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Jiiri
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Prof. Dr. S. Beniz GUNDUZ
Dog. Dr. Pinar Esra ERDEN

Poliaminler insan ve hayvanlarda fizyolojik islevlerin yerine getirilmesinde 6nemli rol alirlar.
Hiicresel gelisim, hiicre farklilasmasi, enzim faaliyetlerinin ve iyon kanallarimin diizenlenmesi, DNA ve
protein sentezi kontroliinde gorevlidirler. Gidalarda ise putresin iki nedenle 6nem arz etmektedir.
Birincisi, biyojen amin miktarinin kalite indikatorii olarak kabul edilir olmast digeri ise sagliga etkili
toksik etkilerinin bulunmasidir.

Bu ¢alismada; TiOy, CoS,In;S3 nanopartikiillerinin degisik kombinasyonlari ile modifiye edilmis
elektrotlar hazirlandi ve putresin tayininde kullanilabilirligi arastirildi. Hazirlanan modifiye elektrotlarin
yiizey morfolojileri ve elektrokimyasal davraniglari taramali elektron mikroskopu (SEM), doniisiimlii
voltametri (CV) ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) yontemleri ile incelendi. Modifiye
elektrotlarin performans faktorleri diferansiyel puls voltametrisi (DPV) yontemiyle belirlendi ve modifiye
edilmemis elektrodun performansi ile karsilastirildi. Hazirlanan TiO,-CoS modifiyeli camsi karbon
eletrodun (GCE) dogrusal g¢alisma araligi 0,32 uM-16,66 uM, gozlenebilme sinir1 (LOD) 0,09 puM, alt
tayin simirt (LOQ) 0,27 uM, tekrarlanabilirlik ve tekrar dretilebilirlikleri sirasiyla %4,7 ve %3,3 olarak
tespit edildi. Tasarlanan elektrodun gida numunelerinde putresin analizi igin kullanilabilirligi arastirild.

Anahtar Kelimeler: CoS, elektrokimya, metal oksit, nanoteknoloji, poliamin, putresin, sensor,
TiO2, voltametri
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Polyamines play an important role in performing physiological functions in humans and animals.
They are responsible for cellular development, cell differentiation, regulation of enzyme activities and ion
channels, DNA and protein synthesis control. In food, putressin is important for two reasons. The first is
that the amount of biogenic amine is accepted as a quality indicator and the other is that it has toxic health
effects.

In this study; Modified electrodes with different combinations of TiO,, CoS, In,Sz nanoparticles
were prepared and their usability in the determination of putresin was investigated. Surface morphology
and electrochemical behavior of the modified electrodes were investigated by scanning electron
microscopy (SEM), cyclic voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS). The
performance factors of the modified electrodes were determined by differential pulse voltammetry (DPV)
method and compared with the performance of the unmodified electrode. The linear operating range of
the TiO,-CoS / GCE (glassy carbon electrode) prepared is 0,32 puM-16,66 uM, the observability limit
(LOD) is 0,09 uM and the lower detection limit (LOQ) is 0,27 uM. Reusability and reproducibility were
found to be 4.7% and 3.3%, respectively. The usability of the designed electrode for putresin analysis in
food samples was investigated.

Keywords: CoS, electrochemistry, metal oxide, nanotechnology, polyamine, putrescine, sensor,
TiOy, voltammetry
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1. GIRIS

Biyojenikaminler (BA), insanlar, hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalardaki
normal metabolik faaliyetlerin bir sonucu olarak genellikle alfa-karboksil grubunun
proteinojenik bir amino asitten ¢ikarilmasiyla olusan organik, bazik azotlu bilesiklerdir
(Henao-Escobar ve ark., 2015). Biyojen aminlere, mikrobiyal ve biyokimyasal aktivite
icin uygun kosullarin oldugu durumlarda, serbest amino asit varliginda veya protein
igeren hemen hemen tiim gidalarda rastlanabilir.

Biyojen aminler kimyasal molekiil yapilarina gore alifatik (putresin, kadaverin,
spermin, spermidin, agmatin), aromatik (tiramin, feniletilamin) ve heterosiklik
(histamin, triptamin) bilesikler olarak ya da igerdikleri azot sayisina gére monoaminler
(B- feniletilamin, tiramin), diaminler (histamin, triptamin, putresin, kadaverin) ve
poliaminler (agmatin, spermin, spermidin) olarak siniflandirilabilmektedirler (Smith,
1981; Halasz ve ark., 1994)

Poliaminler (putresin, spermidin ve spermin), arginin / ornitin ve metiyonin
metabolizmasindan tiiretilen biyojenik aminlerdir (Melgarejo ve ark., 2010). DNA,
RNA ve protein sentezinin neredeyse tiim basamaklarinda rol aldiklar i¢in her tiir hiicre
bliyiimesi, ¢ogalmasit ve hayatin devamliligi i¢in gereklidirler. Bu nedenle yeni
doganlarin biiylimesi ve ameliyat sonras1 hastalarin yaralarinin iyilesmesi gibi hizl
hiicre biiytimesi gereken durumlarda poliamin tiikketimi 6nemlidir. Besin yoluyla alinan
en Onemli poliamin kaynaklari, sebze, meyve, tahil, kuruyemis, et ve siit iirlinleridir.
Bitkilerde bulunan 6nemli poliaminler putresin, spermin ve spermidindir (Biiytikuslu,
2014).

Fazla miktarda poliamin tiiketimi gida zehirlenmelerine ve bazi rahatsizliklara
sebep olduklari i¢in dikkat edilmelidir. Eger yiiksek miktarda poliamin igeren gidalar
tilketilirse veya poliaminleri detoksifiye eden enzimlerin genetik olarak eksikliginde
veya bu enzimleri engelleyen bazi bilesiklerin viicuda alimiyla bas agrisi, solunumda
giiclik, kalp ¢arpimntisi, hipotansiyon (histamin, putresin ve kadaverin alimiyla),
hipertansiyon (tiramin alimiyla), mide bulantisi, bag donmesi, beyin i¢i kanama,
anafilaktik sok ve daha agir durumlarda Slime yol agabilmektedir (Lonvaud-Funel,
2001) (Hornero-Mendez ve Garrido-Fernandez, 1997) (Lange ve Wittmann, 2002).
Tiim bu sebeplerden dolayr poliaminlerin tiiketimine dikkat edilmelidir (Til ve ark.,

1997) deney fareleri ilizerinde yaptiklari ¢alismada putresinin akut oral dozunu 2000



mg/kg olarak belirlemislerdir. Ayn1 arastirmada putresinin gézlenmeyen yan etkilere
neden olan dozu ise 180 mg/kg/giin olarak saptanmustir.

Putresin, amino asitler arginin ve ornitinin dekarboksilasyonu ile meydana gelir.
Putresin hizli bir sekilde emilir ve metabolik aktif spermidin ve spermine déniisiir. Ince
bagirsakta ve kolon iginde en yaygin bulunan poliamin, putresindir. Yiiksek putresin
seviyesinin nedeninin, Enterobacteriaceae ve Clostridium tiirleri baslica olmak {izere,
bakteriyel kokenli oldugu gosterilmistir (Shalaby, 1996; Milovic, 2001)

Putresin zehirli bir diamin, koti kokulu organik kimyasal bir bilesiktir
(Wunderlichova ve ark., 2014; Apetrei ve Apetrei, 2016b). Poliaminler gida
zehirlenmelerine ve bazi rahatsizliklara sebep olduklari igin saglik yoniinden; hayvansal
gidalarda mikroorganizmalar tarafindan olusturulduklari i¢in de hijyen acisindan
onemlidir. Gidalarin mikrobiyal bozulmas: sirasinda dekarboksilaz aktivitesi arttiginda
poliaminlerin miktar: artar. Bu artis gida bozulmalarmin gostergesi olmasi nedeni ile de
onem tasimaktadir. Putresin miktar1 yiiksek gidalar (>40 mg/kg) portakal, portakal suyu,
mandalina, greyfurt suyu, ketcap, dondurulmus bezelye, fermente soya firiinleridir
(Biiytikuslu, 2014).

Gectigimiz yillarda biyolojik numunelerdeki poliaminleri 6lgmek i¢in ince
tabaka kromatografisi, kilcal elektroforez, gaz kromatografisi, spektroskopi, yiiksek
performanslt sivi kromatografisi, elektrokimyasal yontemler gibi analitik yontemler
gelistirilmistir (Leonardo ve Campas, 2016). Bu yontemler arasinda elektrokimyasal
yontemler dogrudan sinyal {iretimi, yliksek hassasiyet, hizli algilama ve ekonomik
analiz gibi diger analitik sistemlere gore tistlindiir.

Elektrokimyasal sensorler, elektrotlarin modifiye edilerek seciciligin ve
duyarliligin artirllmas1 hedeflenen elektroanalitik yontemdir. Elektrokatalizlerde
kimyasal olarak modifiye edilmis elektrotlarin kullanilabilmesi, aragtirmacilarin bu
elektrotlara yonelmesini saglamistir. Elektrot yiizeyinde gerceklesen elektron aktarim
hizlarinin gelistirilebilmesi icin elektrot yiizeylerinin tabaka ve filmlerle kaplanmasi
gerekmektedir (ince, 2008).

Metal nanopartikiiller, oksit nanopartikiiller, yar1 iletken nanopartikiiller ve hatta
kompozit nanopartikiiller gibi bir¢gok nanopartikiil, elektrokimyasal sensorler ve
biyosensorlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Genel olarak, metal nanopartikiilleri
miitkemmel iletkenlige ve katalitik 6zelliklere sahiptir, bu da onlar1 proteinler ve elektrot
yiizeylerindeki redoks merkezleri arasindaki elektron transferini ve elektrokimyasal

reaksiyonlart arttirmak icin katalizorler olarak gelistirmek i¢in "elektronik kablolar"



olarak  hareket etmelerini saglar. Oksit nanopartikiiller —genelde yliksek
biyouyumluluklarindan dolay1 biyomolekiilleri immobilize etmek i¢in kullanilirken yar1
iletken nanopartikiiller elektrokimyasal analizlerde etiketleme ajani olarak kullanilirlar
(Luo ve ark., 2006). Enerji band bosluguyla (3,2 eV’luk) bilinen en iyi yari-iletken
nanopartikiillerden olan TiO2 nanopartikiiller bir¢ok elektrokimyasal uygulamada
kullanilmaktadir (Luo ve ark., 2006; Wang ve ark., 2011)

Bu tez caligmasi kapsaminda putresinin nicel analizinin yapilabilmesi ig¢in
elektrokimyasal sensér olarak modifiye elektrot tasarlanmasi amaglanmaktadir.
Calisgmamizin  ilk  boélimiinde TiO2, CoS, InSz nanopartikiillerinin  degisik
kombinasyonlar1 ile hazirlanan camsi1 karbon elektrot yiizeylerinin elektrokimyasal
davraniglar1 incelenecek ve en uygun modifikasyon malzemesi secilecektir.
Calismamizin ikinci boliimiinde ise se¢ilen modifiye elektrodun performansi putresin
tayini i¢in diferansiyel puls voltametrisi (DPV) yontemiyle incelenecek ve modifiye
edilmemis elektrodun performansi ile karsilastirilacaktir. Gelistirilecek elektrokimyasal
sensoriin calisma potansiyeli diisiiriilerek seciciligi artimak ve goézlenebilme sinirim
diisiiriilerek literatiirde bulunan elektrokimyasal sensorlere alternatifin  sunulmasi

amaclanmaktadir.

1.1 Poliaminler
1.1.1. Poliamin Nedir?

Poliaminler; dekarboksilaz aktivitesine sahip mikroorganizmalar ve/veya az
fermente gidalardaki proteinlerin pargalanmasi sonucu olusan serbest amino asitlerin
dekarboksilasyonu veya aldehit ve ketonlarin transaminaz enzimi ile deaminasyonu
sonucu olusan, yapilarinda iki yada daha fazla amin grubu (-NH,) bulunduran biyojenik
aminlerdir (Smith, 1981; Halasz ve ark., 1994).

Insan viicudunda 20'den fazla poliamin tiirii vardir. Spermidin, spermin ve

putresin, tiim canli organizmalarda mevcut olan en yaygin poliamindir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1 Poliaminlerin kimyasal yapisi
Endojen olarak, poliaminler amino asitten, argininden sentezlenir ve ornitine
doniistiiriiliir; ornitin dekarboksilaz (ODC) enzimi tarafindan katalize edilerek putresine
dontstiiriiliir. Putresin, spermidin sentaz tarafindan spermidine doniistiiriiliirken,

spermidin, spermin sentaz ile spermine sentezlenir (Sekil 1.2) (Scalabrino ve Ferioli,
1984; Yoshinaga ve ark., 1993) .
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Sekil 1.2 Poliamin biyosentezi

Poliaminler memelilerde hiicre biiyiimesinde, farklilagsmasinda, DNA, RNA ve
protein sentezinde rol alirlar. Bu nedenle poliaminler, her tiir hiicre biiylimesi,

cogalmasi ve hayatin devamliligi icin gereklidirler (Biiytikuslu, 2014).



Poliaminlerin viicutta onemli ve c¢esitli biyolojik etkileri s6z konusudur.
Ozellikle &karyotik hiicrelerde; hormonlarin, alkaloidlerin, niikleik asitlerin ve
proteinlerin sentezlenmesinde azot kaynagi olarak onciil maddeler olarak kullanildigi,
organizmada viicut sicakliginin diizenlenmesi, kan basincinin azaltilmasi ve arttirilmasi
gibi bir¢ok islevlerin yerine getirilmesinde etkili olduklar1 goriilmistiir (Colak ve Aksu,
2002; Karovicova, 2005; Spano ve ark., 2010).

Insan sagligi acisindan yararli olan pek cok kritik fonksiyonun yerine
getirilmesinde farkli yapidaki poliaminlere ihtiyag duyulmasmna Kkarsin, yiiksek
miktarlarda poliamin igeren gidalarin tiiketimi sonucu baz1 toksik etkiler de
goriilebilmektedir (Guo ve ark., 2015). Poliaminlerin alinan miktara gore, gida
alerjisiyle iligkili olabildikleri belirtilmektedir. Ayrica spermin, spermidin ve putresin
bliylime ve gelismede Onemli rol oynadiklarindan katabolize edilmeleri sinirlidir.
Boylelikle tiimdr gelisimini hizlandirabilmektedirler, bundan dolay1 kanser tedavisi
aragtirmalarinin en 6nemli hedeflerinden birinin de kanserli hastalarda poliaminlerin
inhibe edilmesinin oldugu ifade edilmektedir (Bardocz, 1995; Ruiz-Capillas ve
Jimenez-Colmenero, 2005; Rodriguez ve ark., 2014) (Bardocz, 1995; Rodriguez vd.,
2014).

Poliaminler diisiik derisimlerde bitki ve hayvan metabolizmasi tarafindan
sentezlenmesine karsin, daha ¢ok serbest amino asitlerden mikrobiyal dekarboksilasyon
sonucu {iretilmeleri nedeniyle, ayni zamanda gidalarin tazelikleri, kalitelerinin
belirlenmesi ve zehirli etkileri agisindan potansiyel belirteg maddeler olarak
bilinmektedirler (Yeginl ve *, 2008).

Poliaminler iizerine yapilan gesitli ¢aligmalarda poliaminlerin taze gidalarda
diisiik derigsimlerde bulunduklart veya hi¢ bulunmadiklart belirlenmis olmasinimn yani
sira; balik ve iriinleri, et ve tiriinleri, siit ve iiriinleri gibi yiiksek protein iceren gidalar
ile sarap, bira, sebzeler, meyveler gibi diisiik proteinli gidalar ve kabuklu yemis,
cikolata ve fermente gidalarda da toksisiteye yol agabilecek yiiksek derisimlerde
bulunabildikleri belirtilmektedir (Askar ve Treptow, 1986; ten Brink ve ark., 1990). Bu
nedenle biyojen amin analizleri temel olarak hammadde, ara iiriinler ve son tiriinlerin
kalite kontrolleri ile fermantasyon siirecinin izlenmesi, proses kontrolii, arastirma ve
gelistirme gibi caligmalarda 6nemli olmaktadir (UYLASER ve KONAK; Giirbiiz, 2002;
Onal, 2007; Hazards, 2011).

Poliaminlerin olgiilmesi i¢in kullanilan analitik yontemler, temel olarak

kromatografik yontemlere dayanir: Ince tabaka kromatografisi (TLC), gaz



kromatografisi (GC), kilcal elektroforez (CE) ve yiiksek performanshi sivi
kromatografisi (HPLC). HPLC, poliaminlerin analizinde en ¢ok tercih edilen yontemdir
(Onal, 2007).

1.1.2. Putresin Nedir? Onemi

Putresin viicutta ornitinin dekarboksilasyonuyla olusan poliamindir. Dolayli
olarak agmatinden de olusabilmektedir (Zomkowski ve ark., 2006; Landete ve ark.,
2008). Mantarlar tarafindan da sentezlendigi bilinen bu madde, diger poliaminlerin
(spermidin, spermin) 6n maddesidir (loannidis ve ark., 2006; Amprayn ve ark., 2012).

Putresin ve diger poliaminlerin viicutta DNA, RNA, protein sentezine katildigi
bilinmektedir (Fukumoto ve Byus, 1997; loannidis ve ark., 2006). Bu sebeple hiicre
gelisimi ve biiylimesini artirmaktadir. Putresin ve spermin viicutta norotransmitterler
olarak onemli goreve sahiptir. Beyinde yiikksek miktarda bulundugu ve azliginda
depresyon gelistigi dolayist ile depresyonun fizyopatolojisinde etkili oldugu
bildirilmektedir (Zomkowski ve ark., 2006). Poliaminlerin sa¢ ve tirnaklarin
yenilenmesine yardimci oldugu, kolajen iretimini destekledigi, radyasyonun DNA
tizerindeki etkisinin Oniine gectigi goriilmektedir (Douki ve ark., 2000). Putresin
organlarin  gelisiminde, bagisiklik sisteminin  giliglenmesinde ve hiicrelerin
yenilenmesinde etkilidirler (Halasz ve ark., 1994). Sekil 1.3’ te putresinin insan

viicudundaki fizyolojik fonksiyonlar1 gosterilmistir.
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Sekil 1.3 Putresinin insan viicudundaki fizyolojik fonksiyonlari.

Poliamin viicut deposu: poliaminlerin viicutta sentezi, bagirsak kanalinda
bulunan mikroorganizmalarin iretimi ve beslenme ile alinan poliaminlerle
korunmaktadir (Zoumas-Morse ve ark., 2007). Siganlarda yapilan ¢aligmalar, diyet
putresinin % 10'unun, diyet spermidinin % 40'm ve diyet sperminin % 8'inin viicut
dokularinda tutuldugunu gostermektedir (Bardocz ve ark., 1998).

Putresin viicutta deaminasyona ugrayarak amonyak ve azot oksitlere indirgenir
ya da yiikseltgenebilir. Metabolizma sonucu ortaya ¢ikan nitréz oksit ve guanidino
grubu tasiyan putresin tiirevlerinin antiproliferatif etkinlikleri de ortaya konmaktadir.
Hiicre yikimin1 baslatmaktadir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak fazla miktarlarinin hiicreler
lizerine zehirli etkilerinin oldugu sonucu cikarilabilir (DOGAN ve ark., 2012). Diger
aminlerin zehir etkisini artirir. Cene kilitlenmesi ve kalp sorunlarina neden olur (Ercan
ve ark., 2017). Timér olusumunu hizlandirmas: nedeniyle, kanser hastalarinin

beslenmesinde poliamince zengin besinlerden uzak durulmasinin, hastalarin yasam



kalitesi {izerinde olumlu etkileri oldugu ifade edilmistir (Frydman ve Valasinas, 1999;
Cipolla ve ark., 2010).

Tiim besinler poliamin igerirler, ancak ic¢erdikleri putresin, spermidin ve spermin
oranlar1 farklidir. Bitkisel veya hayvansal kaynakli besinlerde poliamin igerigi besinin
yapist ile mikroorganizmalarin cinsine bagli olarak degisir. Besinlerin putresin igerikleri
farkli besinlerde oldukc¢a degiskenlik gosterdigi gibi, ayn1 besinlerde isleme, depolama,
mevsimsel gibi siire¢lerin degisimine bagli olarak farkli sonuglar verir (Kalac ve
Krausova, 2005; Atiya Ali ve ark., 2011). Besin yoluyla alinan en énemli poliamin
kaynaklari, sebze, meyve, tahil, kuruyemis, et ve siit iirlinleridir. Yiiksek putresin igceren
besinler (>40 mg/kg) portakal, portakal suyu, mandalina, greyfurt suyu, ketgap,
dondurulmus bezelye, fermente soya tirtinleridir

Gidalarda olusan poliaminler, gidalarin bozulmalari, tazelikleri ve gida giivenligi
ile yakindan ilgili olup bunlarin derisimleri gidalarin tazeliginin belirlenmesinde isaretci
maddeler olarak kullanilabilmektedirler (Akan ve Demirag, 2018). Putresin i¢in lahana
tursusu, balik, peynir, fermente edilmis sosisler ve baharatlar i¢in onerilen maksimum
tolere edilebilir seviyeler sirastyla 140, 170, 180, 360 ve 510 mg / kg'dir (Rauscher-
Gabernig ve ark., 2012)

Gelisim doneminde olan bebek ve cocuklarda, yaralarin kapanmasi, ameliyat
sonrast hastalarin iyilesmesi gibi durumlarda poliamin igerigi yiiksek besinler tercih
edilmesi gerekirken timor olusumunu hizlandirmasi nedeniyle kanserli hastalarin
beslenmesinde poliamin igeriginden uzak diyet onerilmelidir (Biiyiikuslu ve Erdogdu
Er6z, 2015). Bu sebeplerden dolay1 gidalarin putresin igeriginin belirlenmesi oldukca

onem arz etmektedir.

1.2. Nanoteknoloji

Nanobilim ve nanoteknolojinin tam bir tanimi1 olmamakla birlikte, genel goriise
gore 1-100 nanometre boyutundaki maddelerin anlasilmasi, kontrol edilmesi ve atomsal
seviyede degistirilip islevsel hale getirilmesidir. Bir baska tanima gore nanoteknoloji
nanometre 6l¢ekli yapilarin analizi, imalati ve nano hassasiyette cihazlarin gelistirilmesi
olarak Ozetlenebilir. Nanoteknoloji kapsamina giren malzemeler i¢in 100 ile 1 nanometre
(nm) (1/10 milyon metre ile 1/1 milyar metre) arasindaki herhangi bir biiytikliikk (uzunluk,
genislik veya kalinlik) ifade edilmektedir. Bu denli kiigiik boyutlara sahip bu yapilar i¢in,
cevremizdeki nesneler icin gecerli olan fiziksel ve kimyasal yasalar gegerli degildir.

(Yalgin, 2010). Ornegin, nano dlgekteki malzemelerin optik, elektronik, manyetik ve



kimyasal davranislar klasik degil kuantum olarak tanimlanmaktadir (Qian ve Hinestroza,
2004; OZDOGAN ve ark., 2006).

Mevcut nano yapiya yabanci bir atomun yapigmasi, elektronik oOzellikleri,
ornegin elektrik iletkenligi fark edilebilir sekilde degistirmektedir. Bu yabanci atom
gecis elementi oldugunda yapistigi  bir nano yapiya manyetik O6zellikler
kazandirabilmektedir.

Nanoteknoloji son zamanlarda analitik kimyadaki en heyecan verici on
alanlardan biri haline gelmistir. Cok ¢esitli nanomateryaller, 6zellikle farkli 6zelliklere
sahip nanopartikiiller birgok farkli analitik yontemde genis uygulama alani bulmustur
(Penn ve ark.,, 2003). Bu malzemeler arasinda, metalik nanopartikiiller, onemli
Ozellikleri ve sayisiz olasi uygulamalar1 nedeniyle biiyiik ilgi ¢ekmektedir. Metalik
nanoparcacik elektrotlarinin kisa siirede hazirlanmasi i¢in kolay ve hizli bir alternatif
sunar (Renedo ve Martinez, 2007). Genel olarak, metal nanopargaciklar miikemmel
iletkenlige ve katalitik ozelliklere sahiptir, bu da onlar1 proteinler ve elektrot
yiizeylerindeki redoks merkezleri arasindaki elektron transferini arttirmak ve
elektrokimyasal reaksiyonlar1 hizlandirmak i¢in katalizorler olarak “elektronik teller”
gibi kullanmaya uygun hale getirir (Luo ve ark., 2006). Nano 6l¢ekli boyutlarda iletken
polimerler ve metal oksit nanokompozitler, sensorlerin 6zelliklerini iyilestirmek igin
0zel bir ilgi uyandirmaktadir (Coronado ve ark., 2000; Yoon, 2013). Metal oksit
nanopartikiilleri arasinda, titanyum dioksit (TiO2) nanopartikiiller, yiiksek yiizey alani
ve yiiksek katalitik verim dahil olmak iizere benzersiz 6zellikleri nedeniyle ¢ok sayida
uygulama igin potansiyel bir materyal olarak kullanilmistir(He ve ark., 2014; Yang ve
ark., 2015). Ayrica TiO2 nanopartikiilleri yiiksek kimyasal ve termal kararlilik nedeniyle
miikemmel 6zelliklere sahip olduklari bilinmektedir (Bamwenda ve ark., 1997). TiO»,
elektrokimyasal ortamda stabiliteyi ve ticari bulunabilirligi garanti eden heterojen
katalizorler i¢in bir destek olarak goriilebilir (Tauster ve ark., 1981; Kim ve ark., 2003).

Biyomolekiiler algilamaya yonelik elektrokimyasal sensorlerin daha segici ve
daha hassas bir sekilde gelistirilebilmesi, nanoteknoloji ile iretilen nanopartikiil,
nanotlip ve nanokompozit gibi gelismis fizikokimyasal ozelliklere sahip
nanomalzemeler biiylik 6nem tasimaktadir. Elektroanalizde uygulanmasini kolaylastiran
bir¢cok farkli boyut ve bilesime sahip nanopartikiiller mevcuttur. Nanopartikiillerin en
biiyiik avantajlar1 yiiksek yiizey alani : hacim oranidir. Elektrotlar nanopartikiillerle

modifiye edildiklerinde hem elektrodun yiizey alanii arttirarak immobilizasyon
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verimini arttirmakta hem de elektron aktarim hizini1 arttirarak daha diisiik tayin
limitlerine inilebilmesine olanak saglamaktadirlar.
Nanometre biiyiikliigiindeki nanomazemeler sensor tasarimlarinda;
» biyolojik molekiillerin (enzim, DNA, protein vb. gibi) elektrot yiizeyine
dogrudan baglanmasini kolaylagtirmak,
> elektrokimyasal tepkimeleri hizlandirmak,
» biyomalzemeleri nanobarkotlarla etiketlemek,
» biyomolekiiler etkilesim/tanima tepkimesi sonucunda olusan sinyalin
hassasiyetini arttirmak,
» tanima yiizeyi ve/veya ¢evirici boliimiin kiigiiltiilebilmesi
gibi amaglar i¢in kullanilmakta, bu durum ayn1 zamanda, biyosensorlerin boyut olarak

ta minyatiirize edilebilmesine olanak saglamaktadir (Muti Erdem, 2010)

1.3. Elektrokimyasal Teknikler

Elektrokimya, madde ile elektrik enerjisi arasinda etkilesmeyi, bu etkilesmenin
sonucunda olusan kimyasal enerjinin fiziksel enerjiye doniisiimii gibi kimyasal ve
fiziksel degisimleri inceleyen bilim dalidir (Skoog ve West, 1997). Iyonik bir iletken ile
elektronik iletken ara yiizeyinde gerceklesen indirgenme yiikseltgenme tepkimelerini
inceler.

Elektrokimyasal teknikler ¢ozeltilerin elektrokimyasal bir hiicrede elektriksel
ozelliklerinin Slgiilmesi ve Olcililen bu 6zelliklerinden yararlanilarak maddelerin kalitatif
ve kantitatif analizine dayanan tekniklerdir. Elektrokimyasal hiicre, analiz edilecek
maddeyi (analit) igeren bir ¢ozelti, bu maddenin kimyasal doniisime ugradigi
elektrotlar ve bu elektrotlar1 birbirine baglayan bir dis devreden olusur. Akim,
potansiyel, yiik gibi elektriksel biiytikliiklerin 6l¢iimiine ve bunlarin kimyasal degiskenler
ile arasindaki iliskiye dayanir. Analitik amacglh elektriksel Olgiimler, endiistrideki kalite
kontrol, ¢cevresel ve biyomedikal analizler gibi alanlarda uygulamalara sahiptir.

Genel olarak biitiin elektrokimyasal tekniklerde potansiyel, akim ve zaman
parametreleri bulunur ve bu parametreler de elektrokimyasal teknigin adim belirler.
Ornegin, voltametride potansiyel-akim, kronoamperometride zaman akim ve

kronokulometride zaman-yiik parametreleri bulunmaktadir.
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1.3.1 Voltametri

Voltammetri, bir ¢aligma (indikator) elektrodunun polarize oldugu kosullarda
karsilastirma (referans) elektrodu arasinda olusan akimin potansiyel fonksiyonu (V)
Olgiilmesi esasina dayanan, analitler hakkindaki bilgileri inceleyen elektroanaliz
yontemlerinden biridir. Akim, analit derisimi ile dogru orantilidir. Elektrokimyasal
hiicreye uygulanan potansiyel zamanla artirilarak potansiyel-akim egrisi elde edilir.
Olusan bu grafige voltamogram denir.

Cesitli ortamlarda meydana gelen yiikseltgenme indirgenme olaylariin,
yiizeydeki adsorbsiyon olaylarinin, kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot
yiizeylerindeki elektron aktarim mekanizmalarini inceler (Yilmaz, 2012).

Elektrokimyasal hiicre bilesenleri

Destek elektrolit

Voltametrik analizler bir destek elektrolit-¢oziicii ortaminda yapilir. Destek
elektrot kullanmaktaki temel amag elektroaktif maddenin elektrot ylizeyine sadece
diftizyon ile tasinmasini saglamaktir. Destek elektroliti bazi analizlerde ortam pH’im
ayarlayan bir tampon ya da ortamda bazi iyonlar1 komplekslestiren bir ligant gorevini
de gorebilir. Deneyde kullanilan destek elektrodun olduk¢a saf olmasi 6nemlidir.
Coziictinin elekrokimyasal inertlik, elektriksel iletkenlik, ¢dzme giicli, kimyasal
inertlik, vizkozite, dielektrik sabiti, kolay bulunabilirligi, ucuzlugu ve kolay
saflastirilabilir olmasi 6zelliklerinin bilinmesi gereklidir (Cekirdek, 2005).

Calisma (indikatér) elektrot

Potansiyeli zamanla degisen mikro elektrottur. Indirgenme-yiikseltgenme bu
elektrotta gergeklesir. Caligma elektrodunun iletken, c¢alisilan potansiyel araliginda
inert, negatif potansiyel sinir1 yiiksek olmasi gerekmektedir.

Modifiye elektrot

Calisma elektrotlarinin elektron aktarim hizin1 artirmak ve analizi yapilacak
olan analit i¢in hassasiyet ve secici Ozelligi kazandirmak igin c¢esitli organik ve
inorganik modifiye edicilerin elektrot ylizeyine yerlestirilmesi ile analitik amaglara
uygun olacak sekilde kimyasal veya elektrokimyasal ozellikleri degistirilerek cesitli
modifiye elektrotlar hazirlanmaktadir. Cesitli yontemlerle hazirlanan modifiye edilmis
bir elektrot, sade ¢alisma elektrotla karsilagtirildiginda mekanik dayaniklilik, kimyasal
kararlilik, tekrarlanabilirlik, elektrot yapiminin basit ve giivenli olmasi, modifiye edici

maddenin aktivitesinin uzun siireli olmasi1 gibi 6zelliklere sahip olmalidir. Boylece
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modifiye edilmemis/isubstrattan farkli ozelliklere sahip hizli cevap verebilen ve

yeniden kullanilabilir olma 6zelligi olan elektrotlar elde edilir.

1.3.2 Voltametrik Teknikler

Voltametride en ¢ok kullanilan uyarma sinyalleri dogrusal taramali, diferansiyel
puls, kare dalga ve iliggen dalgadir. Bu uyarma sinyallerine gore olusan voltametrik
yontemler; dogrusal taramali voltametri, diferansiyel puls voltametri, kare dalga
voltametri ve doniisiimlii voltametridir.

Bu boliimde tez ¢alismasinda, deneylerde kullandigimiz teknikler anlatilmustir.

Doniisiimlii Voltametri

Bu yontemde ¢alisma elektroduna dnce dogrusal olarak artan sonra da ayni hizda
baslangic noktasina geri donen tiggen dalga formunda potansiyel uygulanir (Sekil 1.4).
Elde edilen voltamogram elektrot yiizeyi ile ¢ozeltideki tiirler arasindaki elektron
aktarimi sonucu olur. Doniisiimlii voltametri ¢ozeltideki redoks reaksiyonlarinin

mekanizma ve hizlarinin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir.
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Sekil 1.4 a) Doniisiimlii voltametri potansiyel-zaman egrisi b) Doniisiimlii voltametri akim potansiyel
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Siyirma Voltametrisi

Jaroslav Heyrovsky’in Polarografiyi kesfinden sonra duyarliligi artirmak
amaciyla yeni voltametrik teknikler gelistirilmeye ¢alisilmistir. Styirma teknikleri nano
seviyesindeki ¢ozeltilerin analizinde basvurulan voltametrik tekniktir.

Styirma analizi ile elde edilen belirtme sinirinin ¢ok diisiik olmas1 6n deristirme
asamasinda on elektrolizle elektrot yiizeyinde gergeklestirilen zenginlestirmeden

kaynaklanir. Styirma voltametrisi cihazlari ucuzdur. Karigim analizlerine uygulanabilir
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ve Olclimleri kolay olmasi sebebiyle analizcilerin dikkatleri bu yontem {izerinde
yogunlagmaktadir.

Elektrokimyasal siyirma teknikleri duyarliligin 10°-10 M diizeyine kadar
iyilestirilebildigi iki asamali tekniktir. Ilk asamada analit, genellikle karistirilan bir
¢ozeltide, uygun potansiyel altinda bir mikroelekrolit iizerine biriktirilir. ikinci asamada
potansiyel anodik veya katodik yonde taranarak yiizeyde deristirilen analite iliskin akim
potansiyel egrilerinden gidilerek analiz gergeklestirilir (Sekill.5).

Biriktirme asamasinda genellikle karistirilan ¢ozeltilerde ve belli bir potansiyel
altinda calisilir. Kullanilacak elektrot yiizeyinin olabildigince kii¢iik olmasi istenir.
Boylece saptanacak tiir kiiglik bir hacimde toplanarak istenen diizeyde deristirilebilir.
Biriktirme potansiyelinin uygun secimi ile yalnizca belli bash tiirler birikecek sekilde
secimlilik artirilabilir. Siyirma asamasinda potansiyel anodik veya katodik yonde

taranarak analit elektrot yiizeyinden ¢oziiliir ve voltametrik tekniklerden biri ile analiz
edilir.

08+

A\ Biriktirme Biriktirme Basamag
Potansiyel
. |

AKIM
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Sekil 1.5 Siyirma voltametrisinde potansiyelin zamanla degisimi ve akim-potansiyel voltamogram

Adsorptif Siyirma Voltametrisi

Adsorptif siyirma voltametrisi (AdSV) ilk kez Joseph Wang tarafindan
kesfedilen, maddenin indikatdr elektrot lizerine kisa siirede adsorbe edilmesi prensibine
dayanan sityirma teknigidir. Voltametrik sinyal, maddenin yiizeyde adsorbe edilen
derisime dogrudan baghdir.

Bu yontemde on deristirme, maddenin Kkaristirtlan bir ¢6zeltiden elektrot
yiizeyine kisa siirede fiziksel adsorpsiyonu ile saglanir. Madde herhangi bir kimyasal

reaksiyona tabi tutulmaz. Bu teknik ile elektro etkin olmayan yiizey etkin maddeler de
hasas olarak analiz edilebilir.
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Bu yontemde g¢alisma elektrodu yiizeyindeki yiikiin sifir olmasi igin uygun
biriktirme potansiyeli secilir. Secilen potansiyelde yeterli karistirma yapilarak
adsorpsiyon hizlandirilabilir (Yilmaz, 2012).

Adsorptif siyirma voltametrisinin mekanizmast:

Biriktirme basamaginda ¢ozelti ortaminda kompleks olusumu durumunda,

M™ +n L — ML) (cozelti)

ML (cozeltiy — MLa™ (ads)

Yiizeyde kompleks olusumu durumunda,
N L (gozet) = 0 L (ads)
M™+n L @ds) — MLn"" (ads)
Siyirma basamaginda,

MLa"™ (ads) — ML + n L seklindedir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

(Telsnig ve ark., 2012) tarafindan bezelye fidesi amin oksidazin (PSAO) MnO:
modifiyeli karbon pasta elektrotlart (CPE'ler) iizerinde immobilize edilmesiyle
biyojenik aminlerin (BA) tespiti i¢in yeni, kararli bir biyosensor tasarlamiglardir.
Enzimatik reaksiyonun {irinlerinden biri olan hidrojen peroksit, elektrokimyasal olarak
aktif ara maddedir. Diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ile Ag / AgCl'ye kars1 + 0,4
V'de tespit etmislerdir. Biyosensor, kadaverin, putresin, tiramin ve histamin gibi farkl
substratlarla test edilerek substrat 6zellikleri hakkinda bilgi elde adilmistir. Dogrusal
calisma araligi Kadaverin igin 30 - 88 pg / mL ve putresin i¢in 24 - 67 pg / mL olarak
belirlenmistir. Kadaverin i¢in goézlenebilme sinir1 (LOD) 10 pg / mL ve putresin igin 8
pg / mL olarak ve alt tayin sinirt (LOQ) sirasiyla 30 pg / mL ve 24 pg / mL olarak
hesaplanmustir. Sensor, ticari balik sosundaki BA'lar1 6l¢mek i¢in kullanimistir.

(Apetrei ve Apetrei, 2016a) Voltametrik sensorlerin sirasiyla bisftalosiyanin ve
polipirol ile modifiye edilmis perde baskili elektrotlarin algilama 6zelliklerini
incelemislerdir. Sensdrlerin amonyak ve putresin dahil olmak iizere aminik bilesiklere
elektrokimyasal tepkileri analiz edilmistir. Modifiye perde baskili elektrotlarda —1,0 V
ila + 1,3 V arasindaki potansiyel alanda gozlenebilen pikler, modifiye edilmemis perde
baskili elektrotlarda gézlenmemistir. Sensorler amin bilesiklerine karst ¢ok duyarlidir,
en diigiik tespit limitleri amonyak i¢in 1,85 uM ve putresin i¢in 0,34 pM olarak
belirlenmistir.

(Henao-Escobar ve ark., 2015) tarafindan kare dalga voltametri ile bor katkili
elmas elektrot kullanilarak kadaverin, histamin, putresin ve tiramin eszamanli olarak
belirlenmesi arastirilmistir. Tiim 6lgtimler, oda sicakliginda, pH’s1 10 olan 15 mL
destekleyici elektrolit ¢ozeltisi (10 mM Na2CO03 ve 100 mM NaClOy) igeren bir hiicrede
yaptlmistir. Kare dalga voltagramlar, + 250 mV (baslangi¢ potansiyeli) ile + 1900 V
(bitis potansiyeli) arasinda anodik tarama yapilarak elde edilmistir. Deneysel
parametreler: tarama hiz1 0,12 V/s, genlik 20 mV, frekans 25 Hz. Put, His, Tyr ve Cad'
in bir Bor katkili elmas elektrodu kullanilarak elektrokimyasal tespiti, bu tiir
elektrotlarin genis potansiyel penceresi sayesinde miimkiin olmustur. Cad, His ve Put
icin 22 ila 65 uM konsantrasyon araliginda en iyi sonuglar elde edilmistir.

(Tiwaril ve ark., 2018) tarafindan balin ¢igek kokenini ayirt etmek igin kimyasal
olarak modifiye edilmis bir elektrot kullanarak doniisiimsel voltametriye dayali yeni bir
metod gelistirilmistir. Cinko oksit (ZnO) nanopartikiillerinin bir elektroaktif baglayici
madde olarak kullanildigi karbon pasta (CPs) elektrotdan yapilan elektrokimyasal
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sensOr tasarlanmistir. Modifiye edilmis elektrodun elektrokimyasal yaniti bes farkli
cigek tipi balin 50 6rneginde doniisiimlii voltametrik teknik ile analiz edilmistir. Her bir
numunenin doniisiimlii voltamogramlar1 10 déngii i¢in 0,3Vs™ tarama hizinda -0,45 ila
0,7 V potansiyel araliginda kaydedilmistir. Modifiye elektrodun tekrarlanabilirligi %2
olarak bulunmustur.

(Zhuang ve ark., 2018) tarafindan indirgenmis grafen oksit nanositler (GNS)
altin nanopartikiiller (AuNP), CoS2 ve bir iyonik siv1 ile islevsellestirilerek bir nano
hibrid elektrot hazirlanmistir. Gelistirirlen elektrodun dopaminin (DA) voltametrik
tayinini sagladigir gosterilmistir. AuNP'ler, iyi tanimlanmis 3 boyutlu ve gozenekli bir
yap1 elde etmek igin ilk 6nce CoSz ve IL-GN'lerle modifiye edilen elektrot tizerinde
biriktirilmistir. Modifiye edilmis elektrotlarin karakterizasyonu, 100 mM fosfat
tamponunda (0.1 M, pH = 7.0) veya KCI (100 mM) igeren bir K3 [Fe (CN) 6] / K4 [Fe
(CN) 6] (1: 1, 1 mM) gozeltisinde CV Olgtimleri ile belirlendi. DPV sinyalleri —0.2 ila
0.4 V araliginda kaydedildi. Pik akim1 (Ag / AgCl'ye kars1 0,17 V ¢aligma voltajinda en
iyi olgiilen) , 40 nM algilama sinir1 ile, DA konsantrasyonu 0,1 ila 400 uM araliginda
dogrusal olarak artmaktadir (S / N = 3'te). Gelistirilen elektrot ile, alkollii serum
numunelerinde DA tayini basartyla uygulanmistir. Elektrot, alkollii serum 6rneklerinde
DA tayinine basariyla uygulanmstir.

(Luong ve ark., 2005) tarafindan y-aminopropiltrietoksisilan (APTES) ile
modifiye edilmis carbon nanotiipleri ile bir amperometrik biyosensorii tasarlanmistir.
Modifiye edilmis GC elektrotlarin dontisiimlii voltamogramlar incelendiginde (destek
elektrolit olarak 20 mM Fe (CN)s* ve 0,2 M KCI' de ) immobilize POx ile APTES /
CNT modifiye elektrotlar, esit indirgenme ve yiikseltgenme akimina sahip neredeyse
simetrik bir CV sergilemistir. POx tabanli biyosensoriin performansi diisiik tarama
hizinda (10 mVs™?) dogrusal tarama voltametresi ile incelendiginde 100 uM putresin
ilavesiyle -0,48 V'de en yiiksek akim yanitin1 gostermektedirr. Biyosensor 250 uM'ye
kadar miikemmel bir dogrusal aralik sergilemistir. Alt tayin smirt 0,5 pM,
tekrarlanabilirlik %10 olarak hesaplanmigtir.

(Rochette ve ark., 2005) putresin oksidaz (PuO) ve ¢ok duvarlu karbon
nanotiipler  (MWCNT) kullanilarak putresin igin etkili bir aracisiz biyosensor
tasarlanmistir. Analiz, 10 ml 0.05 mM (pH 7) fosfat tamponu iginde gerceklestirilmistir.
Biyosensor, putresin oksidazin elektrot yiizeyindeki dogrudan elektroaktivitesini etkin
bir sekilde izleyebilmistir. Direkt elektron transferi, putresinin negatif potansiyellerde

tespit edilmesine izin verir ve c¢ogu zaman plazmada Onemli bilesiklerin analizini
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zorlagtiran endojen askorbik ve iirik asitlerin girisimini Onler. Sensoriin putresin i¢in alt
tespit sinir 5 uM, dogrusal ¢alisma araligi 5-200 uM olarak belirlenmistir.

(Henao-Escobar ve ark., 2016) tarafindan histamin (His) ve putresininin (Put)
eszamanli olarak belirlenmesi i¢in sira ile baglanmis iki ¢alisma elektrodundan olusan
tek kullanimlik bir elektrot sistemi gelistirilmistir. Histamin dehidrojenaz ve putresin
oksidaz enzimlerinin her ikisi de sirasiyla tetratiafulvalen ile modifiye edilmis perde
baskili elektroda capraz baglanma ile sabitlenmistir. Ikili sistem, her bir ¢alisma
elektrodundaki temperleyicinin yiikseltgenme akimini 6lgerek, her iki tiiriin de ayni
anda amperometrik olarak saptanmasina izin vermistir. Potansiyel olarak girisim yapan
diger biyojenik aminlerin etkisi de ayrica degerlendirilmistir. Tespit kapasitesi His i¢in
8,1 £ 0,7 ve Put i¢in 10 £ 0,6 uM olarak belirlenmistir. Duyarlilik, His ve Put igin
strastyla % 3,5 ve % 6,70olarak bulunmustur.

(Di Fusco ve ark., 2011) tarafindan bu ¢alismada, Lathyrus sativus'tan bir diamin
oksidaz (DAQ) karakterize edilerek ve ilk kez sarap ve bira orneklerinde biyojenik
aminler indeksinin belirlenmesi i¢in bir elektrokimyasal biyosensoriin biyokatalitik
bileseni olarak kullanimini degerlendirilmistir. Bunun i¢in DAO temelli ¢ift altn baskili
elektrot gelistirildi Amperometrik 6lgtimler fosfat tamponu ¢ozeltisinde (0,1 mol 1, pH
= 7,4) sahte giimiis referans elektrot iceren +600 mV sabit potansiyelde bir akis sistemi
kullanilarak yapildi. Substrat olarak dual-Au-SPE ile putresin tayini 11,2+0,4 nA mg™
duyarhlikta, 0,7-20,0 mg L™ dogrusal calisma araligma sahip, 0.2 mg L? alt tayin
sinirinda gerceklesmektedir.

(Shanmugam ve ark., 2011) Bu c¢aligmada ornitinin dekarboksilasyonu ile
tiretilen putresin miktarin1 6lgmek i¢in demir oksit nanopargaciklar1 tizerinde diamin
oksidaz baglayarak sensor gelistirmiglerdir. Dontistimlii voltammogramlar (CV), 25°
C'de DAO/nano-Fe304 modifiyeli camsi karbon elektrot ile pH 7,2 fosfat tamponu
icinde 0.1 V s? tarama hizinda kaydedilmistir. Bu sensoriin putresin igin diisiik tayin
smirina sahip 0,65 nM ve 2-8 nM dogrusal calisma araligma sahip oldugu

hesaplanmuistir.
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3. MATERYAL METOD
3.1. Kullanilan Cihazlar ve Elektrotlar

Elektrokimyasal dl¢iimlerde Selcuk Universitesi Bilimsel Arastirma Projesinden
(BAP) saglanan bilgisayar kontrollii CHI 6032 D marka elektrokimyasal analizor ve C4
hiicre stand1 kullanildi. Deneylerde ¢aligsma elektrodu olarak camsi karbon elektrot (MF-
2012), referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrot (CHI111) ve karsit elektrot olarak da
platin tel elektrot (CHI115) kullanild.

Deneyler sirasinda ¢ozeltilerin hazirlanmasi i¢in 0,1 mg hassasiyette tartim
yapan ACCULAB marka hassas terazi kullanildi. Cozelti hazirlamada kullanilan
kimyasallar1 ¢6zmek i¢in Caligkan (LAB. UNIT 4010) marka ultrasonik banyo
kullanildi. Hazirlanmig karigimlar Dragonlab (MX-S) marka vorteks karigtirict ile
homojenize edildi. Tampon ¢ozeltilerin pH s1 VWR pH1100L marka pH-iyon metre ile
ayarlandi.

Cozeltiler ELGA marka saf su cihazindan elde edilen ultra saf su ile hazirland. .
Cozeltileri karistirllmasinda Isolab marka manyetik karistiricidan yararlanildi. Gida
orneklerinden putresin o6ziitlenmesi isleminde ISOLAB santrifiij kullanildi. GCE
yiizeylerini temizlemek i¢in BASI marka temizleme Kitleri (MF-2060 PK-4) kullanildi.

CoS, TiO2 ve CoS/TiO2 nanokompozit malzemelerinin X-ray difraksiyon (XRD)
Olctimleri i¢in Cu Ka radyasyonu ile (1= 1.54056 °A) Bruker D8 Advance difraktometre
cihaz1 kullanildi.

Nanokompozitlerin yiizey karakterizasyonu i¢in EVO-LS 10 (Carl Zeiss,
Germany) taramali elektron mikroskobu (SEM) ve elementel igerigi EDX analizori ile
belirlenmistir. Renishaw-inVia spektrometre (514 nm lazer) ile oda sicakliginda
RAMAN o6l¢iimleri yapildi.
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Cizelge 3. 1 Kullanilan kimyasallar, saflik dereceleri ve temin edildigi firmalar.

Kimyasal Adi Saflik Derecesi Temin Edildigi
Firma
Tiramin % 99,0 Sigma-Aldrich
Histamin > % 97,0 Sigma-Aldrich
Putresin diklorit > % 98,0 Sigma-Aldrich
Kadaverin % 95,0 Sigma-Aldrich
Nafyon %5,0 Sigma-Aldrich
Jelatin Tip A Sigma-Aldrich
Disodyum hidrojen fosfat dihidrat % 99,5 Merck
(Na2HPO4.2H20)
Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat % 99,5 Merck
(NaH2P04.H20)
Sodyum hidroksit (NaOH) % 99,0-102,0 Merck
Hidroklorik asit (HCI) % 98,0 Merck
Potasyum hekzasiyonoferrit(Ill) trihidrat % 37 Merck
(Ka[Fe(CN)e].3H20)
Potasyum hekzasiyonoferrat(l11) % 99 Merck
(Ka[Fe(CN)e])
Potasyum kloriir (KCI) % 99 Merck
Etil Alkol (C2HsOH) % 99,0 Panreac

3.3. Kullanilan Cozeltiler
3.3.1. Putresin Cozeltisi

1x102 M stok putresin ¢ozelti hazirlayabilmek igin putresinden 0,0161 g
tartilarak 10 mL lik balon jojede bir miktar saf suda ¢6ziindii ve hacmi saf su ile 10
mL’ye tamamlandi. Hazirlanan stok ¢ozelti kullanilmadigi durumlarda +4T de

muhafaza edildi.
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3.3.2. Jelatin Cozeltisi

30 mg jelatin 3 mL saf suda manyetik karistirict yardimiyla ¢oziinmesi saglandi.
Kullanilmayan jelatin ¢ozeltisi +4 C sicaklikta muhafaza edildi.

3.3.3. Nafyon Caozeltisi

% 0,25 lik nafyon ¢ozeltisi i¢in % 5’ lik alkollii Nafyon ¢ozeltisinden uygun
miktarda alindi ve hacimce %50 alkol-su karigimi ile seyreltilerek hazirlandi.
Kullanilmadigi durumlarda +4 C sicaklikta saklandi.

3.3.4. Fosfat Tampon Cozeltisi

0,1 M Fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlamak igin gerekli miktarlarda Sodyum
dihidrojenfosfat monohidrat ve disodyum hidrojenfosfat dihidrat tartildi ve ultra saf
suda ¢oziilmesi saglandi. 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCI kullanilarak tampon ¢ozeltinin
pH’s1 5,0 olacak sekilde ayarlandi.

3.3.5. Redoks Probu Cozeltisi

5 mM ¢ozelti hazirlamak i¢in potasyum hekzasiyonoferrat(l11) (Ks[Fe(CN)g]) ve
potasyum hekzasiyanoferrat(l1) (Ka[Fe(CN)s]) gerekli miktarlarda tartildi. Uzerine KCI1
derisimi 0,1 M olacak sekilde kat1 KCI ilave edildi. Olgiilii balonda uygun hacme
tamamlandi. Cozeltinin kullanilmayan kism1 +4°C de saklandi.

3.3.6. Girisim Yapan Tiirlerin Cozeltileri

Girisim ¢alismalar1 igin tiramin, histamin, kadaverinin 1x102 M stok
¢ozeltilerini hazirlamak amaciyla gerekli miktarda tartilip ultra saf suda ¢oziinerek
uygun hacme seyreltildi.

3.4. TiO2-CoS Sentez ve Karakterizasyonu

Elektrot modifikasyonunda kullandigimiz TiOz, CoS nanopartiil ve TiO2-CoS,
T102-In2S3, TiO2-In2S3-Ag, Ti02-InS3-CoS  nanokompozit malzemeleri  Selguk
Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Béliimii Arastirma Laboratuvarlarinda litaratiir ve
yeni gelistirilen metodlara gore sentezlenmistir (Feldmann ve Metzmacher, 2001). Bu
boliimde putresin tayininde kullandigimiz TiO2-CoS nanokompozit malzemesinin
sentez ve karakterizasyonu anlatildi.

CoS nanopartikiillerin sentezi: Tipik bir sentez islemi olarak, kuvvetli bir
sekilde karigtirilarak homojen bir ¢ozelti olusturmak {izere dagilan belirli bir miktarda
damitilmis su ve dietilen glikole (DEG) 0,59 g CoCl».6H.O ve 0,37 g tiyoasetamid
(TAA) ilave edildi. Hem reaksiyon ortami hem de dispersiyon ortami olarak DEG,
partikiillerin yiizeyini etkili bir sekilde adsorbe edip stabilize eder ve iyi dagilma

Ozelligine sahip monodispers CoS kristalleri iiretmeyi sagalar (Feldmann ve
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Metzmacher, 2001). Daha sonra koyu mavi ¢ozelti, 100 mL'lik i¢ boyunlu, yuvarlak
dipli bir balona dolduruldu ve 24 saat 140 °C'de bir azot atmosferi altinda 1sitild1. Siyah
kat1 iirlin, oda sicakligina sogumaya birakildi, reaksiyona girmemis maddeleri ¢ikarmak
i¢in birkag kez etanol ve deiyonize su ile yikandi. Elde edilen iiriinler, 70 °C'de 24 saat
stireyle kurutuldu.

CoS / TiO2 nanokompozit malzemelerin hazirlanmasi: 0,1 g TiO2, 15 dakika
boyunca ultrasonik banyo ile 15 mL deiyonize su i¢inde dagitildi. Sonra, belirli bir
miktarda damitilmis suya 0,59 g CoCl..6H20 ve 0,37 g tiyoasetamid (TAA) eklendi ve
bu ¢ozeltiye kuvvetlice karigtirilarak bir homojen ¢ozelti olusturmak tlizere dagitilmis
dietilen glikol eklendi. Elde edilen ¢ozelti, 100 mL'lik {i¢ boyunlu, yuvarlak dipli bir
balona aktarildi ve N2 atmosferi altinda 140 °C' de 24 saat 1sitildi. Siyah kat1 {iriin, oda
sicakligina sogumaya birakildi, reaksiyona girmemis maddeleri ¢ikarmak i¢in birkag
kez etanol ve deiyonize su ile yikandi. Bu tiriinler 70 °C'de 24 saat kurutuldu.

Modifiye elektrotlarin hazirlanmasinda kullanilan TiO2-CoS nanokompozitin

karakterizasyon deneyleri yapildi ve boliim 4.1° de sonuglari verildi.

3.5. Camsi Karbon Elektrot Temizlenmesi

Voltametrik c¢aligmalarda elektrot yiizeyinin temizligi olduk¢a Onemlidir.
Elektrot yiizeylerini temizlemek igin temizleme pedine 0,05 uM boyutunda aliimina
karigim1 damlatildi ve dairesel hareketlerle ¢izilerek yilizeyin temizlenmesi saglandi.
Elektrot yilizeyi ultra saf suyla temizlenerek yiizeyden giderilemeyen safsizliklart
uzaklastirmak ve aliiminadan arindirmak i¢in saf su ile yikandi ve 5 dakika siireyle

etilalkolde daldirilarak yiizeyin tamamen temizlenmesi saglandi.

3.6. Modifiye Elektrotlarin Hazirlanmasi

Her biri 1 mg mL"? olacak sekilde TiO2, CoS, TiO2-CoS, TiO2-1n2S3, TiOz-1n2Ss-
Ag, TiO2-In2S3-CoS nanomalzemeler jelatin igerisinde vorteks karistiricida dagitildi ve
sonikatorde homojenize edildi. Her bir karisimdan 6 pL alinarak temizlenmis GCE
yiizeylerine ayr1 ayr1 damlatildi ve oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kurutulmus
modifiye elektrot {izerine bolim 3.3.3°de belirtilen sekilde hazirlanan nafyon
¢ozeltisinden 6 pL ilave edilip kurumasi i¢in beklendi ve +4 °C de 1 saat siire ile yiizeye

sabitlenmesi saglandi (Sekil 3.1).
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Ti0), -CoS Mafyon +4°C de bekletilir
="

=

Mafyon/ Ti0, -CoS/GCE

Sekil 3.1 TiO2-CoS/GCE elektrot hazirlamsi

3.7. Elektrotlarin Yiizey Karakterizasyonlarimin Incelenmesi

3.7.1. Doniisiimlii Voltametri (CV)
Boliim 3.6. da belirtildigi gibi hazirlanan modifiye olmus ve modifiye olmamig
elektrotlarin 0,1 M KCI igeren Fe(CN)e>* redoks probunda 100 mV/s tarama hizinda

doniisiimlii voltamogramlari 6l¢iildii.

3.7.2. Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi (EIS)

Hazirlanan modifiye elektrotlarin EIS o6l¢iimleri Bolim 3.3.5°de belirtildigi
sekilde hazirlanan redoks probunda 0,18 V acik devre potansiyeli ve 1x10°-5x102 Hz
frekans araliginda alindi. Her bir elektrot icin dlgiim verilerinden yararlanarak Nyquist
egrileri ¢izilerek elektrot-¢ozelti ara yilizeyinde meydana gelen direngleri kaydedildi ve

karsilastirildi.

3.8. TiO2-CoS Modifiye Elektrodun Putresin Yaniti
Ti0,-CoS/GCE ile putresinin kantitatif tayini i¢in olduk¢a hassas ve diisiik tayin

smnirina  ulagilabilen diferansiyel puls adsorptif siyirma voltametrisi (DPAdASV)
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yonteminden yararlanildi. Calismada referans elektrot olarak Ag/AgCl, karsit elektrot
olarak platin tel kullanildi. Elektrokimyasal hiicreye 6 mL pH degeri 5,0 olan 0,1 M
fosfat tamponundan eklendi. Olgiimlerden once elektrokimyasal hiicreden ¢ozeltide
¢Ozlinmis halde bulunan gazlarin uzaklastirilmasi i¢in 5 dakika siire boyunca saf azot
gazi gecirildi. Analit icermeyen tanik ¢ozeltide kararli hal akimi elde edilinceye kadar
elektrotlarin dlgiimleri alinarak potansiyel tanik taramasi yapildi. Bu ¢ozeltiye 1x10* M
putresin ¢ozeltisinden ilaveler yapilarak 0,0 V potansiyel degerinde analit elektrot
yiizeyinde optimize edilen siirede belli bir hizla karistirilarak biriktirildi. Bu siirenin
sonunda ¢ozelti ile elektrot 5 saniye kadar bir dengeleme siiresince karistirtlmadan
bekletildi. Analiti elektrot yilizeyinden siyirmak i¢in diferansiyel puls adsorptif siyirma
(DPAdSV) voltamogramlar1 0,0 V- 1,0 V potansiyel degerleri arasinda alindi.

Boliim 3.6 da hazirlanan modifiye elektrotlardan en iyi iletkenlige sahip olan

TiO2-CoS/GCE ile putresin tayini deneylerine devam edilmistir.

3.9. Optimum Calisma Kosullarinin Belirlenmesi
3.9.1. TiO2-CoS Miktar

TiO2-CoS/GCE’ ye TiO2-CoS miktarinin akim cevabina etkisini belirlemek igin;
0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg TiO2-CoS bulunacak sekilde 1 mL jelatin i¢inde dagitilarak 4 farkli
elektrot hazirlandi. Her bir elektrodun sabit putresin derisiminde akim cevabi DPAdSV
yontemiyle kaydedildi.

3.9.2. pH

pH degerlerinin modifiye elektrodun putresin cevabina etkisini belirlemek amaci
ile 0,1 M fosfat tamponu kullanilarak; pH’ s1 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 7,0; 8,0 olan
cozeltiler hazirlandi. Her biri 3 kere tekrarlanmak iizere bu pH degerindeki tampon
¢ozeltilere uygun miktarda 1x10* M putresin ¢ozeltisi eklenerek akim degerleri
kaydedildi. En yiliksek akim cevabinin elde edildigi pH degeri en uygun pH olarak
secildi.

3.9.3. Biriktirme Potansiyeli

Hazirlanan modifiye TiO2-CoS/GCE ig¢in optimum biriktirme potansiyelini tayin
etmek amaciyla 6 mL pH s1 5,0 olan fosfat tamponuna putresin derisimi 0,0104x10% M
olacak sekilde stok putresin ¢ozeltisinden ilave edildi. -0,4; -0,2; -0,1; 0,0; 0,1; 0,2;
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0,4V olacak sekilde 7 farkli potansiyelde voltamogramlar ¢izilerek en uygun biriktirme

potansiyeli belirlendi.

3.9.4. Biriktirme Siiresi

Adsoptif styirma voltametrisinin ilk basamagi olan yilizeyde analiti biriktirme
icin kullanilacak siireyi segmek amaciyla TiO2-CoS/GCE ile 30, 60, 90, 120, 150
saniyelerde biriktirilerek elde edilen voltamogramlardaki akim degerleri karsilagtirildi.
En yiiksek akim cevabini elde ettigimiz biriktirme siiresi bundan sonraki deneylerde

optimum deger olarak secildi.

3.10. Modifiye Elektrodun Performans Faktorlerinin Belirlenmesi
3.10.1. Dogrusal Calisma Arahg1 ve Gozlenebilme Siniri

Bolim 3.9.1°de belirlenen miktarda optimum bilesimde hazirlanan TiO»-
CoS/GCE nin dogrusal caligma araligi ve gozlenebilme sinirinin tayini amac ile;
biriktirme siiresi 60 s, biriktirme potansiyeli 0,0 V ve uygun ¢alisma pH' s1 pH 5,0 de
0,32 uM ile 16,66 pM derigim araliginda olacak sekilde stok putresin ¢ozeltisinden
standart eklemeler yapildi. Olgiilen akim degerleri putresin derisimlerine karsi grafige
gecirilerek kalibrasyon egrileri olusturuldu. Bu egrilerden yararlanarak modifiye
elektrodun dogrusal ¢alisma araligi, kalibrasyon egrisinin egiminden elektrodun
duyarliligi belirlendi. Gozlenebilme sinirt (LOD) ve alt tayin sinir1 (LOQ) degerleri
asagida gosterilen esitlikler yardimiyla hesaplandi.

LOQ=10s/m

LOD=3s/m

S: Standart sapma, m: Elektrot duyarliligi

3.10.2. Tekrarlanabilirlik ve Tekrar Uretilebilirlik

Tekrarlanabilirigi belirlemek igin bolim 3.6’da belirtilen sekilde hazirlanan
modifiye elektrot ile optimum sartlarda biriktirme yapilarak ayni giin elektrot
degistirilmeden art arda 6 kez siyirma voltamogramlari alindi. Pik akimlar1 belirlenerek
bunlarin bagil standart sapmasi (BSS) hesaplanmas ile elektrodun tekrarlanabilirligi
incelendi.

Tekrar tretilebilirligi belirlemek icin ise; farkli {i¢ elektrot hazirlandi ve 60 s
biriktirme stiresi, 0,0 V potansiyel ve pH 5,0 de DPAdSV cevaplar 6lgiildii. Bu
degerlerden elde edilen BSS ile tekrar iiretilebilirlik hesaplandi.
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3.10.3. Raf Omrii

Putresin tayini i¢in optimum bilesimde hazirlanan TiO2-CoS/GCE modifiye
elektrodun kararliliginin belirlenmesi igin farkli giinlerde putresin cevaplar dl¢iildii. ilk
giin dl¢iilen akim cevaplart ile 3. 7. ve 11. giin akim cevaplar1 karsilastirildi. Olgiim

alinmadig1 zamanlarda elektrot +4°C’de muhafaza edildi.

3.10.4. Girisim Yapan Maddelerin Elektrot Cevabi Uzerine Etkisi

Tampon ¢ozelti bulunan elektrokimyasal hiicreye, 1000 L 1x10“ M putresin
ilave edildi ve akim degerleri kaydedildi. Ardindan gida numunelerinde bulunan ve
girisim yapabilecegi diisliniilen histamin, tiramin ve kadeverin ¢ozeltilerinden uygun
miktarlarda eklenerek akim cevaplart kaydedildi. Daha sonra girisim etkisi yaptigi
diistiniilen tiirler icin derisim 1/10 oraninda seyreltilerek putresin akim cevaplari
alinarak girisim etkisi % olarak hesaplandi.

% girisim = (i-ig) x 100 / io

Bu esitlikte: io putresinin akim cevabi; ix ise girisim yapabilecegi diigiiniilen tiiriin

toplam akim cevabidir.

3.11. Numune Analizi
3.11.1. Numunelerin Analize Hazirlanmasi

Numune analizinde yerel pazarlardan tedarik edilen alabalik, limon ve greyfurt
kullanildi. Alabalik blender ile homojenize edilerek 6,0 g tartildi ve tizerine 0,10 M 8,0
mL fosfat tampon ¢ozeltisinden ilave edildi. Numune igerisindeki putresinin tampon
¢ozeltisine gegmesini saglamak i¢in yaklasik 2 saat manyetik boyunca karistiricida
karistirildi. Ardindan 5 dakika da vorteks karistiricida karistirilarak islem tamamlandi.
Limon ve greyfurtun suyu sikilarak kaba siizge¢ kagidi yardimiyla siiziildii. Alabalik,
limon ve greyfurt numuneleri 4000 rpm de 20 dakika boyunca santriftij edildi.

Santrifiigat kism1 balon jojeye alinarak deiyonize suyla istenilen hacme tamamlandi.

3.11.2. Numunelerde Putresin Tayini

Boliim 3.11.1°de belirtildigi gibi hazirlanan numunelerde putresin tayini asagida
belirtildigi sekilde yapildi.

100 uL balik numunesi 6 mL pH s1 5,0 olan fosfat tamponuna ilave edildi.
Ardindan optimum sartlar olan 60 S biriktirme siiresi, 5 s bekleme siiresi, 0,0 V

potansiyel de DPAdSV yontemiyle akim cevabr dlgiildii. Uzerine standart putresin
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cozeltisinden eklemeler yapilarak standart ekleme egrileri ¢izildi ve bu egrilerden
numunedeki putresin derisimi hesaplandi.

Hazirlanan greyfurt numunesinden belirli bir miktar alinarak 6 mL pH s1 5,0
olan fosfat tamponuna ilave edildi. Optimum sartlarda DPAdSV yontemiyle akim
cevabi Olciilerek tizerine putresin ¢ozeltisinden standart eklemeler yapilarak numune
miktar1 hesaplandi.

Hazirlanan limon numunesinden belirli bir miktar alinarak 6 mL pH s1 5,0 olan
fosfat tamponuna ilave edildi. Optimum sartlarda DPAdSV yontemiyle akim cevabi
Olgiilerek tizerine putresin ¢ozeltisinden standart eklemeler yapilarak numune miktari
hesaplandi.

Geri kazanim ¢alismalar1 i¢in, pH s1 5,0 olan fosfat tamponu ¢6zeltisine 6nce
numune daha sonra iizerine hesaplanan numune miktarinin %20 ve/veya %40 fazlasi
olacak sekilde 1x10™* M putresin ¢ozeltisinden ilave edildi ve akim degeri 6l¢iildii. Bu
cozeltiye art arda standart putresin ¢ozeltilerinden ekleme yapilarak standart ekleme
grafigi elde edildi. Olusturulan grafikten numunedeki ilave ettigimiz putresin derigimi

belirlenerek bu numunelerdeki % geri kazanimlar1 hesaplandi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, gidalarda putresin tayini i¢in TiO2, CoS, TiO2-CoS, TiO-
IN2Ss, TiO2-IN2S3-Ag, TiO2-IN2S3-CoS nanokompozitler ile modifiye edilmis camsi
karbon elektrotlar hazirlanmasi1 amaglandi. Elektrokimyasal impedans spektroskopisi ve
doniisimlii voltametri yontemi ile putresin sensorii i¢in uygun modifiye elektrodun
TiO2-CoS/GCE  olduguna karar verildi. Segilen TiO2-CoS/GCE nin putresin
duyarliligina pH nin, biriktirme siiresinin, biriktirme potansiyelinin ve modifiye madde
miktarinin etkisi incelenerek optimum ¢alisma sartlari belirlendi. Optimum bilesimdeki
TiO2-CoS/GCE nin optimum sartlardaki performans faktorleri incelendi ve gida
numunelerinde putresin analizi yapilabilirligi gosterildi. Bu ¢alismalar kapsaminda elde

edilen verilerin incelemesi ve yorumlari asagida sunulmaktadir.

4.1. TiO2-CoS Nanokompozit Karekterizasyonu
4.1.1. Taramah Elektron Mikroskopu (SEM)

TiO2 bazl katalizor destek malzemelerinin, TiO2 nano partikiillerinin yiiksek
kimyasal ve termal stabiliteye sahip olmasi nedeniyle miikemmel 6zelliklere sahip
olduklar1 bilinmektedir (Bamwenda ve ark., 1997). TiO. elektrokimyasal ortamda
dengeyi ve ticari kullanilabilirligi garanti eden heterojen katalizorler igin bir destek
olarak kabul edilebilir (Tauster ve ark., 1981). Katalitik pargaciklar ve gozenekli TiO:
arasinda giiglii etkilesimler katalitik stabilite ve aktiviteyi saglar. Ayni zamanda
katalizor destek maddesi olarak TiO», katalitik reaksiyonlar i¢in {iglii faz smirmin
rejimini potansiyel olarak artirabilecek belli bir proton iletkenlik derecesini gosterir.
(Tauster ve ark., 1981; Bamwenda ve ark., 1997). Sekil 4.1’ de sentezlenen TiO,-CoS
nanokompozitin SEM goriintiisii incelendiginde pargaciklarin kiiresel sekli oldugu ve
diizgiin bir sekilde dagildig: ve litaratiirlerle de uyumlu oldugu goriilmektedir (Zhuang
ve ark., 2018). Sekil 4.2’ de ise sentezlenen kompozitin elementel bilesimini gosteren
enerji dagilimli X 1sinlar1 spekrometre yontemi (EDX) ile elde edilen spekrum ve
element bilesimi ¢izelgesi verildi. Bu sekil ve ¢izelge incelendiginde nanokompozitte
Ti, O, Co, S pikleri ve kompozit igindeki % miktarlarmin uyumlu oldugu

gortilmektedir.



Signal A = SE1 EHT = 20.00 kV Mag = 20.00 K X 200 nm
WD = 95mm | Probe = 50 pA

Sekil 4.1 TiO2-CoS nanokompozitin SEM goriintiisii

cps/eV.

Co

Spectrum: Objects

Element Jeries wunn. © norm. ¢ Atow. © Error

[wt.%] [wt.%] [at.%] [%]

OxXygen KE-series 35.594 40.61 66.79 43.4

Titanium K-series 43.32 54.61 30.01 1.4

Cobalt K-zeries 1.70 1.92 0.86 0.1

Sulfur K-zeries Z.53 Z.886 2.35 0.1

Total: S8.45 100.00 100,00

Sekil 4.2 TiO2/CoS nanokompozit icin EDX spektrumu ve elementel bilesim ¢izelgesi

28
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4.1.2. RAMAN Spekrometresi
Ti0,-CoS nanokompoziti i¢in 145, 198, 399, 516 ve 664 cm™1’ de 5 Raman piki

gosterilmistir (Sekil 4.3.).

8000 —
6000 —
4000 —

2000 —

O_V\\/\_/\A SN

I I I I I I
200 400 600 800 1000 1200

Sekil 4.3 TiO2-CoS nanokompozitin RAMAN spektrometresi

4.2. Elektrodun Yiizey Karakterizasyonlariin incelenmesi
Bu tez caligmasinda hazirlanan modifiye elektrodun karakterizasyonu igin
doniistimlii voltametri ve elektrokimyasal impedans spektroskopi yontemi kullanildi. Bu

yontem ile elde edilen sonuclar ve yorumlar1 asagida verildi.

4.2.1. Doniisiimlii Voltametri (CV)

Bolim 3.6’ da belirtilen sekilde hazirlanan TiO2/GCE, CoS/GCE, TiO2-
CoS/IGCE, TiO2-In2S3/GCE, TiO2-In2S3-Ag/GCE, TiO2-In2S3-CoS/GCE  modifiye
elektrotlar ile modifiye olmamis GCE nin 0,1 M KCI igeren redoks prob ¢ézeltisinde
(Fe(CN)¢>"*) doniisiimlii voltamogramlari (CV) alinarak modifikasyon ile degisimi
incelendi. TiO2-CoS/GCE nin pik akiminin diger elektrotlardan daha yiiksek oldugu
gozlendi (Sekil 4.4). Buda metal nanokompozitlerin elektrokimyasal reaksiyonlar
arttirmak icin katalizor olarak gorev yaptigini gostermektedir (Xiliang Luo, 2006).

Sonug olarak tasarlanan TiO.-CoS/GCE ‘nin putresin tayininde kullanilabilecegi

goriildi.
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Sekil 4.4 Modifikasyonda kullamilan nanokompozitlerin déniigsiimlii voltamogram cevaplari: a) GCE,
b) TiO2/GCE, c) CoS/GCE, d) TiO2-CoS/GCE, e) TiO2-1n2Ss/GCE, f) TiO2-1n2S3-Ag/GCE, g) TiO2-1n2Ss-
CoS/GCE (0,1 M KCl iceren Fe(CN)s*/* redoks probunda)

4.2.2. Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi (EIS) yontemi ile elektrot ¢dzelti ara
yiizeyinde gerceklesen elektron aktarim hizi Olgiilebilmektedir. Boylece sistemlerin
elektriksel direngleri hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir. Béliim 3.6’ da anlatildigi
gibi hazirlanan modifiye elektrotlarin (TiO2/GCE, CoS/GCE, TiO,-CoS/GCE, TiO:-
IN2S3/GCE, TiO2-In2S3-Ag/GCE, TiO2-In2S3-CoS/GCE) 0,1 M KCI igeren redoks
probunda (Fe(CN)e>"*) impedans 6lgiimleri yapilarak Nyquist egrileri ¢izildi (sekil 4.5).
Nyquist egrileri incelendiginde sade GCE elektrodun en yiiksek direnci yani en diisiik
iletkenligi gosterdigi, TiO2-CoS/GCE ise en yiiksek iletkenlige sahip oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.5 Modifikasyonda kullanilan nanokompozitlerin Nyquist egrileri (0,1 M KCl iceren Fe(CN)s>

/- redoks probunda)

4.3. Optimizasyon Calismalari

Hazirlanan TiO2-CoS/GCE’ nin putresin tayininde kullanirken etki eden ¢aligma

kosullarina belirlemek i¢in yapilan ¢aligimalar ile ilgili ayrintilar asagida anlatildi.

4.3.1. TiO2-CoS Miktar1

GCE yiizeyi en yiiksek iletkenlik cevabimi veren TiO2-CoS nanokompozit ile

modifiye edilirken kullanilan nanokompozit miktarmi belirlemek i¢in bolim 3.9.1 de

anlatildig1 gibi 4 farkli nanokompozit miktar ile elektrotlar hazirlandi. Sekil 4.6’ da

gorildiigli gibi en yliksek pik akima,

Ti02-CoS miktar1 1 mg olarak hazirlanmig

yiizeyden elde edildi. 1 mg Ti02-CoS nanokompozitin elektrot yiizeyi ile elektroaktif

tir arasinda elektron transferini kolaylagtirdigi disiiniildiigiinden optimum modifiye

miktari olarak secildi.
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Sekil 4.6 TiO2-CoS putresin cevabina etkisi (0,1 M PBS; 0,0104 mM putresin; 25°C)

4.3.2. pH

Elektrokimyasal yiizey karakterizasyonu yapilan ve optimum Dbilesimde
hazirlanan TiO2-CoS/GCE i¢in en uygun ¢alisma pH’ s1 boliim 3.9.1 de anlatildig gibi
belirlendi. Optimum pH belirlemek i¢in 0,1 M fosfat tamponu ¢ozeltisinde putresin
derisimi 0,0104x10° M olacak sekilde stok putresin ¢dzeltisinden ilave edildi ve pH 4-8
araliginda modifiye elektrodun akim degerleri kaydedildi. pH-akim grafigi Sekil 4.7
verildi. Grafik incelendiginde akim degerlerinin pH 5,0 e kadar arttig1 ve pH 5,0 ten
sonra azaldig1 gozlendi. Sonug olarak pH 5,0’in optimum c¢alisma pH’s1 olmasina karar

verildi.
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Sekil 4.7 TiO2-CoS/GCE’ nin putresin cevabina pH’ min etkisi (0,1 M PBS; 0,0104 mM putresin;
25°C)

4.3.3. Biriktirme Potansiyeli

TiO2-CoS/GCE i¢in en uygun biriktirme potansiyelini belirlemek amaciyla ile
boliim 3.9.3 te anlatildig1 gibi -0,4; -0,2; -0,1; 0,0; 0,1; 0,2; 0,4 V olacak sekilde 7 farkli
potansiyelde voltamogramlar elde edildi. Herbir potansiyelde kalibrasyon grafikleri
cizildi. 0,0 V biriktirme potansiyelinden elde edilen kalibrasyonun egimi yani
duyarliligi yiiksek oldugu i¢in bu potansiyel secildi ve differansiyel puls adsorptif

styirma voltametrisi kullanilmasina karar verildi.

4.3.4. Biriktirme Siiresi

Ti0,-CoS/GCE igin optimum biriktirme siiresini belirlemek amaciyla sirasiyla
30, 60, 90, 120, 150 saniyelerde biriktirme yapilarak akim cevaplari 6l¢iildii. Her bir
stire i¢in pH degeri 5,0 olan 0,1 M fosfat tampon ¢6zeltisinde ¢aligildi. Her bir siire i¢in
Olclilen akim degerlerinden en yiliksek akim 60 s biriktirme ile elde edilmistir (Sekil

4.8). Bu sebeple 60 s ¢galismalarda optimum biriktirme siiresi olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.8 TiO2-CoS/GCE’ nin putresin cevabina biriktirme siiresinin etkisi (0,1 M PBS pH 5,0; 25°C;
0,0V)

4.4. Performans Faktorlerinin Belirlenmesi

Hazirlanan modifiye putresin elektrodunun caligma kosullart belirlendikten
sonra bu kosullarda dogrusal calisma araligi ve duyarligi, tekrarlanabilirlik, tekrar
kullanilabilirlik, Oomiir ve girisim yapan tiirlerin etkisi gibi performans faktorleri
incelendi.
4.4.1. Dogrusal Calisma Arahg ve Duyarhk

TiO2-CoS/GCE’nin putresine cevabi optimum ¢alisma kosullarinda Bolim
3.10.1 de anlatildig1 gibi belirlendi. Bunun i¢in farkli putresin derisimine karsi akim
degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrileri olusturuldu (Sekil 4.9.- 4.10.). Bu
egrilerden yararlanarak tasarlanan modifiye elektrodun dogrusal ¢alisma araligi 0,32-
1,43 uM ve 3,2-16,66 uM olarak bulundu. Ayn1 zamanda bu egrilerden gelistirilen
TiO2-CoS/GCE’nin duyarliligi, gézlenebilme sinir1 ve tayin sinirt hesaplandi (¢gizelge

4.1).
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Sekil 4.9 TiO2-CoS/GCE?’ nin putresin cevabi i¢in ¢izilen adsorptif styirma voltamogram grafigi ve

kalibrasyon egrisi (0,1 M PBS pH 5,0, biriktirme siiresi 60 s ) [Put]: 3,2-16,66 pM
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Sekil 4.10 TiO2-CoS/GCE’ nin putresin cevabi i¢in ¢izilen adsorptif siyirma voltamogram grafigi ve

kalibrasyon egrisi (0,1 M PBS pH 5,0, biriktirme siiresi 60 s ) [Put]: 0,32-1,42 uM
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Optimum kosullarda hazirlanan TiO2-CoS/GCE nin putresin analizi igin
gozlenebilme smir1 (LOD) ve alt tayin sinir1 (LOQ) siras1 ile 0,09 uM ve 0,27 uM
olarak belirlendi ve literatiirde verilen pek ¢ok poliamin elektrodundan daha diisiik

oldugu goriildii (Telsnig ve ark., 2012; Henao-Escobar ve ark., 2016).

4.4.2. Tekrarlanabilirlik ve Tekrar Uretilebilirlik

TiO2-CoS/GCE nin tekrar kullanilabilirligi ayn1 giin iginde art arda 6 kez dlgiim
alimarak akim cevaplari belirlendi (Sekil 4.11). Akim cevaplarinin bagil standart
sapmasi %4,7 olarak hesaplandi. Tekrar tiretilebilirligi belirlemek i¢in Boliim 3.10.2 de
anlatildig1 gibi ayn1 giin ayni kosullarda hazirlanan ii¢ farkli TiO.-CoS/GCE ile putresin
akim cevabi Olgiildii. Akim degerlerinin bagil standart sapmast %3,3 olarak hesaplandi.
Litaratiirler ~ incelendiginde  gelistirilen  sensdrlerin  kullanilabilir  oldugunun
sOylenebilmesi i¢in bagil standart sapma degerinin %5’ten kiiclik olmasi1 gerektigi
vurgulanmistir (Akytiz, 2011). Bagil standart sapmanin %5’ten kiiciik olmasi TiO2-

CoS/GCE’nin tekrar tiretilebilir ve tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir.
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4.4.3. Raf Omrii

Putresin tayini i¢in optimum sartlarda hazirlanan TiO2-CoS/GCE’nin kararlilig
boliim 3.10.3 de agiklanan sekilde belirlendi. TiO2-CoS/GCE nin kararhiligi ilk giin
olgiilen akim degeri %100 olarak kabul edildiginde 3. giin %89, 7. giin %72, 11. giin
%57 oraninda oldugu goriilmistiir. Elektrot kararligindaki azalma yilizeyin zamanla

asinmasi ile agiklanabilir.

4.4.4. Girisim Yapan Maddelerin Elektrot Cevabi Uzerine Etkisi

Gidalarda bulunabilecek ve putresin tayini i¢in hazirlanan modifiye elektrot
tizerinde bozucu etki olusturabilecegi diisiiniilen tiramin, histanin, kadaverinin etkisi
3.10.4 belirtildigi gibi arastirildi. Bdylece TiO2-CoS/GCE ile putresin tayininde girisim
yapabilecek tiirlerin akim degerleri kaydedildi.

Histamin, kadeverin ve tiraminin TiO2-CoS/GCE ile putresin akim cevabina etki
degerleri sirasiyla %14,2, %2,4, %2,6 olarak hesaplandi. Girisim etkisinin oldugu
diistiniilen histamin maddesinin derisimi 10 kat seyreltilerek ayni 6l¢timler tekrarlandi
ve etkisinin distigi gézlendi.

Bu tez ¢alismasinda hazirlanan modifiye elektrodun optimum calisma kosulari

ve performans faktorleri cizelge 4.1° de 6zetlendi.

Cizelge 4.1 Hazirlanan modifiye elektrot igin en uygun caligma kosullar1 ve performans faktorleri

Modifiye Elektrot TiO2-CoS/GCE
TiO2-CoS miktar1 (mQ) 1

pH 5,0
Biriktirme Potansiyeli (V) 0,0
Dogrusal Calisma Araligi (uM) 0,32 ile 16,66
Kesim Noktast (nA) 0,01038
Duyarlik (uA/puM) 0,038 +0,00104
Tekrarlanabilirlik (%) 4,7
Tekrar Uretilebilirlik (%) 3,3

LOD (uM) 0,09

LOQ (uM) 0,27



39

4.4.5. Numune Analizi

Bu tez c¢alismasinda TiO2-CoS/GCE modifiye elektrodun numunelerde putresin
analizinde kullanilabilirligini belirlemek i¢in, yerel pazardan alinan alabalik, limon ve
greyfurt kullanildi. B6lim 3.11.1 de belirtigi gibi hazirlanan numunelerden belirli bir
miktar almarak tank ¢ozeltisine eklendi ve akim degerleri dl¢iildii. Uzerine standart
putresin ¢ozeltisinden art arda eklemeler yapilarak standart katma egrileri olusturuldu.
Standart katma egrilerinden yararlanarak numunede bulunan putresin miktar1 balik 3,69
ug/kg, greyfurt i¢in 3,35 pg/L, limon i¢in 3,59 pg/L olarak tespit edildi.

Geri kazanim caligmalart i¢in ise miktar1 hesaplanan numune {izerine belirli
miktarda standart putresin ilave edildi ve standart katma egrileri ¢izildi. Cizelge 4.2° de
balik ve greyfurt numunesinde bulunan geri kazanim degerleri verildi. Bu degerlerin %
100’e yakin olmasi bu numunelerde gelistirilen elektrot ile putresin tayini

yapilabilecegini gostermektedir.

Cizelge 4. 2 TiO2-CoS elektrodu kullanilarak numunelerde katma yontemi ile elde edilen geri kazanim

sonuglart

Alman Putresin Eklenen Putresin  Bulunan Putresin ~ Geri Kazanim
(um) (um) (um) (%)

Numune

Alabalik 2,45 0,49 2,99 102
Greyfurt 3,8 1,56 5,31 99
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonuglar
Bu c¢alismada, poliaminlerin Onciisii olan putresin tayini i¢in TiO2-CoS
nanokompoiti ile modifiye elektrot hazirlandi. TiO2-CoS/GCE i¢in elde edilen sonuglar
asagida Ozetlendi:
e Genis bir derisim araliginda (0,32 uM ile 16,66 uM) ¢alisilabilmektedir.
e Gozlenebilme sinir1 (0,09 uM) literatiirde bildirilen pek ¢ok c¢alismaya
gore disiiktir (Cizelge 5.1).
e Tekrarlanabilirlik ve tekrar iretilebilirlik degerleri kabul edilen
seviyededir. (sirasiyla % 4,7 ve %3,3)
e Balik ve greyfurt numunelerinde putresin tayini yiiksek dogrulukla
yapilabilmektedir ve geri kazanim degerleri %100’ e yakindir.
Literatiirde bildirilen ve Cizelge 5.1°’te verilen ve biyojen amin tayini igin
gelistirilen ¢esitli elektrotlar ile kiyaslandiginda hazirladigimiz TiO2-CoS modifiye
elektrodun gozlenebilme smirinin olduk¢a diisiikk olmasi, yOntemin segici ve
duyarhiliginin  iyi olmasi ile rutin analizlerde alternatif metot olabilecegini

gostermektedir.

5.2. Oneriler

Bu c¢alisma ile nanokompozitlerin yiliksek ylizey alani olusturmalarindan
yararlanilarak gidalarda putresin tayini i¢in elektrokimyasal sensor gelistirildi ve gergek
numunelerde basari ile uygulandi. Hazirlanan modifiye elektrodun hazirlama isleminin
kolay olmasi, analizin kisa siirede yapilabilmesi, ¢ok sayida analiz oldugu durumlarda
onemli bir avantajdir. Tiim sonuglar g6z oniline alindiginda kullanilan nanokompozit
malzemesinin genis bir ylizey alani saglayarak ayni zamanda elektron aktarimim
kolaylagtirarak yeni bir putresin sensorii gelistirilmesine katki sagladig goriilmektedir.

Ileriki ¢alismalarda viicut sivilarmin poliamin analizinde kullanilmak {izere
fizyopatolojinin belirmesi i¢in ve diger gida numunelerinde poliamin analizi i¢in

enzimli modifiye elektrotlar gelistirilebilir.



Cizelge 5.1 Literatlirde putresin tayini i¢in tasarlanan elektrotlar
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ELEKTROT YONTEM | pH CALISMA DOGRUSAL LOD | NUMUNE KAYNAK
POTANSIYELi | CALISMA ARALIGI
PSAO DPV 7,5 - 24 - 67 ug/ mL 8 ug/ | Balik Sosu | (Telsnig ve ark.,
mL 2012)
Ppy-FeCN/CSPE Ccv - - 1-100 uM 0,34 Sigir Eti | (Apetrei ve Apetrei,
uM 2016a)
PUO//TTF/ISPCE CA 8,0 0,30V 6-8 uM 16 Ahtapot | (Henao-Escobar ve
mg/kg ark., 2016)
PDDA/APTES/NawWon/MWCNT/PuO Cv 7,0 - 5-200 uM 5uM Fare (Rochette ve ark.,
Plazmas1 | 2005)
DualAu-SPE CA 7,4 0,60 V 0,7-20 mM 0,2 | Sarap, bira | (Di Fusco ve ark.,
mg/L 2011)
DAO/nano-Fe304/GC CA 7,2 0,40V 0,95 nM — 4,75 nM 0,95 - (Shanmugam ve ark.,
nM 2011)
APTES/MWCNT/GCE CA 8,35 -0,25 V 0,5 uM-250 uM 0,5 (Luong ve ark,
uM 2005)
Onerilen sensor DPAdSV | 5,0 - 0,32 uM - 16,66 uM 0,09 | Balik, Bu calisma
TiO,-CoS/GCE uM greyfurt
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