol, akarsu ve deniz gibi herhangi bir su ekosisteminde, karalardan gelenler
basta olmak tizere besin maddelerinin sucul ortamda fazla miktarda artmasi sonucu alg ve
planktonlarin asir1 iremesidir. Bu asir1 iireme sonucu su ortaminin yiizeyi alglerle kaplanir ve
giines 15181 su ortamina giremez. BoOylece suyun oksijen emilimi azalir ve bir siire sonra
sudaki ¢ozlinmiis oksijen miktar1 azalir ve bunun sonucunda suda canli hayat: tehlikeye girer
[26]. Sekil 2.1°de 6trofikasyon olayinin sematik gosterimi verilmistir [27]. Fosfor su ortamina
iki sekilde ulasir. Birincisi su ortaminin etrafindaki karalardan gelen ve canli artiklar igeren
topraktan, ikincisi ise insanlar tarafindan su ortamina kanalizasyon, giibre ve temizlik

maddelerinin bosaltilmasiyladir [26].
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Sekil 2.1 Otrofikasyon Olay1.



2.4 FOSFAT OLCUMUNDE STANDART METOTLAR

Sudaki toplam fosfor organik ve inorganik fosfor olmak iizere iki cesittir. Inorganik fosfor ise
ortofosfat ve polifosfat olarak ikiye ayrilir. Sulardaki organik fosfor, polifosfatlar ve
ortofosfatlarin miktari ¢esitli tayin yontemleri ile tespit edilmektedir. Fosfat formlarinin tayini
yapilirken organik ve polifosfatlar oncelikle ortofosfat haline doniistiirtiliir. Sonrasinda

ortofosfat olgiilerek tayin gerceklestirilir [28].

2.4.1 Ortofosfat Tayini

Ortofosfatlarin tayininde gravimetrik, volumetrik ve kolorimetrik analiz gibi bir¢ok standart

tayin yontemi vardir [29]. Bu yontemler asagida 6zetle agiklanmistir;

2.4.1.1 Gravimetrik Yontem

Bu yontem suda ¢ok fazla miktarda fosfat konsantrasyonu beklenen durumlarda kullanilir.

2.4.1.2 Volumetrik Yontem

Bu yontem fosfat konsantrasyonunun 50 mg/L’yi astig1 durumlarda kullanilmaya uygundur.
Bu kadar yiiksek fosfat konsantrasyonlarina kazan sular1 ve ¢amur ciiriitiicti iist sivilarinda
rastlanir. Bunlar haricinde sik rastlanmaz. Volumetrik yontemin esasinda ¢okelek olusturma,

cokelegin filtrasyonu, ¢okelegin sulandirilmasi ve titrasyon gibi temel adimlar uygulanir [28].

2.4.1.3 Kolorimetrik Yontem

Bu yontem, fosfat konsantrasyonunun 0.01-20 mg P/L arasinda oldugu durumlarda kullanima

uygundur. 3 tane kolorimetrik metot vardir. Bunlar;

Vanadomolibdofosforik Asit Yontemi: Bu yontem 1- 20 mg P/ L araliginda iyi sonuglar verir.
Yontemin esasinda seyreltilmis bir ortofosfat ¢ozeltisi ile amonyum molibdat asidik kosullar
altinda molibdofosforik asit olusturmak {izere reaksiyona girer. Reaksiyon sonucu olusan

ortamda vanadyum varliginda sar1 renkli vanadomolibdofosforik asit olusur. Olusan sar1



rengin yogunlugu fosfat konsantrasyonuyla orantilidir. Olusan sar1 renk 490 nm dalga

boyunda spektrofotometrede okutulularak ortofosfat tayini tamamlanmis olur [30].

Kalay Kloriir Yontemi: Bu yontem 0.01-6 mg P/ L araliginda iyi sonuglar verir. Yontemin
esasinda alman numune Oncelikle siiziiliir. Fosfat kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi igin
potasyum dihidrojen fosfattan icinde 50 mg/L PO4-P icerecek sekilde standart fosfat stogu
hazirlanir. Stoktan 50, 100, 150, 200 ve 250 mg/L olmak iizere fosfat ¢ozeltileri hazirlanip, bu
coOzeltilere karistirma altinda oncelikle fenolftalein indikator ¢ozeltisi damlatilir. Sonrasinda
karistirma altindaki ¢ozeltiye 4 mL amonyum molibdat ve 500 pL kalay kloriir ¢6zeltisinden
eklenerek ¢ozeltide renk olusumu saglanir. Eklemelerden sonra 10-12 dakika arasi beklenip
spektrofotometrede 690 nm’de absorbans degerleri okunarak kalibrasyon egrisi ¢ikarilir.
Cikarilan kalibrasyon egrisinden sonra numunenin adsorbans degeri ol¢iiliir ve hazirlanmis

kalibrasyondan numunenin fosfat konsantrasyonuna gecis yapilir [30].

Askorbik Asit Yontemi: Bu yontem 0.01-6 mg P/ L araliginda iyi sonuglar verir. Yontemin
esasinda amonyum molibdat ve potasyum antimonil tartrat, asidik ortamda ortofosfat ile
reaksiyona girerek askorbik asit tarafindan yogun renklendirilmis molibden mavisine
indirgenen bir heteropol asit olusturur. Olusan mavi renk 880 nm dalga boyunda

spektrofotometrede okutulularak ortofosfat tayini tamamlanmis olur [30].

2.4.2 Polifosfatlarin Tayini

Polifosfat tayininde, numuneye derisik siilfirik asit ilave edilir ve 90 dakika kaynatilir.
Kaynama sonunda polifosfatlar ortofosfatlara doniistiiriilmiis olur. Sonrasinda olusan
ortofosfat herhangi bir ortofosfat tayin yontemi ile 6lgiiliir. Burada 6lgiilen toplam inorganik
fosfordur. Toplam inorganik fosfordan, ortofosfatlar ¢ikarildiginda ise numunedeki polifosfat

Olctilmiis olmaktadir [28].

2.4.3 Organik Fosfor Tayini

Fosfor organik madde ile kombine bir sekilde bulunabileceginden toplam fosforu belirlemek
icin organik maddeyi parcalamak gerekmektedir. Organik maddenin par¢alanmasini saglayan
3 yontem vardir. Bunlar; perklorik asit, nitrik asit-siilfirik asit ve persiilfat oksidasyon

teknigidir. Bunlardan perklorik asit teknigi en sert ve zaman alict yontemdir. Yalnizca



sedimanlar gibi zor 6rnekler icin kullanilir. Cogu 6rnek icin nitrik asit-siilfirik asit teknigi
onerilmektedir. Simdiye kadar kullanilan en basit yontem ise persiilfat oksidasyon teknigidir
[30].0Organik maddenin par¢alanma islemi bittikten sonra agiga ¢ikan ortofosfatlarin
tayininde, ortofosfat i¢in kullanilan herhangi bir 6l¢iim yontemi kullanilabilir. Burada bulunan
deger toplam fosforu vereceginden, bu degerden inorganik fosforlar ¢iktiginda geriye sadece

organik fosfor miktar1 kalmaktadir [28].

Fosfatin geleneksel yontemlerle tayininin bazi dezavantajlari vardir. Bunlar; geleneksel
yontemlerin maliyetli olusu, toksik kimyasallarin kullanimi, 6n aritim ve hazirlik siirelerinin
uzun olmasi, analizlerin uzun zaman almasi gibi dezavantajlardir [29]. Bu sikintilarin 6niine
gecmek, hizli, giivenilir ve hassas 6l¢iimler yapabilmek i¢in biyosensorler gelistirilmekte ve

bu analitik cihazlar sayesinde yerinde ve siirekli izleme de saglanabilmektedir.

10



BOLUM 3

BiYOSENSORLER

Biyosensorler dl¢timii yapilacak bilesen (analit) ile bir biyoaktif bilesen arasindaki etkilesimin
dontstiiriiciiler vasitasiyla elektrik sinyaline doniistiiriildiigli ve olusan bu elektrik sinyalinin
bir 6lglim sistemi araciligiyla analit konsantrasyonu cinsinden ifade edildigi cihazlardir [31].
Biyosensorler biyoaktif bilesen, fiziksel bilesen ve dl¢im sistemi olmak tizere 3 kisimdan
olusur. Biyosensdrlerde biyoaktif bilesen olarak enzimler, mikroorganizmalar, hiicre ve doku
kesitleri, reseptorler, lipidler, hiicre organelleri, niikleik asitler ve antikorlar kullanilabilir [32].
Biyosensorlerde fiziksel bilesenler, analizi yapilacak olan analit ile biyoaktif bilesen
arasindaki etkilesim sonucu meydana gelen degisime bagli olarak elde edilmek istenen
sinyalin tiiriine gore elektrokimyasal, kiitle, 1s1 ve optik olmak {izere smiflandirilabilirler.

Sekil 3.1°de bir biyosensoriin sematik olarak gdsterimi verilmistir [33];

® '3- Enzim
| |

I [ 3 b@- Antibadi
=" & Mikro

H g¢ ® orga-
> e "3- nizma

Elektroaktif Elektrot
Bilesen

Sease s Yaniletken pH
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@ " Hicre ‘ '
b ° ’8" Niikiei Kiitle Degisimi — s Piezoelekirik
3_ ukleik Aygit
> asit

R

Bi_\'oaktif Bile;enler Fiziksel Bilesenler

Sekil 3.1 Bir biyosensoriin sematik gésterimi.

Biyosensor teknolojisi 1950 yilinin ortalarinda L.C. Clark’in bir ameliyat esnasinda kanin
oksijen gazi miktarmi bir elektrot ile izlemesiyle baslamistir. Clark ve Lyons 1962 yilinda,
glikoz oksidaz enzimini bir oksijen elektrodu ile birlestirerek kanin glikoz diizeyini
olemiislerdir [34]. Ilk ticari biyosensdr ise Spring Instruments tarafindan 1975 yilinda

piyasaya siiriilmiistiir [35].
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Biyosensorler tip, ¢evre kirliligi, savunma sanayi, tarim, eczacilik, gida ve bircok endiistriyel
alanda Oonemli rol oynar. Bugiline kadar farkli maddeler i¢in hazirlanmig 180’den fazla

biyosensor ¢aligmasi vardir ancak bunlarin sadece 25 kadari ticari olarak iiretilebilmistir [36].

3.1 BIYOSENSOR CESITLERI

Biyosensorler doniistiiriicliniin cinsine bagli olarak;

e

» Optik Biyosensorler

X/
°e

Kalorimetrik Biyosensorler

DS

» Piezoelektrik Biyosensorler

R/
A X4

Elektrokimyasal Biyosensorler

olmak iizere 4 sinifa ayrilir [37].

Optik biyosensorler, analizi yapilacak madde ile biyolojik tan1 materyali arasindaki etkilesim
sonucu agiga ¢ikan tlrlerin liminesans, yansima, UV-VIS (Ultraviyole-Goriiniir
Spektroskopi) absorbsiyonu, floresans/fosforesans ve 1s1k sagilmasi gibi metodlarla

Ol¢iilmesini saglar [38].

Kalorimetrik biyosensorler, analizi yapilacak madde ile biyolojik tani materyali arasindaki
biyokimyasal reaksiyon sonucu olusan 1s1 degisiminin 6lgiimiine dayanir [37]. Piezoelektrik
biyosensorlerde, biyolojik tan1 materyali bir piezoelektrik kristali ylizeyine immobilize edilir
ve analizi yapilacak madde ile etkilesimi sonucu kristalde meydana gelen titresimin ol¢iilmesi

ile tayin yapilir [38].

Elektrokimyasal biyosensorler, analizi yapilacak madde ile biyolojik tan1 materyali arasindaki
biyoetkilesim esnasinda tiretilen veya salinan elektron gibi elektrokimyasal tiirlerin meydana
getirdigi sinyalin 6l¢lilmesi esasina dayanirlar. Elektrokimyasal biyosensorler;

% Potansiyometrik Biyosensorler
¢ Kondiiktometrik Biyosensorler
% Amperometik Biyosensorler

olmak tizere 3’e ayrilir [37].
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Potansiyometrik biyosensorler, bir ¢alisma elektrodu ve bir referans elektrot arasindaki
potansiyel farkinin 6l¢imiinii esas alirlar. Tespit edilen elektrot potansiyeli direk olarak analit
konsantrasyonunu tanimlamaktadir. Bu tip biyosensorlerin 6l¢im hassasiyetinin diisiik olmasi

ve cihazdan kaynaklanan sinyallerin alinmasi gibi problemleri vardir [39].

Kondiiktometrik biyosensorler, biyolojik tanima olay1 ile iletkenlik arasindaki iliskiyi
kullanarak biyokimyasal reaksiyon sonucunda ¢ozeltide veya ortamda agiga ¢ikan iyonik
tiirlerin konsantrasyonundaki degisim ile olusan elektriksel iletkenlikteki azalma veya artmay1

tayin etmekte kullanilmaktadirlar. Burada Olgiilen parametre tayini yapilacak ¢ozeltinin

elektriksel direncidir [40].

Amperometrik biyosensorler, genel olarak belirli bir potansiyeldeki akim siddetinin
Olglilmesini esas almaktadir. Bu tip biyosensorlerde ikili veya tglii elektrot sistemleri
kullanilmaktadir. Iki elektrotlu sistemler referans ve calisma elektrotlarindan olusmaktadir.
Ug elektrotlu sistem ise referans, karsit ve calisma elektrotlarindan olusmaktadir. Bu tip
sensorlerde tayini yapilacak analitin konsantrasyonu ile dogru orantili olarak sinyal elde
edilmektedir. Bu tip enzim elektrotlarinda enzimatik tepkimenin {iriinii veya substrat elektrot
yiizeyinde indirgenebilir veya ylikseltgenebilir olmalidir [35]. Amperometrik sensorler
referans elektrot ile g¢alisma elektrodu arasina denge potansiyelinden farkli potansiyel
verildiginde, ortamda meydana gelen akim degisikliginin ¢aligma elektrodunda indirgenen
veya Yyiikseltgenen tiirlerin konsantrasyonunda gergeklesen degisime dayanmaktadir. Bu
yiikseltgenen veya indirgenen maddeler anyon, katyon ve yiiksiiz bir bilesik olabilmektedir
[33]. Bu tiirlerin indirgenmesi ve yiikseltgenmesi g¢alisma elektrodu yiizeyinde

gerceklesmektedir [41].

Amperometrik  biyosensorlerde biyolojik tan1 materyali olarak yayginca enzimler
kulanilmaktadir. Ornegin, bir enzimatik reaksiyon sirasinda tiiketilen oksijen ve iiretilen
hidrojen peroksit degisimleri takip edilerek konsantrasyonu tespit edilecek maddenin tayini
yapilabilmektedir [33].
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3.2 AMPEROMETRIK BIYOSENSORLERIN PERFORMANS KRiTERLERI

3.2.1 Kalibrasyon Egrisinin Dogrusalhgi

Olgiim ortamima artan konsantrasyonda analit eklemeleri yapilarak elde edilen akimlar
konsantrasyona kars1 grafige gecirilir. Konsantrasyon arttik¢a enzimin aktivitesinin azalmasi,
Ol¢lim ortaminin stabilitesinin bozulmasi ve elektrot yiizeyinin bazi radikallerle dolmasi gibi
nedenlerden dolayi bir siire sonra elde edilen akimlar azalir ve ilaveler devam ettikge bir siire
sonra akim degisimi gdzlenmez. Olgiimlerin dogru yapilabilmesi igin akim degisimlerinin
dogrusallik gosterdigi dogrusal aralig1 tespit etmek gerekmektedir. Biyosensorler i¢in dogru
Oleiim araligr tespit edilen bu dogrusal araliktir. Biyosensor igin yapilacak analitik
hesaplamalar tespit edilen bu dogrusal aralikta yapilir. Dogrusal araligin genis olmasi

biyosensor igin avantajdir [31].

3.2.2 Cevap Siiresi

Cevap siiresi, analizi yapilacak maddenin 6l¢iim yapilacak ortama eklendigi andan itibaren
Ol¢iim sonucunun okundugu zamana kadar gegen siire olarak tanimlanmaktadir.
Biyosensorlerin hizla yayginlagmasinin nedenlerinden biri de kisa bir zaman igerisinde sonug
verebilmesi olmustur. Cevap siiresi genellikle birkag saniye ile dakika arasinda degigsmektedir.
Cevap siiresi 5 dakikaya kadar olan siireler kabul edilirken, on dakika gibi siireler uzun

sayllmaktadir [34].

3.2.3 Ol¢iim Hassasiyeti

Hassasiyet, biyosensorden elde edilen kalibrasyon egrisinin egimi olarak tanimlanmaktadir.
Kalibrasyon egrisinin egimi sinyal degisimi/analit konsantrasyonudur. Egim arttikca

hassasiyette de artis gozlenir. Sensoriin biiyiik olmasi ve dl¢lim ortamina kimyasal tiirlerin

aktarim hiz1 gibi nedenler hassasiyeti etkileyebilmektedirler [42].
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3.2.4 Tespit Limiti

Tespit limiti, biyosensoriin sinyal verebildigi en diisiik konsantrasyon degeridir [41]. Tespit
limiti belirlenirken analitin ortamdaki konsantrasyonu ve girisim yapabilecek maddelerin olup
olmadigr oOnemlidir. Ayrica pH ve sicaklik gibi parametrelerde tespit limitini
degistirebilmektedir [43].

3.2.5 Kararhhk

Kararlilik; enzim elektrodunun diger tiim parametrelerde gerekli sartlar saglandiktan sonra
pratik bir sekilde kullanilabilirliginin bir gostergesidir. Kararlilik, biyosensoriin émriiyle ilgili
bilgi verir. Biyosensorlerin 6mrii, ¢alisma kosullarina ve saklanma kosullarina bagl olarak
degismektedir. Hibrit yapilar1 nedeniyle enzim biyosensorlerinin kararliligini, hem enzim
kararliligt hem de sensor kararliligina bakilarak degerlendirmek gerekmektedir. Enzim
kararlhiligina bakilirken enzimin fiziksel dayanikliligi, safligi, kaynagi ve immobilize edilirken
kullanilan polimerin fiziksel veya kimyasal karakterli olusuna bakilmalidir. Ayrica ortamin
oksijen derisimi, pH, nem ve 1s1 gibi Ozellikleri de enzimin kararliligini etkilemektedir.
Enzimin saflik diizeyi arttikca dogal ortamindan uzaklastigi icin kararliliginda azalma
olmaktadir. Enzim immobilizasyonunda kimyasal yontemlerin kullanilmasinin fiziksel

yontemlere gore sensoriin dmriinii uzattigi belirtilmistir [40].

3.3 CEVRESEL iZLEME TEKNIKLERINDE BiYOSENSORLER

Cevresel parametrelerin standart metotlar ile tayininde yasanan sikintilardan dolay1
biyosensorler tercih edilmeye baslanmistir. Bu kisimda fosfat disinda fenol, nitrit, nitrat, EDC
(Endokrin Bozucu Kimyasal)’ler gibi parametrelerin biyosensor ile Ol¢iim galigmalari

irdelenmistir;

Karim ve arkadaslari, yaptigi ¢calismada altin nanopartikiil ile modifiye edilmis ekran baskili
karbon elektrotlart iizerinde tirozinazin kovalent immobilizasyonuna dayali amperometrik
fenol biyosensorii tasarlamislardir. Fenol tespiti i¢in tirozinaz tabanli biyosensoriin
elektrokatalitik cevaplari, hem doniistimlii voltametri (CV) hem de kare dalga voltametri
kullanilarak Ol¢iilmiistiir. Elektrot yiizeyinde hareketsiz hale getirilen tirozinaz miktar1 ve

sicaklik, pH gibi parametreler fenoliin tespiti i¢in optimize edilmistir. Tasarlanan
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biyosensoriin dogrusal 6l¢iim araligi 47 ppb-15 ppm, LOD’si 47 ppb ve hassasiyeti 15.7
pA/ppm’dir [44].

Cevik ve arkadaslar1 yaptig1 ¢alismada fenol tiirevlerinin belirlenmesi igin bir amperometrik
fenol biyosensorii tasarlamistir. Trimetoksisilil terminal grubuna sahip poli (glisidil
metakrilat) telomeri, glisidil metakrilatin telomerizasyonuyla sentezlenmis ve demir oksit
nanopargcaciklari, enzim immobilizasyon platformunu elde etmek i¢in poli (glisidil metakrilat)
telomeri ile kaplanmistir. Demir oksit katkilanmis poli (glisidil metakrilat) film altin elektrot
yiizeyine horseradish  peroksidaz enziminin  immobilizasyonu yapilmistir.  Fenol
konsantrasyonu pH degeri 7.5 olan fosfat tamponunda -0.5 V’luk (Ag/AgCl) sabit bir
potansiyelde, substrat konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak 6l¢iilmiistiir. Fenoliin tespiti
icin tasarlanan biyosensoriin dogrusal dl¢lim araligi 0.5-15 mM arasinda, LOD’si 0.5 mM ve

hassasiyeti 0.42 pA/mM.cm? olarak bulunmustur [45].

Dempsey ve arkadaslar1 yaptigi calismada endokrin bozucu tiirevlerin tespiti i¢in poli
(tiyonin) igine hapsolmus tirozinaz bazli bir biyosensor gelistirmislerdir. Tasarlanan
biyosensor bir dizi sentetik dstrojen ve fenolik bilesik kullanilarak test edilmistir. Gelistirilen
sensoriin endokrin bozucu faktorler i¢in dogrusal dl¢iim araligi 0.08-0.8 mM ve LOD’si 1-23

uM arasinda degismektedir [46].

Boussema ve arkadaslar1 yaptig1 ¢alismada nitrit iyonlarinin indirgenmesinde katalizor olarak
Polioksometalat: [PMo11039]" sentezleyip kullanmislardir. PMo1; olarak belirtilen bu mono-
lacunary keggin anyonu, elektron transferlerini gelistirmek i¢in camst karbon (GC)
elektrotlar1 iizerinde ya okside edilmis tek duvarli karbon nanotiiplerin (ox-SWCNT’ler) ya da
azaltilmis grafen oksidin (rGO) bir matrisi i¢inde sinirlandirilmistir. Bes farkli dizilim, CV
teknigi kullanilarak karakterize edilmis ve farkli bilesenlerin miktarinin optimize edildigi
nitrit tespiti i¢in amperometrik sensor kurulumunda degerlendirilmistir. Calisma elektrodu
iizerinde sadece ox-SWCNT’ler ve PMol1 kullanilarak yapilan calismada 44.41 mA/L.mol'e
kadar i1yi bir hassasiyet ve tatmin edici bir tekrarlanabilirlik (RSD: dort 6zdes elektrot icin
%2,64) gosterilmistir. Ayrica tasarlanan biyosensér, 3.0 x 10° mol/L ile 1.6 x 102 mol/L

arasinda dogrusal 6l¢lim araligina ve 3.0 x 10-5 mol/L sahiptir [47].

Nistor ve arkadaslar1 yaptig1 caligmada sellobiyoz dehidrojenaz (CDH) ve kinoprotein bagimh

glikoz dehidrojenaz (GDH) enzimlerine dayali iki amperometrik biyosensorii, atik su aritma
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stirecinin farkli agsamalarinda toplanan ve bdylece iki atik su aritma tesisinin (WWTP) farkli
temizlik seviyelerini temsil eden su numunelerindeki fenolik igerigin izlenmesi igin
tasarlamigtir. Biyosensor dlgtimleri sahada yapilmis, sivi kromatografi-kiitle spektrometresi
(LC-MYS) ile elde edilen sonuglarla karsilastirilmistir. Potansiyel olarak etkilesime giren
birka¢ bilesigin, sensor tepkisi lizerindeki etkisi de incelenmistir. Calismanin genel amaci
olarak, biyosensorlerin potansiyel kullanimini fenol analizi igin nicel araglar olarak degil, belli
bir egilimi gosteren tarama araglar1 olarak, yani mevcut veya mevcut olmayan bilesikleri ve
numunenin toksisitesi ile potansiyel etkilesimin degerlendirilmesi belirtilmistir. Calismadan
biyosensorler ve LC-MS sonuglarinin nicel olarak karsilastirilabilir olmadigi, ancak her iki
sensorden de sulardaki fenol konsantrasyonunun diisiisiiniin takip edilebildigi bulunmustur
[48].

Xuejiang ve arkadaglar1 yaptig1 calismada sudaki nitratin tayini i¢in oldukga hassas, hizli ve
kararli bir enzim biyosensorii tasarlamiglardir. Biyosensor elektrodu glutaraldehit ile ¢apraz
baglanarak aspergillus niger'den elde edilen nitrat rediiktaz enzimi ve metil viologen ile
modifiye edilmistir. Enzim elektrotunun imalati i¢in islem parametreleri ve pH gibi ¢esitli
deneysel degiskenler, glutaraldehit buharinda enzim yiikleme ve immobilizasyon siiresi,
hassasiyet, tespit limiti, dinamik aralik, isletme ve depolama kararliligi tizerindeki etkileri
bakimindan incelenmistir. Tasarlanan sensér 0.005 mM nitrat tespit limiti ile 0.02 ve 0.25
MM araliginda dogrusal 6l¢lim araligina sahiptir. 4 °C'de 5 mM fosfat tamponunda (pH 7,5)

depolandiginda, sensor 2 hafta boyunca iyi bir kararlilik gostermistir [49].

Can ve arkadaslar1 yaptig1 calismada Polipirol (PPy) / Karbon nanotiipleri (CNTs) filmine
dayanan bir amperometrik nitrat biyosensoriiniin  yapist ve karakterizasyonunu
aciklamislardir. Nitrat rediiktaz hem sentezlenen polipirol filmine hapsedilmis hem de karbon
nanotiiplerin karboksil gruplar1 vasitasiyla CNT/PPy film elektroduna kimyasal olarak
immobilize edilmistir. Nitrat i¢in optimum amperometrik yanit, 0.1 M fosfat tampon ¢ozeltisi
(PBS), 0.1 M lityum Kkloriir i¢ceren pH 7.5 ve 0.13 V (vs. Ag/AgCl, 3 M NaCl) uygulama
potansiyeli olan 7 mM potasyum ferrisiyaniir iginde elde edilmistir. Olgiim hassasiyeti,
0.97'lik bir regresyon katsayisi ile 300 NA/mM ve dogrusal dl¢iim araligi 0.44-1.45 mM'lik
olarak bulunmustur. Tasarlanan biyosensoriin RSD’si (n=7) % 5.4 ve LOD’si 0.17 mM’dir
[50].
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Haldorai ve arkadaslar1 yaptig1 ¢alismada titanyum nitriir (TiN) nanopargaciklari ile modifiye
edilmis ¢ok duvarli karbon nanotiipler (MWCNT'ler) nanokompozit olarak iki asamali bir
islemle tretilmistir. Bu iki asama, MWCNT ylizeyine titanyum dioksit nanopargaciklarinin
kaplanmasin1 ve ardindan termal nitridasyonu icermistir. Nitrit algilamasi i¢in camsi bir
karbon elektrodu tizerinde modifiye edilen MWCNT'ler-TiN kompozitine sabitlenen sitokrom
cnin dogrudan elektrokimyas: ve elektrokatalizi arastirilmistir. Tasarlanan biyosensoriin,
hassasiyeti 121,5 pA/uM.cm?, LOD’si 0,0014 uM ve dogrusal 8lgiim araligs 1 uM ile 2000
uM arasindadir [51].

Dagc1 ve arkadaglar1 yaptigi ¢alismada Pironin Y’nin kalem grafit elektrot (PGE) lizerinde
elektropolimerizasyonunu, potansiyodinamik ve potansiyostatik teknikler kullanilarak
gerceklestirmislerdir. Elektrooksidasyon potansiyelinin, pH’in ve monomer ¢dzeltisinin
konsantrasyonunun, polimerik film yapisi ilizerindeki etkisini de incelemislerdir. Hazirlanan
Poli (Pironin Y)/ PGE’nin elektrokatalitik ozellikleri nitritin amperometrik tespiti igin
incelenmistir. Tasarlanan sensériin LOD’si 5.107 M ve dogrusal dlgiim araligi 1.10% ile 1.10™
M arasindadir. Tasarlanan sensor ile gida numunelerindeki nitrit konsantrasyonu test edilmis

ve standart spektrofotometrik yontemler ile tutarlilik sagladigi raporlanmistir [52].

3.4 FOSFAT BiYOSENSORLERI

Fosfat ve tiirevlerinin tayini i¢in gelistirilen amperometrik biyosensorlerde en ¢ok tercih
edilen enzim piriivat oksidaz enzimidir. Fosfatin tayini i¢in bu biyosensorlerde kesikli ve
stirekli 6l¢iim sistemi olmak {izere iki tip 6l¢lim sistemi kullanilmaktadir. Bu bélimde enzim

kullanilarak tasarlanmig fosfat biyosensorii ile yapilan fosfat tayin ¢caligmalari 6zetlenmistir;

Gavalas ve arkadaglarinin yaptig1 calismada gozenekli iletken karbon elektrot yiizeyine enzim
stabilize edici polielektrolit olarak dietilaminoetil-dextran veya DNA kullanilmistir. DNA
polielektroliti ilizerine piriivat oksidaz enzimi immobilize edilmistir. Enzim bagl bu ¢alisma
elektrodu fosfatin tayininde kullanilmistir. Fosfat i¢in dogrusal dl¢iim araligir 0.05-1.25 mM,
Ol¢iim hassasiyeti 10.3 pA/mM ve LOD’si 4.8 uM’dir [15].

Gilbert ve arkadaslarinin yaptigi calismada su ve idrar analizi i¢in bir fosfat biyosensorii
tasarlanmigtir. Calisma elektrodu kobalt ftalosiyoninle modifiye edilmis ekran baskili karbon

elektrodudur. Piriivat oksidaz enzimi bu calisma elektroduna seliiloz asetat / seliiloz nitrat
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membranlari ve ¢apraz baglama ajani, gluteraldehit (GLA) kullanilarak immobilize edilmistir.
Enzim bagl bu calisma elektrodu fosfatin tespitinde kullanilmistir. Yapilan bu calismada

biyosensoriin dogrusal 6l¢iim araligi 2.5-130 pM ve LOD’si 2 uM’dir [29].

Kwan ve arkadaglarmin yaptifi calismada insan tiikiiriigiiniin fosfat konsantrasyonunu
belirlemek igin bir amperometrik biyosensor tasarlanmistir. Biyosensor, ekran baskili bir
elektrot {izerinde piruvat oksidazin immobilize edilmesiyle olusturulmustur. Sensér, numune
eklendikten sonra 2 sn iginde yanit vermektedir. Tasarlanan biyosensoriin dogrusal 6l¢iim

aralig1 7.5-625 uM ve LOD’si 3.6 uM’dir [53].

Ogabiela ve arkadaslarmin yaptigi calismada potansiyometrik bir fosfat biyosensorii
tasarlanmigtir. Calisma elektrodu olarak platin elektrot kullanilmis olup piriivat oksidaz
enziminin immobilizasyonu igin polipirol film kullanilmistir. Tasarlanan biyosensoriin
dogrusal 6l¢iim aralig1 15-400 uM ve LOD’si 3 uM’dir [6].

Rahman ve arkadaglarinin yaptigi calismada bir amperometrik fosfat biyosensorii
tasarlanmustir. Piriivat oksidaz enzimi poli (tertiyofen-3-karboksilik asit) kapli camsi karbon
elektrot lizerine kovalent olarak immobilize edilmistir. Enzim baglanmig bu ¢alisma elektrodu
insan serumundaki fosfat konsantrasyonunun tayininde kullanilmistir. Fosfat iyonunun tespiti

icin tasarlanan biyosensoriin dogrusal dl¢tim araligi 1.0 uM ve 100 uM ve LOD’si 0.3 uM’dir
[4].

Ikebukuro ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada fosfatin tespiti i¢in oldukca hassas bir
biyosensor sistemi gelistirilmistir. Bu biyosensor sistemi piruvat oksidaz reaksiyonuna ve
ardindan bir luminol kemiliiminesans reaksiyonuna dayanmaktadir. Piruvat oksidazin {irettigi
hidrojen peroksit, immobilize edilmis bir peroksidaz tarafindan katalize edilen luminol ile
reaksiyona girmektedir. Elde edilen kemiliiminesans, bir fotomultiplier tarafindan tespit
edilmektedir. Bu sistem, 6l¢iim igin yaklasik 3 dakika siiren hizli fosfat tayini ile sonuglanan
bir siirekli akis enjeksiyon sistemini kullanmaktadir. Tasarlanan sensoriin LOD’si 74 nM iken,
0.37-7.4 uM arasinda bir dogrusal ol¢glim aralig1 gostermektedir. Bu duyarlilik, Japonya'nin
dogal sularinin izin verilen maksimum fosfat konsantrasyonunu belirlemek icin yeterli

olmaktadir [54].
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Ogabiela ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada fosfatin tespiti igin piriivat oksidaz enzimi
yiiksek dereceli altin nano teller dizisi entegrasyonuna dayanan bir ultra hassas fosfat
amperometrik nano biyosensorii tasarlanmistir. Pirtivat oksidaz ve kofaktorlerinin, sigir serum
alblimini ve glutaraldehit (GLA) ile ¢apraz baglanma yoluyla altin nanoteller iizerine basarili
bir sekilde entegrasyonu, CV ve amperometri ile saglanmistir. Tasarlanan nano biyosensor,
12.5-1000 uM arasinda dogrusal &lgiim araligma, 0.1 uM'lik LOD’ye ve 140.3 nA/mM.cm?
hassasiyete sahiptir [55].

Cui ve arkadaslarmin yaptigt calismada fosfatin tespiti i¢in Pt/Au alasim nano tel
dizilimlerine dayali elektrokimyasal bir biyosensor tasarlanmistir. Piruvat oksidaz, capraz
baglama yaklasimi ile kofaktorlerle birlikte nanotelin yiizeyine immobilize edilmistir.
Tasarlanan fosfat biyosensorii 248-1456 uM arasinda dogrusal ol¢iim araligma ve 50.5
nA/mM.cm? hassasiyete sahiptir. Biyosensoriin, fosfat tespiti uygulamalarinda iyi bir secicilik

ve stabilite sergiledigi belirtilmistir [3].

Mousty ve arkadaslarinin yaptig1 calismada fosfatin tespiti ig¢in {i¢lii enzim sistemi
kullanilmistir. Bu enzim sistemi inorganik bir laponit kil igine hapsolmus bir maltoz fosforilaz
,mutarotaz ve glikoz oksidaz karisimindan olusmaktadir. Biyosensorlerin fosfat ve glikoz
ilavelerine tepkisi, enzimatik olarak iiretilen hidrojen peroksitin elektrot yiizeyinde 0.6 V'da
(Ag/AgCI) oksitlenmesiyle 6l¢iilmiistiir. Biyosensoriin fosfat tespiti i¢in biyoelektrokimyasal
tepkisi, enzimlerin kil karistmindaki her bir enzimin miktarindan kuvvetli bir sekilde
etkilenmistir. Biyosensoriin optimum pH’1 6.5 ve sicakligi 40 °C’dir. Bu optimum kosullar
altinda, fosfat hassasiyeti ve dogrusal &lgiim aralig1 sirasiyla 52.4 mA/M.cm? ve 1 - 50 pM'dir
[13].

Gajovic ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada oksijensiz numunelerde piruvat ve fosfat
tayini i¢in redoks polimer ile modifiye edilmis, ¢ok katmanli bir amperometrik fosfat
biyosensorii gelistirilmistir. Kullanilan enzim piriivat oksidaz enzimi olup kullanilan elektrot
cam karbon elektrodudur. Tasarlanan amperometrik biyosensoriin dogrusal Ol¢iim araligi,

LOD ve hassasiyeti sirasiyla 0.02-0.3 mM, 20 uM ve 5 pA/mM’dir [56].

Zhang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada ti¢ katmanli maltoz fosforilaz kompozit

filmlere dayanan bir kondiiktometrik fosfat biyosensorii gelistirilmistir. Tasarlanan biyosensor
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su orneklerinde fosfatin tayini i¢in kullanilmistir. Tasarlanan biyosensoriin dogrusal 6lglim

araligi 1-20 uM ve LOD ise 1 uM’dir [7].

Lawal ve arkadaslarmmin yaptig1 c¢alismada potansiyometrik bir fosfat biyosensorii
tasarlanmustir. Enzim olarak purin niikleosid fosforilaz ve ksantin oksidaz kullanilmustir.
Enzim immobilizasyonu i¢in polipirol kullanilmistir. Tasarlanan sensoriin dogrusal Ol¢iim

aralig1 5-25 uM ve LOD’si ise 1 uM’dir [57].

Bu ¢alismalarin yani sira fosfat tayini i¢in Akis Enjeksiyon Analizi (FIA) kullanilmistir. Tahil
orneklerinde ortofosfat, fitat ve toplam fosfor tayini icin enzimatik hidroliz ile akis
enjeksiyonlu spektrofotometrik bir prosediir gelistirilmistir. Fitat, bir enzimatik reaktore
paketlenip kati bir faza baglanmis enzim fitaz ile hidrolize edilmis ve elde edilen hidrolize
ortofosfat 650 nm'de spektrofotometrede Ol¢iilmiistiir. [58]. Bu sistemde, spektrofotometrik
fosfat tespiti yiiksek sicaklik ve ayrica hidroliz asamasi gerektirmistir. Serumdaki inorganik
fosfatin saptanmasinda akis enjeksiyon analizine dayali otomatik bir yontem kullanilmistir

[59]. Bu sistem ¢oklu enzim immobilizasyonuna dayanmaktadir.

Baska bir raporda, ardisik kesikli reaktor (SBR) sisteminde fosfatin izlenmesi i¢in hidrojellere
immobilize edilmis piruvat oksidaz bazli, kalin film tabanli bir biyosensor gelistirilmistir.
Sensoriin stabilitesini ve tekrar iiretilebilirligini izlemek ic¢in bir FIA sistemi kullanilmistir.
280 adet fosfat 6lgtimii yapilmis, 250 dlgiimden sonra elde edilen sinyallerin giicii yar1 yariya
azalmistir [60]. FIA sistemlerde kofaktorlerin birbirine karismasi, kabarciklarin olusmasiyla
analizin bloklanmas1 gibi durumlarin yasanmasi1 s6z konusudur ve bu durumlar

biyosensorlerde ciddi analitik hatalara yol agmaktadir [16].
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BOLUM 4

MATERYAL METOT

4.1 KIMYASAL VE EKIPMANLAR

Deneysel ¢alismada kullanilan kimyasallardan, Piruvat oksidaz, Aerococcus sp. (liyofilize
toz, >35 U/mg protein), sodyum hidroksit (NaOH), pirol-2-karboksilik asit (Py-COOH, 99%),
pirol (Py, 98%), [N-(3-Dimetilaminopropil)-N-(Etilkarbodiimid hidroklorit)](EDC), N-
Hidroksisiiksinimid (NHS), lityum perklorat (LiCIO4, 99%), magnezyum kloriir hekza hidrat
(MgCl2.6H20, >99%), sodyum piriivat (CH3COCOONa, >99%), flavin adenin diniikleotit
disodyum tuzu (FAD,>%95), hidroklorik asit (HCI, 36.5-38%) ve potasyum hidroksit (KOH,
>85%) Sigma-Aldrich’dan, sitrik asit monohidrat, siilfirik asit (H2SO4), hidrojen peroksit
(H202,%25), tetrabiitilamonyum tetrafloroborat (TBAFB), asetonitril (>99% GC grade),
disodyum hidrojen fosfat (Na:HPOs, >99.0%), amonyum molibdat ((NH4)sM07024.4H20) ,
potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs4) ,gliserol ve kalay kloriir Merck’ten, fenolftalein
indikatéri HACH firmasindan, tiamin pirofosfat kloriir (TPP,>% 98) Tokyo Kimya
Endiistrisi’nden (TCI) temin edilmistir.

Deneylerde kullanilan ekipmanlardan CHI1040B marka potansiyostat, cam hiicreler, altin
calisma elektrodu (@=2 mm), platin karsit elektrodu, Ag%Ag* susuz referans elektrot,
Ag/AgCI referans elektrot ve elektrot temizleme kitleri CH Instruments firmasindan temin
edilmistir. Deneylerde kullanilan UV-spektrofotometre Shimadzu UV-1800, otomatik
mikropipetler eppendorf marka, manyetik karistirict DragonLab MS-H-S, hassas tarti cihazi
Denver Instrument, pH metre Inolab pH 7110, ultra saf su cihazi Milipore Direct-Q 3 UV

markadir.
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4.2 BIYOSENSOR PROBUNUN HAZIRLANISI

4.2.1 Elektrot Temizleme Prosediirii

Altin ¢alisma elektrodu 1, 0.3 ve 0.05 mikron boyutlarindaki aliminyum tozlari ile
zimparalandiktan sonra ultra saf su ile yitkanmistir. Sonrasinda %25’1lik hidrojen peroksit ve
50 mM potasyum hidroksit 10 mL ultra saf suda karistirilarak ¢oziilmiistiir. Zimparalardan
gecirilmis altin elektrot, hazirlanan ¢6zelti i¢inde 10 dakika bekletilmis [61] ve daha sonra
ultra saf su ile yikanmistir. 50 mM potasyum hidroksit 10 mL saf su i¢inde karistirilarak
¢ozlinmiis ve platin ¢ubuk, sulu referans elektrot (Ag/AgCI) ve ¢alisma elektrodu cam hiicre
igine yerlestirilmis ve ¢alisma elektrodunun temizligi igin -0.2 V ile -1.2 V arasinda 50 mV/s
tarama hizinda 2 dakika CV teknigiyle temizleme islemi gergeklestirilmistir. Sonrasinda ultra

saf sudan gegirilip elektrodun temizligi tamamlanmistir.

4.2.2 Elektrot Yiizeyinin Polimerik Filmle Kaplanmasi ve Enzim iImmobilizasyonu

Calisma elektrotu kaplamasi yapilirken 10 mM pirol-2-karboksilik asit, 5 mM pirol ve 20 mM
TBAFB 10 mL asetonitril i¢cinde karistirilarak ¢oziilmiistiir. Altin ¢alisma elektrotu, platin
karsit elektrot ve susuz referans elektrot (Ag’/Ag* ) hazirlanan polimer ¢dzeltisinin igerisine
daldirilmistir. CV teknigiyle 100 mV/s tarama hizinda -0.5 V ile +1 V arasinda 20 dongiiliik
bir elektropolimerizasyon siirecinde [Poli(Py-ko-PyCOOH)] kaplamasi tamamlanmustir.
Kaplanan elektrot ultra saf sudan gegirilip, 5 mL ultra saf suda hazirlanmis 15 mM EDC ve
300 mM NHS, ¢ozeltisinin igerisinde 3 saat 100 rpm’lik karistirma altinda bekletilmistir.
Yapilan bu iglem polimerin karboksilik gruplarini aktiflestirmek i¢indir. Sonrasinda elektrot,
sitrat tamponu ile yikanip enzim ¢ozeltisinde 1 gece buzdolabinda (+4°C) bekletilerek
polimerin karboksilik gruplart {izerinden kimyasal olarak enzim immobilizasyonu
gergeklestirilmistir. Enzim ¢ozeltisinden ¢ikarillan ¢alisma elektrodu, baglanamamis

enzimlerin yikanmasi i¢in ultra saf sudan gegirilmistir.

4.3 ELEKTROKIMYASAL OLCUMLER

Hazirlanan biyosensdr probu 0.7 mg/mL lityum perklorat (LiClO4), 1 mM Mg*?, 0.5 mM
piriivat, 5 uM FAD, 50 uM TPP igeren pH 7, 20 mM sitrat tamponunun 10 mL’sine artan

konsantrasyonlarda fosfat iyonu eklenerek hazirlanmis fosfat numunelerine daldirilarak
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isletilmistir. Her bir numuneyi igeren 10 mL cam hiicreye {i¢ dakika boyunca saf oksijen
ilavesi yapilmistir. Sonrasinda enzim baglanmis altin ¢caligma elektrodu, sulu referans elektrot
(Ag/AgCI) ve platin karsit elektrot cam hiicre igine yerlestirilmistir. Artan konsantrasyonlarda
fosfat igeren tiim numunelerde DPV teknigiyle fosfat 6lgtimleri yapilmistir. DPV kosullari,
0.002 V’luk voltaj artis1, 0.1 V amplitiid, 0.02 s numune genisligi, 0.06 s puls genisligi, -
1V/+1V potansiyel araligi ve 0.75 sn’lik puls siiresi seklinde ayarlanmustir. Olgiimlerde
gerceklesen reaksiyonlar sonucu agiga ¢ikan hidrojen peroksit, uygun voltajla birlikte elektrot
yizeyinde oksidasyona ugrayarak, sistemde elektronlar agiga c¢ikmistir. Agiga ¢ikan
elektronlar, karsit elektrot tarafindan sayilarak potansiyostat tarafindan akim degerlerine
doniistiiriilmiistiir. Fosfat konsantrasyonuna karsin Olgiilen akim degerleri ile kalibrasyon
egrisi hazirlanmis ve bu egri konsantrasyonu bilinmeyen numune o6rneklerinde fosfat
konsantrasyonunun belirlenebilmesi i¢in kullanilmistir. Elektrokimyasal 6l¢iim ortami Sekil

4.1°de gosterilmistir.

Ag/AgCl Referans
Elektrot

Altin (Au) Calisma
Elektrodu

D Platin Kar
sit .
Elektrot Potansiyostat

20 mM pH 7 Sitrat Tamponu

Sekil 4.1 Elektrokimyasal 6l¢tim ortama.

25



4.4 STANDART FOSFAT OLCUM METODU

Yiizeysel su numunelerinin fosfat konsantrasyonunu biyosensor sonucu ile karsilagtirabilmek
amaciyla standart metot olan Kalay Kloriir yontemiyle fosfat 6l¢tiimii yapilmistir [30]. Kalay
Kloriir yonteminde dncelikle dereden alinan numuneler 0.45 pm whatman filtre iceren askida
katt madde seti ile stiziilmistiir. Standart metot ile fosfat kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi
icin potasyum dihidrojen fosfattan icinde 50 mg/L POs-P igerecek sekilde standart fosfat
stogu hazirlanmistir. Stoktan 50, 100, 150, 200 ve 250 mg/L olmak iizere fosfat ¢ozeltileri
hazirlanip, bu c¢ozeltilere karistirma altinda Oncelikle fenolftalein indikator ¢ozeltisi
damlatilmistir. Sonrasinda karigtirma altindaki ¢6zeltiye 4 mL amonyum molibdat ve 500 uL
kalay kloriir ¢ozeltisinden eklenerek ¢ozeltide renk olusumu saglanmistir. Eklemelerden sonra
10-12 dakika aras1 beklenip spektrofotometrede 690 nm’de absorbans degerleri okunarak
kalibrasyon egrisi ¢ikarilmistir. Sonrasinda igerisinde fosfat konsantrasyonu bilinmeyen
sliziilmiis dere suyu numunelerini kalibrasyon i¢in yapilan ayni asamalardan gegirerek,
numunelerin 690 nm’de spektrofotometrede absorbanslar1 okunmus ve kalibrasyon grafiginde

yerine konularak gercek fosfat konsantrasyonlari belirlenmistir.
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BOLUM 5

BULGULAR VE TARTISMA

5.1 POLI (PIROL-KO-PIROL-2-KARBOKSILIK ASIT) FILMININ
KARAKTERIZASYON CALISMALARI

Poli (pirol-ko-pirol-2-karboksilik asit) kopolimerik filminin elektropolimerizasyonu “Elektrot
Yiizeyinin Polimerik Filmle Kaplanmasi ve Enzim Immobilizasyonu” béliimiinde verilen
prosediire  gore gergeklestirilmistir. Py-COOH  monomerinin Py  monomer ile
kopolimerizasyonu, Sekil 5.1'de sunulan 20 dongiilii CV ile agik¢a gézlenmistir. Asetonitrilde
PyCOOH polimerizasyonunun tipik voltammogrami elde edilmistir [62]. Dongii sayisinin
artmastyla yliksek amper seviyesinde kademeli olarak artan akim yogunlugu, altin yiizeyinde

kopolimerik filmin basariyla sentezlendigini gostermistir.

320

-0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Potansiyel (V)

Sekil 5.1 Alun yiizeyinde Py-COOH ve Py'nin elektrokopolimerizasyonuna ait doniisiimlii
voltametri grafigi (AgY/Ag").
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Taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiisii ve Quanta FEG 450 model cihazla alinan
Poli (Py-ko-PyCOOH) film kapli elektrodun enerji yayilimli X-151n1 (EDX) karakterizasyonu,
Sekil 5.2, 5.3 ve 5.4'de sunulmustur.

?Sﬂ 7 INET] [] ‘det imode ‘ vac mode 2l WD A HV ——5um
7~ 1 20000 x | ETD SE High vacuum | 10.1 mm | 15.00 kV FEI QUANTA FEG 450

Sekil 5.2 Poli (Py-ko-PyCOOH) film kapli altin elektrot yiizeyinin SEM mikrografi (x20000).
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i{; 7 NELI| 7 det Vmode » vac mode WD A HV A 400 nm
7> | 400 000 x | ETD SE High vacuum | 10.0 mm | 20.00 kV FEI QUANTA FEG 450

Sekil 5.3 Poli (Py-ko-PyCOOH) film kapli altin elektrot yiizeyinin SEM mikrografi
(x400000).
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EDS Quantitative Results

Element Wt% Atd
CK 42.30 59.03

NK 24.42 29.23

OK 3.12 3.27

FK 7.26 6.41
RhL 1.29 0.21
Au 21.61 1.86

SE ————0. 5um 100000x

C:\EDAX32\GENESIS\GENMAPS.SPC

kV:25.0 Tilt:0.00 Tkoff:3.55 Det: SDD Apollo X Reso:126.3 Amp.T:12.80
FS : 2403 LSec : 4.2 Prst:None 26-Sep-2019 16:03:41

Au

12.00 14.00

Sekil 5.4 Poli (Py-ko-PyCOOH) film kapli altin ylizeyde EDX analizi.

Poli (Py-ko-PyCOOH) filminin SEM goriintiisii, karnabahar benzeri kiiresel pargaciklarin
yiizeyde olustugunu ve bu pargaciklarin bazilarimin topaklanmig gibi gdriindiigiinii
gostermistir  (Sekil 5.2). Elektrokimyasal olarak sentezlenmis pirol bazli polimer

pargaciklarinin agregalarinin ¢ap olarak birka¢ mikron oldugu ve kiiresel morfolojili daha
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kii¢iik pargaciklardan olustugu bilinmektedir [63]. Daha yiiksek biiyiitmeli SEM goriintiisii,
tahmini biiytikligi 300-400 nm olan pargaciklari ortaya ¢ikarmistir (Sekil 5.3). Pargacik
bliylikliigii, polimerizasyon isleminde kullanilan dopant tipi ve monomer oranlarina bagh
olarak degismektedir [64]. Yiizeydeki parcaciklarin biiylimesiyle, spesifik ylizey alaninin
azaldig1 bilinmektedir [65]. Biiyiikligi 300-400 nm olan polimer pargaciklar kiigiik sayilir,
bu da daha yiliksek yiizey alanina yol agmistir ve bu nedenle, substratin film yiizeyine
adsorpsiyonunu arttirmak icin daha fazla alan tedarik edilebildigi sdylenebilir. Film kapl
elektrot yiizeyindeki karbonun yani sira azot atomlarimin varligi, EDX analizi (Sekil 5.4) ile
tespit edilmis ve yiizeyde karbon ve azot iceren polipirol film yapisinin olusturuldugu

dogrulanmistir.

5.2 VOLTAJIN BELIRLENMESI

Calisma elektrodu yiizeyinde gerceklesen enzimatik ve elektrokimyasal reaksiyonlar asagida
verilmistir (Sekil 5.5);

Pirivat Oksidaz

Piruvat + [POs]® + 0 ————— Asetilfosfat + CO2+H20; (5.1)

H,0, — 0, + 2H" + 2¢ (5.2)

Esitlik 5.1'de verilen bu reaksiyon piruvatin asetilfosfata, H202 ve CO2'ye doniigiimiinii igerir.
FAD ve TPP, inorganik fosfat ve oksijen varliginda piruvatin enzimatik dekarboksilasyonu
icin gerekli kofaktorlerdir. Her enzimatik inaktif piruvat oksidaz alt birimi bir TPP ve bir
FAD" baglar ve tiim oksidasyon reaksiyonlarinda Mg*? varliginda her iki kofaktér (TPP ve
FAD) ile kompleksler olusturabilir. Piruvat oksidazin kofaktor bagimli katalitik reaksiyonlari,
TPP'nin Cz-H'sinin deprotonasyonuyla baglar ve daha sonra laktil-TPP, piruvatin ‘enzim
bagli” TPP'nin C, atomuna baglanmasiyla olusturulur. Hidroksietil-TPP, laktil-TPP’nin
dekarboksilasyonu ile olusturulur. Hidroksietil-TPP, asetil-TPP ve FADH: olusturmak igin
FAD ile oksitlenir ve daha sonra FADH2, H20> olusturmak igin O ile yeniden okside edilir.
Biyosensoriin analitik cevabi, H2O2'nin (esitlik 5.2) elektrokatalitik oksidasyonundan iiretilen
sinyallere dayanir. Son asamada, asetil-TPP, biyosensoriin tekrarlayan biyokatalitik
reaksiyonlari i¢in, asetil fosfat ve TPP C; karbaniyona ayrisir [29, 66].
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Asetig_ fosfat
Co,

Sekil 5.5 Calisma elektrodu yiizeyinde gergeklesen elektrokimyasal reaksiyonlar.

Potansiyometrik fosfat biyosensorleri ¢alismalarinda, H202'nin elektro-oksidasyonu ile
tretilen H* 'min potansiyel degisikliklere yol agtigi ve bu degisikliklerin fosfat iyonu
konsantrasyonu ile iligkili oldugu belirtilmektedir [6,11]. Ancak, reaksiyon ortamina fosfat
ilave edilir edilmez, anyon dengesinin degismesi nedeniyle potansiyelde kayma meydana
gelebilir. Bu agidan bakildiginda potansiyeldeki degisimin yalnizca ilgili reaksiyonlarin
sonunda iiretilen H™ olusumuna bagl olmadig1 sdylenebilir. Sonug olarak, bu belirsizlik fosfat
Olclimiinii giivenilmez hale getirir. Amperometrik biyosensor caligmalarinda, fosfat tespiti i¢in
potansiyel deger tam olarak belirlenemediginden tespit, farkli potansiyel araliklarinda
yapilmistir. Tek bir potansiyelde yapilan calismalarda ise nigin bu potansiyelin se¢ildigi
aciklanmamistir. Buna ek olarak, uygulanan tek bir potansiyel degerinin de her ¢aligmada
farkli oldugu anlasiimaktadir. Ornegin, stabiliteyi artirmak igin genetik olarak tasarlanan
pirtivat oksidaz, gdzenekli karbon ¢ubuga immobilize edilmistir. Yapilan ¢aligmada fosfat
iyonundan kaynaklanan sinyallerin net voltaji +0.8 V olarak tespit edilmistir [15]. Piruvat
oksidaz immobilize edilmis kobalt ftalosiyanin tabanli ekran baskili karbon elektrot iceren
biyosensor +0.3V [67] ve +0.4 V [29]'da calistirilmistir. Baska bir raporda, fosfatin
saptanmasi i¢in ¢aligma tamponuna piruvat oksidaz ilave edilmis ve H>0, +0.7 V'da tespit
edilmistir [10]. Nafion / Piriivat oksidaz / Pt ekran baskili elektroda +0.42 V uygulanmstir.
[53]. Md. Aminur Rahman ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada hidrojen peroksitin
oksidasyon voltaji +0.4 V olarak rapor edilmistir. Yapilan bu ¢alismada 5,2: 5,2-tiyofen-3-
karboksilik asit kapli camsi1 karbon elektrot kullanilmistir [4]. Bagka bir ¢alismada Polipirol /
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Nitrat ferrosiyaniir film elektroduna +0.2 V uygulanmistir [12]. Cui ve dig. degisik
potansiyellerde farkli katalitik 6zelliklerin gozlendigini belirtmistir. 0.5 ile 1.5 mM arasinda
degisen cesitli konsantrasyonlardaki fosfat ile doniistimlii voltametri teknigi kullanarak sabit
bir potansiyel degerinde degilde -0.2 ile +0.1 V arasinda degisen genis bir potansiyel 6l¢ekte
akim tretildigi rapor edilmistir [3]. Ogabiela ve dig. -0.3 V ve 0 V araliginda veya +0.2 ve
+0.6 V araliginda (farkli potansiyel araliklarinda) fosfat dl¢timiinii gerg¢eklestirmislerdir [55].
Piruvat oksidaz-karbon nanotiip filmine dayanan bir akis enjeksiyon fosfat biyosensoriinde,
stirekli dontistimlii voltametri kullanilarak fosfat tespiti yapilmistir. Sinyaller +0.4 V'de ortaya
citkmis ve arastirmacilar akimin +0.4 V’da artmasim1 biyosensor yiizeyindeki fosfat
iyonlarinin oksidasyonu sirasinda H»O» iiretiminden kaynaklandigini iddia etmistir [68].
Amperometrik fosfat tespiti i¢in kullanilan nanopargacik modifiye edilmis iletken polimer
kapli camsi karbon elektrot [4] ve bakir nanopargacik fonksiyonellestirilmis altin elektrot igin

de benzer sonuglar bildirilmistir [69].

Calismamizda, fosfat Sl¢climiiniin yapilabildigi potansiyelin net belirlenebilmesi igin artan
genlikteki potansiyel puls serisini kullanan DPV teknigi ile detayli deneyler yapilmistir. Bu
teknik, faradaik olmayan (sarj) akimin diismesi i¢in zaman yaratir ve sonugta, yiizeye bagl
molekiillerin az miktarlarinin bile izlenmesi sirasinda 6l¢iim hassasiyeti 6nemli Glglide artar
[70,71]. Calismamizda, -1V ile +1V araligindaki DPV teknigi ile 6l¢iim ortamina 375 pM-
2000 pM araligindaki artan konsantrasyonlarda fosfat ilave edildikten sonra biyosensdrden
alinan akimlar kaydedilmistir (Sekil 5.6). +0.8V'da genis pik akimlari gozlenmis, ancak bu
akimlarin biyiikliigiinin konsantrasyon artist ile degismedigi anlasilmistir. Akimlarmn, tam

olarak -0.15 V'da artan fosfat konsantrasyonlart ile orantili olarak degistigi belli olmaktadir.
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Sekil 5.6 375 uM ile 2000 uM arasinda degisen cesitli fosfat konsantrasyonlari i¢eren sitrat
tamponunda kaydedilen DPV grafigi.

Bu sonugtan emin olmak igin, biyosensoriin amperometrik akim-zaman tepkisi, -0.15 V’luk
sabit potansiyelde, 250 pM'den 2000 puM'ye kadar artan fosfat konsantrasyonlarinda
incelenmistir (Sekil 5.7).

0.2

] 2000 M
-0.3 1 1500 pM {}

] 1000 M @
i 750 UM

-0.4 4 625uM {}
1 500 UM

375 uM U

0.5 1 250 uM

Akim (pA)

0.6
-0.7

-0.8 1

9+
0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 I.1 1.2 1.3 1.4

Zaman (1x10*s)

Sekil 5.7 Artan fosfat konsantrasyonlarina amperometrik cevap.
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Sekil 5.7°den artan fosfat konsantrasyonlarina karsit -0.15 V’da orantili olarak artan akim
sinyallerinin {retildigi anlagilmistir. Ancak, akim degerlerinin biiyiikliigiine bakildiginda,
DPV teknigi ile ayni konsantrasyondaki fosfat icin daha yiiksek akimlarin iretildigi
anlasildigindan, sonraki deneyler DPV teknigiyle yapilmustir.

Biyosensor ayrica, elektrokimyasal sinyallerin H202 oksidasyonundan kaynaklanip
kaynaklanmadigini netlestirmek i¢in yukarida belirtilen DPV teknigini kullanarak ayr1 ayr1 20
mM pH 7 sitrat tamponuyla hazirlanmis 500 pM H202 ve 500 uM fosfat ¢6zeltileri iginde test
edilmistir (Sekil 5.8). H2O2 ¢ozeltisinden {iretilen akim ve fosfat ¢ozeltisinden tiretilen akim
degerleri ve karakteristigi birbiriyle karsilastirtlmistir. Sekil 5.8’den iki akim egrisinin
seklinin benzer oldugu ve neredeyse ayni potansiyel degerde benzer pik noktalarinin
gozlendigi acikca gorlilmiistiir. Detayli aciklanacak olursa, H20: cozeltisinde yapilan
deneyden, H202’nin -0.15 V’a yakin bir potansiyel degerinde okside oldugu anlagilmistir.
Fosfat ¢ozeltisinde yapilan deneyde ise ayni potansiyel degerinde bir oksidasyon dalgasi
gozlenmis ve ayrica akim grafiginin, H.O2 akim grafiginin karakteristigi ile ayni ¢iktigi
anlagilmistir. Bu durum, biyosensor probunun fosfat ¢ozeltisine daldirildiginda enzimatik
reaksiyonla H.O; iirettigine ve iretilen H2O2’nin elektrot yiizeyinde -0.15 V’da okside
edildigini acik¢a gdstermistir. Bu sonug ile, kullanilan DPV tekniginde biyosensérden alinan

fosfat sinyallerinin H>O> oksidasyonundan -0.15 V’da tiretildigi kanitlanmustir.
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Sekil 5.8 Biyosensoriin 500 uM H20, ve 500 uM fosfat ¢ozeltilerinden elde edilen DPV
grafikleri.
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H20, oksidasyonuna dayanan bazi amperometrik H2O2 biyosensor ¢alismalarinda H2O2'nin
oksidasyonu i¢in -0.25V, -0.3V ve -0.15V gibi potansiyel degerlerinin uygulanmasi gerektigi

bildirilmistir [72-74]. Literatiir bilgisi deney sonucumuzu desteklemistir.

Piruvat oksidaz, aktivitesinin artmasi i¢in bazi kofaktorlere (FAD, TPP ve Mg*?) ve fosfatin
katalizlenmesi i¢in piruvat'a ihtiyag duymaktadir. Bu nedenle biyosensor 6l¢iim ortaminda bu
maddelerin bulunmasi1 gerekmektedir. Literatiirde bu maddelerin biyosensor seciciligini
etkilemedigi belirtilmistir [15]. Ancak bu durum, bu metabolitler elektrot yiizeyinde
elektroaktivite gosterebildikleri i¢in, metabolitlerin fosfatin tespit edildigi potansiyeldeki
sinyale girisim yapmayacagl anlamina gelmez. Bu maddelerin, elektrot yiizeyindeki
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in, maddeler 0.7 mg/mL LiClIOs iceren 20 mM pH 7
havalandirilmig sitrat tamponuna eklenerek -1V ve +1V araliginda DPV deneyleri yapilmistir.
[k deneyde, tampona 1 mM Mg*? ilave edilmis ve DPV grafigi kaydedilmis, daha sonra ayni
tampona sirasiyla 0.5 mM piriivat, 50 uM TPP ve son olarak 5 uM FAD eklenmistir. Her bir
metabolitin eklenmesinden sonra DPV deneyi tekrarlanmistir. DPV'ler iist iiste yerlestirilerek

Sekil 5.9°da gosterilmistir.

14

12 1

10 1

Tampor+LiC10s+Mg 2+ TPP

Tampor+LiCl0s+Mg*™?

Akim (pA)

Tampon+LiC10s
Tampon+LiCl0+Mg ™+ TPPHFAD  Tampon+LiClOs+- Mg+ TPP+FADpiriivat

2+ L
-10 08 -06 -04 -02 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Potansiyel (V)

Sekil 5.9 Kofaktorleri ve piruvat: igeren tampon ¢ozeltilerde biyosensorden elde edilen DPV
grafigi.
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DPV grafiklerinden, Mg*? pikinin +0.1 V'da net olarak gozlendigi anlasilmistir. Ortama
eklenen her madde, +0.6 V'dan biiyiik potansiyellerde ve -0.35 V'da pik akimi olusturmustur.
Kullanilan metabolitlerin higbiri, tasarlanan prob iizerinde, fosfat iyonunun algilandigi -0.15
V’luk potansiyelde bir pik akimi olusturmamistir. Bu sonug, biyosensoriin fosfati 6l¢ebildigi -
0.15 V’luk potansiyel degerinde, ortamdaki diger maddelerin Slgiime girisim yapmadigini

acik¢a gdstermistir.

5.3 OLCUM ORTAMINDAKI MADDELERIN UYGUN KONSANTRASYONLARININ
BELIRLENMESI

5.3.1 TPP Konsantrasyonu

0.7 mg/mL lityum perklorat (LiClO4), 1 mM Mg*?, 0.5 mM piriivat, 5 pM FAD ve 1 mM
fosfat igeren 10 mL 20 mM pH 7 sitrat tamponuna sirasiyla 10,30,50,70 ve 90 uM TPP
eklenerek farkli TPP konsantrasyonlarinda ¢alisma tamponu hazirlanmis ve her bir TPP
konsantrasyonunda fosfat tespiti yapilmistir. Olgiimlerden énce 6lgiim ortamina 3 dakika
boyunca saf oksijen verilmistir ve sonuglar Sekil 5.10’da gosterilmistir. En yiiksek akim
degerine 50 uM’lik TPP konsantrasyonunda ulasilmis,daha yiiksek TPP konsantrasyonlarinda
akimm distigli goézlenmistir. Rahman ve dig. (2006), yiikksek TPP konsantrasyonunun,
fosfatin tespitinde elektrotun algilama kabiliyetini sinirladigini bildirmistir [4]. Nenad Gajovic
ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada pirol ve tiyofen kapli cam karbon elektrot
kullanilmistir. Burada kofaktér olarak kullanilan TPP, 200 pM konsantrasyonunda
kullanilmuistir [56]. Rafig Ahmad ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada bir alan etkili
transistor (FET) biyosensorii tasarlanmistir. Bu biyosensor Si02 / Si elektrodu tizerinde baglh
piruvat oksidaz ve fonksiyonellestirilmis ZnO nanogubuklar dizisine dayanarak tiretilmistir.
Burada kofaktor olarak kullanilan TPP 0.1 mM konsantrasyonunda kullanilmistir [75]. Lucy
ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada, bir kobalt ftalosiyaninle modifiye edilmis ekran
baskili karbon elektrotu (CoPC-SPCE) temel alan, fosfat iyonu igin bir amperometrik
biyosensor tasarlanmistir. Burada kullanilan TPP konsantrasyonu 200 uM’dir [67].
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Sekil 5.10 TPP konsantrasyonunun biyosensoriin fosfat sinyali tizerine etkisi.

5.3.2 FAD Konsantrasyonu

Enzimatik reaksiyonun gergeklesebilmesi i¢in kofaktorlerden biri olan FAD’m uygun
konsantrasyonu deneysel olarak belirlenirken bir 6nceki boliimde agiklanan 6lgiim ortaminda
ayrt ayrt 1,5,10,15,20 ve 40 pM FAD olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlanmis ve
oksijenlendirilmistir. -1V ve +1V araliginda DPV yontemiyle deneyler yapilmis ve sonuglar
Sekil 5.11°de verilmistir. 5 uM FAD konsantrasyonu deneyler i¢in en iyi optimim doz olarak
belirlenmistir. 5 uM FAD kullanilarak maksimum akim go6zlenirken, daha yiiksek FAD
konsantrasyonunda keskin bir akim diisiisii meydana gelmistir. Lucy Gilbert ve arkadaslar
tarafindan yapilmis calismada FAD konsantrasyonu 20 uM [67], Roger C.H. Kwan ve
arkadaglari tarafindan yapilan ¢alismada FAD konsantrasyonu 10 uM [53], Edward Ogabiela
ve arkadaglar tarafindan yapilan potansiyometrik bir biyosensor ¢alismasinda yine FAD
konsantrasyonu 10 uM olarak kullanilmistir [6]. Bu ¢alismalara kiyasla ¢alismamizda daha az
FAD konsantrasyonuyla biyosensoérden sinyal alindigi goriilmiistiir. FAD oldukc¢a pahali bir

madde oldugundan, az kullanilmasi sistem ekonomikligi bakimindan avantajhdir.
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Sekil 5.11 FAD konsantrasyonunun biyosensoriin fosfat sinyali tizerine etkisi.

5.3.3 Magnezyum Iyonu Konsantrasyonu

Bolim 5.3.1°de agiklanan biyosensor 6lglim ortamina magnezyum iyonunun konsantrasyonu
0.5,1,2,3, ve 4 mM olacak sekilde eklemeler yapilarak 5 farkli 6l¢lim ortami hazirlanmistir.
En yiiksek akim degerine 1 mM’lik Mg*? konsantrasyonu ile ulasilmustir (Sekil 5.12). Edward
Ogabiela ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada piriivat oksidaz enzimi ile
potansiyometrik olarak fosfat tayini yapilmistir [6]. Bu ¢alismada kullanilan magnezyum
konsantrasyonu 3 mM’dir. Md. Aminur Rahman ve arkadaslari tarafindan yapilan
amperometrik fosfat tayini ¢caligmasinda magnezyum konsantrasyonu 2 mM’dir [4]. Kazunori
Ikebukuro ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada Mg*? konsantrasyonu 5 mM’dir [54].
Deneysel sonuglara gore tez calismasinda dizayn edilen biyosensériin lgiim ortami,
maksimum fosfat sinyalleri elde edebilmek i¢in 1 mM Mg*?, 5 uM FAD ve 50 uM TPP

icerecek sekilde olusturulmustur.
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Sekil 5.12 Mg*2 konsantrasyonunun biyosensériin fosfat sinyali iizerine etkisi.
5.3.4 Piriivat Konsantrasyonu

Piriivat, piriivat oksidaz enziminin kosubstratidir ve enzimin fosfat katalize etmesi i¢in
reaksiyon ortaminda mutlaka bulunmalidir. Enzimin birincil substrati oldugundan, fosfat ile
verdigi reaksiyon hizin1 dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle miktar1 optimize edilmelidir.
0.7 mg/mL lityum perklorat (LiClO4), 1 mM Mg*2, 5 uM FAD, 50 uM TPP ve 1 mM fosfat
iceren 10 mL pH 7 20 mM oksijenlendirilmis ayr1 ayr1 sitrat tamponlara 0.25 mM, 0.5 mM,
0.75 mM, 1 mM ve 1.5 mM piruvat eklenmistir -1V ve +1V araliginda DPV yontemi ile
sistem calistirilmig, biyosensoriin fosfata tepkisi arastirilmis ve sonuglar Sekil 5.13’da
sunulmustur. En yiliksek akim degerine 0.5 mM piriivat varliginda ulasilmis, 0.75 mM piriivat
konsantrasyonu ile 0.5 mM piriivat konsantrasyonu arasinda akim degeri olarak ¢ok bir fark
olmadig1 anlasilmistir. Fosfatin tespitinde kullanilmak iizere 0.5 mM piriivat konsantrasyonu
secilmistir. 0.75 mM piriivat konsantrasyonundan sonraki piriivat konsantrasyonu biyosensor
tepkisi lizerinde olumsuz bir etkiye yol agmistir. Bu egilim, piruvatin biyokatalitik aktivite
lizerindeki substrat inhibisyon etkisine baglanabilir. Edward Ogabiela ve arkadaslar

tarafindan yapilan c¢alismada piriivat konsantrasyonu 1.5 mM, Jiewu Cui ve arkadaslari
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tarafindan yapilan calismada piriivat konsantrasyonu 0.5 mM, Vasilis G ve arkadaslari

tarafindan yapilan ¢alismada pirtivat konsantrasyonu 1 mM olarak bulunmustur [3,15,55].
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Sekil 5.13 Piriivat konsantrasyonunun biyosensoriin fosfat sinyali iizerine etkisi.
5.4 pH’IN BIYOSENSOR SINYALINE ETKIiSi

Biyosensoriin optimum pH'1, enzimin ii¢ boyutlu yapisinin maksimum aktivitesini serbestge
gosterecek sekilde belirlenmelidir. Ortam pH’1 enzimatik reaksiyonun gerceklesebilmesi icin
onemli parametrelerden biridir. Bu deneyde 6l¢iim ortamindaki tiim maddeler optimum dozda
olacak sekilde ve 1 mM fosfat iceren 4 farkli pH degerine sahip (pH 5,6,7,8) 6l¢iim ortami
hazirlanmis (Boliim 5.3.4) ve oksijenlendirilmistir. Sekil 5.14’den akimin, pH 5-7 araliginda
arttig, pH 8'de azaldigi anlagilmistir. Maksimum akima pH 7'de ulagilmistir. Bu sonug,
piruvat oksidazin tipik pH aktivite profili ile aynidir. Daha 6nce yayinlanmis olan piruvat
oksidaz bazli ¢alismalarda, bu enzim igin uygun pH degerinin 6,5 ile 7,5 arasinda oldugunu

gosteren benzer sonuglar bulunmustur [4,14,15,29].
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Sekil 5.14 pH’in, biyosensdriin fosfat sinyali lizerine etkisi.

5.5 OPTIiMUM POLIMERIK FiLM YOGUNLUGUNUN BELIRLENMESI

Elektrot yiizeyindeki iletken bir polimer filmin yogunlugu, elektropolimerizasyon siiresi
degistirilerek kolayca kontrol edilir. Elektropolimerizasyonun siiresi, film stabilitesi,
adsorpsiyon ve difiizyon kapasiteleri gibi polimerik film tabakasinin kalitesine dogrudan
etkiler. Ornegin, ince film tabakasi analit etkilesimi i¢in genis bir 6zel alana sahip olmasi
nedeniyle olumlu sonuglar ortaya koyarken [76], yogun tabaka elektron taginmasi igin giiglii
bir elektrik direnci olusturabilir [77]. Enzimin elektrot yilizeyinde immobilizasyonunu

saglayabilmek i¢in elektrot yiizeyine polimer kaplamas1 yapilmaktadir.

Bu deneyde optimum polimerik film yogunlugu belirlenirken 10 mM pirol-2-karboksilik asit,
5 mM pirol ve 20 mM TBAFB 10 mL asetonitril i¢inde karistirilarak ¢oziilmiistiir. Altin
calisma elektrodu, platin karsit elektrot ve susuz referans elektrot (Ag®/Ag"), hazirlanan
polimer ¢ozeltisinin igerisine daldirilmistir. Doniisiimlii voltametri teknigiyle 100 mV/s
tarama hizinda -0.5 V ile +1 V arasinda metod ayarlanmis olup dongii sayis1 4,10,20 ve 30
dongii olmak iizere 4 farkli elektrot kaplamasi yapilmis 1 mM fosfat iceren metabolitli
ortamda DPV teknigi ile deneyler gergeklestirilmistir. Sekil 5.15, her bir elektrottan elde

42



edilen fosfat sinyallerini gostermektedir. Sekil 5.15’¢ gére 20 dongii sayisina kadar akimin
yiikseldigi ve 30 dongiide diistiigii goriilmiistiir. 20 dongliye kadar artan akim, artan
elektropolimerizasyon siiresi ile ylizeyde yogunlasan kopolimerin artan karboksil gruplarina
baglanabilir, ¢linkii bu gruplar kimyasal enzim immobilizasyonu i¢in daha fazla kapasite
saglar. 20 dongiiden sonra akimin diismesi, film yiizeyinin ¢ok yogun oldugunu ve bunun
sonucunda, piruvat ve fosfat difiizyonlarinin ve yiizeydeki elektron tasmmmasinin sinirh
oldugunu gostermistir [78,79]. Elektropolimerizasyon igin optimum dongi sayisi, fosfat

Olctimleri i¢in gelismis sinyallerin liretilmesi adina 20 olarak ayarlanmistir.
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Sekil 5.15 Yiizeydeki film yogunlugunun biyosensor yaniti iizerine etkisi.

5.6 BIYOSENSOR ANALITiK PARAMETRELERI

Biyosensoriin analitik performansi, -1 ve + 1 V arasinda potansiyel bir tarama ile DPV teknigi
kullanilarak 0.03-20 mM araliginda artan fosfat konsantrasyonlar1 i¢eren havalandirilmig
sitrat tamponlarinda arastirilmistir.  Ust iiste binen DPV grafikleri, Sekil 5.16°da
(yakinlagtirilmis grafik) sunulmustur. Artan fosfat konsantrasyonlart ile orantili akim

degisiklikleri gdzlemlenmistir.
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Sekil 5.16 Artan fosfat konsantrasyonlarindan elde edilen biyosensdr sinyalleri.
5.6.1 Dogrusal Ol¢iim Arah@in Hesaplanmasi

Sekil 5.16’daki DPV'lerden elde edilen akim degerleri kullanilarak bir dogrusal kalibrasyon
egrisi Sekil 5.17°deki gibi elde edilmistir (r?=0.99). Biyosensoriin fosfati olgebildigi
konsantrasyon araligi 0.05 - 5 mM’dir. Biyosensor akimi, 5 mM fosfat konsantrasyonuna
kadar dogrusallik gostermis olup [y(nA) = 0.17x(mM) + 2.368] dogrusal araligin, fosfat
biyosensdr ¢alismalarinin ¢ogundan daha genis oldugu soylenebilir. Ornegin piirin niikleosid
fosforilaz ve ksantin oksidaz immobilize edilmis poliprol filmi bazli potansiyometrik bir
biyosensor i¢in dogrusal araligin 5-25 uM [57], piruvat oksidaz immobilize nafion matrisi ve
poli (karbamoil) siilfonat hidrojel kapli elektrot igin 7.5-625 uM [53], piruvat oksidaz
immobilize elektrot i¢in 50-400 uM [10] ve piruvat oksidaz immobilize edilmis iletken redoks

polimer bazli amperometrik biyosensor igin 20-500 uM oldugu raporlanmistir [56].
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Sekil 5.17 Biyosensorden elde edilen fosfat kalibrasyon egrisi

5.6.2 Olciim Hassasiyetinin Hesaplanmasi

Olgiim hassasiyeti hazirlanan kalibrasyon egrisinin egimidir. Biyosensoriin dl¢iim hassasiyeti,

birim elektrot alan1 basina 5.4 pA/ mM.cm?dir.

5.6.3 Tespit Limitinin Hesaplanmasi (LOD)

Tespit limiti, (3 x Sp / m) formiilii kullanilarak hesaplanmigtir. Burada Sp, ayni
konsantrasyonda hazirlanmis farkli fosfat c¢ozeltilerinden elde edilen akimlarinin standart
sapmasidir. m, kalibrasyon grafiginin egimidir. Degerler formiilde yerine kondugunda LOD

13.3 uM olarak hesaplanmustir.

5.6.4 Isletme Kararhihig

1 mM’lik fosfat cozeltisinden farkli zamanlarda elde edilen akim degerlerinin (7 6l¢ctim
yapilmustir)  relatif standart sapmasi (RSD) hesaplanarak biyosensoriin  dl¢im

tekrarlanabilirligi arastirilmistir. RSD degeri % 0.07 olarak bulunmus ve bu sonug tasarlanan
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probun bir operasyonda tekrar tekrar ayni fosfat konsantrasyonunu aym sekilde algiladiginin
gostergesidir. Fosfat iyonlarinin segici tayini i¢in tasarlanmis bir akis enjeksiyonlu enzimatik
biyosensorde, piruvat oksidaz ve ¢ok duvarli karbon nanotiipleri, nafion polimerik tabakasi
tarafindan camsi bir karbon elektrotun yiizeyinde immobilize edilmis bu c¢alismada RSD
degerleri % 0.27 ile % 4.1 arasinda ¢ikmustir [68]. Fosfat tayini i¢in bir piruvat oksidaz bazli
FIA'da RSD % 1.8-3.8 olarak hesaplanmistir [80].

5.6.5 Ol¢iim Dogrulugu

Biyosensoriin 6l¢tim dogrulugunun tespiti asagidaki formiille hesaplanir;
Dogruluk = [(6l¢iilen konsantrasyon / ger¢ek konsantrasyon) x 100

Biyosensoriin 6l¢iim dogrulugu standart fosfat ¢ozeltileri i¢in % 101 olarak hesaplanmustir.

Calismada temel parametrelerin optimizasyonu ve tasarlanan biyosensoriin DPV yontemi ile
dogru potansiyelinin belirlenmesi, fosfat tespit performansinin artmasmna katkida
bulunmustur. Cizelge 5.1°da daha once bildirilen bazi fosfat biyosensorlerinin analitik
parametrelerini sunulmustur. Cizelge 5.1°e bakildiginda, dizayn edilen biyosensoriin dogrusal
ol¢lim araliginin, LOD degerinin ve 6l¢iim hassasiyetinin diger ¢aligma sonuglarina goére daha

iyi oldugu anlagilmaktadir.

Cizelge 5.1 Onceki fosfat biyosensérlerinin analitik parametreleri.

Dogrusal .
. L A . LOD Hassasiyet
Enzim evirici Ol¢iim Araligi Referanslar

¢ Sy S (M) (uAmM)
Piriivat oksidaz Amperometrik 0.05-1.25 4.8 10.3 [15]
Piriivat oksidaz Amperometrik 0.363-1 100 0.0054 [67]
Piriivat oksidaz Amperometrik 0.02-0.3 20 5 [56]
Alkalin fosfataz ~ Kondiiktometrik 0.5-50 50 - [81]

Piirin niikleosid
ve Potansiyometrik 0.04-0.12 20 [11]
ksantin oksidaz

Piirin niikleosid ~ Potansiyometrik 0.02-0.2 20 - [12]
ve
ksantin oksidaz Amperometrik 0.1-1 10 -
. . . Mevcut
Pirtivat oksidaz Amperometrik 0.05-5 13.3 0.17
Calisma
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5.6.6. Depo Kararhhiginin Belirlenmesi

Biyosensoriin depo kararlilig1 1, 10, 20 ve 30. giinlerde 1 mM fosfat igeren 6l¢iim ortamindan
elde edilen amperometrik sinyalin izlenmesi ile test edilmistir. Biyosensor, kullanilmadiginda
buzdolabinda 20 mM pH 7 sitrat tamponunda bekletilmistir. Sonuglar, biyosensoriin ilk
sinyalinin % 50'sini 10. giin korudugunu ve sinyalin 20. ve 30. giinlerde sabit kaldigini

gostermistir.

Literatiirde, piruvat oksidazin aktivitesini hizla kaybetmesi sebebiyle fosfat biyosensorlerinin
kararliligmin diisiik oldugu bildirilmistir [4,54]. Ug farkli piruvat oksidaz kolonuna dayanan
bir fosfat analiz sisteminde, enzim kolonlarindan birinde, enzim bir hafta i¢inde aktivitesini
tamamen kaybederken, diger kolonlar sadece 2 hafta kararli kalabilmislerdir [54]. Baska bir
raporda, tasarlanan fosfat biyosensoriiniin duyarliliginin 2 hafta icinde baslangi¢c degerinin %
62'sine diistiigi belirlenmistir [82]. Piirin niikleosid fosforilaz ve ksantin oksidaz immobilize
edilmis polipirol filmine dayanan ¢ok enzimli bir sistemde, elektrotun eger barbiton
tamponunda saklanmazsa amperometrik tepkinin ilk kez hizli bir sekilde azaldigy,
duyarliligimin giinde % 20'sinden fazlasinin kaybedildigi rapor edilmis, sinyalin 2. giin ve 8.
giinde baslangi¢ degerinin % 50'sine ulastig1 belirtilmistir. Potansiyometrik dlgiimlerde, yanit
azalmasi 4 hafta sonra %60 olmustur [83]. Ardisik kesikli reaktor (SBR) sistemindeki fosfat
konsantrasyonlarini izlemek igin kullanilan immobilize piruvat oksidaz bazli ekran baskili bir
fosfat biyosensorii, 12 saatlik ¢alismadan sonra c¢alisma stabilitesinin %15'ini kaybetmistir
[16]. Piruvat oksidazin ve kofaktorlerinin, TPP ve FAD'in, ¢ok diizenli bir altin nanotel dizisi
ile yakin bir entegrasyonuna dayanan bir biyosensor ¢aligmasinda sigir serum alblimini ve
glutaraldehid ile nanotellere ¢apraz baglanma yoluyla, enzim ve yardimci faktorlerin basarili
bir sekilde entegrasyonu nedeniyle milkemmel bir depolama kararliligi elde edilmistir (iki
haftadan fazla tekrar tekrar kullanilmigtir) [55]. Fosfat biyosensor galismalari hala siirli
sayidadir ve piyasada hala ticari fosfat biyosensor eksikligi bulunmaktadir [2]. Pratik
uygulamalarda birgogu diigiik kullanim Omriine ve kararliliga sahipken, tespit limiti ve

hassasiyet acisindan hala geride kalmaktadirlar.

5.7 ZONGULDAK iLi UZULMEZ VE KOZLU DERELERINDE FOSFAT OLCUMU

Yiizeysel su kaynaklari, Tiirkiye'deki kalitelerine gore dort simifa ayrilmaktadir ve her bir

siniftaki toplam fosfor sinir degerleri asagidaki gibidir: <0.05 mg L-1 (1. kalite), 0.16 mg L-1
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(2. kalite), 0.65 mg L-1 (3. kalite) ve> 0.65 mg L-1 (4. kalite) [23]. Cevre Koruma Ajansi
(EPA) asagidaki tavsiyelerde bulunur: toplam fosfat bir nehrin, gole veya rezervuara girdigi
bir noktada 0.05 mg / L'yi (fosfor olarak), gol veya rezervuarlarla sonlanmayan nehirlerde ise
0.1 mg / L'yi gegmemelidir [84]. Ek olarak, Diinya Saglik Orgiiti (WHO), i¢gme suyunda
maksimum fosfat konsantrasyonunun 1 mg/L’yi gegmemesi gerektigini onermektedir. Bu
bakimdan, fosfat konsantrasyonu izin verilen seviyeyi asmamali ve ekolojik yasam ve

insanlar icin diizenli olarak kontrol edilmelidir.

Zonguldak 1linin Uziilmez ve Kozlu derelerinde, dere oOrneklerinin fosfat iyonu
konsantrasyonlari, tasarlanan biyosensor ile art arda tliger defa 6l¢iilmiis ve sonuglar, standart
metod sonuglariyla karsilagtirilmistir. Standart metodla elde edilen fosfat kalibrasyon egrisi
Sekil 5.18°de verilmistir. Uziilmez deresinden alinan drneklerde biyosensér ile 3 defa fosfat
analizi yapilarak bulunan konsantrasyonun 3 mg/L oldugu tespit edilmistir. Uziilmez
deresinin fosfat konsantrasyonu, standart metodla 3.3 mg/L bulunmustur. Biyosensor, dere
suyundaki fosfati %91°lik bir 6l¢iim dogruluguyla tespit edebilmistir. Biyosensor ile Kozlu
deresinde fosfat tespit edilememistir. Bu sonug sasirtict degildir. Ciinkii standart metod ile de
Kozlu deresinin fosfat konsantrasyonu 0 bulunmustur. Kozlu deresinin fosfat
konsantrasyonunun, her iki 6l¢iim yonteminin de tespit edemedigi konsantrasyon seviyesinin
altinda oldugu agiktir. Uziilmez deresi, Zonguldak il merkezinin Karadeniz kiyilarinda, Kozlu
Deresi ise sehir merkezine 10 km uzakliktaki Kozlu ilgesinden akarak Kozlu sahilinde son
bulur. Ozellikle, Uziilmez deresi tarim alanlarindan ve ¢ogunlukla sehir sokaklarindan akarak
ilerler, derede bir bulaniklik vardir ve zaman zaman koku hissedilir. Kozlu deresi ise merkeze
gore nispeten az niifuslu ilgeden akar ve gozle goriiniir kirliligi yoktur. Akarsularda en yaygin
fosfor bilesiginin, yasayan ve clirliyen bitki veya hayvan kalintilarindan, ¢okeltilerden,
topraklardan, atik sudan, giibrelerden, deterjanlardan ve kayalardan salinan ortofosfat oldugu
bilinmektedir [1,85-86]. Uziilmez deresindeki yiiksek fosfat konsantrasyonunun sebebi olarak
derenin, sehir merkezinin i¢inden akmasi ve sehir merkezindeki tiim antropojenik aktivitelere

maruz kalmasi gosterilebilir.
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Sekil 5.18 Standart Kalay Kloriir metodu ile hazirlanan fosfat kalibrasyon egrisi.
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BOLUM 6

SONUCLAR

Bu tezde, ikili enzim kombinasyonu yerine sadece enzim piruvat oksidaz kullanilarak [Poli
(Py-ko-PyCOOH)] kaplh altin elektrot bazli bir biyosensor tasarlanmistir. Biyosensoriin
algilama kabiliyetinin performansi, kofaktor/ kosubstrat konsantrasyonlarini, polimerik film
yogunlugunu ve pH'" optimize ederek gelistirilmistir. Biyosensor, DPV teknigi ile fosfat iyon
konsantrasyonunu 5 mM konsantrasyona kadar kesin olarak -0.15 V’da 6lgmiistiir. Akimlar, -
0.15 V’da artan fosfat konsantrasyonlar1 ile orantili olarak degismistir. Fosfat 6l¢iimleri, pH
7°de 1 mM Mg*?, 50 uM TPP, 5 uM FAD ve 0.5 mM piruvat varligi ile saghkli bir sekilde
gerceklestirilmigtir. Biyosensor basarili bir sekilde, uygun analitik parametreler sergileyerek,
0.05 mM ile 5 mM arasinda degisen genis bir dogrusal 6l¢iim araligina sahip olmustur. Art
arda yapilan 7 ayn 6l¢iimde, Olclimler arasi relatif standart sapma (RSD) degerinin % 0.07
oldugu belirlenmistir. Biyosensoriin tespit limiti (LOD) 13.3 uM ve 6l¢lim hassasiyeti 5.4
uwA/mM.cm? olarak bulunustur. Optimize edilmis biyosensér performansi Zonguldak ilinde
Uziilmez ve Kozlu derelerinden alman su drnekleri ile test edilmistir. Fosfat konsantrasyonu
Uziilmez Deresi’nde 3 mg/L olarak dlgiiliirken, Kozlu Deresi’nde tasarlanan biyosensér ile
fosfat tespit edilmemistir. Alinan yiizeysel su Orneklerinin fosfat konsantrasyonu standart
fosfat 6l¢lim metodu olan Kalay Kloriir yontemiyle de 6l¢iilmiistiir. Kalay Kloriir yonteminin
sonuglarma gore Uziilmez deresi fosfat konsantrasyonu 3.3 mg/L, Kozlu deresi fosfat
konsantrasyonu ise 0 mg/L bulunmustur. Sonuglara gore biyosensor dere suyu 6rneklerindeki
fosfat konsantrasyonunu % 91 dogruluk oraniyla belirleyebilmistir. Ayrica biyosensdriin, 30
glinliik kullanim siiresince ilk giinkii sinyalinin %50’sini korudugu anlagilmistir. Tasarlanan
biyosensoriin, yiizeysel sularda fosfat konsantrasyonunun tespiti i¢in kolay ve giivenilir bir
sekilde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Deneysel sonuglara gore, fosfatin enzimatik
olarak etkilesimi sonucu iiretilen H202’nin elektrot yiizeyindeki elektrokimyasal davranisi
belirlenerek, fosfat biyosensorlerinin anlamli sinyal verdigi net potansiyel degeri literatiire ilk

kez kazandirilmistir.
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