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OZET

Tiramin, tirozinin dekarboksilasyonu sonucu agiga ¢ikan bir biyojen amindir. Yiiksek
miktarda tiramin igeren yiyeceklerin tiikketilmesi sonucu ciddi saglik sorunlarinin yasandigi
bilinmektedir. Ayrica yiiksek derisimlerde tiraminin varligi, uzun saklama siiresi nedeniyle
gida bozulmasima da isaret edebilir. Bu nedenle, gida numunelerinde tiramin seviyesini
belirlemek icin pratik, hizli ve dogru bir yontemin gelistirilmesi dnemlidir. Bu amacla
tiramin tayini i¢gin monoamin oksidaz enzimi kullanilarak yeni bir amperometrik biyosensor
gelistirildi. Schiff bazi olan N-naftaliden-(1-kloro-2-formilvinil)ferrosen (vFc3A2N) ile
modifiye edilmis karbon pasta elektrot yiizeyine monoamin oksidaz enzimi gluteraldehit ile
capraz baglama yontemi kullanilarak immobilize edildi. Tiramin tayini enzimatik tepkime
sonucu olusan H202’in +0,5 V'da Ag / AgCl'ye kars: yiikseltgenmesi ile gerceklestirildi.
Hazirlanan biyosensdriin en iyi ¢alisma kosullari, sicaklik, pH ve substrat derisiminin etkisi
incelendi. Ayrica biyosensoriin performansint etkileyen faktorler, VFc3A2N’nin miktari,
tekrarlanabilirlik, raf dmrii ve girisim etkisi incelendi. Son olarak, hazirlanan biyosensor ile
peynir numunesinde tiramin tayini yapildi.
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ABSTRACT

Tyramine is a biogenic amine produced by the decarboxylation of tyrosine. It is known that
serious health problems occur as a result of consuming foods containing high amounts of
tyramine. Also, the presence of high concentrations of tyramine may indicate food spoilage
due to long storage time. Therefore, it is important to develop a practical, fast and accurate
method to determine the level of tyramine in food samples. For this purpose, a new
amperometric biosensor was developed for the determination of tyramine by using the
enzyme monoamine oxidase. The carbon paste modified with N-naphthalidene-(1-chloro-2-
formylvinyl)ferrocene (VFc3A2N), a schiff base, was immobilized on the electrode surface
by cross-linking the monoamine oxidase enzyme with glutaraldehyde. Tyramine
determination was carried out by oxidation of H202 formed as a result of enzymatic reaction
against Ag / AgCl at +0.5 V. The effects of the best working conditions, temperature, pH
and substrate concentration of the prepared biosensor were examined. In addition, the factors
affecting the performance of the biosensor, the amount of vFc3A2N, reproducibility, shelf
life and interference effect were examined. Finally, tyramine was determined in the cheese
sample with the prepared biosensor.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalari ile birlikte asagida

verilmistir.

Simgeler Agciklamalar

°C Santigrat derece
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mg Miligram
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Ai Akim farki
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Kisaltmalar Aciklamalar

BSA Bovin serum albiimin
CPE Karbon pasta elektrot
Ccv Dontistimlii Voltametri
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N-naftaliden-(1-kloro-2-formilvinil)ferrosen
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1. GIRIS

Biyojen aminler bitki, hayvan ve mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri sonucu olusan
kiigiik molekiillii, antibesleyici 6zellikleri olan, bazi amino asitlerin dekarboksilasyonuna ya
da aldehit, ketonlarin transaminasyonuyla olusan, gidalarda yaygin olarak bulunabilen
toksik etki gosterebilen, azotlu bilesiklerdir (Bardocz, ve digerleri, 1995). Biyojen aminler,
kimyasal molekiil yapilarina bagli farkli olarak siniflandirilabilirler. Alifatik biyojen
aminler, putresin, kadaverin, spermin, spermidin ve agmantin gibi bilesiklerden olusurken,
aromatik biyojen aminler tiramin ve feniletilamin gibi bilesikleri igerir. Heterosiklik biyojen
aminler ise histamin ve triptamin gibi bilesiklerdir. Ayrica, yapilarinda bulunan azot sayisina
gére biyojen aminler monoaminler, diaminler ve poliaminler olarak siniflandirilabilir
(Halasz, Barath, Sarkadi ve Holzapfel, 1994). Gida bozulmasinda bir gosterge olarak kabul

edilen biyojen aminlerin tespiti gida kontrol ¢alismalarinda biiyiik bir 6neme sahiptir.

Tiramin, tirozin ve fenilalaninin dekarboksilasyonu sonucunda olusan bir biyojen amindir.
Olgunlasmis gidalardaki protein parcalanmasiyla ortaya ¢ikar ve yaygin olarak hayvanlar ve
bitkilerde bulunan monoamin oksidaz enzimi tarafindan metabolize edilir (Batra , Lata,
Devi, Yadav ve Pundir, 2012). Tiramin, ¢ikolata, sarap, bira, peynir, fasulye, muz kabugu,
ketcap ve soya tirlinleri gibi belirli gidalarda yiiksek miktarlarda bulunur. Yiiksek miktarda
alinan tiraminin bas agrisina, ¢arpintiya, bulantiya, kusmaya ve hipertansif krize neden
olabildigi bilinmektedir (Batra ve digerleri, 2012).

Tiramin, viicutta diisiik seviyelerde bulunan ve 6zellikle ndronlardaki keseciklerde biriken
ve ¢esitli fizyolojik reaksiyonlara yol acabilen bir bilesiktir. Sindirildiginde, kan basincinin
artmasi, damarlarin daralmasi, kalp atis hizinda artis ve noradrenalin saliniminda artis gibi
bircok etkisi olabilir. Gida endiistrisinde tiramin tayini, zayif saglik kosullarina bagl olarak
bozuk gida iiretim siireclerinin olasi gostergelerini sunmasi nedeniyle biiyiik 6nem tagir

(Lata, Yadav, Bhardwaj ve Pundir, 2011).

Biyojen aminlerin kalitatif ve kantitatif tayini i¢in florimetri, kromatografi, kapiler
elektroforez, elektrokimyasal yontemler gibi farkli teknikler kullanilmaktadir. Bu teknikler
arasinda kromatografik yontemler, biyojen amin analizlerinde yaygin olarak tercih edilen
yontemlerdir. Ince tabaka kromatografisi (TLC), gaz-siv1 kromatografisi (GLC) ve yiiksek

performansli sivi kromatografisi (HPLC), sik olarak kullanilan biyojen amin tayin



yontemleridir. Bu yontemler arasinda HPLC, en yaygin olarak kullanilan yontemdir
(Ozdestan ve Uren, 2005). Gidalarda kalite kontrolii i¢in kullanilan cihazlarin yiiksek fiyatt
ve isletim maliyeti, uzun analiz siiresi ve bu cihazlarin kullanimi i¢in 1yi egitimli operatorlere
ihtiyac duyulmasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir. Buna karsilik, elektrokimyasal
yontemler kolay kullanilabilen, yiiksek hassasiyete sahip ve diisilk maliyetli avantajlara

sahip olan tekniklerdir (Erdogan, 2018).

Biyosensorler, fizikokimyasal analiz sistemleri ve biyolojik materyallerin bir araya
getirilmesiyle olusturulan analitik sistemlerdir. Biyosensor sisteminde biyolojik materyalin
yiiksek ozgiilliigii ile fiziksel analiz pargasinin tespit duyarliligi birlestirilmistir. Glinlimiizde
biyosensor ¢alismalari, 6zellikle saglik sektorii basta olmak {izere gevre analizleri, askeri
uygulamalar, gida, farmasotik ve kimya endiistrileri gibi bircok alanda yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir. (Kokbas, Kayrin ve Tuli, 2013).

Bu tez calismasinda, monoamin oksidaz enzimi kullanilarak yeni bir amperometrik
biyosensor gelistirildi. Bu amagla ilk defa Aras. Gor. Selinsu Dikim ve Prof. Dr. Nursen Sar1
tarafindan sentezlenen N-naftaliden-(1-kloro-2-formilvinil)ferrosen (vVFc3A2N) bilesigi
karbon pasta elektrota modifiye edildi. Modifiye karbon pasta elektrot ylizeyine ¢apraz

baglama yontemi kullanilarak monoamin oksidaz enzimi immobilize edildi.

Tiramin tayini, +0,5 V potansiyelde enzimatik olarak iiretilen H2O2’nin Ag/AgCl’ye kars1
yukseltgenmesi ile gergeklestirildi. Sonrasinda tiramin biyosensorii i¢in optimum c¢alisma
sartlar1 incelendi. Ayrica biyosensor i¢in dogrusal ¢aligma araligi, alt tayin limiti, Kmggs,) ve
Imaxs, degerleri tespit edildi. Biyosensor performansini etkileyen faktorler olan
tekrarlanabilirlik, raf dmrii, girisim etkisi ¢aligsmalar1 yapildi. Hazirlanan biyosensor peynir

numunesinde tiramin tayini i¢in uygulandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyosensorler

Biyosensorler, 1962 yilinda Leland C. Clark adli bir bilim insaninin enzim elektrotlarini
gelistirmesiyle basladi. Bu donemden itibaren, ¢esitli aragtirma topluluklari, ¢ok biiyiik
oOlgekli entegrasyon (VLSI), fizik, kimya ve malzeme bilimi gibi farkli alanlardan bir araya
gelerek giivenilir ve olgun biyoalgilama cihazlar gelistirmeye odaklandi. Bu cihazlar, tip,
tarim, biyoteknoloji gibi alanlarda uygulama potansiyeline sahip olmakla birlikte, askeri ve
biyoterdrizm tespiti ile 6nlenmesi gibi alanlarda da énemli bir rol oynamaktadir (Mohanty

ve Kougianos, 2006).

Biyosensorler, biyolojik bir tanima elemani kullanarak kisa siirede bilgi saglayabilen analitik
cihazlar olarak tasarlanmistir. Tespit edilecek bilesik, sensor ilizerine immobilize edilmis
hedef molekiille (6rnegin, bir alerjene kars1 tepki veren antikor veya alerjene 6zgli bir DNA
parcasi) etkilesime girmelidir ve bu etkilesim sonucu agiga ¢ikan iirliniin olusturdugu sinyal
nicel olarak dlciilebilir olmalidir. Biyosensorler, uygulama kolayligi, kiigiik boyutlari, hizl

sonug gibi avantajlar nedeniyle giinden giine yayginlasmaktadir (Monaci ve Visconti, 2012).

2.1.1. Biyosensorlerin yapisi

Biyosensorler, analiz edilecek madde ve biyoaktif yapinin etkilesimesi sonucu olusan sinyali
ileten bir iletken yapiyla birlestirilmis ve olgim sistemlerinin kullanildigi yapilardir.
Biyosensor uygulamalarinda, analiz edilecek maddeye analit, biyosensor yapisindaki
unsurlara (enzimler, antikorlar, niikleik asitler, immuno ajanlar vs.) biyoreseptor ad1 verilir
(Tuylek, 2017). Biyoreseptorler, analiti algilayan ve secici olarak etkilesime giren yapilardir.
Reseptorler fizyolojik siireglerin aracilari olmalarinin yani sira ¢esitli toksinler ve ilaclar i¢in

de dogal hedeflerdir (Chambers ve Arulanandam, 2008)
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Sekil 2.1. Biyosensorlerin ¢alisma prensibi (Aykut ve Temiz, 2006)

2.1.2. Biyosensorlerin siniflandirilmasi

Biyosensorler, kullanilan sinyal doniistiirme aracina gore veya biyoreseptdr tiirlerine gore
siiflandirilmaktadir. Sinyal doniistiirme aracina gore; elektrokimyasal biyosensorler, optik
biyosensorler, piezoelektrik biyosensorler (kiitle algilama yontemleri), kalorimetrik
biyosensorler (termal algilama) olarak kategorize edilmektedir (Ozer, Tezel, Sanajou, Yiriin,

ve Baydar, 2022).
2.1.3. Biyosensorlerin kullanim alanlar:
Biyosensorler, yasam kalitesini artirmayi hedefleyen genis uygulama alanina sahip

biyoanalitik cihazlardir. Tip, savunma sanayi, gida endiistrisi, ¢evre kirliligi, medikal alan

biyosensdrlerin olasi uygulama alanlarindan bazilaridir (Ozer ve digerleri, 2022).
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Sekil 2.2. Biyosensérlerin kullanim alanlari (Ozer ve digerleri, 2022)



Biyomedikal alan, biyosensorler igin en ideal pazarlardan biridir. Bu sektorde uygulanmis
ilk biyosensor 6rnegi enzim sensorleridir. Glukoz oksidaz elektrodu olarak bilinen ve ticari
olarak {iretilen ilk biyosensor, kan ve idrarda glukoz tayinini saglayarak seker hastaligi

teshisinde kullanilmaktadir (Caliskan , 2012).

Enzim sensorleri, gida endiistrisinde glukoz gibi monosakkaritler, amino asitler, laktik asit
gibi organik asitler, tire, alkol gibi madde tayinlerinde kullanilmaktadir. Ayni zamanda, gida
yapisindaki pestisitler, toksinler, yabanci hormon yapilar1 gibi yabanct maddelerle birlikte
aroma ve tazelik gibi karmasik parametrelerin belirlenmesi i¢in de biyosensorler

kullanilmaktadir (Caliskan , 2012).

Biyosensorler, ilaglarin  kullanim amaglart disinda kullanilmast ve uyusturucuyla
miicadelede de biiylik 6neme sahiptir. Uyusturucu arama amaciyla kullanilan kdpeklerin
yerine biyosensorlerin  kullanilmasi miimkiindiir. Bu sayede glimriikklerde zaman
kazanilmaktadir. Ayrica ¢evre kirliligi (toprak, hava, su gibi) denetim sistemlerinde

mikrobiyal sensorler ve enzim sensorleri tercih edilmektedir (Caliskan , 2012).

2.2. Enzimler ve Enzim Temelli Sensorler

Biyosensor yapisinda biyobilesen olarak enzimlerin kullanildigi sensorlerdir. Enzimler
katalitik islev gosteren genellikle protein yapili biyolojik molekiillerdir. Tepkime esnasinda
olusan enzim-substrat kompleksi, tepkime sonunda {iiriine doniisiir. Biyosensor, iirtinden
dogrudan veya dolayl olarak olusan sinyallerin 6l¢limiinii saglar. Enzim biyosensorlerinin
kullanim alanlari, enzim-Substrat etkilesimiyle tepkimelerin gergeklesmesi ve biyokatalizin
hizl, verimli ve yiiksek spesifiklikte olmasi sayesinde genisletilmektedir. (Keskin ve Arslan
, 2020).
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Sekil 2.3. Enzim esasli biyosensorlerin ¢calisma semasi (Akbryik, 2022)

Enzim sensdrleri, enzimi igeren biyoaktif tabakanin bir iletimciyle birlestirilerek olusturulan
bir sistemdir. Bu sensoérlerde =zarlar, sinyal yiikselticiler, mikro islemciler ve
kaydedici/bilgisayar sistemleri, amacglar1 dogrultusunda aktif tabakanin i¢c ve dis
ylizeylerinde kullanilabilir. Enzim elektrodunda, enzimi katalizleyen bir tepkimeye uygun
bir iletim ve &lgliim sistemiyle entegre edilen biyoaktif tabaka bulunur. iletici sistem,
biyoaktif tabakadaki enzimatik reaksiyon sonucunda agiga ¢ikan {iriin miktarindaki artisi
tespit edebilmelidir. Biyoaktif tabaka ve iletimci ara yiizeyindeki derisimlerin hizla dengeye
ulasabilmesi i¢in biyoaktif tabakanm olabildigince ince olmasi gerekmektedir. iletimci
sistemin Ol¢lim sistemine ilettigi sinyal, biyoaktif tabaka ve iletimci ara ylizeyindeki
derisimlerdeki degisikliklere baglidir. Genellikle kalibrasyon grafigi cizilerek sonuca
ulagilir, ¢linki bu derisimler genellikle olgiim c¢ozeltisindeki derisimlerle orantilidir

(Caliskan , 2012).

Enzim inhibisyonu temelli biyosensorler, enzim aktivitesinin inhibisyonunu kullanarak
analitleri algilayan sensdrlerdir. Enzim inhibisyonu temelli biyosensorlerin ¢aligma prensibi,
analitlerin hedef enzimler iizerinde inhibisyon etkisi yaratmasidir. Bu inhibisyon etkisi,
biyosensorler tarafindan tespit edilebilir ve analit derisimini belirlemek i¢in kullanilabilir

(Sheo, Upadhyay, ve Verma, 2013).



Enzim inhibisyonu temelli biyosensdrlerin yapisi genellikle {i¢ ana bilesenden olusur:

1. Substrat: Hedef enzimin reaksiyonunu katalize ettigi bir molekiil veya bilesendir. Analit
tarafindan inhibe edilen bir enzim reaksiyonu ile substratin doniisiimii saglanir.

2. Enzim: Substratin doniislimiinii katalize eden enzimdir. Analit tarafindan inhibe edilirse,
enzim aktivitesi azalir veya tamamen durur.

3. Algilama sistemi: Enzim reaksiyonunun sonucunu tespit etmek i¢in kullanilan bir
algilama yontemidir. Bu, renk degisimi, elektriksel sinyal degisimi veya floresan gibi
farkli yontemler olabilir. Algilama sistemi, enzim inhibisyonunun seviyesini tespit

ederek analitin varligini1 veya derisimini belirler.

Tersinir ve tersinmez inhibisyon olmak iizere iki sinifta incelenebilen inhibisyon tiirleri
vardir. Tersinmez inhibisyonda, inhibitér molekiilleri enzim aktif merkezine kovalent bag
ile baglanir ve enzimin yapisin1 degistirerek katalitik aktiviteyi tamamen ve geri doniisii
olmayacak sekilde yok eder. Diger yandan, tersinir inhibisyonda enzim ve inhibitor arasinda
degistirilebilir bir denge olusur ve bu durum tersine ¢evrilebilir. Enzimin inhibitére olan

ilgisi, Ki sabitiyle ifade edilebilir (Bodur, 2019).

2.2.1. Elektrokimyasal esash sensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, kimyasal sensorlerin bir alt sinifidir ve elektrokimyasal
transdiiserlerin yliksek hassasiyetini biyolojik tanima siireclerinin 6zgiilligliyle birlestirir.
Bu cihazlar, hedef analit ile segici bir sekilde etkilesime girerek incelenen analit derisimiyle
orantili elektriksel bir sinyal iireten biyolojik tanima unsurlarini (enzimler, proteinler,
antikorlar, niikleik asitler, hiicreler, dokular veya reseptorler) igerir. (Ronkainen, Halsall ve
Heineman, 2010).

2.2.2. Optik esash sensorler

Optik sensorler, ultraviyole, goriinlir bolge veya yakin kizilGtesi bolgede gerceklesen
absorbans, yansima veya floresan emisyonlarinin Olglimiine dayanan sensor tiiriidiir
(Borisov ve Wolfbeis, 2008). Floresan tabanli bir cihaz, radyasyonun daha onceki
absorpsiyonunun ve ¢ok kisa siire devam eden uyarilmis durumun olusmasinin neden oldugu

elektromanyetik radyasyon emisyonunun frekansindaki degisikligi tespit eder. Tek



molekiiller, hiicre diizeyinde bile olgiilen parlak sinyaller itiretmek igin tekrar tekrar

uyartlabilir (Monosik, Stred’ansky ve Sturdik, 2012).

2.2.3. Kalorimetrik esash sensorler

Kalorimetrik  biyosensorler, biyomolekiillerin sicaklik sensorlerine baglanmasiyla
olusturulur. Analit ile etkilestiginde, analitin derisimiyle orantili olarak reaksiyon 1sis1
oOlgiiliir. Toplam {iretilen veya emilen 1s1, molar entalpi ve reaksiyondaki toplam molekiil
sayistyla iligkilidir. Sicaklik Ol¢limii termistdr adi verilen bir cihazla yapilir ve bu tip
cihazlara enzim termistorleri denir. Termal sensorler, sik sik tekrar kalibrasyon gerektirmez
ve numunenin optik ve elektrokimyasal Ozelliklerinden etkilenmezler (Mohanty ve
Kougianos, 2006). Kalorimetrik biyosensorler, gida, kozmetik, farmasétik ve diger bilesen

analizleri i¢in kullanilmaktadir (Monosik, Stred’ansky ve Sturdik, 2012).

2.2.4. Piezoelektrik esash sensorler

Piezoelektrik esasli sensorler, biyoelementin bir piezoelektrik bilesen oldugu, genellikle
altin elektrotlarla kaplanmis kuvars kristaliyle baglanmasina dayanir. Pek ¢ok malzeme tiirii
piezoelektrik etki gosterir. Bunlar; kuvars, turmalin, lityum niyobat veya tantalat veya
aliminyum nitriir olabilir. Bu kristaller, belirli bir frekanstaki elektrik sinyalinin
uygulanmasiyla belirli bir frekansta titrestirilebilir. Bu sekilde, salinim frekansi, kristal
kiitlesinin yam1 sira kristale uygulanan elektrik frekansina baghdir. Molekiillerin
baglanmasiyla kiitlenin artmasi, kristal salinim frekansini degistirir. Bu degisiklik elektriksel
olarak Olcllebilir ve kristalin ek kiitlesini belirlemek i¢in kullanilabilir (Monosik,
Stred’ansky, & Sturdik, 2012). Kristal iizerine uygulanan uygun tanima katmani veya
molekiilii kaplandiginda pek ¢cok molekiiler algilama saglanabilir. Bu da piezoelektrik sensor

uygulamalarint 6nemli kilmaktadir (Tombelli, Minunni ve Mascini, 2005).
2.3. Biyosensorlerde Biyobilesen Immobilizasyonu
Biyosensorler, farkli o6zelliklere sahip iki bilesenin (doniistiiriicii ve biyobilesen)

birlesiminden olusur. Uygun bir biyoreseptor ve doniistiiriicli se¢imi yapildiktan sonra, en

onemli zorluk bu iki bilesenin birbirine baglanmasidir ve bu baglama islemine biyoreseptor
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immobilizasyonu denir. Iimmobilizasyon, biyoreseptdr kararliligi ve tekrar kullanilabilirligi

acisindan biiyiik avantajlar saglamaktadir (Caligkan , 2012).

Biyosensor sistemlerinde, enzimler en yaygin kullanilan biyobilesen tiiriidiir. Enzim
immobilizasyonu, enzim sensor tasariminin en onemli adimlarindan biridir. Biyosensor
kararliligimin yiiksek, hassas ve tekrar tekrar kullanilabilir olmasi i¢in enzim ile destek
maddesi arasindaki etkilesimin giiclii olmas1 gerekmektedir. Biyosensor c¢aligsmasinin
ozelliklerine bagli olarak, enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan yontemler farklilik
gosterebilir (Andreescu ve Marty, 2006). Immobilizasyon metodlarmin avantaj ve
dezavantajlar1 olabilmektedir. Carpraz baglanma metodu uygulama kolaylig1 nedeniyle sik
tercih edilen bir yontemdir. Yontemde en 6nemli dezavantaj ise ¢arpraz baglanma enzimin
aktif merkezini etkileyecek sekilde gergeklesirse enzim aktivitesinde diismeye neden
olabilir. Bu sebeple, carpraz baglayici olarak kullanilan reaktif miktar1 uygun sekilde
optimize edilmelidir (Cil, 2014).

Sekil 2.4. Carpraz baglanma metodunun sematik gosterimi (Cil, 2014)

Sik tercih edilen c¢apraz baglanma reaktifleri; gluteraldehit, kloroformat ve
karbonildiimidazol, heterosiklik halojentirler, bioksiranlar, divinilsiilfonlar, p- benzokinon,

transizyon metal iyonlar1 ve epiklorhidrinlerdir (Caligkan , 2012).
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Cizelge 2.1. Enzim immobilizasyon yontemleri
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Enzim immobilizasyon teknikleri, immobilizasyon islemi sirasinda olusabilecek sorunlara
hizli ve etkili ¢oziimler sunmaktadir, ancak her enzim i¢in kabul edilen genel bir yontem

bulunmamaktadir.

Enzim immobilizasyon yontemi secilirken, kullanilan enzimin kimyasal yapisi, substrat ve
irlintin 6zellikleri, agiga ¢ikan iirlinlin kullanilacagi alanlar dikkate alinmalidir. Ayrica,
enzimin aktif merkezinin kimyasal yapisin1 degistirmeyecek, enzim aktivitesinin diismesine

neden olmayacak bir yontem se¢ilmesine dikkat edilmelidir (Kasavi, 2006).

Cizelge 2.2. Enzim immobilizasyon yontemlerinin karsilastiriimasi

atvorpayon | | pasiams | | |sagima || Bogiama | || Tkiona
Hazirlama Kolay Kolay Zor Zor Zor
Baglanma Giicii Zayif Orta Kuvvetli Kuvvetli Kuvvetli
Enzim Akftivitesi Diisiik Yiiksek Orta Yiiksek Yiiksek
Tekrar Kullanilabilirligi Miimkiin Miimkiin | Imkansiz Nadiren Imkansiz
Maliyeti Diisiik Diisiik Orta fiksek fiksek
Kararlilik Diisiik Orta Yiiksek Yiiksek Yiiksek
Uygulanabilirlik Diisiik Orta Diisiik Orta Yiiksek
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2.4. Karbon Pasta

Karbon pasta elektrotlar, camsi1 karbon elektrotlar, karbon nanotiipler, kompozit elektrotlar

ve metal elektrotlar gibi birgok elektrot ¢esidi yaygin olarak kullanilmaktadir (Bodur, 2019).

Karbon, genis bir anodik potansiyel araligina, diisiik elektrik direncine, diigiik artik akima,
tekrarlanabilir yiizey yapisina ve sulu ortamda hem indirgeme hem de yiikseltme
bolgelerinde genis bir calisma araligina sahip oldugu i¢in uygun bir elektrot malzemesidir.
Ticari camsi karbon elektrotlar, bir elektrotta bulunmasi gereken birgok ozelligi
icermektedir. Ancak maliyetli olmalari, alternatif karbon ¢alisma elektrotlarinin gelistirilme
ihtiyacini ortaya ¢ikarmaktadir. Karbon pasta elektrotlar, karbonun organik bir sivi olan
nujol gibi bir maddeyle karistirilip pasta haline getirildikten sonra elektrotun gévdesine

doldurularak sikistirilmasiyla hazirlanir. Elektriksel iletisim i¢in bir iletken tel kullanilir.

Cesitli karbon tiirleri, elektrot malzemesi olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. HOPG
(ytiksek diizenli pirolitik grafit), tek kristalli grafit, i¢ ice gegmis karbon, lifli karbon, karbon
siyahi, cam veya seramik karbon ve toz grafit gibi farkli tipler en sik tercih edilenler

arasindadir (Polatoglu, 2018).

Kovalent bag
Karbon
Van der

waals
etkilesimleri

Sekil 2.5. Grafit molekiiliiniin yapis1 (Akbryik, 2022)

Grafitler, altigen karbon dizilimine sahip levha benzeri tabakali bir yapist olan petek
seklinde bir yapiya sahiptir. Bu yapi, farkli karbon tiirlerinin grafit tabakalar1 arasina farkl
sekillerde yerlestirilebilmelerini saglar. Grafitler anizotroptur, yani farkli yonlere gore farkl

ozelliklere sahiptir. Ornegin, levhalarin paralel oldugu bélgelerde elektriksel iletkenlik daha
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yiiksektir. Elektrotlarda sik¢a kullanilan bagka bir karbon tiirii ise toz grafit olarak bilinir.
Bunun tercih edilmesinin nedeni, grafit tozunun yiiksek saflikta olmasi, diisiik emilim
kapasitesine sahip olmasi ve mikron boyutunda parcaciklara sahip olmasidir. Karbon
elektrot pastasinin 6nemli bir bileseni ise pastay1 baglayici 6zelliklere sahip sivilardir. Bu
stvilar, yiiksek viskoziteye, hidrofilik olmaya, ucucu olmamaya, organik c¢oziiciilere
dayanikli olmaya ve topaklanmay1 onleyici 6zelliklere sahip olmalidir. Ayrica, bu sivilar
elektriksel olarak etkisiz ve inert olmalidir. Nujol ve uvasol gibi yaglar, karbon elektrot
pastalarinda yaygin kullanim alanina sahip baglayici sivilar arasindadir ve mineral yagi veya
parafin olarak da bilinirler. Ayn1 amacla organofosfat sivilar, elektrolitik sivilar veya silikon
yag1 da tercih edilebilir. Bu baglayici sivilar, elde edilen karbon elektrot pastalarinin diisiik
omik dirence (yiiksek iletkenlik) sahip olmasini saglar. Ayrica, baglayict sivinin suda
coziinmeyen olmasi, karbon elektrot pastalarinin lipofilik 6zellik gdstermesine neden olur.
Bununla birlikte, bu elektrotlarin heterojen bir yapiya sahip olmalari ve organik ¢oziiciilere

kars1 hassas olmalar1 gibi baz1 dezavantajlar1 vardir (Polatoglu, 2018).

3 // ~ -

Sekil 2.6. Grafit tozu ve karbon pastaya uygulanmasi (Bodur, 2019)

2.5. Biyojen Aminler

Biyojen aminler, biyolojik aktivitesi olan, diisiik molekiil agirlikligina sahip organik
bazlardir. Aromatik, alifatik ve heterosiklik yapida olan biyojen aminler canlilarda
metabolik aktivitenin sonucu olarak pargalanabilirler ve genellikle amino asitlerin
dekarboksilasyonu ile tretilirler (Halasz ve digerleri, 1994). Normal kosullarda biyojen
aminler sindirim sistemi i¢erisinde monoamin oksidaz (MAQO), diamin oksidaz (DAO) ve
N- metil transferaz enzimleri tarafindan detoksifiye edilirler. Boylelikle fazla miktarda

almmadiklarinda viicutta toksik etki olusturmazlar (Ozdestan ve Uren, 2005).
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Sekil 2.7. Biyojen amin gesitleri (Onal, 2007).

Biyojen aminlere peynir, sarap gibi fermente olmus gidalarda ve proteince zengin gidalarin
bozulmas1 sonucu rastlanir. Gidalarda bulunan bazi biyojen aminler, putresin, kadaverin,
histamin, tiramin, triptamin 2-feniletilamin, spermin, spermidindir (Diiz ve Fidan, 2016)
(Sekil 2.7). Gidalarda mikrobiyal bozulma ile dekarboksilaz aktivitesi artmaktadir.
Boylelikle ortamda biyojen amin varligi gida bozulmasmin olasi gostergesi olmaktadir
(Karahan, 2003). Biyojen aminlerden histamin, tiramin, putresin, spermidin gida

zehirlenmesine sebep olduklari i¢in ayr1 bir 6neme sahiptir (Erginkaya ve Var, 1989).

2.5.1. Biyojen aminlerin olusum mekanizmalari

Biyojen aminler genellikle serbest aminoasitlerin dekarboksilasyonu veya aldehit ve
ketonlarin transaminasyonu yoluyla olusurlar. Aminoasitlerin dekarboksilasyonu, a-
karboksil grubunun Oncili bir aminoasitten ¢ikmasiyla biyojen amin olusumunu saglar
(Ercan, Bozkurt ve Soysal, 2013). Protein ve serbest amino asit iceren mikrobiyal veya

biyokimyasal aktiviteyi saglayan kosullarda bulunan tiim gidalarda biyojen amin olusumu
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beklenir. Yiyecek ve iceceklerdeki biyojen amin olusumu enzimler tarafindan veya

aminoasitlerin mikrobiyal dekarboksilasyonu ile gerceklestirilir (Santos, 1996)

Biyojen aminlerin gidalarda olusumu i¢ ve dis etkenlere baghdir. Bunlar; sicaklik, pH,
oksijen ihtiyaci, karbon kaynagi varligi, ortamdaki koenzim, serbest aminoasitler ve

fermente edilebilen karbonhidratlar olarak ifade edilebilir (Akan ve Demirag, 2018).

H
Hz
R—C—CoO0OH Dekarboksilasvon - R—C —MNHz; + COz
MHz
Armmmoasit Eiyojen Amin
H H,/ N H.
R—< + DNH; R C —MH; + H,O
(o] . .
Bivojen Amun
Aldehit
R
H,/Ni H
o——c” . NH: & » R—C—R * HO
R NH-
Feton Bivojen Amin

Sekil 2.8. Biyojen aminlerin olusum mekanizmasi (Diiz ve Fidan, 2016)

2.5.2. Biyojen aminlerin tayin yontemleri

Biyojen aminler, organizmalarin metabolizmasinda 6nemli rol oynayan organik bilesiklerdir
ve genellikle gida kaynaklarindan alinir. Bu nedenle, biyojen aminlerin tayini ve analizi,
gida giivenligi ve kalitesi agisindan biiyiik bir 6neme sahiptir. Yapilan arastirmalar, biyojen
amin yiiksek derisimlerin insan saglig iizerinde olumsuz etkileri olabilecegini gostermistir.
Biyojen aminlerin tayini i¢in cesitli yontemler kullanilmaktadir. Yiiksek performans sivi
kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi (GC) ve elektrokimyasal yontemler, biyojen
aminlerin tayininde yaygin olarak kullanilan analitik tekniklerdir (Ozdestan ve Uren, 2005;
Onal, 2007).
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2.5.3. Biyojen amin tayininin 6nemi

Normal sartlarda gidalarla viicuda alinan biyojen aminler sindirim sisteminde sindirilir ve
toksit etki olusturmazlar. Biyojen amin, bagirsak ortamindan kan damarlarina gegerken
monoamin oksidaz (MAO), diamin oksidaz (DAQO) veya histamin-N-metil transferaz
enzimleri tarafindan detoksifikasyona ugrayarak aldehit veya ketonlara doniisiir ve toksit
etki olusturmazlar (Ozdestan & Uren, 2005). Yiiksek miktarlarda biyojen amin alindiginda,
sindirim sisteminde monoamin oksidaz (MAQO) ve diamin oksidaz (DAO) enzimlerinin
genetik olarak eksik oldugu durumlarda, bu enzimleri inhibe edici ilaglar kullanildiginda
(6rnegin, agr1 kesici, stres ve depresyon tedavisi igin kullanilan ilaglar, Alzheimer ve
Parkinson hastaliklarinin tedavisi igin kullanilan ilaglar) ya da yiliksek miktarlarda alkol
tiiketimi gerceklestiginde, biyojen aminlerin toksik etki olusturugu bilinmektedir (Ozdestan
, 2013).

Sindirilmis biyojen aminler

NH,
Normal alindiginda MAQ
= Detoksifikasyon
Q-cH,NH, NG C-H
H,0,
Fazla alindidinda
Q'CHz‘NHz e-CHz—NHz Toksik etkiler
Bagirsak ortami Kan damarlar:

Sekil 2.9. Biyojen aminlerin oksidasyon mekanizmalar1 (Akan ve Demirag, 2018)

2.5.4. Tiramin metabolizmasi

Tiramin (Sekil 2.10), tirozin ve fenilalaninin dekarboksilasyonu sonucunda olusan bir
bilesiktir (Sekil 2.11). Olgunlagmis gidalardaki protein par¢alanmasiyla ortaya ¢ikar ve
yaygin olarak hayvanlar ve bitkilerde bulunan monoamin oksidaz enzimiyle

detoksifikasyona ugramaktadir (Sekil 2.12). Tiramin, olgunlasmis, fermente veya bozulmus
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gidalarda bulunma egilimindedir (Batra ve digerleri, 2012). Soya iiriinleri, peynir ¢esitleri,
alkollii igecekler, gikolata gibi gidalarda yiiksek miktarlarda tiramin bulunur (Yerlikaya ve
Gokoglu, 2002).

NH»

HO

Sekil 2.10. Tiramin’in molekiil yapist

Peynir, yiiksek derigsimlerde biyojen amin biriktirebilen fermente bir siit tiriiniidiir ve peynir
icerisinde bulunan en zehirli biyojen amin tiramindir (Fernandez, Linares, Rio, Ladero ve
Alvarez, 2007). Tiramin, "peynir reaksiyonu" olarak bilinen ve siddetli migrenlere hatta
beyin kanamalarina yol agabilen kan basincini artiran bir etkiye sahiptir. Peynirde tiramin
icerigini siirlayan bir mevzuat olmasa da, peynirdeki toksisite esiklerinin 100-400 mg/kg
arasinda oldugu bilinmektedir (Burdychova ve Komprda, 2007). Peynirdeki tiramin
iceriginin kontrolii, sadece toksik etkilerinden degil, ayn1 zamanda gida kalitesinin bir
gostergesi olarak da onemlidir. Tiramin seviyelerinin mikrobiyal kontaminasyonun bir
sonucu olarak isleme ve depolama siirecinde uygun olmayan kosullar nedeniyle kademeli
olarak artmasi gida kalitesi agisindan biiyiik 6nem tasir (Sanchez, Lopez, Gomez ve Ruiz,

2017).

OH tirozindekorboksilaz m
NHz — C0O; HO NHz

Tirozin Tiramin

HO

Sekil 2.11. Tiramin sentezi

O
H,
. Cc —C
OHis: Dp:v H30 — 200K o \, + NH; + H;0,
H;N
: HO
Tiramin 2-(4-hidroksifenil) asetaldehit

Sekil 2.12. Tiramin’in enzimatik yikimi
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2.6. Monoamin Oksidaz Enzimi

Monoamin oksidaz (EC 1.4.3.4, MAO), clektron alicis1 olarak O kullanarak biyojenik
aminlerin oksidatif deaminasyonunu katalize eden membrana baglh bir flavoproteindir
(Edmondson, Bhattacharyya, & Walker, 1993). Monoamin oksidaz, dis mitokondriyal
membarana bagli olarak flavin-adenin diniikleotid (FAD) tasiyan bir enzimdir. c-DNA
klonlama calismalar1 sonucunda MAO enzimin MAO-A ve MAO-B olarak adlandirilan
izozimik formlar1 oldugu ve amino asit siralamasinin %70 oraninda benzerlik gosterdigi

bulunmustur (Yesilada ve Gokhan, 1995).

MAO-A, serotonin, epinefrin ve norepinefrini metabolize ederken, MAO-B tercihen
benzilamin ve feniletilamin'i okside eder. Tiramin ve dopamin ise hem MAO-A hem de

MAO-B’nin ortak substratlaridir.

Sekil 2.13. MAO-A enzimi 3-D gosterimi

Substrat boslugu, MAO-A'da 1le180, Asn181, Phe208 ve Ile335 kalintilarint ve MAO-B'de
Leul7l, Cys172, 11e199, Tyr325 kalintilarini igerir. FAD koenzimi, MAO-A'da Tyr407,
Tyrd44 ve MAO-B'de Tyr398, Tyr435 ile ¢evrilidir (Karaman, 2014).
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Sekil 2.14. MAO-B enzimi 3-D gdsterimi

Monoamin oksidaz enzimi, gidalardan elde edilen aminleri oksidatif olarak deaminasyona
tabi tutarak bu aminlerin kana gegmeden 6nce bozunmasinda énemli bir rol oynar. MAO
inhibitorii ilaglarinin zihinsel depresyon tedavisinde kullanilmasi, bu detoksifikasyon
stirecini etkisiz hale getirir. Sonug olarak, biyojen aminlerin yiiksek derisimleri, gidalardan
aliman aminlerin birikerek hastalarda hipertansiyon krizine yol ac¢tigi bilinmektedir.
Baslangigta MAOI tedavisi goren hastalarda kaydedilen hipertansif reaksiyonlar, peynirle
iligkilendirilmistir. Bu nedenle, kan basincindaki artisa artik "peynir reaksiyonu"
denilmektedir. Peynir reaksiyonu siddetli bas agrilarina neden olabilir ve beyin kanamasi

veya kalp yetmezligi gibi ciddi saglik sorunlarina yol agabilir (Shalaby, 1996).

2.7. Kaynak Arastirmasi

2.7.1. Tiramin biyosensorlerine ait kaynak arastirmalari

Erden ve digerleri, (2019), grafen oksit (GRO) ve polivinilferrosen (PVF) modifiye karbon
pasta elektrotlara dayali iki tiramin biyosensoriiniin analitik 6zelliklerini karsilastirmislardir.
Diamin oksidaz (DAOx) veya monoamin oksidaz (MAOx), biyosensorleri tiretmek i¢in
PVF/GRO modifiye edilmis SPCE iizerine immobilize edilmistir. Modifiye edilmis
SPCE’lerin ylizey oOzellikleri ve elektrokimyasal davranisi atomik kuvvet mikroskobu
(AFM), taramal1 elektron mikroskobu (SEM), enerji dagitici X-1s1n1 spektroskopisi (EDX)
ve siklik voltametri (CV) ile incelenmistir. MAOx/PVF/GRO/SPCE biyosensorii igin
caligma potansiyeli +0.50 V - pH 9.0 da optimum o6zellik gostermistir. 1 ay sonunda
MAOx/PVF/GRO/SPCE biyosensoriiniin aktivite kayb1 %32.5 olarak belirtilmistir.
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Gelistirilen biyosensorler, peynir numunesinde tiramin tayini i¢in basarili bir sekilde

kullanilmistir (Erden, Erdogan, Oztiirk, Kogoglu ve Kilig, 2019).

Dalkiran ve digerleri, (2020), biyojen amin tayininde kullanilmak {izere diamin oksidaz
(DAOx) ve monoamin oksidaz (MAOXx) enzimleri ile platin nanopargacik (PtNP) modifiye
edilmis ekran baskili karbon elektrotlar (SPCE) kullanarak biyosensorler gelistirmislerdir.
Biyosensorlerin morfolojik ve elektrokimyasal 6zellikleri taramali elektron mikroskopu,
enerji dagilimli X-1s1n1 spektroskopisi, elektrokimyasal empedans spektroskopisi ve siklik
voltametri 6l¢iimleri ile incelenmistir. Biyosensoriin ¢aligma prensibi, tiraminin MAOX ile
oksidasyonu sonucu a¢iga ¢ikan H2O2’nin elektrokimyasal Ol¢limiine dayanir.
MAOx/PtNP/SPCE biyosensorii i¢in uygun ¢aligma potansiyeli +0.50 V olarak
belirlenmistir. Tiramin tayininde kullanilan MAOx/PtNP/SPCE biyosensorii i¢in optimum
pH 9.5 olarak belirtilmistir. Tiramine karst MAOx/PtNP/SPCE biyosensorii, DAOx bazli
biyosensor ile elde edilen duyarlhiliktan 1,9 kat daha yiiksek duyarlilik gostermistir.
Gelistirilen biyosensorler, peynir numunesinde tiramin tayini i¢in basarilt bir sekilde

kullanilmistir (Dalkiran, Kagar, Can, Erden ve Kilig, 2020).

Batra ve digerleri, (2012), glimiis nanopartikiil- sistein modifiye edilmis Au elektrot
ylizeyine tiramin oksidaz enziminin immobilizasyonuna dayali amperometrik tiramin
biyosensorii gelistirmislerdir. Enzim elektrodu, taramali elektron mikroskobu, Fourier
doniisiimii yipranmis spektroskopisi ve siklik voltametri Olgiimleri ile incelenmistir.
Biyosensor, 0,25 V, pH 8,5 ve 35 °C'de polarize edildiginde, dogrusallik 0,017 - 0,25 mM
ve 0,01 mM algilama siirt ile 8 s iginde optimum yanit gosterdigi belirtilmistir. Tiramin
biyosensorii, 4 °C'de saklandiginda 2 ay igerisinde 100 kullanimda aktivitesinin %35’ini

kaybetmistir (Batra ve digerleri, 2012)

Boka ve digerleri, (2011), et bozulmalarmnin izlenmesi amaciyla 3 farkli enzim ile
biyosensorler gelistirmislerdir. Enzimler, peroksidaz ve Os aracili ( PVI7-dme-Os) grafit
elektrot {izerine ayr1 ayr1 immobilize edilmistir. Monoamin oksidaz A enzimi kullanarak
gelistirilen biyosensor ile tiramin, triptamin ve feniletilamin tayini gerceklestirilmistir.
MAO sensoriin HPLC ile sonuglar karsilastirildiginda dogrusal korelasyon Ro= 0,87 olarak
belirtilmistir (Boka, Adanyi, Virag, Sebela ve Kiss, 2011)
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Lata ve digerleri, (2011), tiramin tayini i¢in, epoksi re¢ine membrani iizerine kovalent olarak
immobilize edilmis siyah gram tiramin oksidaz kullanarak amperometrik biyosensor
gelistirmislerdir. Biyosensor i¢in optimum kosullar pH 8.5 ve 35 °C olarak belirtilmistir.
0.24 ila 3.47 mg/dL araliginda tiramin derisimleri ile akim (mA) arasinda dogrusal bir iliski
gozlenmistir. Sensoriin saptama sinirt 0,24 mg/dL'dir. Enzim elektrodu, 2 aylik bir siire
boyunca diizenli kullaniminda ilk aktivitesinin %35’ini kaybetmistir. Biyosensor, bira ve

sosta tiraminin belirlenmesi i¢in kullanilmistir (Lata ve digerleri, 2011)

Lange ve Wittmann (2001), yapay bir sinir ag1 kullanarak Oriintii tanima ve farkli gida
orneklerinde uygulanmasi ile {i¢ biyojen aminin (histamin, tiramin ve putresin) es zamanli
belirlenmesi i¢in bir enzim sensor dizisi gelistirmislerdir. Monoamin oksidaz, tiramin
oksidaz ve diamin oksidazin (hizli tespit i¢in yeterli spesifik aktivitelere sahip) bir
kombinasyonu ile bu ¢apraz baglayici reaktifleri uygunluklar1 agisindan karsilastirmak igin
transglutaminaz ve glutaraldehit ile ayr1 bir ekran baskili kalin film elektrot {lizerine
immobilize edildi. Biyosensor i¢in ¢alisma potansiyeli +0.70 V - pH 6.5 da optimum 6zellik
gostermistir. Enzim sensor dizisinin uygulama alani, peynir g¢esitleri, balik, et iiriinleri,
lahana tursusu, bira sarap gibi gidalarda test edilmis ve LC analizlerinin verileriyle

karsilastirtlmistir. Ortalama korelasyon katsayis1 0.854°diir (Lange ve Wittmann, 2001)

Apetrei, M. ve Apetrei, C. (2015), tirozinaz enzimi kullanarak karboksil islevsellestirilmis
tek duvarli karbon nanotiip modifiye ederek karbon ekran baskili elektrot {izerine
immobilizasyonu ile yeni bir tiramin biyosensorii gelistirmiglerdir. Dongiisel voltametri
yontemi kullanilarak elektrot ylizeyinde enzimatik olarak iiretilen kinon bilesiginin azalmasi
ile tiramin derisiminin indirgenmis akimi gézlenmistir. Optimum kosullar altinda (pH 7.0,
-0.20 V) biyosensor 5-180 uM araliginda tiramin derigimini, 0.7414 A xM™ hassasiyet ve
0.62 uM algilama simirina sahiptir. Bu biyosensor i¢in Km 88.52 uM- Imax 5.85 uA olarak
hesaplanmistir. Yeni biyosensor, salamura ve tiitsiilenmis balik numunelerinde tiramin
miktarlarini belirlemek i¢in basariyla uygulandig belirtilmistir (Apetrei, M. ve Apetrei, C.,
2015).

Apetrei, M. ve Apetrei, C. (2013), fosfat katkili polipirol ince film iizerine tirozinaz enzimi
immobilize ederek yeni bir tiramin biyosensorii gelistirmislerdir. Polipirol {iizerine
immobilize edilen tirozinaz enziminin aktivitesini iyi korudugu goriilmiistiir. Tiramin tayini,

CV yontemi kullanilarak -0.25 V potansiyelde (pH 7,0 fosfat tamponu) biyokatalitik olarak
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olusturulmus dopakinonun dogrudan indirgenmesiyle belirlenmistir. Biyosensoriin ¢aligma
aralig1 4,0x10° M — 80,0x10° M , duyarhilig1 ise 0.1069 A M! olarak belirtilmistir.
Biyosensdriin tespit limiti ise 5,7x107" M olarak belirtilmistir. Gelistirilen biyosensor lahana
tursusu orneklerinde tiramin igeriginin belirlenmesi i¢in uygulanmistir (Apetrei, M. ve

Apetrei, C., 2013).

Sanchez ve digerleri, (2017), tirozinaz enziminin kalsiyum fosfat materyallerde (CaP’ler)
immobilizasyonunu, gluteraldehit ile capraz baglanma yontemini kullanarak, yeni bir
tiramin biyosensorii gelistirmislerdir. Tiramin, CV yontemi kullanilarak o-dopakinonun -
0.1 V potansiyelde elektrokimyasal indirgenmesi ile tespit edilmistir. Optimum kosullar
altinda ( 20 °C ve pH 6,0) biyosensériin ¢alisma araligs 5,8x107 M- 1,6x10° M ve tespit
limiti 4,85x10% M ve 6 s yanit siiresi olarak belirtilmistir. Onerilen biyosensdriin peynir
numunelerindeki tiramin igerigini belirlemeye uygunlugu bakilmistir. Gouda ve brie
peynirlerinde eklenen ortalama tiramin analitik geri kazanimi sirasiyla 95.5 = 5.8 ve 96.9 +

7.5 olarak bulunmustur (Sanchez ve digerleri, 2017).

Erden ve digerleri, (2021), Tirosinazin (Ty) karbon nanolifler (CNF'ler), kitosan (CH),
iyonik sivi 1-biitil-3-metilimidazolyum tetrafloroborat (IL) ile modifiye edilmis camsi
karbon elektrot (GCE) tizerine immobilizasyonuna dayali yeni bir amperometrik tiramin
biyosensorii ve altin nanopartikiiller (AuNP'ler) kompozit filmi iiretildi. Biyosensoriin
basarili bir sekilde iiretilmesini saglamak i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM), enerji
dagilimhi X-151m1 spektroskopisi (EDX), dongiisel voltammetri (CV) ve elektrokimyasal
empedans spektroskopisi (EIS) teknikleri uygulandi. Ty/AuNPs/CNFs-IL-CH/GCE
biyosensdriin optimum kosullar altinda (-0.25 V, pH 6,5) calisma araligi 2,0x10" M- 4,8x10°
> M ve tespit limiti 9,3x10® M olarak belirtilmistir. Ayrica Ty/ AuNPs/CNFs-1L-CH/GCE
biyosensorii, diger biyojenik aminlerin varliginda tiramine kars1 yiiksek secicilik sergiledigi
belirtilmistir. Tiramin biyosensoriiniin uygulanabilirligi, 1yi geri kazanimlarla soya sosu

orneginde tiramin seviyesinin saptanmasiyla gosterilmistir (Erden, Selvi ve Kilig, 2021) .
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddelerin isimleri ve temin edildikleri {iretici firmalar

Cizelge 3.1’ de verilmistir.

Cizelge 3.1 Calisma i¢in kullanilan kimyasal madde isimleri ve tiretici firmalar

Kimyasal Madde Temin Edildigi Uretici Firma
Grafit tozu Merck

Mineral yag (nujol) Sigma

Tiramin Bostonchem
Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO.) Merck
Monosodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4) | Merck

Glisin (C2HsNO») Sigma
Sodyum hidroksit (NaOH) Merck
Hidrojen peroksit (H207) Merck
Gluteraldehit (CsHsO») Aldrich

S1g1r serum albumin (BSA) Sigma

Sodyum kloriir (NaCl) Sigma- Aldrich
Monoamin oksidaz enzimi Sigma- Aldrich
L-Tirozin (CoH11NO3) Fluka
DL-Triptofan (C11H12N202) Merck
L-Histidin Fluka

L-Lizin (CeH14N202) Fluka
L-Ornitin-dihidrokloriir Fluka
Dopamin (CgH11:NO») Trc Canada

3.2. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler

Sodyum hidroksit ¢6zeltisi: Kat1 sodyum hidroksit maddesinden uygun bir miktar tartildi.

Saf su ile ¢oziilerek ¢alisilacak derisimlerde ¢ozeltiler hazirlandi.

Tiramin ¢ozeltisi: Kati tiraminden uygun miktarda tartilarak saf suda ¢oziildii. Uygun

derisimlerde tiramin ¢ozeltileri hazirlandi. Cozeltiler +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

Fosfat tamponu: Monosodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4) ve disodyum hidrojen fosfat

(NazHPO4) hazirlanacak tamponun pH degerine uygun olarak tartilarak saf suda ¢6ziildii.
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Hazirlanan ¢ozeltinin pH’st 0,1 M NaOH ile ayarlandi. Tampon ¢ozelti +4 °C’de
buzdolabinda saklandi.

Glisin tamponu: 0,1 M pH’st 10,0 olan glisin tamponu hazirlamak igin glisin ile NaOH
uygun miktarda tartilarak saf suda ¢oziildli, tampon ¢ozeltinin pH’s1 0,1 M’lik NaOH ile

ayarlandi. Tampon ¢6zelti +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

Hidrojen peroksit c¢ozeltisi: %35,0’luk hidrojen peroksit (H202) ¢ozeltisinden uygun
miktarda alinarak 1,0 M’lik stok ¢dzelti hazirlandi. Stok ¢dzelti seyreltilerek 1,0x10° M ve
1,0x10" M araliginda hidrojen peroksit ¢ozeltileri hazirlandi.

Enzim ¢ozeltileri: Aktivitesi 0,25 mg/mL olan monoamin oksidaz enzimi toplam hacim 10,0
mL olacak sekilde saf su ile seyreltildi. Her biri 1’er mL lik ¢ozeltiler halinde deney tiiplerine
alindi. Deney sirasinda kullanilacak enzim c¢dzeltileri buzdolabinda saklandi, uzun siire

kullanilmayacak enzim ¢ozeltileri ise derin dondurucuya kaldirildi.

Gluteraldehit ¢ozeltisi: %25,0°lik gluteraldehit ¢ozeltisi saf su ile seyreltilerek %5,0’°lik
gluteraldehit ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra %5,0’lik gluteraldehit ¢ozeltisinden %2,5’luk

gluteraldehit ¢cozeltisi hazirlandi. Cozeltiler +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

L-Tirozin ¢ozeltisi: Kat1 L-Tirozin uygun miktarda tartilarak saf su ile ¢oziilerek tirozin

¢Ozeltisi hazirlandi.

DL-Triptofan ¢ozeltisi: Uygun miktarda tartilan DL-Triptofan katis1 saf su ile ¢oziilerek

cozelti hazirlandi. Triptofan ¢ozeltisi +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

L-Histidin ¢ozeltisi: Kati1 L-Histidinden hesaplanan miktarda tartilarak histidin ¢ozeltisi
hazirlandi. Cozelti +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

L-Ornitin-dihidrokloriir ¢ozeltisi: Kat1 L-Ornitin-dihidrokloriir uygun miktarda tartildi ve
saf su ile c¢oziilerek ornitin ¢ozeltisi hazirlandi. Ornitin ¢ozeltisi +4 °C’de buzdolabinda

muhafaza edildi.
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L-Lizin ¢ozeltisi: Kat1 L-Lizin gerekli miktarda tartilarak saf suda ¢6ziildii ve lizin ¢ozeltisi

hazirlandi. Lizin ¢ozeltisi +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

Dopamin ¢ozeltisi: Kati dopamin ¢6zeltisi gereken miktarda tartilarak saf su ile ¢oziildi ve

dopamin ¢dzeltisi hazirlandi. Dopamin ¢6zeltisi +4 °C’de buzdolabinda sakland.

3.3. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

3.3.1. Elektrokimyasal analiz cihaz

Amperometrik 6lgme islerinde bilgisayar baglantili olarak ¢alisan CHI firmasinin 1230-B

modeli elektrokimyasal analiz cihazi kullanildi.

3.3.2. Hiicre ve elektrotlar

Amperometrik 6lgme islemlerinde 3 elektrotlu 6lgme sistemi kullanildi. Referans elektrot
olarak BAS RE-5B no’lu Ag/AgCl, karsit elektrot olarak MW-1032 no’lu platin tel ve
caligma elektrodu olarak 0,3 cm ¢apinda (teflondan 6zel olarak imal edilmis) karbon pasta
elektrot kullanildi. Calisma elektrodu her elektrokimyasal ¢alisma sonrasi caligmanin
basamaklarina gore saf su veya tampon ¢ozelti igerisinde +4 °C’de muhafaza edildi.

3.3.3. pH metre

pH belirlenmesi ORION Model 720A pH- iyonmetre ile olgiildii.

3.3.4. Su banyosu

Sicaklik 6l¢limiiniin yapilacagi ¢alismalarda Grant GD120 marka 0-100 °C’ da hassasiyet

gosteren termostatlt dolasim sistemli su banyosu kullanildi.

3.3.5. Mikro pipet

10,0 pL-1000,0 pL ¢ozeltilerin hiicre icerisine ilaveleri ve gerekli oldugu durumlarda ¢ozelti

hazirlanmas1 Brand marka +0,05 pL hassasiyeti olan mikropipetler ile yapildi.
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3.3.6. Saf su eldesi icin cihaz

Biitiin deneylerde kullanilan ¢ozeltiler, GFL marka saf su cihazindan saglanan saf su ile

hazirlanip kullanildi.

3.4. Tiramin Biyosensoriiniin Hazirlanmas1 ve En Iyi Cahsma Kosullarinin
Belirlenmesi

3.4.1. Calisma elektrodun hazirlanmasi: Karbon pasta elektrot (CPE), modifiye
karbon pasta elektrot (MCPE) hazirlanmasi

Calismaya baglamadan 6nce kullanilan elektrot saf su ile temizlendi. Hazirlanan tiim karbon
pasta elektrotlar igin icerisinde sabit miktarda grafit tozu (0.0650 g) olacak sekilde hassas
terazi ile grafit tozu tartildi. Grafit tozu karma islemini gergeklestirmek {izere saat cami
izerine alindi. Bir arada tutma 6zelligine sahip mineral yag (nujol), tiim yeni elektrotlar i¢in
sabit hacimde (30uL) olacak sekilde mikro pipet ile alind1 ve saat cami {izerinde bulunan
grafit tozu lizerine ilave edildi. Uygun hamur kivami elde edilene kadar karma islemi yapildi
ve elektrot icerisine madde kayipsiz olacak sekilde dolduruldu. Doldurma isleminden sonra
karbon pasta elektrot yiizeyi piiriizsiiz olmas1 amaciyla bir ped yardimi ile elektrot sekiz
sekli ¢izerek temizlendi. Diiz ve piiriizsiiz hale getirilen elektrot tekrar saf su ile yikanarak

kullanima hazir hale getirildi.

1 lietken Tel ce
Nujol RE [ KE
l =

Teflon

- Calisma Hicresi

vFc3AN RE : Referans Elektrot

Grafit Tozu Pasta GE : Caligma Elektrodu
Modifiye Karbon Pasta Elektrot Ne RagnElekuot

Sekil 3.1. MCPE hazirlanmasi ve ¢alisma hiicresi semasi

Modifiye karbon pasta elektrot hazirlanirken yukaridaki islemlere ek olarak hazirlanan
pastaya (grafit tozu+ nujol) modifiye edilecek kati madde uygun miktarda eklenip homojen
bir sekilde karistirilir ve elektroda doldurulur (Sekil 3.1).
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Calismamizda modifikasyon islemi i¢in schiff bazi olan VFc3A2N kullanilmistir (Sekil 3.2).
VFc3A2N N-naftaliden-(1-kloro-2-formilvinil)ferrosen seklinde adlandirilir. Bilesik, bu
calisma icin ilk defa Aras. Gor. Selinsu DiKIM ve Prof. Dr. Nursen SARI tarafindan

sentezlenmistir.

Cl

k‘e ‘O
i 2 HO

Sekil 3.2. VFc3A2N bilesigi

3.4.2. Karbon pasta elektrodun sabit akima getirilmesi

Elektrokimyasal hiicreye 9 mL pH’ s1 7,0 olan fosfat tamponu ¢ozeltisi ve ImL 1 M NaCl
destek elektrolit ilave edildi. Karsit elektrot (Pt tel), referans elektrot (Ag/AgCl) ve ¢alisma
elektrodu (CPE/MCPE) hiicre igerisine yerlestirildi. Calisilacak potansiyelde elektrot sabit
akima gelene kadar bekletildi ve sabit akim degeri denge akimi olarak kaydedildi. Calisma

elektrodu tiim deneylerde bu iglemle sabit akima getirildi.

3.4.3. CPE ve MCPE’nin H202’¢ duyarhhginin belirlenmesi

Monoamin oksidaz ve tiramin tepkimesi sonucu H20> agiga ¢ikar. CPE VE MCPE’nin
H202’ye duyarliliginin belirlenmesi tiramine duyarliligin1 da gosterdiginden bu c¢alismada
standart H2O> ile ¢alisildi. Bu amagla elektrokimyasal hiicreye pH’1 7,0 olan 0,1 M 9 mL
fosfat tampon ¢ozeltisi, | M 1mL NaCl destek elektrolit ¢ozeltisi ilave edildi. Karbon pasta
elektrot ¢alisilan potansiyelde sabit akima getirilip denge akimi kaydedildi. Elektrokimyasal
hiicre icerisine H2O2’ in derisimi 1,0x107 — 1,0x10° M araliginda olacak sekilde eklemeler
yapildi. Her eklemede manyetik karistirict yardimi ile ¢ozelti 1 dk karistirildi ve 200 s
sonunda oOlgiilen akim degerleri kaydedildi. Kaydedilen denge akimlari H2O2’nin akim

degerini bulmak amaciyla denge akimindan ¢ikarildi. Akim fark degerleri (A1) hesaplanda.
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Artan HO: derisimlerine karsi artan akim farklart (Ai) grafige gecirildi. Bu islem
basamaklart MCPE i¢in de yapilarak elde edilen grafikler karsilastirildi.

3.4.4. Karistirma siiresinin belirlenmesi

Elektrokimyasal hiicreye pH’1 7,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tampon ¢6zeltisi, | M 1mL NaCl
destek elektrolit ¢ozeltisi ilave edildi. +0,7 V’da elektrot sabit akima getirildikten sonra
hiicreye belli miktar Monoamin oksidaz enzimi ilave edildi. Hiicre icerisine enzim ilave
edildigi i¢in elektrotun belli bir siire dengeye gelmesi beklendi ve denge akimi kaydedildi.
Elektrokimyasal hiicre icerisindeki tiramin derisimi 1,0x107 — 1,0x10* M olacak sekilde
substrat ilavesi yapildi. Sirasiyla 10 dk, 20 dk, 30 dk ve 40 dk karigtirma stirelerinde cevap
akimlar1 6l¢iildii. Artan tiramin derisimlerine kars1 artan akim farklar1 (Ai) grafige gecirildi

ve elde edilen Michaelis Menten grafikleri karsilagtirilarak uygun karigtirma siiresi tespit
edildi.

3.4.5. Calisma potansiyelinin belirlenmesi

Hazirlanan biyosensor igin en uygun ¢alisma potansiyelini belirleyebilmek amaciyla 0,7 V
—0,3 V araliginda potansiyellerde ¢calismalar yapildi. Elektrokimyasal hiicreye pH’1 7,0 olan
0,1 M 9 mL fosfat tampon ¢ozeltisi, 1 M 1mL NaCl destek elektrolit ¢ozeltisi ilave edildi.
MCPE c¢alisilan potansiyelde denge akimina geldikten sonra akim kaydedildi.
Elektrokimyasal hiicre icerisindeki H202’ in derisimi 1,0x107 — 1,0x10° M araliginda
olacak sekilde eklemeler yapildi. Her ilavede manyetik karistirict yardimiyla ¢ozelti 1 dk
karistirildi ve 200 s sonra Ol¢iilen akim degerleri kaydedildi. Artan H>O> derisimlerine karsi
artan akim farklar1 (A1) grafige gecirildi. Bu islem basamaklar1 0,7 V — 0,3 V araliginda

potansiyeller i¢in tekrarlandi ve en uygun calisma potansiyeli belirlendi.

3.4.6. MCPE’nin H202 duyarhhgina VF¢3A2N miktarinin etkisi

Boliim 3.4.1°e gore hazirlanan MCPE igerisine sirasiyla 1,5 mg, 2,5 mg ve 3,5 mg olacak
sekilde VFC3A2N ilave edildi ve ¢alisma elektrotlari hazirlandi. Elektrokimyasal hiicreye
pH’17,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tampon ¢ozeltisi, 1 M 1mL NaCl destek elektrolit ¢ozeltisi
ilave edildi. MCPE 6nceden belirlenen +0,5 V calisma potansiyelinde sabit akima getirildi.
Denge akimi kaydedildi. Elektrokimyasal hiicreye artan derisimlerde (1,0x107 — 1,0x10°®
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M) H:0; ilavesi yapildi ve her eklemeden sonra 1 dakika karistirildi. 200 saniye sonra
Olgiilen akim degerleri kaydedildi. Artan H20: derisimlerine kars1 artan akim farklar1 (Ai)
grafige gecirildi. Bu islem basamaklar1 1,5 mg, 2,5 mg ve 3,5 mg VFc3A2N i¢in tekrarland1
ve grafikler karsilagtirilarak uygun miktar tespit edildi.

3.4.7. Enzimin MCPE’ye immobilizasyonu

Capraz baglanma yOntemi ile immobilizasyon

2,0 mg BSA (sigir serum albumin), 50,0 pL tampon ¢ozelti, 75 uL MAO A, 30 uL
gluteraldehitten (% 2,5) olusan bir karisim olusturuldu. Bu karisim, Bolim 3.4.1°¢ gore
hazirlanan MCPE’un ylizeyine her yerine esit dagilacak sekilde mikro pipet ile damlatildi
ve oda sicakliginda kurutuldu. Kuruyan elektrot saf su ile yikandi ve kullanilmadigi

zamanlarda tampon ¢o6zelti i¢erisinde +4 °C’ de buzdolabinda muhafaza edildi.

3.4.8. Biyosensoriin tiramin duyarhih@ina gluteraldehit miktarinin etkisi

Enzim immobilizasyon islemi sirasinda ¢apraz baglayici olarak gérev alan gluteraldehit
miktariin belirlenmesi amacuiyla farkli gluteraldehit miktarlarinda biyosensorler hazirlandi.
MCPE +0,5 V potansiyelde sabit akima getirildikten sonra artan derisimlerde tiramin ilave
edildi. Her ilaveden sonra ¢6zelti 30 dakika karigtirildi ve 200 s sonra akim &l¢iildii. Hiicreye
eklenen tiramin derigimine kars1 akim farki (A1) grafigi cizilerek sonuclar karsilastirildi.

3.4.9. Enzim elektrodun en iyi calisma kosullarinin belirlenmesi

Tiramin’in amperometrik cevabina pH’1n etkisi

Hazirlanan biyosensoriin amperometrik cevap akimina pH’nin etkisini inceleme amaciyla
pH’s1 6,0; 7,0; 8,0 fosfat tamponu (NaH2PO4/ Na,HPOg); 9,0; 10,0; 11,0 glisin tamponu
cozeltileri hazirlandi. Hazirlanan tampon ¢ozeltileriyle ayn1 pH degerlerinde olacak sekilde
hiicre icerisinde derisimi 5x10% — 1x107 — 5x10 M olan tiramin c¢ozeltileri hazirlandi.
Elektrot +0,5 V potansiyelde sabit akima getirilip denge akimi kaydedildi. Akim
kaydedildikten sonra hiicre igerisindeki derisim sirayla 5x10® — 1x107 — 5x10" M olacak

sekilde eklemeler yapildi. Her eklemede ¢ozelti 30 dk karistirildi ve 200 s sonra Slgiilen
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akim degerleri kaydedildi. Bu islem farkli pH degerlerindeki biitiin tampon ¢ozeltileri ile
yapildi. Artan tiramin derisimine karsi degisen Ai akim degerleri ile Michaelis Menten ve
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Cizilen grafiklerden yola ¢ikarak Km ve Imax degerleri

bulundu. Imax/ Km oranindan yararlanarak uygun pH degeri belirlendi.

Tiramin’in duyarliligina sicakligin etkisi

Elektrokimyasal hiicreye pH’1 10,0 olan 0,1 M 9 mL glisin tamponu ve 1 M 1 mL NaCl
destek elektrolit ¢ozeltisi ilave edildi. Elektrot +0,5 V potansiyel degerinde sabit akima
getirildi ve denge akimi kaydedildi. Termostatli dolasimli su banyosu cihazi kullanilarak
hiicre igerisindeki ¢6zeltinin sicakligi 20 °C’ ye ayarlandi. Dengeye gelen sisteme hiicre
icerisindeki derisim 1,0x10°® M olacak sekilde tiramin ilave edildi. Cozelti 30 dk karistirild
ve 200 s sonra Olgiilen akim degeri kaydedildi. Bu islem 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 °C
sicakliklar i¢in tekrarlandi. Hesaplanan akim farki (Ai) degerleri sicakliga karsi grafige

gecirildi ve grafik kullanilarak biyosensor i¢in uygun sicaklik degeri bulundu.

Substrat derisiminin etkisi

Hazirlanan biyosensor, hiicre igerisinde pH’s1 10,0 olan 0,1 M 9 mL glisin tamponu ve 1| M
1 mL NaCl bulunan ¢o6zeltiye daldirildi. Elektrot +0,5 V sabit potansiyelde dengeye
getirildikten sonra denge akimi kaydedildi. Daha sonra 1,0 x10%— 1,0 x10°® M derisim
araliginda tiramin ilaveleri yapildi. Her eklemede ¢6zelti 30 dk karistirildr ve 200 s sonra
akim degeri okundu. Her bir tiramin derisimi i¢in akim farki (Ai) degerleri hesaplanarak
grafige gecirildi (Michaelis- Menten egrisi). Elde edilen grafikten yararlanarak biyosensoriin
caligma aralig1 belirlendi. Ayrica bu verilerden elde edilen Lineweaver- Burk grafigi
cizilerek enzime 6zgii Km ve Imax degerleri belirlendi. Biyosensoriin gozlenebilme siniri
(LOD; limit of detection) = 3 x (standart sapma / e§im) formiilii ile, tayin sinir1 (LOQ); limit

of quantification) = 10 x (standart sapma / egim) formdilii ile hesaplandi.

Biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin belirlenmesi

Biyosensoriin tekrar kullanilabilirligini belirlemek amaciyla elektrot, +0,5 V potansiyelde
dengeye getirildi ve denge akimi kaydedildi. Hiicreye 1,0x10” M derisimde tiramin ¢dzeltisi

ilave edildi. Her tiramin ¢ozeltisi ilavesinde ¢ozelti 30 dk karistirildi ve 200 s sonra akim
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degeri kaydedildi. Her &lgiim igin akim farki (Ai) hesaplandi. Olgiim sayisina karsin akim

degerleri grafigi ¢izildi. Biyosensoriin tekrar kullanim sonucu aktivite kaybi belirlendi.

Bivosensoriin raf 6mriniin belirlenmesi

Hazirlanan biyosensoriin raf émriinii belirlemek amaciyla elektrot pH’s1 10,0 olan 0,1 M 9
mL glisin tamponu ve 1 M 1 mL NaCl igeren ¢6zeltide +0,5 V potansiyel degerinde sabit
akima getirildi. Farkli araliklarla (1-3-5-10-15-20-30. giin) hiicre i¢i derisim 1,0x 107" M
olacak sekilde Tiramin ¢ozeltisi ilave edilerek manyetik karistirict yardimiyla 30 dk
karistirildi ve 200 s sonunda akim degeri Olglildii. Hesaplanan akim farki (Ai) bekletme

stiresine kars1 grafige gecirildi. Bu grafikten yararlanarak raf émrii belirlendi.

3.4.10. Biyosensor iizerine girisim yapan tiirlerin etkisinin incelenmesi

Hazirlanan tiramin biyosensoriiniin amperometrik cevap akimina tirozin, triptofan, histidin,
lizin, ornitin ve dopaminin girisim etkileri incelendi. Hiicre, +0,5 V potansiyelde sabit akima
getirildikten sonra denge akimi kaydedildi. Hiicre igi tiramin derisimi 1,0x107 M olacak
sekilde tiramin ilave edildi. Cozelti 30 dk karistirild1 ve cevap akimi kaydedildi. Daha sonra
girisim etkisi incelenecek madde, hiicre i¢i derisimi 1,0x10”" M olacak sekilde eklendi. 30
dk karigtirlld1 ve cevap akimi okundu. Gozlenen cevap akimi, hiicre igerisindeki tiramin ve
girisimi incelenen tiirlin toplam cevap akimidir. Calisilan maddeye karsilik gelen cevap
akimi, toplam cevap akimindan tiramine karsilik gelen cevap akiminin ¢ikartilmasi ile elde
edildi. Hesaplanan cevap akimlarindan yola ¢ikarak girisimi incelenen maddenin yiizde

olarak yaptig1 girisim hesaplandi.

3.4.11. Peynirde tiramin tayini

Peynir numunesinde tiramin tayini i¢in 1,3 mg parmesan peyniri tartildi ve homojenize
edildi. Homojenizat bir tiipe alinarak iizerine 0,1 M 20 mL pH’1 7,0 olan fosfat tamponu
ilave edildi. Hazirlanan karigim 2 saat manyetik karistirici ile oda sicakliginda karistirildi ve
daha sonra 5 dakika vorteks karistirict ile karigtirildi. Santrifiij cihazi ile 4000 rpm’de 20
dakika santrifiijlenen ¢ozelti pipet yardimiyla balon jojeye alindi ve gerekli seyreltme

islemleri yapildi. Seyreltme islemi peynir igerisindeki tiramin derisimini biyosensoriin
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caligma araligia getirmek ve girisim yapan tiirlerin derigimini tayin siniriin altinda bir

degere getirmek amactyla yapildi.

Gergek numune analizi i¢in elektrokimyasal hiicreye pH’s1 10,0 olan 0,1 M 9 mL glisin
tamponu ve 1 M 1 mL NaCl destek elektrolit ¢ozeltisi eklendi. Elektrot 0,5 V potansiyelde
sabit akima getirildi ve denge akimi kaydedildi. Daha sonra hiicreye 10° kat seyreltme
yapilarak elde edilen peynir numunesi ilave edildi. Cozelti 30 dk karistirildi ve 200 s sonra
akim oOlciildii. Calisma 3 kere tekrar edildi. Kaydedilen akim degeri denge akimindan
cikartilarak akim farki (Ai) hesaplandi. Kalibrasyon grafiginden yararlanarak tiramin miktart
hesapland:.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez caligmasinda tiramin tayinine yonelik yeni bir modifiye karbon pasta elektrot sistemi
ile amperometrik bir biyosensor tasarlandi. Karbon pasta elektrot schiff bazi olan VFC3A2N
ile modifiye edildi. Hazirlanan elektrot yiizeyine MAOx enzimi, gluteraldehit ile ¢arpraz
baglanma yontemi kullanilarak immobilize edildi. Tiramin tayini, enzimatik tepkime sonucu
aciga cikan H>O2’nin +0,5 V potansiyelde yiikseltgenme akimlarinin Olg¢lilmesinden

yararlanarak yapilmistir.

O
Ho /
Cc -C
O Do P e /O/ \, + NH; + Hy0
H;N
’ HO
Tiramin 2-(4-hidroksifenil) asetaldehit

Sekil 4.1. Tiramin tayini i¢in tepkime semast

Hazirlanan enzim elektrot i¢in en iyi ¢alisma kosullarini belirlemek amaciyla pH, sicaklik,
substrat derisiminin etkisi, tekrarlanabilirlik, raf omrii ve girisim etkisi incelendi ve

hazirlanan yeni tiramin biyosensoril ile peynir numunesinde tiramin tayini gergeklestirildi.

4.1. CPE ve MCPE’nin H202’e duyarhiliginin belirlenmesi

Karbon pasta elektrodun ve modifiye karbon pasta elektrodun duyarliliklarinin belirlenmesi
tiramin’in hiicrede monoamin oksidaz enzimi ile reaksiyonu sonucu a¢iga ¢ikan H202’in
olusturdugu anodik akimlarin 6l¢iilmesi sayesinde gerceklestirildi. CPE ve MCPE +0,7 V’da
sabit akima getirildikten sonra denge akimi kaydedildi. Elektrokimyasal hiicre igerisindeki
H>O, derisimi 1,0x107 — 1,0x10° M araliginda olacak sekilde ilaveler yapilarak H20-
derisimine karsililik elde edilen cevap akimlar1 kaydedildi. Artan H202 derisimlerine kars1
artan akim farklar1 (Ai) grafige gecirildi (Sekil 4.2). Grafikler incelendiginde H202’nin
anodik akimlarinin MCPE’da CPE’a gore yaklasik 10 kat daha biiyiik oldugu goriilmektedir.
Ferrosen ve ferrosenil bilesikleri enerji ve elektron transferi gercgeklestirebildikleri bu
sebeple modifiye madde yapisinda bulunan ferrosenin elektron aktarimini kolaylastirarak

akimi artirdigi goriilmektedir (Ugar, Findik, Bingdl, Giiler , & Ozcan, 2015).
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CPE ve MCPE'lerin H,0,'e duyarliliginin belirlenmesi
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Sekil 4.2. CPE ve MCPE’ nin H,0, duyarliliginin belirlenmesi

4.2. Cahsma potansiyelinin belirlenmesi

Hazirlanan biyosensdriin tiramin tayini i¢in uygun potansiyel degerini belirlemek amaciyla
farkl1 potansiyellerde calismalar yapildi. Artan H202 derigimlerine karsi akim degerleri
grafige gecirildi (Sekil 4.3). Grafikler incelendiginde yiiksek potansiyellerde akim
degerlerinin daha yiiksek oldugu goriildii. Yiiksek potansiyellerde girisim etkisi incelenen
maddelerin girisim etkisinin olduk¢a biiyliik oldugu bilinmektedir (Bodur, Alzheimer
Hastaligmin Teshisi I¢in Asetilkolin Biyosensoriiniin Hazirlanmasi, 2019). Bu nedenle
yiiksek cevap akiminmn goriildiigii, girisim etkisinin diisiik olacagi, dogrusalligin iyi, R?

degerinin yiiksek olan +0,5 V’un ¢aligma potansiyeli olmasina karar verildi.
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Sekil 4.3. MCPE’un H,0,‘e duyarlilig1 tizerine ¢alisma potansiyelinin etkisi

4.3. MCPE’nin H202 duyarhhgima vFc3A2N miktarimin etkisi

Modifiye karbon pasta elektrot icerisindeki VFc3A2N miktarinin H202’e duyarliligini
belirlemek amaciyla karistirdigimiz pasta igerisine 1,5 mg, 2,5 mg ve 3,5 mg VFC3A2N
olacak sekilde madde ilave edildi. Hazirlanan calisma elektrodu sabit akima getirildikten
sonra hiicre igerisine artan derisimlerde H2O; ilave edildi. H2O2 derisimine kars1 akim farki
(Ai) grafige gegirildi (Sekil 4.4) ve uygun olan VFC3A2N miktarina karar verildi. Hazirlanan
ti¢ elektrot karsilastirildiginda dogrusalligi 1yi, cevap akiminin en yiiksek oldugu elektrot 2,5
mg VFc3A2N ile hazirlanan elektrot oldugu goriildii. Pasta igerisindeki madde miktar1
elektrotun mekanik kararliligin1 etkiledigi bilinmektedir. Bu sebepten uygun modifiye
madde miktarinin belirlenmesi 6nemlidir. Madde miktar1 arttikga akimin artmasi beklenen
durumdur ancak 3,5 mg ile hazirlanan elektrot igcerisinde madde miktari, elektrotun mekanik
kararliligini bozdugu ve akimi disiirdiigli gozlenmistir. Bundan sonraki c¢alismalarda

hazirlanan MCPE igerisine 2,5 mg VFC3A2N ilave edildi.
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Sekil 4.4. MCPE‘ta kullanilan VFc3A2N miktarinin H,O, cevabina etkisi

4.4. Karnistirma siiresinin belirlenmesi

Hazirlanan elektrot sabit akima getirildikten sonra hiicre igerisine enzim ilave edildi. Tekrar
elektrotun belli bir siire dengeye gelmesi beklendi ve denge akimi kaydedildi. Hiicre
icerisine artan derisimlerde tiramin ¢6zeltisi ilave edildi ve sirasiyla 10 dk, 20 dk, 30 dk ve
40 dk karistirma siirelerinde cevap akimlar1 kaydedildi. Akim farkina kars1 tiramin derisimi
grafige gecirildi ve sonuglar karsilastirildi. Elde edilen Michaelis-Menten grafikleri
incelendiginde 30 dk karistirma siiresinin tepkimenin tamamlanmas: i¢in gerekli olan
karistirma siiresi olduguna karar verildi. Bundan sonraki tiim ¢aligmalarda karistirma islemi

30 dk olarak uygulanda.

4.5. Biyosensoriin tiramin duyarhhgina glutaraldehit miktariin etkisi

Biyosensor ¢alismalarina bagl olarak, enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan yontemler
cesitlilik gosterebilir. Her bir yontemin kendine Ozgili avantajlar1 ve dezavantajlari

bulunmaktadir (Andreescu ve Marty, 2006).

Capraz baglama yontemi, uygulama kolaylig1 nedeniyle sik tercih edilen bir yontemdir. Bu

yontemde, enzim molekiilleri capraz baglayici reaktifler araciligiyla sabitlenir. Glutaraldehit
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(CHO-CH2CH2CH2-CHO), enzim immobilizasyonunda yaygin olarak tercih edilen gapraz
baglama reaktiflerinden biridir. Bu reaktif, enzim molekiillerinde bulunan amin gruplariyla
etkilesime girerek baglanma saglar. Ancak, glutaraldehit sadece enzim yiizeyindeki amin
gruplariyla etkilesime girmekle kalmaz, ayni zamanda kiiclik bir molekiil oldugu i¢in
enzimin i¢ kisimlarina kadar difiizyon yaparak i¢ amin gruplariyla da etkilesime gegebilir

(Cil, 2014) (Bodur, 2019).

Enzimin aktif bolgesine etki eden ¢apraz baglanmanin azaltilmasi i¢in ¢esitli optimizasyon
stratejileri kullanilabilir. Bunlar arasinda ¢apraz baglayici reaktifin derisiminin ayarlanmasi,
baglama siiresinin optimize edilmesi ve uygun baglama kosullarinin saglanmasi yer alir. Bu
sekilde, enzim aktivitesinin azalmadan immobilizasyonun gerceklestirilmesi miimkiin
olabilir (Cil, 2014). Bu nedenle, gluteraldehit ile capraz baglanma yontemi kullanildiginda

gluteraldehitin enzim aktivitesine etkisinin arastirilmasi gerekmektedir.

Bu calismada, enzim immobilizasyonu icin kullanilan gluteraldehit miktarini belirlemek
amaciyla 20 pL, 30 pL ve 40 pL (%2,5’1uk) gluteraldehit igeren elektrotlar hazirlandi.
Elektrotlar +0,5 V potansiyelde sabit akima getildi ve denge akimi kaydedildi. Hiicre igi
derisim 1,0x10® M- 1,0x10* M olacak sekilde tiramin ¢ozeltileri ilave edildi. Akim farkina
karsilik gelen tiramin derisimi grafige gecirildi (Sekil 4.5). Grafik incelendiginde
gluteraldehit miktar1 20 pL ‘den 30 uL’ye ¢ikartildiginda akimin arttig1 ancak 40 pL’de
akimin azaldigi1 goriilmektedir. Bunun nedeni az miktarda gluteraldehitin enzim
immobilizasyonunu gergeklestirmek i¢in yapiyr bir arada tutamamasi ve fazla miktarda
gluteraldehitin enzim aktif bolgesine asirt baglanmasi sonucu enzim aktivitesinin
diistirmesidir. Bundan sonraki ¢alismalarda monoamin oksidaz enzimi 30 puL gluteraldehit

ile immobilize edildi.
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Gluteraldehit miktarinin etkisi (%2,5 gluteraldehit)

120 r 40 L gluteraldehit
90 | i [
< . r . .
i 60 30“" Tiramin Derigim, mM
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Sekil 4.5. Tiramin duyarliligina gluteraldehit miktarinin etkisi

4.6. Optimum pH

Enzimler protein yapili olduklarindan ¢ok diisiik ve ¢ok yiiksek pH’larda denatiirasyona
ugrayarak diisiikk aktivite gosterirler veya inaktive olurlar. Her enzim icin aktivitesinin
maksimum oldugu 6zel bir pH vardir. Bu pH’ya optimum pH denir. Optimum pH, tampon
cozeltinin cinsi, substratin 0Ozelligi ve enzim kayna8i gibi cesitli sartlara baghdir
(Atasagungil, 1965). Hazirlanan tiramin biyosensorii igin optimum pH’1 tespit etmek
amaciyla farkli pH deger ve tiirleri igin hiicre igi tiramin derisimi 5,0x10® M- 5,0x107 M
olacak sekilde tiramin ¢6zeltileri ilave edildi. Elde edilen akim farkina karsilik gelen tiramin
derisimi grafige gecirildi (Sekil 4.6). Elde edilen Michaelis- Menten grafiklerinden yola
cikarak Lineweaver-Burk egrileri elde edildi. Aktivite hakkinda bilgi verdigi i¢in Imax/ Km
hesaplanarak optimum pH belirlendi (Bodur, Keskin, Avan, & Arslan, 2023). Bundan

sonraki deney asamalarinda pH 10,0 glisin tamponu kullanildi.

Kullanilan tampon ¢ozeltiler;

e pH 6,0 Fosfat Tamponu (NazHPOa - NaH2PO4)
e pH 7,0 Fosfat Tamponu (NazHPOs - NaH2PO4)
e pH 8,0 Fosfat Tamponu (NazHPOs - NaH2PO4)
e pH 9,0 Glisin/ Sodyum Hidroksit Tamponu

e pH 10,0 Glisin/ Sodyum Hidroksit Tamponu
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e pH 11,0 Glisin/ Sodyum Hidroksit Tamponu

Literatiir ¢alismalar1 incelendiginde hazirlanan tiramin biyosensorleri i¢in farkli pH
degerlerinde calisildig1 goriilmektedir. Ornegin; pH 9,5 (Dalkiran ve digerleri, 2020), 9,0
(Erden ve digerleri, 2019), 8,0 (Boka ve digerleri, 2011). Enzimin farkli sekillerde
immobilize edilmesi veya immobilizasyon icin farklt bir madde kullanilmasi, pH

degerlerinin degisiklik gdstermesine yol agabilir.

pH
40
|
35 | ? —e—pH60
30 z _ —e—pH70
25 _ I
< 3 3 pH 8,0
3 0 g A8 —o—pH 9,0
15+ 3 ; — pH 10,0
10 /F pH 11,0
51 & F —Y
0 y T L T L 3
0,0000 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005

Tiramin Derisimi, mM

Sekil 4.6. Tiramin duyarliligina pH’1n etkisi

4.7. Optimum sicakhk

Sicakligin, enzim aktivitesi ilizerinde belirgin bir etkisi oldugundan dolayi, sicaklik se¢imi
son derece kritik bir faktordiir. Enzimle yapilan ¢aligmalar, aktivite kaybina neden olmayan
sabit bir sicaklikta gergeklestirilir. Sicaklik, enzim aktivitesini belirli bir noktaya kadar

artirirken, yiiksek sicakliklarda enzim denatiire olur ve aktivitesini yitirir (Akbiyik, 2022).

Biyosensoriin tiramin duyarlilig1 lizerine sicakligin etkisi incelendi. Hazirlanan biyosensor
farkli sicakliklarda (20 °C - 30 °C - 40 °C - 50 °C - 60 °C - 70°C - 80°C- 90°C) hiicre i¢i
tiramin derisimi 1,0x10° M olacak sekilde tiramin ilave edildi. Artan akim farkina karsilik
gelen sicaklik degeri grafige gecirildi (Sekil 4.9). Grafik incelendiginde, 80 °C’a kadar
akimin arttigi ve optimum sicaklik oldugu goriilmektedir. Sicaklik 90 °C’a geldiginde
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enzimin denatiire oldugu sodylenebilir. 80 °C 6zel bir kosuldur, biyosensorler i¢in ¢aligma
kosullar1 pratik olmalidir. Bu nedenle tiim diger biyosensor ¢alismalarinda oldugu gibi biz

de ¢alismalarimiza oda sicakliginda devam ettik.

Literatiir caligmalar1 incelendiginde farkli maddelerle hazirlanan tiramin biyosensorleri igin
farkli optimum sicaklik degerleri goriilmektedir. Ornegin; 35 ‘C (Batra ve digerleri, 2012).
Enzimin farkli sekillerde immobilize edilmesi veya immobilizasyon i¢in farkli bir madde

kullanilmasi, sicaklik degerlerinin degisiklik géstermesine yol agabilir.

Sicakligin etkisi
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Sekil 4.7. Tiramin duyarliligina sicakligin etkisi

4.8. Substrat derisiminin etkisi

Hazirlanan biyosensoriin tiramin duyarliligina derisim etkisi incelendi. Biyosensor +0,5
V’ta, pH 10,0 glisin tampon ¢6zeltisinde dengeye getirildi ve denge akimi kaydedildi. Hiicre
icerisindeki derisim 1,0x107°— 2,0x10° M olacak sekilde tiramin ¢ozeltileri ilave edildi ve
akim degerleri kaydedildi. Artan tiramin derisimine karsilik gelen akim farklar1 grafige
gecirildi (Sekil 4.10). Grafikten 1,0x108 — 1,0x107 M (R?*= 0,9942 ) arahiginda calisma
aralig1 elde edildi (Sekil 4.12). Biyosensoriin cevap siiresi 200 s olarak belirlendi. Yapilan
hesaplamalar sonucu LOD = 6,10x10° M ve LOQ= 2,03x10® M olarak belirlendi.
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Literatiir ¢alismalart incelendiginde dogrusal calisma araligi ve alt tayin sinir1 sirasiyla;
3,0x107-7,6x10° M, 2,1x10°" M (Dalkiran ve digerleri, 2020), 9,9x107-1,1x10*M, 6,1x10°
"M (Erden , Erdogan, Oztiirk, Kogoglu, & Kilig, 2019) seklinde hesaplanan tiramin
biyosensor calismalar1 yapilmistir. Literatiir ile kiyasladiginda yeni gelistirilen tiramin
biyosensoriiniin dogrusal araliginin diisiik, tayin smirmin ise olduk¢a diisik oldugu

goriilmektedir.

Km(goz) ve Imax(goz) degerlerini bulmak amaciyla 1/[Tiramin] — 1/Ai grafigi (Lineweaver-
Burke egrisi Sekil 4.11) ¢izildi. Km(goz); 1,72x10* uM, Imax(goz); 0,1724 pA olarak
hesaplandi.

Tiramin duyarliligina derigimin etkisi
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Sekil 4.8. Biyosensoriin amperometrik cevap akimina tiramin derisiminin etkisi
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Lineweaver-Burk
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Sekil 4.9. Biyosensoriin amperometrik cevap akimina tiramin derisiminin etkisi,
Lineweaver- Burk grafigi

Kalibrasyon
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Sekil 4.10. Tiramin biyosensorii i¢in kalibrasyon grafigi

4.9. Tekrarlanabilirlik

Biyosensoriin tekrar kullanilabilirligini belirlemek amaciyla sabit 1,0x107 M tiramin
derisiminde pes pese yapilan dl¢limler sonucunda elde edilen akim degerleri 6l¢lim sayisina
kars1 grafige gecirildi (Sekil 4.11). Grafik incelendiginde 13 6l¢lim sonunda biyosensor
performansinin %35,5’ini kaybettigi goriildii. Biyosensor i¢in bagil standart sapma 1,0x1077
M tiramin derisimi i¢in %7,5 olarak hesaplandi. Yeni tiramin biyosensoriiniin

tekrarlanabilirliginin basarili oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.11. Biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi

4.10. Raf 6mriiniin belirlenmesi
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Tiramin biyosensoriiniin depolama kararlili1 incelendi. Buzdolabinda +4 °C’ da tampon

¢ozelti icerisinde bekletilen tiramin biyosensorii 30 giin boyunca farkli araliklarla (1- 5- 10-

15- 20- 26- 30. giin) akim1 6l¢iildii. Depolama siiresine karsi akim farki grafigi ¢izildi (Sekil

4.12). Grafik incelendiginde 30 giinliik depolama sonunda tiramin biyosensorii baglangi¢

amperometrik cevabinin %44,7’sini korudugu goriilmektedir.
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Sekil 4.12. Biyosensoriin raf dmriiniin incelenmesi
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4.11. Biyosensor cevabina girisim yapan tiirlerin etkisinin incelenmesi

Tayin yapilirken, hedeflenen maddeyle birlikte potansiyel olarak girisim etkisine neden
olabilecek diger maddelerin de bulundugu numuneler kullanilir. Girisim igeren numunelerin
analiz edilmesi sirasinda, girisim etkilerini azaltmak ve daha dogru 6l¢timler elde etmek icin
onlemler alinmalidir. Bu amagla, numunenin seyreltilmesi girisim etkisini azaltabilir ve tan1
icin daha dogru Ol¢iimler saglayabilir (Park, 2019; Akbiyik, 2022). Bu nedenle peynir
numunesinde bulunabilecek ve girisim etkisi gosterebilecek bazi aminoasitlerin tiramin

tayini lizerine etkisi incelendi.

Hazirlanan biyosensor +0,5 V potansiyelde, pH 10,0 glisin tamponu icerisinde sabit akima
getirildi ve akim degeri kaydedildi. Hiicre igerisine 1,0x10” M tiramin ¢dzeltisi ilave edildi.
30 dk manyetik karistirict ile karistirildi ve akim degeri kaydedildi. Daha sonra hiicre
icerisinde girisim etkisi incelenen madde derisimi 10 000 kat seyreltme olacak sekilde ilave
edildi ve tekrar 30 dk manyetik karistirict ile karistirildi ve akim degeri kaydedildi. Aym
islem basamaklar1 girisim etkisi incelenen diger maddeler i¢in tekrarlandi. Elde edilen akim
farklarindan yararlanarak maddelerin girisim etkileri hesaplandi. Girisim yapan madde,

hiicre i¢1 derisim, % girisim Cizelge 4.1’°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Tiramin tayinine girisim yapan tiirler ve girisim etkileri

Girigim yapan madde Hiicre i¢i Derisim | % Girisim
(M)
Tirozin 5,0x10%0 11,7
Triptofan 1,0x1071° 16,4
Histidin 1,0x101° 17,7
Ornitin 1,0x1071° 17,9
Lizin 5,0x10! 15,5
Dopamin 1,0x108 28,2

4.12. Peynirde tiraminin tayin edilmesi

Biyosensoriin ger¢cek numunelerde uygulanabilirligini belirlemek amaciyla Boliim 3.4.12°de
belirtildigi sekilde hazirlanan peynir numunesinde tiramin Ol¢limii gergeklestirildi.
Biyosensor +0,5 V potansiyelde sabit akima getirildikten sonra hiicreye 10° kat seyreltme
islemi yapilarak elde edilen peynir numunesi eklendi. Hiicre, 30 dk manyetik karistirict

yardimiyla karistirild1 ve akim 6l¢iildii. Tiramin miktar1 kalibrasyon grafiginden (Sekil 4.12)
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faydalanilarak 117,40+11,41 mg/kg olarak hesaplandi. Literatiirde tiramin miktar1 parmesan
peyniri igerisinde HPLC yontemi kullanilarak 103 mg/kg olarak belirtilmistir (Custodio,

Tavares, Beatriz ve Gloria, 2007).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda tiramin tayini i¢cin monoamin oksidaz temelli amperometrik bir

biyosensor hazirlandi. Hazirlanan tiramin biyosensorii i¢in elde edilen sonuglar;

Biyosensoriin hazirlanmasinda kullanilan modifiye edici madde (VFC3A2N) biyosensoriin

tiramine duyarliligini arttirdi.
Calisma potansiyeli +0,5 V olarak belirlendi.

En ideal pH 10,0 olarak tespit edildi. En ideal sicaklik 80 °C olarak tespit edildi, ancak oda
sicakliginda (25 °C)) ¢alisildi. En uygun cevap siiresi 200 s olarak belirlendi.

Dogrusal ¢alisma araligr 1,0x108 — 1,0x107 M, (R?= 0,9942) olarak bulundu. Bu sonug
biyosensoriin diisiik bir aralikta ve diisiik derisimlerde Tiramin tayinine olanak sagladigini

gosterir.

Tayin smir1 6,10x10° M olarak hesaplandi. Literatiir ¢alismalari ile karsilastirildiginda
oldukga kiiciik bir degerdir. Bu sonug biyosensoriin ¢ok diisiik tiramin derisimlerine karsi

hassas oldugunu gosterir.

Biyosensoriin Km(gs,) degeri 1,72x10* uM, ImaXgs,) degeri ise 0,1724 pA olarak hesaplandh.
Km degerinin literatiirdeki Km degerleri ile karsilastirildiginda oldukga diisiik oldugu
goriildii. Km degerinin diisiik olmast MCPE’deki VFC3A2N maddesi monoamin oksidazin

tiramine ilgisini arttirdig1 sonucunu gosterir.

Tekrarlanabilirlik incelendiginde biyosensoriin 13 dl¢iim sonunda baslangi¢ aktivitesinin
%35,5’ini kaybettigi goriildi. Bagil standart sapma %7,5 olarak hesaplandi. Elde edilen bu

sonu¢ biyosensoriin tekrarlanabilirliginin yiliksek oldugunu gosterir.

Raf omrii incelendiginde biyosensoriin 30 giiniin sonunda baslangi¢ aktivitesini %44,7

oraninda korudugu goriildi.
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Tiramin tayinine diger maddelerin yaptig1 girisim etkisi tamamen yok edilemese de

seyreltme ile yiiksek oranda azaltilmistir. Girisim yapan maddeler ve % girisim oranlari;
tirozin (%11,7), triptofan (%16,4), histidin (%17,7), lizin (%15,5), ornitin (%17,9), dopamin
(%28,2) olarak hesaplandi.

Sonug olarak tiramin tayini i¢in hazirlanan biyosensor, uygun cevap siiresine, diisiik bir

caligma araligina, diisiik alt tayin sinirina, iyi bir tekrarlanabilirlige, kabul edilebilir bir raf

omriine sahiptir. Ayrica biyosensoriin hazirlanmasi pratik ve ucuzdur.

Cizelge 5.1. Calisma sonuglarinin literatiir ile karsilastirilmasi

elektrot
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nanopartikiil etrik 76%10°M 2,1x107 9,5 - - Can, Erden, &
(PtNP) +05V : Kilig, 2020)
Polivinil Amperom 99x 107— 1 ay sonunda (Erden , Erdogan,
ferrosen etrik 1 1x 104 6,1 x 107 9,0 - aktivite %67,5 | Oztiirk, Kogoglu,
(PVF) +0,5V ' kalmistir & Kilig, 2019)
Peroksidaz
ve Os Amperom (Boka, Adanyi,
mediator etrik 0,4 uM 8,0 - - Virag, Sebela, &
(PVI7-dme- -50 mv Kiss, 2011)
Os)
Ar?];(:?flitr:t Amperom 0017-0.25 016 2 ay sonunda (Lata, Yadav,
A NPs/yL— etrik ' mM ' 0,01 mM rﬁM 8,5 35°C aktivite % 65 Bhardwaj, &
g Cye +0,25 V kalmistir Pundir, 2011)
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edilmis A";?:';Lom 10x10°- | 610x10° | 172x10 | .o 20 °C sonunda Bu calisma
karbon 05V 1,0x107M M 4 uM ' aktivite % U Galiy
pasta ' 44,7 kalmistir
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