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OZET

Bu ¢alismada amino fonksiyonlu ¢ok duvarli karbon nanotiip (NH,—MWCNT) ve kalay oksit nanopartikiil (SnO,)
ile modifiye edilmis perde baskili karbon elektrotlara (SPCE) dayanan amperometrik triptamin biyosensorii
gelistirildi. Diamin oksidaz (DAO) enzimi NH,—MWCNT-SnO,/SPCE yiizeyine N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)
karbodiimit (EDC) ve N-hidroksi siiksinimit (NHS) kullanilarak kovalent baglama yontemi ile immobilize edildi.
Hazirlanan elektrot yiizeyi, enzimlerin yiizeyden uzaklasmasini engellemek ve girisim etkilerini azaltmak
amactyla son olarak Nafyon ile kaplandi. Biyosensoriin yiizey morfolojisi, elektrokimyasal 6zellikleri ve analitik
performansi taramali elektron mikroskobu (SEM), doniisimlii voltammetri (CV), elektrokimyasal empedans
spektroskopi (EIS) ve kronoamperometri yontemleri kullanilarak incelendi. Gelistirilen biyosensor ile triptamin
i¢in elde edilen dogrusal calisma aralig1, gézlenebilme sinir1 ve duyarlik sirast ile 2,0x10°6 —2,5x10° M, 6,0x107
M ve 6,52 uA mM* olarak bulundu. Hazirlanan biyosensériin tekrar kullanilabilirlik ve tekrar iiretilebilirliginin
oldukgea iyi oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Biyojenik amin, Triptamin, Biyosensor, Karbon nanotiip, Kalay oksit nanopartikiil

Tryptamine Biosensor Based on Amino-Functionalized Multiwalled
Carbon Nanotubes, Tin Oxide Nanoparticles and Diamine Oxidase

ABSTRACT

In this study, amperometric tryptamine biosensor based on amino functionalized multiwalled carbon nanotubes
(NH,—~MWCNT) and tin oxide nanoparticles (SnO.) modified screen-printed carbon electrode (SPCE) was
developed. Diamine oxidase (DAO) enzyme was covalently immobilized onto NH~-MWCNT-SnO2/SPCE
surface via (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide) (EDC) ve N-hydroxysuccinimide (NHS)
chemistry. The resulting electrode surface was finally covered with Nafion in order to prevent enzyme leakage
from the surface and minimize the effect of interferences. The surface morphology, electrochemical bahaviour and
analytical performance of the biosensor was investigated by scanning electron microscopy (SEM), cyclic
voltammetry (CV), electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and chronoamperometry methods. Linear
working range, limit of detection and sensitivity of the developed biosensor was found to be 2.0x10° — 2.5x103
M, 6.0x107" M ve 6.52 pA mM, respectively. Biosensor also showed high repeatability and reproducibility.
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|. GIRIS

Biyojenik aminler bazi serbest amino asit ve proteinlerin enzimatik dekarboksilasyonu sonucunda
olusan diisiik mol kiitleli organik bilesiklerdir [1]. Bu bilesikler, 6zellikle protein bakimindan zengin
olan balik ve balik iiriinleri, et ve et iiriinleri, peynir ve diger mandira {iriinleri ve bira, sarap gibi gesitli
fermente igeceklerde yaygin olarak bulunur [2]. Gidalarin islenmesi ya da uygun sartlarda saklanmamasi
gibi durumlarda mikroorganizmalar tarafindan hizla iiretilen biyojenik aminler gida bozulma gdstergesi
olarak kullanilabilir [3]. Yiiksek oranlarda biyojenik amin i¢eren gidalarin tiiketilmesi bas agrisi, soguk
terleme, yliksek ya da diisiik kan basinci, mide bulantisi, kalp ¢arpintisi, ani ates basmalar1 ve daha ciddi
durumlarda 6liimle sonuglanabilen saglik problemlerine yol agabilir [4, 5]. Bu sebeple biyojenik amin
tayini hem klinik agidan hem de gida endiistrisi agisindan biiyiik 6neme sahiptir.

Gidalarda yaygin olarak bulunan biyojenik aminlerden birisi olan triptamin, triptofanin
dekarboksilasyonu sonucu sentezlenir [6]. Yiiksek oranda triptamin iceren gidalarin tiiketilmesinin
yiiksek tansiyona yol acabilecegi bildirilmistir [1]. Triptaminin memelilerin beyin dokusunda eser
miktarlarda bulundugu ve néromodiilatér veya nérotransmitter olarak gorev yaptigi da rapor edilmistir
[7]. Bu nedenle, triptamin tayini i¢in hizh, giivenilir, pratik ve ekonomik analiz y&ntemlerinin
gelistirilmesi Onemlidir. Triptamin tayini i¢in yiiksek performanshi sivi kromatografi [8], sivi
kromatografi/tandem kiitle spektrometri [9], iyon kromatografi [ 10], kapiler zone elektroforez [11] gibi
pek ¢ok yontem gelistirilmistir. Ancak, bu yontemlerin genellikle uzun 6n hazirlama asamalari
gerektirme, konusunda uzman personele ihtiya¢ duyulmasi, pahali ve zaman alici olma gibi
dezavantajlar1 vardir. Hizli, pratik, ucuz, secici ve yiiksek hassasiyetle Ol¢iime imkan veren
elektrokimyasal biyosensorler triptamin tayini igin iyi bir alternatiftir ve literatiirde triptamin tayini igin
gelistirilmis ¢esitli (biyo)sensorler mevcuttur [1, 12, 13]. Son yillarda triptamin tayini i¢in yapilan
calismalarda ise, karbon nanomateryallerin kullanimina dayali bazi1 sensorler géze ¢arpmaktadir [14,
15].

Nanomateryaller, iistiin 6zelliklerinden dolayi, son yillarda biyosensor gelistirme ¢alismalarinda yaygin
bi¢cimde kullanilmaktadir [16]. Sadece karbon atomu igeren silindir seklindeki bir karbon allotropu olan
ve S. lijima (1991) tarafindan kesfedilen karbon nanotiipler bu nanomateryallerden birisidir [17].
Karbon nanotiipler, mekanik saglamlik, kimyasal kararhlik, yiiksek en/boy (uzunluk/cap) orani, iyi
elektriksel ve termal iletkenlik, hizli elektron aktarimi, biyouyumluluk, kolay modifiye edilebilirlik gibi
pek ¢ok iistiin dzelliklere sahiptir [18]. Literatiirde karbon nanotiiplerin kullanildig1 biyosensorlerin
geleneksel kati elektrotlara dayanan biyosensorlerle kiyaslandiginda daha yiiksek duyarlik, daha diisiik
gozlenebilme smirlart ve daha hizli elektron aktarim kinetikleri gibi {istiin 6zelliklere sahip oldugu ve
biyosensoriin performans 6zelliklerini gelistirdigi rapor edilmistir [19-21].

Kalay oksit oda sicakliginda 3,6 eV’luk genis bir bant bosluguna sahip yari iletken bir metal oksittir
[22]. SnO; nanopartikiiller ise ucuz olmalari, kimyasal kararliliklarinin yiiksek olmasi ve uygun
elektriksel ozellikler gostermeleri nedeni ile pek ¢ok biyosensor uygulamasinda kullanilmaktadir [23-
26]. Ayrica, SnO2’nin karbon nanomalzemelerle olusturulan nanokompozitlerinin saf SnO,’den ¢ok
daha iyi bir performans gosterdigi rapor edilmistir [27].

Bu c¢alismada, triptamin tayini i¢in yukarida o&zellikleri agiklanan NH,—-MWCNT ve SnO;
nanopartikiiller kullanilarak tek kullanimlik perde-baskili karbon elektrotlara (SPCE) dayanan
biyosensor gelistirilmesi amaglandi. Modifikasyonda kullanilan nanomalzemelerin sinerjik bir etki ile
gelistirilecek biyosensoriin duyarlik, kararlilik, gézlenebilme siniri, ¢alisma araligi gibi performans
faktorlerini iyilestirecegi diisiiniildii. Elektrot modifikasyonunda kullanilan maddelerin yiizey
morfolojisine ve elektrodun elektrokimyasal ozelliklerine etkileri belirlendi. Ayrica, elektrodun
optimum calisma kosullar1 belirlenerek bu kosullar altinda triptamin i¢in performans ozellikleri
arastirildu.

632



II. MATERYAL VE YONTEM

A. KULLANILAN KIMYASALLAR

Diamin oksidaz (DAO, E.C. 1.4.3.22, Porcine kidney), kalay(IV) oksit nanopartikiil, kitosan, Nafyon®
(diistik mol kiitleli aliphatik alkollerdeki kiitlece %5°lik ¢ozeltisi), N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)
karboimid (EDC), N-hidroksi siiksinimid (NHS), potasyum ferrisiyaniir, potasyum hekzasiyanoferrat
ve triptamin Sigma Aldrich; hidroklorik asit ve potasyum kloriir Merck; sodyum hidroksit, sodyum
dihidrojenfosfat-2-hidrat, sodyum monohidrojen fosfat-7-hidrat Riedel-de Haén ve NH,—MWCNT
Cheap Tubes Inc. firmalarindan temin edildi. Tiim g¢o6zeltiler ultra saf su kullanilarak hazirlandi ve
Olciimler oda sicakliginda gerceklestirildi. Hazirlanan elektrotlarin elektrokimyasal 6zelliklerini
aydmlatmak i¢in 100 mM KCI igeren 5,0 mM Ka[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)e] (1:1) ¢dzeltisi iginde
doniistimlii voltametri (CV) ve elektrokimyasal empedans spektroskopi (EIS) dl¢timleri yapildi.

B. CIHAZLAR VE OLCUMLER

Elektrokimyasal 6l¢timleri gergeklestirmek i¢in Metrohm Autolab elektrokimyasal analiz sistemi (Eco-
Chemie, Utrecht, The Netherlands) ve BASi C3 hiicre standi (Bioanalytical Systems, Inc., USA)
kullanildi. Biyosensor yapiminda kullanilan SPCE’ler Dropsens firmasindan temin edildi. Kullanilan
SPCE’ler bir karbon calisma elektrodu (¢ap: 4 mm), bir Ag referans elektrot ve bir karbon karsit
elektrottan olusur. Elektrotlarin yilizey morfolojisini incelemek i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM,
FEI, Quanta 450 FEG) kullanildi.

C. DAO/NH-MWCNT-SnO2/SPCE BiYOSENSORUNUN HAZIRLANMASI

Derisimi 10 mg mL™ olan kitosan ¢ozeltisi (CS), 0,05 g kitosanin 5,0 mL 0,10 M pH 5,0 asetat
tamponunda ¢oziilerek oda sicakliginda 4 saat manyetik karistiricida karistirilmasi ile hazirlandi. 15’er
mg SnO; ve NH-MWCNT tartilarak 1,0 mL kitosan ¢dzeltisine (15 mg mL™) eklendi ve 4 saat
ultrasonik banyoda bekletilerek homojen bir karisim elde edilmesi saglandi. Bu karisimdan 3 uL
alinarak SPCE yiizeyine damlatild1 ve oda sicakliginda kurutuldu. Elde edilen modifiye elektrot yiizeyi
3 uL EDC (50 mM)-NHS (200 mM) karigsimi ile muamele edilip 5 uLL. DAO’nun immobilize edilmesiyle
DAO/NH-MWCNT-SnO2/SPCE  biyosensorii  olusturuldu. Son olarak, enzimlerin yiizeyden
uzaklagsmasini engellemek ve girisim etkilerini azaltmak igin, hazirlanan elektrot yiizeyi nafyon ile
kaplandi.

I11. SONUCLAR VE TARTISMA

DAO/NH-MWCNT-SnO2/SPCE biyosensorii ile yapilan caligmalardan elde sonuglar ve ilgili
tartismalar agagida ayrintili bigimde verildi.

A. YUZEY BIiLESIMININ OPTIMIiZASYONU

Elektrot yiizey bilesiminin optimize edilmesi biyosensoriin analitik karateristiklerinin gelistirilmesi
acisindan bilylik 6neme sahiptir. Bu sebeple, SPCE yiizeyinin modifiye edilmesinde kullanilan karbon
nanotiip ve metal oksit nanaopartikiillerin miktarlar1 optimize edildi. Bu amagla, SnO, ve
NH-MWCNT’nin her biri 5; 10; 15 ve 20 mg olacak sekilde alinan tartimlarin 1,0 mL CS’de
dagitilmasi ile hazirlanan NH,~MWCNT-SnO,-CS kompozit malzeme kullanilarak SPCE’ler modifiye
edildi ve bu yiizeye DAO enzimi immobilize edilerek olusturulan biyosensorlerin triptamin duyarligina
bakildi. Elde edilen duyarliklar nanomalzeme derisimlerine karsi grafige gecirildi (Sekil 1.A). En
yiiksek duyarligin, 15 mg mL? SnO, ve NH.~MWCNT igeren karisim kullanilarak hazirlanan elektrot
ile elde edildigi goriildii. Bu degerler ylizey bilesimi igin optimum miktar olarak kabul edildi ve
DAO/NH>-MWCNT-SnO,/SPCE biyosensoriiniin hazirlanmasinda kullanildi.
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Ilgili biyosensdrde enzim miktarim optimize etmek i¢in ITONP/PB/SPCE lerin yiizeyine 2,5; 5; 10 ve
15 uL. DAO enzimi ¢ozeltisi (20 mg mL™) immobilize edilerek hazirlanan 4 farkli biyosensoriin sabit
triptamin derisimde Slciilen amperometrik akim cevaplar1 kaydedildi ve enzim miktarina kars1 grafige
gecirildi (Sekil 1.B). Biyosensor ylizeyindeki enzim miktar1 2,5 pL’den 5 pL'ye ¢ikarken akim cevabinin
onemli Olgilide artt1ig1; daha fazla enzim immobilizasyonunda ise, akim cevabinin bir miktar diistiigii
gozlendi. Elde edilen sonuglardan, 5 pL. DAO enzimi kullanilarak hazirlanan biyosensor ile en yiiksek
akim cevabinin elde edilmesi ve fazla miktarda enzim harcanmasinin uygun olmamasi nedeniyle, diger
tiim calismalarda bu enzim miktar1 ile hazirlanan biyosensorler kullanildi.
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Sekil 1. DAO/NH,—MWCNT-SnOy/SPCE 'nin (A) triptamin duyarliigina nanomalzeme miktarinin
(NH—-MWCNT:SnO; orani 1 olarak alindy) ve (B) akim cevabina enzim miktarinin etkisi

B. YUZEY MORFOLOJISi

Taramali elektron mikroskobu, biyosensor hazirlama asamalarinda kullanilan modifikasyon
malzemelerinin yiizey morfolojisine etkilerini incelemek igin yaygin olarak kullanilir. Sekil 2°de (A)
NH>-MWCNT/SPCE, (B) SnO2/SPCE ve (C) NH>-MWCNT-SnO,/SPCE modifiye elektrotlara ait
SEM goriintiileri verildi. Bu goriintiiler incelendiginde, CS i¢inde dagitilan NH>-MWCNT ve SnO:
nanopartikiillerin elektrot ylizeyinde homojen bi¢imde dagildig1 ve herhangi bir kiimelenme olmadigi
gbzlendi. Literatiirde, karbon nanotiipler i¢in Goriintli A’dakine benzer yapilarin gozlendigi ¢aligmalar
rapor edilmistir [28]. Goriintii B ayrintili bigimde incelendiginde, SnO; nanopartikiillere ait oldugu
diistiniilen kiiciik yuvarlak yapilar goriilmektedir. Goriintii C’de ise NH>-MWCNT-SnO; karisimimin
hem SPCE yiizeyinde homojen bigimde dagildigi hem de nanopartikiillerin karbon nanotiipler arasina
girerek enzim immobilizasyonu i¢in son derece uygun olan gozenekli bir yapi olusturdugu gorildi.
Boyle gozenekli bir yapi, elektrodun yiizey alanimi da arttiracagindan daha fazla enzimin elektrot
ylizeyine immobilize edilebilmesi acisindan da biiylik neme sahiptir.
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Sekil 2. SEM goriintiileri: (4) NH~MWCNT/SPCE (20 um; EHT=20.00 kV; Mag= 750 X), (B) SnO2/SPCE (20
pm; EHT=10.00 kV; Mag= 5000 X) ve (C) NHo—MWCNT-SnOo/SPCE (20 um; EHT=10.00 kV: Mag= 5000 X)

C. ELEKTROKIMYASAL KARAKTERIiZASYON

[Fe(CN)g]*™* redoks probunun doéniisiimlii voltamogrami yiizeyi modifiye edilmis elektrotlarin
ozelliklerini arastirmak i¢in uygun bir aragtir. Bu ¢alismada (a) SPCE, (b) SnO./SPCE, (c)
NH,~MWCNT/SPCE ve (d) NH>~MWCNT-SnO,/SPCE’lerin 5,0 mM [Fe(CN)e]*’* igeren 100 mM
KCl ¢ozeltisinde doniisiimlii voltamogramlart alindi (Sekil 3A). Bu dort voltamogramda da
[Fe(CN)e]* “giftine ait tersinir pikler gozlendi. SPCE yiizeyi SnO; nanopartikiilleri ile modifiye
edildiginde, pik akimlarinin bir miktar arttig1 ancak, AE, degerinin biraz diistligli belirlendi. Yiizey
NH>-MWCNT ile modifiye edildiginde, pik akimlarinin SPCE ve SnO»/SPCE ile elde edilen akimlarla
kiyaslandiginda, onemli ol¢iide arttifi gozlendi. Bu durum, NH>-MWCNT’lerin redoks probu ve
elektrot arasinda elektron aktariminmi kolaylastirdigi seklinde yorumlandi. En yiiksek pik akimi ise,
NH-MWCNT-SnO./SPCE ile elde edildi. SPCE yiizeyi sadece SnO; nanopartikiilleri ile modifiye
edildiginde akimin O6nemli Ol¢lide artmamasi; ancak, SnO; nanopartikiilleri ve NHo—-MWCNT
kullanilarak olusturulan NH,—MWCNT-SnO2/SPCE’nin pik akiminin artmasi, bu iki malzemenin bir
arada kullanilmasinin sinerjik bir etki gosterdigi desteklemektedir.

NH2-MWCNT-SnO./SPCE’nin elektron aktarim mekanizmasini aydinlatmak amaciyla, bu elektrodun
5,0 mM [Fe(CN)e]** igeren 100 mM KCl ¢dzeltisinde -0,40 V ile +0,80 V araliginda 10 mVs™*’den 250
mVs™e kadar degisen farkli tarama hizlarinda voltamogramlar alindi ve pik akimlari tarama hizinin
karekokiine kars1 grafige gegirilerek Sekil 3B’de verildi. Sekil incelendiginde, anodik ve katodik pik
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akimlarinin tarama hizinin karekokii ile dogrusal olarak degistigi goriildii ve bu durum elektrot

yiizeyinde elektron aktarim mekanizmasinin difiizyon kontrollii oldugu seklinde yorumlandi [29].

Elektrotlarin  yiizey

iletkenliginin belirlenmesinde elektrokimyasal

empedans spektroskopisi

yonteminden yararlanildi. Sekil 3C, (a) SnO2/SPCE, (b) NH-MWCNT/SPCE ve (c) NH,—-MWCNT-
SnO,/SPCE’lerin 5,0 mM [Fe(CN)g]*"* igeren 100 mM KCl ¢ozeltisinde elde edilen Nyquist egrilerini
gostermektedir. Egriler incelendiginde, doniistimlii voltametri sonuglari ile uyumlu oldugu, modifiye
edilmemis SPCE’nin elektron aktarim direnci daha yiiksek iken SPCE yiizeyinin SnO; veya
NH,-MWCNT ile modifiye edilmesinin direnci diisiirdiigii ve en diisiik direncin NH>—MWCNT-
SnO,/SPCE ile elde edildigi goriildii.

800 © 1500 M 64 8x - 1014 5
1000 R2 = 0,9965
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Sekil 3. (A) Doniisiimlii voltamogramlar: (a) SPCE, (b) SnO2/SPCE, (¢) NH,—MWCNT/SPCE ve (d)

20

NH,—MWCNT-SnO,/SPCE. (B) NH,—MWCNT-SnO./SPCE ile farkli tarama hizlarinda elde edilen pik
akimlarimin tarama hizimin karekokiine karsi grafigi. (C) Nyquist egrileri: (a) SnO2/SPCE, (b)
NH-—MWCNT/SPCE ve (c) NH,—MWCNT-SnO,/SPCE (5,0 mM [Fe(CN)e]>* iceren 100 mM KCI ¢ézeltisinde)

D. CALISMA KOSULLARININ OPTIMIZASYONU

DAO/NH,—MWCNT-Sn0,/SPCE’nin optimum ¢alisma potansiyeli ve ¢alisma ortaminin pH’s1 asagida

anlatildig1 gibi belirlendi.

636



Calisma potansiyelinin biyosensoriin duyarligi lizerine etkisi biiyiiktiir. Bu nedenle, biyosensor ile en
iyi duyarligin elde edilebilmesi igin ¢aligma potansiyelini optimize etmek gerekir. Calisma potansiyelini
belirlemek amaciyla, DAO/NH.—MWCNT-SnO./SPCE’nin 0,10 mM’lik sabit triptamin derisiminde
fosfat tamponu ¢ozeltisinde (+0,30)—(+0,70) V araliginda degisen potansiyellerde akim cevabi dl¢iildii
ve elde edilen akim farklar1 potansiyele kars1 grafige gecirildi (Sekil 4.A). Sekil 4 incelendiginde, akim
farklarinin +0,50 V’dan itibaren artmaya basladig1 goriildi. +0,50; +0,60 ve +0,70 V’da elde edilen
kalibrasyon egrilerinin egimleri ve dogrusal ¢aligma araliklari karsilastirildiginda, aralarinda énemli bir
fark olmadig1 gozlendi ve numunelerde bulunan yiikseltgenebilecek tiirlerin girisim etkilerini
azaltabilmek amaci ile DAO/NH.—MWCNT-SnO,/SPCE ile +0,50 V’da ¢alisilmasinin uygun olacagi
Ongoriildii.

Enzimlerin aktivitesi lizerine ortam pH’smnin etkisi oldugu bilinmektedir [30]. Bu nedenle,
DAO/NH,~MWCNT-SnO,/SPCE’nin cevabina c¢aligma ortamimin pH’simin etkisi belirlendi. Bu
amagla, ¢cozelti pH’s1 6,5-9,5 araliginda degistirilerek 7 farkli fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlandi. Sabit
derisimde (0,10 mM) triptamin igeren bu ¢ozeltilerde biyosensoriin triptamine amperometrik cevabi
olgiildii. Elde edilen akim farklarinin pH’ya kars1 grafige gegirilmesi ile ¢izilen egri incelendiginde
(Sekil 4.B), en yiiksek akim farkinin pH 8,0°de elde edildigi gozlendi ve bu deger optimum pH olarak
secildi.
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Sekil 4. DAO/NH,—~MWCNT-SnO2/SPCE akim cevabina (A) ¢alisma potansiyelinin ve (B) pH 'nin etkisi
E. PERFORMANS OZELLIKLERI

Hazirlanan DAO/NH,—MWCNT-SnO,/SPCE’nin duyarlik ve ¢alisma araligimi belirlemek amaciyla,
+0,50 V’da triptamine cevabi, kronoamperometrik yontemle incelendi (Sekil 5A). Bu yontemden elde
edilen akim farklar triptamin derisimine kars1 grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri olusturuldu(Sekil
5B). Ayrica, modifikasyon malzemelerinin (NH,~MWCNT ve SnO;) bu biyosensériin triptamin
cevabini iyilestirip iyilestirmedigini belirlemek icin DAO/SPCE elektrodu da hazirlandi ve bu elektrot
ile elde edilen kalibrasyon egrisi de aymi sekil iizerinde wverildi. Sekil incelendiginde,
DAO/NH,—MWCNT-SnO2/SPCE’nin triptamine 2,0x10%-2,5x10% M araliginda 6,52 pA mM?
duyarlikla dogrusal cevap gosterdigi; ancak, modifikasyon malzemeleri kullanilmadan hazirlanan
biyosensoriin ¢alisma araliginin daha dar (1,0x10°-2,2x107 M) ve duyarliginin ise oldukga diisiik (0,06
uA mM?) oldugu gozlendi. Bu bulgularin 1s13inda, NH,~MWCNT ve SnO, malzemelerinin elektrot
modifikasyonunda kullanilmasinin biyosensoriin triptamin duyarligi tlizerinde oldukg¢a etkin oldugu
sonucuna varildi. DAO/NH.—MWCNT-SnO,/SPCE nin gozlenebilme siniri, kalibrasyon egrisinin en
diisiik derisimindeki ¢ozeltinin akim farklarinin 10 defa Glgiilmesi, bu 6lgiimlerin standart sapmasinin
(s) hesaplanmasi ve bu degerin kalibrasyon egrisinin egimine (m) boéliinmesi ile 3s/m formiiliinden
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6,0x107 M olarak hesaplandi. Elde edilen ¢alisma araligi ve gozlenebilme sinirt degerleri, literatiirde
triptamin icin rapor edilen diamin oksidaz temelli biyosensorlerinki ile karsilastirildiginda, dogrusal
calisma aralig1 ve gozlenebilme sinir1 i¢in sirasiyla, 1,4-diaminbenzen ile modifiye edilmis platin
elektrot [13] ile elde edilen 2,0x10°-5,0x10° M ve 1,0x10° M; seliiloz asetat membran, enzimatik
membran ve polikarbonat membran ile modifiye edilmis platin elektrot [31] ile elde edilen 3,5x10
°-1,0x10* M ve 1,8x10°® M degerlerinden daha genis ve daha diisiik oldugu goriildii.
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Sekil 5. (A) DAO/NH,—MWCNT/SnO,/SPCE ile triptamin i¢in elde edilen akim zaman grafigi. (B) (a)
DAO/NH,—MWCNT/SnO2/SPCE ve (b) DAO/SPCE ile triptamin i¢in elde edilen kalibrasyon egrileri

S6z konusu biyosensoriin tekrar kullanilabilirligi; ayni biyosensor kullanilarak ¢izilen ii¢ kalibrasyon
egrisinin duyarliklarinin bagil standart sapmasindan; tekrar tretilebilirligi ise, ayn1 yolla hazirlanan {i¢
farkl: biyosensor kullanilarak ¢izilen kalibrasyon egrilerinin duyaliklarinin bagil standart sapmalarinin
hesaplanmasi ile degerlendirildi ve bu bagil standart sapmalar sirasiyla %4,1 ve %5,2 olarak bulundu.
Bu degerler s6z konusu biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin ve tekrar {iretilebilirliginin oldukca iyi
oldugunu gosterdi. Modifiye SPCE’lerin tekrar kullanilabilirliginin iyi olmasinin, NH>—MWCNT-SnO;
ile modifiye edilen yiizeye DAO enziminin EDC-NHS kimyasiyla kovalent olarak baglanmasi sonucu
kullanim sirasinda enzimin ¢ozeltiye gecisinin azalmasindan kaynaklandigi diistiniildii.

Hazirlanan biyosensorlerin cevabina, cesitli amino asitlerin girisim etkisi incelendi. Girisim etkileri
incelenen bu amino asitler, gidalarda yaygin olarak bulunan biyojenik aminlerin 6nciileridir ve gergek
numunelerde biyojenik aminler ile birlikte bulunabilirler. Girisim ¢alismasinda, 4,0x10° M triptamin
iceren ¢ozeltide DAO/NH,—~MWCNT-SnO»/SPCE’nin cevabi kronoamperometrik olarak belirlendi ve
elde edilen akim farki degeri 100 kabul edildi. Ayn1 ¢ozeltiye, Tablo 1’de verilen amino asitlerin ayn
derisimde ¢ozeltilerinden art arda ilave edildi ve akim farki cevaplar kaydedildi. Bu akim farklan
triptaminin akim farki ile karsilastirilarak yiizde girisim hesaplandi (Tablo 1). Pek ¢ok amino asidin
girigim etkisinin %10’dan daha kii¢iik oldugu; ancak, elektroaktif 6zellik gosteren triptofan ve tirozinin
ciddi bir girisim etkisi yaptig1 belirlendi. Sonug olarak, bu biyosensor kullanilarak ¢esitli numunelerde
triptamin tayininin standart katma yontemi ile yapilabilecegi diistintildii.
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Tablo 1. DAO/NH,—MWCNT-SnO,/SPCE biyosensdriiniin cevabina ¢esitli tiirlerin etkisi (Sonuglar dort
Olgtimiin ortalamasidir).

Substrat Girisim, %
Triptamin 100,0
Triptofan 50,3
Histidin -3,9
Lizin -3,1
Ornitin -51
Arjinin -4,9
Tirozin 56,0
Fenilalanin -9,3

V. SONUC

Bu ¢alismada, triptamin tayini i¢in gelistirilecek biyosensorlerde, SPCE yiizeylerinin modifikasyonunda
amin fonksiyonlu ¢ok duvarli karbon nanotiip (NH,-MWCNT) ve kalay oksit nanopartikiillerin (SnO,)
etkin maddeler oldugu goriildii. Bu matriks ortamimin diamin oksidaz (DAO) enziminin
immobilizasyonu i¢in oldukg¢a iyi oldugu belirlendi. Gelistirilen bu biyosensdriin triptamine iyi bir
duyarlikla genis bir aralikta dogrusal cevap verdigi ve bu araligin literatiirde triptamin tayini igin DAO
enzimine dayanan diger baz1 biyosensorlerden daha genis oldugu gézlendi. Iyi bir tekrar kullamlabilirlik
ve tekrar iretilebililik gosteren bu biyosensoriin, standart katma yontemi ile gidalarda triptamin
tayininde kullanilabilecegi degerlendirildi.

TESEKKUR: Bu ¢alisma TUBITAK tarafindan desteklenmistir (Proje no: 116Z159).
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