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Bu c¢aligmada, spermin ve spermidin tayini i¢in Co3z0O4 nanopartikiil ve karboksilli ve
karboksilsiz ¢ok duvarli karbon nanotiip (c-MWCNT ve MWCNT) ile modifiye
edilmis perde baskili karbon elektrotlar (SPE) {lizerine diamin oksidaz (DAO)
enziminin immobilize edilmesi ve yiizeyin nafyon (NF) ile kaplanmasiyla
amperometrik enzim biyosensorleri gelistirildi. Elektrodun modifikasyonunda
kullanilan C0304 nanopartikiill ve ¢ok duvarli karbon nanotlip miktarlari merkezi
kompozit tasarim ile optimize edildi. En uygun DAO enzim miktar1 0,005 U
bulundu. Hazirlanan biyosensorler igin optimum ¢alisma kosullar1 ve performans
faktorleri belirlendi. NF/DAO/c-MWCNT- Co304NP/SPE biyosensoriiniin duyarligi
spermin i¢in 51,6 pA/mM ve spermidin i¢in 15,7 pA/mM, dogrusal ¢alisma aralig
spermin icin 1,2x10°-2,6x10* M ve spermidin igin 1,9x10°-1,8x10° M,
gbzlenebilme sinir1 spermin igin 4.4x107 M ve spermidin igin 1,6x10% M olarak
belirlendi.  Calismada  ayrica  Prusya mavisi medyatori  kullanilarak
NF/DAO/MWCNT-C0304sNP-PM/SPE biyosensorii de tasarlanarak daha diisiik
caligma potansiyelinde se¢iciligin artirilmasi ve benzer tiirlere yonelik girisim
etkilerinin azaltilmast hedeflendi. NF/DAO/MWCNT-C0304NP-PM/SPE
biyosensoriiniin duyarligi spermin i¢in 11,2 pA/mM ve spermidin i¢in 9,7 pA/mM,
dogrusal ¢alisma aralig1 spermin i¢in 5,0x10-1,5x10* M ve spermidin i¢in 1,2x10°
6.8,4x10° M, gbzlenebilme sinir1 spermin i¢in 4,2x10% M ve spermidin i¢in 1,7x10®
M olarak gézlendi. Ayrica NF/DAO/c-MWCNT-C0304NP/SPE biyosensorii ile malt
iceceginde spermin igin %(100,5 + 1,7) ve spermidin i¢in %(100,8 + 1,9) geri
kazanim ile tayin yapilabildigi gorildii.

Aralik 2023, 110 sayfa
Anahtar Kelimeler: Diamin oksidaz, spermin, spermidin, prusya mavisi,
(biyo)sensor,



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

DEVELOPMENT OF (BIO)SENSOR FOR SPERMINE AND SPERMIDINE
DETERMINATION

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Tugce OZMEN DERKUS
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa TASTEKIN

In this investigation, the immobilization of diamine oxidase (DAO) enzyme onto
modified screen-printed carbon electrodes (SPE), subsequently coated with Nafion
(NF) and incorporating CozO4 nanoparticles, as well as carboxylated and carboxyl-
free multi-walled carbon nanotubes (c-MWCNT and MWCNT), was undertaken for
the precise determination of spermine and spermidine. The quantities of Co0304
nanoparticles and multiwall carbon nanotubes for electrode modification were
systematically optimized using a central composite design. The optimal quantity of
DAO enzyme was identified as 0.005 U. The study elucidated the optimal working
conditions and performance characteristics of the developed biosensor. The
calibration sensitivity of the NF/DAO/c-MWCNT-Co3sOsNP/SPE biosensor was
determined to be 51.6 pA/mM for spermine and 15.7 pA/mM for spermidine. The
linear working range spanned from 1.2x10® to 2.6x10* M for spermine and 1.9x10®
to 1.8x10° M for spermidine, with a limit of detection of 4.4x10”" M for spermine
and 1.6x10° M for spermidine. Through the design of the NF/DAO/MWCNT-
Co304NP-PM/SPE mediated biosensor, the objective was to enhance selectivity at
lower potentials and minimize interference effects from similar species. The
sensitivity of the NF/DAO/MWCNT-C030sNP-PM/SPE biosensor was determined
to be 11.2 pA/mM for spermine and 9.7 pA/mM for spermidine, with a linear
working range extending from 5.0x10® to 1.5x10* M for spermine and 1.2x10° to
8.4x10° M for spermidine. The limit of detection for this biosensor was observed as
4.2x10°% M for spermine and 1.7x10° M for spermidine. Furthermore, the
NF/DAO/c-MWCNT-Co304NP/SPE biosensor demonstrated a recovery of %(100.5
+ 1.7) for spermine and %(100.8 + 1.9) for spermidine in malt beverage.

December 2023, 110 pages

Key Words: Diammine oxidase, spermine, spermidine, CosOsNP, prussian blue,
(bio)sensor.
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1. GIRIS

Biyosensor teknolojileri, gliniimiizde oldukg¢a hizli gelisen endiistriyel alanlarda, gida
sanayilerinde, biyoteknolojik proseslerde hizli ve giivenilir fiziksel verilere ulasabilmek
icin basvurulan, nispeten uygun biit¢e ile erisilebilen, pratik, hizli teknikler olarak
dikkat cekmektedir. Biyosensorler “bir substrata karsi elde edilen biyolojik cevabin
termal, elektriksel veya optik bir sinyale ¢eviren cihazlardir” seklinde tanimlanmaktadir
(Rasooly vd. 2005). Biyosensorlere dayali yontemler ile geleneksel yontemler
karsilastirildiklarinda iki yontemde de benzer sekilde yiiksek hassasiyette sonuglar elde
edilebiliyorken, Dbiyosensorler geleneksel yontemlerin  pahalilk ve yavaslik

problemlerine de ¢6ziim getirmektedir.

Biyosensor teknolojilerinin gelismesinde en 6nemli etkenlerden biri de gelisen bilimsel
alt yap1 sayesinde {stlin Ozellikli kimyasal bilesenlerin kullanimidir. Biyosensor
yapiminda son yillarda cokca tercih edilen nanomalzemeler buna en iyi Ornektir.
Nanomalzemeler, biiyiikligi 100 nm’den kiigiik olan iistiin 6zellikli malzemelerdir
(Kokorina vd. 2020, Holmannova vd. 2022). Nanomalzemeler biiyiik yapili
esdegerlerine gore daha reaktif olup, ayrica daha yiiksek termal ve mekanik 6zellikler
tagirlar. Ayrica manyetik, optik ve elektriksel davraniglar1 bakimindan da normal
boyutlu esdegerlerinden farklilagirlar. Nanomalzemeler yapilarina gore telsi, tabakali,
lamelli nanoyapilar ve nanopartikiiller gibi alt gruplara ayrilirlar. Bu 6zelliklerinden
dolay1 nanopartikiiller yapiminda kullanildiklar1 sensorlerin 6l¢iim hassasiyetine 6nemli

katkilar saglarlar. (Rasooly vd. 2005)

Biyojenik aminler, aminoasitlerin dekarboksile olmas1 veya keton ve aldehit yapilarinin
transaminasyonu yoluyla olustugu bilinen, diisiik molekiiler agirhiga sahip, biyolojik
acidan aktif organik bazlardir (Karovicova ve Kohajdova 2003, Alper ve Temiz 2001).
Bu yoniiyle biyojenik aminler canli metabolizmasinda sentezlenebildigi gibi, tiikketilen
gidalar yoluyla da alinabilmektedir. Gidalarda dogal olarak bulunan biyojenik aminlerin
yani sira protein icerikli besin maddelerinde ve 6zellikle fermente edilmis gidalarin

yapisinda bozulma {iriinii olarak da go6zlenebilmektedirler. Belirli gida {iriinlerinde



bulunan aminoasitleri, yapisindaki dekarboksilaz enzimi ile biyojenik aminlere
indirgeyen mikroorganizmalar, bakteriler ve mayalar, s6z konusu gida bozuldukca
sayica artmakta ve bdylelikle biyojenik amin miktarinda artisa sebep olmaktadirlar. Bu
nedenle bir gidadaki biyojenik amin miktari, o gidanin kalitesi ve tazeligi konusunda
ipuclart  tagimaktadir. Gidalardaki biyojenik amin varli§inin  ve miktarmin
belirlenebilmesi besin hijyeni ve saglik acisindan biiyiik 6nem arz etmektedir. Yiiksek
miktarlarda biyojenik amin igeren gidalarin tiiketimi, insan viicudunda toksik etki
gostermesinden dolay1, saglik sorunlarina yol acabilir (Onal 2007, Alper ve Temiz
2001). Bu nedenlerle gida kontrollerinde, gidalardaki biyojenik aminlerin miktarlarini
belirlemek i¢in hizli, duyarli, se¢ici, dogru, ucuz ve giivenilir yontemler gelistirmek ¢cok

onemlidir.

Esansiyel aminoasitlerden argininin gesitli yollarla pargalanmasi ile olusan ilk biyojenik
amin olan putresin, 6nce 3 amin grubu tasiyan uzun zincirli bir biyojenik amin olan
spermidine doniigiir. Spermidin ise 4 amin grubu tasiyan daha uzun zincirli spermine
dontigiir. Biyojenik aminler igerisinde ‘poliamin’ alt grubunda incelenen spermin ve
spermidin, yaygin olarak fermente iriinlerde, peynirlerde, bazi et iiriinlerinde, sarapta,
birada ve malt iceceklerinde dogal olarak bulunmaktadir. Poliaminler gidalarda dogal
olarak bulunabildigi gibi, ilgili gidadaki bozulmalarin da isaret¢isi olabilmektedirler.
Ayrica spermin ve spermidinin canlilarin kas dokularindaki limit dis1 artisinin kanser
olusumunun erken dénem biyolojik isaretgisi olarak kullanilabilecegini gosteren bazi
bilimsel calismalar bulunmaktadir. (Rawat vd. 2017, Giskeodegard vd. 2013). Bunlar,

spermin ve spermidin tayininin giderek artan 6nemini agikca ortaya koymaktadir.

Bu tez ¢aligmasinda, pek ¢ok besin maddesinde bulunabilen ve ¢ogunlukla bozunma
tirtinii olarak gbzlemlenen biyojenik poliaminler spermin ve spermidinin, miktarlarinin
belirlenebilmesi i¢in enzimatik biyosensorler tasarlandi. Bu amagla karboksilli ve
karboksilsiz ¢ok duvarli karbon nanotiip (c-MWCNT ve MWCNT), kobalt oksit
(Co304NP) nanopartikiil, medyator olarak prusya mavisi (PM) ve diamin oksidaz
(DAO) enzimi kullanilarak perde baskili elektrot (SPE) yiizeyleri modifiye edildi.
Hazirlanan NF/DAO/c-MWCNT-C0304NP/SPE ve NF/DAO/c-MWCNT-Co0304NP-



PM/SPE biyosensorlerinin  optimum ¢aligma kosullart ve performans faktorleri

belirlendi ve gercek numunelerde analitik uygulanabilirligi degerlendirildi.

Bu tez ¢alismasinda gelistirilen biyosensorler ile spermin ve spermidin i¢in oldukca
hizli ve giivenilir sekilde analiz yapilabildi. Tez calismasinda gelistirilen yontem
orijinalliginin yan1 sira, pratikligi, kullanim kolaylig1 ve hizli cevap alinabilmesi gibi

avantajlar sebebiyle de bilimsel literatiire anlaml1 bir katki saglayacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Biyosensorler

Biyosensorler, biyolojik algilayici reseptoriin segiciligi sayesinde dl¢iimii hedeflenen
analitin ortamdaki derisiminde meydana gelen degisim ile orantili olarak, 6l¢iilebilir bir
sinyal {iireten cihazlardir (Amine vd. 2015, Aykut ve Temiz 2006). Biyosensorler
yiiksek duyarlikli analizleri, hizli ve basit bir kullanim ile saglayabilmektedirler. Bagka
bir deyisle biyosensorler, yapisinda bulunan farkli tiirde biyo-algilayicilarin uygun bir
sinyal doniistiirme sistemi ile birlestirilmesi sonucu elde edilen analitik sistemlerdir
(Amine vd. 2015, Aykut ve Temiz 2006). Bu farkli tiirler enzim, niikleik asitler,

aptamer veya antikor olabilir. Sekil.2.1’de biyosensorlerin genel isleyisi goriilmektedir.

Biyoreseptor yani biyolojik algilayici materyal, analitin gézlemlenmesi ve miktarinin
Olciilmesinde secicilige ve yliksek duyarliga sahip materyallerdir. Biyoreseptor olarak
en yaygin kullanilanlar enzimlerdir. Enzimler disinda antikorlar, aptamerler, niikleik
asitler, bakteriler, hiicreler, dokular ve benzeri diger biyolojik malzemeler de
kullanilabilmektedir. Biyoreseptorlerin sagladig tiire 6zgii segicilik, ilgili biyosensoriin

performansini iyilestirecek oldugundan oldukga 6nemlidir.

Transduserler  (donistiiriici) ise, yaygin olarak elektrokimyasal sistemler
(potansiyometrik, voltammetrik, amperometrik, impedimetrik gibi) olup, bunlara ek
olarak optik, termal, akustik sistemler de olabilmektedir (Amine vd. 2015, Aykut ve
Temiz 2006).

Biyoreseptoriin hedef analitin miktarina gore olusturdugu cevap sinyali, transduser
kullanilarak potansiyel, empedans, akim, 151k absorpsiyonu, elektrokimyasal, termal,
optik veya piezoelektrik agidan olgiilebilen bir forma c¢evrilir (Sekil 2.1) (Amine vd.
2015, Aykut ve Temiz 2006).
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Sekil 2.1 Biyosensorlerin genel gosterimi

2.2 Elektrokimyasal Yontemler ve Biyosensorler

Kimyanin bir alt dali olan elektrokimya en genel anlatim ile, elektrik enerjisi ile
kimyasal degisimlerin arasindaki iliskiyi incelemektedir. Elektrokimyasal yontemler;
elektrokimyasal ozelliklerden faydalanarak nitel veya nicel tayinlerin yapilabildigi
analitik analiz yontemleridir. Bu yontemler kullanilarak, ilgili kimyasal tepkimelerin
sitokiyometrisi ve tepkimelerdeki kiitle-yiikk aktariminin hizi ve denge sabitleri gibi
birgok bilgi edinilebilir (Skoog vd. 2022).

Diger analitik yontemlerle kiyaslandiginda, kolayca uygulanabilen ve daha diisiik
maliyetli olan potansiyometri, voltammetri, amperometri gibi teknikler ayrica ¢ok diisiik
tayin smirlaria ulasabilmektedir. Farkli yiikseltgenme basamagindaki maddelerin
eszamanl Olgiilebilmesi ve ayni cihazda birkag teknigin uygulanabilmesi gibi pek ¢ok
avantaja sahiptir (Tepeli ve Inan 2016).

Elektrokimyasal tekniklerin pek ¢ok farkli siniflandirmasi yapilabilmektedir. Ornegin

bu yontemler, ara yiizey yontemleri ve analiz ortaminda gergeklesen yontemler olarak

iki genel baglikta incelenebilir (Skoog vd. 2022).



Analiz ortaminin tamaminda ger¢eklesen yontemler, kondiiktometri ve kondiiktometrik
titrasyonlardir. Bunlar analiz ortamindaki iletkenligin degisimine bagli yapilan

Olgtimlerdir.

Ara ylizey yontemleri, statik ve dinamik yontemler olmak tizere iki gruptur. Statik
yontemler, sistemden gegen akimin sifir oldugu potansiyometrik analizler ve
potansiyometrik titrasyondur. Referans elektrot ile indikator elektrot arasindaki
potansiyel farkin farkli analit ortamlar1 icin Olgiilmesine dayanan yoOntemler

potansiyometrik yontemlerdir. (Skoog vd. 2022)

Dinamik yontemler ise sistemden gegcen akimin sifirdan farkli oldugu yontemlerdir.
Sistemden gecen akim sifir olmadig i¢in diger bir degisken olan potansiyelin kontrolii
gerekmektedir. Bu nedenle dinamik yontemleri de potansiyel kontrollii yontemler ve

sabit akim yontemleri olarak iki gruba ayirabiliriz (Skoog vd. 2022).

Sabit akiml1 yontemler arasinda kulometrik titrasyonlar ve elektrogravimetri sayilabilir.
Kulometri yontemi, analiti yiikseltgenme durumuna gegirebilmek i¢in gereken yiik
miktarinin belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Sabit akim kulometrisi oldugu gibi sabit

potansiyel kulometrisi de bulunmaktadir.

Potansiyel kontrollii yontemler ise, amperometri ve voltammetri gibi yaygin kullanilan

teknikleri icermektedir. Ayrica sabit potansiyel kulometrisi de bu gruba aittir (Skoog vd.
2022).

Bu tez calismasinda hazirlanan elektrotlarin karakterizasyonlarinda ve optimum calisma
potansiyellerinin  belirlenmesinde  voltammetrik ve impedimetrik yontemlere
basvurulmustur. Substratlar olan spermin ve spermidin analizi i¢in gelistirilen analiz
yontemi ise amperometri temellidir. Bu nedenle voltametri, amperometri ve empedans
yontemlerine detayli deginilecek, literatiirde bu yontemler kullanilarak yapilmis benzer

calismalara yer verilecektir. 2.2.1, 2.2.2 boliimlerinde elektrokimyasal yontemlerden bu



tez caligmasi kapsaminda kullanilanlar ve ilgili biyosensoér uygulamalari kisaca

anlatilmaktadir.

2.2.1 Voltammetri ve voltammetrik biyosensorler

Voltammetrik yontemler, sabit veya degisken potansiyelde analit derisimi ile orantili
olarak degisen akimin 6l¢iildiigii sistemlerdir. Bu yontem kullanilarak ilgili analitin nitel
ve nicel tayininin yapilabildigi gibi, tepkime mekanizmalari incelenebilir ve ¢ozelti
ortamindaki fizikokimyasal karakteristikler hakkinda bilgi edinilebilir (Turan 2008).

Voltammetrik yontemlerle analiz yaparken c¢alisma elektrodu {izerine, degeri
ayarlanabilen sabit potansiyeller uygulanir ve bu potansiyele bagl olarak degisen
akimin degeri Olgiilir. Doniisiimlii (dongiisel) voltammetri (CV) teknigi, elektron
aktarimlarmin Kinetikleri ve adsorpsiyonlari, indirgenme-yiikseltgenme tepkimelerinin
termodinamikleri hakkinda bilgi edinmek i¢in siklikla kullanilan bir yontemdir (Asangil
vd. 2012). Kanistirma islemi yapilmayan durgun c¢ozelti icerisindeki elektroda ait
potansiyel-zaman grafigi Sekil 2.2” de verilmistir.

&

Potansiyel

E2

E3

Zaman

Sekil 2.2 CV teknigi i¢in potansiyel-zaman egrisi

Baslangictaki potansiyel (E1) ile daha yiiksek olan bir diger potansiyel degerinde (E2)
potansiyel taramasi yapildiginda taramali voltammetri uygulanmaktadir. Daha yiiksek

olan potansiyel degerine (E2) erisildiginde aksi yonde potansiyel taramasi yapilirsa
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yontem doniistimlii voltammetridir. Aksi yondeki tarama sirasinda, potansiyel baslangic
potansiyeli (E1) degerinde durabilecegi gibi farkli bir son potansiyelde (Ez) degerinde de
durabilir (Asangil vd. 2012).

Akimin tirii baz alinarak uygulanacak olan teknik degisecegi igin, voltammetrik
yontemlerde akimin tiiriinii bilmek Snemlidir. CV teknigi, akimin tiiriinii anlamak
amaciyla siklikla tercih edilir. Bunun igin derisim ve tarama hizi degistirilerek
voltammetrik 6l¢iimler alinir. Elde edilen verilerden akimdaki degisimin tarama hizi ile

baglantisi degerlendirilerek akimin tiirii belirlenir (Yilmaz vd. 2015).

Akimin tiirii 1. grafik (v?)- (ip) ve 2. grafik log (v)-log (ip) cizilerek belirlenir (v:
tarama hiz, ip: pik akimmi géstermektedir). Cizilen 1. grafigin R? degeri 1’e yakinsa ve
2. grafigin egimi 0,5’e yakinsa difiizyon kontrollii akim; 1. grafigin R?’si 1’e uzak ve 2.
grafigin egimi 1’e yakinsa adsorpsiyon kontrollii akim olarak tanimlanir. Difiizyon
kontrollii akim s6z konusu oldugunda normal ydntemler uygulanir. Akim tiiriiniin
adsorpsiyon kontrollii oldugu durumlarda ise styirma yontemleri uygulanir (Ozkan ve

Biryol, 1993).

CV, elektrokimyasal bir sistemin aydinlatilmasi igin tercih edilen en yaygin yontemdir.
Ancak CV, rutin nicel analizlerde pek tercih edilmemektedir. CV yontemi yaygin olarak
yiikseltgenme/indirgenme tepkimelerinin mekanizmast ve hizinin belirlenmesinde,
modifiye edilmis elektrotlarin yiizeyinin incelenmesinde, bu yiizeylerin hazirlanmasi ve

aydinlatilmasinda kullanilan 6nemli bir yontemdir (Skoog vd. 2022).

Voltammetrik biyosensorlerle yapilan caligmalardan en dnemlilerinden biri, Ceto ve
calisma arkadaglar tarafindan 2013 yilinda gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada dort adet
voltammetrik sensor tek aygit haline getirilerek, 20°den fazla tiire duyarli biyo-elektrik
dil (Bio-Electronic Tongue, BioET) gelistirilmistir. Bu grafit-epoksi temelli
voltammetrik sensorler, tirozinaz ve lakkaz enzimleri ve Cu nanopartikiilii kullanilarak
modifiye edilmis, referans olarak Ag/AgCl elektroda kars1  doniistimli

voltammogramlar alinacak sekilde tasarlanmistir. Gelistirilen BioET ile sarap



numunelerinde bulunan, tat, koku ve sarap kalitesi lizerine oldukga etkili olan fenolik
asitler (benzoik asit, kafeik asit, sinamik asit), stilbenoidler, flavonoller,
dihidroflavonoller, antosiyaninler, flavonol monomer ve polimerleri gibi 20 farkli tiiriin

analizi, Onislem gerektirmeksizin yapilabilmistir (Ceto vd. 2013)

Basgka bir ¢alismada, Liu ve ekibi tarafindan 2022 yilinda glukoz, dopamin, serotonin,
gibi pek c¢ok biyolojik tiiriin voltammetrik analiz performanslari karsilagtirtlmistir.
Calismada ayrica farkli avantaj ve dezavantajlar1 olan voltammetrik teknikler olan CV,
diferansiyel puls voltammetri (DPV) ve kare dalga voltammetri (SWV) tekniklerinin
verimlilikleri de karsilastirilmigtir (Liu vd. 2022). Sonuglar1 degerlendirilen ¢aligmalar
icerisinde gbze carpan glincel calismalardan birinde dopamin, serotonin ve glukoz
analizi GOx-DHP/Gr-AV modifiye elektrodu ile her 3 voltammetri teknigi de (CV,
DPV, SWV) kullanilarak yapilmistir (Orzari vd. 2019). Elde edilen SWV 6lgiim
sonuclarinda, dopamin igin alt tayin sinirt 0,13 uM, dogrusal ¢aligma araligr 30-800
uM, serotonin igin alt tayin sinirt 0,39 puM, dogrusal calisma araligi 6-100 uM ve
glukoz i¢in ise alt tayin sinirt 0,21 pM bulunmustur. Ayrica dogrusal ¢alisma aralig 1-
10 uM olarak belirlenmistir. Yapilan degerlendirmede SWV ve DPV teknikleri arasinda
duyarlik acisindan bir fark olmadig1 ortaya konmus, ancak cevap siiresi ve daha genis
potansiyel araliginda caligma imkanmi tanimasiyla SWYV tekniginin daha elverisli
olduguna karar verilmistir. Bu avantajlar1 yoniiyle hassas biyolojik analitlerin analizinde

SWYV teknigi daha fazla tercih edilmelidir.

Bir diger caligmada Tyr-AuNP/BDD modifiye elektrodu ile fenol analizi SWV
kullanilarak yapilmistir (Janegitz vd. 2012). Elde edilen sonuglarda alt tayin sinir1 0,07
uM bulunmustur. Dogrusal ¢aligma araligr 0,1-11,0 uM olarak elde edilmistir. SWV

tekniginin oldukca yiiksek duyarlikli analizlere imkan tanidig: gortilmustiir.

Rafaqat ve c¢aligma arkadaglar1 tarafindan yapilan bir calismada geleneksel
elektrokimyasal analiz yontemlerine hizli, uygun maliyetli ve yiiksek duyarlikli
voltammetrik analiz teknigi gelistirmek istenmistir. Bunun igin lakkaz ve katalaz

enzimleri, bakir nanopartikiil (CuNP) kullanilarak zararli pek cok pestisitin (alternia,



aspergillus, rhizopus, fusorium, trichoderma gibi) doniisiimlic voltammetrik analizini
yapabilecek voltammetrik karbon kege elektrot temelli (carbon felt electrodes, CF)
biyosensorler gelistirilmistir. Geleneksel yontemlerden elde edilen sonuglar ile
karsilastirilabilir diizeyde yiiksek performansli sonuglar elde edilerek bilimsel literatiire

katk1 sunulmustur (Rafagat vd. 2022)

2.2.2 Kronoamperometri (CA) ve amperometrik biyosensorler

Amperometri, sabit bir potansiyelde elektrik yiiklii elektrotlardaki akim degisiminin
analit derisimine karsi izlendigi elektrokimyasal bir yontemdir (Skoog vd. 2022).
Kronoamperometri (CA) yonteminde ise ¢alisma elektrodunun potansiyeli faradayik
tepkimeye yetersiz (E1) potansiyeli, elektron aktarim hizinin yiiksek oldugu (E2)
potansiyeline degistirilir. Boylelikle durgun ortamda akim- zaman iliskisi incelenir. CA
yonteminde diflizyon ile kiitle transferi gergeklesir (Skoog vd. 2022, Telli vd. 2011),
Sekil 2.3’de goriilmektedir.

E2
k.

-

a
(@) (b) (©

0 Zaman 0 Zaman 0 Zaman

Potansiyel
Derigim ¢
Akim

El

Sekil 2.3 Amperometrik potansiyel-zaman, derisim-zaman ve akim-zaman egrileri

CA yontemi yaygin olarak elektrotta gergeklesen tepkime mekanizmalarinin
aydinlatilmasinda kullanilir. Ayrica elektroaktif tiirlerin diflizyon katsayilar1 ve elektrot
yiizey alanlarmin tayin edilmesinde tercih edilir (Wang 2000). CA temelli sistemlerin
en Onemli avantaji, yiiksek duyarlikli Ol¢iimlerin hizli ve giivenilir sekilde

gergeklestirilebilmesidir.
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Amperometrik biyosensorlerle yapilan ¢aligmalar arasinda dnciilerden kabul edilen bir
calisma 1997 yilinda Calvo ve Danilowicz tarafindan yapilmistir. Glukoz oksidaz
enzimi (GOx) ve HRP medyatorii immobilize edilen bir dizi modifiye camsi1 karbon
elektrot hazirlanmistir.  Ferrosen karboksialdehit (Fc) ve poliakrilamit (PAA)
kullanilarak redoks jeli elde edilmis ve camsi karbon elektrot yilizeyleri kaplanmistir.
Fc-PAA-GOx modifiye elektrotlari ile glukoz 6rneklerinden amperometrik Slgtimlerin

yiiksek dogrulukla elde edilebildigi rapor edilmistir (Calvo ve Danilowicz 1997).

Daha giincel ¢aligmalardan biri, Kanyong ve ¢alisma arkadaslar1 tarafindan 2019 yilinda
gerceklestirilmistir.  Ilgili ¢alismada galaktoz igin tasarlanmis amperometrik
biyosensorlerin performanslart karsilastirilmistir. Bu amagla galaktoz oksidaz (GalOx)
ve galaktoz dehidrojenaz (GADH) kullanilan pek c¢ok biyosensor incelenmistir
(Kanyong vd. 2019).

Dalkiran ve c¢aligma arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklart  bir ¢alismada
GalOx/Co304/grafen/GCE ve GalOx/Co304/MWCNT/GCE biyosensorleri tasarlanmis,
serum numuneleri  lizerinde amperometrik  Ol¢imler alinarak  performans
degerlendirmesi yapilmistir. GalOx/Co30a4/grafen/GCE biyosensorii i¢in elde edilen
sonuglara gore galaktoz i¢in gozlenebilme siur1 3,0 pM ve dogrusal ¢aligma araligi
9,0x103-0,6 mM bulunmustur. GalOx/Co304/MWCNT/GCE biyosensérii i¢in elde
edilen sonuglara gore ise galaktoz i¢in gozlenebilme smirt 0,9 uM bulunmustur. Lineer

calisma araligi ise 9,0x1073-1,0 mM bulunmustur (Dalkiran vd. 2016)

Sharma ve ekibi tarafindan 2006 yilinda amperometrik galaktoz biyosensorii
tasarlanarak silit numunelerinden yiiksek performansli sonuglar elde edilmistir. Bu
amacla polivinilferrosenyum (PVF) ve galaktoz oksidaz enzimi kullanilarak
GalOx/PVF/O, modifiye elektrotlar1 tasarlanmustir. Alt tayin smir1 2,8x10* uM ve
dogrusal ¢aligma aralig1 28,0-168,0 mM olarak belirlenmistir (Sharma vd. 2006)

Weltin ve ¢alisma arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada ise laktat, kolin

ve glutamat i¢in amperometrik enzim biyosensorlerinin tasarlanip, mikro boyutta

11



tiretilmesi ve in vivo ¢aligsmalarda kullanilmasi anlatilmaktadir. Tel, polimer, seramik ve
silikon temelli mikrosensorlerin performanslari karsilastirilmistir. Glutamat igin alt
tayin sinir1 polimer temelli mikrosensor ile 0,22 uM, seramik temelli mikrosensor ile
0,52 uM ve silikon temelli mikrosensor ile 0,32 uM bulunmustur. Duyarliklar ise
sirastyla 2,16 nA mm? uM?, 2,23 nA mm? pM? ve 1,52 nA mm? uM? olarak
belirlenmistir. Laktat i¢in alt tayin sinir1 polimer temelli mikrosensor ile 2-15 uM,
seramik temelli mikrosensor ile 78 uM bulunurken tel (wire) temelli mikrosensor ile
gozlenebilme smir1 belirlenememistir. Duyarliklar ise sirasiyla 0,0021-0,256 nA mm
uM?, 0,008 nA mm2 uM? ve 0,01 nA mm?2 uM? olarak belirlenmistir. Kolin i¢in
gozlenebilme smirt seramik temelli mikrosensor ile 0,412 uM ve silikon temelli
mikrosensor ile 0,3 uM bulunmustur. Duyarliklar ise sirasiyla 2,64 nA mm2 uM* ve
1,32 nA mm2 uM? olarak belirlenmistir (Weltin vd. 2016).

Amperometrik Olgtimlerin en biiylik avantaji hizli ve pratik sekilde elde edilebilen
sonuclarin ayn1 zamanda yiiksek duyarliga sahip olabilmesidir. Bu avantaj literatiirdeki
amperometrik ¢alismalarda da goriilmektedir. Bu tez ¢alismasinda kronoamperometrik

enzim biyosensorii tasarimi lizerine yogunlasildi.

2.3 Elektrot Modifikasyonu ve Nanomalzemeler

Gliniimiizde yapilan biyosensor ¢alismalarinda camsi karbon, altin, platin, karbon pasta,
perde baskili elektrot gibi kati elektrot yilizeyleri cesitli modifikasyon malzemeleri ile
modifiye edilerek kullanilmaktadir. Elektrot modifikasyonunda amag¢ daha iistlin
Ozelliklere sahip bir yilizey elde etmek ve hazirlanan biyosensoriin analitik
performansini gelistirmektir. Asagida bu ¢alismada kullanilan perde baskil elektrotlarla

ilgili bilgi verilmistir.

Son yillarda gelistirilen elektrokimyasal tekniklerde de goriilmektedir ki, deneysel
tasarimlardaki temel amag¢ Ol¢limiin duyarliligimi ve segiciligini artirip, maliyeti ve
6l¢iim siiresini azaltmaktir. Ayrica bu tekniklerin, kurulum ve kullanim kolayligina ek

olarak farkli numunelere de kolayca uygulanabilmesi beklenmektedir. Elektrokimyasal
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Ol¢iimler bakimindan perde baskili elektrotlarin sundugu kullanim kolayligi, hizi ve

genis kullanim yelpazesi oldukc¢a 6nemli bir gelisme olarak goze carpmaktadir.

Bilimsel literatiire sundugu ytiksek tekrarlanabilirlige ve yiiksek duyarliliga sahip 6l¢iim
kalitesine ek olarak sagladigi hizli 6lglim, kolay kullanim ve pratik 6zellikleri de perde
baskili elektrotlara endiistriyel bir yon kazandirmaktadir. Teknolojik ve bilimsel
gelismeler tasmabilirlik, kullanim kolayligit ve hiz beklentilerini de beraberinde
getirmistir. Analitik yontemler de bu yonde geleneksellikten siyrilarak bu beklentileri

karsilamaya c¢alismaktadir. Perde baskili elektrotlar bu yonde bir devrim niteligindedir.

Perde baskili elektrotlar karbon temelli ve metal temelli olmak {izere iki genel baslik
altinda incelenebilir. En yaygin kullanilan perde baskili elektrot tipi karbon temelli
olarak iiretilenlerdir. Ancak ozellikle Au, Ag, Pt gibi degerli metaller kullanilarak
iiretilen elektrotlar da cesitli elementlerin tayin edilmesinde kullanilmaktadir. Inert bir
zemin materyali {lizerine referans elektrot, karsit elektrot ve calisma elektrodunun
basilmast ile elektrot olusturulur. Bu islem i¢in oOzellikli baski sistemleri
kullanilmaktadir. Elektrotlardan sonra koruyucu tabakanin da yapistirilmast ile
elektrodun {retimi tamamlanmis olur. Sonrasinda yapilacak olan galigmaya uygun

sekilde modifiye edilen elektrot Sl¢lime hazirdir.

Perde baskili karbon elektrotlar tek kullanimliktirlar. Bu sayede yliksek
tekrarlanabilirlikte cevap vermektedirler. Farkli referans ve farkli karsit elektrot
sistemleri ile Ttretilebilmektedirler. Calisma elektroduna ait ylizey, ticari olarak
degiskenlik gosterebilmekle birlikte, farkli geometrik sekillerde ve farkli biiyiikliiklerde
secilebilmektedir. Boylelikle hammadde sarfiyati onlenebilmektedir. Perde baskili
karbon elektrotlar kullanildiginda sadece sulu ¢ozelti ortaminda g¢alisilabilmektedir.
Ayrica perde baskili karbon elektrotlarin termal kararligi incelendiginde, cevap vermeye

devam edebildikleri sicaklik aralig1 10 °C ile 80 °C arasi olarak gdzlenmistir.

Nanomalzemeler, biiylikligi 100 nm’den kiiclik olan iistiin 6zellikli malzemelerdir.

Nanomalzemeler biiyiik yapili esdegerlerine gore daha reaktiftir. Ayrica daha yiiksek
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mekanik dayanim ve istiin termal 6zellikler gosterirler. Bunlara ek olarak manyetik,
optik ve elektriksel davraniglar1 bakimindan da makro boyutlu esdegerlerinden
farklilagirlar. Nanomalzemeler yapilarina gore telsi, tabakali, lamelli nanoyapilar ve
nanopartikiiller gibi alt gruplara ayrilirlar. Bu 6zelliklerinden dolayr nanopartikiiller
yapiminda kullanildiklar1 sensorlerin Ol¢iim duyarlifina 6nemli katkilar saglarlar

(Kokorina vd. 2020, Holmannova vd. 2022).

Metal nanopartikiiller ve metal oksit nanopartikiiller kadar pek ¢ok farkli tiirde
nanopartikiil (oksit nanopartikiiller, yar1 iletken nanopartikiiller, ¢ift kompozit
nanopartikiiller vb.) elektrokimyasal sensér ve biyosensorlerin tasariminda siklikla
tercih edilmektedir. En yaygin kullanilan metal nanopartikiiller altin (AuNP) ve platin
(PtNP) nanopartikiillerdir (Luo vd. 2005). Metaloksit nanopartikiillerden ise en sik
kullanilanlar demir (FeoO3NP) ve kobalt (CosO4NP) olarak goze ¢arpmaktadir. Bu
nanopartikiiller elektrokimyasal tepkimelerin hizin1 ve elektron transferini artirir. Ayrica

biyolojik molekiillerin immobilizasyonunda 6nemli rol oynamaktadirlar (Luo vd. 2005).

Karbon temelli nanomalzemeler ise karbonun {istiin elementel ozellikleri ile
nanomalzeme teknolojisinin iistiinliiklerini birlestirdiginden, biyosensor teknolojilerinde

sik¢a kullanilmaktadir.

2.3.1 Karbon nanomalzemeler

Karbon yeryiiziinde en c¢ok bulunan elementlerdendir. Canli hayatindaki temel
bilesenlerde, sekerin yapisinda, proteinlerde, DNA yapisinda karbon atomlar1 yer alir.
Karbon atomu bilesikler diginda ¢esitli farkli formlarda da bulunur. En iyi bilinen dogal
karbon allotroplar1 elmaslar ve grafittir. Amorf karbon allotroplart ise komiir
tirevleridir. Karbonun istiin kimyasal ve fiziksel ozelliklerine karbon temelli
nanopartikiilleri ve nano malzemeleri de sahiptir (Kokorina vd. 2020, Holmannova vd.
2022).
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Saf karbondan olusan tiim karbon nanopartikiil tipleri yiiksek kararliliga, olaganiistii
elektriksel ve 1sisal iletkenlige, yiiksek mekanik dayanim Ozelliklerine sahiptirler.
Biyolojik sistemlere uyumludurlar ve diisiik toksisiteye sahip olduklar1 bilinmektedir.
Ayrica karbon nanomalzemeler yapilarindaki sp? hibritlesmeleri sebebiyle hidrofobik
ozellik sergilemektedirler (Holmannova vd. 2022). Karbon nanopartikiiller (CNP) ve
uygulamalar, son zamanlardaki nanoteknolojik gelismelerin baslicalarindandir. Ilk
karbon nanopartikiiller 1980’lerde kesfedilmis ve uygulanmistir. Ustiin fiziksel ve
kimyasal 6zellikler sunan karbon partikiiller, grafen oksit, fulleren, tek ve ¢ok duvarh
karbon nanotiipler olmak iizere dort temel alt gruptan olusmaktadir. Bu karbon
malzemelerin tlirev formlar1 da pek c¢ok bilimsel calismada yer bulmaktadir

(Holmannova vd. 2022).

Sekil 2.4 Yaygin kullanilan karbon nanomalzemeler (Holmannova vd. 2022)

Grafen

b. Tek duvarli karbon nanotiipler (SWCNT)
€. Cok duvarli karbon nanotiipler (MWCNT)
d

. Fulleren

L

15



Fullerenler: Karbon temelli baslica nanopartikiil fullerendir. Karbon temelli
nanopartikiiller, pentagonal veya hekzagonal tipte birbirilerine baglanan karbon
atomlar1 kiire veya elips sekilli goriinebilmektedir. Fullerenler igerdigi karbon sayisina
gore iki farkli izomere (C60 ve C70) sahiptir. Daha kararli yapida oldugundan C60 daha
cok tercih edilmektedir (Sekil 2.4.d) (Holmannova vd. 2022, Pilehvar ve Wael 2015).

Fullerenler diisik yogunluga ve yiikksek kaynama noktasina sahiptir. Ayrica
uelektrokimyasal kararlilik, Yyiiksek elektriksel ve termal iletkenlik 6zellikleri
gostermektedir. Hidrofobik o6zellik gosteren fullerenler, yiizey modifikasyonlarinda
siklikla kullanilir. Fullerenlerin diger uygulama alanlar1 arasinda organik foto-voltaik
malzemeler, antioksidanlar ve ilag hammaddeleri sayilabilir. Ayrica bazi medikal
uygulamalarda ve su aritma sistemlerinde kullanilmaktadir. Kimyasal aktivitesi ve
kararlilig1 sebebiyle Katalist olarak enerji sistemlerinde ve elektronik uygulamalarda da
kullanilir. Fullerenler, saf halde kullanilabildigi gibi, fullerenin bazi polimerlerle
olusturdugu kompozit yapilarin da farkli uygulama alanlar1 bulunmaktadir (Pilehvar ve
Wael 2015).

Fullerenin silindirik bicimli versiyonu olan karbon nanotiipler de nanoteknolojik
caligmalarda siklikla kullanilmaktadir. Fulleren biyosensorleri hakkinda yapilan en 6nemli
calismalar Pilehvar ve Wael tarafindan 2015 yilinda derlenmistir. Bu ¢alismada fulleren C60
yapisimin avantajlart ve ozellikle biyolojik materyallerin analizindeki yaygin kullanimi konu
edilmistir. Bahsedilen ¢alismalardan biri Zhang ve ¢aligma arkadaslan tarafindan 2010 yilinda
dopamin analizi igin gelistirilen fulleren temelli biyosensoriidiir. Bu amacla ssDNA (single
stranded DNA, tek sarmalli DNA) resept6rii kullanilmugtir. GCE, FNT (fulleren C60 nanotiip) ve
DNA ile hazirlanan biyosensorii ile pH > 7,0 ortaminda yapilan dopamin analizlerinde
gozlenebilme smnirt 0,6 uM ve dogrusal caligma araligr 2-160 pM bulunmustur (Zhang vd.
2010).

Bir diger fulleren C60 biyosensorii, anti-Hb reseptorii kullamlarak hemoglobin analizi i¢in
gelistirilmistir. Pan ve Shih tarafindan 2004 yilinda piezoelektrik kuartz kristal analiz sistemi
kullanilarak yapilan ¢alismada, fulleren ve anti-Hb reseptorii ve kuartz kristali ile hazirlanmig
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biyosensér kullanilarak hemoglobinin gozlenebilme st <104 mg/mL, duyarlik ise 1,56x10%
Hz/(mg/mL) olarak belirlenmistir (Pan ve Shih 2004).

Saeedfar ve ekibinin 2013 yilinda gerceklestirdigi bir ¢caligmada tireaz enzimi immobilize edilen
bir fulleren C60 biyosensorii ile kanda potansiyometrik iire analizi yapilabilmistir. Perde baskili
elektrot sistemlerine fulleren C60 ve iireaz enzimi immobilize edilerek hazirlanan elektrodun
yiizeyi poli(n-butil akrilat, PnBA) ile kaplannustir. Ure i¢in pH 7,0’de ve 0,5 mM derisimdeki
tampon ortaminda elde edilen kalibrasyon grafiklerinden dogrusal ¢alisma aralig 2,31x103-
8,28x10° M ve duyarlik 59,67+0,91 mV/dec olarak bulunmustur (Saeedfar vd. 2013).

Chuang ve Shih 2001 yilinda fulleren temelli bir glukoz biyosensorii gelistirmek igin fulleren
C60, piezoelekirik kuartz kristali ile birlikte glukoz oksidaz (GOX) enzimi kullanmuslardir. Elde
ettikleri sonuclarda gozlenebilme smir1 3,9x10° M olarak belirlenmistir. Biyosensériin pH 7,0 ve
30°C calisma ortaminda, 93 giinliik kullanmm sonrasinda verdigi cevabi % 83 korudugu
goriilmiistiir.  Literatiirdeki  geleneksel kan sekeri analizlerine gore oldukga diisiik bir
gozlenebilme sinirt elde edilebilmistir (Chuang ve Shih 2001).

Gugoasa ve calisma arkadaslan tarafindan 2014 yilinda fulleren temelli bir biyosensor
gelistirerek kan numunelerinden epinefrin ve norepinefrin analizi yapmak hedeflenmistir. Bunun
icin fulleren C60 ile birlikte dSDNA (double stranded DNA, ¢ift sarmalli DNA) reseptorii
immobilize edilmistir. Elde edilen sonuglara gore epinefiin igin gozlenebilme sinir1 0,1 pM ve
dogrusal ¢alisma aralig1 10°-102 M bulunmustur. Norepinefiin igin ise gozlenebilme smir 2,3
1M ve dogrusal cahisma arahg 10°-102 M bulunmustur (Gugosa vd. 2014).

Cahismada gecen tiim deneysel veriler g6z 6niinde bulunduruldugunda goriilmiistiir ki, fulleren
hem biyolojik analitlerin tayminde siklikla tercih edilmekte ve diisiik gozlenebilme smirlarina
inilebilmesi, kullamim kolaylig1 gibi sebeplerden geleneksel elektrokimyasal analiz yontemlerine
uygun bir alternatif olusturmaktadir.
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Tek ve Cok Duvarh Karbon nanotiipler (SWCNT ve MWCNT): Karbon nanotiipler (CNT),
nanometre ¢apinda silindirik boru sekilli yapilara sahip olan ve grafen levhalarin
yuvarlanmasiyla  olusturulan  nanopartikiillerdir. Karbon = nanotiipler, = grafen
tabakalarindaki katmanlarin sayis1 baz alinarak tek ve ¢ok duvarli karbon nanotiipler

olarak ikiye ayrilir (Anazawa vd. 2002).

Karbon nanotiipleri sentezlemenin en sik kullanilan yontemleri arasinda kimyasal buhar
biriktirme (CVD), ark desarji ve darbeli lazer ablasyonu yer alir. Kimyasal buhar
biriktirme yontemi ile CO2 veya CoHo, CoHa ve diger hidrokarbonlar gibi karbon igeren
oncii gazlar kullanilarak gergeklestirilir. CVD sirasinda sicaklik 350-1000 °C
civarindadir. Reaksiyon siiresi, sicaklik, katalizér pargacik boyutu veya reaksiyon
gazinin tipi/hiz1 gibi ¢esitli parametreler, elde edilecek olan karbon nanotiip malzemenin
kalitesini etkiler (Anazawa vd. 2002).

Ark desarj yontemi ise, katot ve anot elektrotlar1 olarak kullanilan iki grafit gubugun
kullanimina dayanmaktadir. Dogru akim ark voltaji, inert bir gaz olan helyuma
daldirilmis elektrotlara uygulanir. Bu yontem ile fullerenler ve CNT'ler sentezlenir
(Anazawa vd. 2002).

Karbon nanotiipler iistin mekanik, elektriksel ve termal ozellikler gostermesinin yani
sira, yiksek saflik, hidrofobiklik, biyolojik materyaller ile uyumluluk, genis yiizey alani
ve sensOr tasarimlarinda ¢ok onemli olan destek yapi1 malzemesi gorevi gorebilme
ozelligi tasimaktadir. Enzim ve benzeri biyolojik materyallerin immobilize edilmek
istendigi sistemlerde daha fazla yiizey alani tercih edildiginden, MWCNT daha fazla
tercih edildigi goriilmektedir. Sagladiklar1 avantajlar nedeniyle CNT malzemelerin

bilimsel aragtirmalarda kullanildigini sik¢a gérmekteyiz.

CNT kullamlan biyosensor c¢alismalarinin yer aldigi bir ¢alisma Feng ve Ji tarafindan 2011
yilinda gerceklestirilmistir. Calismada farkli tip karbon nanotiiplerin, tek ya da ¢ok duvarli
karbon nanotiiplerin (SWCNT ya da MWCNT) kullanildigi, enzim immobilize edilmis
biyosensorlerin performans kargilagtirmasi yapilmistir (Feng ve Ji 2011).
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Dalkiran ve c¢alisma arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklart  bir ¢alismada
GalOx/Co304/MWCNT/GCE ve GalOx/Co304/Gr/GCE biyosensorii tasarlanmis, serum
numuneleri iizerinde amperometrik Olglimler alinarak performans degerlendirmesi
yapilmistir. GalOx/Co304/MWCNT/GCE ve GalOx/Co304/Gr/GCE biyosensorii igin
elde edilen sonuglara gore ise galaktoz icin gozlenebilme smirt 0,9 pM ve dogrusal
calisma aralig1 9,0x10°3-1,0 mM bulunmustur. Ayn1 ¢alismada grafen icin alinan sonug
ile karsilastirlldiginda MWCNT ile alinan sonucun daha yiiksek performanshi oldugu
gorilmistiir (Dalkiran vd. 2016).

Tkac ve ekibinin 2007 yilinda yaptig1r bir ¢alismada SWCNT kullanarak galaktoz
biyosensorii gelistirmek istenmistir. Glutaraldehit (Glu) ve kitosan (Chit) kullanilarak
galaktoz oksidaz enziminin immobilizasyonu saglanmis, GalOx/Glu/Chit/SWCNT/GCE
modifiye elektrodu gelistirilmistir. Kan numuneleri {izerinde yapilan o6l¢iimlerde
gozlenebilme sinirinin 25,0 uM degerine kadar distigi gorilmustiir. Modifiye GCE
elektrodun duyarligi ise 1126,0 nA/mM olarak belirlenmistir (Tkac vd. 2007).

Radoi ve caligma arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklart bir c¢alismada SWCNT
kullanilarak probiyotik yogurt numunelerinden laktoz tayini yapilmak istenmistir.
Bunun i¢in laktat dehidrojenaz (LDH) ve variamin mavisi (VB) kullanilarak
LDH/SWCNT/VB/NF modifiye elektrotlar1 elde edilmistir. Yogurt numunelerinde
analitik uygulanabilir oldugu belirlenmistir. Yapilan 6l¢lim sonuglarina gore dogrusal

calisma aralig1 2x104-1x10" M olarak belirlenmistir (Radoi vd. 2010).

Zhang ve calisma arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklart bir ¢alismada ise MWCNT
kullanilarak paraokson* tayininde kullanilacak biyosensor sistemi tasarlanmistir
(*kolinesteraz inhibitorii olarak gorev yapan bir parasempatik sinir sistemi uyaricisidir).
Bunun igin asetilkolin esteraz (AChE), organofosfat hidrolaz (OPH) ve polietilen imin
(PED) kullanilarak AChE/OPH/MWCNT/PEI-DNA biyosensorleri  gelistirilmistir.
Dontisiimlii voltammetri teknigi kullanilan ¢alismada goézlenebilme sinirinin 0,5 uM

oldugu goriilmiistir (Zhang vd. 2015).
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Chauhan ve ekibinin 2011 yilinda yaptigi bir diger g¢aligmada ise c-MWCNT
kullanilarak klorprifos** tayininde kullanilmak {izere bir biyosensdr gelistirmek
istenmistir (**asetilkolin esteraz enzimini inhibe ederek canlilarin sinir sistemine zarar
veren organofosfat yapili bir insektisittir). FesOs ve Au np kullanilan AChE/Fe30a/c-
MWCNT/Au biyosensoriinden elde edilen kronoamperometrik o6l¢iim sonuglart
incelendiginde 0,1 nM gozlenebilme sinirma ulagilmistir. Ozellikle siit ve su
numunelerinde analizin yiiksek dogrulukla yapilabildigi goriilmistir (Chauhan vd.
2011).

CNT materyaller 6zellikle biyo-uyumluluklari nedeniyle biyosensor calismalarinda
siklikla tercih edilmektedir. Bu tez ¢alismasmda MWCNT ve karboksilli MWCNT (c-
MWCNT) kullanilarak tek kullanimlik perde baskil elektrotlar modifiye edildi.

Grafen ve grafen oksit: Grafen karbon atomlarmin iki boyutlu, altigen bal petegi
diizeninde, oldukga ince bir grafit tabakasidir (Sekil 2.4.a). Grafenin endiistriyel tiretimi
i¢in en yaygin kullanilan prosesler, ham grafitin kimyasal veya plazma tabakalar halinde
dokiilmesini, dogal grafitten mekanik olarak par¢alanmasini, kimyasal buhar birikimini
veya silisyum karbiiriin silikon yiizeyinde grafenin epitaksiyel biliylimesini (epitaksiyel
bliylime: taban malzemenin kristal yapisini bozmadan ayni kristal yapiyr devam
ettirerek film olusturmak) igerir. Karbon nanotiipleri agarak veya fullerenin
buharlastirilmas1  yoluyla da tlirevlerinden olan grafeni iiretmek miimkiindiir

(Bahamonde vd. 2018).

Elektrokimyasal analizlerde en sik kullanilan karbon nanomalzemeler grafit ve
grafendir. Ayrica grafenin tiirevleri olan grafen oksit (GO), indirgenmis GO (rGO) ve
daha yeni bir teknoloji olan grafen kuantum nokta (graphene quantum dots, GQDs) da
elektrokimyasal analizlerde siklikla kullanilmaktadir. Grafen oksit, grafenin
oksidasyonu ile hazirlanir. Grafen oksitin indirgenmesi ile de indirgenmis grafen oksit
malzeme elde edilir. Bu islemlerde, grafen oksitleyici protonlanmis ¢oziiciiler (nitrik
asit, siilfiirik asit, fosforik asit veya bu asitlerin karisimlar1) ve KMnOj4 kullanilir, bu da
karboksil ve hidroksil gruplarmin grafene kovalent bagmin olusmasiyla sonuglanir

(Suvarnaphaet ve Pechprasarn 2017, Bedeloglu vd. 2016).
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Grafen ve tiirevleri, nanoteknolojinin diger pek ¢ok alaninda oldugu gibi biyokimyasal
analizlerde ve biyosensor teknolojilerinde siklikla tercih edilmektedir. Grafen ve
tirevlerinin kullanildigi bazi sensor ¢alismalart Suvarnaphaet ve Pechprasarn tarafindan
2017 yilinda yaymlanmis, bu ¢alismada ayni yil yaymlanmis pek ¢ok farkli sensoriin
performans karsilastirmasi yapilmistir. Bu ¢alismalardan biri Xu ve c¢alisma arkadaslari
tarafindan 2017 yilinda yapilmistir. Grafen temelli bir dizi elektrot hazirlanarak GFET
teknigi (grafen tabanli alan etkili transistor) kullanilarak DNA analizi hedeflenmistir.
Elde edilen sonuclarda gozlenebilme smirinin 10 pM degerine kadar diisiiriilebildigi

gorilmiistir.

Rahman ve ekibi 2017 yilinda Ag-MoS;-grafen tasarimima sahip bir DNA sensorii gelistirmistir.
Fiber optik SPR teknigi (SPR: ylizey plazmon rezonans) uygulanan caligmada DNA
analizlerinde g6zlenebilme simir1 1 uM bulunmustur (Rahman vd. 2017).

Bir diger calismada ise Khadija ve ¢alisma arkadaglari (2017) grafit oksit (GpO)/Cu/Ag np
elektrodu ile glukoz tayini yapmuslardir. FET (alan etkili transistor) teknigi kullanilan ¢aligmada
glukozun alt tayin st 1 pM olarak bulunmustur. Boylelikle glukozun geleneksel
elektrokimyasal analiz yontemlerine alternatif olusturulmustur (Khadija vd. 2017).

Esteban ve ekibinin 2017 yilinda yaptig1 bir ¢alismada ise iireaz enzimi immobilize edilen
indirgenmis grafen oksit (rGO) temelli bir biyosensor gelistirilerek iire analizi yapilmistir. FET
(alan etkili transistor) tekniginin kullamldig ¢alismada {ire i¢in gozlenebilme smir1 1 uM olarak
belirlenmistir (Esteban vd. 2017).

Xu ve c¢alisma arkadaglarmin 2019 yilinda yaptigr bir diger ¢aliymada ise, grafen oksit ve
tiirevleri (GO, rGO ve GQDs) kullanilarak prostat kanserinin erken donem biyo-belirteci oldugu
diisiiniilen bir proteinin analizi yapilmistir. Calismada GO, rGO ve GQDs modifiye edilmis bir
dizi elektrodun, metilen mavisi, Au np ve DNA aptameri ile tasarimi tamamlanmustir. FET
teknigi kullanilan caliymada kanserli yapilarin digerlerinden bu yontem ile ayristirilabildigi
goriilmustiir (Xu vd. 2019).
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Grafit, grafen ve tiirevi karbon nanomalzemelerin gosterdigi tistlin fiziksel 6zelliklere ek olarak
biyo-uyumluluklart sebebiyle de bilimsel literatiire olan etkileri oldukca fazladir.

2.3.2 Metalik ve metal oksit nanopartikiiller

Metalik ve metal oksit nanopartikiiller son yillarda kullanimi oldukga yayginlagmis,
ozellikle biyokimyasal analizlerde biiyiikk bir uygulama alanina sahip olmustur.
Metalik nanopartikiiller benzersiz termal, spektral ve optik ozellikleriyle ve makro
esdegerlerine gore istiin fiziksel 6zellikler (yiiksek yiizey-hacim oranlari, kullanim
ve uygulama kolayligi vb.) sunmaktadirlar. Metalik nanopartikiillerin bu {istiin
ozellikleri, biyoanalitlerin spesifik ve yiiksek hassasiyette tayin edilmesine izin
vermis, boylelikle yiiksek duyarlikta ve genis dogrusal calisma araliginda
uygulanabilen biyosensorlerin - gelistirilmesini  saglamistir.  Bunlara ek olarak,
floresans, IR ve Raman spektrometrisi vb. yontemler de metal nanopartikiillerin

uygulama alanlarindandir (Doria vd. 2012).

Farkli sekillerde olabilen metalik ve metal oksit nanopartikiillerin tanecik ¢ap1 1-100
nm arasinda degiskenlik gosterir. Ayrica soy ve agir metaller gibi pek ¢ok inorganik
bilesikten olusabilirler (Doria vd. 2012). En yaygmn tercih edilen metalik
nanopartikiiller arasinda, soy metal nanopartikiilleri, platin (PtNP), altin (AuNP) ve
giimiis (AgNP) nanopartikiiller; ayrica metaloksit nanopartikiiller olan ZnO, Fe2O3,
Fe304, C0304, SN0z, TiO2 sayilabilir (Doria vd. 2012).

Biyosensorlerde metalik ve metal oksit nanopartikiillerin kullanilmasinin baglica
nedeni biyosensoriin elektriksel iletkenliginin artirilmasidir. Bu tez caligmasinda
C0304 nanopartikiil (CosOsNP) kullanimi tercih edildi. Bunun nedeni Co3OsNP’nin
biyosensore sagladigr elektro aktiflik ve katalitik etki gibi performans iyilestirici

elektrokimyasal 6zellikleri yani sira ulagilabilir olmasidir (Doria vd. 2012).

C0304NP kullanilarak etkisinin belirlenmek istendigi bir c¢alisma Raoof ve ekip

arkadaglar1  tarafindan 2013 yilinda gergeklestirilmistir.  Calismada Co0304
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nanopartikiiliin  kullanildigt ve kullanilmadigr iki farkli tip (MWCNT/GCE ve
C0304sNP/MWCNT/GCE) modifiye camsi karbon elektrot tasarlanmistir. SEM ile
yiizey gorintilemeleri yapilmis, C03OsNP/MWCNT/GCE elektrodu i¢in C0304
nanopartikiilin MWCNT bosluklarina homojen olarak dagildig1r goriilmiistiir. Ayni
zamanda Co0304 nanopartikiiliin elektrot yiizeyine farkli miktarlarda modifiye edilerek
yarattig1 etkideki dogrusallik goriilmek istenmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde
C0304 nanopartikiiliin miktar1 arttikga O2 gazi sarfi tizerinden belirlenen enerji tasarrufu
artmis, ayrica CosOsNP/MWCNT/GCE elektrodu Co304 nanopartikiiliin olmadigi diger
modifikasyondaki elektroda gore daha yiiksek dayamiklilik ve kararlilik gostermistir
(Raoof vd. 2013).

llgili literatiir ¢alismasindan ve yapilan 6n denemelerden de gozlendigi gibi,
Co304NP’nin  modifiye edildigi sensorlerde performans faktorlerinde iyilesme

gozlenmektedir.

2.4 Prusya Mavisi

Prusya mavisi (PM), kimyasal adlandirmasi ferrik hekzasiyanoferrat olan, kapali
formiilii CisFe7Nig (molekiil agirhigi 859,239 g/mol) olan, genellikle Fes[Fe(CN)s]s
seklinde gosterilen, parlak lacivert renkli, pek ¢ok inorganik ¢oziiciide ¢6ziinebilen
inorganik polikristalin yapiya sahip bir katidir. Prusya mavisi Sekil 2.5’te gosterilen

molekiil yapisina sahiptir.
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Sekil 2.5 Prusya mavisinin {i¢ boyutlu gosterimi
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Bilinen en eski koordinasyon malzemelerinden olan prusya mavisi, pek ¢ok
elektrokimyasal ¢aligmada galigma ortaminin potansiyelini diisiiriicii rol iistlenmektedir
(Karyakin 2000). Prusya mavisi gibi metal hekzasiyanoferratlara dayali tasarlanan

kimyasal ve biyolojik sensorler pek c¢ok iistiinliige sahip olmaktadir.

Prusya mavisinin kullanildig1 ilk sensor ¢alismasi, Karyakin ve ¢alisma arkadaslarinin
1994 yilinda gelistirdigi PM modifiye edilmis H202 (peroksit) sensoriidiir. Cams1
karbon elektrodun kullanildigi, +180 mV potansiyelde, galvanostatik biriktirme yolu ile
tasarlanan biyosensor i¢in gozlenebilme sinir1 1,0 uM ve dogrusal ¢alisma araligr 1,0-

107 uM bulunmustur.

Bir diger ¢alismada Moscone ve ekip arkadaslart 2001 yilinda karbon pasta elektroda
PM modifiye ederek H2O2 (peroksit) sensorii tasarlamiglardir. Grafit tozunun kimyasal
biriktirme yontemi ile elektrot tasarimi tamamlanan c¢alismada karistirilmis yigin
amperometri (stirred batch amperometry) yontemi ile gozlenebilme smiri 0,25 pM
bulunmustur. Ayrica dogrusal ¢aligma araligi 0,25-200 pM olarak belirlenmistir
(Moscone vd. 2001).

Ricci ve galisma arkadaslari ise 2003 yilinda grafit tabanli perde baskili elektrotlara PM
modifiye ederek, karistirilmis yigin amperometri (stirred batch amperometry) yontemi
ile H20, (peroksit) icin gdzlenebilme smir1 0,3 uM ve dogrusal ¢alisma aralig1 0,5-10°3

uM bulunmustur (Ricci vd. 2003).

Prusya mavisi peroksit duyarli ¢aligmalar haricinde, pek ¢ok biyosensor tasariminda
medyator olarak kullanilmaktadir. Medyator olarak modifiye edildigi bir elektrodun

¢Ozelti ortamindaki davranis1 da Sekil 2.6’da gosterilmistir.
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Cozelti ortami

Sensor Arayiizeyi

PM (yiikseltgenmis) Substrat

OH" 02

» ~>PM (indirgenmis) 202 O

4 . Enzimatik membran
PM modifiye edilmis elektrot

Sekil 2.6 Medyator olan prusya mavisinin ¢ozelti ortamindaki davranisi

2.5 Biyojenik Aminler

Biyojenik aminler (BA), ozellikle bakteriler tarafindan aminoasitlerin dekarboksile
olmasi ile olusan diisiikk molekiil agirlikli, bazik yapilardir. Bakteriler haricinde pek ¢ok
mikroorganizmanin yasamsal aktivitesi sonucu biyojenik aminler olusmaktadir (Toy vd.
2010).

Biyojenik aminler farkli sekillerde simiflandirilabilir. Kimyasal yapilari gdz Oniinde
bulundurularak siniflandirildiklarinda,

o Alifatikler: kadaverin (kad), putresin (put), spermin (spm), spermidin (spd)

e Aromatikler: tiramin (trm), B-feniletilamin (fea)

e Heterosiklikler: histamin (his), triptamin (trp)

Icerdikleri amin grubunun sayis1 goz éniinde bulundurularak siniflandirildiklarinda ise,
e Monoaminler (tek amin grubu igerenler): trm, fea
e Diaminler (iki amin grubu igerenler): put, kad

e Poliaminler (ii¢ ve daha fazla amin grubu igerenler): spm, spd
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Poliaminler sirasiyla 3 ve 4 amin grubu igeren spermidin ve spermindir (Linares vd.
2011). En ¢ok bilinen biyojenik amin viicutta da iiretilen histamindir. Histamin ayrica
beslenme yoluyla fazla alindiginda sebep oldugu alerjik etkilerle de bilinmektedir.
Gidalardaki varlig: bilinen baslica biyojenik aminler his, put, kad, trm, trp, fea, spm ve
spd’dir (Erim 2013).

Biyojenik aminlerin canlilarin metabolizmasinda pek c¢ok Onemli gorevi oldugu
bilinmektedir. Ozellikle niikleik asitlerin olusumunda ve protein sentezlenmesinin ilk
basamaginda biyojenik aminler rol almaktadir. Ayrica hormonlarin olusumunda da
biyojenik aminler gorev almaktadir. Canli hiicrelerin 6nemli bilesenlerinden olan
putresin, spermin ve spermidin, immiin sistemde ve metabolik fonksiyonlarin

devamliliginda Kilit rol oynarlar (Colak vd. 2002).

Biyojenik aminler tiim canlilarin metabolizmasinda dogal olarak bulunmaktadir. Ancak
biyojenik aminler beslenme yoluyla da alinabilmektedir. Gidadaki biyojenik amin
icerigi ve miktar ilgili gidaya uygulanan 1s1l isleme, ambalaja ve depolama kosullarina
bagli olarak olusan bakterilere vb. baghdir (Halasz vd. 1994). Gidalardaki bozulmalarin
en Onemli belirteci olarak kullanilmalarindan o6tiirti, gidalardaki biyojenik amin

miktarlarinin tayin edilmesi kalite kontrol prosesleri igin biiylik 6nem tasir (Erim 2013).

Biyojenik aminler 6zellikle fermente {irtinlerde, i¢eceklerde, sarkiiteri tirlinlerinde, balik
tirlinlerinde ve bazi islenmis iriinlerde bulunmaktadirlar. Beslenme yoluyla yiiksek
miktarda biyojenik amin tiiketildiginde toksik etkiler gézlenmektedir. Baz1 biyojenik
aminler olduk¢a ciddi gida zehirlenmelerine sebep olup saglik agisindan risk
olusturmakta, bazi1 biyojenik aminler ise bir gidadaki bozulmaya isaret eden belirteg
olarak kullanilabilmektedir (Lehane ve Olley 2000, Kim vd. 2009). Biyojenik aminlerin
yiiksek miktarda tiiketilmeleri durumunda ayrica, kan basincinin artmasi, damarlarin
daralmasi ve noradrenalin miktarmin artis1 gibi fizyolojik bulgulara da rastlanmaktadir
(Akmese 2015). Steril olmayan kosullara bagl olarak gelisen gida bozulmalarinda
siirecin aydinlatilmasin1 saglayabildikleri i¢in, gida endiistrisinde biyojenik aminlerin

tayin edilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir (Lata vd. 2011).

26



2.5.1 Biyojenik amin olusum mekanizmasi

Tiim canli organizmalardaki dogal metabolik aktivitenin {irinii olan biyojenik aminler,
mikroorganizma veya bakterilere ait enzimlerle serbest amino asitlerin
dekarboksilasyonuyla olusmaktadirlar (Shalaby 1996) (Sekil 2.7). Biyojenik aminler,
ilgili aminoasitlerde bulunan a-karboksil grubunun yaygin olarak enzimler yoluyla
yapidan uzaklagmasi ile olusur. Gidalarda, olgunlasma ve depolama islemleri sirasinda
proteinlerin biyokimyasal siireclerinden sonra olusan ornitin, dekarboksile olarak
putresine doniigiir. Ortamdaki putresinden ise daha uzun zincirli poliaminler olan
spermidin ve spermin meydana gelir. Arjinin agmatine, histidin histamine, tirosin
tiramine, lizin kadaverine ve triptofan triptamine doniisiir (Shalaby vd. 1996). Soz
konusu gidanin yapisi ve gidadaki organizmalara bagli olarak, mevcut serbest amino
asitlerin dekarboksilasyonuyla da biyojenik aminlerin miktarinda artma gozlenebilir ve

bu biyojenik aminin miktar1 degisebilir. (Brink vd. 1990).

| Dekarboksilaz enzimi I|{
H-(|:_ NH: > H-C— NH:
-CO2 :
H
COOH . )
Biyojenik amin
Amino asit (R : alkil grubu)

Sekil 2.7 Biyojenik aminlerin amino asitlerden genel olusum semasi

Fermente edilmis gidalar, baz1 alkollii ve alkolsiiz i¢ecekler, sarkiiteri iriinleri gibi
gidalar biyojenik amin igerirler. Fermentasyon isleminde, mevcut mikroorganizmalar
gidalarin igeriginde olan miktardan fazla biyojenik amin iiretirler. Bu sebeple fermente

gidalarda ¢ok daha fazla biyojenik amin bulunur (Karahan vd. 2003).

Gidalarda biyojenik amin olusumunda, canli organizmalarin dekarboksilaz enziminin

aktivitesini etkileyen asitlik, ortam sicaklig1 ve tuz miktar1 gibi baz1 faktorler onemlidir.
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Biyojenik aminler, gidanin kalitesi ile yakindan ilgilidir. Gidalardaki amin derigimi 0
gidanin i¢inde bulundugu hijyen kosullarindan etkilenmekte ve gidanin depolanmasi
veya isleme tabi tutulmasi esnasinda da artabilmektedir. Bu nedenlerle gidalarin kalite
kontrol siire¢lerinde biyojenik aminlerin nicel analizi oGnem kazanmaktadir (Shalaby vd.
1996). Gidalarda ilk kez biyojenik aminler olusmaya basladiktan sonra bu durumu
degistirmek ¢ok zordur. Ozellikle his, trm, put, kad, spm ve spd gidalarda bozulma
belirteci olarak kullanilan biyojenik aminlerdendir (Karahan vd. 2003). Cesitli gidalarda
dogal olarak bulunan veya gidalarin bozulmasi ile olusan biyojenik aminlerden bazilari

Cizelge 2.1°de verildi.

Cizelge 2.1 Bazi1 gida iiriinleri ve biyojenik amin igerikleri

Histamin | Tiramin | Putresin | Kadaverin | Spermin | Spermidin | Triptamin | Fenil
etil
amin

Beyaz et ++ + + + + + + +
triinleri
Kirmizi et + + + + + + + +
triinleri
Peynir + ++ + + + +
Sarap + ++ ++ + + +
Bira ve + ++ ++ +
malt
icecekleri
Meyve + + ++ + +
sular1
Siit ve siit + + + + + + + +
drlinleri

Insan viicudunda belirli bir miktardan fazla biyojenik aminin bulunmas: durumunda
siddetli bas agrilari, hipotansiyon veya hipertansiyon ve pek ¢ok alerjik reaksiyon
gozlenir. Biyojenik amin kaynakli zehirlenmelerden en yaygin olani histaminden ve
tiraminden kaynakli olanlardir. Gidalarda bulunmasi kabul edilen histaminin 1-10
mg/kg araliginda olmas1 gerektigi belirlenmistir (Alper vd. 2001). Tiramin beslenmeden

kaynakli olusan migren agrilarinin ve ani yiikselen tansiyonun tetikleyicisi olarak 6ne
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cikmaktadir (Alper vd. 2001). Tiraminin; 10-80 mg aras1 alinmasi durumunda viicutta
sismeler, 100 mg’dan daha fazla alinmasi durumunda siddetli bas agris1 veya migren

atagina sebep oldugu kanitlanmistir (Erginkaya vd. 1989, Kalac vd. 1999).

Diger biyojenik aminler i¢in ise kesin sinirlar belirtilmemistir. Bunun sebebi, alinan
gidanin tirl, miktart ve gidadaki biyojenik aminin igerigi gibi faktorlerin limit

belirleme islemini zorlastirmasidir (Alper ve Temiz 2001, Onal 2007).

2.5.2 Spermin ve spermidin tayininin 6nemi

Biyojenik aminlerden, Sekil 2.8’de yapilar1 verilen, spermin (N, N'-bis(3-
aminopropil)biitan-1,4-diamin) ve spemidin (N’-(3-aminopropil)biitan-1,4-diamin)
biyojenik poliaminler grubunda yer alir (Rawat vd. 2017). Spermin ve spermidin
esansiyel aminoasitlerden argininin ya da agmatinin par¢alanmasi ile olusur. Bu
pargalanma birkac farkl sekilde yol izleyebilmektedir (Onal 2007) (Sekil 2.9).

o . o - - e MNH-
NH,™ ~ N N
. H
Spermin (Spm)
H
T - N -~ o MH
NH T T T T

Spermidin (Spd)

Sekil 2.8 Spermin ve spermidinin molekiil yapilari

Sitrulin

s

Arginin —AGMATIN — N-Karbomoilputresin — PUTRESIN— SPERMIDIN— SPERMIN

S-Adenosilmetiyonin — Dekarboksilli S-Adenosilmetiyonin — Aminopropil

Sekil 2.9 Spermin ve spermidinin olusumu/biyosentezi (Onal 2007)
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Spermin ve spermidin de diger biyolojik aminler gibi gidalarin bazilarinda dogal olarak
bulunabildigi gibi, baz1 gidalarda ise olumsuz saklama kosullar1 veya meydana gelen
gida bozunmalara bagli olarak artabilmektedir. Spermin ve spermidinin bulundugu bazi

gidalar Cizelge 2.2.’de verilmistir.

Cizelge 2.2 Baz1 gida 6rneklerinde spermin ve spermidin igerikleri

Gida Ornekleri Spermin Spermidin
Beyaz et iirlinleri + +
Kirmizi et iirtinleri + +
Peynir - -
Portakal suyu + -
Siit ve siit tirtinleri + +
Sarap n "
Bira ve malt icecekleri ++ ++

Spermin ve spermidin, canli biinyesindeki Okaryotik hiicrelerde dogal olarak
bulunabilmekte, ayrica hiicre biiylimesinde ve ¢ogalmasinda da Onemli rol
oynamaktadir. Canli viicudunda belirlenen spermin ve spermidin miktarlarindaki artis,
pek c¢ok kanser tirlinde timdr biiylimesinin izlenmesinde biyomarker olarak
kullanilabilmektedir. Spermin ve spermidin seviyelerindeki artigin, 6zellikle bazi kanser
tirleri (prostat gibi) ile iliskili biyolojik siireglerin gostergesi oldugu gorilmistiir

(Rawat vd. 2017, Giskeodegard vd. 2013).

Literatiirde spermin ve spermidin tayininde kullanilmak i¢in gelistirilen biyosensdrlere
dair calismalar sinirli sayida kalmaktadir. Spermin ve spermidin tayininin hizli ve

ekonomik sekilde gerceklestirilebilmesi pek cok acidan biiyiik 6nem tagimaktadir.
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2.5.3 Biyojenik aminlerin geleneksel tayin yontemleri

Gidalardaki biyojenik aminlerin tayinini 6nemli hale getiren iki neden vardir. Birincisi
viicuda alinma miktarina bagh olarak toksisite potansiyeline sahip olmalari; ikincisi ise
gida kalitesine dair 6nemli isaretciler olmalaridir. Biyojenik amin analizlerinin en
onemli uygulamalari hammadde ve iriinlerin kalitelerinin belirlenmesi, 6zellikle
fermante gidalarda {iretim siireglerinin  kontrolii ve ilgili arastirma-gelistirme

calismalaridir (Onal 2007).

Analizcilerin standartlagtirtp, kesinligini ve dogrulugunu kesinlestirdigi, biyolojik
materyaller ile uyum gosteren pek ¢ok analitik yontem bulunmaktadir. Bu yontemler
olmadan biyojenik amin miktarinin ve limitler icerisinde olup olmadigini belirlemek
olasi degildir (Shalaby vd. 1996). Gidalardaki biyojenik aminlerin nicel analizi i¢in
kullanildig1 bilinen ilk teknik ince tabaka kromatografi (TLC) yontemidir. Son yillarda
kromatografik ve spektrofotometrik yontemlere ek olarak ELISA ve elektroforez gibi
daha gelismis nicel analiz yontemleri de bu amagla kullanilmaya baglanmistir (Alper vd.

2001).

Gidalarda bulunan biyojenik aminlerin nitel ve nicel olarak belirlenmesinde en yaygin
tercih edilen yontem ters faz sivi kromatografisidir (RP-HPLC). Farkli dedeksiyon
sistemleri entegre edilmis yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC) teknigi de
olduk¢a yaygin kullanilmaktadir. Bu entegre sistemlerden bazilar1 HPLC/MS,
HPLC/UV ve HPLC/floresans spektroskopi yontemleridir (Erim 2013). Gidalarda
biyojenik amin miktarmin nitel veya nicel olarak belirlenmesinde kullanilan en kolay
teknik ilgili aminoasitlerin analizidir (Simon-Sarkadi ve Holzapfel 1994). Aminoasitler
geleneksel analiz yontemleri ile belirlendiginde ortamda tiirevi biyojenik aminlerin
varhgindan da s6z edilebilir. Kan orneklerinde ve biyolojik doku orneklerinde
bulundugu diisiiniilen histamini saptamak i¢in pek ¢ok enzimatik analiz teknigi
bulunmaktadir. Ornegin ELISA teknigi histaminin nicel analizinde tercih edilmektedir
(Stratton vd. 1991).
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Biyojenik aminlerin nicel analizi igin ayrica florometriye ek olarak spektroflorometri,
elektroforez ve nicel PCR gibi daha gelismis ve performans agisindan iyilestirilmis
teknikler de vardir (Apetrei vd. 2013). Ancak bu yontemlerin her birinde maliyet ve
ugras gerektiren On islem asamalar1 bulunmaktadir. Ayrica bu 6n islemler analizin
toplam siiresini uzatmaktadir. Bunun sonucu olarak da rutin analizlerde bu tekniklerin

uygulanmasi, yapilmasi gereken islemlerin maliyeti oldukga yiikselmektedir.

Ali ve ekibi 2010 yilinda HPLC/UV dedeksiyon yontemi ile gidalardaki biyojenik amin
igeriklerini incelemislerdir. Olgun peynir numuneleri ve farkli yag oranlarina sahip siit
tiriinlerinde yapilan analizler sonucunda olgun peynir numunelerinde putresin 52,3
mg/kg, spermidin 1,2 mg/kg ve spermin 2,6 mg/kg bulunmustur. Yag: azaltilmis siit
numunelerinde ise ortalama putresin miktart 1,2 mg/kg ve spermidin miktar1 1,0 mg/kg

olarak belirlenmistir. Siit numunelerinde spermin belirlenmemistir.

Santiago-Silva ve ekibi 2010 yilinda farkli tropik meyvelerde iyon-¢ifti HPLC (ion-pair
HPLC) yontemi kullanarak biyojenik poliaminlerin analizini yapmak istemistir. Elde
edilen verilere gore mangoda 0,46 (0,20-0,76) mg/100 g spermidin ve 0,22 (0,15-0,34)
mg/100 g spermin bulunmaktadir. Ananas 0,70 (0,31-1,63) mg/100 g spermidin ve 0,19
(0,07-0,44) mg/100 g spermin igermektedir. Papaya 0,54 (0,38-0,76) mg/100 g
spermidin ve 0,07-0,24 mg/100 g araliginda spermin igermektedir. Guava meyvesi 0,38
(0,11-0,52) mg/100 g spermidin ve 0,42 (0,26-0,75) mg/100 g spermin ihtiva
etmektedir. Tropik meyveler arasinda poliamin igerigi en yliksek olan carkifelek
meyvesinde ise 3,05 (1,68-7,42) mg/100 g spermidin ve 2,43 (0,55-7,94) mg/100 g
spermin bulunmaktadir (Santiago-Silva vd. 2010).

Giskeodegard ve calisma arkadaslar1 2013 yilinda yaptiklart bir ¢aligmada HR-MAS
MRS (HR-MAS MRS; high resolution-magic angle spinning magnetic resonance
spectroscopy, yiiksek ¢ozilintirliiklii-6zel acili donen manyetik rezonans spektroskopi)
yontemi ile prostat kanseri gelismis doku Orneklerindeki spermin ve sitrat miktarinin
belirlenmesini saglamiglardir. Elde edilen sonuglara gére normal dokularda spermin

1,92 (0,86-3,13) mmol/kg ve sitrat 9,87 (5,14-14,32) mmol/kg bulunmustur. Kanserli
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dokularda ise spermin 1,22 (0,66-2,0) mmol/kg ve sitrat 6,41 (3,34-9,46) mmol/kg
bulunmustur (Giskeodegard vd. 2013).

Lu ve calisma arkadaslar1 2022 yilinda prostat, akciger ve meme kanseri gelistigi
bilinen dokulardaki hiicre i¢i sivilarda meydana gelen poliamin artisinin belirlenmesi
lizerine ¢aligmalarmi yogunlagtirmigtir. Bu ¢alismada optik yontemler (floresans ve
goriiniir bolge) ve optik olmayan yontemler (GC, GC-MS, LC-MS, HPLC gibi)
kullanilarak putresin, spermin, spermidin ve bu biyojenik aminlerin tiirevlerinin analizi
yapilmak istenmistir. Ayrica bu c¢aligmada yontemler arasi performans karsilagtirmasi
yapilmistir (Lu vd. 2022). Elde edilen veriler 1s18inda, GC-MS, LC-MS, HPLC gibi
geleneksel elektrokimyasal yontemlerden diger yontemlere gore daha hizli cevap
alinmis, yliksek uygulanabilirlik ve yiiksek dogruluk ile sonu¢ alindigir goriilmiistiir.
Bununla beraber karmasik cihaz sistemi, yiiksek maliyetli ekipman, profesyonellesmis
analizci gereksinimi, uzun ve karmasik numune On deristirme islemleri ilgili

yontemlerin dezavantajlar1 olarak goze carpmuistir.

Geleneksel analiz yontemleriyle kiyaslandiginda elektrokimyasal yontemler; kullanimi
daha basit ekipman, yiiksek hassasiyetli 6l¢timler ve diisiik maliyetli olmak gibi pek ¢ok
avantaja sunmaktadir ve geleneksel yontemlere karsi 6nemli bir alternatif olarak goze
carpmaktadir (Raoof vd. 2013).

2.5.4 Biyojenik amin tayininde biyosensorlerin kullanilmasi

Biyojenik aminlerin elektrokimyasal tekniklerden yararlanarak gergeklestirilen nitel ve
nicel analizleri, yiiksek yiikseltgenme potansiyeli tasimalar1 sebebiyle, geleneksel

yontemlere gore oldukea kisithidir (Henao-Escobar vd. 2015).

Miiller ve c¢aligma arkadaslarinin 2022 yilinda yaptiklart bir ¢alismada biyojenik
aminlerin analizi icin gelistirilen farkli modifikasyonlara sahip pek cok biyosensoriin
performanslar1 karsilastirilmistir. Bu ¢aligmalardan biri Stojanovic ve ekibinin 2016

yilinda yaptigt SWCNT-CPE modifiye karbon pasta elektrot ile bira ve sarap
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orneklerinde bulunan histaminin tayini c¢alismasidir. CV ve DPV tekniklerinin
kullanildig1 c¢aligmada +1,25 V c¢alisma potansiyelinde ve 0,1 mol/L pH 6,0’a
ayarlanmig fosfat tamponunda c¢alisilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde
dogrusal ¢alisma araliginin 4,5 -720 umol/L oldugu goriilmiistiir. Bagil standart sapma
degeri % 0,48 ile % 3,40 arasinda bulunmustur. Ayrica histamin i¢in gozlenebilme siniri
(LOD) 1,26 umol/L ve alt tayin sinir1 (LOQ) 3,78 umol/L olarak belirlenmistir (Miiller
vd. 2022).

Bir diger ¢alisma Apetrei ve calisma arkadaglar1 tarafindan 2016 yilinda putresin tayini
icin Ppy-FECN/CSPE (Ppy: polipirol olmak iizere) biyosensoriiniin tasarimi yapilmistir.
Ppy-FeCN/CSPE biyosensorii ile dana etinin kurutulmasi sonrasinda elde edilen toz
numunesi i¢in yapilan CV analizinden putresin i¢in 0,34 pmol/L goézlenebilme siniri
belirlenmigtir. Histamin i¢in gelistirilen bir diger modifiye elektrot olan
DAO/PtNP/Gr/SPE ise pH 7,4’¢ ayarlanmig fosfat tamponunda ve +0,4 V ¢alisma
potansiyelinde en iyi performansi gostermistir. Balik numunelerinde yapilan analiz
sonuclar1 incelendiginde yiiksek bir duyarlik 0,0631 pA/mM elde edilmistir. Ayrica
DAO/PtNP/Gr/SPE modifiye elektrodu icin gdzlenebilme sinir1 (LOD) 2,54x108 M ve
dogrusal ¢aligma araligi 0,1-300 uM olarak belirlenmistir (Apetrei vd. 2016).

Zhao ve calisma arkadaslar1 tarafindan 2018 yilinda gerceklestirdikleri bir ¢alismada,
piring sirkesi numunesinden tiramin tayini yapmak icin OPOAP/GCE (OPOAP: asir1
oksitlenmis poli(e-aminofenol) olmak {izere) camsi karbon modifiye elektrodu
gelistirilmistir. CV ve SWV tekniklerinden elde edilen sonucglara gore 0,054 pmol/L
gozlenebilme sinirt (LOD) ile tiramin analizi yapilabilmistir % (95,6-117,2) arasinda
degisen geri kazanimlar elde edilen ¢alismada 10-200 uM dogrusal ¢aligma araligi elde
edilmistir (Zhao vd. 2018).

Allonso-Lomillo ve ¢alisma arkadaglar1 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada monoamin
oksidaz (MAO) ve diamin oksidaz (DAO) enzimleri ve HRP ile modifiye ettikleri perde
baskili karbon elektrotlar1 ile farkli gida oOrneklerinde bulunan biyojenik aminleri

kronoamperometri teknigi ile tayin etmislerdir. MAO ve DAO enzimleri kovalent
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baglama yoluyla SPE yiizeyine immobilize edilmistir. Bunun i¢in aril diazonyum tuzu,
hidroksistiksinimid ve karbodiimid kullanilmistir. Optimum ¢alisma kosullar1 pH 6,7 ye
ayarlanmig PBS ortami ve 250 mV c¢alisma potansiyeli olarak belirlenmistir.
DAO/HRP/SPCE ve MAO/HRP/SPCE modifiye enzim elektrotlar1 ile balik
numunelerinde yapilan histamin tayini sonucunda dogrusal calisma araliklari sirasiyla
DAO/HRP/SPCE modifiye elektrodu i¢in 0,2-1,6 uM ve MAO/HRP/SPCE modifiye
elektrodu i¢in 0,4-2,4 uM bulunmustur. Balik numuneleri i¢in standart ekleme yontemi
uygulandiginda putresin i¢in % 92 gibi yiiksek geri kazanimlar elde edilmistir. Tekrar
tiretilebilirlik calismasinda bagil standart sapma DAO/HRP/SPCE modifiye elektrodu
icin % 10, MAO/HRP/SPCE modifiye elektrodu igin ise %11 elde edilmistir. Histamin
icin gozlenebilme sinirt DAO/HRP/SPCE modifiye elektrodu igin (0,18 + 0,01) uM,
MAO/HRP/SPCE modifiye elektrodu i¢in (0,40 + 0,04) uM olarak belirlenmistir.
DAO/HRP/SPCE modifiye elektrodunun diger biyojenik aminlere karsi olan segicilik
calismas1 yapilmisti. DAO/HRP/SPCE modifiye elektrodunun putresine %2100,
kadaverine % 95, histamine %80, tiramine, spermine ve spermidine % 73, triptamine ise
% 23 secicilik gosterdigi gorlilmiistiir. Poliaminler icin elde ettikleri geri kazanim
yiizdeleri ise spermidin i¢in % 107,3 ve spermin i¢in % 99,4 olarak bulunmustur.
MAO/HRP/SPE modifiye elektrodu poliamin olan spermin ve spermidine cevap
vermezken DAO/HRP/SPE modifiye elektrodunun putresine % 100 segicilik
gosterirken, spermin ve spermidine % 73 oraninda segicilik gosterdigi goriilmiistiir
(Allonso-Lomillo vd. 2010).

Bilimsel literatiirde spermin ve spermidin tayinine yonelik olduk¢a smirli sayida

elektrokimyasal biyosensor ¢alismasi oldugu goze ¢arpmaktadir.

Koppang ve caligsma arkadaslar1 1999 yilinda BDDE (bor katkili elmas film elektrot)
modifiye ederek, CV ve FIA (akis enjeksiyonlu amperometri) yontemleri ile poliamin
tayini gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde spermin igin
dogrusal calisma araligt 1 pM-1 mM (R? = 0,970), duyarlik 0,908 pA/mM,
gozlenebilme simir1 1 pM (S/N = 6,9) ve bagil standart sapma degeri 39 enjeksiyon igin
% 15,9 bulunmustur. Spermidin igin ise, dogrusal calisma araligr 1 pM-1 mM (R? =
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0,988), duyarlik 1,34 uA/mM, gozlenebilme smnirt 1 (S/N = 10) bulunmus, ancak bagil
standart sapma degeri belirlenememistir (Koppang vd. 1999).

Esparza ve ekibi 2019 yilinda bitkisel ve hayvansal kaynakli pek ¢cok gidadaki poliamin
(putr, spm, spd) igerikleri konusunda yapilan ¢alismalar1 derlemis ve ortalama miktarlar
belirlemiglerdir. Elde edilen ortalama verilere gére meyvelerde (elma, avokado, muz,
kiraz, kivi, portakal, armut, seftali, ananas, ¢ilek) putresin 1,554 nmol/g, spermidin 6,9-
9,8 nmol/g ve spermin 25 nmol/g olarak belirlenmistir. Sebzelerde (brokoli, kabak,
havug, salatalik, patlican, fasiilye, yesil biber, mantar, marul, sogan, patates, 1spanak,
domates) putresin 5,7-794 nmol/g, spermidin 6,9-398 nmol/g ve spermin 54 nmol/g
olarak belirlenmistir. Islem gérmemis taze et iiriinlerinde (dana, kuzu, tavuk, domuz,
hindi, ordek, tavsan) putresin 1,1-4,7 nmol/g, spermidin 1-92 nmol/g ve spermin 1-342
nmol/g olarak bulunmaktadir. Pismis et triinlerinde ise putresin 4,5-11 nmol/g,
spermidin 15-28 nmol/g ve spermin 11-99 nmol/g araligindadir. Yumurtada putresin
3,1-10 nmol/g, spermidin 1-4 nmol/g ve spermin 1 nmol/g bulunmaktadir. Siit ve yogurt
trtinlerinde putresin 3 nmol/g, spermidin 0,42-5 nmol/g ve spermin 4 nmol/g
bulunmaktadir. Peynir tiirlerinde (olgun peynirler, kiif 6zellikli peynirler, keci peyniri
vb) putresin 1,5-1470 nmol/g, spermidin 262 nmol/g ve spermin 17 nmol/g olarak
belirlenmistir (Esparza vd. 2019).

Bir diger benzer ¢alismada Martinez ve calisma arkadaslar1 2008 yilinda yaptiklar
poliamin igerigi ve toplam biyojenik amin igerigi tayini ¢alismasinda HPLC ile uyumlu
sonuglar elde etmislerdir. Turp ve brokoli lizerinde yapilan ¢aligmada spermidin igerigi
turp numunelerinde 30 mg/kg, brokoli numunelerinde ise 20 mg/kg olarak
belirlenmistir. Spermin igerigi ise turp i¢in (27-30) mg/kg, brokoli i¢in (22-24) mg/kg
bulunmustur. Turp numuneleri (47,8-48,6) mg/kg toplam biyojenik amin ihtiva ederken,

brokoli (24-45) mg/kg toplam biyojenik amin ihtiva etmektedir (Esparza vd. 2019).

Biyosensor ¢aligmalari ile HPLC gibi geleneksel elektrokimyasal analizlerden benzer
aralikta sonuglar elde edilebilmektedir. Biyosensorlerle yapilan calismalar daha diistik

maliyet ve kullanim kolaylig1 sebebiyle HPLC gibi karmasik geleneksel yontemlerden
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daha avantajlidir. Poliaminler giiniimiizde pek ¢ok tibbi arastirmada da konu edilmeye
baglanmistir. Freitag ve calisma arkadaglari 2022 yilinda Alzheimer hastaligina sahip
hastalarda spermidinin noro-inflamasyonu (néro-inflamasyon; beyin hiicrelerindeki
iltihaplanma ve o©6dem kaynakli azalma durumudur) geriletici bir ara¢ olarak
kullanilabilecegini Ongdrmiislerdir. Alzheimer hastaligt olusturulan kobay fareler
tizerinde in-vivo deneyler sonucunda spermidinin etkisi kanitlanmistir (Freitag vd.
2022).

Prasher ve ekibi 2023 yilinda anti-kanser ajan1 olarak kullanilabilecegini diisiindiikleri
spermidinin etkilerinin belirlenmesine ¢alismislardir. Bu ¢alismada pek ¢ok kanserli
doku 6rneginde in-vivo ve in-vitro calismalar ile gézlem yapilmistir. Spermidinin sahip
oldugu bilinen ndroprotektif etki (ndroprotektif etki; yetersiz kan akisi nedeniyle olusan
doku hasarmni giderme etkisidir), yaslanma karsit1 hiicre yenileyici ve anti-inflamatuar
etki (anti-inflamatuar etki; iltihaplanma ve 6dem karsiti etkidir) sebebiyle, hiicresel
apoptoz (apoptoz; kontrollii, planli hiicre O6limiidiir) ve hiicresel otofaji (otofaji;
viicudun yeni hiicre olusumu igin yashi ya da hasta hiicrelerini yok etmesidir)
tetikleyicisi olarak kullanilabilecegi ortaya konmustur. Spermidinin ve SSAT (SSAT;
spermidin/spermin N-1-asetiltransferaz, hiicre i¢i poliamin katabolizmasina ait bir
enzimdir) kanserli dokularda gerilemeyi saglayict etkisi kanser tedavisine dair umut
verici olup, poliaminlerin analizinin 6nemini bir kez daha ortaya koymustur (Prasher vd.
2023).

Literatiirde spermin ve spermidin tayini i¢in gelistirilmis smirh sayida biyosensor
bulunmaktadir. Ancak poliamin tayininin o6zellikle tibbi c¢alismalardaki Gnemi
anlasildik¢a bu sayr artmaktadir. Bu tez ¢alismasina en benzer ¢alisma 2015 yilinda
Boffi ve ¢alisma arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilmistir. Poliamin oksidaz enzimi
(PAOX), spermin oksidaz enzimi (SMOx) ve PM medyatorii kullanilarak gelistirilen
spermin ve spermidin biyosensorlerinden, FIA (flow injection amperometry, akis
enjeksiyonlu amperometri) yontemi ile elde edilen performans faktorleri GC-MS
referans metodu ile karsilastirildiginda sonuglarin oldukca iyi oldugu goriilmiistiir.
PM/PAOX/SPE enzim elektrotlar1 ile dogrusal ¢alisma araligi spermin igin 0,003-0,3
mM, spermidin i¢in ise 0,01-0,4 mM olarak belirlenmistir. PM/SMOX/SPE enzim
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elektrotlar1 igin dogrusal c¢alisma araligi spermin igin 0,004-0,5 mM olarak
bulunmustur. PM/SMOX/SPE enzim elektrotlar1 spermidine cevap vermemistir.
PM/PAOx/SPE enzim elektrotlar1 kullanilarak elde edilen baz1 performans
karakteristikleri Cizelge 5.3’te verildi. Ayrica ¢alismada gelistirilen PM/PAOX/SPE
enzim elektrotlarinin diger biyojenik aminlere karsi seciciligi de incelenmistir. Elde
edilen veriler degerlendirildiginde PAOx enziminin poliaminlere kars1 duyarli olusu
sebebiyle spermin ve spermidine karsi yiiksek bir secicilik elde edilmistir. Putresin,
kadaverin ve histamin biyojenik aminlerinin her biri i¢in segicilik % 1’e yakin olarak

bulunmustur (Boffi vd. 2015).

Literatiirdeki giincel ¢alismalardan da goriilmektedir ki, biyojenik poliaminler grubunda
yer alan spermin ve spermidinin yiiksek duyarlikli tayini olduk¢a dnemlidir ve gittikce
daha da 6nemli hale gelmektedir. Ayrica Spermin ve spermidine duyarlt biyosensor

calismalarindaki yetersizlik géze ¢arpmaktadir.

2.6 Cevap Yiizey Yontemleri / Merkezi Kompozit Tasarim

Kemometrik yaklagim, ayni amag¢ i¢in normal sartlarda yapilmasi gereken deney
sayisint minimize etmekle kalmayan, ayn1 zamanda gereksiz deneylerde harcanacak sarf
malzemelerden ve zamandan da tasarruf saglayan bir yontemdir. Cevap ylizey
yontemleri ile deney ortamindaki degiskenlerin etkileri ve bu degiskenlerin
etkilesimlerinin dolayli etkisinin incelenmesi saglanmaktadir (Bhattacharya vd. 2021,
Ahmadi vd. 2005).

Kemometrik yaklasim, yapilmasi gereken deney sayisindan dolayisiyla da sarf
malzemeden tasarruf ettirdigi gibi zamandan da kazanilmasini saglayan bir yaklagimdir.
Deney ortamindaki degiskenlerin karsilikli etkilesimlerinin olmadigi varsayilan bir
sistemde 22 faktoriyel birinci mertebe bir tasarim yapilabilir (Bhattacharya vd. 2021,
Ahmadi vd. 2005).

y=Po + f1.X1i T Pa.Xoi + I
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(X, X X

1 -1 -1
X={1 1 -1
1 -1 1
11 1]

Bu matristeki birinci kolon kayma degeri i¢in degisken katsayilarini, ikinci kolon x1 i¢in
ve Uciincl kolon ise x2 i¢in parametre katsayilarini igermektedir. Bu model diiz bir
yiizey olarak tanimladigindan, yiizeyde herhangi bir egriligin s6z konusu olmadigi ve

dolayisiyla etkilesmenin olmadigini gosterir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu tez c¢alismasinda Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii’nde bulunan
Analitik Kimya Arastirma Laboratuvari’nin cihaz ve kimyasal kaynaklarindan
yararlanildi. Ayrica, bu ¢alisma TUBITAK tarafindan desteklenen 1162159 numarali
proje kapsaminda yapildi. Calismada kullanilan tiim cihazlar, malzemeler, ¢ozeltiler ve

deneylerin yapilist ayrintili bir sekilde asagida verildi.

3.1 Kullanilan Cihazlar ve Donanimi

Tez calismasindaki elektrokimyasal (amperometrik, voltammetrik, impedimetrik ve
potansiyometrik) olgtimler igin, Iviumstat Electrochemical Analyzer, Autolab
Potentiostat ve Thermo Scientific Orion kombine cam pH elektrotlu Thermo Orion

720A pH/iyonmetre cihazlarindan yararlanildi.

Analiz Oncesinde ilgili elektrot modifikasyon ¢ozeltilerinin ve tamponlarin
hazirlanmasinda ultrasonik banyo (LC30H), vorteks karistirict (ISOLAB), manyetik
karistirict (Chiltern MS21S) ve deiyonize ultra saf su cihazi (ELGA-Pure Lab)
kullanildi.

Deneylerde kullanilan kimyasal maddelerin tartilmasinda 0,01 mg duyarliga sahip
Mettler Toledo markali analitik teraziden yararlanildi. Cozelti aktarma islemi AXygen

marka mikropipetler yardimiyla yapildi.

Elektrokimyasal olgiimler yapilirken, elektrokimyasal analiz cihazi ile entegre BASI
marka elektrokimyasal hiicre standi (C-3) kullanildi.

Elektrotlarin yiizey karakterizasyonlar1 i¢in FEI, Quanta 450 FEG markali taramali
elektron mikroskobundan (SEM), NT-MDT NTEGRA Solaris atomik kuvvet

40



mikroskobundan (AFM) ve Bruker dedektorlii enerji  yayilimhi  X-151m
spektrometreden (EDX) yararlanildi.

Elektrokimyasal olgiimler ve modifiye elektrotlarin hazirlanmasinda referans elektrot,
karsit elektrot ve calisma elektrodunun bir arada bulundugu, yeni nesil bir elektrot
sistemi olan perde baskili elektrotlar (SPE) kullanildi (Sekil 3.1). Bu amagla kullanilan
SPE’ler DropSens C-110 model referans elektrodu giimiis (Ag), karsit elektrodu ve

calisma elektrodu ise karbon (C) olan elektrotlardi.

(@

Sekil 3.1 Perde baskili karbon elektrot (SPE)

Merkezi kompozit tasarim ¢alismalarinda Design-Expert yaziliminin 10.0.3 versiyonu

(Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA) kullanildi.

3.2 Kimyasal Maddeler, Cozeltiler ve Karisimlar

3.2.1 Kullamlan kimyasallar

Bu ¢alismada kullanilan tim Kimyasal maddeler, 6zellikleri ve markalar1 Cizelge

3.1°de goriildigi gibidir.
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Cizelge 3.1 Kullanilan kimyasal maddeler, 6zellikleri ve markalar1

Kimyasal maddeler Ozellikleri Markalar1
Cok duvarli karbon nanotiip %95 Cheaptubes
(MWCNT)

Karboksilli ¢ok duvarli %95 Cheaptubes
karbon nanotiip (c-

MWCNT)

Kobalt  (II, 1) oksit %99,8 Aldrich
nanopartikiilii (Co3OsNP)

Prusya mavisi (PM) Analitik saflik Sigma-Aldrich
Kitosan Analitik saflik Sigma-Aldrich
Nafyon (NF) Analitik saflik, %5 Aldrich
Spermin > %99 Sigma-Aldrich
Spermidin > %99 Sigma-Aldrich
Putresin > %99 Sigma
Kadaverin > %99 Sigma
Histamin > %99 Sigma
Tiramin > %99 Sigma
Triptamin > %99 Sigma
B-Fenil etil amin >%99 Sigma
Sodyum dihidrojen fosfat-2- %99 Riedel
hidrat

Sodyum monohidrojen %99 Riedel
fosfat-7-hidrat

Potasyum ferrisiyaniir %99 Sigma-Aldrich
Potasyum ferrosiyaniir %98 Alfa
Sodyum hidroksit %98 Riedel
Asetik asit %99 Sigma
Fosforik asit %85 Sigma
Borik asit %99,5 Sigma-Aldrich
1-Etil-3-(3- > %98 Sigma
dimetilaminopropil)-

karbodimid (EDC)

N-hidroksisiiksinimid > %95 Sigma
(NHS)

Diamin oksidaz (DAO) > (0,05 U/mg kat1 Sigma-Aldrich
Histidin > %99 Merck
Lizin > %99 Merck
Ornitin > %99 Merck
Arginin >%99 Merck
Fenil alanin > %99 Merck
Tirosin > %99 Merck
Triptofan > %99 Merck
Hidrojen peroksit %(34,5-36,5) Sigma-Aldrich
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3.2.2 Biyojenik aminlerin ¢ozeltileri

Biyojenik aminlerden histamin, p-feniletil amin, kadaverin, putresin, spermin ve
spermidinin 10 mL’lik 1,0x102 M’lik standart sulu ¢ozeltileri Cizelge 3.1°de belirtilen
maddelerinden uygun miktarlarda tartilarak hazirlandi. Tiramin ve triptamin ¢ozeltileri
ise, suda ¢oziinme giicliigii nedeniyle, ancak 1,0x107° M’lik ¢ozelti elde edilecek sekilde
uygun miktarlarda tartilarak 10 mL’ye tamamlandi. Bu c¢ozeltiler kullanilmadigi

siirelerde buzdolabinda +4°C’da sakland ve haftada bir yeniden hazirlandi.

3.2.3 Amino asit ¢ozeltileri

Histidin, ornitin, lizin, arginin, tirosin, triptofan ve fenil alanin gibi amino asitlerin 10
mL’lik 1,0x102 M’lik standart sulu ¢dzeltileri Cizelge 3.1°de belirtilen maddelerinden
uygun miktarlarda tartilarak hazirlandi. Kullanilmadig: siirelerde buzdolabinda +4°C’da

saklandi1 ve her ¢ozelti haftada bir yeniden hazirlandi.

3.2.4 Tampon ¢ozeltiler

Fosfat tampon ¢ozeltisi: Cizelge 3.1’de verilen NazHPO4.7H20 ve NaH2PO4.2H>0
maddelerinden uygun miktarlarda tartilarak fosfat bakimindan analitik molar derisimi
0,05 M olacak sekilde 100 mL’lik ¢ozelti hazirlandi.

Britton- Robinson (BR) tampon c¢ozeltisi: BR tamponu hazirlamak amaciyla, 2,472
mg borik asit (H3BOs) tartilarak ultra saf suda ¢oziildii. Bu ¢ozelti tizerine 2,29 mL
asetik asit (CH3CO2H) ve 2,69 mL %85’lik fosforik asit (H3PO4) katilip ultra saf su ile
hacmi 1,0 L’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltinin pH’s1t NaOH ¢ozeltisi kullanilarak istenen

degere ayarlandu.

Asetik asit-asetat (AA) tamponu c¢ozeltisi: Asetat yoniinden molar analitik derisimi

0,1 M olan asetik asit/asetat tampon ¢dzeltisi uygun miktarda asetik asit (CH3CO2H) ve
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sodyum asetat (CH3CO2Na)’in karistirilmasi ve ultra saf suda ¢oziinmesi ile hazirlandi.

Bu ¢ozeltinin pH’s1 HCI veya NaOH ¢ozeltileri kullanilarak pH 4,0’a ayarlandi.

3.2.5 Redoks probu ¢ozeltisi

KCI yoniinden 0,1 M, K3[Fe(CN)g] yoniinden 5 mM ve Ks[Fe(CN)e] yoniinden 5 mM
olacak sekilde uygun miktarlarda tartilan kati maddelerin ultra saf suda ¢oziilmesiyle
hazirland1. Kullanilmadig1 durumlarda +4 °C°da buzdolabinda tutulan ¢ézelti, her hafta

yeniden hazirlanarak kullanildi.

3.2.6 Kitosan ¢ozeltisi

Kitosandan 0,25 g tartilip yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan pH’s1 4,0 olan asetik
asit/asetat tamponundan yavas yavas ilave edilerek kati maddenin ¢6ziinmesi saglandi.
Karisim homojen hale getirilmesi amaciyla manyetik karistirict ortaminda uygun bir

siire karistirildi.

3.2.7 EDC-NHS karisimi

EDC c¢ozeltisinin hazirlanmast i¢in, 5,75 mg EDC, 1 mL pH 7,0’e ayarlanmis BR
tampon ¢ozeltisinde ¢oziildii. NHS ¢ozeltisi ise, 38,34 mg NHS’nin, 1 mL pH 7,0’e
ayarlanmis BR tampon c¢ozeltisinde ¢6ziilmesiyle hazirlandi. Bu ¢ozeltiler 6nce 1:1
oranda karistirildi ve ardindan bu karisim, 1:4 oraninda pH 7,0 BR tampon ¢ozeltisi ile

seyreltilerek kullanildi. EDC-NHS karisim1 her kullanimdan 6nce yeniden hazirlandi.

3.2.8 Nafyon (NF) c¢ozeltisi

Cizelge 3.1°de belirtilen %5°lik nafyon ¢ozeltisinden aliman 100 pL’lik kisim, 200 pL
saf su ve 200 pL etanol ile seyreltilerek derisik nafyon ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozelti,
250 pL saf su ve 250 pL etanol ile seyreltilerek kullanildi. Kullanilmadigi durumlarda
¢ozelti +4°C’da buzdolabinda saklandi. C6zelti her hafta yeniden hazirlandi.
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3.2.9 c-MWCNT- Co304NP ve MWCNT- Co3sO4NP karisimlari

c-MWCNT’ten 25 mg ve C030sNP’den 13,4 mg tartilip yukarida agiklandigi gibi
hazirlanan kitosan c¢ozeltisinden 1,0 mL ilave edilerek Once ultrasonik banyoda;
kullanilmadan once ise, vorteks karistiricida karistirilarak homojen hale gelmesi

saglandi.

MWCNT- Co030sNP karisimi da her bir bilesen yukarida belirtilen miktarlar
kullanilarak ayni sekilde hazirlandi.

3.2.10 DAO cozeltisi

Cizelge 3.1°de verilen DAO enziminden 20 mg tartild1 ve 1,0 mL pH 7,0 BR tampon
¢ozeltisinde ¢ozilerek 1,0 U/mL’lik enzim ¢ozeltisi hazirlandi. DAO enzim ¢ozeltisi her

kullanimdan Once taze hazirlandi.

3.2.11 PM cozeltisi

Prusya mavisinden 20 mg tartilarak pH 7,0 BR tampon ¢ozeltisi ile hacmi 1,0 mL’ye

tamamlandi. Bu ¢ozelti vorteks karistirict ile homojen hale getirildi.

3.3 Elektrotlarin Yiizey Bilesimlerinin Optimizasyonu

Elektrot modifikasyonunda kullanilan c-MWCNT ve Co30sNP’nin yiizeydeki optimum
miktarlarim belirlemek amaciyla 22 faktdriyel merkezi kompozit tasarimi (MKT)
yonteminden yararlanildi. Bu amagla ¢c-MWCNT ile Co030s;NP miktarlarinin
optimizasyonu i¢in merkezi kompozit tasarim modelindeki deneysel faktor ve seviyeler

Cizelge 3.2°de verildi.
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Cizelge 3.2 c-MWCNT ile Co030OsNP miktarlarinin optimizasyonu igin merkezi
kompozit tasarim modelindeki deneysel faktor ve seviyeler

Seviye
Faktor Birim -a -1 0 1 +a
A: c-MWCNT mg/mL 5,86 10 20 30 34,14
B: Co304NP mg/mL 2,93 5 10 15 17,07

Cizelge 3.2°deki degerlerden yararlanilarak ve Design-Expert programi kullanilarak
Cizelge 3.3’deki merkezi kompozit tasarimi olusturuldu. Sensoér olusturmak amaciyla
Cizelge 3.3’de belirtilen tasarim matriksine gore iki bilesen olan c-MWCNT ve
C0304NP iceren farkli ylizey bilesimlerinde 13 elektrot hazirlandi. Boyle bir tasarimda,
Cizelge 3.3’ten de goriilecegi gibi, 3 faktoriyel 5 aksiyel 5 merkezi nokta
bulunmaktadir. Bu tip ortagonal ve dondiiriilebilir tasarimda 1,414 o degeri
kullanilmaktadir (Okman Kogoglu 2019). Cizelge 3.3’te de gorildiigii gibi 2 degiskenin
her biri i¢in 5 farkli seviye incelendi. Bu amacgla Cizelge 3.3’teki verilerden
yararlanilarak optimum yiizey bilesimini tahmin edebilmek amaciyla 2. dereceden bir

polinom modeli olusturuldu:

Y=/o+S1[c-MWCNT]+3[C0302NP]+S11[c-MWCNT]?+ £22[ Co304NP]?+ iz [ c-
MWCNT] [Cos04NP]

Bu esitlikte,
Y: beklenen cevabi
Lo: model sabitini
gostermektedir.
pve B [c-MWCNT] ve [Cos04NP] dogrusal etkilesimin cevaba etkisini
S ve S [c-MWCNT] ve [Coz04NP] ikinci dereceden etkilesimlerin cevaba
etkisini
Pr2: [c-MWCNT] ile [Cos04NP] ikili etkilesimlerin cevaba etkisini
ifade etmektedir. Cizelge 3.3’te belirtilen 13 elektrot, Cizelge 3.2°deki seviyelere karsi
gelen c-MWCNT ve Co030sNP miktarlar1 kullanilarak su sekilde hazirlandi: her bir
seviyeye kars1 gelen miktarlarda c-MWOCNT ve Co3O4NP tartild1 ve kitosan ¢ozeltisinde
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toplam hacim 1,0 mL olacak sekilde ultrasonik banyo ve vorteks kullanilarak homojen
bir sekilde dagitildi. Bu karisimdan alinan 3 pL SPE yiizeyine damlatilip kurutuldu. Her
bir elektrodun yiizeyi B6liim 3.5’te anlatildigi gibi hazirlanan nafyon ¢6zeltisinden 3 puL
damlatilarak nafyon ile kaplandi. Bu 13 modifiye SPE elektrodun kurumasi igin belli bir
siire beklendi. Her bir elektrodun 1,0x10° M H20. ¢ozeltisinde pH 7,0°de fosfat
tamponu ortaminda +0,7 V’da amperometrik akim cevabi 6l¢iildii. Bu akim cevaplari
yardimiyla [c-MWCNT] ve [Co304sNP] degiskenlerinin istatistiksel olarak anlamli olup
olmadiklarinin incelenmesi ve modelin uygunlugunun belirlenmesi amaciyla %95
giiven seviyesinde (p=0,05 olasilik seviyesinde) ANOVA testi kullanildi. Elde edilen
verilerden ve polinom modelinin tiirevi alinarak [c-MWCNT] ve [Co304NP] optimum

miktarlar1 belirlendi.

Cizelge 3.3 Merkezi kompozit tasarim

Elektrot A B
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 0 -1,414
6 0 1,414
7 -1,414 0
8 1,414 0
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0
13 0 0
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3.4 Modifiye Sensorlerin Hazirlanmasi

3.4.1 NF/C0304NP/SPE

MKT ile elde edilen optimum miktarda Co3OsNP (13,4 mg/mL Kkitosan) iceren
karisimindan 3 pLL SPE’nin ¢alisma elektrodu ylizeyine damlatilip kurutulduktan sonra

bu elektrodun yiizeyi 3 pL nafyon ¢ozeltisi ile kaplanarak NF/Co3O4NP/SPE hazirlandi.

3.4.2 NF/c-MWCNT/SPE

MKT ile elde edilen optimum miktarda c-MWCNT (25 mg/mL kitosan) igeren
karisimindan 3 pL SPE’nin ¢aligma elektrodu yiizeyine damlatilip kurutulduktan sonra
bu elektrodun yiizeyi 3 pL nafyon c¢ozeltisi ile kaplanarak NF/c-MWCNT/SPE

hazirlandi.

3.4.3 NF/c-MWCNT-Co30sNP/SPE

MKT ile elde edilen optimum miktarlarda c-MWCNT (25 mg/mL kitosan) ile Co30sNP
(13,4 mg/mL kitosan) iceren karistmindan 3 pL SPE’nin ¢alisma elektrodu yiizeyine
damlatilip kurutulduktan sonra bu elektrodun yiizeyi 3 pL nafyon c¢ozeltisi ile

kaplanarak NF/c-MWCNT-C0304NP/SPE hazirlandi.

3.4.4 NF/MWCNT/SPE

MKT ile c-MWCNT igin elde edilen optimum miktar, MWCNT igin de (25 mg/mL
kitosan) kullanilarak hazirlanan kitosan-MWCNT karisimindan (Bolim 3.5) 3 uL

SPE’nin ¢aligma elektrodu yiizeyine damlatilip kurutulduktan sonra bu elektrodun

yiizeyi 3 uL nafyon ¢ozeltisi ile kaplanarak NF/MWCNT/SPE hazirlandu.

48



3.4.5 NF/MWCNT-Co3O4NP/SPE

Optimum miktarlardaki MWCNT (25 mg/mL kitosan) ile Co3OsNP (13,4 mg/mL
kitosan) karistimindan 3 pL  SPE’nin ¢alisma elektrodu yiizeyine damlatilip

kurutulduktan sonra bu elektrodun yilizeyi 3 pL nafyon c¢ozeltisi ile kaplanarak

NF/MWCNT-Co304NP/SPE hazirlandi.

3.4.6 NF/MWCNT-Co3OsNP-PM/SPE

25 mg MWCNT ve 13,4 mg Co304NP igeren 1 mL’lik kitosan ¢ozeltisi ile pH 7,0 BR
tamponunda hazirlanan 20 mg/mL’lik PM’nin 1:1 oraninda karistirilmasiyla hazirlanan
karisimdan alman 3 pL’lik kisitm SPE’nin calisma elektrodu ylizeyine damlatilip
kurutulduktan sonra bu elektrodun yiizeyi 3 uL nafyon ¢ozeltisi ile kaplanarak
NF/MWCNT-Co304NP-PM/SPE hazirlandk.

3.5 Biyosensorlerin Hazirlanmasi

c-MWCNT-C0304NP/SPE yiizeyine Bolim 3.2.7’de anlatildig1 gibi hazirlanan EDC-
NHS c¢ozeltisinden 3 pL. damlatildi ve kuruluga yakin ¢oziiclisii buharlastirildi. Bu
sensOr yiizeyine optimum miktarda enzim iceren c¢ozeltiden 5 pL damlatilarak
buzdolabinda kurutuldu ve DAO/c-MWCNT-C0304NP/SPE yiizeyi NF ile kaplandi ve
NF/DAO/c-MWCNT-C0304NP/SPE hazirlandi. NF/DAO/MWCNT-Co3O04NP-PM/SPE

biyosensoriiniin hazirlanmasi da ayn sekilde yapildi.

3.6 PM Miktar1 Optimizasyonu

NF/MWCNT-C0304NP-PM/SPE yiizeyinde PM miktarinin optimizasyonu amaciyla
MWCNT-C0304sNP-PM karisimindaki PM miktar1 degistirilerek bir seri sensor

olusturuldu ve bu sensorlerin yiizeyine optimum miktarda DAO immobilize edilip
NF/DAO/MWCNT-C0304sNP-PM/SPE biyosensorleri hazirlandi. Bu biyosensorlerin
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spermin ve/veya spermidine amperometrik akim cevabi kaydedilerek en yiiksek akim

cevabinin alindig1 PM miktar1 optimum olarak secildi.

3.7 DAO Miktarmin Optimizasyonu

c-MWCNT-Co0304NP/SPE yiizeyine farkl: tinitelerde enzim igeren DAO ¢ozeltisinden 5
uL damlatilarak buzdolabinda kurutuldu ve her bir biyosensér (DAO/c-MWCNT-
C0304NP/SPE) yiizeyi NF ile kaplanarak NF/DAO/c-MWCNT-Co0304NP/SPE
biyosensorii hazirlandi. Olusturulan bu biyosensorlerin sabit derisimdeki spermin ve
spermidin ¢ozeltilerine amperometrik akim cevaplar1 Olcilildii ve en yiliksek akim

cevabinin elde edildigi enzim miktar1 optimum miktar olarak alindi. Bu deger

NF/DAO/MWCNT-C0304NP-PM/SPE biyosensdriiniin hazirlanmast i¢in de kullanildi.

3.8 Elektrotlarin Elektrokimyasal Davramslarinin incelenmesi

Doniisiimlii voltammetri (CV): Bolim 3.4 ve 3.5°de belirtildigi sekilde hazirlanan
NF/SPE, NF/c-MWCNT/SPE, NF/Co3OsNP/SPE, NF/c-MWCNT-Co304NP/SPE,
NF/DAO/c-MWCNT-Co3OsNP/SPE ve  NF/MWCNT/SPE, = NF/C0304NP/SPE,
NF/PM/SPE, = NF/MWCNT-Co30sNP/SPE, = NF/PM-MWCNT-C030sNP/SPE  ve
NF/DAO/PM-MWCNT-C0304NP/SPE’lerin  elektrokimyasal hiicreye redoks probu
cozeltisinden (Bolim 3.2.5) 5 mL konduktan sonra her biri sira ile bu hiicreye daldirilip

50 mV/s tarama hizinda uygun potansiyel araliginda doniisiimlii voltammogramlar1 alindi.

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS): Bolim 3.4 ve 3.5°de belirtildigi
sekilde hazirlanan NF/SPE, NF/c-MWCNT/SPE, NF/Co304NP/SPE, NF/c-MWCNT-
C0304NP/SPE, NF/DAO/c-MWCNT-Co3O4NP/SPE ve NF/MWCNT/SPE,
NF/Co304sNP/SPE, NF/PM/SPE, NF/MWCNT-C030sNP/SPE, NF/PM-MWCNT-
Co0304NP/SPE ve NF/DAO/PM-MWCNT-Co304NP/SPE’lerin EIS 0&lgiimleri, redoks
probu c¢ozeltisinde, 0,10 V agik devre potansiyeli ve 1,0x10°-5,0x10%> Hz frekans
araliginda elde edildi. Her bir elektrot i¢in elde edilen 6l¢iim verilerinden yararlanarak

Z-Z" Nyquist egrileri ¢izildi ve elektrot-¢dzelti ara yiizeyinde olusan direngler belirlendi.
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3.9 Optimum Calisma Kosullarinin Belirlenmesi

3.9.1 Calisma potansiyeli

Elektrokimyasal reaksiyon sonucu ortamda H202 olusmas: ve H2O2’in yiikseltgenmesi
sonucunda olusan amperometrik akimin elektrot cevabi olarak degerlendirilmesi
nedeniyle NF/DAO/c-MWCNT-C0304NP/SPE’nin g¢alisma potansiyelinin olarak +0,7
V alind1.

NF/DAO/MWCNT-C0304sNP-PM/SPE’nin BR tampon ¢ozeltisi ortaminda doniisiimli
voltammogramlar1 100 mV/s tarama hizinda -1,0 V-1,0 V potansiyel araliginda alindu.
PM i¢in elde edilen yiikseltgenme pikinden yararlanarak +0,15 V ve -0,10 V
potansiyellerde sabit spermin veya spermidin derisiminde biyosensor igin elde edilen

akim farklarindan yararlanarak uygun ¢aligma potansiyeli belirlendi.

3.9.2 Calisma pH’s1

Hazirlanan NF/DAO/c-MWCNT-C0304NP/SPE  ve  NF/DAO/MWCNT-C0304NP-
PM/SPE biyosensorleri i¢in en uygun ortam pH’sinin belirlenmesi amaciyla, genis pH
araliklarinda ¢alismaya imkan saglayan Britton-Robinson (BR) tampon ¢ozeltisi ile 6,0
ila 11,0 arasinda degisen farkli pH’larda, biyosensoriin sabit derisimdeki spermin veya
spermidine verdigi amperometrik akim cevabi 6l¢iildii. En yiiksek akim farkinin elde

edildigi pH degeri optimum pH olarak kullanild.

3.10 Biyosensorler icin Performans Faktorlerinin Belirlenmesi

Biyosensorlerin - performans  faktorlerinin  belirlenmesi  amaciyla  olusturulan
elektrokimyasal hiicreye 5 mL BR tampon ¢dzeltisinden (spermin veya spermidin i¢in
belirlenen optimum pH’larda) eklendi ve sabit potansiyellerde elektrotlar kararli hal

akimina gelinceye kadar beklenerek dengeye gelmesi saglandi. Elektrokimyasal hiicreye
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spermin veya spermidin eklenerek i-t grafikleri ¢izildi ve amperometrik akim cevaplari
belirlendi. Bulunan akim farklar1 spermin veya spermidine ait derisime karsi grafige
gecirilerek  +0,7 V’da  NF/DAO/c-MWCNT-Co30:NP/SPE ve -0,1 V’da
NF/DAO/MWCNT-C0304NP-PM/SPE biyosensorleri i¢in kalibrasyon egrileri ¢izildi. Bu
grafiklerden yararlanarak performans faktorleri asagida belirtildigi sekilde bulundu.

Dogrusal calisma arah@ ve duyarhk: Yukarida belirtildigi sekilde NF/DAO/c-
MWCNT-C030sNP/SPE ve NF/DAO/MWCNT-C0304NP-PM/SPE biyosensorleri i¢in
elde edilen kalibrasyon  egrilerinin dogrusal kisimlarindan g¢alisma araligi; dogrusal

kismin egiminden ise elektrodun duyarligi belirlendi.

Alt tayin smmir1 ve gozlenebilme simiri: Dogrusal c¢alisma araliginin en disiik
derisimine kars1 gelen substrat derisimlerinde, spermin ve spermidin i¢in her iki
biyosensoriin art arda amperometrik akim cevaplari 10 kez 6lgiiliip elde edilen 6l¢iim
sonuglarinin standart sapma (s) degeri hesaplandi. Ayrica ayn1 biyosensorlerle elde
edilen kalibrasyon grafiklerinden elde edilen duyarlik (m) bulundu. Standart sapma ve
duyarlik kullanilarak 3s/m kriteri ile LOD ve 10s/m kriteri ile ise LOQ degerleri
hesaplanda.

Cevap siiresi: Bu amagla elektrokimyasal hiicreye spermin veya spermidin eklendikten
sonra elde edilen i-t grafiklerinden kararli hal akimi degerine ulasilabilmesi igin gegen

stirenin %951 cevap siiresi olarak kabul edildi.

Tekrar iiretilebilirlik: Bolim 3.5’te anlatildigi gibi hazirlanan 10 adet NF/DAO/c-
MWCNT-CosOsNP/SPE ve 10 adet NF/DAO/MWCNT-C0304NP-PM/SPE
elektrotlarinin sabit derisimdeki ilgili substrata amperometrik akim cevabi olgiildii ve

sonuglarin bagil standart sapmasindan yararlanarak tekrar iiretilebilirlik saptandi.

Tekrar kullanilabilirlik: Perde baskili elektrotlar {iretimi itibariyle tek kullanimlik

elektrotlar oldugundan tekrarlanabilirlik ¢alismasi yapilmadi.
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Raf omrii: Bolim 3.5°te anlatildigit gibi hazirlanan NF/DAO/c-MWCNT-
Co304sNP/SPE  ve NF/DAO/MWCNT-Co0304NP-PM/SPE  biyosensorlerinin  sabit
derisimdeki spermin veya spermidin c¢ozeltilerinde optimum c¢alisma kosullarinda
amperometrik akim cevaplar1 15 giin boyunca her giin Olgiilerek raf omrii calismasi
yapildi. Bu calisma i¢in ilk giin elektrotlar hazirlandi ve her giin yeni bir elektrot
kullanilacak sekilde % degisim oOlgiildii ve gecen siire ile akim farklarinda gozlenen
degismelerden biyosensoriin hazirlandiktan sonra bekletilmesinin 6l¢iim sonuglarindaki

verimlilige etkisi belirlendi.

Uzun donem kararhhgi: Bolim 3.5°te anlatildigi gibi hazirlanan NF/DAO/c-
MWCNT-C030sNP/SPE ve NF/DAO/MWCNT-Co0304NP-PM/SPE biyosensorlerinin
sabit derisimdeki spermin veya spermidin ¢ozeltilerinde optimum ¢alisma kosullarinda
amperometrik akim cevaplar1 30 giin boyunca farkli giinlerde 6l¢iildii ve gecen siire ile
akim farklarinda gozlenen degigsmelerden biyosensoriin kag 6l¢iim icin kullanilabilecegi

hesaplandi.

Girisim etkisi: NF/DAO/c-MWCNT-Co30sNP/SPE ve NF/DAO/MWCNT-Co304NP-
PM/SPE biyosensorlerinin ¢alisma sartlarinda BR tamponu ortamina 6nce spermin veya
spermidin ilave edilerek i-t grafiklerinden amperometrik akim farklar1 (4i1) kaydedildi.
Ardindan ortama girisim yapabilecek biyojenik aminler (histamin, putresin, kadaverin,
B-feniletilamin, tiramin, triptamin) veya amino asitler (histidin, ornitin, lizin, arginin,
fenilalanin, tirosin, triptofan) art arda ilave edilerek tekrar akim farklar1 (4i2) bulundu.
Bu amperometrik akim farklarindan yararlanarak girisim yiizdeleri asagidaki gibi
hesaplandi.

Ai2
% Girisim etkisi = —————— X 100
(4il1 + 4i2) [3.1]
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3.11 Gercek Numunelerde Analitik Uygulanabilirlik

Bolim 3.5’de anlatildigi gibi hazirlanan biyosensorler kullanilarak ve literatiirlerden
yararlanarak spermin ve spermidin igeriginin Olgiilebilir diizeyde oldugunu

ongordiiglimiiz alkolsiiz malt igeceklerinde spermin/spermidinin tayini gergeklestirildi.

Numune ¢alismasinda spermin ve spermidinin tayini i¢in ticari bir alkolsiiz malt igecegi
BR tamponu kullanilarak spermin i¢in pH 8,5; spermidin i¢in pH 9,0’a ayarlanarak 50
kat seyreltildi ve analize hazirlandi. Numunedeki spermin ve spermidin miktarini
belirlemek amaciyla standart ekleme yontemi kullanildi. Bu amagla, spermin tayini i¢in
pH 8,5’e; spermidin i¢in pH 9,0’a ayarlanmis 5,0 mL BR tamponu ¢ozeltisinin kararh
hal akimi kaydedildi ve ardindan bu ¢ozeltiye 100 pL analize hazirlanmis malt igecegi
ilave edildi. Tekrar kararli hal akimi &lgiildii. Bu ¢ozeltiye art arda 1,010 M standart
spermin veya spermidin ¢ozeltilerinden eklenerek standart ekleme egrileri olusturuldu
ve regresyon esitliginden yararlanarak numunedeki spermin veya spermidin miktari
hesaplandi. Standart ¢ozelti eklemeleri gelistirilen enzim elektrodun dogrusal calisma

araligina girecek sekilde yapildu.

Ayrica, standart ekleme yontemi kullanilarak geri kazanim caligmalar1 yapildi. Bu
calismada malt icecegi ile birlikte 5 mL’lik BR tamponu c¢ozeltisine belli derisimde
spermin ve spermidin ¢ozeltisi ilave edildi ve standart substrat c¢ozeltileri art arda
katilarak standart ekleme grafikleri olusturuldu. Olusturulan bu grafigin regresyon
esitliginden malt icece8indeki substrat derisimi ile eklenen substrat derisiminin toplami
tayin edilerek % geri kazanim hesaplandi. Her bir numune igin bu ¢alismalar 3 kez
tekrarland1 ve t testi uygulanarak ol¢lim sonucu ile gergek deger arasinda anlamli bir

fark olup olmadig arastirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu doktora tez ¢alismasinda biyojenik aminlerden spermin ve spermidin tayini icin iki
farkli biyosensor gelistirildi. Bu biyosensorler gelistirilirken modifikasyon malzemesi
olarak MWCNT, c-MWCNT, Co03z04sNP, PM’nin uygun kombinasyonlar1 kullanilarak
SPE yiizeyleri modifiye edildi ve sensorler olusturuldu. Olusan bu sensérlerin ylizeyine
DAO immobilize edilerek biyosensorler hazirlandi. Hazirlanan bu biyosensorler
NF/DAO/c-MWCNT-Co304NP/SPE ve NF/DAO/MWCNT-C030sNP-PM/SPE
seklinde gosterildi. c-MWCNT ve Co304NP’nin elektrot yiizeyindeki optimum
miktarmi belirlemek amaciyla MKT’den yararlanildi. Elektrot yiizeyindeki PM
miktarlari ise tek seferde tek degisken yontemi ile bulundu. Biyosensorler hazirlanirken
her basamaktaki ylizey morfolojisi SEM, EDX ve AFM kullanilarak incelendi. Ayrica
her bir basamakta hazirlanan sensorlerin ve biyosensorlerin elektrokimyasal davraniglari
doniisimlii  voltammetri ve elektrokimyasal empedans spektroskopi ile incelendi.
Biyosensorlerin analitik uygulanabilirlikleri malt igecegi gibi ger¢ek numunelerde
spermin ve spermidin tayini yapilarak gosterildi. Asagida cesitli alt basliklar altinda,
yukarida belirtilen tiim hususlarla ilgili bulgular verilerek irdelemeler ayrintili bir

sekilde yapildi.

4.1 Yiizey Bilesiminin Optimizasyonu

4.1.1 MKT ile c-MWCNT ve C0304NP miktarmin belirlenmesi

Bu c¢alismada SPE yiizeyindeki ¢c-MWCNT ve Co0304NP miktarlarmin optimize
edilmesi amaciyla MKT yontemi kullanildi. MKT yontemi daha az sayida deney
yaparak daha cabuk optimum degerlere ulagsmak ve her bir parametrenin birbiri ile
etkilesip etkilesmeyecegini belirlemek i¢in kullanilabilecek yontemlerden biridir. Bu
yontem genellikle deneysel sartlarin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmakta olup
literatiirde yontemin sensdr ve biyosensor yapiminda yiizey bilesenlerinin optimum

miktarmin belirlenmesinde smirli sayida uygulamasina rastlanmaktadir (Kogoglu

Okman 2019, Bhattacharya vd. 2021, Ahmadi vd. 2005).

55



Bu ¢alismada sensor ve biyosensor hazirlamada elektrot yiizeyini modifiye etmek igin
kullanilan malzemelerin optimum miktarlarin1 belirlemede MKT yo6ntemi kullanilarak
literatiirdeki bu eksikligi gidermek amagland1 ve 2%-faktoryel MKT yontemi
kullanilarak ¢-MWCNT ve Co0304NP’nin SPE yiizeyindeki optimum miktarlar
belirlendi. Boliim 3’teki Cizelge 3.2°de verilen bu ¢alisma ile ilgili verilen faktorler ve
seviye degerleri kullanilarak Cizelge 4.1°deki 13 elektrot hazirlandi. Bu ¢alismada
hazirlanan biyosensdrlerin DAO enziminin katalizledigi reaksiyon sonucu olusan
H202’e amperometrik cevaplart belirlendiginden bu 13 elektrodun her birinin 0,025 M
fosfat tamponu c¢ozeltisinde pH 8,0°de 2,0x10* M Hz0; ortaminda +0,7 V’da
amperometrik akim cevaplari okundu ve elde edilen veriler ayni ¢izelgede verildi. Bu
veriler ANOVA kullanilarak % 95 giliven seviyesinde irdelendi ve Cizelge 4.2°de
sunuldu. Bu ¢izelgedeki modelin giivenilirligi ile ilgili olan R? degerinin 0,8852
bulunmasi ve ayrica literatiir verilerinin degerlendirilmesi sonucu 6ngdriilen modelin
giivenilir oldugu belirlendi (Kogoglu Okman 2019). Cizelgedeki f degerinin 10,80; p
degerinin ise 0,05 ten kiigiik (0,0035) olmas1 da 6nerilen modelin anlamli oldugunun bir
gostergesidir. Cizelgede uyumsuzluk icin verilen p degerinin 0,05’ten biiyiikk yani
0,0826 olmasi da modelin kabul edilebilir oldugunu dogrulamaktadir. Cizelge 4.2°deki
A, B, A? ve B? terimlerine ait olan p degerlerinin sirasiyla 0,0021; 0,0166; 0,0093 ve
0,0238 bulunmasi ve bu degerlerin 0,05’ten kii¢iik olmasi bu modelde 4 terimin de
anlamli oldugunu gostermektedir. Ancak AB terimi i¢in elde edilen degerin 0,1260
olmast yani 0,05’ten biiyiik olmasi c-MWCNT ile Co3OsNP’iin etkilesimlerinin bu
modifiye elektrot cevabinda anlamli bir etkisi olmadigini gostermektedir. Biitiin bu

verilerden Onerilen modele ait regresyon esitligi asagidaki gibi verilebilir:

Y=8886,40+1877,54[c-MWCNT]+1253,73[C030sNP]+(-1502,21)[c-MWCNT]?+(-
1217,01)[Co30sNP]? [4.1]
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Cizelge 4.1 NF/c-MWCNT-C0304sNP/SPE igin deneysel ve beklenen amperometrik
akim cevaplar ile bu akim cevaplar arasindaki farklara ait iki degisken

i¢cin MKT
Amperometrik cevap akimi, nA

Elektrot A B Deneysel Beklenen Artik
1 -1 -1 1885,2 2200,3 3241
2 1 -1 8123,0 7152,6 970,4
3 -1 1 6149,0 6368,9 2199
4 1 1 9511,0 84364 1074,6
5 0 -1414 4102,0 44036 301,6
6 0 1,414 7803,0 8252,1 -449.1
! -1414 0 3819,2 3279,1 540,1
8 1,414 0 6945,0 8235,8 112908
9 0 0 8640,0 8886,3 2463
10 0 0 7799,0 8886,3 -1087,3
11 0 0 9437,0 8886,3 550,7
12 0 0 9120,0 8886,3 233,7
13 0 0 9436,0 8886,3 549,7

Cizelge 4.2 NF/c-MWCNT-Co0304NP/SPE igin yiizey bilesenlerinin optimizasyonuna
ait MKT verileriyle yapilan ANOVA analizi

Kaynak B SS df MS F degeri p degeri
Model 8886,40 6,725%x107 5 1,345x107 10,80 0,0035 anlamli
A 1877,54 2,820x107 1 2,820x107 22,65 0,0021 anlamli
B 1253,73 1,222x107 1 1,222x107 9,81 0,0166 anlamli
AB -968,95 3,755%108 1 3,755%108 3,02 0,1260
A? -1502,21 1,570x107 1 1,570x107 12,61 0,0093 anlamli
B? -1217,01 1,030x107 1 1,030x107 8,27 0,0238 anlamli
Artik 8,717x108 7 1,245%1068
Uyumsuzluk 6,814x108 3 2,271x108 4,77 0,0826 anlamli degil
Saf hata 1,903x10°8 4 4,757x10°
Toplam kor. 7,597x107 12
R?=0,8852

SS: kareler toplami; df: serbestlik derecesi; MS: Kkareler ortalamasi; Faegeri =
M Staktsr/ MShata; Pdegeri: 0lasilik seviyesi.

Design-Expert programi kullanilarak ve Esitlik 4.1’e dayanarak elde edilen ii¢ boyutlu
yiizey diyagramlar1 Sekil 4.1°de verildi. Sekilde verilen bu grafigin bir maksimumdan
gectigi goriilmektedir. Grafikte bu maksimumdaki c-MWCNT ve Co3z04NP degerleri

elektrodun hazirlanmasinda yiizeye damlatilacak ¢o6zeltideki optimum derisimleri
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gostermektedir. Bu degerler, ANOVA’daki f katsayilar1 kullanilarak elde edilen 2.
derece denklemin (Esitlik 4.1) her bir degisken igin tiirevi alinarak bir program
yardimiyla hesaplandi. En yiiksek amperometrik cevabin SPE yiizeyi 1 mL kitosanda 25
mg c-MWCNT ve 13,4 mg Co3z04NP igeren ¢ozeltiden 5 pL ilave edilmesi ile modifiye
edilen elektrotla elde edildigi goriildii. Elde edilen bu degerlerden yararlanarak NF/c-
MWCNT-C030sNP/SPE sensorii hazirlandi. NF/MWCNT-Co3O4NP/SPE sensoriiniin
hazirlanmasinda da optimum MWCNT ve Co030sNP degerleri olarak ¢c-MWCNT ve

C0304NP degerleri i¢in elde edilen optimum degerler kullanildi.
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Sekil 4.1 NF/c-MWCNT-Co304NP/SPE sensorii icin MKT ile elde edilen c-MWCNT
ile C0304NP miktarlarinin degisimini gosteren cevap ylizey grafigi

4.1.2 Enzim miktarimin belirlenmesi

NF/DAO/c-MWCNT-Co0304NP/SPE biyosensoriinii hazirlamak amaciyla kullanilacak
DAO miktarinin optimizasyonunda tek seferde tek degisken yonteminden yararlanildi.
Enzim miktarinin optimizasyonunda tek seferde tek degisen yonteminin kullanilmasinin
nedeni enzimlerin ¢ok pahali olmasidir. DAO miktari da MKT ile belirlemek istenseydi

23-faktoriyel MKT ile 20 adet biyosensdr hazirlanmasi ve bunlarin hepsi igin enzim

58



kullanilmas1 gerekecekti.

DAO miktarini optimize edebilmek i¢in c-MWCNT-C0304NP/SPE yiizeyine DAO’nun
farkli miktarlarinin (10, 20, 30 ve 40 mg/mL) EDC-NHS yontemi ile ¢apraz baglanarak
immobilize edilmesiyle olusturulan biyosensorlerin (Boliim 3.5) sabit derisimdeki
spermin veya spermidine karst amperometrik akim cevaplari kaydedildi. Bu akim
farklar1 enzim miktarlarina karst grafige gegirilerek Sekil 4.2°de verildi. Sekil
incelendiginde, en yiiksek akim farkinin 20 mg/mL DAO kullanilarak hazirlanan
biyosensor ile elde edildigi belirlendi. 10 mg/mL’lik enzim derisiminde akim farkinin
diisiik ¢ikmasi biyosensor yiizeyindeki enzim miktarinin yeterli olmadigini; 20
mg/mL’den yiiksek enzim miktarlarinin ise elektrot yiizeyindeki enzimatik reaksiyon
sonucunda olusan iirlinlin elektrot yiizeyine difiizlenmesini giiclestiren bir bariyer
olusturmasindan kaynaklandigi diisiintildii. Bu nedenle, 20 mg/mL enzim c¢ozeltisi
kullanilarak hazirlanan biyosensoriin optimum miktarda enzim icerdigi kabul edildi ve

tez caligsmasi boyunca enzim miktari olarak bu deger kullanildi.

NF/DAO/MWCNT-C0304NP-PM/SPE biyosensoriiniin hazirlanmasinda da NF/DAO/c-
MWCNT-Co304NP/SPE biyosensorii i¢in optimum deger olarak kabul edilen 20

mg/mL’lik enzim ¢dzeltisi kullanildi.

3 6
2.5 5
< ER
B =
E L5 4 “f 3 4
g 1 g 2
= é 4
é 0.5 | A 1 B
0 L 0 | 1
10 20 30 40 10 20 30 40
Enzim miktari, mg.mL! Enzim miktari, mg.mL-!

Sekil 4.2 Enzim miktarinin NF/DAO/c-MWCNT-C0304NP/SPE’nin akim cevabi
lizerine etkisi

(A) spermin ve (B) spermidin (substrat derigimi: 1,0x102 M; pH spermin igin 8,5 ve spermidin igin 9,0
BR tamponu; ¢alisma potansiyeli +0,7 V)
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4.1.3 Prusya mavisi miktarmin belirlenmesi

NF/DAO/MWCNT-C0304sNP-PM/SPE sensdriiniin hazirlanmasinda kullanilacak PM
miktari, tek seferde tek degisken yontemi ile belirlendi. Bu amagla optimum miktarda
MWCNT ve Co30s;NP iceren 1 mL kitosan ile pH degeri 7,0’a ayarlanmigs BR
tamponunda farkli derisimlerde (10 mg/mL, 20 mg/mL, 30 mg/mL) hazirlanan PM
cozeltisi 1:1 oranlarinda karistirilarak elde edilen karigimlar kullanilarak ii¢ adet
NF/MWCNT-C0304NP-PM/SPE sensorii  olusturuldu. Bu sensor yiizeyine Boliim
4.1.2°’de belirlenen optimum miktardaki DAO immobilize edilerek hazirlanan
biyosensoriin hem spermin hem de spermidine karsi akim cevaplari sabit substrat
derisiminde o6l¢iildi. 10 mg/mL derisimdeki PM ile hazirlanan biyosensorde kararl
akim cevaplar1 elde edilemedi. Ancak 20 mg/mL derisimdeki PM ile hazirlanan
biyosensorde kararli akim cevaplar1 okundu. 30 mg/mL PM igeren ¢ozelti ile hazirlanan
biyosensorde ise yiizeyin kisa siirede bozulmasi nedeniyle bu miktarin uygun olmadigi
sonucuna varildi. Elektrot yiizeyinin PM ile modifiye edilmesinde ikinci bir yol olarak
MWCNT-Co0304NP/SPE sensor yiizeyine PM ¢ozeltilerinin her birinden 3 pL
damlatilarak MWCNT-C0304NP-PM/SPE sensorii hazirlanmaya calisildi. Ancak sensor
hazirlanmasi asamasinda bu modifikasyon malzemelerinin SPE yiizeyine iyi
tutunmadig1 ve ylizeyin deforme oldugu goriildii. Bu nedenle PM igeren sensor
hazirlamada modifikasyon malzemelerinin karisiminin kullanilmasinin uygun olacag:

sonucuna varildi.

4.2 Yiizey Karakterizasyonu: c-MWCNT-Co030sNP/SPE ve MWCNT-Co304NP-
PM/SPE

4.2.1 SEM goriintiileri ve EDX spektrumlari

Calismada hazirlanan Co3OsNP-c-MWCNT/SPE  sensoriiniin - ylizey morfolojisini
aydinlatmak ve her bir modifikasyon malzemesinin SPE yiizeyinde nasil dagildigini
belirlemek i¢in (A) Co3OsNP/SPE, (B) c-MWCNT/SPE ve (C) c-MWCNT-Co0304NP
/SPE sensorleri hazirlandi ve her birinin SEM goriintiisii alinarak Sekil 4.3’te verildi.

SEM goriintiileri incelendiginde, sadece CozOsNP modifiye edilmis SPE igin alinan
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SEM goriintiisiinde (Sekil 4.3.A) C0304NP’lerinin SPE yiizeyinde homojen bir sekilde
dagildigi goriildii. c-MWCNT-Co0304NP karisimi kullanilarak modifiye edilmis SPE ile
alinan SEM goriintiisiinde (Sekil 4.3.C) ise, c-MWCNT i¢in elde edilen ipliksi yapinin
(Sekil 4.3.B) daha az gorilmesinin, c-MWCNT bosluklarinin  CozOsNP ile
doldurulmasindan kaynaklandig: diistiniildii. Sonug olarak hem Co3zO4NP ve c-MWCNT
hem de bunlarin karigiminin elektrot yiizeyinde homojen bir sekilde dagildig goriildii.
Ayrica, c-MWCNT-C0304NP/SPE vyiizeyinde gozlenen gozenekli yapmin enzim

immobilizasyonu i¢in uygun bir yiizey saglayacagi sonucuna varildi.

2/14/2019 — L S—

d pm
um ETD  12:21:59 PM Bozok University - BILTEM

H

spot g WD det | 2/21/2019 | —1 L
10.00 kv | 3.0 | 100000 x | 9.5 mm ETD | 1:50:41 PM Bozok University - BILTEM

#®

Sekil 4.3 (A) Coz04NP/SPE, (B) c-MWCNT/SPE ve (C) c-MWCNT-Co0304NP/SPE
sensor yiizeyleri igin SEM goriintiileri
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SEM analizlerini desteklemek i¢in (A) Co3O0sNP/SPE ve (B) c-MWCNT-C0304NP/SPE
sensOr ylizeylerinin EDX spektrumlart kaydedildi ve elementel analiz cizelgesi ile
birlikte Sekil 4.4’de verildi. EDX spektrumunda gozlenen kobalt pikleri sensor
yiizeyinde c-MWCNT ile birlikte Co304NP’nin de bulundugunu gosterdi.
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Sekil 4.4 (A) CosOsNP/SPE ve (B) c-MWCNT-C0304sNP/SPE sensor yiizeyleri igin
EDX spektrumlari ve elementel bilesim ¢izelgeleri

C0304NP-MWCNT-PM/SPE malzemelerin
(Co304sNP, MWCNT, PM) ve bunlarin ikili veya tglii karisimlarinin SPE yiizeyinde

sensOrini  hazirlamada  kullanilan

homojen olarak dagilip dagilmadigini gorebilmek ve enzim immobilizasyonu
sonrasinda olusturulan biyosensor yiizeyindeki DAO’nun dagilimini belirlemek
amaciyla (A) CozOsNP/SPE, (B) MWCNT/SPE, (C) Co030sNP-MWCNT/SPE, (D)
PM/SPE, (E) CosO4NP-PM/SPE, (F) MWCNT-PM/SPE, (G) C030sNP-MWCNT-

PM/SPE sensorlerinin ve (H) DAO/C0304NP-MWCNT-PM/SPE biyosensoriiniin SEM

62



goriintiileri alind1 ve Sekil 4.5’de verildi. Sekil 4.3.B’deki yiizey morfolojisinin ipliksi
yapida olmasi hem bu sekildeki MWCNT nin hem de Sekil 4.5.B’deki c-MWCNT’nin
karakteristik bir goriintiisiidiir. Diger SEM goriintiilerinde bu ipliksi yapinin daha az
goriilmesinin Co30sNP’nin ve PM’nin ipliksi yapiy1 azaltacak sekilde gozeneklere
dolmasindan kaynaklandigi disiiniildii. Her bir elektrotta diger malzemelere ait olan
SEM goriintiileri incelendiginde, modifikasyon malzemelerinin ayr1 ayr1 elektrot
yiizeyinde ilgili malzemeye 6zgii ylizey morfolojisini gosterdigi ve yiizeyde homojen
bir sekilde dagildigi gozlendi. Ayrica, Cos0sNP-MWCNT-PM/SPE yiizeyinde gozlenen
gozenekli yapinin enzim immobilizasyonu i¢in uygun bir ortam sagladigi diisiiniildii.
Sekil 4.5.H’de de DAO enziminin sensor yiizeyinde homojen bir sekilde dagilarak

biyosensoriin olustugu gozlendi.
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Sekil 4.5 (A) Co30sNP/SPE, (B) MWCNT/SPE, (C) Co030sNP-MWCNT/SPE, (D)
PM/SPE, (E) Co3O4sNP-PM/SPE, (F) MWCNT-PM/SPE, (G) Co304NP-
MWCNT-PM/SPE sensor yiizeyleri i¢in ve (H) DAO/Co30sNP-MWCNT-
PM/SPE biyosensor yiizeyi i¢cin SEM goriintiileri
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Bozok University - BILTEM

Sekil 4.5 (A) Co3z04NP/SPE, (B) MWCNT/SPE, (C) Co3s0sNP-MWCNT/SPE, (D)
PM/SPE, (E) Co30sNP-PM/SPE, (F) MWCNT-PM/SPE, (G) Co0304NP-
MWCNT-PM/SPE sensor ylizeyleri i¢in ve (H) DAO/C030sNP-MWCNT-
PM/SPE biyosensor yiizeyi igin SEM goriintiileri (devam)

SEM goriintiilerini  desteklemek ve her bir modifikasyon malzemesinin yiizeyde
bulundugunu géstermek amaciyla (A) MWCNT/SPE, (B) Co30sNP-MWCNT/SPE ve
(C) Co304NP-MWCNT-PM/SPE sensorlerinin EDX spektrumlart alindi ve elementel
analiz ¢izelgeleri ile birlikte Sekil 4.6°da verildi. Spektrumlarda karbon pikine ilave
olarak gozlenen Fe ve Co pikleri de CosOsNP-MWCNT-PM kompozitinin SPE
yiizeyine basaril1 bir sekilde modifiye edildigini destekledi.
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Sekil 4.6 (A) MWCNT/SPE, (B) Co304sNP-MWCNT/SPE ve (C) Co3O4sNP-MWCNT-
PM/SPE sensor yiizeyleri i¢cin EDX spektrumlari ve elementel bilesim
cizelgeleri

4.2.2 AFM goriintiileri

Elektrot yiizeylerinin plriizli yapis1 ile modifikasyon malzemelerinin ylizeyde

olusturdugu ortalama kalinlig1 belirlemek ve SEM goriintiilerinden elde edilen verilerle
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karsilagtirmak amaciyla (A) CosOsNP/SPE, (B) c-MWCNT/SPE ve (C) Co304NP/c-
MWCNT/SPE sensorlerinin AFM  goriintiileri alindi ve Sekil 4.7°de verildi. Bu
goriintiiler incelendiginde modifikasyon malzemelerinin SPE ylizeyinde hemen hemen
homojen olarak dagildigi gozlendi. Sadece Co3O4NP ile modifiye edilen SPE yiizeyinin
maksimum kalinliginin sadece c-MWCNT ile modifiye edilenden daha diisiik oldugu
saptandi. c-MWCNT-C0304NP karisimi ile modifiye edilen elektrotta maksimum
kalinligin sadece c-MWCNT ile elde edilen kalinlik ile yaklasik ayni olmasi
C0304NP’lerinin c-MWCNT iplikgiklerinin arasini doldurdugu seklinde yorumlandi.
Bu bulgu ve yiizeyin piirtizliilik durumu SEM goriintiileri ile uyum halindedir.

(A)

(B)

Sekil 4.7 (A) Coz04NP/SPE, (B) c-MWCNT/SPE ve (C) Co3s04NP/c-MWCNT/SPE
yiizeylerinin AFM goériintiileri
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Sckil 4.7 (A) CosOsNP/SPE, (B) c-MWCNT/SPE ve (C) CosO:NP/c-MWCNT/SPE
yiizeylerinin AFM goriintiileri (devam)

NF/DAO/C0304sNP-MWCNT-PM/SPE  biyosensdriiniin  hazirlanmasinda kullanilan
Co304NP, MWCNT ve PM modifikasyon malzemelerinin yilizey piiriizliliigiinii nasil
etkiledigi ve yilizeyde homojen olarak dagilip dagilmadigini belirlemek amaciyla (A)
Co3OsNP/SPE, (B) MWCNT/SPE, (C) Co3OsNP-MWCNT/SPE, (D) PM/SPE, (E)
Co304sNP-PM/SPE, (F) MWCNT-PM/SPE ve (G) Co0304sNP-MWCNT-PM/SPE
sensorlerinin AFM goriintiileri alind1 ve Sekil 4.8’de verildi. Sekillerde belirtilen sol
taraftaki diizlemsel goriintiiler modifikasyon malzemelerinin yiizeyde homojen olarak
dagildiginin gostergesidir. Bu AFM goriintiilerinde de sadece Co3OsNP modifiye
edilmis elektrottaki modifikasyon malzemesinin maksimum kalinhiginin sadece
MWCNT ile modifiye edilmis elektrottan daha diisiik oldugu gozlenmis ve bu durumun
c-MWCNT i¢in elde edilen ile uyumlu oldugu goriilmiistir. MWCNT-Co0304NP
karigimi1 ile modifiye edilmis elektrotta modifikasyon malzemesinin maksimum
kalinliginin diismesi Co3OsNP’lerin MWCNT igine girdiginin gostergesidir. AFM
gorlintiisiic A ile AFM goriintiisi E’nin karsilagtirilmas: karisim hazirlanirken PM
¢ozeltisinin kullanilmasindan dolayr CozO4NP gozeneklerinin tamamen PM tanecikleri
ile doldugunu gostermektedir. Bu durumu PM/SPE’nin D’de verilen AFM goriintiisii de
desteklemektedir. F’de verilen MWCNT-PM/SPE’nin maksimum kalinliginin diigmesi
bu modifikasyon malzemesi karisiminin hazirlanmasinda PM ¢ozeltisinin kullanilmasi
ve gozeneklerin tamamen dolmasi ile agiklanabilir. G gorilintlisii, li¢ modifikasyon
malzemesi olan MWCNT, Co03O4sNP ve PM’nin bir arada SPE yiizeyinin
modifikasyonunda yilizeyin kalinliginin oldukca diisiik olmasmma neden oldugunu

gostermektedir.
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A

(B)

Sekil 4.8 (A) Co30sNP/SPE, (B) MWCNT/SPE, (C) Co30sNP-MWCNT/SPE, (D)
PM/SPE, (E) Co3z04NP-PM/SPE, (F) MWCNT-PM/SPE, (G) Co3OsNP-
MWCNT-PM/SPE sensor yiizeylerinin AFM gortintiileri
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Sekil 4.8 (A) CosO4NP/SPE, (B) MWCNT/SPE, (C) Co30sNP-MWCNT/SPE, (D)
PM/SPE, (E) Co3OsNP-PM/SPE, (F) MWCNT-PM/SPE, (G) Co0304NP-
MWCNT-PM/SPE sensor yiizeylerinin AFM goriintiileri (devam)

Sadece Co0304NP ile modifiye edilmis elektrot ve MKT ile belirlenmis optimum
miktarlarda hazirlanmig olan ¢-MWOCNT-C0304NP karisimi ile modifiye edilmis
elektroda ait AFM goriintiileri Sekil 4.8’de goriilmektedir. Goriintiilerden de anlasildigi
gibi, elektrot yiizeyine yapilan modifikasyon olduk¢a kalin bir tabaka halindedir.
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Duyarlik ve ¢aligma araligi agisindan yliksek performans sunan bu elektrot igin, bu
kalinlik bir dezavantajdir. Bu nedenle elektrot dayanikliligini azalttigi sonucuna

varilmstir.

4.3 Elektrokimyasal Karakterizasyon: c-MWCNT-Co03O4NP/SPE ve MWCNT-
Co304NP-PM/SPE

4.3.1 Doniisiimlii voltammogramlar

NF/DAO/c-MWCNT-C0304NP/SPE  biyosensoriiniin  hazirlanmasinda kullanilan {i¢
modifikasyon malzemesinin SPE’nin elektrokimyasal davranigina nasil etki ettigini
belirlemek icin (A) SPE, (B) NF/Co3O4NP/SPE, (C) NF/c-MWCNT/SPE, (D) NF/c-
MWCNT-C0304NP/SPE  sensorleri  ve (E) NF/DAO/c-MWCNT-Co0304NP/SPE
biyosensorii i¢in doniisiimlii voltammogramlar 0,1 M KCI igceren 5 mM redoks
probunda 100 mV/s tarama hizinda alindi ve Sekil 4.9°da verildi. SPE yiizeyi Co3OsNP
ile modifiye edildiginde (voltammogram B) SPE’ye gore pik akimlarinin arttig
gozlendi. Bu durumun Co3OsNP varliginda elektrodun yiizey alaninin artmasi ve
C0304NP’nin iletkenligi artirmasindan kaynaklandig: diistiniildii. SPE yiizeyine sadece
c-MWCNT kaplandiginda akimin daha fazla artmasi, yilizey alaninin artmasinin yani
sira c-MWCNT iletkenliginin yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. S6z konusu iki
modifikasyon malzemesi bir arada iken elde edilen voltammogram C’de pik akimlarinin
sadece c-MWCNT ile modifiye edilen elektrodunkinden daha diisiik; ancak sadece
C0304NP olandan daha yiliksek olmast c-MWCNT gozeneklerine Co3OsNP’lerinin
girerek yiizey alaninin azalmasindan kaynaklandigi seklinde yorumlandi. NF/c-
MWCNT-C030sNP/SPE yiizeyine DAO immobilize edildiginde olugan biyosensor ile,
ilgili sensoriinkinden daha diigiik akimin elde edilmesinin nedeninin protein yapisindaki
biiyiilk molekiilli DAO’nun elektrot yiizeyini kaplamasi ve yiizey alanini azaltmasi

oldugu diisiiniildii.

Sekil 4.9°daki voltammogramlardaki piklerin potansiyellerinden yararlanarak her bir
sensor ve ilgili biyosensor i¢in AEpik degerleri hesaplandi ve (A) SPE i¢in 270 mV, (B)
NF/C0304sNP/SPE igin 410 mV, (C) NF/c-MWCNT/SPE i¢in 790 mV, (D) NF/c-
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MWCNT-C030sNP/SPE i¢in 530 mV ve (E) NF/DAO/c-MWCNT-Co304NP/SPE
biyosensorii i¢in 610 mV olarak bulundu. SPE elektrodu igin en diisilk AEpik degeri
bulunmasina ragmen pik akimlarmin ¢ok diisiik oldugu goriildiiglinden elektrodun
modifiye edilerek bu pik akimlarmin artirilmasi hedeflendi. Ancak modifikasyonda
kullanilan Co3O4NP ve c-MWCNT optimum miktarlari ¢ok yiiksek oldugundan elektrot
yiizeyinde kalin bir tabaka olusmast nedeniyle AEpik degerlerinde bir artis goriildii. Bu
da elektron aktarim hizinin yavasladiginin bir gostergesi olarak kabul edildi. B, C ve D
elektrotlarinda AEpik’lerin degisiminin modifikasyon malzemelerinin yiizey kalinligina
etkisini belirleyen AFM goriintiileri ile uyumlu oldugu goriildii. Ancak bu artigin
dezavantaji yaninda pik akimlarinin yiikselmesinin elektrot duyarligi tizerinde dnemli
etkisi oldugundan elektrot modifikasyonunun yukarida belirtildigi sekilde yapilacag
sonucuna varildi. Biyosensér olusturmada kullanilan DAO’nun NF/c-MWCNT-
C0304NP/SPE yiizeyine immobilize edilmesi sonucunda ise AEpik degerinde dnemli bir
azalma goriilmesi bu sekilde hazirlanan biyosensoriin elektron aktarim hizi agisindan bir

avantaji olarak degerlendirildi.

1

0.3

Alom farks, pA
L=

Potansivel, V
Sekil 4.9 (A) SPE, (B) NF/CosOsNP/SPE, (C) NF/c-MWCNT/SPE, (D) NF/c-
MWCNT-Co03O4NP/SPE  sensorleri  ve (E) NF/DAO/c-MWCNT-
C0304NP/SPE biyosensorii i¢in doniisiimli voltammogramlar (tarama hizi
100 mV/s; 0,1 M KCl igeren 5 mM redoks probu)

NF/DAO/MWCNT-C030sNP-PM/SPE  biyosensorii  hazirlanmast  igin  elektrot

modifikasyonunda kullanilan her bir malzemenin biyosensoriin akim miktar: lizerine
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etkisini belirlemek ic¢in (A) SPE, (B) NF/Co304NP/SPE, (C) NF/MWCNT/SPE, (D)
NF/MWCNT-Co3O4NP/SPE, (E) NF/PM/SPE (F) NF/MWCNT-PM/SPE, (G)
NF/MWCNT-C0304sNP-PM/SPE sensorleri ve (H) NF/DAO/MWCNT-Co304NP-
PM/SPE biyosensoriiniin redoks probunda, 100 mV/s tarama hizinda doniisimli

voltammogramlar alind1.

Sekil 4.10°da verilen voltammogramlardaki piklerin potansiyellerinden yararlanarak
AEpik degerleri hesaplandi ve (A) SPE igin 270 mV, (B) NF/C0304sNP/SPE igin 410
mV, (C) NF/MWCNT/SPE i¢in 640 mV, (D) NF/MWCNT-C0304NP/SPE i¢in 440 mV,
(E) NF/PM/SPE i¢in 630 mV, (F) NF/MWCNT-PM/SPE i¢cin 760 mV, (G)
NF/MWCNT-Co0304NP-PM/SPE igin 720 mV ve (H) NF/DAO/MWCNT-Co304NP-
PM/SPE i¢in 470 mV olarak bulundu. Bu degerler incelendiginde Co3OsNP iceren
sensorlerden B ve D sensorlerinin  AEpik degerlerinin PM igeren E, F, G
sensorlerininkine gore oldukca yiiksek oldugu gozlendi. NF/MWCNT-C030sNP-
PM/SPE sensoriine DAO immobilize edilerek olusan biyosensdrde ise bu degerlerin
oldukga diistiigii ve bu biyosensoriin de elektron aktarim hizinin diger modifiye
elektrotlarin pek ¢ogundan iyi oldugu belirlendi. Bu sensorlerde de AEpik degerlerinin
SPE’nin AEpik degerinden ¢ok yliksek bulunmasinin elektrot modifikasyonu sirasinda
kullanilan malzemelerin miktarlarinin fazla olup yiizeyde kalin bir tabaka olusturmasi
ve elektron aktarimini giiglestirmesinden kaynaklandigi degerlendirildi. Bu veriler AFM
ile elde edilen malzeme kalinliklar1 ile tam olarak uyusmamaktadir. Ancak c-MWCNT,
Co304NP ve c-MWCNT-Co3O4NP ile modifiye edilen elektrotlar i¢in elde edilen
sonuglar MWCNT, Co304NP ve MWCNT-Co0304NP ile elde edilen elektrotlarin yiizey
kalinliklari- AEpik degerleri ile uyum halindedir. Diger taraftan yiizeye bu modifikasyon
malzemeleri ile birlikte PM girdiginde, elektrodun hazirlanma sekli nedeniyle PM/SPE,
MWCNT-PM/SPE ve MWCNT-Co0304NP-PM/SPE i¢in gézenekli yapinin kompakt bir
yaptya doniismesi nedeniyle bu iliskinin kendi arasinda uyumlu oldugu ancak PM
igcermeyen elektrotlarla uyumlu olmadigi distiniildii. Sonug olarak, elektrodun aktarim
hizinin hem elektrot ylizeyindeki modifikasyon malzemelerinin olusturdugu kalinliga

hem de olusan yiizeyin kompakt olup olmamasina bagli oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.10 (A) SPE, (B) NF/Co304NP/SPE, (C) NF/MWCNT/SPE, (D) NF/MWCNT-
Co30O4NP/SPE, (E) NF/PM/SPE (F) NF/MWCNT-PM/SPE, (G)
NF/MWCNT-C0304sNP-PM/SPE sensorleri ve (H) NF/DAO/MWCNT-
C0304NP-PM/SPE biyosensorii i¢in doniisiimlii voltammogramlar (tarama
hiz1 100 mV/s; 0,1 M KCl igeren 5 mM redoks probu)

Sekil 4.9 ve 4.10°daki c-MWCNT/SPE (AEpik= 790 mV) ile MWCNT/SPE (AEpik= 640
mV) ve ¢-MWCNT-Co30sNP/SPE (AEpik= 530 mV) ile MWCNT-Co30sNP/SPE
(AEpik= 440 mV) elektrotlar1 igin AEpik degerleri karsilastirildiginda, c-MWCNT
modifiye sensorlerin AEpik degerlerinin daha yiiksek olmasi, sensor ylizeyinde bulunan
c-MWCNT’daki -COOH grubunun iyonlagmasi ile ylizeyin negatif yiikklenmesine ve
redoks probunda bulunan negatif yiiklii ferro/ferrisiyaniir ([Fe(CN)s]**) iyonlarmin
elektrot ylizeyine ulagsmasini kismen engellemesi seklinde yorumlandi. Literatiirde farkl

tipte sensorler i¢in de benzer sonuglara rastlanmaktadir (Lu vd.2022).

4.3.2 Elektrokimyasal empedans spektroskopi verileri

Elektrokimyasal empedans spektroskopi modifiye elektrotlarda kullanilan modifikasyon
malzemelerinin ¢ozelti/elektrot arayiizeyinde yiik aktarim direncine etkisini belirlemek
icin yaygin kullanilan bir yontemdir. Bu ¢alismada NF/DAO/c-MWCNT-Co0304NP/SPE
ve  NF/DAO/MWCNT-Co0304sNP-PM/SPE  biyosensorlerinin  olusturulmasinda
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kullanilan ¢-MWCNT-C0304NP ile DAO’nun ve PM ile MWCNT-C030sNP-PM ve
DAO’nun SPE/¢ozelti arayiizeyindeki direnci nasil degistirdigini gostermek i¢in EIS
Olgtimleri yapildi ve elde edilen Nyquist egrileri Sekil 4.11.A ve B’de verildi. Nyquist
egrileri, yarim daire seklinde ve dogrusal olmak iizere iki bolgeden olusur. Yiiksek
frekanslarda yarim daire bolgesi siirli elektron aktarimini gosterirken, diisiik
frekanslarda dogrusal bolge ise, difiizyonu ifade eder. Yarim daire bolgesinin yarigapi,

elektrot ile ¢ozeltinin araylizeyindeki elektron aktarimi direnci hakkinda bilgi tasir (Park
vd. 2006).
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Sekil 4.11 Nyquist egrileri: (A) a. SPE, b. c-MWCNT-Co3O4NP/SPE ve c. DAO/c-
MWCNT-Co30sNP/SPE (B) a. SPE, b. PM/SPE ¢c. MWCNT-Co304NP-
PM/SPE ve d. DAO/MWCNT-Co30sNP-PM/SPE (0,1 M KCl igeren 5 mM
redoks probu)

Bu egriler incelendiginde SPE i¢in belirgin bir yarim daire elde edildigi ve bunun igin
cozelti/elektrot araylizeyindeki ylik aktarim direncinin yiiksek oldugu gozlendi. Ancak
SPE yilizeyi c-MWCNT-C030sNP veya MWCNT-Co3O4NP-PM ile modifiye
edildiginde yarim dairenin bulunmamasi yiik aktarim direncinin modifikasyon sonrasi
olduk¢a dustiiginii gosterdi. Literatiir incelendiginde protein yapili enzim
molekiillerinin elektrot ylizeyine immobilizasyonu sonucunda yiik aktarim direncinde
genellikle artis oldugu ve Nyquist egrilerinde iyi tanimlanmis yarim dairelerin elde
edildigi goriilmektedir (Park vd. 2006). Bu calismada ise, her iki elektrot yiizeyine de

enzim immobilize edildiginde direngte belirgin bir sekilde diismenin gézlenmemesi,
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modifikasyon malzemelerinin ylizeydeki miktarlarinin DAO miktarina gore oldukca
yiiksek olmasi ve elektron aktariminda bariyer olusturabilecek kadar elektrot/¢ozelti

arayiizeyindeki direnci etkilememesi seklinde yorumlandi.

4.4 NF/DAO/c-MWCNT-C030sNP/SPE Biyosensorii ile Tlgili Calismalar

4.4.1 Optimum deney kosullarinin belirlenmesi

Cahsma potansiyeli: Bu tez c¢alismasinda gelistirilen NF/DAO/c-MWCNT-
C0304NP/SPE biyosensorii igin uygun calisma potansiyeli +0,7 V olarak segildi. Bu
potansiyelin se¢ilmesinin nedeni, spermin ve spermidin biyojenik aminlerinin elektrot
yiizeyindeki enzimatik reaksiyonu sonucu H20> olusmasi ve H202’in ylikseltgenmesine
dayanarak yapilan tayinlerde +0,7 V gibi yiiksek potansiyellerin yaygin bir sekilde
kullanilmasidir (Koppang vd. 1999). Bu durum dikkate alinarak calisma potansiyeli

optimizasyonunda daha ayrintili bir ¢alisma yapilmasi diistiniilmedi.

pH optimizasyonu: Enzimlere dayali biyosensorlerin etkin bir sekilde kullanilmasi
ortam pH’sina baghdir. Bu nedenle hazirlanan biyosensorlerin optimum c¢alisma
pH’sinin  belirlenmesi gereklidir. DAO enzimi ile olusturulan biyosensorler ile
genellikle pH 7-10 araliginda caligilabilmektedir (Apetrei vd. 2016). Bu c¢alismada
optimum bilesimde hazirlanan NF/DAO/c-MWCNT-Co0304NP/SPE  biyosensoriiniin
amperometrik akim cevabi BR tampon c¢ozeltisinin pH’s1 7-11 arasinda 0,5 birim
degistirilerek 7 farkli pH’da hem spermin hem de spermidin i¢in ayr1 ayr1 sabit
biyojenik amin derisiminde Ol¢iildii. Elde edilen akim farklarinin pH ile degisimi
grafige gecirildi ve Sekil 4.12°de verildi. Spermine ait Sekil 4.12.A incelendiginde pH
8,5’a kadar akim farkinin arttigi, pH 8,5’tan sonra ise azaldigi goriilmektedir. Buna
dayanarak optimum c¢alisma pH’s1 spermin icin 8,5 olarak secildi. Sekil 4.12.B’de
goriildiigli gibi spermidin i¢in ise biri pH §8,5°da digeri pH 9°da olmak {izere iki
maksimum elde edildi ancak pH 9’daki akim farkinin daha yiiksek olmasi nedeniyle

spermidin i¢in optimum pH’nin 9 olarak segilmesine Karar verildi. Literatiirde spermin
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ve spermidin igin sensor/biyosensor ¢aligmalarinda optimum pH’larin pH 6,7 ila pH 10

arasinda oldugu gozlendi (Boffi vd. 2015, Koppang vd. 1999).

Akim farka, pA
=]
Alkam farka, pA

7 8 9 10 11

pH pH

Sekil 4.12 NF/DAO/c-MWCNT-C0304NP/SPE biyosensoriiniin amperometrik cevabina
pH’nin etkisi A. Spermin ve B. Spermidin (BR tamponunda biyojenik amin
derigimi: 0,01 M; ¢alisma potansiyeli: +0,7 V)

4.4.2 Performans faktorlerinin belirlenmesi

NF/DAO/c-MWCNT-Co0304NP/SPE biyosensoriiniin dogrusal ¢alisma araligi, duyarlik,
gbzlenebilme sinir1 (LOD), alt tayin sinir1 (LOQ), tekrar iretilebilirlik, cevap siiresi,
calisma kararliligi, segicilik ve gesitli tiirlerin girisim etkileri gibi performans faktorleri
hem spermin hem de spermidin i¢in ayr1 ayri belirlendi. Ayrica enzimsiz sensoriin
spermin ve spermidin cevabi da incelendi. Co3O4NP’nin biyosensor cevabina etkisi
belirlemek amaciyla da NF/DAO/c-MWCNT/SPE biyosensorii hazirlandi ve bunun
spermin ile spermidine cevaplar1 da arastirildi. Son olarak optimum bilesimdeki
biyosensoriin gergek numunelerde spermin ve spermidin tayinine uygulanabilirligi

incelendi.

NF/c-MWCNT-Co304NP/SPE sensoriiniin spermin ve spermidin cevabi: Bolim
3.5’de anlatildig1 sekilde hazirlanan NF/c-MWCNT-Co0304NP/SPE sensorii kullanilarak
biyosensor hazirlandigr icin Oncelikle bu sensoriin dogrudan spermin ve spermidine
cevap verip vermedigi arastirildi. Bu amagla, her bir biyojenik amin i¢in optimum

pH’da ve +0,7 V’da i-t grafikleri olusturuldu ve bu grafiklerden yararlanarak belirlenen
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akim farklar1 kullanilarak kalibrasyon grafikleri ¢izildi. (Sekil 4.13) Sekildeki A grafigi
incelendiginde, spermin icin calisma araligi 1,04x10%- 4,02x10° M, Kkalibrasyon
duyarhigr 12,3 pA/mM olarak belirlendi. Spermidine ait Sekil 4.13.B’deki kalibrasyon
egrisi incelendiginde ise, calisma araligi 1,96x10°- 4,02x10° M ve Kkalibrasyon
duyarhigr 11,6 nA/mM bulundu.
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Sekil 4.13 NF/c-MWCNT-Co3O4sNP/SPE ile A. spermin ve B. spermidin igin elde
edilen kalibrasyon grafikleri (Spermin i¢in pH 8,5 BR, spermidin i¢in pH
9,0 BR, ¢alisma potansiyeli +0,7 V)

NF/c-MWCNT-Co0304NP/SPE elektrodunun enzim igermemesine ragmen spermin ve
spermidin substratlarina amperometrik akim cevabi vermesine, uygulanan yiiksek
caligma potansiyelinin (+0,7 V) sebep olabilecegi diisiiniildii. Literatiirde spermin ve
spermidin i¢in kullanilan yiikksek performansli enzimsiz elektrot Ornegine

rastlanmamuistir.

Dogrusal c¢alisma arah@ ve duyarhk: NF/DAO/c-MWCNT-Co0304NP/SPE
biyosensoriiniin dogrusal ¢aligma araligi ve duyarligimi belirlemek amaciyla +0,7 V’ta
pH’s1 spermin i¢in 8,5; spermidin i¢in 9,0 olan BR tamponu ortaminda elektrokimyasal
hiicreye art arda standart biyojenik amin ¢ozeltilerinden ilave edilerek once i-t grafikleri

olusturuldu (Sekil 4.14). Bu grafiklerden yararlanarak elde edilen akim farklar
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biyojenik amin derisimlerine kars1 grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri olusturuldu ve

spermin ile spermidin i¢in sirastyla Sekil 4.15 A ve B’de verildi.
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Sekil 4.14 NF/DAO/c-MWCNT-C0304NP/SPE biyosensorii ile elde edilen i-t grafikleri:
A. spermin ve B. spermidin (¢alisma ortami: spermin i¢in pH 8,5 BR
tamponu; spermidin i¢in pH 9,0 BR tamponu, ¢alisma potansiyeli: +0,7 V)
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Sekil 4.15 NF/DAO/c-MWCNT-Co304NP/SPE biyosensorii ile elde edilen kalibrasyon
grafikleri: A. spermin ve B. spermidin (¢aligma ortami: Spermin igin pH 8,5
BR tamponu; spermidin i¢in pH 9,0 BR tamponu, ¢alisma potansiyeli: +0,7
V; N=6)

Kalibrasyon grafiklerinden de goriildiigii gibi dogrusal ¢alisma araliklari spermin igin
1,2x10%-9,5x10* M ve spermidin igin 2,0x10°-2,9x10° M bulundu. Bu kalibrasyon
grafiklerinin egimleri ise duyarlik olarak degerlendirildi ve spermin i¢in 51,6 pA/mM
ve spermidin igin 15,7 pA/mM olarak belirlendi. Bu sonuglara gére NF/DAO/c-
MWCNT-C030sNP/SPE  biyosensoriiniin -~ spermine  duyarliginin ~ spermidine
duyarhigmin yaklasik 3 kati oldugu goriildii. Elde edilen kalibrasyon grafiklerinden de
goriilebildigi gibi optimum bilesimde hazirlanan biyosensorlerden spermin ve spermidin

icin genis bir ¢aligma aralifinda ve yiiksek duyarlikta cevap alinabilmektedir.

C0304NP’nin biyosensdriin performansina onemli bir katki saglayip saglamadigini
incelemek amaciyla NF/DAO/c-MWCNT/SPE biyosensorii hazirlandi ve bu biyosensor
kullanilarak spermin ve spermidin i¢in kalibrasyon egrileri yukarida anlatildigi gibi
belirlendi ve Sekil 4.16°da verildi. Bu sekillerden dogrusal calisma araliklari ve
duyarliklar belirlendi ve spermin icin calisma arahigi 2,0x10°-8,5x10° M ve
kalibrasyon duyarlig1 6,4 nA/mM; spermidin i¢in calisma aralig1 2,0x10°-4,0x10° M
ve kalibrasyon duyarligt 9,1 pA/mM olarak bulundu. Bu sonuglar NF/DAO/c-
MWCNT-Co0304NP/SPE biyosensorii icin elde edilenler ile karsilastirildiginda, burada
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bulunan ¢alisma araliklarinin daha dar; egimlerinin ise daha disiikk bulunmasi
Co0304NP’lerin  biyosensdr cevabi iizerine Onemli bir etkisi oldugunu gosterdi.
C0304NP’lerin sonuglar tizerindeki bu olumlu etkisi literatiir verileriyle de uyumludur

(Raoof vd. 2013).
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Sekil 4.16 NF/DAO/c-MWCNT/SPE elektrodu i¢in elde edilen kalibrasyon grafikleri:
A. spermin i¢in elde edilen grafik ve B. spermidin i¢in elde edilen grafik
(spermin i¢in pH 8,5 BR tamponu, spermidin i¢in pH 9,0 BR tamponu,
calisma potansiyeli +0,7 V)

Gozlenebilme smr1 ve alt tayin smri: NF/DAO/c-MWCNT-Co304sNP/SPE
biyosensorii i¢in gozlenebilme sinirt (LOD) ve alt tayin sinir1 (LOQ) degerleri Bolim
3.10°da anlatildig1 gibi tayin edildi. Elde edilen sonuglara gore LOD spermin igin
4,4x107 M ve spermidin i¢in 1,6x10% M; LOQ ise, spermin igin 1,5x10°% M ve
spermidin i¢in 5,2x10°® M olarak bulundu. Bu degerler literatiirde spermin ve spermidin
icin elde edilenle karsilastirildiginda geleneksel yontemlerle karsilastirilabilir diizeyde

sonuglar elde edildigi gorilmektedir (Boffi vd. 2015, Koppang vd. 1999).

Tekrar iiretilebilirlik: Sensor ve biyosensorlerin liretiminin tekrarlanabilir olmasi seri
halde tiretim yapabilmek i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢alismada NF/DAO/c-MWCNT-
C0304NP/SPE biyosensoriiniin tekrar tiretilebilirliginin belirlenmesi amaciyla Bolim
3.5’te belirtildigi sekilde hazirlanan 6’sar adet biyosensor ile spermin ve spermidin igin

kalibrasyon egrileri olusturuldu ve her bir kalibrasyon egrisinin duyarligi belirlenerek
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bu duyarliklarin bagil standart sapmalar1 (BSS) hesaplandi. % BSS degerleri spermin
i¢in 5,8; spermidin i¢in ise 5,7 bulundu. Bu sonuglar, elle hazirlanan bu biyosensorlerin
tekrar Uretilebilirliklerinin oldukg¢a iyi ve fabrikasyon {iiretimine de uygun oldugunu

gosterdi.

Cevap siiresi: Bir sensoriin veya biyosensoriin cevap siiresi ne kadar kisa ise analitik
uygulanabilirlikte kullanilmasinin o kadar iyi olacagi diistiniiliir. Cilinkii bir yontemle
yapilacak tayinler icin ne kadar kisa siirede ne kadar tayin yapilacagi 6nemlidir. Bu
amagla hazirlanan NF/DAO/c-MWCNT-Co0304NP/SPE biyosensoriiniin cevap siiresini
belirlemek amaciyla, i-t grafiklerinden yararlanildi. Sekil 4.14 A ve B’den de gorildigii
gibi her bir biyojenik amin ilavesinden sonra biyosensoriin kisa siirede dengeye geldigi
goriildii ve bu siirenin spermin i¢in 10 saniye ve spermidin i¢in ise 15 saniye civarinda

oldugu belirlendi.

Raf omrii: NF/DAO/c-MWCNT-Co0304sNP/SPE  biyosensoriiniin - raf  dmriiniin
belirlenmesi i¢in 30 adet elektrot hazirlandi. Bunlardan 15 tanesi spermin digeri 15
tanesi ise spermidin igin kullanildi. Her elektrot yalnizca 1 kere kullanildi. 15 giin
boyunca her giin dengeye getirilen yeni elektrot ile sabit derisimdeki spermin veya
spermidine kars1 olusturdugu akim farki 6lgiim giinlerine karsi grafige gegirilerek akim
farklarindaki  %degisim hesaplandi. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde
hazirlandigr giin kullanilan elektrot ile 15. giliniin sonunda ilk defa kullanilan

biyosensoriin cevabi arasinda herhangi bir diisiis olmadig: saptandi.

Uzun dénem Kararhhgri: NF/DAO/c-MWCNT-Co304NP/SPE biyosensoriiniin uzun
donem kararliligmin belirlenmesi icin iki elektrot hazirlandi. Bunlardan biri spermin
digeri ise spermidin i¢in kullanildi. Ayni elektrotlarin 30 giin boyunca belli araliklarla
dengeye getirildikten sonra sabit derisimdeki biyojenik amine kars1 olusturdugu akim
farki 6l¢iim giinlerine kars1 grafige gecirilerek akim farklarindaki % degisim hesaplandi.
25. giine kadar akim farkinda ¢ok 6nemli bir degisiklik olmadigi, 30.glinde ise spermine
kars1 akim cevabinda % 40 (Sekil 4.17.A), spermidine karsi akim cevabinda ise %
68’lik bir diisiis gozlendi (Sekil 4.17.B). 30. giine kadar olan dalgalanmalar da 6nemli
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boyutlarda idi. Bu da tek kullanimlik elektrotlarin 1 kere kullanildiktan sonra + 4°C’da
saklansa bile tekrar kullanildiginda ayni cevab1 vermeyecegini gostermektedir. Ayrica
bu elektrotlar tek kullanimlik olarak hazirlandigindan boyle bir ¢alisma yapilmasinin ve

bundan herhangi bir sonu¢ beklenmesinin de pek 6nemli olmadigina karar verildi.
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Sekil 4.17 NF/DAO/c-MWCNT-C0304sNP/SPE biyosensorii i¢in elde edilen uzun
donem kararliligi caligmasi grafigi; A. spermin ve B.spermidin

Sekil 4.17°de verilen kararlilik verileri incelendiginde goriilen diigiisiin sebebi olarak,
elektrot modifikasyonunda kullanima bagli olarak meydana gelen deformasyon ve DAO

aktivitesinin zaman i¢inde azalmasi olabilecegi diisiiniildii.

4.4.3 Diger biyojenik aminlere seciciligi

NF/DAO/c-MWCNT-Co03O4NP/SPE  biyosensoriiniin -~ spermin ~ ve  spermidine
kronoamperometrik cevabi iizerine ger¢ek numunelerde bulunabilecek diger biyojenik
aminlerin etkisi incelendi. Bu amagla oncelikle histamin, putresin, kadaverin, tiramin,

triptamin, B-feniletilamin gibi biyojenik aminlere ait optimum pH degeri belirlendi ve
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bu pH degerlerinde her bir biyojenik amin i¢in ayr1 ayr1 kalibrasyon egrileri olusturuldu.
Bu biyojenik aminlere ait kalibrasyon verilerinden yararlanarak dogrusal c¢alisma
araligi, gozlenebilme siniri, alt tayin sinir1 ve duyarlik belirlendi. Bu veriler Cizelge

4.3’te optimum calisma pH degerleri ile birlikte verildi.

Cizelge 4.3 NF/DAO/c-MWCNT-C0304NP/SPE biyosensoriiniin - diger biyojenik
aminlere ait performans karakteristikleri

Biyojenik | pH | Duyarlk, Dogrusal ¢alisma LOD, M LOQ, M
amin pA/mM aralhigi, M

Histamin 8,5 4,6 2,5%x10°-9,5x10* 2,2x10° | 7,3x10°
Putresin 8,5 44,6 2,0x107- 3,6x10° 7,7x10°® 2,6x107
Kadaverin | 8,0 1,5 1,4x10°-5,9x10” 4,8x10° | 1,6x10”
Tiramin 8,0 66,1 2,0x107-9,5x10* 7,4x10°® 2,5x107
Fer)il etil 8,0 0,9 1,4x10°-1,4x1072 6,1x10® 2,0x10°
amin

Triptamin 8,0 65,6 2,0x107- 8,4x10° 9,0x10® 3,0x107

Cizelge 4.3 incelendiginde spermin ve spermidin ile birlikte bulunabilecek diger
biyojenik aminlerden kadaverin ve fenil etil amin hari¢ diger hepsinin bu biyosensore
duyarhginin oldukca yiiksek oldugu gériildii. Ozellikle bu biyosensdriin putresin,
tiramin ve triptamine genis bir derisim araliginda dogrusal bir cevap verdigi belirlendi.
Sonug olarak, literatiirde de belirtildigi gibi biyojenik amin tayini ic¢in gelistirilen
sensoOrlerin tek bir biyojenik amine degil toplam biyojenik amin tayinine daha uygun
olduguna karar verildi (Boffi vd. 2015). Ayrica bu biyojenik aminler igin de

gozlenebilme sinirlariin oldukea diisiik oldugu saptandi.

4.4.4 Biyosensor cevabina diger tiirlerin bozucu etkileri

Bolim 4.4.3’te ilgili biyosensoriin spermin ve spermidin disindaki diger biyojenik
aminlerin her birine ait optimum pH degerinde duyarliginin yiiksek ve calisma

araliginin genellikle genis oldugu gorildii. Bu biyojenik aminlerin spermin ve
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spermidine ait optimum sartlarda da bozucu bir etkisinin olup olmadigin1 belirlemek
amactyla amperometrik akimlar {izerine etkisi incelendi. Bu amagla hem spermin hem
de spermidin i¢in optimum ¢alisma kosullarinda 2,0x10° M spermin veya spermidin
iceren elektrokimyasal hiicrede kronoamperometrik veriler kaydedildi. Hiicreye diger
biyojenik aminlerin her biri sirasiyla ilave edilerek kronoamperometrik veriler
kaydedildi ve Sekil 4.18 A ve B’de spermin ve spermidin igin ayr1 ayri verildi. Her bir
biyojenik amin ilavesinden sonra elde edilen akim farki Ai> ve spermin veya spermidin
icin elde edilen akim farki Aiy degerlerinden yararlanilarak Boliim 3.10°da verilen
formiil yardimiyla % bozucu etkiler hesaplandi ve Cizelge 4.4’te verildi. Cizelge
incelendiginde, histamin, tiramin ve triptaminin en fazla bozucu etkiye sahip oldugu
gozlendi. Bu gozlem ortamda bulunan DAO’nun etkisi oldugu kadar +0,7 V’ta soz
konusu biyojenik aminlerin dogrudan yiikseltgenmesinden de kaynaklandigi seklinde
yorumlandi. Cizelgeden c¢ikarabilecegimiz bir diger sonug ise bozucu etkiler {izerine
ortamin pH’sinin da etkisinin de 6nemli oldugudur. Ciinkii spermin i¢in pH 8,5’ta
putresin, kadaverin ve fenil etil aminin bozucu etkisi daha yiiksek iken, pH 9,0’da bu

etkinin daha diisiik oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.18 NF/DAO/c-MWCNT-Co3O0sNP/SPE biyosensoriiniin - cevabina diger
biyojenik aminlerin bozucu etkileri

A. spermin (pH 8,5 BR tamponu; biyojenik amin derisimleri: 2,0x10"° M; ¢aligma potansiyeli +0,7 V) ve
B. spermidin (pH 9,0 BR tamponu; biyojenik amin derisimleri: 2,0x10"° M; ¢alisma potansiyeli +0,7 V)
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Cizelge 4.4 NF/DAO/c-MWCNT-Co30OsNP/SPE biyosensoriiniin  spermin  veya
spermidin cevabina diger biyojenik aminlerin bozucu etkisi

% Bozucu etki

Spermin 100 44,6
Spermidin 46,7 100
Histamin 26,5 34,6
Kadaverin 16,7 -0,8
Putresin -9,2 -6,6
Fenil etil amin -19,6 -2,3
Tiramin 20,9 37,3
Triptamin 71,6 77,7

Islenmis gidalarda ortamda biyojenik amin olusumu gidalardaki amino asitlerin
dekarboksilasyonu sonucu oldugundan ve gidalarda amino asitlerin yiiksek oranda
bulunmasindan dolayr biyosensér cevabina amino asitlerin bozucu etki yapip
yapmadiginin arastirtlmasi da 6nemlidir. Bu nedenle g¢alismamizda histidin, ornitin,
lizin, arginin, fenilalanin, tirosin ve triptofan gibi amino asitlerin bozucu etkileri
incelendi. Bu amagla spermin ve spermidinin kronoamperometrik cevabi belirlenerek
diger amino asitlerin kronoamperometrik cevaplari karsilastirildi ve % bozucu etkiler
hesaplandi. Bu amagla, optimum pH (spermin igin 8,5 ve spermidin i¢in 9,0) ile
tamponlanmis ¢alisma ortamina 2,0x10™ M standart spermin/spermidin ¢dzeltisinden ve
sonra 2,0x10° M amino asit ¢dzeltilerinden eklendi. Elde edilen kronoamperometrik
cevaplar Sekil 4.18°de verildi. Bu ¢aligmadan elde edilen spermin ve spermidinin akim
farklar1 Ai1, amino asitler ile elde edilen akim farklar1 Ai; yardimiyla % bozucu etki

hesaplandi (B6liim 3.10) ve Cizelge 4.5’de verildi.

Cizelge 4.5 NF/DAO/c-MWCNT-C0304NP/SPE biyosensorii ile spermin i¢in amino
asit % bozucu etki ¢alismasi

% Bozucu etki

Spermin 100,0 -
Spermidin - 100,0
Histidin 21,2 61,7
Ornitin 20,0 50,2
Lizin 28,2 22,0
Arginin 17,9 11,3
Fenil alanin 31,3 25,7
Tirosin 65,3 40,9
Triptofan 27,4 43,9

86



Cizelge 4.5°de verilen spermin ve spermidin girisim c¢alismasi sonuglari incelendiginde
NF/DAO/c-MWCNT-C0304NP/SPE  biyosensoriiniin -~ 6zellikle bazi aminoasitlere
yiiksek bir cevap verdigi gozlendi. Bu yiiksek cevabin elektroaktif tiirlerin NF/DAO/c-
MWCNT-C030sNP/SPE biyosensoriiniin ¢alisma potansiyeli olan +0,7 V degerinde
yiikseltgenmesinden  kaynaklandigi  diisiiniildii.  Ozellikle elektroaktif tiirlerde
karsilasilan yliksek bozucu etki, daha diisiik bir potansiyelde calisilarak azaltilabilir.

4.4.5 Gelistirilen biyosensoriin ger¢cek numuneye analitik uygulanabilirligi

Biyojenik amin olan spermin ve spermidin gibi poliaminler genellikle fermente
tiriinlerde yiiksek oranda bulundugundan bu tez calismasinda alkolsiiz malt i¢eceginde
spermin ve spermidinin tayin edilebilirligi arastirildi. Malt icecekleri ditiretik
Ozelliginden dolayr tibbi alanlarda yaygin olarak kullanilan bir icecektir. Malt
iceceginde spermin ve spermidin analizi Bolim 3.11°de anlatildig1 gibi gergeklestirildi.
Spermin ve spermidin i¢in elde edilen standart ekleme egrileri sirasiyla Sekil 4.19 ve
Sekil 4.20’de verildi. Bu tip egrilerden yararlanarak bulunan sonuglar spermin igin
Cizelge 4.6°da; spermidin i¢in ise Cizelge 4.7°de verildi. Cizelgelerden de goriilecegi
gibi malt igecegindeki spermin miktar1 3,5x10° M ve spermidin miktari ise 5,1x10° M
olarak hesaplandi. Bu degerlerin dogrulugunu kontrol etmek amaciyla ayni ¢ozeltilere
standart spermin veya spermidin ¢ozeltilerinden belirli miktarlarda ilave edilerek toplam
spermin veya spermidin tayini standart ekleme yontemi kullanilarak yapildi. Bulunan
degerler ile belirli miktarda ekledigimiz bilinen deger karsilastirilarak ilgili substrat i¢in
% geri kazanim degerleri hesaplandi. Geri kazanim spermidin i¢in % (100,8 + 1,9)
olarak belirlendi. Spermin igin ise % (100,5 + 1,7) olarak bulundu. Elde edilen geri
kazanim degeri i¢cin % 95 giiven seviyesi icin t testi uygulanarak ol¢lim sonucu ile
gercek deger arasinda anlamli bir fark olup olmadigi arastirildi. Hem Spermidin i¢in
hem de spermin igin tq < tk bulundu. Buradan 6l¢iim sonuglari ile gergek deger arasinda
anlaml1 bir fark olmadig: belirlendi. NF/DAO/c-MWCNT-C030sNP/SPE biyosensorti
ile substratlarin her ikisi i¢in de %100’e yakin geri kazanim degerleri bulunmasi
gelistirilen biyosensoriin  malt igeceginde spermin ve spermidin analizinde

kullanilabilecegini gosterdi.
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Sekil 4.19 NF/DAO/c-MWCNT-Co304NP/SPE biyosensorii ile spermin tayini igin
standart ekleme grafikleri: A. malt icecegi ve B. malt icecegi+standart
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Sekil 4.20 NF/DAO/c-MWCNT-Co304NP/SPE biyosensorii ile spermidin tayini igin
standart ekleme grafikleri: A. malt icecegi ve B. malt icecegi+standart

Cizelge 4.6 NF/DAO/c-MWCNT-C030O4sNP/SPE biyosensorii ile malt igeceginde
bulunan spermin derisimi ve geri kazanim sonuglari

Tekrar Orijinal ilave edilen | Beklenen Bulunan Geri
sayisl numunedeki spm, M spm, M spm, M kazamim,
spm, M %
1 3,5x10° 1,9x10° 5,4x107° 5,5x10° 102,4
2 3,6x10° 1,9x10° 5,5x10° 5,3x107° 100,0
3 3,5x10° 1,9x10° 5,4x107° 5,4x107° 99,2
Ortalama+s | 3,5x10°+ - 54x10°+ | 55x10°+ | 100,5+1,7
6,3x1077 6,3x1077 1,1x10®
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Cizelge 4.7 NF/DAO/c-MWCNT-Co0304NP/SPE biyosensorii ile malt igeceginde
bulunan spermidin derisimi ve geri kazanim sonuglari

Tekrar Orijinal ilave edilen | Beklenen Bulunan Geri
sayisl numunedeki spd, M spd, M spd, M kazamim,
spd, M %
1 4,9x10° 1,9x10° 6,8x107° 6,9x107° 102,1
2 5,1x10° 1,9x10° 6,9%107 6,9x107° 98,6
3 5,3x107° 1,9x10° 7,2x107° 7,3x107° 101,6
Ortalama+s | 5,1x10°+ - 7,0x10°+ | 7,1x10°+ | 100,8+1,9
1,6x10® 1,6x10® 2,1x10®

4.5 NF/IDAO/MWCNT-C030sNP-PM/SPE Biyosensorii ile Tlgili Cahsmalar

Bolim 4.4°te anlatilan NF/DAO/c-MWCNT-C0304NP/SPE biyosensor ile +0,7 V’da
calisildigindan ve biyojenik aminlerin bazilar1 ile ¢esitli amino asitler bu potansiyelde
yiikseltgendiginden ilgili biyosensdriin segiciliginin diisiik oldugu gozlendi. Bu nedenle
daha diisiik potansiyellerde calisarak bu girisimin azaltilmasi hedeflendi. Daha diisiik
potansiyellerde ¢alisarak bu girisimin azaltilabilecegi diisliniildiigiinden bir medyatoriin
kullanilmasimin uygun olacagina karar verildi. Bu ¢alismada medyator olarak Prusya

mavisi (PM) secildi. Elde edilen sonuglar ve irdelemeleri asagida verildi.

4.5.1 Optimum deney kosullarinin belirlenmesi

Cahisma potansiyeli: Bu ¢alismada gelistirilen NF/DAO/MWCNT-Co304NP-PM/SPE
biyosensoriiniin  galisma potansiyelinin belirlenmesi amaciyla 6ncelikle biyosensoriin
yapisindaki PM’nin redoks davranigt BR tamponu ortaminda doniisiimlii voltammogrami
alinarak incelendi ve Sekil 4.21°de verildi. Sekilden goriildiigii gibi PM igin yaklagik -0,1
V’da bir indirgenme piki ve +0,4 V’da bir yiikseltgenme piki elde edildi. Calisma
potansiyelini belirlemek i¢in bu piklerden yararlamildi. Literatiir incelendiginde, PM ve
oksidaz enzimi igeren biyosensorlerde cevap mekanizmasimin asagidaki gibi oldugu

goriilmektedir (Kagar vd. 2019):

RCH:NH, + O, {LA9)  RCHO + H,0; + NHs
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PMina + H2O2 — PMyuc + 4 K" + 4 OH'
PMyik +4e —— PMing

Mekanizmadan da anlasilacagi gibi bu tip biyosensorlerle calisirken PM’nin indirgenme
potansiyeli civarinda caligmanin uygun oldugu goriilmektedir. Bu nedenle -0,1 V
civarinda ¢esitli potansiyellerde yapilan ¢alismalarda en iyi cevabin -0,1 V’da alindigi
belirlendiginden, NF/DAO/MWCNT-C0304NP-PM/SPE biyosensorii i¢in bu potansiyel

calisma potansiyeli olarak se¢ildi.
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01 |
005

0 L
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0.1 |
0,15 |
02 |
0,25 ' - - ' -

15 -1 0,3 0 03 1 15

Potansiyel, V

Akmm, mA

Sekil 4.21 NF/PM/SPE’nin BR tamponu ortaminda doniisiimlii voltammogrami

pH optimizasyonu: NF/DAO/MWCNT-Co0304NP-PM/SPE biyosensoriiniin spermin ve
spermidin i¢in optimum c¢alisma pH’sin1 belirlemek amaciyla, Bolim 3.10°da
aciklandigr gibi, BR tamponunun pH degeri 6,0-10,0 araliginda degistirilerek
biyosensoriin sabit derisimde spermin/spermidin varliginda verdigi kronoamperometrik
akim cevabi Ol¢iildi. Elde edilen akim farklar1 pH’ya kars1 grafige gecirilerek Sekil
4.22°de verildi. Sekil incelendiginde biyosensoriin spermine en yiiksek cevabi pH
8,5’te; spermidine ise pH 9,0’da verdigi, diger pH degerlerine ise diisiik cevaplar
verdigi goriildii. Bu degerler NF/DAO/c-MWCNT-C0304NP/SPE biyosensorii igin elde
edilen degerler ile uyum halinde oldugundan bu degerler optimum ¢aligma pH’s1 olarak

secildi.
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Sekil 4.22 NF/DAO/MWCNT-Co0304sNP-PM/SPE  biyosensoriiniin  amperometrik
cevabia pH’ nin etkisi: A. spermin ve B. spermidin

4.5.2 Performans faktorlerinin belirlenmesi

NF/DAO/MWCNT-C030sNP-PM/SPE  biyosensoriiniin - optimum ¢aligma  kosullari
belirlendikten sonra, biyosensoriin bu kosullarda; dogrusal c¢alisma araligi, duyarlik,
gozlenebilme ve alt tayin sinirlar, tekrar tretilebilirlik, cevap siiresi, bozucu tiirlere cevap

gibi performans faktorleri incelendi.

Dogrusal ¢calisma arahig ve duyarhk: Belirlenen optimum ¢alisma kosullart olan -0,1
V calisma potansiyeli ve spermin i¢in pH 8,5, spermidin i¢in pH 9,0 BR tamponuna
standart spermin ve spermidin  ¢ozeltilerinden art arda ilave edilerek
NF/DAO/MWCNT-C0304sNP-PM/SPE  biyosensoriiniin -~ kronoamperometrik — akim
cevabi Olguldi ve i-t grafikleri ¢izildi. Buradan hesaplanan akim farklar1 derisime kars1
grafige gecirilerek ile elde edilen kalibrasyon grafikleri olusturuldu ve Sekil 4.23’te
verildi. Kalibrasyon egrilerinden spermin igin dogrusal ¢alisma aralig1 5,0x10°-1,5x10
M ve spermidin igin 2,5x10°- 8,4x10° M olarak belirlendi. Spermin igin bulunan
caligma araliginin NF/DAO/c-MWCNT-C0304sNP/SPE biyosensorii ile spermin igin
elde edilen galisma araligina (1,2x10°-9,5x10* M) benzer; spermidin i¢in belirlenen
dogrusal caligma araliginin ise NF/DAO/c-MWCNT-Co304NP/SPE biyosensorii ile
spermidin igin bulunan dogrusal ¢alisma araligindan (2,0x10%-2,9x10* M) daha dar

oldugu goriildii. Biyosensoriin duyarligi, spermin i¢in 11,2 uA/mM ve spermidin igin
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9,7 pA/mM olarak bulundu. NF/DAO/MWCNT-Co0304NP-PM/SPE biyosensoriinden
elde edilen duyarliklarin NF/DAO/c-MWCNT-Co03O04NP/SPE biyosensoriinden elde
edilen duyarliklardan (spermin i¢in 51,6 pA/mM ve spermidin i¢in 15,7 pA/mM) daha

diisiik oldugu gozlendi.
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Sekil 4.23 NF/DAO/MWCNT-Co304NP-PM/SPE  biyosensorii i¢in elde edilen
kalibrasyon grafikleri: A. spermin ve B. spermidin (spermin i¢in pH 8,5
BR tamponu; spermidin i¢in pH 9,0 BR tamponu, ¢aligma potansiyeli -0,1
\%

Gozlenebilme smir1 ve alt tayin smmri: NF/DAO/MWCNT-Co030sNP-PM/SPE
biyosensoriiniin gozlenebilme smir1 (LOD) ve alt tayin sinir1 (LOQ) Boliim 3.10°da
belirtildigi gibi sirasiyla 3s/m ve 10s/m formiillerinden hesaplandi. Spermin i¢in
gdzlenebilme smir1 4,2x10° M ve alt tayin smir1 1,4x10° M bulundu. Spermidin igin
ise gozlenebilme smir1 1,6x10° M ve alt tayin smir1 5,5x10° M olarak belirlendi. Bu
degerler NF/DAO/c-MWCNT-C030sNP/SPE biyosensorii i¢in spermin igin 4,4x107 M
ve spermidin igin 1,6x10° M olan LOD ile spermin igin 1,5x10® M ve spermidin igin

5,2x10® M olan LOQ degerleri ile kiyaslandiginda daha diisiik oldugu goriildii.

Tekrar iiretilebilirlik: NF/DAO/MWCNT-Co0304NP-PM/SPE biyosensoriiniin tekrar
uiretilebilirligini belirlemek i¢in Bolim 3.10°da anlatildign gibi ayni sekilde ve es

zamanli hazirlanan alti biyosensoriin sabit derisimdeki ilgili biyojenik amine cevabi
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oOlgiilerek, sonuglarin ylizde bagil standart sapmasi hesaplandi. % BSS degerleri spermin
icin % 4,2 ve spermidin i¢in ise % 4,5 olarak bulundu. Bulunan %BSS degerleri %
5’ten diisilk oldugundan biyosensorlerin tekrar tretilebilirliginin yiiksek oldugu

degerlendirildi.

Cevap siiresi: Cevap siiresini belirlemek amaciyla NF/DAO/MWCNT-C0304NP-
PM/SPE biyosensorii kararli hal akimi elde edilinceye kadar sabit potansiyelde BR
tamponunda bekletildi. Elektrokimyasal hiicreye ilgili substratlarin eklenmesinden
kararli kronoamperometrik akim cevabi gozlenene kadar gegen siire dlgiildii ve Boliim
3.10°da anlatildig1 gibi cevap siiresi spermin i¢in yaklasik 10 saniye ve spermidin igin
yaklagik 15 saniye olarak belirlendi. Bu siireler literatiirdeki elektrokimyasal biyosensor
calismalari icin rapor edilen cevap siireleri ile kiyaslandiginda oldukca uygun siirelerdir
(Kagar vd. 2019). Literatiirdeki benzer bir ¢alismada benzer modifikasyondaki bir
biyosensorden spermin ve spermidine karsi elde edilen cevap siiresinin 60 ile 80 saniye
oldugu gorilmiistiir (Boffi vd. 2015). Bu durum, gelistirdigimiz biyosensoriin rutin

analitik calismalar yapmak i¢in daha uygun oldugunu gdstermektedir.

Uzun donem kararhh@i: Her ne kadar kullandigimiz elektrotlar tek kullanimlik
elektrotlar olsa da bu elektrotlarin uzun siire kullanilip kullanilamayacag arastirildi. Bu
amagcla, Bolim 3.5’te anlatildig1 gibi hazirlanan biyosensoriin 30 giin boyunca belirli
araliklarla sabit substrat derisiminde kronoamperometrik cevaplar1 6lgiildii ve bu
sonuclarin zamanla degisimi incelendi. Ayrica Olciilen bu akim farklarinin zamanla
degisimlerinden yola c¢ikarak biyosensoriin baslangic cevabinin ne kadarim
kaybedeceginin hesaplanmas: hedeflendi. Olgiimler arasinda biyosensdr + 4°C’da
bekletildi. Hem spermin hem de spermidine karsi elde edilen cevaplarin zamanla 6nemli
Ol¢iide  dustiigii  belirlendi. Bu  diislisiin =~ ylizeydeki  hafif bozulmalardan
kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Olgiim sirasinda SPE  yiizeyindeki modifikasyon
malzemelerinin 20 giin boyunca gozle goriiliir bir degisime ugramadigi, dolayisiyla bu
slirede cevap lizerinde onemli bir etkisi olmadig1 gozlendi. Ancak bu siireden sonra
elektrot ylizeyindeki modifikasyon malzemelerinin gozle goriiliir sekilde deformasyona
ugradigi belirlendi ve ilk 20 giinde elde edilen % diistisler spermin igin % 60, spermidin

icin ise % 31,5 olarak kaydedildi. Sonug olarak tek kullanimlik olmasina ragmen bu
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biyosensoriin 20 giin boyunca kullanilabilecegi yani raf Omriiniin uzun olabilecegi

sonucuna varildi.

4.5.3 Diger biyojenik aminlere seciciligi

NF/DAO/MWCNT-C0304NP-PM/SPE biyosensoriiniin gidalarda yaygin bulunabilen
diger biyojenik aminler olan histamin, putresin, kadaverin, fenil etil amin, triptamin ve
tiramine kronoamperometrik cevabi Boliim 3.10°da agiklandigi gibi arastirildi. Bu
amacla Oncelikle biyosensoriin incelenen her biyojenik amin i¢in optimum pH’s1
belirlendi ve NF/DAO/MWCNT-C0304sNP-PM/SPE biyosensorii ile her biyojenik
aminin optimum pH degerinde ilgili biyojenik amin icin kalibrasyon grafikleri ¢izildi.
Bu grafiklerden NF/DAO/MWCNT-C0304NP-PM/SPE biyosensorii ile elde edilen
diger biyojenik aminler i¢in performans karakteristikleri ve optimum c¢alisma pH degeri
Cizelge 4.8’de verildi. Incelenen biyojenik aminler igerisinde, ¢izelgede de goriildiigii
gibi, histamin, putresin ve kadaverinin daha dar bir dogrusal ¢alisma araliginda ve daha
diisiik duyarlikla cevap verdigi goriildi. Bunun nedeninin diisilk potansiyelde
NF/DAO/MWCNT-Co304sNP-PM/SPE
biyosensorii ile -0,1 V potansiyelde tiramin, triptamin ve p-fenil etil amin biyojenik

calismadan kaynaklandigi degerlendirildi.
aminlerine cevap alinamadi. Halbuki tiramin, triptamin ve B-fenil etil amin gibi
biyojenik aminlerin NF/DAO/c-MWCNT-C0304NP/SPE  biyosensorii ile yiiksek
potansiyelde c¢alisilmas1 nedeniyle, bu potansiyelde yiikseltgendiklerinden cevaplarinin

oldukca yiiksek oldugu goriilmiistii.

Cizelge 4.8 NF/IDAO/MWCNT-Co0304sNP-PM/SPE biyosensorii ile histamin, putresin
ve kadaverine karsi elde edilen performans karakteristikleri

Biyojenik | Optimum | Kalibrasyon | Dogrusal calisma LOD, M LOQ, M
amin pH duyarhgi, aralhigi, M
pA/mM
Histamin 9,5 8,5 3,6x10°-5,9x10% | 1,1x10°M | 3,7x10°
Putresin 8,0 0,2 5,0x10%-1,4x102 | 3,0x10°M | 1,0x10°
Kadaverin 8,0 0,2 5,7x10°-8,7x10° | 2,2x10°M | 7,2x10°
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4.5.4 Biyosensor cevabina diger tiirlerin bozucu etkileri

Bolim 4.5.3’te NF/DAO/MWCNT-C0304sNP-PM/SPE biyosensoriiniin cevap verdigi
histamin, putresin ve kadaverinin spermin ve spermidine ait optimum sartlarda da
amperometrik akimlar iizerine bir etkisi olup olmadigi arastirildi. Bu amagla hem
spermin hem de spermidine i¢in optimum calisma kosullarinda 2,0x10° M spermin
veya spermidin i¢eren elektrokimyasal hiicrede kronoamperometrik veriler kaydedildi.
Hiicreye diger 2,0x10° M derisimdeki biyojenik aminlerin her biri sirasiyla ilave
edilerek kronoamperometrik veriler kaydedildi. Her bir biyojenik aminin % bozucu
etkisi Bolim 3.10°da verilen formiil yardimiyla hesaplandi ve elde edilen sonuglar
Cizelge 4.9°da verildi. Cizelge 4.9 incelendiginde, kadaverin ve putresinin en fazla

bozucu etkiye sahip oldugu goézlendi. Bu da Cizelge 4.8’deki veriler ile uyum
halindedir.

Cizelge 4.9 NF/IDAO/MWCNT-Co0304NP-PM/SPE biyosensorii ile biyojenik aminler
icin bozucu etki calismasi

% Bozucu etki
Spermin 100 -
Spermidin - 100
Histamin 34,4 32,6
Kadaverin 76,4 70,4
Putresin 70,4 63,3

Caligmada ayrica, NF/DAO/MWCNT-C0304NP-PM/SPE biyosensoriiniin spermin ve
spermidine kronoamperometrik cevabi kaydedilip gidalarda bulunabilecek bazi amino
asitlere kronoamperometrik cevabi incelendi. Bu amagla biyosensériin 2,0x10° M
spermin ya da spermidin igeren ortamda yine ayni derisimde bulunan histidin, ornitin,
lizin, arginin, fenil alanin, tirosin ve triptofan amino asitlerine olan kronoamperometrik
cevabr belirlenerek bu amino asitlerin % bozucu etkileri hesaplandi. Elde edilen
sonuglar Cizelge 4.10°da verildi. Cizelge incelendiginde NF/DAO/MWCNT-Co304NP-
PM/SPE biyosensoriiniin cevabina argininin ¢ok yiiksek etkisi oldugu goriildi.
Cizelgedeki veriler NF/DAO/c-MWCNT-Co304NP/SPE biyosensoériine amino asitlerin
bozucu etkisi ile kiyaslandiginda daha diisiik bulundu. Bunun NF/DAO/MWCNT-
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C0304NP-PM/SPE biyosensorii ile daha diisiik potansiyelde (-0,1 V) calisilmasi
sebebiyle oldugu degerlendirildi.

Cizelge 4.10 NF/DAO/MWCNT-Co0304sNP-PM/SPE biyosensorii ile spermin Ve
spermidin kronoamperometrik cevabmna amino asitlerin % bozucu

etkileri
% Bozucu etki

Spermin 100 -
Spermidin - 100
Histidin 23,9 22,9
Ornitin 9,2 22,0
Lizin 16,0 29,6
Arginin -67,9 -33,6
Fenil alanin -1,2 -10,0
Tirosin -7,2 -20,8
Triptofan -2,3 -25,5

4.5.5 Gelistirilen biyosensoriin gercek numunelere analitik uygulanabilirligi

NF/DAO/MWCNT-Co30sNP-PM/SPE  biyosensoriiniin  ger¢ek Numune caligmasinda
spermin ve spermidin tayini igin alkolsiiz bira (malt igecegi) kullanildi ve analizler
standart ekleme yontemi kullanilarak Boliim 3.11°de anlatildigr gibi gerceklestirildi.
Malt icecegindeki spermin miktar1 3,5x10° M ve spermidin miktar1 4,9x10° M olarak
hesaplandi. Daha sonra malt igecegi ile birlikte derisimi bilinen standart spermin ve
spermidin ¢ozeltilerinden bilinen miktarda alinarak elektrokimyasal hiicreye eklendi ve
standart ekleme yontemi ile toplam spermin ve spermidin derisimi bulundu. Eklenen ve
bulunan degerlerden yararlanarak her bir substrat icin % geri kazanim degerleri
hesapland: (Cizelge 4.11 ve 4.12). Yiizde geri kazanim degeri spermin i¢in % (99,9 +
3,6); spermidin i¢in ise % (101,7 £+ 0,4) olarak bulundu. Elde edilen geri kazanim degeri
i¢cin % 95 giiven seviyesi i¢in t testi uygulanarak 6l¢iim sonucu ile gercek deger arasinda
anlaml bir fark olup olmadig belirlendi. Hem spermidin hem de spermin igin ta<tk
bulundu. NF/DAO/MWCNT-C030sNP-PM/SPE biyosensorii ile substratlarin her ikisi
icin de % 100°e yakin geri kazanim degerleri bulunmasi gelistirilen biyosensoriin malt

iceceginde spermin ve spermidin analizinde kullanilabilecegini gdsterdi.

96



Cizelge 4.11 NF/DAO/MWCNT-C0304NP-PM/SPE biyosensorii ile spermin igin elde
edilen geri kazanim sonuglari

Tekrar Orijinal Ilave edilen | Beklenen Bulunan Geri
sayisl numunedeki spm, M spm, M spm, M kazamm,
spm, M %
1 3,4x10° 1,9x10° 5,4x107° 5,3x10° 97,1
2 3,8%10° 1,9x107° 5,7x107° 6,0x107° 103,9
3 3,3x10° 1,9x10° 5,3x107° 5,2x107° 98,7
Ortalama+s | 3,5x10°+ - 54x10°+ | 54x10°+ | 999+36
2,2x10° 2,2x107 2,9x107

Cizelge 4.12 NF/DAO/MWCNT-Co0304sNP-PM/SPE biyosensorii ile spermidin i¢in elde
edilen geri kazanim sonuglar1

Tekrar

ilave edilen

Orijinal Beklenen Bulunan Geri
sayisi numunedeki spd, M spd, M spd, M kazanim,
spd, M %
1 4,8x107° 1,9x107° 6,9x10° 6,9x10° 101,7
2 4,9x107° 1,9x10° 6,9x107 7,1x10° 102,1
3 5,0x10° 1,9x107° 7,010 6,9x10° 101,3
Ortalama+s | 4,9x10°+ - 7,0x10°+ | 7,0x10°+ | 101,7+0,4
9,8x107 9,8x107 6,4x10°

97




5. SONUCLAR ve TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda gidalarda yaygin olarak bulunan biyojenik aminlerin spermin ve
spermidin tayini i¢in diamin oksidaz, karboksilli karbon nanotiip ve kobalt oKksit
nanopartikiile dayanan NF/DAO/c-MWCNT-C0304NP/SPE biyosensérii ve diamin
oksidaz, karbon nanotiip, kobalt oksit nanopartikiil ve Prusya mavisine dayanan
NF/DAO/MWCNT-C0304sNP-PM/SPE  biyosensorii  gelistirildi. Bu biyosensorlerin
hazirlanmasinda kullanilan tiim bilesenlerin miktarlart merkezi kompozit tasarim ve tek
seferde tek degisken yontemleri kullanilarak optimize edildi. Hazirlanan biyosensorler
icin optimum c¢alisma sartlar1 belirlendikten sonra bu sartlar altinda biyosensorlerin
cevap siiresi, dogrusal caligsma araligi, duyarlik, gézlenebilme siniri, segicilik ve tekrar
tiretilebilirlik gibi performans faktorleri belirlendi. Tez ¢alismamizin son bdliimiinde
ise, gelistirilen biyosensorler ile gercek numune (alkolsiiz malt i¢ecegi) ortaminda
spermin ve spermidin analizi yapilarak biyosensorlerin analitik uygulanabilirligi
incelendi. Calismada gelistitilen NF/DAO/c-MWCNT-Co304NP/SPE ve
NF/DAO/MWCNT-C030sNP-PM/SPE biyosensorlerinin optimum c¢alisma sartlari ve
analitik performans faktorleri sirastyla Cizelge 5.1 ve Cizelge 5.2°de verildi. Cizelge 5.1
incelendiginde NF/DAO/c-MWCNT-Co3O4NP/SPE  biyosensoriiniin ~ spermin  ve
spermidin i¢in genis bir calisma araligima ve yiiksek duyarlia sahip oldugu,
gozlenebilme sinirmin ve cevap stiresinin diisiik oldugu goriilmektedir. Ayrica

biyosensor 1yi bir tekrar iiretilebilirlige sahiptir.

Cizelge 5.2 incelendiginde ise NF/DAO/MWCNT-C0304NP-PM/SPE biyosensoriiniin
spermin i¢in genis bir ¢aligma araligina ve diisiik cevap siiresine; spermidin i¢inse cevap
stiresi diisiik olmakla birlikte NF/DAO/c-MWCNT-C0304NP/SPE biyosensoriine gore
daha dar dogrusal caligma araligmma sahip oldugu goriildi. Ayrica gelistirilen iki
biyosensoriin  duyarliklart  kiyaslandiginda NF/DAO/MWCNT-Co0304NP-PM/SPE

biyosensoriiniin spermin ve spermidin i¢in daha diisiik bir duyarlik gosterdigi belirlendi.
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Cizelge 5.1 NF/DAO/c-MWCNT-C0304sNP/SPE  biyosensoriiniin  performans
karakteristikleri

Spermin Spermidin
pH 8,5 9,0
Calisma potansiyeli +0,7V +0,7V
Cevap siiresi <10s <15s
Dogrusal ¢alisma aralig 1,2x10-2,6x10* M 1,9x10-1,8x10° M
Kalibrasyon duyarlig 51,6 pA/mM 15,7 pA/mM
Tekrar tretilebilirlik, BSS (%) 5,8 5,7
Gozlenebilme smir1 (LOD) 4,4x107" M 1,6x10° M
Alt tayin sinir1 (LOQ) 1,5x10° M 5,2x10° M

Cizelge 5.2 NF/DAO/MWCNT-C0304NP-PM/SPE  biyosensoriiniin ~ performans
karakteristikleri

Spermin Spermidin
pH 8,5 9,0
Calisma potansiyeli -0,1V -0,1V
Cevap siiresi <10s <15s
Dogrusal calisma aralig 5,0x10°-1,5x10* M 1,2x10-8,4x10° M
Kalibrasyon duyarligi 11,2 pA/ImM 9,7 uA/ImM
Tekrar tiretilebilirlik, BSS (%) 42 45
Gozlenebilme sinir1 (LOD) 4,2x10°% M 1,7x10°% M
Alt tayin sinir1 (LOQ) 1,4x10° M 5,5x10° M

Bu tez ¢alismasindan elde edilen veriler, gelistirilen biyosensorlerin bilimsel literatiire
olan 6nemli katkisinin haricinde rutin analizlerde uygulanabilirlik potansiyeline sahip

olmasi sebebiyle de oldukca dnemlidir.

Literatiirde spermin ve spermidin tayini i¢in gelistirilmis smirh sayida biyosensor
bulunmaktadir. Ancak poliamin tayininin o6zellikle tibbi ¢alismalardaki Onemi
anlagildik¢a bu say1 artmaktadir. Spermin ve spermidin tayini i¢in 2015 yilinda Boffi ve
calisma arkadaglar tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada poliamin oksidaz enzimi
(PAOX), spermin oksidaz enzimi (SMOx) ve PM medyatorii kullanilarak hazirlanan
PM/PAOX/SPE ve PM/SMOX/SPE biyosensorlerinden, FIA (flow injection
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amperometry, akis enjeksiyonlu amperometri) yontemi ile elde edilen performans

faktorleri sirasiyla Cizelge 5.3 ve Cizelge 5.4’°te verildi.

Cizelge 5.3 PM/PAOX/SPE biyosensort ile elde edilen performans karakteristikleri

Spermidin Spermin
Cevap stiresi, s 60 60
Omiir (8l¢iim sayis1) 20 20
Duyarlik (WA/mM) 2,57 5,01
Dogrusal ¢alisma araligi 0,01-0,4 0,003-0,3
R? 0,9946 0,9927
LOD (mM) 0,005 0,001
Tekrarlanabilirlik, %BSS 2,1 1,8

Cizelge 5.4 PM/SMOX/SPE biyosensori ile elde edilen performans karakteristikleri

Spermin
Cevap stiresi, s 80
Omiir (8l¢iim sayis1) 15
Duyarlik (LA/mM) 1,11
Dogrusal ¢alisma araligi 0,004-0,5
R? 0,9927
LOD (mM) 0,002
Tekrarlanabilirlik, %BSS 1,5

Tez calismamizda  gelistirdigimiz

NF/DAO/c-MWCNT-Co3sOsNP/SPE  ve

NF/DAO/MWCNT-C0304sNP-PM/SPE biyosensorlerinden elde ettigimiz performans
faktorleri ile literatiirdeki PM/PAOX/SPE biyosensorii (*Boffi vd. 2015) ile elde edilen

performans faktorlerinin karsilastirilmalart spermidin i¢in Cizelge 5.5°te ve spermin i¢in

Cizelge 5.6’da verildi.

Cizelge 5.5 Literatiirdeki benzer bir ¢alisma ile karsilastirma tablosu (Spd tayini)

PM/PAOX/SPE* | NF/DAO/c-MWCNT- | NF/IDAO/MWCNT-
Co030sNP/SPE Co030sNP-PM/SPE
Cevap siiresi (s) 60 <15 <15
Duyarhk 2,6 15,7 9,7
(LA/mM)
Dogrusal arahk | 1x107°—4x10* 1,9x10° - 1,8x103 1,2x10° - 8,4x10°
(M)
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Cizelge 5.6 Literatiirdeki benzer bir ¢alisma ile karsilastirma tablosu (Spm tayini)

PM/SMOXx/SPE* | NF/IDAO/c-MWCNT- | NF/DAO/MWCNT-

Co304/SPE Co0304NP-PM/SPE
Cevap siiresi (3) 80 <10 <10
Duyarhk 1,1 51,6 11,2

(RA/mM)

Dogrusal arahk | 4x10°—5x10* 1,2x10%-2,6x10* 5,0x10% — 1, 5x10™
M)

Tez calismamizda gelistirilen NF/DAO/c-MWCNT-Co304NP/SPE ve
NF/DAO/MWCNT-Co0304NP-PM/SPE biyosensorleri ile literatiirdeki benzer ¢alismada
elde edilen verilere gore daha kisa cevap siiresi, daha genis ¢alisma araligi ve daha
yiiksek duyarlik elde edildi.

Ayrica gelistirilen NF/DAO/c-MWCNT-Co304NP/SPE ve  NF/DAO/MWCNT-
C0304NP-PM/SPE biyosensorlerinin yiizey modifikasyonlarmin ilk kez kullanilmis
olmasi ve poliaminlerin elektrokimyasal tekniklerle belirlenmesine yonelik ¢ok az
sayida veri bulunmasi sebebiyle, yapilan bu ¢alisma, spermin ve spermidin analizleri

icin yenilik¢i ve orijinal bir yaklagim sunmaktadir.
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