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OZET

Kaliteli gidaya ulasmak, modern insanin en biiyiik gereksinimlerinden biri
olmakla beraber kalite kavrami, igerisinde pek ¢ok kriteri barindirmaktadir.
Ozellikle de et, siit iiriinleri, deniz iiriinleri gibi gidalar, zengin besin igerikleri
nedeniyle ¢abuk bozuldugu i¢in tazelik, bu gidalarin tiiketilebilirligi agisindan
en Onemli kalite kriteri konumundadir. Tazeligin belirlenmesi ise gegen
zamana, baligin cesitli 6zelliklerine ve maruz kaldig1 kosullara paralel olarak
gerceklesen reaksiyon ve degisimler neticesinde olusan bazi indikatoérlerin
tespitiyle miimkiin olmaktadir. Bu maddeler igerisinde baligin oliimiinii
izleyen stirecteki ATP yikim reaksiyonlariyla olusan ksantin, hipoksantin, iirik
asit miktarlari, en kritik parametrelerden sayilmaktadir. S6z konusu indikator
maddelerin geleneksel analiz yontemleriyle (spektrofotometrik, kromatografik
yontemler vb.) tayin edilmesinin genellikle zaman almasi, 6zel bir donanim,
kalifiye isglicii ve yogun kimyasal kullanimi gerektirmesi nedeniyle,
biyosensor teknolojisinin bu dezavantajlar1 giderebilecek bir alternatif
olmasindan yola ¢ikilarak bu tez calismasinda baligin tazelik kriterlerinden
olan ksantin, hipoksantin ve iirik asidin es zamanl tayinine yonelik bir
biyosensor tasarimi gerceklestirilmistir. Biyosensor kisaca, hedef analit ile
reaksiyona giren ve olugan yaniti dlgiilebilir fiziksel sinyallere doniistiiren
analitik cihaz olarak tanimlanmakta olup, bu ¢aligma kapsamindaki biyosensor
tasariminda diisiik maliyetli ve bol bulunan malzemelerin kullanimi esas
alimmak suretiyle kalem ucu (PGE) elektrotlar iizerine poliakrilonitril (PAN)
polimerinin elektroegirilmesine dayali bir elektrokimyasal sensor tasarimi
yapilmistir. Bu tasarim ile elektrokatalitik 6zelligi yiiksek, adsorpsiyon
kapasitesi artirilarak analit etkilesimi iyilestirilmis ve genis reaksiyon ylizeyi
saglanmig nanomodifiye elektrot ylizeylerinin elde edilmesi hedeflenmistir.
Sensor elektrotlarinin  {iretiminde yararlanilan elektroegirme isleminde
optimum uygulama parametreleri ve ¢ozelti formiilasyonu deneysel olarak
belirlenmis, polipirol kullanilmadan hazirlanan % 8’lik PAN ¢dzeltisi ile 13
cm mesafe, 5 ul/dk debi ve 18 kV voltaj uygulanarak ortalama 137 nm ¢apinda
nanoliflerle kaplanan modifiye PGE elektrot ylizeyleri elde edilmistir.
Sensdriin hipoksantin, ksantin ve iirik asidi es zamanli olarak tayin edebilme
yetenegi, ksantin oksidaz enzimi ile gergeklestirilen kontrollii bozunma
calismalan ile ortaya konmustur. Bu tasarim ile elde edilen nanomodifiye
yiizeyler ile hipoksantin i¢in 0,74 puM, ksantin i¢in 1,28 uM ve {irik asit i¢in
1,32 uM’lik tespit limitlerine (LOD) ulasilmistir. Boylece, literatiirde daha
once hi¢ yapilmamais olan, ilk kez hipoksantin, ksantin ve iirik asitin es zamanl
tayinine yonelik olarak elektroegrilmis PAN nanolif modifikasyonu ile PGE
elektrot iiretimine dayali 6zglin bir elektrokimyasal (voltametrik) sensor



tasarimi1 gergeklestirilmistir. S0z konusu sensor elektrotlarinin 4°C ve 25
°C’de 30 giinlik muhafazast sonrasindaki Ol¢lim performans:t da
degerlendirilmis ve 4°C’de depolamanin 6l¢iimlerdeki sapma oranini azaltarak
daha uygun bir muhafaza kosulu oldugu sonucuna varilmistir. Gelistirilen
sensdr elektrotlari, Izmir’de satilan standart boyutlardaki ¢iftlik ¢ipura
baliklarinin tazeligini belirlemede kullanilmig, sonuglar mikrobiyolojik
analizler ve pH Ol¢limleriyle desteklenmistir. Baligin buzdolabi kosullarinda
depolandig1 5. giin itibariyle kabul edilemez duruma geldigi kritik hipoksantin,
ksantin ve iirik asit konsantrasyonlari sirasiyla 1,53 uM 9,41 uM ve 1,41 uM
olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Balikta tazelik, Elektrokimyasal biyosensor,
Elektroegirme, PAN nanolifler, Hipoksantin, Ksantin, Urik asit
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ABSTRACT

Access to quality food is one of the biggest requirements of modern people, but the
concept of quality includes many criteria. Freshness is the most important quality
criterion in terms of the consumability of these foods, especially since foods such as
meat, dairy products and seafood spoil quickly due to their rich nutrient content.
Determination of freshness is possible by detecting some indicators that occur as a
result of reactions and changes that occur in parallel with the elapsed time, various
properties of the fish and the conditions to which it is exposed. Among these
substances, the amounts of xanthine, hypoxanthine, uric acid, which are formed by
ATP breakdown reactions in the process following the death of the fish, are considered
among the most critical parameters. Since the determination of these indicator
substances by conventional analysis methods (spectrophotometric, chromatographic
methods, etc.) is generally time-consuming, requires special equipment, skilled labor
and intensive use of chemicals, biosensor technology is an alternative that can
eliminate these disadvantages, and a biosensor was designed for the simultaneous
determination of xanthine, hypoxanthine and uric acid, which are among the freshness
criteria of fish. A biosensor is briefly defined as an analytical device that reacts with
the target analyte and converts the response into measurable physical signals. In the
biosensor design in this study, an electrochemical sensor design based on the
electrowinning of polyacrylonitrile (PAN) polymer on pencil lead (PGE) electrodes
was made based on the use of low-cost and abundant materials. With this design, it is
aimed to obtain nanomodified electrode surfaces with high electrocatalytic properties,
improved analyte interaction by increasing adsorption capacity and large reaction
surface. The optimum application parameters and solution formulation in the
electrospinning process used in the production of sensor electrodes were determined
experimentally. Modified PGE electrode surfaces coated with nanofibers with an
average diameter of 137 nm were obtained by applying 8% PAN solution with a
distance of 13 cm, a flow rate of 5 pl/min and a voltage of 18 kV. The ability of the
sensor to simultaneously determine hypoxanthine, xanthine and uric acid was
demonstrated by controlled degradation studies with xanthine oxidase enzyme. With
the nanomodified surfaces obtained with this design, limits of detection (LOD) of 0.74
uM for hypoxanthine, 1.28 uM for xanthine and 1.32 uM for uric acid were achieved.
Thus, a novel electrochemical (voltammetric) sensor design based on the production
of PGE electrodes by modification of electrospun PAN nanofibers for the
simultaneous determination of hypoxanthine, xanthine and uric acid was realized for
the first time, which has never been done before in the literature. The measurement
performance of these sensor electrodes after 30 days of storage at 4 °C and 25 °C was
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also evaluated. The ratio of deviation in the measurements is reduced at 4 °C,
concluding that the electrodes should be kept at 4 °C for a better preservation. The
developed sensor electrodes were used to determine the freshness of standard sized
farmed sea bream fish sold in Izmir and the results were supported by microbiological
parameters and the pH measurements. By the fith day of storage at refrigerator that the
fish became unacceptable, the critical hypoxanthine, xanthine and uric acid
concentrations found to be 1,53 uM 9,41 uM and 1,41 uM respectively.

Keywords: Fish freshness, electrochemical biosensor, electrospinning, PAN
nanofibers, hypoxanthine, xanthine, uric acid
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ONSOZ VE TESEKKUR

Insan beslenmesinde &nemli bir yere sahip olan baligin tazeliginin
belirlenmesi, gida giivenilirligi a¢isindan biiylik 6nem tasimakta ve bu amaca yonelik
zaman kazandiracak pratik yontemlere duyulan teknolojik gerekliligi de artirmaktadir.
Bu amaca yonelik hizli, kolay ve ekonomik teknikler icerisinde 6ne ¢ikan biyosensor
teknolojisi, bu ¢alismanin temelini olusturmus ve balik etinin tazeligini belirlemek
lizere bir biyosensoOr tasarimi gerceklestirilmistir. Tasarim, poliakrilonitril (PAN)
polimer ¢dzeltisinin elektroegirme islemi vasitasiyla kalem ucu elektrotlar {izerine
nano Olcekli lifler halinde kaplanmasina ve balikta tazelik kriterlerinden olan
hipoksantin, ksantin ve {irik asitin nanomodifiye elektrot yiizeyleri ile es zamanl
olarak tayin edilmesine dayanmaktadir. Buradan yola ¢ikilarak, bu tez ¢alismasinda
balik eti ve tazelik kriterleri, biyosensor teknolojisi, nanomateryaller ve elektroegirme
hakkinda bilgiler sunulduktan sonra materyal yontem detaylandirilmis, deneysel
caligmalar dogrultusunda biyosensoriin optimizasyon c¢alismalar1 aktarilmis ve
stabilitesi belirlenmistir. Sonug itibariyle, baliktaki tazelik kriterlerinden hipoksantin,
ksantin ve {rik asitin ey zamanh tayinine yonelik olarak gelistirilen ve endiistriye
adapte edilebilecek hassas, pratik, ekonomik, dayanikli ve 6zgiin bir prototip elde
edilmistir.

YOK 100/2000 Gida Giivenligi/Gida Giivencesi Doktora Programi bursiyeri
ve Tiibitak 2211-A Genel Basar1 Bursiyeri olarak tamamladigim doktora egitimimin
sonucunda ortaya ¢ikan bu tez calismasi, Manisa Celal Bayar Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri (BAP) Koordinasyon Birimi tarafindan 2022-070 no’lu proje
kapsaminda desteklenmis ve Manisa Celal Bayar Universitesi Miihendislik ve Doga
Bilimleri Fakiiltesi Gida Miihendisligi Béliimii Laboratuvarlari ile Ege Universitesi
Eczacilik  Fakiiltesi Analittk Kimya Anabilim Dali Laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir.

Bu zorlu siirecte tecriibesi ve destegini sonsuz bir comertlikle bana sunan, sabri
ve hosgoriisiiyle kucaklayarak en zor anlarda bile basarabilecegime beni inandiran,
ayni zamanda en giizel anlarin ve ddiillendirilmis basarilarimizin mimari, ¢ok kiymetli
danisman hocam Dr. Ogr. Uyesi Seval DAGBAGLI’ya,

Cok severek ciktigim bu akademik yolculukta elimi ilk tutan, daimi rehberim
ve 151¢1m olan, dzgiivenimi ve ¢alisma sevkimi hep artiran, destegine layik olmaya
calistigim ¢ok kiymetli hocam Prof. Dr. Semra KAYAARDTIya,

Biyosensor ¢aligmalarini bana tanitan ve sevdiren, bana giivenen, ekibine dahil

ederek imkanlarini sunan ve aileden biri gibi hissettiren ¢ok kiymetli hocam Prof. Dr.
Pinar KARA’ya,

Beni yetistirerek bugiinlere getiren, halen emegini, sevgisini, destegini ve
duasini eksik etmeyen, benimle her zaman gurur duyan ve basaracagima her zaman
inanan Canim Annecigim ve Canim Babacigim Siikran TALU ve Izzet TALU basta
olmak iizere tiim aileme,

Akademik kariyerimin her asamasinda beni tiim ictenligiyle cesaretlendiren,
beni benden iyi taniyarak meslegime duydugum sevgiyi bana hatirlatan, bu
yolculuktaki tiim inis ¢ikislarima sabir gésteren, benimle her zaman gurur duyan ve



bugiinii yasamamdaki en biiyiik sebeplerimden olan Biricik Esim Serhat OZKAYA’ya
ve zaman zaman istemeden de olsa yogun ¢alisma temposunda ilgimden mahrum
kalmis olan ama benimle gurur duyan, yasama sevincim Canim Oglum Emir Kaan
OZKAY A’ya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. ..

Pelin OZKAYA
Manisa, 2024
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ADP
AMP
ATP
CNF
CNT
CPE
GCE
DMF
DPV
EE
EIS
EMS
FAO
GO
rGO
HPLC

HX
IN
IMP
LOD
LOQ
MOF
MONF

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Adenosine Di Phosphate (Adenozin Di Fosfat)
Adenosine Mono Phosphate (Adenozin Mono Fosfat)
Adenosine Tri Phosphate (Adenozin Tri Fosfat)
Carbon Nano Fiber (Karbon Nano Lif)

Carbon Nano Tube (Karbon Nano Tiip)

Carbon Paste Electrode (Karbon Pasta Elektrot)
Glassy Carbon Electrode (Camsi Karbon Elektrot)
Di metil Formamid

Diferansiyel Puls Voltametrisi

Elektroegirme

Elektokimyasal Impedans Spektroskopisi

En Muhtemel Say1

Food and Agriculture Organisation

Grafen Oksit

reduced (indirgenmis) Grafen Oksit

High Pressure Liquid Chromatography (Yiiksek Basing Sivi
Kromatografisi)

Hipoksantin

Inozin

Inosine Mono Phosphate (Inozin Mono Fosfat)
Limit of Detection (Tespit Limiti)

Limit of Quantification (Miktarsal Tayin Limiti)
Metal Oksit Cerceve (Metal Oxide Framework)
Metal Oksit Nano Fiber (Metal Oksit Nano Lif)

NEAR-MIR Near- Middle Infared Technology (Yakin-Orta Kizil6tesi Teknolojisi)

PAN
PBS
PGE
POC
SEM
SPE
TMA

Poli Akrilo Nitril

Phosphate Buffer Solution (Fosfat Tamponu Cozeltisi)

Pencil Graphyte Electrode (Kalem Ucu Elektrot)

Point of Care (Ornek Basinda Analiz)

Scanning Electrone Microscope (Taramali Elektron Mikroskobu)
Screen Printed Electrode (Yazdirilmis elektrot)

Tri Metil Amin
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TVB-N Total Volatile Basic Nitrogene (Toplam Ugucu Bazik Azot)
UA Urik Asit

XN Ksantin

XOD Xanthine Oxidase (Ksantin Oksidaz)
0D 0-Boyutlu (Boyutsuz)

1D Tek Boyutlu

2D Iki Boyutlu

3D Ug Boyutlu
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GIRIS

Balik, yiiksek oranda protein, yag asitleri, vitamin ve mineraller i¢eren besin
degeri yiiksek bir gida maddesi olup bozulmaya da oldukca aciktir. Baligin
yakalanmasindan itibaren ortam kosullarina bagli olarak baslayan kimyasal
reaksiyonlar ve aciga cikan cesitli maddeler, depolama siiresince kalite kaybi ve
bozulma reaksiyonlarinin seyrini gostermektedir. Tazelik, balik piyasasinda en 6nemli
parametrelerden biri olup baligin tazeligi veya bozulma durumu, enzimatik otoliz,
lipid oksidasyonu ve hidroliz, enzimatik olmayan oksidasyon, mikrobiyal aktivite,
ucucu madde olusumu ve diger biyojen aminlerin a¢iga ¢ikmasina bagli mekanizmalar

dogrultusunda sekillenmektedir (Prabhakar ve ark., 2020).

Balik etinin tazeligine iliskin olarak yapilabilecek test ve analizlerin
gerceklestirilmesi, zaman alan bir o6rnek hazirlama siirecine ilaveten pahali
malzemelerin kullanildig1 ve egitimli is giicli gerektiren bir siire¢ olmakla beraber,
kullanilan tekniklerin segicilik ve hassasiyeti beklentilerin altinda kalabilmektedir
(Dervisevic ve ark., 2015). Geleneksel yontemlerin dezavantajlarina karsilik, 6zellikle
de elektrokimya, optik ve matematik basta olmak iizere c¢esitli ¢calisma alanlarinda
kaydedilen hizli1 gelismelere paralel olarak balikta tazeligin belirlenmesine yonelik
hizli, kolay ve ekonomik teknikler gelistirilmekte, biyosensor teknolojisi de bunlarin
icerisinde yer almaktadir (Wu ve ark., 2019). Biyosensor, belirtildigi gibi hizli, liretimi
kolay ve maliyetten tasarruf edilebilecek olan ve son zamanlarda baligin tazeligini
belirlemeye yonelik olarak 6nde gelen yeni teknolojiler icerisinde gosterilen bir analiz
aracidir. Biyosensorlerin temel bilesenleri, hedef maddeyi (analiz edilecek maddeyi)
algilayan biyolojik molekiil ve bu biyolojik molekiil ile analit arasindaki etkilesimi
elektriksel, termal veya optik sinyallere g¢eviren bir doniistiirliciidiir (Thakur ve
Ragavan, 2013). Dolayisiyla biyosensor tasarimi, analiz edilmesi planlanan madde ve
calisma ortami (calisilacak gida Ornegi) basta olmak {lizere analiz hedefleri
dogrultusunda pek c¢ok yenilik ve gelismelere acik bir calisma alanidir. Ornegin,
elektrot iiretimlerinde yararlanilan teknikler ile de sayisiz tasarim cesitliligi
saglanabilmektedir. Bu yardimer tekniklerden biri olan elektroegirme, ultra hassas
algilama sistemlerinin liretiminde one ¢ikan nanoteknoloji bazli bir yaklagim olup, bir
polimer ¢6zeltinin, bir enjeksiyon sisteminden piiskiirtiilmesi itibariyle maruz kaldigi
yiiksek voltajli elektrik alan etkisinde ¢ok kiiclik boyutlarda lif (fiber) yapilari

olusturmasina dayal1 bir uygulama olarak ifade edilebilir. Elde edilen nanofiberlerin



yiiksek porluluk (gozeneklilik) ve yiizey alanina sahip olmasi, biyosensor teknolojisi
bakimindan son derece Onemli olan etkilesim alanini temas noktalari boyunca
homojen bir sekilde artirma avantajin1 saglamasinin yaninda nanofiber ylizeyinin
grafen, karbon nanotiipler, nanopartikiiller gibi c¢esitli nanomateryaller ile
fonksiyonellestirilmek suretiyle amaca gore oOzellikleri gelistirilmis nanoyapilar
halinde kullanimin1 da miimkiin kilmaktadir. Yontemin sagladigi kilit avantaj,
liflerdeki por (gozenek) yapisinin artirilmasiyla, yilizeyden elektroegirilmis nanolif
kapli elektrotlara ger¢eklesecek analit ¢ozeltisine karst olusan kiitle transfer direncinin
diismesi olarak aciklanabilir (Mercante ve ark., 2017). Bdylelikle elektroegirme
teknigi, yeni biyosensor elektrotlar1 veya reaksiyon ara yiizii olusturmada bir yenilik
ve tasarima yardimci bir teknoloji olarak karsimiza ¢ikmakta, bu teknik ile iiretilen

nanoyapilar “elektrospun” olarak adlandirilmaktadir.

Biyosensor teknolojisinin sahip oldugu bu 6nemli potansiyelden hareketle,
kaydedilen her yeni gelismenin, gida giivenilirli§inin saglanmas1 ve izlenmesindeki
etkinligi artirarak tiiketici saglhiginin korunmasi basta olmak iizere ¢esitli ekonomik
onlemler ve/veya aksiyonlarin planlanmasi bakimindan zaman, maliyet ve emekten
kazanim saglayacagi diisiiniilmektedir. Zira insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahip
olan ve gida giivenilirligi agisindan biiyiik Onem tasiyan baligin tazeliginin
belirlenmesinde bir kriter olan ksantin (Xn), hipoksantin (Hx) ve iirik asidin (UA)
tespitinde, mevcut yontemlere ait dezavantajlarin giderildigi daha iistiin bir analiz
tekniginin gelistirilmesine duyulan ihtiyacin karsilanmasi amaglanmis, diger yandan
da hassasiyet basta olmak iizere performans kriterlerinde iyilesme saglanmasi
hedeflenmistir. Dolayisiyla bu ¢alisma ile gerceklestirilen biyosensdr tasarimi, balik
gibi temel bir gidanin tazeligini belirlemeye yoOnelik olarak nanoteknoloji destekli
ekonomik, hassas ve pratik bir analiz yontemi ve malzemesi iiretmek hedefiyle
planlanmistir. Bu noktada, nanomodifiye reaksiyon yiizeyi kazandirilan PGE elektrot
iretiminin elektroegirme tekniginden yararlanilarak gerceklestirilmesi, tasarimin
temelini olusturmaktadir. Boylelikle hedef maddeler (analitler) ile temas yiizeyi
alanmin artirilmasi ve daha iyi bir etkilesimin saglanmast miimkiin hale getirilmistir.
Bu dogrultuda biyosensor tasariminda diisiik maliyetli ve bol bulunan malzemelerin
kullanim1 esas alinmak suretiyle kalem ucu (PGE) elektrotlar tizerine poliakrilonitril
(PAN) polimerinin elektroegirilmesine dayali bir elektrokimyasal sensor tasarimi

yapilmistir. Boylece elektrokatalitik 6zelligi, adsorpsiyon kapasitesi ve analit



etkilesimi iyilestirilmis, genis reaksiyon ylizeyi saglanmis nanomodifiye elektrot

ylizeylerinin elde edilmesi amaglanmistir.



BIiRINCi BOLUM
LITERATUR OZETi

1.1. Balikta Tazelik

Balik, yiiksek oranda protein, cesitli yag asitleri, vitaminler ve mineralleri
iceren besleyici bir gida maddesi olmakla birlikte bozulmaya kars1 da olduk¢a hassastir
(Wuve ark., 2019). Diger et tiirleri ile karsilagtirildiginda, baligin bol miktarda igerdigi
endojen enzimler ve soguk depolama kosullarinda da gelisip ¢ogalabilen psikrofilik
mikroorganizmalar bu durumun temel etkenleridir. Kalite bozulmalar1 dokuda
yumusama, deride renk degisimleri, kotii koku ve/veya kas dokusundan belirgin bir
siv1 s1zintisi (su salma) biciminde kendini gosterebilmektedir. Ayrica, baligin gevsek
bag dokusu, etin bir¢ok kiiciik kas grubuna ayrilmasina ve bakterilerin bu kas
gruplarin1 daha kolay istila ederek bozmasina neden olmaktadir. Bu nedenle, uygun
olmayan isleme, nakil veya depolama kosullari altinda baligin fizikokimyasal
ozelliklerinin degismesi ve bozulma egilimindeki artis goz ardi edilemeyecek
boyuttadir (Sequeira-Munoz ve ark., 1999; Wu ve ark., 2019). Dolayisiyla baligin
bozulma nedenleri kisaca enzimatik ve mikrobiyal faktorlere dayandirilmakta iken, bu
cergevede meydana gelen degisimler enzimatik otoliz, lipid oksidasyonu ve hidrolizi,
enzimatik olmayan oksidasyon, mikrobiyal aktivite, ugucu maddelerin olusumu gibi
cesitli mekanizmalarla sekillenmektedir. Baska bir deyisle, baligin avlanmasi
itibariyle ortam kosullarina bagli olarak meydana gelen s6z konusu kimyasal
reaksiyonlar ve aciga ¢ikan gesitli maddeler, depolama boyunca tazelik ve kalite
kaybina neden olmaktadir (Prabhakar ve ark., 2020). Tiim bunlar, balik eti kalitesini
ayni zamanda degisken ve varyasyonlara agik kilmaktadir. Nitekim, gol baliklarinda
et kalitesi iizerine yapilan bir ¢alismada, bir goliin farkli boliimlerinden tutulan balik
ornekleri arasinda dahi kalite farkliliklar1 oldugu ortaya ¢ikmistir (X, 2019). Su halde,
balik etinin kalitesini etkileyen faktdrler tiir, genotip, beslenme ve c¢evresel faktorler,
hasat kosullar1 ve 6liim sonrasi isleme kosullar1 seklinde siralanirken (Listrat ve ark.,
2016), kalitenin ¢ok degiskenli ve sabit olmayan unsurlara bagli oldugunu
gostermekte, bu amaca yonelik izleme ve kontrollerin kolaylasmasi gerekliligi bir kez

daha ortaya ¢ikmaktadir.

Ote yandan, saglikli beslenme anlayisi ile birlikte taze ve kaliteli gidaya olan
talep giderek artmaktadir. Gidalarin tazeligini ve kalitesini kaybetmeye baglamasi,

tilketici glivenini ve memnuniyetini zedelemekle kalmayip, irlintin risk durumuna



gore tiiketicinin sagligint da tehlikeye atmaktadir. Besleyici ve ekonomik ac¢idan
degerli gidalarin tazeliginin belirlenmesinde zamana karsi bir yarig séz konusudur
(Ozkaya ve ark., 2021). Baska bir deyisle, degisikliklerin duyu organlarimizla
algilanabilir hale gelmeden O©nce tespit edilmesi, olasi ekonomik kayiplarin
ongoriilmesi/Oonlenmesi kadar tiiketicinin korunmasi i¢in de 6dnem arz etmektedir.
Cilinkii, baligin tiikketim zamanindaki tazeligin belirlenememesine ek olarak durumun
kiiresel diizeydeki gida israfi boyutu halen giincelligini korumaktadir (Guo ve ark.,
2021). Nitekim FAO, yilda 179 milyon ton balik iiretilmesine ragmen sadece 156
milyon ton baligin tiiketilebildigini bildirmis ve olusan israfa dikkat ¢cekmistir (Saeed
ve ark., 2022). Bu nedenle, gida endiistrisinde balik {irlinlerinin tazelik durumunun
degerlendirilmesi mutlak bir gerekliliktir (Pundir ve ark., 2011). Bu noktada, bozulma
mekanizmasi ve ilgili indikatorlerin bilinmesi, kritik 6neme sahiptir. Baligin tazeligini
yitirdigi siirecte aciga ¢ikan ¢esitli metabolitler ve bazi degisimler, “tazelik indikatorii”
olarak ifade edilmekte ve genellikle bu indikatorlerden biri veya birkagi, tazelik

durumunun gostergesi olarak analiz edilmektedir.

Genellikle glikoz, laktik asit, CO2, Oz, ugucu azotlu bilesikler ve biyojenik aminler
gibi maddeler et ve baliklarin depolanmasi sirasinda tazeligin kaybiyla birlikte agiga
¢ikmaktadir (Park ve ark., 2015). Ote yandan, amino asitler genellikle 6liim sonrasi
siire¢ ilerledikge proteinlerin otolizi ile agiga ¢ikmakta, balik ve ¢esitli et tiirlerinde
mikroorganizmalarin gelisip cogalmasini tesvik etmektedir. Bu post-mortem donemde
gerceklesen otolitik ve mikrobiyal reaksiyonlar sonucu amonyak, aminler, ugucu bazik
azot (TVB-N), trimetil amin (TMA), merkaptan, indol, tirozin kompleksleri, hidrojen
stilfiir (H2S) gibi reaksiyon tirlinleri agiga ¢ikmakta ve genellikle bozulmanin kimyasal
gostergeleri olarak kabul edilmektedir (Fu ve ark., 2019). S6z konusu metabolitler
icerisinde biyojenik aminler, serbest amino asitlerin mikrobiyal dekarboksilaz
aktiviteleri ile olugurken (Jairath ve ark., 2015), proteinlerin mikrobiyal metabolizmasi
sonucu ag¢iga ¢ikan dimetil amin ve trimetil amin gibi maddeler, ugucu azotlu bilesikler
(TVB-N) ortak adi altinda incelenmektedir (Park ve ark., 2015). Bu metabolitler,
kromatografik yontemler (Kumudavally ve ark., 2001), titrimetrik analiz (Quiao ve
ark., 2017), spektrofotometrik yontemler (Albeda ve ark., 2017), anyon degisim
kromatografisi, ince tabaka kromatografisi, ¢cokeltme ve kapiler elektroforez (Nakatani
ve ark., 2005) ve hatta pH dl¢iimleri (Kuswandi ve Nurfawaidi, 2017) gibi ¢esitli tespit

yontemleriyle analiz edilebilir. Hatta, duyusal degerlendirme de balik etinde tat ve



lezzeti degerlendirmede giivenilir bir yontem olmaya devam etmektedir (Mahboob ve
ark., 2018). Bunlar klasik yontemler olarak bilinmekte, saglam ve hassas olmalari
nedeniyle hala yaygin olarak kullanilmaktadir (Wu ve ark., 2019). Ornegin, Qiao ve
ark. (2017) tarafindan tavuk etinde titrimetrik metod ile TVB-N olusumu analiz
edilmistir. Kromatografik yontemlere bakildiginda, ytliksek basing sivi kromatografisi
(HPLC) kullanilarak Senman (2007) tarafindan gokkusagi alabaliginda biyojen amin
ve Sarag (2011) tarafindan Atatiirk Baraj Goli’nden avlanan Carasobarbus luteus ve
Capoeta trutta’ da hipoksantin tayini gerceklestirilmistir. Wojnowski ve ark. (2019)
ise Orneklerin hizlica zenginlestirilmesini saglama amach dispersif sivi-sivi
mikroekstraksiyon yontem destegi ile kanath etleri, domuz eti ve biftek gibi ¢esitli et
orneklerinde (in situ) biyojen amin tespitini GC-MS ile yapmuistir. Son yillarda daha
da gelisen teknolojiye paralel olarak yontem ¢esitliligi artmakta iken hangi indikatoriin
secilip incelenecegi de bir baska 6nemli konudur. Nitekim, TVB-N ve pH’nin bazen
yaniltici olabildigi ve tazeligin tespiti i¢in daha giivenilir indikator metabolitler ile yola
¢ikilmas1  gerekliligi  vurgulanmaktadir. Orne@in, sogukta depolanan alabalik
burgerleri ile yapilan bir ¢alismada drneklerin 28 giin boyunca duyusal analiz skorlar1
ve hipoksantin degerleri kaydedilmis ve burgerlerin 21. giiniin sonrasinda bozuldugu
belirlenmistir. Toplam ugucu bazik azot (TVB-N) degerleri, burgerler bozuldugunda
dahi ¢ok diisiik bulunmus, pH degerleri ise depolama sliresince diisiis gostermistir.
Dolayistyla, TVB-N ve pH analizleri, iiriin kalitesinin tespiti i¢in uygun
bulunmamuistir. Halbuki, depolama siiresince duyusal analiz skorlar1 ve hipoksantin
degerleri arasinda negatif bir korelasyon goriilmiis ve hipoksantin analizi, balik
burgerlerinin kalitelerinin belirlenmesi i¢in uygun bir parametre olarak onerilmistir
(Metin, 2002). Ksantin, hipoksantin ve {irik asit ile beraber ATP bozunma
iiriinlerindendir. ATP yikimina iliskin reaksiyon basamaklari, Sekil 1°’de sematize

edilmistir.
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Sekil 1a. ATP yikim reaksiyon zinciri (He rnandez-Cazares ve ark., 2010) b. Ksantin
oksidorediiktazlar ile gerceklesen metabolik yol izi (NADH: nikotin amin adenin
diniikleotit, XO: ksantin oksidaz, XDH: ksantin dehidrogenaz, ROS: aktif oksijen)
(Waheed ve ark., 2021)



Sekil 1’de goriilen ve ATP yikiminin gergeklestigi reaksiyon zincirindeki son
iiriinler olarak Ksantin, hipoksantin ve iirik asitten olusan bu spesifik metabolitler,
O0lim zamaninin bir isareti olarak adli vakalar i¢in de 6nem arz etmekte ve
ol¢timlenmektedir (Liao ve ark., 2020). Dolayistyla baligin 6liimii itibariyle molekiiler
oksijen ile ksantin oksidaz katalizorliiglindeki oksidasyon reaksiyonu sonucu
kaslardaki ATP ayrigsmaya baslamakta ve sirasi ile ADP, AMP, IMP, inozin,
hipoksantin, ksantin iirik asit ile H2O> olusmaktadir. IMP, taze baligin hos lezzetine
katkida bulunan baglica maddelerden biri iken onun bozunma iiriinii olan Hx, acimsi
kotii bir tat vermektedir. Dolayisiyla hipoksantin miktariin belirlenmesinin, baligin
tazelik durumunda 6nemli bir gosterge konumunda oldugu ac¢iga ¢ikmakta (Hu ve ark.,
2000; Nakatani ve ark., 2005; Hernandez-Cazares ve ark., 2010; Sarag, 2011) fakat
bozulmay1 gosteren belirli bir kritik (hipo)ksantin seviyesinin bulunmayis1 da goze
carpmaktadir. Nitekim Garg ve ark. (2022), muhafaza kosullarina ve tiire bagl olarak
kritik (hipo)ksantin seviyelerini igeren bir veri tabanina gereksinim oldugunu
belirtmektedir. Dolayisiyla mevcut biyosensor ¢alismalarinin hedefinde ve herhangi
bir balik tiirii i¢in literatlirde belirli bir (hipo)ksantin tespit esigi onerilmemekte ve
miimkiin olabilen en diisiik LOD degerine ulasilmaya calisilmaktadir. Baska bir
deyisle, 6l¢lim performansinin olabildigince artirilmasi hedeflenmektedir. Yine de,
Clenopharyngodon idellus, Hypophthalmichthys molitrix ve Mylopharyngodon piceus
tiirleri icin tazelik esik degerinin deneysel olarak belirlendigi (Qiong, Tuzhi ve Liju,
1998) ve kritik Hx/Xn seviyelerinin (11, 8 mg/100 g Hx varlig1, bozulma gostergesi)
aciklandig1 caligmalar fikir saglamaktadir. Bu caligmalara bir bagka 6rnek olarak
Ozogul ve Balikgr (2007), 15 giin boyunca modifiye atmosferde paketlenen
sardalyalarin hipoksantin konsantrasyonunun en fazla 0.79 pmol/g, vakum paketleme
ile depolanan sardalyalarin ise en fazla 0.75 pmol/g’a ulastigin1 bildirmistir. Buna
karsin, bozulma esik degerlerine yonelik kapsamli bir veri tabani ihtiyact halen mevcut
olup 6zellikle yerel balik tiirleri i¢in ilgili metabolitlerin kritik konsantrasyonlarinm
bilmenin ve 6l¢gmenin, israfla basa ¢ikmaya katkida bulunacag: belirtilerek tedarik
zinciri i¢inde daha iyi bir kontrol mekanizmasi saglama gerekliligi vurgulanmaktadir

(Garg ve ark., 2022).



1.2.Biyosensérler: Tanimi, Tarihgesi ve Genel Ozellikleri

Gelisen teknoloji, artan tiiketici farkindalig1 ve taleplerine paralel olarak taze
ve kaliteli gida tedarik zincirinin hammaddeden son iiriine kadarki tiim siireclerinde
zamanla yaris halinde olunmasi, gerekli takip ve kontrollerin de miimkiin oldugunca
hizly, pratik, gilivenilir ve ekonomik yollarla gergeklestirilmesi, biiyiik 6nem arz eden
bir bagka konudur. Balik gibi ¢abuk bozulan gidalar bu agidan ele alindiginda, analiz
edilecek tazelik indikatoriiniin se¢imi ve secilen indikatoriin tespit yontemine iliskin
kombinasyonlarin ¢esitliligi, pek ¢cok neden ve ihtiyacin bir sonucu olarak goriilebilir.
Ozellikle de literatiirde yeni ve alternatif yaklasimlara yonelik calismalardaki artis
dikkat ¢ekmektedir. Zira klasik yontemler saglam ve yaygin olsa da, bu yontemlerin
zaman alic1 olmasi, ¢ok fazla is giicii, kalifiye personel ve pahali ekipman/kimyasal
gereksinimleri (Yazdanparast ve ark., 2019), kapsamli numune hazirlama ve analiz
prosediirleri (Wojnowski ve ark., 2017) ile ¢ok diisiik konsantrasyonlarda hata payinin
artmasi1 (Chauhan ve ark., 2016) gibi baz1 6nemli dezavantajlar1 da bulunmaktadir.
Benzer problemlerin gida dis1 alanlarda da yeniliklere ihtiya¢ olusturdugu ve/veya
biyosensoriin dogusunu tetikledigi diistiniilebilir.

Biyosensoriin  gegmisi, 1950’1 yillarda L. C. Clark’in kandaki oksijen
miktarini bir elektrot vasitasiyla 6lgmesine dayanmaktadir. 1962 yilinda ise Clark ve
Lyons, oksijen elektrodu ile glukoz oksidaz enzimini birlestirerek kandaki glukoz
miktarint 6lgmiis ve bu prensipten yola c¢ikarak spesifik ve duyarli yeni bir cihaz
gelistirmistir. Bu ilk biyosensorde elektron alicisi oksijen iken sonraki tasarimlarda
enzimin redoks merkezinden elektron yiizeyine elektron tasiyabilen redoks medyatorii
kullanilmaya baslanmistir. Sonugta, analiti algilayan biyomolekiil ve analitin
tepkimesi sonucu olusan iirlin sensor ylizeyine taginmakta ve sensor yiizeyinde gaz
molekiillerinin (02, CO2, NH3 vb.) serbest birakilmasi veya kullanilmasi, segici
iyonlarin olusumu (H+, NH4+, diger tek degerlikli anyon ve katyonlar), 1s1 olusumu
veya azalmasi, optik yogunlukta degisim, elektronun serbest hale gecmesi veya
kullanilmas: gibi degisiklikler tespit edilerek elektrik devreleri ile Olgiilebilen bir
biiylikliige doniistiiriilmekte ve bu sinyal, analit derisimiyle orantili olmaktadir
(Keskin ve Arslan, 2020). Buradan hareketle biyosensorler, biyolojik molekiiller veya
sistemlerin segicilik 6zellikleri ve ileri elektronik islem yeteneklerinin birlestirilmesi
sonucu gelistirilen biyoanalitik cihazlar olarak tanimlanmakta (Deligdz ve Bilge,

2017; Tuylek, 2017) ve hedef maddelerin tespit edilmesini saglayacak olan biyolojik



reaksiyonlarin, analit konsantrasyonu ile orantili olarak olusan dlgiilebilir sinyallere
doniistiiriildiigii yenilik¢i bir tasarim olarak ifade edilmektedir (Bhalla ve ark., 2016;
Mondal ve Sharma, 2016; Asal ve ark., 2018). Dolayistyla bu kiiciik anlizorler, hedef
analit ile reaksiyona girmek ve elde edilen biyokimyasal yanit1 6l¢iilebilir fiziksel
sinyallere déniistiirmek {izere (Asal ve ark., 2018; Kivrak ve ark., 2019; Ozkaya ve
ark., 2021; Turgut, 2023) bir biyolojik algilayic1 ve fiziksel doniistiiriiciiniin (sinyal
doniistiiriicii) birlestirilmesi ile iiretilmekte olup (Thakur ve Ragavan, 2013) hizh
cevap siiresi, yliksek duyarlilik ve kullanim kolaylig1 ile analiz maliyetini diisiirme gibi
avantajlar1 beraberinde getirmektedir. Biyosensorler gida teknolojisi, biyoteknoloji,
genetik miihendisligi, nanoteknoloji, tibbi tani (kanser, MS, vb.), enzim ve antikor
caligmalar1 gibi pek ¢ok farkli amaca yonelik test ve kontrollerde kullanim alam
bulmaktadir (Keskin ve Arslan, 2020). Kisacast saglik, cevre, tarim ve gida
aragtirmalar1 / analizlerinde biyosensdrler géz ardi edilmeyecek bir konuma sahip
olmustur (Supraja ve ark., 2020; Liao ve ark., 2020; Liu ve ark., 2022). Ayrica, yapilan
caligmalar incelendiginde biyosensorlerin sadece akademik alanda degil, endiistride de
ilgi ¢ekici bulundugu ve cesitli disiplinlerden arastirmacilarin ortak caligmalar
yapmastyla daha da gelistigi ortaya ¢ikmaktadir. Bunun basit bir 6rnegi olarak gebelik
testi biyosensorii, biyologlar ile miihendislerin igbirligi sonucunda gelistirilmis ve
saglik sektoriinde yaygin bir kullanim alani bulmustur (Bhalla ve ark, 2016).

Gidalarda tazeligi belirlemeye yonelik yeni yaklasimlar ise renk indikatorleri
(Ezati ve ark., 2020), elektronik burun (Rajamaki ve ark., 2004), torimetre (Sujiwo ve
ark., 2018), NIR-MIR (near- middle infared teknolojisi; Sinelli ve ark., 2010) olarak
siralanmakta iken biyosensor teknolojisi, sensOrler ve yenilebilir sensorleri de
kapsamakta (Zhai ve ark., 2020a) ve hatta daha da gelistirilerek 6rnek basinda analiz
(Point of Care: POC) ve cep telefonlarma adapte edilerek gercek zamanli izleme
saglamakta, buna yonelik portatif ve ekonomik tasarim cesitliligiyle son zamanlarda
one ¢ikmaktadir (Zhang ve ark., 2021; Chaithra ve ark., 2023; Villarino ve ark., 2023;
Yumnam ve ark., 2023).

Biyosensor teknolojisindeki tasarim  ¢esitliligi, biyosensoriin  yapisal
birimlerinin de farklilik gdstermesine dayanmaktadir. Ornegin, biyosensorlerin
biyoalgilama islevini yerine getirecek olan biyolojik taniyicinin bir enzim, aptamer,
canli bir hiicre, DNA parcas1 veya bir antikor olabilmesi dahi ¢esitliligin boyutunu

ortaya koymakta ve bunlarin her biri, biyosensorlerin siniflandirilmasinda
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biyoreseptdr temelinde bir alt kategori olustururken, doniistiiriicii tipi elektrokimyasal,
optik, termal (kalorimetrik) ve piezoelektrik (kiitle tabanli) olabilmektedir (Kara ve
ark., 2004; Kara ve ark., 2010; Bulut, 2011; Kant ve ark., 2018; Ozer ve ark., 2022).
Dolayistyla biyosensorler, ana bilesenlerindeki (biyolojik algilayict ve sinyal
doniistiiriicii) cesitlilige istinaden smiflandirilmigtir. Bu calismada ise yalnizca

elektrokimyasal biyosensdrler ayrintili olarak incelenecektir.

1.2.1. Elektrokimyasal Biyosensorler

Cevirici kisimda elektrokimyasal yontemlerin kullanildigi biyosensorlere
“Elektrokimyasal Biyosensorler” adi verilmektedir (Aykut ve Temiz, 2006).
Elektrokimyasal biyosensorler basit ve gilivenilir olusunun yani sira hizli, pratik ve
diisitk maliyetli olmalar1 ile 6ne ¢ikmakta ve Ozellikle gidalarin kalite kontrolii,
cevresel test ve izlemeler ile saglik hizmetlerinde uygulama alani bulmaktadir
(Putzbach & Ronkainen, 2013). Bu alanlardaki yaygin biyosensor uygulamalari
orneklenecek olursa alg toksinleri (Vogiazi ve ark., 2019), bulasici hastaliklar (Alafeef
ve ark., 2020; Echeverri ve Orozco, 2022), kanser biyobelirtecleri (Dong ve ark.,
2021), niikleik asitler ve toksinler (Campas ve ark., 2012; Cui ve ark., 2023),
mikotoksinlerin (Dong ve ark., 2021) tespitinde 6ne c¢ikmaktadir. Ticari basartya
ulagabilmis olan bu biyosensorler, en yaygin biyomolekiiler elektronik cihazlar
arasinda yer almakta (Zhao ve ark., 2010) ve tasarimlarinda, biyolojik bilesenlerin
seciciligi ile elektroanalitik yontemlerin hassasiyeti birlestirilmektedir (Ronkainen ve
ark., 2010). Biyosensor teknolojisine dayali caligsmalar icerisinde elektrokimyasal
temelli tasarimlarin daha 6ne ¢ikmasinda, avantajli malzeme/tasarim alternatifleri de
etkili sayillmaktadir. Nitekim, tek kullanimlik grafit elektrotlar (kalem ucu elektrot:
PGE) bunun en iyi 6rnegi sayilabilir. PGE, diger karbon temelli elektrotlara kiyasla
daha ekonomik, ylizey parlatma gibi zaman alict islemleri gerektirmeyen, yliksek
algilama hassasiyetine sahip ve kullanimi kolay elektrokimyasal elektrotlardir. Tek
kullanimlik olan bu elektrotlarin elektrokimyasal modifikasyonu, diger modifikasyon
islemlerine gore daha basit ve az zaman alan bir stratejiye dayandigindan, gesitli
voltametrik tekniklerle ¢ok ¢esitli analitlerin belirlenmesinde genis kullanim alan
bulmaktadir. Bu c¢alisma elektrotlarinin da nanomalzemelerle modifiye edilmesi
sayesinde elektroaktif ylizey alani artirllmak suretiyle kimyasal analitin karakterize

edilecegi baglanma bolgesi sayisi ve hassasiyet arttirilabilmektedir (Yaman, 2022). Bir
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bagka deyisle, nano-biyoteknolojiden yararlanilan tasarimlar ile elektrokimyasal
biyosensorlerin analitik performansinin daha da artirillmis oldugu goriilmektedir
(Campas ve ark., 2012). Nitekim ette ve/veya balikta ksantin tayinine yonelik olarak
elektrokimyasal biyosensor tasarimlarinin daha baskin oldugu ifade edilebilir. Bu
durum, ozellikle elektrokimyasal biyosensorlerin daha hassas, basit, kompleks bir
ornek hazirlama siireci gerektirmeyen, hizli ve ekonomik tayinler yapilabilmesini
miimkiin kildigi, daha genis bir konsantrasyon araligi, diisik LOD (tespit limiti),
yiiksek hassasiyet ve segicilik saglanabildigi, bu yiizden daha fazla tercih edildigi
vurgulanarak acgiklanmaktadir (Dervisevic ve ark., 2015, 2019). Elektrokimyasal
biyosensorler, hizli ve spesifik bir analiz siirecinin yani sira ucuz, tasinabilir ve
minyatiirize edilebilir olmasi gibi 6zellikleri ile hizli taniya yonelik ¢ip tasarimlarinin
temelini olusturmaktadir. Bu amagla son yillarda, gida kalite ve giivenligine yonelik
hedeflenen analizlerde biyosensor teknolojilerine sik¢a bagvurulmaktadir.
Elektrokimyasal biyosensorlerin ¢alisma prensibi, immobilize edilen
biyomolekiil ile hedef analit arasindaki kimyasal reaksiyonlarin, reaksiyon ortami olan
cozeltinin elektrik akimi veya potansiyeli gibi Olciilebilir elektriksel 6zelliklerini
etkilemesine dayanmaktadir (Bahadir & Sezgintiirk, 2015). Bir baska deyisle
elektrokimyasal biyosensorlerin temeli, potansiyometrik, amperometrik veya
voltametri gibi farkli yontemler kullanilarak bir elektriksel 6zelligin (direng, akim,
potansiyel, kapasitans, empedans) Sl¢lilmesi iizerine kuruludur (Kivrak, 2019). Bu
kapsamda amperometrik, potansiyometrik, voltametrik, kondiiktometrik ve
impedimetrik biyosensdrleri iceren pek cok ceside rastlanmaktadir (Silva ve ark.,
2018). Amperometri, belirli bir potansiyeldeki akim giiciiniin 6l¢iilmesine dayanmakta
ve bu akim yogunlugu, calisan elektrotta oksitlenmis veya indirgenmis elektroaktif
tiirlerin derigiminin bir fonksiyonu olarak tanimlanmaktadir. Bagka bir deyisle, 2
elektrot arasinda gerilim uygulanmasiyla elde edilen akim o6l¢iilmekte ve islem
sonucunda elde edilen grafik, zamana kars1 akimin degisimini gostermektedir (Ozer,
2022). Potansiyometride, genellikle calisma elektrodu ve referans elektrot arasindaki
potansiyel farki ol¢iilmekte ve elektrot potansiyelinin belirlenmesi, dogrudan analit
derisimini tanimlamaktadir. Hava nemi ve belirli gazlarin derisiminin belirlenmesinde
ise  konduktometrik biyosensorler kullanilmakta olup amperometrik ve
potansiyometrik biyosensorlere gore daha az uygulama alanina sahip olsalar da
kondiiktometrik biyosensorler analiz esnasinda referans elektrot kullanilmamast,

diistik voltajda ¢alisilmasi ve 1518a duyarsiz olma gibi avantajlar sunmaktadir (Keskin
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ve Arslan, 2020). impedimetrik yontemlerde ise bir biyolojik elemanla kaplanmis olan
caligma elektrodunun analitle etkilesimi sonucu kapasitans ve elektrot-elektrolit ara
yiizeylerindeki elektron transfer kinetiginde meydana gelen degisikligin belirlenmesi
(impedans degerleriyle) esas alinmaktadir. Bu amagcla yararlanilan elektokimyasal
impedans spektroskopisi (EIS), sistemlerin kompleks elektriksel direnglerinin,
korozyon kinetiklerinin belirlenmesi, metal-elektrolit araylizeyinde meydana gelen
olaylarin karakterizasyonu ve miktarlarindaki degisimlerin analizini miimkiin
kilmaktadir (Kivrak, 2019). Sonug olarak transdiiksiyon (sinyal doniisiim) teknigine
ve kaydedilen sinyale gore birbirinden ayrilan tiim bu biyosensdrler, yiliksek 6zgiilliik,
diisiik tespit limitleri ve matris girisimini nispeten elimine etme gibi avantajlar
sunmaktadir (Zhang ve ark., 2018). Bu calismada yararlanilmis olan voltametrik

biyosensdrler ayrintili olarak ele alinacaktir.

1.2.1.1.Voltmetrik Biyosensorler

Voltametri, uygulanan anodik veya katodik potansiyelle ortaya ¢ikan akim
degisimini incelemekte olup uygulanan potansiyelin, elektrot yiizeyinde
elektrokimyasal indirgenme veya yiikseltgenme ile elektroaktif tiirlerin derisiminde
degisime neden olmasindan yola ¢ikilarak bu potansiyel ile derisim arasindaki iligkinin
incelenmesi bigiminde agiklanmaktadir (Oguz, 2018). Baska bir ifadeyle, voltametrik
teknik ile analitin kimyasal 6zellikleri potansiyel, akim ve zamanin bir fonksiyonu
olarak dl¢ctimlenmekte ve uygulanan gerilimin 6lgiilen akim degerlerine kars1 grafigi
olarak elde edilen voltamogramlarda, ¢alisma elektrodu ve analitin elektroaktivitesine
bagli olarak meydana gelen redox (oksidasyon-rediiksiyon) reaksiyonlar1 sonucu akim
pikleri kaydedilmektedir. Bu piklerin genisligi ve yiiksekligi gibi nicelikler, analitin
elektrokimyasal 0Ozelliklerini yansitmakta olup, s6z konusu reaksiyon ¢alisma
elektroduna ait gerilim araligmin belirli bir noktasinda gerceklestigi i¢in piklerin
konumlar1 da maddelerin taninmasinda 6nem tagimaktadir. Bu nedenle voltamogram,
cozeltideki elektroaktif maddelerin nitel ve nicel Ozelliklerini yansitmaktadir
(Cetintas, 2013). Literatiirdeki biyosensor calismalari incelendiginde, voltametrik

tekniklerin genis uygulama alanina sahip olmasi, asagidaki unsurlara dayanmaktadir:

e Hem organik hem de anorganik tiirler i¢in genis bir konsantrasyon araliginda
tistiin duyarhik (10712-10"! M)
¢ Genis sicaklik aralig1

e (Cesitli analitlerin es zamanli tayini
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¢ Diisiik miktarlarda numune gereksinimi (Sahin, 2017).

Voltametri, spesifik analitler ile bir elektronik iletken (¢alisma elektrodu) arasinda
degis tokus edilen elektronlarin enerjisinin 6l¢iilmesine dayali bir teknik oldugundan,
calisma elektrodunun dogasi bu elektrokimyasal teknikte ¢ok ©nemli bir rol
oynamaktadir. Basta soy metaller, civa veya karbon gibi malzemelerden olusan
caligma elektrotlari, voltametrik ¢alismalarin ¢ogu i¢in uygun bulunmaktadir. Mikro
mol diizeyinde veya daha diisilk konsantrasyonlardaki analitlerin voltmetrik
Olgtimlerinde, iistiin iletken ve kimyasal 6zelliklere sahip malzemelerle modifikasyonu
gerceklestirilmis olan ¢alisma elektrotlar: kullanilmaktadir. Dolayisiyla son 20 yilda,
voltametrik deneylerde kullanilan elektronik iletkenlerin yiizeylerini gelistirmek igin
metaller (Au, Ag, Pt gibi), metal oksitler (Fe2O3, A1,O3, CuO, CoO, MoO3, Bi,03) ve
farkli karbon malzemelerden (¢cok duvarli ve tek duvarli karbon nanotiipler) tiiretilen
nanopartikiiller, yaygin olarak kullanilmakta ve Onemli kimyasal, fizyolojik
bilesenlerin tayinine yonelik voltmetrik sensorlerin tasariminda yer almaktadir

(Gulaboski, 2022).

Elektrokimyasal biyosensdrlerin bir tiirii olan voltametrik sensorler, bu gruptaki
bir diger tiir olan amperometrik biyosensorler ile benzer sekilde ti¢lii elektrot sistemi
ile caligmaktadir. Bu sistem, analitin algilandig1 calisma elektrodu, akim kaynagi
olarak karsit elektrot ve potansiyelin uygulandig: bir referans elektrodu icermektedir.
Amperometrik  biyosensorlerde  sabit  potansiyel uygulanirken  voltmetrik
biyosensorlerde uygulama potansiyeli degiskendir. Sonug itibariyle, uygulanan
potansiyel altinda ¢aligma elektrodu yiizeyinde meydana gelen kimyasal reaksiyonlara
bagli akim sinyalleri olugmakta ve analit tayin edilmektedir. Voltmetrik
biyosensorlerde degisken potansiyel uygulamasi (diferansiyel puls voltametrisi),
dongiisel voltmetri, diferansiyel puls voltametrisi, kare dalga voltametrisi, anodik strip
voltametrisi gibi tekniklere dayali alt kategoriler bulunabilmektedir (Wu ve ark.,
2023). S6z konusu teknikler igerisinde, bu ¢alismada yararlanilmis olan diferansiyel
puls voltametrisinin agiklanmasi yerinde olacaktir. Diferansiyel puls voltametrisinde
calisma elektroduna uygulanan gerilim, elektroaktif maddenin indirgenme veya
yiikseltgenme gerilimine ulastiginda, elektrot yiizeyindeki maddenin ¢ok hizli
tilketilmesi ile akimda artisa yol agmast ve bu durumda elektrot yiizeyi ile ¢ozelti

arasinda olusan derisim farki sonucunda ¢ozeltiden elektrot yilizeyine difiizyonla kiitle
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transferinin gerceklesmesi fakat difiizyonla kiitle aktarim hizinin elektron aktarim
isleminin hiz1 ile yarisamamasi nedeniyle akimdaki {istel diisiisiin pik seklini
olusturmasina dayanmaktadir. Bu gerilim-akim cevap grafikleri de voltamogram
iizerinde incelenerek yorumlanmaktadir (Ayranci, 2013). Literatiirde, balikta tazeligin
de dahil oldugu ¢esitli gida analizleri ve diger farkli alanlara yonelik tasarimlari da
kapsayan c¢ok sayida voltametrik biyosensor ornegi bulunmakta, bu biyosensorlerin
oldukc¢a hassas ve hizli tayinleri miimkiin kildig1 6ne stiriilmektedir (Zhang ve ark.,

2019; Khan ve ark., 2020; Zhu ve ark., 2021).

1.3. Nanomateryallerin Tanim ve Genel Ozellikleri

Nanomateryaller, nano 0Ol¢ekli tek ya da cok boyutlu malzemeler olarak
tanimlanmakta (Li ve ark.,, 2019) olup numune hazirlama ve konsantrasyon,
biyoajanlarin immobilizasyonu ve sinyal gelistirme gibi ¢esitli amaglar dogrultusunda
kullanilmaktadir. Bu c¢ok yonlii islevsellik, nanomateryallerin benzersiz
elektrokatalitik 6zellikleri, giiclii adsorpsiyon kapasitesi, genis yiizey alani ve kolay
yilizey modifikasyonu sayesinde saglanabilmekte ve kararlilik, hassasiyet ve segicilik
acisindan performansi artirmaktadir (Curulli, 2020). Bunun dogal bir sonucu olarak
son yillarda analitik performansi, saglamligi ve mekanik kararliligi gelistirilmis
biyosensorler liretmek icin nanomateryaller biiylik ilgi gormektedir (Lawal ve
Adeloju, 2012). Ayrica biyosensorlerin, kullanim alanindan bagimsiz olarak miimkiin
mertebede minyatiirize edilmesi hedeflenmektedir. Ciinkii biyosensdr boyutunun
mikro veya nano Olgege indirgenmesi, daha iyi bir sinyal/giiriiltii oraninin elde
edilmesini ve daha kii¢iik hacimlerde numuneler ile ¢alisabilmeyi miimkiin kilmakta,
bu da maliyeti diistirmektedir. Nano 06l¢ekte ise aktif alanin yilizey/hacim oraninin
artmastyla, ¢aligma elektrodu boyutlar1 analitinkiyle kiyaslanabilir diizeye inmektedir.
Bu durum, tam da istenildigi gibi hem spesifik olmayan baglanmanin (girigim)
azalmasiyla hem de hedef molekiile baglanma etkinliginin artmasiyla
sonuglanmaktadir. Bu  baglamda  gelistirilmeye c¢alisilan  nanosensorler,

nanomateryallere olan ilgiyi ve ¢alismalart da artirmistir (Bhalla ve ark., 2016).

Sonu¢ olarak, nanoteknolojik malzemeler ve yaklasimlarin biyosensor

teknolojisindeki yeri asagidaki unsurlara dayandirilmaktadir:
. Biiyiik boyutlu yapilar yerine nano boyutlu yapilarla ¢aligma imkan,

. Nano yapili malzemelerin sagladig: yiiksek duyarlilik,
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. Biyosensorlere nano yapili elektronik parcacik entegrasyonu ile bellek

ve islem yeteneginde artis,

. Karmagik yapili nano molekiillerin analizinde kolaylik ve ¢ok cesitli

analitlerin tespiti (¢esitli kimyasal ajanlar, mikroorganizmalar, mineraller, vb.)

. Yiiksek ylizey alani/hacim oranina sahip liflerin kullanimi sayesinde

analiz performansinda artis,

. Daha az enerjiye gereksinim,

. Difiizyon probleminin giderilmesi,

. Biyosensoriin daha uzun 6miirlii olmasini saglama,

. Canli hiicrelere zarar vermeksizin ¢alisma imkani (Tiiylek, 2017).

1.3.1. Nanomateryallerin Simiflandirilmasi

Nanomateryaller, olusum temeline gore ¢esitli gruplara ayrilmaktadirlar. Bu
simiflandirma metal, metal bilesigi, karbon ve nanokompozit bazli nanomalzemeler
olmak {izere dort ana grup icgerirken (Liu ve ark., 2021), kategoriler karbon
nanomalzemeler, metal oksit nanopartikiiller, metal-organik ¢erceveler (MOF'lar) ve
iletken polimerler olarak da siralanabilmektedir (Dervisevic ve ark., 2019-derleme).
Bununla birlikte, Arduini ve ark. (2020), sadece iki kategori iceren daha basit bir
smiflandirma yaparak nanomateryalleri karbon bazli (karbonlu) nanomalzemeler ve
karbon igermeyen nanomalzemeler olarak ayirmistir. Boyut bakimindan ele
alindiginda, nanomalzemeler sifir boyutlu (0D) nanopartikiiller (NP'ler, nanodotlar),
tek boyutlu (1D) nanorodlar (nanoteller ve nanotiipler igeren), iki boyutlu (2D)
nanoyapraklar ve ii¢ boyutlu (3D) metal organik ¢erceveler (MOF'lar) gibi formlarda
kullanilabilmektedir (Yang ve ark., 2016). Literatiirde bu nanomalzemeler ile yapilan
cok sayida arastirmaya rastlanmakta olup her birinin spesifik bir amag¢ ve tasarim

dogrultusunda tercih edildigi anlasilmaktadir.

Nanomateryaller, 0zellikle bircok yeni elektrokimyasal biyosensor
uygulamasinin ¢ikis noktasi konumundadir. Biyosensor cihazlarinin yapiminda
kullanilan nanoyapilar boyut (1 ila 100 nm), sekil (nanopartikiil, nanotiip, nanorod,
nanotel, nanolif, nanoplaka gibi), kimyasal yap1 (karbon bazli malzemeler, metaller,

metal oksitler, polimer oksit gibi) ve fizikokimyasal 6zellikler (elektronik, optik,
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manyetik, mekanik, termal) bakimindan ¢esitlilik gostermektedir. Nanomalzemeler,
biyosensor yapiminda efektif ve stabilize edici platformlar olma islevinin yani sira
kiigiik boyutlar1 ve genis yiizey alani, yliksek reaktivite, kontrollii bir morfoloji ve
yapida olmalari, biyo-uyumluluklar1 ve bazi durumlarda elektrokatalitik 6zellikleri
sayesinde, gelisen sensor teknolojisinin bir parcast haline gelmistir. Sinyal
doniistliriiciiniin nano Olcekte yapilandirilmasina katki saglamasiyla biyomolekiil
immobilizasyonu i¢in mevcut toplam yiizeyin artirilmast ve bdylece sensor
etkinliginin artmasi da miimkiin olmaktadir. Nanomalzemelerin sensor yapilarina
dahil edilmesiyle kiitle aktarimi1 ve etkilesimin hizlanmasina bagli olarak sinyal
iiretiminin de hizlanmas1 ve ¢ogalmasi, dolayisiyla sensoriin cevap siiresinin kisalmasi
miimkiin olmaktadir (Sapountzi ve ark., 2017).

Malzemenin tiirii baz alinacak olursa, nanomateryal ¢esitleri arasinda karbon
bazli olanlarin c¢esitli avantajlar dogrultusunda ragbet gordiigii anlagilmaktadir.
Ornegin grafen, yiiksek elektron transfer kabiliyeti ve spesifik yiizey alan1 nedeniyle
cokca tercih edilmektedir. Grafen, karbon atomlarinin tugla gibi oriildiigli goriinimii
andiran, saf bir karbon formu olmakla beraber bu yapi, grafene olaganiistii kimyasal
ve fiziksel Ozellikler kazandirmaktadir. Grafenin oksitlenmis formu olan grafen
oksidin kesfi de, diger arastirma alanlarinda oldugu gibi biyosensor tasariminda da
yeni ufuklar agmig durumdadir. Dolayisiyla grafen, grafen oksit (GO) ve indirgenmis
grafen oksit (rGO) formlarinda kullanilabildigi gibi, metal oksitler (ZnO nanorodlar),
metalik nanopargaciklar (Au), pirol, karbon nanotiipler vb. ile birlikte de
kullanilabilmektedir (Arduini ve ark., 2020). Bu sekilde iiretilen biyosensorler, eski
tasarimlara kiyasla daha diisiik tespit limitlerine (LOD) inilebilmesini saglamakta ve
tek bir molekiiliin tespitine bile olanak tanimaktadir (Bhalla ve ark., 2016). Karbon
bazli nanomateryaller ayrica, sahip oldugu giiglii katalitik etkiyle, redoks
reaksiyonlarinda sensoriin elektrokimyasal tepki sinyalini 6nemli 6l¢iide artirabilecegi
gibi essiz biyouyumlulugu ile biyomolekiillerin aktivitesini koruyarak numunelere
zarar vermeksizin algilama islemini gergeklestirebilmektedir. Sensér minimum
hacimde fakat genis spesifik ylizey alanina sahip, yiiksek mukavemetli ve kimyasal
ozellikler bakimindan kararli olabilmektedir. Elektrot ylizeyini ve enzimin aktif
bolgesini baglamak i¢cin molekiiler bir tel olarak kullanilabilmek suretiyle protein ve
enzimlerin baglanmasi kolaylagsmakta ve elektron transfer yetenegi yiiksek olmakta,
bir reaksiyon ortami1 saglanmadan dogrudan elektrokimyasal tespit yapilabilmektedir.

Tiim bu avantajlara karsin, yaygin olarak kullanilan karbon nanomateryallerin bazi
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kusurlari da mevcuttur. Ornegin karbon nanotiipler (CNT) kivrilmaya ve/veya
birbirine yapismaya meyilli olsa da bir¢cok bilimsel arastirma ve tasarimda
kullanilmaktadir (Liu ve ark., 2020). CNT, 1991 yilinda kesfedilmis ve CNT, Sp2
karbon birimlerinden olugan 1D yapiya sahip grafitik karbonun igne benzeri tiipleri
olarak tarif edilmektedir. Bu yapilar tek veya ¢ok duvarlikatmanli (multi walled)
formlarda olabilmekte, sahip olduklar1 genis yiizey alani, biyomolekiiller de dahil
olmak tiizere diger malzemelerin immobilizasyonu i¢in CNT’leri uygun kilmaktadir.
Ote yandan, bu iki nanomalzeme (CNT'ler ve GO) bir araya getirilerek miikemmel
iletkenlige ve suda ¢oziliniirliige sahip hibrit bir nanokompozit olusturulmustur (Huang
ve ark., 2014). Karbon siyaht (CB: carbon black) da, analiz Oncesi 6n islem
gerektirmeyerek avantajli konumda olan, diisiik maliyetli bir bagka nanomodifikasyon
materyali olarak gosterilmektedir. Karbon bazli nanomateryalleri, farkli formlardaki
ornekleri ile (kiiresel, tlibliler ve/veya fibriler manyetik karbon yapilar gibi)
cesitlendirmek miimkiindiir ancak 6nceden belirtildigi gibi bu nanomateryallerin
cesitli dezavantajlart da goz ardi edilmemektedir. Ornegin grafen tabakalarin
kullaniminda katmanlar arasinda, karbon kuantum noktalarinda ise nanoyapi
ozelliklerinin kaybu ile topaklanma egilimi s6z konusu olabilmektedir. Buna ek olarak,
karbon nanomateryallerin sensoriin ¢oziiciisiindeki dagilabilirligi elektrokimya
alanindaki uygulamalarini sinirlayan 6nemli bir etken konumundadir. Bu nedenle
maliyet, saflagtirmada karsilasilan sorunlar ve kontrollii sentez gibi unsurlar iizerinde
daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigi one siiriilse de (Liu ve ark., 2020), mevcut
durumda karbon bazli nanomateryallerin avantajlariin muhtemelen daha baskin
oldugu anlasilmakta ve bu malzemelerin kullanimina dayanan ¢ok sayida
elektrokimyasal biyosensor ornegi ile karsilasilmaktadir. Liao ve ark. (2020),
polidopamin (PDA) ile modifiyeli elektroegirilmis karbon nanoliflere enzim (XOD)
immobilize ederek gelistirdigi elektrokimyasal biyosensor ile insan goziinlin camsi
cisim tabakasinda hipoksantin tayini gerceklestirebilecek ve bdylece adli vakalarda
kullanilabilecek bir biyosensor tasarlamigtir.

Ote yandan, karbon icermeyen nanomalzemeler soy metal bazli (Au, Ag, Cu,
Pt) nanopargaciklar, inorganik kristaller, oksitler, yar1 iletkenler vb. kaynakl
olabilmekte ve kan, idrar ve yiizey sular1 gibi karmasik matrislerde bile sensor
performansinin artirtlmasinda énemli bir rol oynamaktadir (Arduini ve ark., 2020).

Metal veya seramik nanopartikiill modifiyeli nanolifler, yar1 iletken ve metal
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ozelliklerine sahip polimer ve polimer modifiyeli nanolifler ile de alternatifler
cogalmaktadir (Liu ve ark., 2020).

Inorganik gruba giren metal veya metal oksit pargaciklarin gesitli malzemelerle
nanobilesimler olusturarak film haline getirilmesi ile elde edilen pek ¢ok biyosensor
caligmast var olmakla beraber, bunlardan bazilarinda elektroegirme tekniginden de
yararlanildig1 goriilmektedir. Nitekim Ostermann ve ark. (2011)’nin ¢aligmasinda,
elektroegirme teknigi ile diizgiin bir nanopartikiil 6n olusumu saglanarak yiizey alani,
porluluk o6zelligi ve islerligi daha gelismis, diizenli yapida metal-organik nanolifler
yardimiyla yiiksek performansli olglimler yapilmistir. Metal oksit nanoliflerin
(MONF) kullanildig1 tasarimlarin genel avantajlar1 incelendiginde, bunlarin kiiciik
boyutlu ve genis bir partikiil dagilimi ile aktif yiizey alani/hacim, atomik titresim
diizeyi, elektron alikonmasi, ylizey reaksiyonu, katalitik aktivite, adsorbsiyon
kapasitesini artirarak performansi olumlu etkiledigi ifade edilmektedir. Bir baska
deyisle, yar1 iletken MONF’in pordz kristal yapisi, etkilesim reaksiyonu kosullar
acisindan olduk¢a uygun bir ara yiliz olusturmaktadir (Mondal ve Sharma 2016;
Mercante ve ark., 2017). Metal oksit kullanarak yapilan arastirmalara 6rnek olarak
Lavanya ve ark. (2016), elektrokimyasal uygulamalarda metal oksit iceren
nanomateryaller kullanilmasini, kimyasal olarak yiiklenme ve kompozit olusumuna
elverisli olmalar1 sayesinde elektrokatalitik 6zelliginin gelismis olmasina dayandirarak
Co-Ce20 modifiyeli camst karbon elektrot (GCE) ile hipoksantin, ksantin ve iirik
asitin eszamanli olarak tayinini saglayan ultra hassas bir elektrokimyasal sensor
geligtirmistir. Balik etinin tazeligini belirlemek amaciyla {iretilen bir bagka
elektrokimyasal biyosensor tasariminda (Devi ve ark., 2011), metal oksit (¢inko oksit)
nanopargcaciklar ile polipirolden tiretilen nanokompozit bir film kullanilmak suretiyle
amperometrik ksantin tayini yapilmis ve biyosensoriin performanst 0.8 pM -40 uM
lineer aralik, 0.8 uM (S/E=3)’lik tespit limiti olarak kaydedilmistir. Reza ve ark.
(2014)’nin manganez oksit (Mn3O4) ve kitosan nanokompozit yapisima XOD
immobilizasyonu ile gelistirdigi elektrokimyasal biyosensor de, bir diger Ornek
caligmadir. S6z konusu ornekler cogaltilabilmekle beraber, bu ¢aligmalarin bir ortak
noktasinin XOD kullanim1 oldugu dikkat ¢ekmekte, balikta tazeligin belirlenmesine
yonelik tasarimlarda yaygin bir uygulama olan enzim kullanimina karsilik biyoajan
kullanilmaksizin (non-enzimatik) gelistirilen biyosensor 6rneklerinin de var oldugu ve
basarili sonuglar alindig1 goriilmektedir. Stiphesiz, enzim kullanilmayan tasarimlarin

ortaya c¢ikisi, enzim kullanimina bagli ¢esitli sorunlarin eliminasyonuna dayali
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olmustur. Nitekim, enzim kullanimindan kaynakli baslica sorunlar tekrar
kullanilabilirlik, stabilite, immobilizasyon islemine bagli aksakliklar, maliyetli ve
karmasgik iiretim agamalar1 seklinde siralanabilir (Li ve ark., 2015; Zhu ve ark., 2019).
Ayrica biyoalgilama materyalleri genel olarak zamanla 1s1, nem, pH ve diger
faktorlerden etkilendigi i¢in kullanim Omiirleri acisindan da kritik bir durum soz
konusudur (Tiylek, 2017). Buradan hareketle XOD kullanilmayan c¢aligmalar
orneklenecek olursa, Tang ve ark. (2011)’nin ette ksantin tayinine yonelik olarak
gelistirdigi elektroegirilmis karbon nanoliflerle modifiyeli karbon pasta elektrot
elektrot (CNF-CPE) ile ¢alisan 0.03-21.19 uM (R = 0.9992) lineer aralik ve 20 nM’lik
(S/N = 3) tespit limitine sahip enzimatik olmayan elektrokimyasal biyosensoriiniin
klinik ¢aligmalar i¢in de uygun oldugu kaydedilmistir. Enzimatik olmayan bir bagka
caligma ise lrik asit tayinine yonelik olarak gelistirilen, karbon nanotiip iyonik-sivi
macun elektrodun elektropolimerizasyon ile poli(B-siklodekstrin) modifikasyonundan
iiretilen elektrokimyasal (voltametik) biyosensor ¢alismasi olup LOD= 0,3 uM (S/N =
3) ve lineer aralik 0,6-400 puM ile 0,4-1 mM olarak kaydedilen hassas bir tayin
saglanabilmistir (Li ve ark., 2015). Ibrahim ve Temerk (2016) ise bor (B) katkili CeO
nanokiipler ile modifiye edilmis camsi karbon mikrokiirecikli pasta elektrot
gelistirerek elde ettigi elektrokimyasal sensor ile nano molar (nM) diizeyinde Hx ve
Xn tayinlerini miimkiin kilmistir.

Bu calismalardan ayrica, literatiirde et, balik ve diger deniz iirlinlerinde tazeligi
belirlemek amaciyla nanomateryallerle modifiye edilmis elektrotlarin kullanildig:
elektrokimyasal biyosensor ¢aligsmalarinin ksantin, hipoksantin ve tirik asit disindaki
tazelik indikatorlerinin tayinini de miimkiin kilarak c¢esitlendigi goriilmektedir.
Ornegin, Ye ve ark. (2017) tarafindan nanogdzenekli aliimina membran bazli ve
manyetik nanoparcacik destekli empedans immiinosensdr tasarimi, histamin tayinine
yonelik olarak gelistirilmis ve 6zellikle histidin aminoasidi bakimindan zengin olan
kirmiz1 etli baliklarda hassas bir tayin gergeklestirilmesini miimkiin kilmistir. Ote
yandan, tazelik indikatorlerinin niteligine gore tasarimin formatt da
cesitlenebilmektedir. Yani ugucu aminlerin olusumu, hidrojen siilfiiriin agiga ¢ikmasi
veya buna baglhh pH degisimlerinden yola c¢ikilarak tazeligin belirlenmesi
amaclandiginda nanomateryallerin kullanim sekli de degismektedir. Ornegin, farkli et
ve et drlnleri icin gelistirilen metal nanopartikiillerin ¢esitli matrikslere
hapsedilmesiyle iiretilen kolorimetrik sensorler, akilli ambalaj teknolojisine entegre

olmustur. Tavuk etinde ger¢ek zamanli bir izleme i¢in giimiis (Ag) nanopartikiillerin
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kullanildig1 gellan gam bazli kolorimetrik hidrojen siilfiir sensorii (Zhai ve ark., 2019)
veya Zhai ve ark. (2020a)’1n, agar (AG), antosiyanin (AN), gellan gam (GG) ve TiO»
nanopartikiillerinden ¢ift katmanl filmler halinde iirettigi sensdrler, bu kapsamdaki
orneklerdendir (Ozkaya ve ark., 2021).

Bu caligmada ise tazelik indikatorii olarak ksantin, hipoksantin ve {irik asit es
zamanl tayin edilmesine yoOnelik sensor yiizeyi elde etmek amaciyla kalem ucu
elektrotlarin poliakrilonitril (PAN) nanolifler ile nanomodifikasyonu gerceklestirilmis

ve bu nedenle PAN ile ilgili daha ayrintili bilgi sunulmustur.

1.3.2. Poliakrilonitril (PAN) Nanolifler

Poliakrilonitril (PAN), yiiksek gerilme mukavemeti, termal ve mekanik
stabilitesi, ¢oOziiciiler ve asinmaya karsi direnci nedeniyle en c¢ok kullanilan
polimerlerden biridir. Bu yalitkan nanolifleri elektrot malzemesi olarak kullanmak i¢in
gerekli iletkenligi saglamak amaciyla tavlama islemi ve sonrasinda karbonizasyon
uygulamasinin yan1 sira metalik kaplamalar veya metal nanopartikiiller, karbon
nanoyapilar gibi iletken takviyeler kullanilabilir (Bourourou ve ark., 2015).

Bunlar arasinda PAN (poliakrilonitril) elektrospun nanolifler ile ilgili
caligmalar, kompozit malzemeler ve yesil teknolojilerden enerji depolama sistemlerine
kadar genis bir uygulama yelpazesini kapsayarak biiyiik bir potansiyele sahip oldugu
goriilmektedir. PAN nanolifler, biyolojik 6rneklerin analizine yonelik olarak iiretilen
elektrotlarin modifikasyonunda da kullanilmaktadir. Elektrot tasarimlarinda, PAN'n
fonksiyonel bir polimer olarak iki farkli gorevde kullanildig1 belirtilmektedir.
Bunlardan biri, reaksiyon indiikleyici (tetikleyici/baslatic1) olarak kullanilmasi ve ¢ok
cesitli Nanomateryallerle biyosensér yapisinin olusturulmasidir. PAN nanoliflerin
diger islevi ise bir reaksiyon plakasi gorevi goérmesi, yani analite duyarli maddelerin
s0z konusu nanoliflere yapisip birikerek kimyasal modifikasyonun ardindan elektrot
yiizeyinde sensor 6zellikleri kazanmig bir kompozit film olusturmasidir (Liu ve ark.,
2020).

Poliakrilonitril (PAN), nanomalzemeler ile yapilan ¢esitli uygulamalar
kapsaminda sik¢a calisilmis olan ¢ok yonlii bir polimerdir. PAN’in, piroliz ve
elektroegirme gibi islemler yoluyla karbon bazli nanomalzemelerin sentezinde bir
oncii madde olarak kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir. Ornegin, PAN nanolifleri,
atik sudan bakir iyonlarinin adsorbe edilmesine yonelik uygulamalarda MgO ile

beraber basarili bir sekilde kullanilmistir (Zhou ve ark., 2022). Bir bagka ¢alismada,
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giimiis-ZnO heteronanoyapilarla islevsellestirilmis PAN tabanli nanoliflerin gelismis
antibakteriyel 6zellikler gosterdigi ortaya konmugstur (El-Samak ve ark., 2021). PAN,
cesitli nanokompozit malzemelerin yapiminda da kullanilmigtir. Olaganiistii
adsorpsiyon ve fotodegradasyon yetenegine sahip PAN-TiO» nanomembranlarin
sentezi, son donemde PAN ile yapilan 6nemli ¢aligmalardandir (Noah, 2023). PAN
ayrica, nanoliflerin mekanik o6zelliklerini gelistirmek icin karbon nanotiiplerle
birlestirilebilmektedir (Ebadi ve ark., 2016). PAN bazli karbon nanoliflerin, benzersiz
ozellikleri nedeniyle sensor uygulamalarindaki kullanim potansiyeli de Onemle
vurgulanmaktadir (Homaeigohar, 2020). Enerji cihazlar1 alaninda, PAN bazli karbon
nanolifler yiiksek yiizey alanlar1 ve ¢esitli alanlardaki potansiyel uygulamalari
nedeniyle ilgi ¢ekmistir (Huang ve ark., 2019). PAN ayrica siiperkapasitorler i¢in
elektrot malzemelerinin gelistirilmesinde de kullanilmis ve enerji depolama
uygulamalarindaki ¢ok yonliiliigiinii gostermistir (Cherusseri ve ark., 2019). Genel
olarak, PAN tabanli nanomalzemeler iizerine yapilan ¢ok cesitli caligmalar, PAN'in
cesitli nanolif ve nanokompozit uygulamalari i¢in bir Oncli olarak Onemini
vurgulamakta ve kataliz, antibakteriyel oOzellikler, cevresel iyilestirme, sensor
teknolojisi ve enerji depolama cihazlarindaki potansiyelini ortaya koymaktadir. Bu
potansiyelin ortaya ¢ikarilmasinda ise bazi yardimci teknolojilerden yararlanilarak
daha tistlin performans saglanmaya calisilmaktadir. Bu teknolojilerden elektroegirme,
ayrintili bicimde ele alinacak olup baligin tazelik kriterlerinden olan ksantin,
hipoksantin ve iirik asidin es zamanli tayinine yonelik gelistirilecek olan
elektrokimyasal biyosensor tasariminda performans kriterlerini (secicilik, hassasiyet,
maliyet, vb.) olumlu etkileyecegi oOngoriilen PAN nanoliflerin iiretilmesinde

kullanilacaktir.

1.4. Elektroegirme Teknolojisi ve Temel Prensipleri

Elektroegirme (EE), nanoteknoloji tabanli bir yaklasim olarak eriyik egirme,
cozelti egirme ve emiilsiyon egirme de dahil olmak iizere nano/ mikro dlgekte siirekli
ve diizglin yapili lif {iretimi i¢in kullanilabilecek tiim egirme yontemlerinin en iyisi
olarak kabul edilmektedir (Aliheidari ve ark., 2019). Sensor tasarim uygulamalarinda
ve Ozellikle elektrot nanomodifikasyonu ve/veya reaksiyon arayiizii iiretimi igin
kullanilan destekleyici bir teknik konumundadir. Elektroegirmenin prensibi, bir

polimer ¢dzeltisinin bir enjeksiyon sisteminden piskiirtilerek maruz birakildigi
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yiiksek voltajli bir elektrik alaninin etkisi altinda ¢ok kii¢iik fiber yapilarin olusmasina
dayanmaktadir. Elde edilen nanoliflerin gozenekliligi ve yiizey alani artmaktadir. Bu
da, biyosensor teknolojisi agisindan son derece dnemli olan etkilesim alaninin temas
noktalar1 boyunca homojen bir sekilde artmasi anlamina gelmektedir. Ayrica nanolif
ylizeyinin grafen, karbon nanotiipler, nanoparcaciklar gibi ¢esitli nanomateryallerle
islevsellestirilerek amaca gore Ozellikleri 1iyilestirilmis nanoyapilar halinde
kullanilmasima da olanak tanimmaktadir. Yontemin en 6nemli avantaji, liflerdeki
gelismis gozenek yapist ile elektrospun (elektroegirilmis) nanolif kapli elektrotlara
temas edecek olan analit ¢ozeltisine karsi kiitle transfer direncinin azalmasi olarak
aciklanabilir (Mercante ve ark., 2017). Tasarima yardimci olan bu teknoloji ile iiretilen
nanoyapilar literatiirde “elektrospun” olarak adlandirilmaktadir. EE ile nanolif iiretimi,
gbzenek geometrisinin dngoriilebilir, tek tip ve amaca uygun olmasini saglamakta ve
bu amagla cesitli malzemelerden (polimerler, inorganik nanopartikiiller, C
nanoyapilar) istenilen c¢apta ve yiiksek etkilesim Ozelliklerine sahip nanolifler
iiretilebilmektedir. Genel olarak, ES nanoliflerin ¢apt min 10 nm'den birka¢ mikrona
kadar degisebilmekte ve islem parametrelerine (polimer konsantrasyonu, uygulanan
elektrik alan1 ve ¢ozelti akis hiz1) bagli olmaktadir. Son yillarda, bu teknik kullanilarak
cesitli elektrot tasarimlar1 gerceklestirilmistir (Marega ve ark., 2015; Aghaei ve ark.,
2020). Hatta, elektrospun nanoliflerin doniistiirme hizinin da oldukga yiiksek olmast,
reaksiyonu ¢ok daha hizlandirmanin yani sira uzun 6miirlii ve kararli olmasi sayesinde
biyosensor tekrar kullanilabilirlik 6zelligi kazanmaktadir (Liu ve ark., 2020).
Elektroegirme, esasen igneli ve ignesiz olmak iizere iki sekilde uygulanabilen
bir tekniktir. igneli elektroegirmede, ignenin tikanmasi ve buna bagli sorunlarin ortaya
cikabildigi fakat daha diisiik voltajlarda gerceklestirilebilen, daha ince, daha homojen
yapida nanolif {iretimini miimkiin kilmaktadir. ignesiz elektroegirmede ise daha kalin
ve homojenligi diisiik nanoliflerin daha yiiksek verimlilikte ve daha yiiksek uygulama
voltajlarinda elde edildigi ifade edilmekle beraber, her iki teknigin de farkli uygulama
alanlarinda yer buldugu ifade edilmektedir (Liu ve ark., 2020). Elektroegirme ile ilgili
olarak son yillarda, oOzellikle islem parametreleri, sistem parametreleri ve
karakteristiklerine yonelik yaymlarin arttigt gézlenmekte ve buna paralel olarak
nanolif tiretimleri daha da iyilesmektedir. Bu da, elde edilen nanoliflerde daha iyi bir
yapisal morfoloji, kontrollii ve homojen nanolif ¢caplar1 ve hatasiz lif yiizeyleri (boncuk
olugsmamasi) seklinde yansimaktadir (Jacobs ve ark., 2010). Buradan hareketle nanolif

Ozelliklerini etkileyen baslica faktorler ele alinacak olursa; kullanilan ¢dzeltinin
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ozellikleri, akis debisi, uygulama voltaji, sicaklik, ignenin boyutu ve toplayiciya
(kolektor) uzakligi, ayrica toplayicinin sekli, boyutu ve tipi seklinde siralanabilir. S6z
konusu faktorlerin aciklanmasina ¢ozelti 6zellikleriyle baglamak gerekirse, bu islemde
viskoelastik bir ¢ozelti (polimer bazli) kullanilmakta ve ¢ozeltinin 6zellikleri, olusacak
lif yapisi, gozenek boyutu ve seklini etkilemektedir. Cozeltinin viskozitesi, esnekligi
ve yiizey gerilimi gibi parametreler, degisen polimer ve c¢oziicli oranlariyla
ayarlanabilmekte, dolayisiyla konsantrasyon Onemli bir parametre konumuna
gelmektedir (Aliheidari ve ark., 2019). Nitekim ¢ozelti konsantrasyonunun artmasiyla
viskozite de arttigindan, ¢ézeltideki polimer zincirlerinin ve egrilmeye kars1 gosterilen
direncin artmasina bagli olarak elektroegirme islemi daha kalin lif olusumuyla
sonuclanmaktadir (Jacobs ve ark., 2010). Buna karsilik, viskozite diistiikce lif
olusumunda stireklilik azalmakta ve boncuklanma olasilig1 artmaktadir. Kullanilan
polimerin tiirii de basli basina bir etken olup diisilk molekiil agirlikli polimer
kullaniminda, daha kisa ve boncuklanabilen lifler genis bir alana yayilirken, yiiksek
molekiil agirlikli polimer ¢ozeltilerde bunun aksine daha dar bir alana daha kalin lifler
atilmaktadir. Bu esnada sicaklik ne kadar yiiksekse, o dlclide viskoziteyi diisiirerek
daha ince ve homojen yapili lifler elde edilebilirken, sicakligin diismesi igne ucunda
ttkanmaya dahi neden olabilmekte ve artan viskozite nedeniyle daha kalin lifler
olusmaktadir. Nem de olusacak nanolifler iizerinde etkin faktorlerden biri olarak
sayllmakta, nemin diisiik olmasinin kirik lifler ve igne ucunda tikanmalara neden
olabilecegine, nemin yiiksek olmasinin ise islem seyrinin spreylemeye donmesi ve yas
liflerin olugmasiyla sonu¢lanacagina dikkat ¢ekilmektedir (Aliheidari ve ark., 2019).
Sicaklik ve nemin yani sira bir diger 6nemli islem parametresi de uygulama
voltajidir. Voltaja bagli olusan elektrik alanin etkisiyle c¢ozeltide indiiklenen
(tetiklenen) elektrostatik kuvvet, c¢ozeltinin ylizey gerilimi ve viskoziteye bagh
direncini kirdig1 anda egirilme baslamakta artan voltaj lif kalinligin1 da genellikle
artirmaktadir. Soyle ki, voltajdaki ilimli artiglar artan gerilme etkisiyle lifleri once
inceltmekte fakat daha biiyiik artiglarin yarattig1 elektrik alana baglh olarak yiiklerin
birbirini kuvvetle itmesi sirasinda yalnizca uzunlamasina degil, radyal bir genisleme
de gerceklesmekte ve olusacak lifler kalinlagmaktadir. Bir baska onemli islem
parametresi de mesafe olup, uygulama mesafesinin lif ¢aplari tizerinde iki farkl etkisi
bulunmaktadir. Birincisi, mesafe arttikca lif c¢apinin azalmasidir. Mesafenin
artmastyla, mevcut elektrik alaninda solventin buharlagsmasi ve ayni zamanda jetin

esnemesi i¢in daha fazla zaman saglanarak daha ince liflerin olusumu
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kolaylagmaktadir. Ote yandan mesafenin artmasi, elektrik alan giiciiniin (E = V/d)
azalmast ve diisen ivmeye bagli olarak daha biiyiikk capli liflerin olusmasiyla
sonu¢lanmaktadir. Bu iki etki arasindaki denge, nihai lif capimi belirlemektedir.
Dolayistyla mesafedeki artis, lif ¢apini artiran veya azaltan yonde etki gosterebilir ya
da degistirmeyebilir. Cozeltinin besleme hizi ise elyaf boyutunu, morfolojisini,
verimliligini ve egirme isleminin stabilitesini belirleyen ve siklikla polimer
cozeltisinin konsantrasyonuyla iligkili olan elyaf olusumunda &nemli bir rol
oynamaktadir. Bir bagka islem parametresi olan ¢ozelti akis debisi de elde edilecek
nanolifler {izerinde Onemli etkilere sahiptir. Diisiik debi, c¢oziicliniin iyice
buharlagsmasini ve egirilme esnasinda yeterli esnemenin gerceklesmesini saglayarak
daha ince ve tekdiize lif olusumunu miimkiin kilsa da, ¢ok diisiik bir debi ile Taylor
konisinin olugsmasi da zorlagsmaktadir. Genellikle debi artirildiginda daha kalin lifler
elde edilmekte ve liretim hiz1 artmaktadir (Liu ve ark., 2020).

Sonug olarak elektroegirilmis nanoyapilarin iiretilmesinde, her prosese ve
iretim amaglarina 6zgii ideal kosul/parametrelerin dngoriilmesi ve/veya deneysel
caligmalarla belirlenerek bir arada kullanilmasi, akabinde optimum ¢aligma sartlarinin
ortaya c¢ikarilmasi esas alinarak sonsuz ¢esitlilikte nanoyapilar iiretimi
gerceklestirilebilmektedir. Tiim bu bilgiler 1s18inda, elektroegirme tekniginin
kullanildig1 biyosensér uygulamalarina bakildiginda, bu teknikten yararlanilarak
yapilan caligmalarin uzun yillar 6ncesine dayandigi ve basarili sonuglar alindigi
goriilmektedir. Nitekim Liu ve ark. (2008), karbon pasta elektrodun (CPE) karbon
nanolifler (CNF) ile modifikasyonunda elektroegirmeden yararlanmis ve es zamanl
dopamin, askorbik asit ve {irik asit tayinine yonelik yiiksek secicilik ve hassasiyette
biyosensor gelistirmistir. Benzer bir ¢alisma, Tang ve ark. (2011) tarafindan ette
ksantin biyosensorii gelistirmek {lizere de yapilmistir (elektroegirme destekli CNF-
CPE modifikasyonu). Kant ve ark. (2018) ise balik etinde ksantin tayini igin
elektroegirme yontemi ile iirettikleri ve tantalum (v) oksit (Ta;Os) nano-yapilarina
ksantin oksidaz enzimini entegre ederek lifoptik bir biyosensor tasarlamis, s6z konusu
nanoyapilari enzim i¢in bir immobilizasyon matriksi gibi kullanmiglardir. Verilen
ornekler 6zellikle, bu ¢alisma kapsaminda incelenecek olan ksantin, hipoksantin ve
uirik asit tayinine yonelik olup, daha pek ¢ok farkli analitin tayinini miimkiin kilan ve
elektroegilmis nanoyapilarin kullanilmis oldugu biyosensor caligmalari ile 6rnekler
cesitlendirilebilmektedir (Liu ve ark., 2009; Chen ve ark., 2012; Zhang ve ark., 2012a;
Supraja ve ark., 2020).
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1.5. Hipoksantin, Ksantin ve Urik Asit Belirlenmesine Yénelik Biyosensor

Cahismalan

Literatiirde hipoksantin, ksantin ve iirik asit tayinine yonelik olarak yapilan
biyosensor ¢aligmalari, elektroegirmeden teknigini iceren veya igermeyen, enzimatik
veya non-enzimatik olma gibi tasarim 6zellikleri ve kullanilan nanomateryaller géz
online alindiginda biiyiik bir cesitlilik gostermektedir. S6z konusu biyosensor
caligmalarinin tasarim g¢esitliligi ve algilama giiciine dayali performans o6zelikleri

Tablo 1’te derlenmistir.

Tablo 1. Literatiirde ¢esitli numunelerde (kan, idrar, balik, vb.) ksantin, hipoksantin ve

iirik asit tayinlerine yonelik olarak gelistirilen elektrokimyasal biyosensor ¢aligmalari

Elektrot ozellikleri Analitik Analit/ Referans
(Nanomodifikasyon) Performans Matriks
CPE iizerine XOD immobilizasyonu | LOD: 0,8 pM Hx Hu ve ark., 2000
Preanodize nontronit kaplt SPE Hx LOD: 0,32 pM; | Serum  ve | Zen ve ark., 2002
Xa LOD: 0,07 uM; | idrar-Hx,
UA LOD: 0,42 Xn, UA
AuNPs modifiyeli CPE (karbon LOD:2,2x107M | Hx-Balik, Agui ve ark., 2006
pasta elektrot) tavuk eti
Cams1 CPE {iizerine AuNPs ve XOD | - Xn-Hx Cubuk¢u ve ark.,
modifikasyonu 2007
Fonksiyonel tek katmanl karbon Hx LOD: 0,562 Idrar-Hx, Wang ve ark., 2008
nanotiip modifiyeli ultra ince i¢ uM; Xa LOD: Xn, UA
katmanli CPE 0,146 uM; UA
LOD: 0,08 uM
Nafyon-rutenyum dimetil siilfoksit | Hx LOD: 2,37 uM | Cesitli Kumar ve Swetha,
modifiye membran bazli GCE numuneler- | 2010
Xn LOD: 2,351 uM | Hx, Xn, UA
UA LOD: 0,372
uM
Polipirol-Pt elektrot bazli elektrot LOD: 6 uM Xn Lawal ve Adeloju,
2010
pi—pi non-kovalent baglanma ile | LOD: 10 nM Balik-Hx Zhang ve ark., 2010
PPy ve polistirensiilfonik asit-g-
pirol ile fonksiyonellestirilmis RGO
Bromokresol moru modifiyeli GCE | Hx LOD: 0.12 upM | Serum-Hx, Wang ve Tong
XaLOD: 0.06 uyM | Xn, UA 2010
UA LOD: 0.2 pM

26




Karboksillenmis MWCNT/ | LOD: 0,6 uM Balik-Xn Devi ve ark., 2011a
polianilin komposite filme XOD
immobilizasyonu
XOD/ZnO-NPs—PPy/Pt LOD: 0,8 uM Balik-Xn Devi ve ark 2011b
MWCNT bazli GCE Hx LOD: 2,87 uM | Balik-Xn, Kumar ve
Xn LOD: 134 nM Hx ve UA Shanmugan, 2011
UA LOD: 141 nM
Poli (PCV)/karboksilli MWCNT Hx LOD: 0,2 uM; Serum-Hx, Wang, 2011
kompozit film modifiyeli elektrot Xn LOD: 0,05 uM; | Xn, UA
UA LOD: 0,16 uM
B-Siklodekstrin/GCE Xn LOD: 1,25 uM Idrar-  Hx, | Gong ve ark., 2012
Hx LOD: 5 uM Xn, UA,
UA LOD: 5 uM DOP
DOP LOD: 1,5 yM
ZnO-NP/CHIT/c-MWCNT/PANI LOD: 0,1 uM Balik eti-Xn | Devi ve ark., 2012a
modifikasyonu ile iiretilen enzim
biyosensdrii (XOD)
Au kolloidleri—poliprol LOD: 0,4 uM Tavuk, balik, | Devi ve ark., 2012b
nanokompozit film domuz  ve
dana eti-Xn
XOD- Siklodekstrin LOD: 40 nM Xn Villalonga ve ark.,
/AuNPs/SWNT/GCE 2012
Poli(I-arjinin)/grafen kompozit film | Hx LOD: 0,10 uM; | Idrar- UA, | Zhang ve ark 2012b
modifiyeli elektrot Xa LOD: 0,05 puM; | Hx, Xn
UA LOD: 0,05 uM
Au NPs-Tek Katmanli Karbon Xn LOD: 0,72 uM Hx, Xn Zhang ve ark,
Nanogubuk bazli enzim (XOD) Hx LOD: 0,61 pM 2012¢
biyosensorii
Fonksiyonellestirilmis Au@FeNPs | LOD: 0,05 uM Balik- Xn Devi ve ark., 2013a
/kitosan modifiyeli PGE elektrot
bazli enzim (XOD) biyosensorii
AgNPs /sistein modifiyeli Au | LOD: 0,15 uM Xn-Et Devi ve ark 2013b
elektrot
XOD ve birlikte iirikaz, | LOD: 2,5 uM Balik-Hx Gorgiilii ve ark.,
polipirolpilivinil siilfonat bazli Pt 2013
elektrod
Poli(L-methionine) modifiyeli GCE | UA LOD: 0,372 | Serum-UA, | Ojani ve ark., 2013
uM; Hx LOD: 0,008 | Hx, Xn ve
uM; Xa LOD: 0,004 | kafein
uM
Elektrokimyasal RGO modifiyeli | UA LOD: 8,8 x 10" | Insan kan Raj ve ark., 2013
elektrot uM serumu ve
Hx LOD: 3,2 x 107 | idrar- UA,
uM Hx, Xn,
Xn LOD: 1,1 x 107 | kafein
uM
Karbon film ve CNT modifiyeli | LOD: 0,75 uM Balik, Torres ve ark., 2013
elektrot karides-Xn
Kitosan-Co304-MWCNT LOD (anodik): 2,0 x | Balik-Xn Dalkiran ve ark.,

modifiyeli GCE

107
LOD (katodik): 2,0
x 1073

2014
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Poliksilitol bazli GCE LOD: 4,5 uyM Idrar-Hx Duo ve ark., 2014
Elektroforetik Mn304 nanopartikiil | LOD: 1,31 uM Balik-Xn Reza ve ark., 2014
(15-20 nm) ve kitosan modifiyeli
elektrot
Fes;0a4/polianilin nanopartikiil LOD: 0,1 uM Tavuk  ve | Sadeghi ve ark,
modifiyeli nanokompozit bazli balik-Xn 2014
XOD biyosensoril
Poli (GMA-co-VFc)/RGO-Fe;04 LOD: 0,12 yM Balik Dervisevic ve ark.,
nanomodifiye elektrot 2015
Manyetik nanomaptikiil ve karbon | LOD: 0,05 uM Balik-Xn Jain ve ark., 2015
nanotiip bazli elektrot ara ytizii
Politreonin bazli CPE Hx LOD: 100 uM Hx, Xn Juban ve Billione,
2015
Xn LOD: 80 uM
Poli(6-tioguanin) film modifiyeli Hx LOD: 0,10 uM; | Serum  ve | Lan ve ark., 2015
GCE Xa LOD: 0,30 uM; | idrar-UA,
UA LOD: 0,06 uM | Hx, Xn
Siilfonik gruplar ile UA LOD: 0,05 pM; | Serum  ve | Luo ve ark., 2015
fonksiyonellestirilmis azot katkilt Hx LOD: 0,231 idrar-UA,
grafen elektrot uM; Xn LOD: Hx, Xn
0,084 uM
Enzim modifiyeli GCE-gok LOD: 12 nM Xn Sen ve Sarkar, 2015
katmanli karbon nanotiip ve
nanogold (altin) polimer kompozit
temelli sensor film
RGO/ZnO nanokompozit bazli non- | LOD: 1,67 uM Balik-Xn Zhang ve ark., 2015
enzimatik sensor
Nafyon, TiOz- grafen bazli GCE LOD: 9,5 uM Et-Hx Albeda ve ark.,
2017
RGO/PINP-PAMAM-MNP/GO- LOD: 0,013 uyM Balik-Xn Borisova ve ark.,
CMC/GCE 2016
XOD/AuNP/PtNP/ ¢cok katmanli - Sentetik Cevik, 2016
karbon nanotiip hibrit serum
nanokompozit modifiyeli GCPE ornegi- Xn
Grafen/Kobalt oksit NP/Kitosan LOD: 0,2 yM Balik-Hx Dalkiran ve ark.,
komposite bazli elektrot 2016
SPE-PB/XOD/nafyon LOD: 0,4 uM Tibbi El Harrad  ve
bitkilerde Amine, 2016
XOD
inhibitorii
tespiti-Hx
Bor katkilt CeO, nanokiip Xn LOD: 3,65 Biyolojik Ibrahim ve Temerk,

modifiyeli camsi karbon
mikrokiirecik bazl electrode (B-
CeO2NCs/GCPE)

Hx LOD: §,17 nM

sivilar ve
balik eti-Xn

2016

GCPE modifiyeli with pordz silika | LOD: 0,28 uM Balik-Xn Saadaoui ve ark.,

nanomateryal bazli enzim (XOD) 2016

biyosensorii

Kitosan/Polipyrol/AuNPs LOD: 0,5 uM Et, balik, | Dervisevic ve ark.,

nanokompozit tavuk-Xn 2017a

Co-CeO2 modifiyeli GCE UA LOD: 0,331 Idrar-Hx, Lavanya ve ark;
uM; Hx LOD: 0,36 | Xn, UA 2016
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uM; Xn LOD:

0,096 uM
REGO-NP (Pt, Pd ve Au) bio- LOD: 3 nM Et-Xn Dervisevic ve ark.,
nanokompozit film 2017b
ZnO—CNT, ZnO-CB, ZnO-GO ve | LOD: 0,16 nM; (en | Xn Rahman ve ark.,
ZnO nanopartikiiller ile etkili 2017
karsilastirmali tasarim nanomodifikasyon
ZnO-CNT
NCs/Nafyon/GCE)
Grafen/kobalt oksit nanopartikillii | LOD: 0,20 uM Balik-Xn Dalkiran ve ark.,
kitosan kompoziti 2017
Cok katmanli karbon nanotiip /TiO2 | LOD: 0,5 uM Balik-Xn Narang ve ark.,
nano-biokompozitler 2017
4B-PGE Hx LOD: 1,09 uM | Balik-Hx, Vishnu ve ark.,
Xn, UA 2017
Xn LOD: 0,40 uM
UA LOD: 0,17 uM
PVF + XOD-/Pt LOD: 0,52 uM Biyolojik Wang, 2017
matriksler-
Xn
ZnO nanopartikiil LOD: 2,1x 10-7 M Tavuk eti ve | Dalkiran ve ark.,
nanomodifikasyonu— ¢ok katmanl danaeti-Xn | 2018
karbon nanotiip —1,4-benzokinon
kompoziti (XOD enzim
biyosensorii)
Pirolitik grafit elektrot Xn LOD: 0,06 uM | Balik-Xn, Pierini ve ark., 2018
Hx, UA

Hx LOD: 0,08 uM

UA LOD: 0,03 uM

Pozitif yiiklii polidimetil amonyum- | LOD: 4,40 uM Serum  ve | Siveark., 2018

CNT-grafen bazli elektrot tampon-Xn

RGO/Polipirol/CdO LOD: 0,11 uM Balik-Xn Ghanbari &
Nejabati, 2019

Ag katkili1 ZnO-Np (nano Ag-ZnO) | LOD: 0,07 uM Balik-Xn Sahyar ve ark., 2019

ile iletken polimer PPy
elektropolimerizasyonu bazli PGE
enzim (XOD) biyosensorii

Cu-MOF nanolif modifiyeli elektrot
bazli enzim (XOD) biyosensorii

Hx LOD: 0,0023 ve
Xn LOD: 0,0064
uM

Donuk deniz
riinleri-Hx,
Xn

Wang ve ark., 2019

GCE {izerine XOD
immobilizasyonu i¢in ¢ok katmanli
karbon nanotiip ve poli(L-aspartic
acid) (Poly(L-Asp)) film tasarimh
biyosensor

LOD: 3.5x 1074
uM

Balik eti-Xn

Yazdanparast ~ ve
ark., 2019

Pt-NP katkilt MOF (MIL-101 (Cr)

LOD Xn: 0,42 yM

Spike
yapilan
serum
ornekleri
DOP-Xn-
Hx-UA

Zhang ve ark., 2019
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GCE tizerinde ferrosin,
heteropoliasit ve grafen bazli non-
enzimatik sensor

LOD: 1,01 x 10%M

Insan idrari-
Xn

Zhu ve ark., 2019

NPs/c- ¢cok katmanli karbon
nanotiip bazli SPE

Pt ylizeye polipirol- | LOD: 5 x 10°M Sentetik Erol ve ark., 2020

paratoluensiilfonat modifikasyonu numuneler-

ille XOD ve fdrikaz enzim Xn

immobilizasyonu (enzim

biyosensorii)

GCE/PEDOT:PSS-AuNPs LOD: 300 uM Et ve balik- | Khan ve ark. 2020
Xn

Polidopamin ve karbon nanoliflerle | LOD: 2 pM Go6z camsi | Liao ve ark., 2020

modifiyeli enzim biyosensorii cisim-Hx

XOD NP modifiyeli Au elektrot LOD: 0,01 uM Balik eti-Xn | Joon ve ark. 2021

(kovalent bag immobilizasyonu)

XOD immobilize edilmis Au LOD: 1,14 nM Balik-Xn Sharma ve ark.,

2021

3-D poroz grafen bazli elastik
nanozim elektrot

Xn LOD: 0,26 pM;
Hx LOD: 0,18 uM

Balik eti-Hx,
Xn

Zhu ve ark., 2021

nanohibrit bazli enzim biyosensorii
(XOD/MoS2/MoOs/ITO)

Indium tin oksit kapli camst yiizeye | LOD: 0,01 uM Et ve balik- | Thakur ve ark,
XOD immobilize edilmis Xn 2022
polianilin-sargili titanium dioxide
(PANI@Ti0Oz) nanohibrit yap1
modifikasyonu
Kitosan-kaplama ve glutatyon- LOD: of 6,6 nM Idrar ve | Chen ve ark., 2022
katmanli bakir nanokiimecik diger
kombinasyonlu (CS—GSH—CuNCs) numuneler-
fotoelektrokimyasal sensor Xn
Brusit (CaHPO4-2H20) UA LOD: 0,576 Insan idrar1 | Sudhan ve ark.,
nanopartikiil bazl1 GCE elektrot uM; Xn LOD: 1,0 ve  kahve- | 2022

uM ve Hx LOD: Hx, Xn, UA

0,076 pM
NiO Nanomodifiyeli elektrot (XOD | LOD: 37 nM Balik-Xn Tripathi ve ark,
biyosensorii) 2022
Molibdenumdisiilfit- LOD: 64 nM Balik-Xn Sharma ve ark.,
molibdenumtrioksit (MoS2/MoOs) 2023

Tablo 1’de, ¢esitli elektrot materyallerinin (PGE, GCE, CPE, vb.) farkh
nanomateryallerle modifikasyonu sonucunda 0,16 nM’dan 10 uM’a kadar degisen
algilama giiclindeki sensor ve biyosensor tasarimlarinin elde edildigi goriilmektedir.
(Calismalarda kan serumu, idrar, kahve, balik, et gibi ¢cok ¢esitli biyolojik numunelerin
ksantin, hipoksantin ve {irik asit i¢erikleri ayr1 ayr1 (tek analit) veya es zamanli (¢oklu)

tayini gergeklestirilmistir.

30



IKiNCi BOLUM
MATERYAL-YONTEM
2.1.Materyal

2.1.1.Kullamlan Kimyasallar ve Cozeltiler

Caligmada, potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs), potasyum hidrojen fosfat
(K2HPOs4), sodyum hidroksit (NaOH), Merck (Darmstad, Almanya) firmasindan;
Poliakrilonitril (PAN), Polipirol, N,N-Dimetilformamid (DMF), sodyum kloriir
(NaCl), ksantin, hipoksantin, {irik asit, dopamin hidrokloriir, L-aspartik asit ve 5 U’luk
ksantin oksidaz enzimi (sigir siitiinden, L.sinif, 14 mg protein/ml) Sigma-Aldrich
(Steinheim, Almanya) firmasindan temin edilmis olup tiim kimyasallar analitik

safliktadir.

Tiim tampon ¢ozeltiler i¢in 18.2 Q Ultra saf su kullanilmis ve tampon ¢ozeltiler
+4°C’de muhafaza edilmistir. Diger ¢ozeltiler ise taze hazirlanarak kullanilmistir.
(Cozeltilerin pH ayarlamalar1 0.1 N NaOH veya 0.1 N HCI ilavesiyle yapilmis olup
deneysel calismalar oda sicakliginda (yaklasik 25.0 °C) gergeklestirilmistir. Ayrica
nanomodifiye elektrot yiizeylerinin iiretimi i¢cin 0.5 HB Tombo kalem uglar1 temin

edilmigtir. Kullanilan tiim ¢ozeltiler, icerikleriyle beraber Tablo 1’°de verilmistir.

Mikrobiyolojik analizler i¢in kullanilan besiyerleri ise toplam aerobik
mezofilik bakteri sayim1 (TMAB) i¢in “Plate Count Agar” (BD, New Jersey, ABD) ve
olas1 toplam koliform bakteri sayisinin belirlenmesi i¢in “Lauryl Sulphate Tryptose
Broth” (Merck, Almanya) toz formda temin edilmis ve besiyerleri, kutu ambalaji

izerindeki talimatlara gore hazirlanmigtir.
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Tablo 2. Deneylerde kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri

Cozeltiler

Icerik

0.05 M Fosfat Tampon
Cozeltisi (PBS) (pH 7.4)

10 mM KH;PO4, 40 mM K;HPO4 ve 20 mM NacCl
ultra saf su ile hazirlanmstir.

8 wt% PAN olacak sekilde N,N-dimetilformamid

PAN Nanolif Soliisyonu (DMF) ile hazirlanmastir.
2 M Ne@l Solus?'fonu 80 g sodyum hidroksit (NaOH) / 1 L ultra saf su
(Elektrotlarin 6n .
. olacak sekilde hazirlanmstir.
muamelesi)

Olciim Soliisyonu

0.05 M PBS (pH: 7,0) kullanilmistir

Ksantin, hipoksantin,
iirik asit, dopamin ve L-
aspartik asit cozeltileri

Her bir analitten taze 1 mM stok ¢ozelti 0.05 M PBS
(pH: 7,0) igerisinde hazirlanmis ve sonrasinda yine
PBS ile farkli konsantrasyonlara (10, 20, 50, 100 ve

200 mikro molar) ayarlanmistir

Ksantin oksidaz (XOD)
cozeltisi

Hazir siispansiyon (amonyum siilfat icerisinde)

2.1.2. Balik Numunesi

Balik numunesi olarak, [zmir’de yetistirilen ve standart boyutlardaki 1 kg’lik

ciftlik ¢ipura baliklari i¢ organlar1 ¢gikarttirilmaksizin taze olarak yerel zincir marketten

temin edilmistir.
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2.2. Yontem
2.2.1. Elektroegirilmis PAN Nanolifler ile Elektrot Modifikasyonu

Bir siringa pompasi ve nanolif {iretimi i¢in yiiksek voltaj kaynagi iceren ve
Sekil-2’de goriilen elektroegirme sistemi kullanilarak (Fytronix ES-9000, Tirkiye)
PAN nanolifler, kolektdr (toplayict) kistmda konumlandirilan ve 3 ¢cm uzunlugunda
kesilmis kalem ucu elektrotlar (PGE) lizerine kaplanmak suretiyle modifikasyon
gergeklestirilmistir. Nanomodifiye elektrotlarin ylizey karakterizasyonu, taramali
elektron mikroskobu (SEM, Geminisem Zeiss, Almanya) ve -elektrokimyasal
empedans spektroskopisi (EIS) kullanilarak belirlenmistir. Modifiye elektrot
ylizeylerinde goriintiilenen nanolif ¢aplarinin belirlenmesi ve histogram grafiklerinin

olusturulmasi ise “Image J” programu ile gergeklestirilmistir.

" FYTRONDX_ ELECTROSPIN

B

Sekil 2. (A) Elektroegirme cihazi (FYTRONIX ES-9000), (B) Taylor konisi

Elektrot modifikasyonunda Kivrak ve ark. (2020)’nin yontemi, bazi
degisiklikler yapilarak Sekil-3’teki gibi uygulanmistir. Buna goére 0,37 g PAN, 5 ml
N,N-dimetil formamid (DMF) igerisinde manyetik karistirict ile 80°C'de 1 saat
karigtirilarak elektroegirme islemi i¢in homojen bir polimer ¢ozeltisi elde edilmistir.
Ardindan, bir parg¢a aliiminyum folyo {izerine yapistirilmig 3 cm uzunlugundaki PGE
elektrotlar, elektroegirme silindirinin {izerine sarilmigtir. Polimer ¢ozelti, 18 kV'da 13

cm mesafeden 5 pl/dk. akis hiziyla elektrotlar tizerine egirilmistir. Modifiye elektrotlar
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dogrudan kullanilmayip, 2 M NaOH ¢ozeltisine daldirilmis olarak 40 °C'de 1 saat
boyunca 6n isleme tabi tutulmustur. Boylece PAN"1n nitril (-CN) gruplariin karboksil
(-COOH) ve amin (-NH») gruplaria doniistiiriildiigli bir yiizey fonksiyonellestirme
islemi gerceklestirilmistir. Yalin (kaplanmamis) kalem uglar1 ile yapilan 6n deneme
ve referans ¢aligmalarin 6ncesinde ise elektrokimyasal 6l¢tim hiicresinde, 0,05 M PBS
(fosfat tamponu) igerisinde, 0,1V-1,4 V voltaj araliginda ve elektrotlarin her birine tek
tek uygulanmak suretiyle (1,5 dk/elektrot) bir yilizey aktivasyon islemi
gergeklestirilmistir.

80°C/ 1 sa. PAN (% 8)
== [ ] > prekiirsor
manyetik karistirma cozeltisi

1,5 ml/saat akis

13 cm mesafe
18 kv

Sekil 3. PGE yiizeylerin elektroegirilmis PAN nanolifler ile modifikasyonunda

belirlenen iiretim parametreleri

2.2.2. Uclii Elektrot Sistemi

Uclii elektrot sistemi Ag/AgCl referans elektrodu, karsi elektrot olarak platin
tel ve calisma elektrodu olarak kalem ucu grafit elektrottan (PGE) olusmaktadir. Bu
sistem, Sekil 4’te sematize edilmistir. Voltametrik (DPV) oOl¢iimler igin Autolab-
Pgstat-Fral2 cihazi ve MetrOhm Drop Sense potansiyostat cihazlart ve
elektrokimyasal analizor olarak Nova 10.1 ve Dropview yazilimlarindan

yararlanilmistir.
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Sekil 4. Uglii elektrot sistemi

2.2.3. Optimizasyon Calismalari

223.1. Yahn PGE (Kaplanmamis Elektrot) ile Analitlerin

Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Yalin PGE yiizeylerle ksantin, hipoksantin ve iirik asitin yani1 sira non-spesifik
dopamin (DOP) ve L-aspartik asit (L-ASP) molekiillerinin tampon ¢dzelti i¢inde
elektrokimyasal karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Bu amagla ksantin, hipoksantin,
iirik asit, dopamin ve L-aspartik asit ¢ozeltilerinin her biri, PBS (pH: 7,0) icerisinde
10 uM, 20 puM, 50 uM, 100 uM ve 200 uM olmak iizere 5 ayr1 konsantrasyonda
hazirlanmak suretiyle DPV 6l¢limlerine tabi tutulmus ve sonrasinda karisim ¢ozeltileri
hazirlanarak 6l¢iimler tekrarlanmis ve pik potansiyelleri ile pik yiikseklikleri (nano
amper) belirlenmistir. Caligsma, ii¢ tekerriir ve bes paralel olarak gerceklestirilmis ve

analiz sonuglar1 ortalama+ standart sapma olarak verilmistir.

2.2.3.2. PAN Nanomodifiye PGE Yiizeyleri ile Analitlerin Elektrokimyasal

Karakterizasyonu

Elektroegrilmis PAN nanolifler ile modifiye edilen PGE yiizeyler kullanilarak
ksantin, hipoksantin ve iirik asitin yani sira nonspesifik DOP ve L-ASP molekiillerinin
tampon (0,05 M PBS, pH=7) ile hazirlanan 10 uM, 20 uM, 50 uM, 100 uM ve 200

uM’lik ¢ozeltilerinin elektrokimyasal davraniglart monitorize edilmis, sonrasinda
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karisim ¢ozeltileri hazirlanarak tekrarlanan DPV 6l¢iimleri sonucunda elektrokimyasal
karakterizasyon gerceklestirilmistir. Modifiye yiizeylerin iiretimi ve akabinde
gerceklestirilen DPV Olclimleri ii¢ tekerriir ve bes paralel olarak gerceklestirilmis ve

analiz sonuglar1 ortalama+ standart sapma olarak verilmistir.

2.2.3.3. PAN Nanomodifiyeli PGE Yiizeyleri ile Secicilik Calismasi

Bu amagla tampon ¢ozelti igine sirasityla L-aspartik asit, dopamin, ksantin,
hipoksantin ve {irik asit ilave edilerek elde edilen karisimda DPV o6l¢iimleri
gerceklestirilmistir. Boylece, gercek 6rnege yakin bir karisim elde edilmis olup bu
karisim ortamindaki bilesenlerin elektrokimyasal ayirimi  ve goriintiilenmesi
saglanmistir. Bu ¢alismada kullanilacak olan derisimlerin ger¢ek drnege yakin olmasi
amaciyla, baligin bozunma siirecinde olugan miktara yakin konsantrasyonlar ve nétral
pH’da tampon ¢ozeltisi (PBS pH=7) ile ¢alisilmistir. Modifiye yiizeylerin {iretimi ve
akabinde gerceklestirilen DPV Olgiimleri {i¢ tekerriir ve bes paralel olarak

gerceklestirilmis ve analiz sonuglar1 ortalama+ standart sapma olarak verilmistir.

2.2.3.4. Kontrollii Bozunma Kosullarinda Elektrokimyasal Ol¢iimler

Ksantin oksidaz enzimi kullanilarak gerceklestirilen kontrollii bozunma
caligmast kapsaminda, Hx iceren ¢ozelti i¢ine farkli derisim ve siirelerde XOD ilave

edilerek Xn ve UA olusumu saglanmistir.

Siire ¢alismasinda, 200 pM’lik Hx c¢ozeltilerine 1,1 U’luk XOD enzim
muamelesinin 0.dk, 7,5.dk, 15.dk, 22,5.dk ve 30.dakikalarindaki DPV ol¢limleriyle
ksantin, hipoksantin ve iirik asitin es zamanli elektrokimyasal monitorizasyonu
gerceklestirilmistir.

Konsantrasyon c¢alismasi Avan ve ark. (2023) referans alinarak planlanmistir.
200 uM’lik Hx ¢ozeltileri, sabit stirede (15 dk.) siras1 ile 0,55 U; 1,1 U; 2,2 U; 5,5 U

ve 11 U olmak tizere farkli konsantrasyonlarda XOD ile ayr1 ayr1 muamele edilmis ve

Hx, Xn, UA’nin es zamanl1 elektrokimyasal monitorizasyonu ger¢eklestirilmistir.

Bu uygulamalardaki amag, baligin bekleme siiresince aktif olan enzimin farkl
zamanlarda olusturdugu bozunma iiriinlerinin eszamanl olarak kontrollii bir sekilde

goriintiilenebilirliginin degerlendirilmesidir. Modifiye yiizeylerin liretimi ve akabinde
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gerceklestirilen DPV  Olglim ¢alismalart ¢ tekerriir ve bes paralel olarak

gerceklestirilmis ve analiz sonuglar1 ortalama+ standart sapma olarak verilmistir.

2.2.3.5. Tespit Limiti (LOD) ve Miktarsal Tayin Limiti (LOQ)

Belirlenmesi

LOD ve LOQ belirlenmek tizere 1 mM’lik stok ksantin, hipoksantin ve {irik
asit ¢ozeltilerinden 1, 2, 5 ve 10 uM’lik karisimlar hazirlanmis ve bu ¢ozeltiler ile

alinan elektrokimyasal yanitlar 6l¢limlenmistir. Hesaplamalarda;
LOD= 3*SD/m
LOQ=10*SD/m

“SD” tampon ¢ozeltideki Sl¢iim degerlerinin standart sapmasi ve “m” dogru
denkleminin egimi olmak tiizere her bir analit i¢in elde edilen dogru denklemleriyle
LOD ve LOQ hesaplanmistir. Modifiye yiizeylerin iiretimi ve akabinde
gerceklestirilen DPV  Olglim ¢alismalart ii¢ tekerriir ve bes paralel olarak

gerceklestirilmis ve analiz sonuglar ortalama+ standart sapma olarak verilmistir.

2.2.3.6. Elektrot Depolama ve Ol¢iimlerde Sapma Oram

Yeterli sayida iiretilen PAN nanomodifiyeli PGE elektrotlar, 4°C ve 25°C’de
30 giin muhafaza edildikten sonraki 6l¢im performanslari, LOD’ye en yakin olan 10
uM’lik konsantrasyona ait sonuglar baz alinarak taze elektrotlarinkiyle karsilastirilmig

ve (%) sapma orani olarak ifade edilmistir.

2.2.3.7. Ger¢ek Orneklerde Nanobiyosensoriin Uygulanmasi

Balik numunesi aseptik sartlarda temizlendikten sonra mikrobiyolojik analizler
(Toplam Aerobil Mezofilik Bakteri Sayimi: TMAB ve olas1 toplam koliform bakteri
sayisinin belirlenmesi), pH o6l¢iimleri ve DPV ol¢iimleri i¢in uygun sekilde ve
miktarda porsiyonlanarak buzdolab1 kosullarinda (4°C) ve orta boy buzdolabi
posetlerinde depolanmistir. Tiim analizler, depolamanin 0. ve 1. giinlerinde,
devaminda ise 3.giin, 5.giin seklinde giin asir1 siklikta balik bozuluncaya kadar

gerceklestirilecek sekilde planlanmistir.
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2.2.3.7.1. Mikrobiyolojik Analizler

10 gram 6rnek steril homojenizator posetine aktarildiktan sonra lizerine 90 ml
%0,1’lik peptonlu su ilave edilip 2 dk homojenizatorde (BagMixer, Interscience,
Fransa) tutulmustur. Elde edilen homojenattan %0,1’lik peptonlu su ile seri
diliisyonlar hazirlanmis ve her dillisyon i¢in ¢ift petriye dokme plak yontemi ile ekim
yapilarak TMAB analizi i¢in 30°C £ 1°C’de 48 + 3 saatlik inkiibasyon kosullari
saglanmistir. Sonuglar, numunenin grami basina koloni olusturan birim (kob/g) olarak
ifade edilmistir (TS EN ISO 4833-1, 2014). Olas1 toplam koliform bakteri sayisinin
belirlenmesinde ise her diliisyondan Laurly Sulfate Tryptose Broth besi yeri igeren
3’er tipe I’er ml ekim yapilmig ve 37°C’de 24-48 saatlik inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonucunda gaz olusumu gériilen tiiplerin sayisina gore

En Muhtemel Say1 Yontemi (EMS) ile sonug belirlenmistir (Baumgart, 1986).

2.2.3.7.2. pH Olciimleri

5 gram numune iizerine 5 ml distile su ilave edilip vorteks ile karistirildiktan
10 dakika sonra WTW Inolab pH 7310 masa tipi pH metre ile dl¢lim alinmistir
(Manthey ve ark., 1988).

2.2.3.7.3. Elektrokimyasal (DPV) Ol¢iimler

2 gram ornek tizerine 10 ml 0,05 M (pH=7) PBS tampon ¢ozeltisi ilave edilip
5 dk karstirildiktan sonra 4000 rpm / 15 dk’lik santrifiijleme islemine tabi tutulmus
ve sivi faz siiziiliip 100 pL filtrat alinip 10 ml’ye tamamlanarak karistirildiktan sonra

elektrokimyasal 6l¢iim hiicresinde analiz edilmistir (Wang ve ark., 2019).
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UCUNCU BOLUM
BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Elektroegirme Gerceklestirilerek PAN Nanolifler ile Kaplanmis

Sensor Yiizeylerinin Karakterizasyonu

Elektroegirme islemiyle elektrot yilizeylerinin nanomodifikasyonuna yonelik
olarak deneme {iretimleri gerceklestirilmistir. Deneme iiretimleriyle elde edilen
elektrotlar kullanilarak gergeklestirilen DPV 06lglim sonuglarinin, nanomodifiye
elektrot tasarimina yonelik optimum c¢alisma parametrelerinin se¢iminde referans

olmas1 amaclanmistir.

Kaplanmamis (yalin PGE) ve kaplanmis (PAN nanomodifiyeli) elektrotlarin
SEM goriintiileri Sekil 5°te verilmis olup, 18 kV, 13 cm mesafe 5 ul/ dk akis debisiyle
iiretilen elektroegrilmis PAN nanoliflerin basarili bicimde elektrot yiizeyine

kaplandig1 anlagilmaktadir.

2

Sekil 5. a) Yalin PGE (kaplanmamis) elektrot yiizeyi ve b) Elektroegirilmis PAN

nanolifler ile modifiye edilmis PGE elektrot yiizeyi

Sekil 5-a’da, kaplanmamis elektrot yiizeyinde piiriizsiiz goriintimlii karbon

grafit yapis1 dikkati ¢ekerken, Sekil 5-b’de PGE yiizeyi yogun olarak kaplayan PAN

39



nanolifler, analitler ile etkilesime gecebilecek yilizey alanimi artirarak genis bir

reaksiyon yiizeyi teskil etmektedir.

Ik iki iiretiminde, iki farkli uygulama mesafesi denenmis ve diger tiim
parametreler sabit tutulmak suretiyle elektroegrilmis PAN nanolifler PGE ylizeylere
kaplanmis olup bu nanoliflerin SEM goriintiileri, histogram grafikleri ile beraber Sekil
6 ve Sekil 7°de verilmistir. Uretimlere ait tiim parametreler elde edilen ortalama
nanolif c¢aplar1 ile beraber Tablo 3’te verilmis ve ayrica literatiir karsilagtirmasi

yapilmustir.

Tablo 3. PAN nanolif iiretimlerinin uygulama parametreleri ve elde edilen

nanoliflerin ¢ap bakimindan karsilastirilmast

Uretim Nanolif Caplar1
Uretim Parametreleri
Ny (nanometre: nm)

18 kV
16 cm mesafe
5 ul/ dk akig

2 saat uygulama stiresi
1 83,10 £58,10
Prekiirsor ¢ozelti: 1,48 g PAN + 20

ml DMF + 0,164 g PP (7 giin/60°C

karistirma)

18 kV
13 cm mesafe
5 ul/ dk akis

2 saat uygulama stiresi
2 122,34 £53,99
Prekiirsor ¢ozelti: 1,48 g PAN + 20

ml DMF + 0,164 g PP (7 giin/60°C

karistirma)
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= 2 50 um _ .
DEFAM WD = 3.5mm Signal A = InLens
et ' EHT = 500KV Mag = 387X Dale: 4 Apr 2023

Sekil 6.b)

.

0 255
Count: 786432 Min: O
Mean: 83.101 Max: 252
StdDev: 58.096 Mode: 243 (54155)

Sekil 6.a) 1.Uretimden elde edilen nanomodifiye PGE elektrodun genel gériiniimii b)

Elektrodun bir boliimiinden yakinlastirilmis goriintiisi

Sekil 6.a’da elektrodun genel goriinimi, Sekil 6.b’de ise elektrodun
yakinlastirilmis gorilintiisii ve nanoliflerin ortalama ¢apt1 (83,10 +58,10 nm)
verilmektedir. Nanoliflerin damlacik kusurlar1 icermeyen diizenli bir morfolojik
yapiya sahip oldugu, bir baska deyisle diizgiin ve boncuksuz nanoliflerin olustugu

goriilmektedir.
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SEEARA  100um - . '
FAM WD =17.2mm Signal A = SE2 . w
D Ll s EHT = 500 kv Mag = 250X Date: 12 Apr 2023

E

sekil 7.b)

Count: 786432 Min: 0
Mean: 122.341 Max: 252
StdDev: 53.996 Mode: 243 (54133)

Sekil 7.a) 2.Uretimden elde edilen nanomodifiye PGE elektrodun genel gériiniimii b)

Elektrodun bir boliimiiniin yakinlastirilmig goriintiisii

Sekil 7.a’da elektrodun genel goriiniimii, Sekil 7.b’de elektrodun
yakinlastirilmis goriintlisii ve nanoliflerin ortalama c¢apt (122,34 +53,99 nm) yer
almaktadir. Bu iiretimde de nanoliflerin diizgiin ve boncuksuz yapida oldugu

anlasilmistir.

% 0,8 PPy kullanilarak hazirlanan prekiirsér ¢ozeltiyle gerceklestirilen iki
iiretim birbiriyle kiyaslandiginda, Tablo 3’te goriildiigii gibi elektroegirme ignesinin
kolektore uzakligindaki 3 cm’lik azalma ile ortalama nanolif ¢apinda kii¢iik bir artig
gozlenmistir. Dolayisiyla elektroegirme prosesinde nanolif ¢api iizerine etkili olabilen
parametreler arasinda yer alan mesafenin nanolif ¢apiyla ters orantili bir degisim

gosterebildigi tespit edilmistir.
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Elde edilen sonuglar ayrica literatiir ile kiyaslandiginda, Tang ve ark. (2011)
tarafindan non-enzimatik amperometrik ksantin biyosensorii i¢in liretilen ve CPE
(karbon pasta elektrot) lizerine elektroegrilen PAN nanolif (CNF) ¢aplar1 200-400 nm
araliginda, Nasouri ve ark. (2012) tarafindan {iretilen elektrospun PAN nanolif
caplarinin 80-162 nm araliginda, Ahmad ve ark. (2022) tarafindan Xn ve UA tayinine
yonelik olarak iiretilen elektroegrilmis Co-MOF nanolifleri 280-300 nm araliinda
degisim gostermistir. Yontemi referans alinip modifiye edilerek uygulanan Kivrak ve
ark. (2020)’nin tiretmis oldugu elektroegirilmis PAN/PPy nanoliflerin ortalama c¢ap1
ise 160 nm olarak kaydedilmistir. Boylece, bu tez ¢aligmasi kapsaminda yapilan

iiretimler ile daha diisiik ortalama ¢apa sahip nanoliflerin elde edildigi anlagilmaktadir.

Buna karsilik, prekiirsor c¢ozelti formiilasyonunun nanolif ¢aplart ve
elektrokimyasal performansa etkisi incelenerek optimum bilesimin belirlenmesi
amaciyla degisen polipirol (PPy) oranlarinda hazirlanan prekiirsor cozeltiler ile
elektrot tiretimleri tekrar edilmistir. PPy nin, stabilitesi yiiksek, kolay sentezlenebilen,
biyouyumlulugu ve iletkenligi yiiksek bir polimer oldugu ifade edilmekte ve PPy
iceren nanolif sistemlerindeki iletkenligin, metal iletkenligine ulasabilen bir ag yapisi
olusturdugu da belirtilmektedir. Bu 6zelliklerin yani sira PPy'nin diislik ¢oziiniirliigii
ve zayif mekanik Ozelliklerinin gelistirilmesinde hidrofil karakterli, stabil ve
yapigskanlik (adhezyon) o6zelliklerinden otiirii PAN ile karisim halinde kullanildig:
uygulamalar mevcuttur (ince-Yardimci, 2022). Buradan hareketle, artan PPy
konsantrasyonunun iletkenligi artirmak suretiyle sensor oOzelliklerini iyilestirmesi
ongoriilerek yapilan iretimler sonucunda elden edilen elektrotlarin performansina
gore ideal c¢ozelti formiilasyonu belirlenmistir. PPy’nin standart c¢ozeltideki
konsantrasyonu yartya indirilerek ve PPy formiilasyondan tamamen g¢ikarilarak
gerceklestirilen iki ayri elektrot liretimine ait SEM goriintiileri ve ortalama lif caplari

Tablo 4’te ve Sekil 8’deki gibidir.
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Tablo 4. PAN nanolif iiretimlerinde farkli PPy kullanimina gore elde

nanoliflerin ¢cap bakimindan karsilastirilmasi

edilen

Uretim

No

Uretim Parametreleri

Nanolif Caplan

(nanometre: nm)

18 kV
13 cm mesafe
5 ul/ dk akis

2 saat uygulama stiresi

Prekiirsor ¢ozelti: 1,48 g PAN + 20
ml DMF + 0,82 g PP (7 giin/60°C

karistirma)

112,83+67,50

18 kV
13 cm mesafe
5 ul/ dk akis

2 saat uygulama stiresi

Prekiirsor ¢ozelti: 1,48 g PAN + 20
ml DMF (80°C/ 1 saat karistirma)

137,52+45,46
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a)

Count: 786432 Min: 0
Mean: 112.835 Max: 253
StdDev: 67.508  Mode: 243 (54136)

b)

Count: 786432 Min: 0
Mean: 137.525 Max: 252
StdDev: 45.467 Mode: 243 (67489)

Sekil 8. a) 9%0,4’lik PPy konsantrasyonu ile iretilen elektroegrilmis PAN
nanomodifiyeli PGE elektrot yilizeyinden bir bdliimiin SEM gériintiisii b) Yalnizca
PAN kullanilarak hazirlanan prekiirsor ¢ozeltiden (PPy=0) elektroegirme ile iiretilen

PAN nanomodifiyeli PGE elektrot yilizeyinden bir boliimiin SEM goriintiisii

Elektrotlar iizerinden alinan lokal goriintiilere (Sekil 8) ve Tablo 4’te verilen
degerlere bakildiginda, PPy kullanimi ile daha ince yapili ve ¢ap varyasyonunun daha
yiiksek oldugu nanoliflerin elde edildigi (112,83+67,50 nm), 6te yandan prekiirsor
cozelti formiilasyonundan PPy cikarilarak gerceklestirilen uygulama ile elektrot
ylizeylerinde PAN nanolif ¢apinin arttigi (137,52+45,46 nm) goriilmektedir. Bu
sonuglar, ince-Yardimet ve ark. (2022)’nin ¢aligmasinda farkli PPy konsantrasyonlari
ile yapilan PAN nanolif tiretimlerinden elde edilen sonuglar1 destekler niteliktedir.
Dolayisiyla PPy varligi ve miktarina bagl olarak daha ince nanolifler elde edildigi

veya bagka bir ifadeyle PPy kullanilmaksizin daha kalin PAN nanoliflerin elde edildigi
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goriilmektedir. Ayrica her iki uygulamada da diizgiin yapili ve boncuklanmanin
gozlenmedigi diizenli bir nanolif morfolojisine rastlanmaktadir. Literatlirde yer alan
ve yalmizca PAN igerikli prekiirsor ¢ozeltiyle nanolif iiretimi gergeklestirilen
caligmalara bakildiginda Gu ve ark. (2005)’nin prekiirsér ¢ozeltideki PAN
konsantrasyonunu da igeren farkli elektroegirme parametreleri ile 200-1200 nm
araliginda, Khan ve ark. (2015)’1n ise 208-881 nm araliinda ¢aplara sahip nanolifler
elde ettigi goriilmekte ve tez calismasi kapsaminda tiretilen PAN nanoliflerin ¢ok daha

ince oldugu sonucuna varilmaktadir.

3.2. Modifiye Edilmemis Kalem Ucu Elektrot (PGE) Sensor Yiizeyleri ile

Elektrokimyasal Karakterizasyon Calismasi

Bu kisimda, analitlerin elektrokimyasal karakterizasyonu i¢in yalin PGE
elektrotlar ile farkli konsantrasyonlardaki analit ¢ozeltilerinde DPV 6lglimleri alinmig
ve pik potansiyelleri belirlenmistir. PGE elektrotlar ile gerceklestirilen Slgiimler,
analitlerin  elektrokimyasal karakterizasyonunun gerceklestirilmesi ve pik

potansiyellerinin belirlenmesine yonelik olarak yapilmistir.

Analitlerin elektrokimyasal karakterizasyonlarina ait voltamogramlardan ve
alinan oOlglimlere gore spesifik voltajlarda yiikselen akim piklerinden hareketle,
analitlerin pik potansiyelleri belirlenmistir. Voltamogramlar Sekil 9, Sekil 10 ve Sekil

11°de verilmistir.
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Sekil 10. Hipoksantinin 10, 20, 50, 100 ve 200 uM’lik ¢ozeltilerine ait

voltamogramlari
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10pM 20 uM 50 uM 100 pM

200 M

Sekil 11. Urik asitin 10, 20, 50, 100 ve 200 uM’lik ¢ozeltilerine ait

voltamogramlari

Sekil 9, 10, ve 11°deki voltamogramlar, Hx’in 0,9 V’da, Xn’in 0,6 V’da ve
UA’nm 0,2 V’da geldigini gostermektedir. Zira artan konsantrasyona paralel olarak
bu potansiyellerde gelen pik yiikseklikleri artmaktadir. Bu c¢alismalara ait dl¢iim

sonuglar1 Tablo 5’te, bu degerlerin grafigi ise Sekil 12°de yer almaktadir.

Tablo 5. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan analit ¢ozeltileriyle alinan DPV

ol¢lim sonuglar1 ve analitlerin pik potansiyelleri

Analitler/Pik
10 pM 20 pM 50 pM 100 pM 200 pM
Sinyali (mA)
Xn (0,6 V) | 0,39+0,07 | 0,69+0,26 | 1,56+0,52 | 2,22+0,59 | 10,87+0,10
Hx (0,9 V) | 2,20£0,59 | 4,97+1,54 | 11,93+£8,88 | 17,94+4,30 | 46,56+14,33
UA (0,2V) | 1,24+0,19 | 2,33+0,75 | 7,54+4,30 | 16,12+5,23 | 31,36+10,36

Sonuglar, ortalama+ standart sapma olarak verilmistir (Hx: Hipoksantin; Xn: Ksantin ve UA: Urik asit)
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Sekil 12. Xn, Hx, UA Konsantrasyon Calismasi ve Hata Cubuklari

Tablo 5’teki Ol¢iim sonuclart ve Sekil 12°deki grafik incelendiginde, artan
konsantrasyonlarda ve ayr1 ayr1 hazirlanan saf analit ¢ozeltileri ile alinan voltmetrik
Ol¢iim sonuglarinin kendi igerisinde diizenli bir artig gdsterdigi, hata cubuklarinin iirik
asitte daha bliylik oldugu goriilmektedir. Tablodaki degerler de, iirik aside ait
okumalarin Xn ve Hx’e gore daha yiiksek standart sapmaya sahip oldugunu
gostermektedir. Buna karsilik, bozunma iiriinlerinden Hx ve Xn, bozulma
reaksiyonlar1 seyrinde daha 6nce agiga ¢iktigi icin 6l¢iim hassasiyetinde daha dncelikli

metabolitler olarak diisiintilebilmektedir (Hernandez-Cazares ve ark., 2010).

Ayrica, analitlerin es zamanli olarak tayin edilebilirligiyle ilgili 200 pM’lik bir
karisim (ksantin, hipoksantin ve {irik asit iceren) ¢ozeltisi de hazirlanarak yeni bir

Ol¢ciim daha alinmistir. Bu 6l¢lime ait voltamogram, Sekil 13°te verilmistir.
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Sekil 13. 200 uM’lik Hx, Xn ve UA karisiminin voltamogrami

Karigim ¢ozeltisinin Sekil 13’te yer alan voltamograminda da goriildiigi gibi
tiim analitlerin (ksantin, hipoksantin ve iirik asit) es zamanli monitorizasyonu
gerceklesmis, elde edilen diizgiin ve net pikler ile karakterizasyon c¢alismasi

dogrulanmistir.

Analitler ile girisim yapma potansiyeli olan DOP ve L-ASP’in de
elektrokimyasal karakterizasyon c¢aligsmalar1 yapilmis olup bu caligmalara ait Sl¢glim

sonuclar1 Tablo 6 ve Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 6. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan dopamin ¢ozeltileriyle alinan

DPV 6l¢tim sonuglari ve pik potansiyelleri

DOP Pik
Potansiyeli /
10 pM 20 pM 50 pM 100 pM 200 pM
Konsantrasyon
(mA)
©0,1V) 3,43+£1,07 | 6,19£2,44 | 17,10+5,51 | 28,39+4,92 | 45,28+12,54
0,8V) 0,25+0,03 | 0,54+0,19 | 1,76+0,38 | 2,81+0,40 | 4,52+0,37

Sonuglar, ortalama+ standart sapma olarak verilmistir (DOP: Dopamin)
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Tablo 7. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan L-aspartik asit ¢ozeltileriyle

alinan DPV 6l¢iim sonuglar1 ve pik potansiyelleri

L-ASP Pik
Potansiyeli /
10 pM 20 pM 50 pM 100 pM
Konsantrasyon
(mA)
©0,1V) 96,22+35,80 | 107,73+27,51 | 209,10+54,38 | 227,10+19,57
0.8YV) 73,72+7,82 | 56,69+14,23 | 78,41+28,66 | 78,47+7,97

Sonuglar, ortalama+ standart sapma olarak verilmistir (L-ASP: Aspartik asit)

Tablo 6 ve Tablo 7°de goriildiigi gibi, DOP ve L-ASP’in pik potansiyelleri,
analitlerin pik potansiyellerinden farkli olup 0,1 V ve 0,8 V’da pikleri gelmektedir.
ASP ayrica, yiiksek konsantrasyonda (200 uM) tespit edilemeyerek lineer araligin
disinda kalmis ve bu nedenle ASP i¢in 200 puM’lik 6l¢iim degerleri alinamamustir.
DOP ve L-ASP ig¢in tespit edilen pik potansiyellerinin gosterildigi voltamogramlar,
Sekil 14 ve Sekil 15°te yer almaktadir.
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Sekil 14. Dopaminin 10, 20, 50, 100 ve 200 uM’lik ¢ozeltilerine ait voltamogramlar
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Sekil 15. L-Aspartik asitin 10, 20, 50 ve 100uM’lik ¢ozeltilerine ait voltamogramlar

Bu calismalara ilaveten, eklemeli konsantrasyon calismasi ile non-spesifik

(girisim caligmasi) Ol¢lim performanslari da incelenmistir. S6z konusu eklemeli
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konsantrasyon c¢alismasi i¢in Oncelikle L-ASP ¢ozeltisi hazirlanarak dl¢timler alinmas,
sonra iizerine es molarite saglanacak sekilde siras1 ile DOP, UA, Xn, ve Hx ilave
edilerek Ol¢iimler tekrarlanmistir. Farkli konsantrasyonlarda (20, 50 ve 100 puM)
yapilan tekrarlar sonucunda L-ASP ve DOP pik potansiyellerinin analitler ile
cakismadig1 ortaya konmustur. Sekil-16, 17 ve 18’de sirasiyla 20, 50 ve 100 uM igin

yapilan eklemeli konsantrasyon ¢aligmasinin voltamogramlari verilmistir.

1: ASP; 2: ASP+DOP; 3: ASP+DOP+UA; ; 5: ASP+DOP+UA+XN+HX
o UA (0.2V) I
SE6 | ﬂ HX (0.9V) =

Corrected Y

Wilyme
~
o
]
y
-

o6
Fitted X

Sekil 16. 20 uM’lik eklemeli konsantrasyon g¢alismasi voltamogrami (hazirlanan

karigimlar ve voltamogramlar ayni renkler ile gosterilmistir)

1: ASP; 2: ASP+DOP; 3: ASP+DOP+UA; ; 5: ASP+DOP+UA+XN+HX
25 - UA (0,2V) ]
ﬂ HX (0,9 V)

Corrected Y
1

1 1
0.6 os 1 1.2 1.4
Fitted X

Sekil 17. 50 uM’lik eklemeli konsantrasyon g¢alismasi voltamogrami (hazirlanan

karisimlar ve voltamogramlar ayn1 renkler ile gosterilmistir)
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1: ASP; 2: ASP+DOP; 3: ASP+DOP+UA; ; 5: ASP+DOP+UA+XN+HX

3E-5 - -t
2.58-5 - 4 g
2E-5 [- E
UA (0,2V)
g |
g 1585 . d
S 3 S HX (0,9V)
s : ﬂ
s XN (0,6 V) ]
=<
S5E-6 [~ ﬂ _: :":. 1
- & .. o, 2
o > ——ttm " o R ]
1 1
o o 0.2 ° 0.3 1

05
Fitted X

Sekil 18. 100 uM’lik eklemeli konsantrasyon caligmast voltamogrami (hazirlanan

karigimlar ve voltamogramlar ayni renkler ile gosterilmistir)

Sonuglar, literatlir ile karsilastirildiginda herhangi bir biyomolekiil
kullanilmaksizin, eszamanli ksantin, hipoksantin ve iirik asit 6l¢limlemeye yonelik
olarak Tretilen voltmetrik biyosensor Orneklerinden Wen ve ark. (2017)’nin
calismasinda CMC (karboksimetil seliiloz)-Pal (paligorskit)-NG (nano katmanli azot
iceren grafen)/GCE (camsi karbon elektrot) icerikli nanokompozit elektrot
kullanilmak suretiyle 0,1 M PBS’te (pH=7) hazirlanan analit ¢ozeltileri ile yapilan
Ol¢timlerin sonucunda pik potansiyelleri UA i¢in yaklagik 0,3 V; Xn i¢in yaklagik 0,7
V ve Hx i¢in yaklasik 1 V olarak kaydedilmistir. Benzer sekilde Zhang ve ark. (2019),
GCE {izeri platin nanopartikiil yiiklii metal organik yapili elektrot tasarimi ile 0,1 M
PBS (pH=7)’te eszamanli ksantin, hipoksantin, iirik asit ve dopamin tayini
gerceklestirmis ve pik potansiyellerini dopamin i¢in 0,13 V; iirk asit i¢in 0,28 V;
ksantin i¢in 0,68 V ve hipoksantin i¢in 1,05 V seklinde saptamistir. Bu sonuglarin,
yalin PGE elektrotlar ile elde edilen sonuclara (pik potansiyelleri) yakin oldugu

gorilmiistiir.
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3.3. Elektroegrilmis PAN Nanomodifikasyonu Uygulanan PGE Sensor

Yiizeylerinin Elektrokimyasal Performansinin Degerlendirilmesi

Elektroegrilmis PAN nanomodifikasyonu ile elde edilen elektrotlarin 6l¢iim
performansi ise Tablo 8, Tablo 9 ve Tablo 10’da verilmis olup bu tablolardaki
degerlere gore cizilen grafikler, elektrotlarin ksantin, hipoksantin ve iirik asit dl¢iim
performanslari, hata ¢ubuklar1 ve R? degerleri ile beraber Sekil 19, 20 ve 21’de

verilmistir.

Tablo 8. PPy kullanilmaksizin (Yalnizca % 8 PAN ¢ozeltisi) yapilan elektroegirilmis
nanolif modifiyeli elektrot liretimi sonras1 analitlerin DPV dl¢limlerinden elde edilen

ortalama pik yiikseklikleri

Konsantrasyon/Pik | 10 uM 20 uM 50 uM 100 uM 200 uM
yiik. (nano amper)
Xn 25,16+ 51,28+ 109,12+ 190,56+ 416,24+
10,87 9,76 22.73 38,59 40,25
Hx 101,95+6 140,53+ 419,90+ 644,48+ 1130,52+
1,07 22,85 50,53 108,48 156,18
UA 94,70+ 208,17+ 817,71+ 1426,33+ 1650,83+
24,68 55,92 286,28 527,41 447,80

Sonuglar, ortalama+ standart sapma olarak verilmistir

(Hx: Hipoksantin; Xn: Ksantin ve UA: Urik asit; PPy: Polipirol; PAN: Poliakrilonitril)

Tablo 9. % 0,4 PPy iceren % 8’lik PAN c¢ozeltisi ile yapilan elektroegirilmis nanolif

modifiyeli elektrot {iretimi sonrasi analitlerin DPV 6l¢iimlerinden elde edilen ortalama

pik yiikseklikleri
Konsantrasyon/Pik | 10 uM 20 uM 50 uM 100 uM 200 uM
yiik. (nano amper)
Xn 14,51+ 53,65+ 86,40+ 161,18+ 264,77+
0,74 8,53 52,92 62,34 103,52
Hx 53,99+ 173,39+ 285,33+ 559,71+ 956,26+
9,71 44,33 35,13 172,44 283,94
UA 81,58+ 342,97+ 722,53+ 934,68+ 2129,15+
0,38 260,48 348,24 221,62 980,31

Sonuglar, ortalama+ standart sapma olarak verilmistir

(Hx: Hipoksantin; Xn: Ksantin ve UA: Urik asit; PPy: Polipirol; PAN: Poliakrilonitril)
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Tablo 10. % 0,8 PPy iceren % 8’lik PAN ¢ozeltisi ile yapilan elektroegirilmis nanolif

modifiyeli elektrot iiretimi sonrasi analitlerin DPV 6l¢iimlerinden elde edilen ortalama

pik yiikseklikleri
Konsantrasyon/Pik | 10 uM 20 uM 50 uM 100 uM 200 uM
yiik. (nano amper)
Xn 24,00+ 26,89+ 53,04+ 112,06+ 236,32+
3,28 11,14 19,81 21,69 35,71
Hx 74,89+ 129,85+ 300,25+ 791,76+ 1285,50+
26,82 71,42 110,75 160,58 207,01
UA 100,79+ 165,66+ 420,64+ 516,68+ 1124,35+
28,37 23,19 151,05 333,69 952,46

Sonuglar, ortalama+ standart sapma olarak verilmistir

(Hx: Hipoksantin; Xn: Ksantin ve UA: Urik asit PPy: Polipirol; PAN: Poliakrilonitril)

2500,00 m Xn (0,67 V)
m— Hx (1V)
2000,00 UA (0,29 V)
......... Dorusa (xn 0,67 ) ¥ = 43308 459,57
1500,00  ......... Dogrusal (Hx (1V))  y=256,11x - 280,85
. R? = 0,9216
Dogrusal (UA(0,29V)) y=92,144x - 117,96
1000,00 wrossel l ........
500'00 ....... ke
--------------- A | B '
0,00 = oy 1 R ] i
10 uM 20 uM 50 uM 100 pMm 200 uMm
-500,00

Sekil 19. PPy kullanilmaksizin (Yalnizca % 8 PAN c¢ozeltisi) hazirlanan ¢ozeltiden
elektroegirme ile elde edilen elektrotlarin Hx, Xn ve UA 6l¢lim performanslari, hata

¢ubuklari ve R? degerleri
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m Xn (0,67 V)
— Hx (1V)
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3500,00 R%2=0,8763
--------- Dogrusal (Hx (1V)) y=219,09x - 251,52
3000,00 R?=0,9248
--------- Dogrusal (UA (0,29 V)),, —
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2500,00 R%=0,9423
2000,00
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Sekil 20. % 0,4 PPy igeren % 8’lik PAN c¢ozeltisinden elektroegirme ile elde edilen

elektrotlarin Hx, Xn ve UA 6l¢iim performanslari, hata gubuklari ve R? degerleri

2500 mm Xn (0,67 V)

— Hx (1V)

2000 m— UA (0,29 V)
y = 50,981x - 62,48
--------- Dogrusal (Xn (0,67 V)) R?=0,8225
1500 ... Dogrusal (Hx (1v)) Y= 308:31x - 408,49
R?=0,8981
~~~~~~~~~ Dogrusal (UA (0,29 V))y = 239,81x - 253,82
1000 R? = 0,8692

500 ...................
0 — i!:.*;;z-‘.-'.-'.‘.‘.’.".".:i e
10 uM 20 uM 50 uM 100 uM 200 uM
-500

Sekil 21. % 0,8 PPy igeren % 8’lik PAN ¢ozeltisinden elektroegirme ile elde edilen

elektrotlarin Hx, Xn ve UA olgiim performanslari, hata gubuklar ve R? degerleri

Tablo 8, 9 ve 10’daki verilere gore cizilen Sekil 19, 20 ve 21°deki grafiklere
bakildiginda, analitlerin DPV 6l¢iim sonuglarinin hata ¢ubuklar1 ve R? degerleri ile
beraber incelenmesi sonucu, PPy konsantrasyonunun % 0,8 oldugu uygulamada
performansin nispeten daha diisiik oldugu ve R? degerlerinin de 0,9 un altinda kaldigi,

diger 2 iretimde ise R?’lerin yiikseldigi ve fakat ortalama pik yiikseklikleri

57



bakimindan PPy kullanilmayan iiretim ile en iyi sonug¢larin alindig: anlagilmaktadir.
Baska bir deyisle, genel pik yiiksekliklerine ve R? degerlerine gore polimer ¢ozelti
formiilasyonundan polipiroliin ¢ikarildig: bir iiretim ile daha yiiksek performansa
sahip, ozgiin bir elektrot tasarim gerceklestirilebilmektedir. Dolayisiyla ince-
Yardimci (2022)’nin ¢aligsmasinda, artan PPy konsantrasyonunun iletkenligi artirmak
suretiyle sensor ozelliklerini iyilestirdigi ifadesinden farkli olarak, PPy kullaniminin
bu ¢alisma kapsaminda 6l¢iim performansini iyilestirmedigi sonucuna varilmaktadir.
Ayrica ¢Oziinmesi zor olan ve uzun siiren PPy kullaniminin, biyosensdr {iretimine
hazirlik siirecini uzatmasindan kaynakli (1 haftalik 1sitma & karigtirma siireci)
dezavantajin giderilmesi ve olas1 bir aksaklik halinde karsilasilabilecek zaman
kaybinin 6nlenmesi, bu sayede biyosensor elektrotlarinin ticari boyuta adaptasyonunu
kolaylastirabilecek olmasi da birer kazanim olarak yorumlanabilir. Nitekim, g¢esitli
amaglarla elektroegirilmis PAN nanolif iiretimlerine yonelik literatiir ¢alisma
orneklerine de rastlanmakta ve PPy kullaniminin bu tez calismasinda performansi
olumlu etkilemedigi anlagilmaktadir. Literatiirde de ¢esitli amaglarla yalin PAN+DMF
cozeltisi ile tliretilen nanolif iiretimlerinin varligi (Gu ve ark., 2005; He ve ark., 2008;
Khan ve ark., 2015; Isaac ve ark., 2020; Huang ve ark. 2022) da dikkat ¢ekmekle
beraber, bu tez ¢aligmasinin baligin tazelik kriterlerinden olan ksantin, hipoksantin ve
iirik asidin belirlenmesine yonelik olarak elektroegirilmis PAN nanoliflerin kalem ucu
elektrotlarin ylizey modifikasyonunda kullanilmasina dayali tek tasarim olmasi,

caligmanin 6zgiinliigiinii ortaya koymaktadir.

Bu sonuglar itibariyle PAN/PPy prekiirsor ¢ozeltisinin Taylor konisi bigiminde
kararli ve diizenli bir akis saglayarak elektrotlarin iizerine kaplanmasi hedefiyle
elektrot tasarimi i¢in en uygun olan iiretim parametreleri 18 kV uygulama voltaji, 5
pL/dk debi, 13 cm uygulama mesafesi, 150 rpm kolektor doniis hiz1 ve 2 saatlik

uygulama siiresi olarak belirlenmistir (Sekil-3).

3.4. PAN Nanomodifikasyonu Uygulanan PGE Yiizeylerin Seciciligi

Elektroegrilmis PAN nanolifler ile modifiye edilen aktif PGE yiizeylerin
yalnizca analitler ile etkilesim gdstermesi, bir bagka deyisle performansin tam olarak
degerlendirilmesinde bu sensor elektrotlarinin segiciligi ayni derecede dneme sahip

bulunmaktadir. Analitler ile girisim yapabilecek olan maddelerden dopamin ve L-
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aspartik asitin elektrokimyasal karakterizasyonu ve analitleri tayin etmedeki
seciciliginin tespitine yonelik caligmalar kapsaminda bes ayr1 konsantrasyonda
analitlerin (Hx, Xn, UA) yan1 sira DOP ve L-ASP c¢ozeltilerinin DPV 6l¢iimleri
alinmigtir. Bu ¢caligmalarin sonuglarini igeren veriler Tablo-11"de, voltamogramlari ise

Sekil 22°de gosterilmistir.

Tablo 11. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ksantin, hipoksantin ve {irik

asit ile girisim potansiyeli olan dopamin ve L-aspartik asit ¢ozeltilerinden alinan DPV

ol¢lim sonuglar1 ve pik potansiyelleri

Maddeler /
Derisim / 10 pM 20 pM 50 pM 100 pM 200 pM
Olgiim (mA)
2791533+
2089,63+ 2856,20-+ 6550,30+ 14414+
Hx (1V) 5619,75
146,31 502,45 817,59 4628,60
525,80+ 113781+ 2928,03+ 4445.97
Xn (0,7 V) 196,42+33,58
64,48 323,11 507,50 +794,34
30780,33+
1013,55+ 208435+ 5479,95+ 15980,33+
UA (0,3 V) 4871,76
213,52 627,41 671,63 3638,52+
DOP 1657,9+ 3199,37+ 6986,10+ 15381,33+ 2778533+
0,15 V) 262,31 117,48 1274,87 1796,51 1595,24
318,25+ 973,77+ 1903,43+ 4267,7+
DOP (0,8 V) | 377,66+52,13
31,25 95,24 107,83 451,13
L-ASP 26,75+ 32,49+ 51,31+37,00
14,97+ 3,25 21,55+ 17,01
(0,15V) 27,02 15,15
L-ASP 168,40+ 8,47+ 64,57+67,53
22,43+ 31,13 4,92+5,16
0.8V) 237,14 6,95
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Sonuglar, ortalama+ standart sapma olarak verilmistir (Hx: Hipoksantin; Xn: Ksantin; UA: Urik asit;
DOP: Dopamin; L-ASP: L-aspartik asit)

14T T T T T T T T T T T T T T T T T
w
"
ne
o 10pM . M :
na
- E
"4
s
"4
144
>
b - v "
E 4 1Y i
B B e
o Nap 3
A - & 5 N
" ~ ET .o ! '.‘
e A A \‘, 4 s . -
N b 3 e LS ; L ' M J’}“’l P //\\‘._
x4 "
" L L L i " " i i H { { | | § ] M
0 02 ' " " " % " . T} ' .
Fax Foox
s T T T 1594EE T T T T T
w BOWM .
44 . 1 1ee
Y 1464
s 1seb
» »
E " F e
£
3 3
v N - W
“e » war
“s -} ©e
nap dtv . . xe
s oy 1% N ,
K4l B4
" " A i L
" " . 42
Fmox
1%e
naf g
1804
e E
; E
i 1584
§
o
wal @
"o -
:ﬁ\- A
A I 3 -
s ' (I . <™
ok S AN VAR i L
a“H®e . s
] o o1 " " " ' ' "
FeoX

Sekil 22. Hx, Xn, UA ve girisim potansiyeli olan DOP ve L-ASP’in 10, 20, 50, 100 ve

200 uM’lik karigim ¢ozeltilerinin voltamogrami
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Tablo 11°deki veriler ve Sekil 22°deki voltamogramlara gore, numune (balik)
matriksinde bulunan ve analitler ile girisim potansiyeli olan DOP ve L-ASP, tasarlanan
elektrotlar kullanilarak segici bicimde analiz edilebilmektedir. Piklerin ¢akismamasi
ve boylelikle maddelerin karisim ¢ozeltisindeki varliginin tespit edilebilmesinin yani
sira, her bir maddenin artan konsantrasyonlardaki varligma karsihik pik
yiiksekliklerinin de artmasi, maddelerin birbirini baskilamadan es zamanli olarak
algilanabildigi 6zglin ve segici bir sensor yiizeyi elde edildigini gdstermektedir.
Sonuglar, yalin PGE ile tespit edilen pik potansiyelleri ile ilgili olarak yapilan literatiir
karsilastirmalarina uymakta (Wen ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2019) olup PAN
nanomodifikasyonu gerceklestirilen elektrotlar ile 0,05-0,1 V civarinda farklilik
gozlenmektedir. Bu da, elektrotlarin yiizey farkliligi ve pH gibi nedenlerden ileri

gelmektedir.

3.5. Kontrollii Bozunma

3.5.1. Farkh Konsantrasyonlarda Enzim (XOD) Uygulamasiyla Kontrollii

Bozunma

Konsantrasyon ¢alismasinin planlanmasinda, Avan ve ark. (2023)’nin baliktaki
hipoksantin miktarinin enzimatik olarak belirlenmesine yonelik CUPRAC (Cupric ion
Reducing Antioxidant Capacity) kolorimetrik sensor caligmasi temel alinmis ve
kullanilacak enzim miktar1 belirlenmistir. Buna gore, enzim katalizorliigiinde Sekil
23’te goriildiigii gibi hipoksantinin giderek azalan konsantrasyonlardaki seyrine
karsilik artan konsantrasyonlarda ksantin ve iirik asitin es zamanl elektrokimyasal

monitorizasyonu gerceklestirilmistir.
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Sekil 23. Farkli konsantrasyonda XOD enzimi ile muamele edilen Hx

¢ozeltisinin DPV 6l¢iim sonuglart

Alinan 6l¢iim sonuglari, Tablo 12°de ortalama pik yiikseklikleri (nano amper:

nA) + standart sapma degerleri ile birlikte verilmistir.

Tablo 12. Farkli konsantrasyonda ksantin oksidaz enzimi ile muamele edilen

hipoksantin ¢ozeltisinin DPV 6l¢iim sonuglari

Enzim
Konsantrasyonu / Hx Xn UA
Akim pikleri (nA)
O XOD 1779,98+531,46 0 0
0,55 U XOD 1616,20+372,92 470,71£171,10 0
1,1 U XOD 1282,90+400,59 654,37+368,48 328,58+248,27
2,2UXO0D 1141,69+482,46 1051,52+231,62 503,54+168,79
5,5 U X0OD 920,34+364,08 969,71£275,75 396,29+145,91
11 U XOD 650,26+225,28 1082,03+109,51 635,50+161,30
BARE XOD 36,81+53,45 18,44+7,95 7,12+10,40

Sonuglar, ortalama+ standart sapma olarak verilmistir

(Hx: Hipoksantin; Xn: Ksantin ve UA: Urik asit; XOD: ksantin oksidaz)




Tablo 12°de, arkli konsantrasyonda XOD enzimi ile muamele edilen Hx
cozeltisinin DPV  Olclimlerinden elde edilen pik yiiksekliklerine ait degerler
goriilmektedir. Bu degerlerden yararlanilarak olusturulan Sekil 23’te de goriildiigii
gibi sabit siirede (15 dk.) artan enzim konsantrasyonuna karsilik Hx sinyalleri
azalmakta ve Xn ile UA sinyalleri ise artmaktadir. Bu da, balik dokularindaki XOD
enzimi ile gerceklesecek olan doniisiimlerin elektrokimyasal olarak es zamanl
goriintlilenebilecegini gostermektedir. Ne var ki {irik asit sinyallerinde diizenli bir artig
olmamasi, Radi ve ark. (1992)’nin belirttigi sekilde iirik asidin ksantin oksidaz enzimi
tizerindeki yarigmasiz inhibisyon etkisine bagli olarak mevcut iirik asit miktarinin
sonuglara tam olarak yansimamasiyla agiklanmaktadir. Bir hiicre icerisinde metabolik
yol izlerinde kullanilan enzim sentezinin kontrolii, geri tepkimeli regiilasyon ile
gergeklestirilmektedir. Bir bagka deyisle {irik asit, ksantin oksidaz enzimine aktif bolge
disindaki bir bdlgeden baglandig1 i¢in tespit edilen miktar, gercek iirik asit miktar
olmamaktadir. Bu sonuglardan hareketle, her ii¢ analit pikinin de goézlenebilmeye
basladig1 1,1 U’luk ksantin oksidaz konsantrasyonu segilerek farkli siirelerde ksantin

oksidaz enzimi uygulamasiyla kontrollii bozunma gergeklestirilmistir.

3.5.2. Farkh Siire Enzim (XOD) Uygulamasiyla Kontrollii Bozunma

1,1 U’luk ksantin oksidaz enzimi ile farkli siirelerde muamele edilen
hipoksantin ¢dzeltisi ile yapilan ¢alismaya ait DPV 6l¢lim sonuglari, Sekil 24’te yer
almigtir.  Sekildeki grafikte goriildiigli gibi  hipoksantinin  giderek azalan
konsantrasyonlardaki seyrine karsilik artan konsantrasyonlarda ksantin ve iirik asitin

es zamanli elektrokimyasal monitorizasyonu gergeklestirilmistir.
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Sekil 24. 1,1 U’luk XOD enzimi ile farkli siirclerde muamele edilen Hx

¢ozeltisinin DPV 6l¢iim sonuglart

Alinan 6l¢iim sonuglari, Tablo 13’te ortalama pik yiikseklikleri (nano amper:

nA) + standart sapma degerleri ile birlikte verilmistir.

Tablo 13. 1,1 U’luk XOD enzimi ile farkli siirelerde muamele edilen Hx

¢ozeltisinin DPV 6l¢iim sonuglart

Enzim Uygulama
Siiresi / Hx Xn UA
Akim pikleri (nA)
200 uM Hx
(ENZIM=0) 2357,80+120,21 0 0
XOD DK 7,5 1781,40+£221,72 797,35+126,23 111,22+156,83
XOD DK 15 1531,60+280,22 930,33+159,51 292,54+86,97
XOD DK 22,5 1419,80+166,56 1026,72+148,13 539,75+£202,07
XOD DK 30 1191,00+140,83 1106,80+61,46 654,06+61,56

Sonuglar, ortalama+ standart sapma olarak verilmistir (Hx: Hipoksantin; Xn: Ksantin ve UA: Urik asit)
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Tablo 13’te, sabit konsantrasyonda (1,1 U) farkl siirelerde ksantin oksidaz
enzimi ile muamele edilen hipoksantin ¢ézeltisinin DPV 6l¢iimlerinden elde edilen pik
yiiksekliklerine ait degerler goriilmektedir. Bu degerlerden yararlanilarak olusturulan
Sekil 24’te de goriildiigii gibi uygulama siiresi arttikca bozunma ilerledigi icin
hipoksantin sinyalleri azalmakta ve ksantin ile iirik asit sinyalleri ise artmaktadir.
Boylelikle baligin 6liimiinii izleyen siirecte dokulardaki ksantin oksidaz enzimine
bagli olarak analit konsantrasyon degisikliklerinin izlenebilecegi ortaya konmustur.
Nitekim Xia ve Zweier (1995) tarafindan iskemik kalp dokularinda (yetersiz kan
akisina ve oksijensiz kalmaya bagli plaklagma) ksantin oksidaz aktivitesine bagh
serbest radikal olusumunun incelendigi ¢alismada ATP yikimina baglh olarak olusan
ksantin ve hipoksantin substratlarinin konsantrasyonunda da biiyiik bir artig olduguna
ve beraberinde molekiiler oksijenin hidrojen perokside indirgendigine, sonrasinda ise
cok daha reaktif serbest radikallerin de agiga ¢ikmasi nedeniyle substrat kontroliiniin
onemine dikkat c¢ekilmistir. Benzer sekilde Sekizuka (2022) tarafindan,
kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde ksantin oksidaz inhibitorlerinin ve

boylece iirik asit olusumunun 6nlenmesindeki 6nem vurgulamistir.

3.6. Tamponda Tespit Limiti (LOD) ve Miktarsal Tayin Limiti (LOQ)

LOD ve LOQ belirlemek amaciyla 1, 2, 5 ve 10 uM’lik hazirlanan ksantin,
hipoksantin ve iirik asit karisim ¢ozeltileri, elektroegirilmis PAN nanomodifiyeli

elektrotlar ile DPV Ol¢limlerine tabi tutulmus ve Tablo 14’°teki sonuglar elde edilmistir.
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Tablo 14. Analitlerin farkli konsantrasyonlardaki (1, 2, 5 ve 10 uM) karisim

cozeltilerinin DPV 6l¢lim sonuglar1 ve standart sapmalari

Konsantrasyon/
Hx Xn UA
Akim pikleri (nA)
1 pM mix 31,19+£11,44 14,73£10,57 22,06+25,28
2 uM mix 44,53+16,23 22,67+4,55 30,88+23,39
5 pM mix 67,57+7,20 26,08+3,66 49,6+12,06
10 pM mix 89,16+26,61 33,63+7,14 57,51£18,53
Blank (Ort.) 7,05 0 4,80

Sonuglar, ortalama+ standart sapma olarak verilmistir (Hx: Hipoksantin; Xn: Ksantin ve UA: Urik asit)

Bu sonuglara gore blank (kor) ile yani analitleri igermeyen 0,05 M’lik (pH=7)
fosfat tamponu ile alinan 6l¢timlerde ksantin sinyali alinmaz iken diger analitlerden
cok diisiik sinyaller alinmis ve tiim konsantrasyonlarda en yliksek sinyali veren analit
hipoksantin olmustur. Bu 6l¢iim sinyallerine gore cizilen grafik ise Sekil 25’teki

gibidir.

140
(Hx) y = 19,394x + 9,8766
120 RZ = 0,9849

100(UA) y =12,506x + 8,7465

80 R2=0,9731

(Xn) y =6,0118x + 9,2463

60 R?=0,9794

40

20

0 -
1 MIKRO MOLAR 2 MiKRO MOLAR 5 MIKRO MOLAR 10 MiKRO MOLAR

-20 MIX MIX MIX MIX

Sekil 25. Analitlerin 1, 2, 5 ve 10 uM’lik karisim ¢ozeltileriyle elde edilen DPV 6l¢iim
sonugclari
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Sekil 24’teki grafige gore 6lgiim sonuglarmin R? degerleri, hipoksantin igin
0,98, ksantin ve trik asit icin 0,97 olarak bulunarak regresyon model uyumunun
yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica Tablo 14’teki veriler ile Sekil 25°teki dogru
denklemleri kullanilarak hesaplanan LOD ve LOQ degerleri, Tablo 15°te verilmistir.

Tablo 15. Hx, Xn ve UA i¢in LOD ve LOQ degerleri (uM)

Analitler LOD LOQ
Hx 0,74 2,49
Xn 1,28 4,28
UA 1,32 4,42

Hx: Hipoksantin; Xn: Ksantin ve UA: Urik asit

Tablo 15°te gorildiigi gibi, LOD ve LOQ degerleri Hx i¢in sirasiyla 0,74 uM
ve 2,49 uM, Xn i¢in 1,28 uM ve 4,28 uM, UA i¢in ise 1,32 uM ve 4,42 uM’dir. Bu
durumda, sensoriin gergek (balik) 6rneklerde uygulanmasiyla elde edilecek olan akim
pik degerleri, her bir analit i¢in ilgili dogru denklemlerinde “y” yerine yazilarak
konsantrasyon karsiliginin bulunmasiyla sonug¢ verecek 6zgiin bir sensor yiizeyi
olusturulmustur. Ulkemizde yaygin olarak yetistirilen ve satilan balik
numunelerindeki bozulma esik degerlerinin de belirlenmesiyle {iriiniin kabul
edilebilirligi ile ilgili hizli ve pratik bir karar mekanizmasi olarak bu sensor
yiizeylerinden yararlanilmasit miimkiin goriilmektedir.

Literatiir 6zetinde derlenmis olan (Bolim 1.5) Tablo 1’de yer alan
elektokimyasal biyosensor galismalart incelendiginde, Hu ve ark. (2000) tarafindan
gelistirilen ve enzim (XOD) kullanimina ragmen 0,8 uM’lik LOD degerine sahip olan
elektrokimyasal hipoksantin biyosensoriinden daha hassas bir LOD degerine ulagildig:
goriilmektedir. XOD enzimi kullanilan diger ¢aligmalardan Lawal ve Adeloju (2010),
polipirol-platin elektrot bazli tasariminda 6 pM, Gorgiili ve ark. (2013) XOD ile
birlikte iirikaz, polipirolpilivinil siilfonat bazli platin elektrod tasarimiyla 2,5 puM,
Torres ve ark. (2013) karbon film bazl elektrot ile 0,77 uM, karbon film ve karbon
nanotiip modifiyeli elektrot tasarimli biyosensorii ile 0,75 uM, Albeda ve ark. (2017)
nafyon, titanyum dioksit grafen bazli camsi karbon elektrot ile 9,5 pM, Si ve ark.

(2018) pozitif yiiklii polidimetil amonyum-karbon nanotiip-grafen bazli karbon baskili
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elektrot tasarimi ile 4,40 uM, Erol ve ark. (2020) da XOD ile birlikte {irikaz enzimi
kullandiklar1 polipirol-paratoluensiilfonat film bazli elektrokimyasal biyosensor ile 5
uM, Liao ve ark. (2020) ise polidopamin ve karbon nanoliflerle modifiye ettigi
enzimatik hipoksantin biyosensorii ile 2 uM’lik LOD’a ulagsmistir. Bdylece, bu
calisma kapsaminda gelistirilen non-enzimatik elektrospun PAN nanolif modifiyeli
PGE elektrot bazli tasarimin hem daha diisiik tespit limitine sahip oldugu hem de
enzim kullanimina bagli dezavantajlar1 (stabilite, maliyet, iiretim-muhafa gii¢liigii)
gideren 0zgiin ve basarili bir tasarim 6rnegi teskil ettigi anlagilmaktadir.

Ote yandan, biyomolekiil kullanilmaksizin (non-enzimatik) gelistirilen
elektrokimyasal sensor Orneklerine bakildiginda ise Reza ve ark. (2014)’nin
gelistirdigi manganez oksit ve kitosan bazli ksantin sensoriiniin LOD degeri 1,31 uM
oldugundan, bu ¢alismada elde edilen 1,28 uM’lik Xn LOD degeri ile daha hassas bir
tasarim gerceklestirildigi anlasilmaktadir. Hipoksantin sensorlerinden Kumar ve
Swetha (2010)’nin nafyon-rutenyum dimetil siilfoksit- modifiye membran bazli camsi
karbon elektrot tasarimi ile 2,37 uM, Kumar ve Shanmugan (2011)’1n ¢ok katmanl
karbon nanotlip bazli camsi karbon elektrotlu tasarimi ile 2,87 uM, Duo ve ark.
(2014)’nin poliksilitol bazli camsi karbon elektrot tasarimi ile 4,5 uM, Juban ve
Billione (2015)’in politreonin bazli karbon pasta elektrot ile gelistirdigi sensoriin 10
puM, Vishnu ve ark. (2017)’nin 4B-kalem ucu elektrot ile gelistirdigi sensoriin 1,09
uM’lik LOD degerlerinden, calismamiz kapsaminda gelistirilen sensoriin daha diistik
LOD (Hx) degerine ulastigt (0,74 uM) anlasilmaktadir. Boylece, bu c¢alisma
kapsaminda gelistirilen non-enzimatik elektrospun PAN nanolif modifiyeli PGE
elektrot bazli tasarimin ekonomik ve az malzeme gereksinimi ile iiretilebilen, daha
diistik tespit limitine sahip bir 6rnek teskil ettigi gozlenmistir.

Bu tez calismasindakinden daha diisik LOD degerlerine ulasabilen
caligmalarin ¢ogunda ise es zamanli bir monitorizasyonun (ksantin, hipoksantin ve
iirik asit) amaglanmadigi dikkat ¢ekmektedir (Dervisevic ve ark., 2017; Rahman ve
ark., 2017; Sahyar ve ark., 2019; vb.). Dolayisiyla ksantin, hipoksantin ve {irik asitin
es zamanl tayinine yonelik olarak gelistirilen ve bu c¢alisma ile gergeklestirilen
tasarimdan daha diisiik tespit limitlerine inilen ¢alismalarda ise enzim kullanimi goze
carpmaktadir (Wang ve ark., 2019; Zhu ve ark., 2021. Bu durumda, mevcut tasarimin
kazanimi ise enzim kullanimimnin getirdigi iretim zorlugu, muhafaza ve maliyet
sorunlarinin elimine edilmis olmasidir. Pierini ve ark. (2018)’nin gelistirmis oldugu

tasarim, enzim kullanimi mevcut olmayan ve balik 6rnekleri icin gelistirilmis bir
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sensOr Ornegi olarak daha diisiik tespit limitlerine inebilmisse de, elektrotlara
uygulanan 6n islemlerin nispeten daha zor bir prosediir ile (¢alisma elektrotlarinin her
asamada allimina ile silinmesi, sonikasyonu, yikama ve bekletmeden olusan uygulama
adimlar1) ve elektrotlara bireysel olarak uygulanmasi gerekliligi nedeniyle bu
caligmada tasarlanan elektrotun daha pratik bir uygulama sagladigi diisiiniilmektedir.
Zhang ve ark. (2019)’nin Pt nanopartikiil katkilt MOF yapili elektrodu ise DOP dahil
es zamanl bir ksantin, hipoksantin ve iirik asit monitorizasyonu gerceklestirmekte
olup serum Orneklerine ksantin ¢ozeltisi ile spike ¢aligmasi yaparak yalnizca ksantin
icin miktarsal tayin kapasitesini rapor etmistir. Benzer sekilde Sudhan ve ark. (2022),
brusit (CaHPO4:-2H>0) nanopartikiil bazli GCE elektrot tasarimli non-enzimatik
sensoril ile diisik LOD’lerde es zamanlh tayin gerceklestirmis fakat idrar ve kahve
numuneleri tlizerinde calismistir. Bu calisma da, gerek -elektroegrilmis PAN
nanomodifiyeli elektrot tasarim1 bakimindan gerekse baliktaki tazelik kriterlerinden
olan hipoksantin, ksantin ve iirik asitin es zamanl tayinine yonelik bir model ¢alisma
olmas1 bakimindan 6zgiinliigli ve taze gida tedarik zincirindeki potansiyeliyle fark

olusturmaktadir.

3.7. Elektrot Depolama ve Olciimlerde Sapma Oram

4°C ve 25°C’de 30 giin siireyle muhafaza edilmis olan elektrotlarin 6l¢iim
performansi ile taze elektrotlarin (iiretimi takip eden ilk 24 saat i¢erisindeki elektrotlar)
kullanimiyla elde edilen DPV 6lglim sonuglart Tablo 16°da verilmistir. DPV
sonuclarinin ksantin, hipoksantin ve iirik asit i¢in grafiksel gosterimi ise Sekil 26’da

yer almaktadir.
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Tablo 16. Farkli kosullarda saklanan 30 giinliikk elektrotlar ile taze elektrotlarin

hipoksantin, ksantin ve {irik asit (10 uM) 6l¢lim performanslari (nano amper: nA)

Elektrot Hx (nA) Xn (nA) UA (nA)
30 giinliik elektrot 180,5 + 16,46 32,65+ 7,78 55,89+ 10,48
(25°C)
30 giinliik elektrot 131,42+ 68,93 20,52+ 7,80 75,48+ 11,45
(4°0)
Taze elektrot 101,95+ 61,07 25,16+ 10,87 94,70+ 24,68

Sonuglar, ortalama+ standart sapma olarak verilmistir (Hx: Hipoksantin; Xn: Ksantin ve UA: Urik asit)

200

B Xn) (VA

100

1 h
ad Hal

30 gunluk elektrot 30 gunluk elektrot (42C) Taze elektrot
(25¢2C)

Sekil 26. Farkli kosullarda muhafaza edilen elektrotlarin 10 pM’lik analit 6l¢tim

performanst

Tablo 16’dan elde edilen veriler ve bu veriler ile olusturulmus olan Sekil
26’daki grafikte goriildiigii gibi elektrotlarin oda sicakligina maruz kaldigi zaman

icerisinde, taze elektrotlar ile alinan 6l¢lim sonuglarinin referans alindig1 degerlerden
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giderek uzaklastigi goriilmektedir. Hipoksantin ve ksantinin sinyalleri zamanla
yiikselmekte iken iirik asit sinyalleri referans degere gore giderek azalmak suretiyle
sapmaktadir. Taze elektrotlarin performansina oranlanan DPV 6l¢iim sonuclari ile elde

edilen sapma oranlar1 (%), Tablo 17°de verilmistir.

Tablo 17. 30 giinliik depolama boyunca 4°C’de ve 25°C’de muhafaza edilen

nanomodifiye elektrotlar ile alinan DPV 6l¢timlerinde % sapma orani

% Sapma orani Hx Xn UA
4°C’de saklanmis %128.,90 %281,56 %79,70
30 giinliik elektrot
25°C’de saklanmis %177 %129,77 259,02
30 giinliik elektrot

Tablo 17°deki sonuglar incelendiginde, elektrotlarin oda sicakliginda
bekletilmesinin dl¢limlerdeki sapma oranimi yiikselttigi goriilmektedir. Bir baska
deyisle, taze elektrot temini saglanamadig: takdirde buzdolab1 kosullarinda muhafaza
edilmis elektrotlar ile Ol¢lim alinmasinin daha uygun olacagi gozlenmistir.
Literatiirdeki sensor stabiliteleri incelendiginde Wang ve ark. (2019)’mm 20 giin
boyunca 4°C’de tampon ¢ozelti icerisinde depoladigi Cu-MOF bazli enzimatik (XOD)
biyosensor elektrotlarinda % 80; Dervisevic ve ark. (2017) nin 4°C’de tampon ¢ozelti
icerisinde depoladig1 kitosan-PPy-Au Np bazli nanokompozit yapili sensor
elektrotlarinda 18. giiniin sonunda % 85 oraninda stabilite saglandig1 goriilmektedir.
Burada dikkat ¢eken, biyoajan kullanimina bagli olarak elektrot muhafazasinin
tampon ¢oOzelti icerisinde ve soguk kosullarda tutulma zorunlulugu oldugudur.
Enzimatik olmayan sensor elektrotlari incelendiginde ise Zhu ve ark. (2019) tarafindan
tek agamali elektrodepozisyon islemi ile iiretilen heteropoliasit katkili demir ve RGO
bazli elektrotlarin oda sicakliginda 42 giinliik depolama sonunda % 87,8; Tang ve ark.
(2011)’in 1 hafta siireyle depoladigi elektroegrilmis PAN nanomodifiyeli CPE
elektrotlarinda % 85,5 oraninda stabilite sagladigi goriilmektedir. Bu tez caligmasi
kapsaminda firetilen elektroegrilmis PAN nanomodifiyeli PGE elektrotlarda ise oda
sicakliginda depolamanin, taze elektrotlar ile gerceklestirilen dlgiimler ile elde edilen
sonuclara kiyasla sapma oranin1 artirdigi ve bu nedenle 4°C’de muhafaza edilmesinin

daha uygun oldugu sonucuna varilmaktadir.
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3.8. Ger¢ek Ornekte (Bahik) Nanobiyosensoriin Uygulanmasi

Taze baliklarin laboratuvarda aseptik sartlarda temizlenip Orneklenmesiyle
bozulmayr hizlandiracak bulasmalar Onlenmis ve bozulmanin dogal siirecinde
ilerlemesi saglanmis olarak gerceklestirilen analizlerin sonuglar1 Tablo 18’de

verilmistir.

Tablo 18. Gerg¢ek drnekte elektrokimyasal ve mikrobiyolojik analiz sonuglari

ve standart sapmalari

Analiz TOPLAM
Giinleri/ Hx (nA) | Xn(mA) | UA(mA) | pH | TMAB | KOLIFORM
Analizler BAKTERI
1
. 103,10+ | 41,98 19,23
0.GUN 6.05 | S04 30 adet /g
43,45 4994 | 4,97 kob/ g
. 2697+ | 25,19 19,65 5x10°
1.GUN 5,98 15 adet /g
21,21 +323 | +12,48 kob/ g
)
) 3238+ | 2799+ | 21,19+
3.GUN sga | POX10 15 adet/g
8,97 7,79 5,42 kob/ g
. 3949+ | 6581+ | 26,36 ¢
5.GUN 635 | 287101 510 adetig
11,08 25,06 +6,30 kob/ g

DPV &l¢tim sonuglari, ortalama+ standart sapma olarak verilmistir

(Hx: Hipoksantin; Xn: Ksantin ve UA: Urik asit; TMAB: Toplam mezofilik aecrobik bakteri)

Taze su tiriinleri igin kabul edilebilir toplam koliform limit degeri 160- 210
EMS/g (2,20- 2,32 log EMS/g) oldugundan, Tablo 18’deki toplam koliform bakteri
(EMS) sonuglarina gore baligin depolamanin 5.giinii itibariyle kabul edilemez duruma
ulastig1, bu sonuglarin TMAB sayist ile desteklendigi goriilmektedir. Nitekim TMAB
sayisinin 6 log kob/g diizeyini agsmasi da tiriiniin tiiketilemez durumda oldugunu ifade
etmektedir (Anon, 1991). Bu nedenle tabloda 5 giinliik depolama siirecine ait analiz
verileri yer almaktadir.

pH sonuglarina bakildiginda, pH’daki diisiis egiliminin de 5.giin itibariyle

degistigi dikkati ¢ekmektedir. Baliin ¢ok taze oldugu yani oliimiinii izleyen ilk 3

giinde kaslardaki oksijensiz solunum dolayisiyla laktik asit birikimine bagl bir diisiis
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gozlenmis fakat 5. gline gelindiginde bozulmaya paralel olarak ugucu aminler gibi
azotlu bilesiklerin agiga ¢ikmasiyla pH ylikselmeye baglamistir. 3. giinde 5,84’e kadar
diismiis olan pH, 5. giinde 6,35’e kadar ¢ikmistir. Taze balik etinin pH deger aralig
genellikle 6.0-6.5 olarak kabul edilmekte ve tiiketilebilirlik sinir degeri 6,8-7,0 olarak
ifade edilmektedir. Ne var ki, pH’ nin kesin bir kriter konumunda olmadig1 ve diger
analizlerle desteklenmesi gerektigi de belirtilmektedir (Yildirim, 2004).

5.giin itibariyle bozulmus oldugu goriilen 6rnegin elektrokimyasal 6l¢iim
sonuglarina bakildiginda, baligin temin edildigi giin (0. giin) itibariyle hipoksantin
diizeyinin daha yiiksek seyrettigi, ilerleyen giinlerde ise diismeye basladig1 dikkat
cekmektedir. Ksantin diizeyinde dalgali bir seyir s6z konusu iken {irk asitin beklenen
artis1 gostermedigi dikkati ¢ekmektedir. Bu durum, Radi ve ark. (1992) tarafindan
ifade edilen, iirik asitin ksantin oksidaz enzimi iizerindeki yarigsmasiz (inkompetitif)
inhibisyon 0Ozelligine baglanabilir. Bir baska deyisle iirik asit, ksantin oksidaz
enzimine aktif bolge disindaki bir lokasyondan baglanarak enzimi inhibe eden bir
metabolit oldugu i¢in mevcut konsantrasyonu yansitan sinyaller alinamamakta ve
hesaplanan miktar ger¢ek konsantrasyonun altinda kalabilmektedir.

Mevcut durumda, temin edilen baligin bozulmus oldugu 5. giindeki ksantin,
hipoksantin ve iirik asit konsantrasyonlarinin hesaplanmasi icin Sekil-a’teki dogru
denklemlerinde “y” yerine 5. giinde kaydedilen ort. DPV 6l¢iim degerleri (nano
amper) yerlestirilip bu denklemlerin ¢oziimii ile bulunan “x” degerleri, o giinkii (5.
giin) ksantin, hipoksantin ve iirik asit konsantrasyonlarina karsilik gelmektedir. Buna

gore;

. Hx i¢in y = 19,394x + 9,8766 denkleminde
39,49=19,394x+9,8766; Hx konsantrasyonu 1,53 uM

. Xn igin y= 6,0118x + 9,2463 denkleminde

65,81=6,0118x + 9,2463; Xn konsantrasyonu 9,41 uM ve

. UA i¢in y = 12,506x + 8,7465 denkleminde

26,36=12,506x + 8,7465; UA konsantrasyonu 1,41 uM olarak bulunur.

Sonug olarak Izmir ¢iftlik cipurasinin tazeligi ile ilgili olarak yapilan es
zamanli hipoksantin, ksantin ve iirik asit monitorizasyonu sonucu ilgili degerlerin
sirastyla < 1,53 uM Hx; <9,41 uM Xn ve < 1,41 uM UA olmas1 gerektigi

anlagilmaktadir.
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DORDUNCU BOLUM
SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, baligin tazelik kriterlerinden olan hipoksantin, ksantin ve
irik asitin es zamanl tayinini gerceklestirebilmek amaciyla elektroegirilmis PAN
nanolifler ile PGE elektrotlarin modifikasyonuna dayanan ekonomik, pratik ve segici
sensor ylizeylerinin elde edildigi 6zgiin bir tasarim yapilmistir.

Bu dogrultuda oncelikli olarak kaplanmamis (yalin) PGE elektrotlar ile
analitlerin ve analitlerle girisim yapma potansiyeli olan DOP ve L-ASP’in
elektrokimyasal karakterizasyonu gergeklestirilmis, hipoksantin, ksantin ve iirik asit
icin sirasiyla 0,9 V; 0,6 V ve 0,2 V’luk pik potansiyellerine karsilik DOP ve L-ASP’in
0,1 V ve 0,8 V’da pikler vererek analitler ile herhangi bir ¢akisma olmadig: tespit
edilmisgtir.

Diger yandan, nanomodifiye ylizeylerin elde edilmesine yonelik deneme
iretimleri gergeklestirilmis ve diizenli yapida, damlacik/boncuklanma kusuru
olmayan, kusursuz morfolojiye sahip nanolifler elde edilmistir. Elektroegirme ¢ozelti
iceriginin de dahil oldugu elektroegirme parametreleri ise deneme {iiretimleriyle
deneysel olarak belirlenmistir. Buna gore %0,8 PPy iceriginde hazirlanan PAN
cozeltisi ile tiretilen nanolifler ortalama 122,34 nm ¢apinda; %0,4 PPy iceren PAN
cozeltisi ile liretilen nanolifler ortalama 112,83 nm capinda ve sadece PAN ¢dzeltisi
ile (PPy=0) iiretilen nanolifler ise ortalama 137,52 nm ¢apinda olmustur. Bu sonuglar,
PPy varliginin nanolif caplarinda biiylik bir degisim yaratmadigini gostermektedir.
Boylelikle bu ¢alisma, hipoksantin, ksantin ve {irik asitin es zamanl tayini kapsaminda
PGE nanomodifikasyonuna yonelik elektroegrilmis PAN nanolif iiretiminde prekiirsor
cozelti etkinliginin de arastirilmasi bakimindan literatlirdeki ilk ¢alismadir. Bu arada
maddelerin elektrokimyasal karakterizasyonu, yalin PGE i¢in tespit edilen pik
potansiyellerine benzerlik gostererek Hx, Xn ve UA ig¢in sirastyla ortalama 1,0 V; 0,7
V ve 0,3 V olarak belirlenmistir. Bunu takiben nanomodifiye yiizeylerin segiciligi,
DOP ve L-ASP i¢in pik potansiyellerinin 0,1 V ve 0,8 V olarak belirlenmesi ve farkli
konsantrasyonlardaki karisim ¢ozeltilerinde de her bir maddenin ayr1 ayri monitorize
edilebildiginin ortaya konmasiyla sonuc¢lanmaigtir.

Elektroegirilmis PAN nanolifler ile modifiye edilen PGE -elektrotlarda

seciciligin yan1 sira pratik bir analiz siireci saglanmasi da tasarimin 6zgiin degerleri
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arasindadir. DPV dl¢limleri dncesinde yalin PGE yiizeylerin aktivasyonu igin {iglii
elektrot sisteminde her bir elektroda tek tek uygulanmasi gereken ve elektrot basina
yaklagik 2 dakika siiren elektrokimyasal 6n igslem esnasinda harcanan siire ve is giicii
gereksinimi giderilmis olup nanomodifiye elektrotlarin 2 M NaOH ¢ozeltisinde 1
saat/40°C bekletilmesinden ibaret olan kimyasal aktivasyon iglemiyle toplu olarak (tek
seferde) analize hazir edilmesi, son kullanic1 bakimindan tasarimin sagladig kolaylig
acikca ortaya koymaktadir.

Elektroegirilmis PAN nanolifler ile modifiye edilen PGE elektrot yiizeylerinin
gercek balik dokularinda meydana gelen bozulma reaksiyonlarindaki hipoksantinin
ksantine, ksantinin iirik aside doniistimii ise ksantin oksidaz enzimi kullanilarak
yapilan kontrollii bozunma ¢aligmasiyla incelenmistir. Farkli konsantrasyon ve farkl
siirelerde enzim (ksantin oksidaz) uygulamalarini iceren c¢alismalarda, baligin
dokularindaki ksantin oksidaz enzimi ile oksidasyonu katalizlenen analitlerin es
zamanli monitorize edilebildigi ve enzimin etkisiyle hipoksantin konsantrasyonu
azalirken ksantin ve irik asitin agiga c¢iktigi goriilmiistiir. Tasarlanan sensor
yiizeylerinin algilama giicii ise hipoksantin, ksantin ve {irik asit i¢in sirasiyla 0,74 uM;
1,28 uM ve 1,32 uM olarak hesaplanan LOD degerleri ile belirlenmis ve literatiirdeki
bir¢ok ¢alismaya kiyasla basariya ulagtig1 goriilmistiir. LOQ degerleri ise hipoksantin,
ksantin ve {irik asit i¢in sirasiyla 2,49 uM; 4,28 uM ve 4,42 uM olarak hesaplanmstir.
Ayrica nanomodifiye sensor elektrotlarinin 4°C ve 25 °C’de 30 giinliikk muhafazasi
sonrasindaki 6l¢iim performansi da degerlendirilmis ve 4°C’de depolanan elektrotlar
ile alinan dl¢iimlerde sapma orani daha diisiik bulunmustur.

Sonu¢ olarak bu tasarim, endiistriyel uygulamalara adapte edilebilecek
ekonomik, pratik ve segici bir tazelik sensorii elde edilmesine yonelik 6zgiin bir 6n
caligma/prototip olarak basariya ulagsmistir. Ayrica, mevcut tasarima taginabilirlik
Ozeliginin kazandirilmast ve sektdrde ornek basi analiz (point of care, POC)

gerceklestirilebilmesini saglayacak ileri hedeflere yonelim s6z konusu olabilecektir.
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