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EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU

ETiK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

EU Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeliginin ilgili hiikiimleri uyarinca
Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Benzokinona Dayali Elektrokimyasal
Ve Kolorimetrik Escherichia coli Tespit Sistemlerinin Gelistirilmesi” baslikli
bu tezin kendi ¢alismam oldugunu, sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve
belgeleri bizzat ve bu tez ¢alismasi kapsaminda elde ettigimi, bu tez calismasiyla
elde edilmeyen biitliin bilgi ve yorumlara atif yaptigimi ve bunlar1 kaynaklar
listesinde usuliine uygun olarak verdigimi, tez calismasit ve yazimi sirasinda
patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini, bu tezin herhangi
bir boliimiinli bu {liniversite veya diger bir iiniversitede baska bir tez ¢alismasi
icinde sunmadigimi, bu tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin safhalarda
bilimsel etik kurallarina uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya c¢ikmasi

durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul edecegimi beyan ederim.
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OZET

BENZOKINONA DAYALI ELEKTROKIMYASAL VE KOLORIMETRIK
Escherichia coli TESPIT SISTEMLERININ GELISTIRILMESI

Ucar, Nursima

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Bolimii
Tez Danismant: Prof. Dr. Suna TIMUR
2024, 59 Sayfa

Gilinlimiizde hizla gelisen kiiresel toplumda patojenik biyogiivenlik
endiseleri giderek artmakta ve bu sebeple patojenlerin analizini saglayabilecek
hizli test sistemlerine gereksinim duyulmaktadir. Bu ihtiya¢ dogrultusunda, ilgili
tez calismasinda Escherichia coli bakterisinin benzokinon temelli kolorimetrik ve
elektrokimyasal tespit sistemlerinin tasarlanmasi hedeflenmistir. Bu yaklasimla,
benzokinon adi verilen redoks ajani, Escherichia coli 'yi diger bakterilerden ayirt
etmek icin 1yi bir avantaja sahiptir.Kolorimetrik sistem i¢in renk analizi metodu
kullanilmistir.  Ayrica antikor temelli elektrokimyasal biyosensor —sistemi
gelistirilmistir.Biyosensdr sistemi i¢in lineer ¢caligsma araligi 1,0x10" ile 1,0.x100]
kob/mL olarak, dedeksiyon limiti (LOD) ise 0,57 kob/mL olarak belirlenmistir.
Gelistirilen biyosensdriin se¢imliliginin belirlenmesi i¢in Fosfat Tamponlu Salin ,
Muller Hinton Broth besiyeri, otoklavlanmis (6lii) Escherichia coli ve
Staphylococcus aureus gibi girisimci molekiillerle testler gergeklestirilmistir.
Benzokinon ile biyosensor sisteminin segiciligini belirlemek igin testler
gergeklestirildi. Elektrokimyasal biyosensor sisteminde benzokinonun aktif yiizey
alanina katkis1 belirlenmistir. Bu testler ile benzokinonun sistem iizerindeki
basarili etkisi kanitlanmistir. Bu ¢alisma, Escherichia coli ve diger patojenlerin
tespiti icin pratik, yenilik¢i ve uygun maliyetli bir yontem sunmakta olup, farkli

formatlara kolayca uyarlanabilir bir potansiyele sahiptir.

Anahtar sozciikler: Escherichia coli, elektrokimyasal biyosensor,

benzokinon, kolorimetrik analiz
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL AND
COLORIMETRIC Escherichia coli DETECTION SYSTEMS BASED ON
BENZOQUINONE

Ugar,Nursima

Msc in Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. Suna TIMUR
2024, Page 59

In today's rapidly developing global society, pathogenic biosecurity
concerns are increasing and therefore rapid test systems that can provide analysis
of pathogens are needed. In line with this need, the relevant thesis study aimed to
design benzoquinone-based colorimetric and electrochemical detection systems
for Escherichia coli bacteria. With this approach, the redox agent called
benzoquinone has a good advantage to distinguish Escherichia coli from other
bacteria. Color analysis method was used for the colorimetric system. In addition,
antibody-based electrochemical biosensor system was developed. The linear
working range for the biosensor system was determined as 1.0x10' to 1.0.x10]
cfu/mL, and the limit of detection (LOD) was determined as 0.57 cfu/mL. In order
to determine the selectivity of the developed biosensor, tests were carried out with
interfering molecules such as Phosphate Buffered Saline, Muller Hinton Broth
medium, autoclaved (dead) Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Tests
were carried out to determine the selectivity of the biosensor system with
benzoquinone. The contribution of benzoquinone to the active surface area in the
electrochemical biosensor system was determined. With these tests, the successful
effect of benzoquinone on the system was proven. This study presents a practical,
innovative and cost-effective method for the detection of Escherichia coli and

other pathogens, and has the potential to be easily adapted to different formats.

Keywords: Escherichia coli, electrochemical biosensor, benzoquinone,

colorimetric analysis
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ONSOZ

Insanligin ilerlemesi ile patojenik biyogiivenlik endisesi giderek
artmaktadir. Hastaliklara ve ekonomik kayiplara neden olabilen basta bakteriler,
viriisler, mantarlar ve parazitler gibi patojenlerin tespiti c¢ok Onemlidir.
Gergeklestirdigim literatiir aragtirmalar1 sonucunda, bu alandaki patojenleri
saptamaya yonelik kullanilan ticari yontemler oldukc¢a maliyetli olmakla birlikte,
cihaz temelli ve dolayisiyla laboratuvar temelli yontemlerdir. Buradan yola
cikarak bu tez kapsaminda yaygin olarak bulunan Escherichia coli bakterisinin
tespiti i¢in benzokinon araciligiyla hem kolorimetrik hem de elektrokimyasal
tespit saglayabilen bir biyosensdr sistemi fikri ile yola ¢iktim. Ozellikle sanayiye
yonelik olan tezimin basarili tamamlanmasi sonucunda sonug¢ odakli, problem

¢ozmeye dayali bir yiiksek lisans ¢alismasi gergeklestirdim.
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1.GIRIS

Glintimiiziin hizla gelisen kiiresel toplumda patojenik biyogiivenlige iliskin
endiseler gittikge artmaktadir Bunun baslica nedeni uluslararasi ticaret, hizlh
sanayilesme, kentsel genisleme ve yetersiz atik yonetimidir. Bu faktorler toplu
olarak patojenik biyogiivenlikteki zorluklarin artmasina katkida bulunmaktadir.
Bakteriler, virlisler, mantarlar ve parazitler gibi patojenler hastaliklara ve
ekonomik kayiplara neden olarak gida ve ¢evredeki varliklarini biiyiik bir sorun
haline getirmektedir. Bunlar arasinda su kirliligi kritik bir konu olarak oOne
cikmaktadir. Bu nedenle su kaynaklarimizin korunmasi zorunlu hale gelmistir.
Bu, konunun kapsamli bir sekilde anlasilmasini, su kalitesinin titizlikle
izlenmesini ve bakteriyel kirliligin azaltilmasina yonelik yenilik¢i stratejilerin
gelistirilmesini gerektirmekte ve bunlarin tiimii insan sagligimi ve ekosistemi

korumay1 amaglamaktadir.

Gram negatif bir bakteri olan Escherichia coli (E. coli), tipik olarak insanlar
da dahil olmak iizere sicak kanli organizmalarin bagirsaklarinda bulunur. E. coli
suslarin bazilart gida kaynakli hastaliklar ve idrar yolu enfeksiyonlart gibi ciddi
hastaliklara neden olabiliyor. Diinya Saghk Orgiiti (WHO) ve Avrupa Birligi
kurallarina gore, giivenli su kalitesi standartlari, 100 mL suda tespit edilebilir E.
coli bulunmamasin1 zorunlu kilmaktadir. Ancak bu standarda ulasmak c¢ogu
zaman 1yl donanimli laboratuvarlarda zaman alan analizler gerektirir. Sonug
olarak, gida endiistrisi ve cevresel izleme, diisiik bakteri seviyelerini hizli bir
sekilde tespit edebilecek yontemler gelistirme konusunda dnemli bir zorlukla kars1
karstyadir. Bu nedenle patojen tespiti i¢in hizli, kesin ve hassas sistemlere acil

ihtiyag vardir.

Biyosensorler bu agidan c¢evresel uygulamalarda hava, su veya gidalardaki
zararli bakterileri veya pestisitleri tespit etmek i¢in kullanilir. Bu sistemler,
kapsamli numune hazirligi gerektirmeden cesitli ortamlarda hassas ve secici,
gercek zamanli patojen tespitine olanak tanir. Su kaynakli bakterilerin tespiti
kolorimetrik ve elektrokimyasal yontemler son zamanlarda Onemli bir ilgi

kazanmustir. Hiicre kiiltiirii ve koloni sayimi gibi geleneksel yontemlerin sonug



vermesi glinler siirebilirken, biyosensorler sonuglart ger¢cek zamanli olarak veya
birka¢ saat icinde saglayabilir. Biyosensorler tasinabilir, uygun maliyetli ve
kullanim1 kolay olacak sekilde tasarlanabilir; bu da onlar1 yerinde testler icin ideal
kilar. Ote yandan kolorimetrik biyoalgilama sistemleri, karmasik islemlere veya
0zel enstriimantasyona gerek kalmadan basit gorsel analizler sunarak onlari
geleneksel sensorlerden ayirir.Bununla birlikte, ¢ok sayida biyosensor sistemi,
kolorimetrik sistemlerin yani1 sira daha da diisiik tespit limitleri saglayan

elektrokimyasal tespit sunmaktadir.

Redoks aracilari, mikrobiyal solunum enzimatik reaksiyonlarinda oksijenin
yerini alabilen, mikrobiyal hiicreler i¢in son elektron alicilar1 olarak gorev
yapabilen elektrokimyasal olarak aktif maddelerdir (Ikeda et al., 1996). Bu
aracilar, akimlar1 degistirerek mikrobiyal aktivitenin tespit edilmesini ve toksik
maddelerin neden oldugu inhibisyonu mimkiin kilar (J. Li et al., 2013).
Biyosensorlerde bu bilesikler, mikroorganizmalar ve elektrotlar arasindaki
elektron transferini tesvik ederek fotosentetik aktivitenin veya hiicre solunumunun
izlenmesini kolaylastirir. Ferrisiyaniir, ferrosen, tetratiafulvalen ve kinonlar gibi
baz1 aracilar enzimatik veya mikrobiyal reaksiyonlarda kullanilir. Ozellikle
kinonlar, metabolik silireglerde notr aracilar ve potansiyel elektron tagima
tagiyicilart olarak iglev goriir; Ornegin ubikinonlar, solunum zincirindeki
flavoproteinler i¢in elektron alicilari olarak gorev yapar. Benzokinon (BQ), E. coli
enfeksiyonlartyla miicadelede umut vaat eden kimyasal bir bilesiktir (Kondo &
Ikeda, 2000; Wang et al., 2013). Temel metabolik yollara miidahale ederek
bakteriyel solunumu ve enerji iiretimini bozan bir elektron alicis1 olarak gorev
yapar. Caligmalar, benzokinonun ayni zamanda oksidatif stresi indiikleyerek ve
hiicresel fonksiyonlar1 bozarak E. coli'ye kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigini
gostermistir. Hiicre solunumu sirasinda glikoz, bozulmamis bir redoks enzimi ile
reaksiyona girer. Bu enzim indirgenir ve daha sonra dogrudan veya solunum
zincirindeki uygun bir bolge aracilifiyla elektron alicisina (BQ) elektronlar
saglanir. E. coli hiicreleri elektrotlarla uygun sekilde hizalandiginda, enzimatik
eylemleri BQ'yu hidrokinona (HQ) indirger ve bu daha sonra kirmizi renkli bir
kompleks olan kinhidronu olusturmak icin geri kalan BQ ile etkilesime girer.
Belirli BQ konsantrasyonlarinda renk degisimi bakteri konsantrasyonunu

gosterebilir.



Bu calisma, E. coli tespiti i¢in BQ kullanan ¢esitli yaklasimlari arastirmay1
ve kolorimetrik ve elektrokimyasal yontemlerin sonuglarini karsilagtirmay1
amaclamaktadir. Ama¢ BQ tabanli kolorimetrik ve elektrokimyasal biyosensor

sistemlerinin temel prensiplerini anlamaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Escherichia coli

E. coli, insan ve sicakkanli hayvanlarin bagirsaklarinda yaygin olarak
bulunan yaklasik 2-3 mikrometre uzunlugundaki ¢ubuk seklinde gram negatif bir
bakteridir (Basavaraju et al., 2022). Hiicre yapisinin temelini peptidoglikan
katmani olusturur ve dista, lipopolisakkaritlerden (LPS) zengin, kalin bir dis zar
bulunmaktadir. Bu dis zar, bakteriyi ¢evresel strese karst korurken, ayn1 zamanda
patojenik E. coli suslarinin konakg¢iya zarar verme potansiyelini artiran dnemli bir
yapidir. LPS tabakasinin lipid A kismi, E. coli’nin bagisiklik sistemi iizerindeki
etkilerinden sorumlu olan endotoksinleri igcermektedir (Sperandeo et al., 2017).
Hiicre zarmin altinda yer alan sitoplazmik membran, bakteri i¢in enerji liretimi ve
madde taginmasinda hayati bir rol oynamaktadir (Nakae, 1986). E. coli’nin
genetik materyali, ¢ekirdek zarindan yoksun bir sekilde sitoplazmada serbestce
bulunan dairesel bir DNA molekiiliinden olusmaktadir. Ek olarak, plazmidler adi
verilen kiigiik DNA halkalari, antibiyotik direnci ve viriilans gibi ozellikleri
tastyabilir ve bunlar diger bakterilere yatay gen transferi ile aktarilabilir. Hareket
kabiliyeti olan E. coli suslari, flagella ad1 verilen kamg1 benzeri yapilara sahiptir;
bu yapilar, bakterinin s1vi ortamda hareket etmesini saglamaktadir. Ayrica, pili ve
fimbriya ad1 verilen kisa ¢ikintilar, E. coli’nin yiizeylere tutunmasinda ve konak
hiicrelerle etkilesiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. E. coli’nin hiicre yapisinin
bu unsurlari, onu hem c¢evresel kosullara uyumlu hale getirir hem de patojenik

potansiyelini arttirmaktadir (Oztiirk et al., 2023).

Normalde insanlarin ve hayvanlarin bagirsak florasinda bulunan komensal
bir bakteridir; ancak bazi suslari, ciddi enfeksiyonlara ve hastaliklara yol agabilen
patojenik oOzellikler gelistirmistir. Patojenik E. coli suslari, Ozellikle bagirsak
enfeksiyonlarinda farkli mekanizmalarla konakgiya zarar vermektedir .Ancak bazi
suslart da su ve gida kaynakli kontaminasyonla ciddi hastaliklara yol
acabilmektedir. E. coli’nin varlig1 su kirliliginin bir gostergesi olarak kabul edilir.

Yiiksek konsantrasyonlarda bulunan E. coli ishal, idrar yolu enfeksiyonlari,



menenjit, anemi ve bobrek yetmezligi gibi ciddi hastaliklara yol acabilmektedir

(Nataro and Kaper, 1998).

Patojenik E. coli’nin viriilans faktorleri arasinda adhezinler, toksinler,
invazinler ve gesitli sekresyon sistemleri yer alir. Bu faktorler, bakterinin konake1
hiicrelere yapigmasini, invazyonunu ve zarar vermesini saglamaktadir (Gebisa et
al., 2019). Ornegin, enterotoksijenik E. coli (ETEC) suslari, bagirsak hiicrelerine
baglanarak 1siya dayanikli enterotoksin (ST) ve 1siya duyarh toksinler (LT) iiretir,
bu da yogun su ve elektrolit kaybina neden olarak siddetli ishale yol agar (Duan et
al., 2019). Enterohemorajik E. coli (EHEC) suslar1 ise Shiga toksinlerini
salgilayarak, bagirsak mukozasini tahrip eder ve bu siirecte bagisiklik sisteminin
yanitsiz kalmasina neden olur (Sperandio and Pacheco, 2012). Baz1 E. coli suslari
ise tip III sekresyon sistemi gibi karmasik protein sistemleri araciligiyla konak
hiicrelerine dogrudan viriilans faktorleri enjekte ederek bagisiklik savunmasini

asar (Coburn et al., 2007).

E. coli bakterisinin tespiti, gida giivenligi, cevresel izleme ve klinik tanilama
alanlarinda hayati bir dneme sahiptir. E. coli tespiti i¢in kullanilan yontemler
genellikle klasik kiiltiir tabanli teknikler, molekiiler biyolojik yontemler ve
gelismis biyosensor teknolojilerini igerir (Hameed et al., 2018). Kiiltiir tabanh
yontemler, E. coli’nin izole edilmesi ve tanimlanmasinda uzun zamandir altin
standart olarak kabul edilmektedir. Bu yontemler, bakterilerin segici bir
besiyerinde {liretilmesini ve ardindan morfolojik, biyokimyasal ya da serolojik
analizlerle tanimlanmasini igermektedir. Ancak, bu tekniklerin en biiyilik
dezavantaji, sonuglarin elde edilmesinin zaman almasidir; genellikle 24-48 saat
stirebilir. Bu siire, 6zellikle hizla yayilabilen gida kaynakli enfeksiyonlarda kritik
olabilir (Priyanka et al., 2016).

Daha hizli1 ve hassas sonuclar i¢in, molekiiler biyolojik teknikler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), spesifik E. coli
genlerini amplifiye ederek dogrudan bakteriyel DNA'nin tespit edilmesine olanak
sunmaktadir. Yiiksek hassasiyetli ve oOzgilliigii ile bilinen PCR ve klasik
yontemlere kiyasla daha hizli sonuglar vermektedir (Joshi and Deshpande, 2011;
Olive, 1989). Ger¢ek zamanlt PCR (qPCR), hedef DNA'nin miktarini dlgebilmesi

sayesinde kantitatif analiz saglamaktadir ve bu teknik, 6zellikle Shiga toksini



ireten E. coli (STEC) gibi patojenik suslarin tespitinde yaygmn olarak
kullanilmaktadir (Ahmed et al., 2015). Ayrica, dongii aracili izotermal
amplifikasyon (LAMP) gibi yontemler de E. coli’nin hizli ve giivenilir bir sekilde
tespit edilmesi i¢in gelistirilen yenilik¢i yaklagimlar arasinda yer almaktadir (Garg
et al., 2022). Geleneksel teknikler mikrobiyal biiyiimeyi 6l¢gme yeteneginden
yoksundurlar ayni zamanda algilama siireleri de sorun yaratmaktadir (Guven et
al., 2011). Bu yontemlerin uzun geri doniis siireleri, yiiksek maliyetleri ve
kaynaklarin kisitli oldugu ortamlarda uygulanmalarinin zorlugu nedeniyle ciddi
zorluklar meydana gelmektedir. Bu nedenle patojenlerin tespiti i¢in hizli, spesifik

ve hassas sistemlerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Son yillarda, biyosensor teknolojileri de E. coli tespitinde 6nemli bir yer
edinmistir. Elektrokimyasal biyosensorler, biyolojik bir tanima eleman: ile
bakteriyel hiicrelerin etkilesimini elektrik sinyallerine doniistiirerek hizli bir tespit
saglamaktadir. Bu sensorler, E. coli'nin proteinleri ya da DNA’s1 gibi 0zgiil
biyomolekiilleri taniyabilir ve genellikle yiiksek duyarlilik gosterebilmektedir.
Optik biyosensorler ise 1s1k bazli tekniklerle bakterinin varligin1 saptamaktadir.
Bu sensorler, optik sinyalleri kullanarak hedef analitlerle etkilesime giren
biyomolekiilleri tespit eder. Biyosensorler, hizli sonu¢ vermeleri ve portatif

olmalar1 nedeniyle 6zellikle saha ¢alismalarinda avantajlidir.

Tiim bu yontemler, E. coli'nin hizli ve giivenilir bir sekilde tespit edilmesine
yonelik 6nemli araglar sunar. Her bir yontemin kendine 06zgii avantajlar1 ve
sinirlamalar1 bulunmaktadir; dolayisiyla, tespit siirecinde kullanilacak yontem,

uygulamanin gereksinimlerine ve mevcut kaynaklara bagl olarak secilmelidir.

2.2 Benzokinon

Redoks mediyatorleri, genel olarak kimya, biyokimya ve elektrokimya
alanlarinda genis bir kullanim alanina sahiptir. Bu mediyatorler, bir redoks
reaksiyonunda elektronlar1 bir bilesikten digerine tasir ve bu siirecte oksitlenip
indirgenirler (Tamirat et al., 2020). Elektronlarin dogrudan tasmmamadigi veya
verimli bir sekilde aktarilamadigi durumlarda devreye girerler. Ornegin, bir
katalizor veya enzim tepkimesinde, mediyatdrler elektron transfer hizini artirarak

reaksiyonun verimliligini yiikseltebilmektedir. Bu da, hem endiistriyel hem de



laboratuvar Olgeginde birgok kimyasal silirecin optimize edilmesine katki
saglamaktadir. Redoks mediyatorleri ayrica elektrokimyasal enerji depolama
sistemlerinde de onemli bir rol oynar, ¢iinkii bataryalar ve yakit hiicrelerinde
elektron transfer siireclerini iyilestirebilmektedir (Zhou and Sun, 2024). Ozellikle
biyosensorler ve elektrokimyasal cihazlar gibi c¢esitli teknolojilerde elektron
transferini  hizlandirmak ve verimliligi artirmak amaciyla kullanilirlar.
Mediyatorler, dogrudan elektroda transfer edilemeyen elektronlarin tasinmasinda
onemli bir rol oynamaktadir ve bdylece biyosensorlerin performansini optimize
edebilmektedir. Redoks mediyatorleri, hem oksitlenmis hem de indirgenmis
formlar arasinda kolayca gecis yapabilen bilesiklerdir ve bu ozellikleri onlari

elektrokimyasal siirecler i¢in ideal kilmaktadir.

Benzokinon, redoks mediyatorleri arasinda sik¢a kullanilan bir bilesiktir ve
ozellikle organik kimya ve elektrokimya alaninda 6nem tagimaktadir. Sekil 2.1°de
kimyasal yapist gosterilmistir. Kimyasal yapisi itibartyla bir kinon olan
benzokinon, iki karbonil grubu tasiyan aromatik bir bilesiktir ve bu yapisi
sayesinde redoks reaksiyonlarina girmeye son derece uygundur (Borges et al.,
2014). Benzokinon, okside oldugunda elektron alir ve indirgendikge elektron
verir. Bu ¢ift yonlii islevi, onu pek cok kimyasal siirecte kullanilan ideal bir
mediyatdr yapmaktadir. Ayrica, benzokinonun indirgenmis hali olan hidrokinon,
tekrar okside edilerek benzokinona doniisebilir, bu da onun tekrar tekrar
kullanilabilmesini saglar (Jiang et al., 2015). Benzokinon, bu 6zelligi sayesinde
endiistriyel siireclerde ve arastirmalarda tercih edilen bir bilesik olmustur.
Benzokinonun, 6zellikle glikoz sensorleri gibi biyosensorlerde kullanimi oldukga
yaygindir, ¢iinkii glikoz oksidaz enzimiyle reaksiyona girerek glikozun
oksidasyonunu hizlandirir ve bu siiregte elektron transferini mediyatdr olarak
gergeklestirir. Bu ozellikleri, onu biyokimyasal ve elektrokimyasal siirecler i¢in

tercih edilen bir mediyator haline getirmektedir.



Sekil 2. 1 Benzokinonun kimyasal yapisi(PubChem,2024)

Benzokinonun elektrokimyasal sistemlerde kullanimi, diisiik redoks
potansiyeline sahip olmasi nedeniyle de avantajhidir. Diisiik redoks potansiyeli,
biyosensorlerde daha hassas ve secici 0l¢limler yapilmasina olanak tanimaktadir.
Ayrica, benzokinonun kimyasal kararliligi ve biyouyumlulugu da uygulama
alanlarim1 genisletmektedir (Houk et al., 1998). Bu ozellikler, biyosensorlerin
uzun Omirlii ve giivenilir bir sekilde calismasini saglamaktadir. Benzokinon,
ayrica cevre izleme ve gida analizinde de kullanilan ¢esitli biyosensorlerin
gelistirilmesinde kritik bir bilesendir, ¢iinkii hizli ve dogru sonuglar elde etmeye

olanak tanir.

Benzokinonun kullanim alanlar1 yalnizca biyokimyasal tepkimelerle sinirlt
degildir; ayn1 zamanda organik sentezlerde, elektroplakalama islemlerinde ve
enerji depolama sistemlerinde de yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Francke and
Little, 2014). Ornegin, elektrokimyasal kaplama islemlerinde benzokinon, metal
iyonlarinin indirilmesini hizlandirarak daha verimli ve diizgiin kaplamalar elde
edilmesini saglar. Ayrica, benzokinon tiirevleri, 6zellikle organik sentezlerde
Onemli ara {iriinler olarak gorev yapar. Yapisal doniisiimlere kolaylikla
girebilmesi ve redoks 6zellikleri sayesinde, kimyasal sentezlerde ara madde olarak
kullanim1 yaygindir. Bunun yami sira, enerji depolama sistemlerinde de
benzokinonun redoks dongiileri, bataryalarin sarj ve desarj dongiilerini daha

verimli hale getirmek icin kullanilir.



2.3 Biyosensorler

Biyosensorler, bir doniistiiriicli ile dogrudan temas halinde tutulan biyolojik
bir tanima elemani kullanan cihazlardir (International Union of Pure and Applied
Chemistry, [UPAC). Biyosensorler, se¢ici bir biyotanima elemaninin ve hassas bir
dontstiiriici  elemanin  dogrudan entegrasyonuna dayanir. Analit Ornekleri
arasinda proteinler (antijen, antikor ve enzim), niikleik asitler, diger biyolojik
veya metabolik bilesenler yer alir. Biyoreseptor, analit ile biyoreseptorlerin
arasindaki etkilesimi Olgiilebilir bir sinyale doniistirmektedir (Lowe, 1984).
Doniistiiriicti  analitin biyolojik elemanla etkilesiminden kaynaklanan sinyali
Olgiilebilen ve miktarlandirilabilen (fizokimyasal, optik, piezoelektrik,
elektrokimyasal, vb.) bir sinyale doniistiiriir. Biyoreseptor ve doniistiiriicliniin tipi
biyosensoriin  smifin1  belirlemektedir.  Sekil  2.2°de  biyosensorlerin
siniflandirilmast gosterilmektedir. Biyosensorler, secicilik, kararhilik, basitlik,
yiiksek ozgiilliik ve hassasiyet, hizl1 yanit, taginabilirlik, diisitk maliyet, kullanici
dostu cgaligma ve gercek zamanli analiz gibi Ozellikler sergilerler (Verma and
Bhardwaj, 2015). Biyosensorler hem ¢evresel hem de biyolojik kaynakli bir
analiti saptamak i¢in kullanilmaktadirlar (Bohunicky and Mousa, 2010).

ANALIT BIYORESEPTORLER DONUSTURUCU CIKTI
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2.3.1 Optik Biyosensorler

Optik biyosensorler, fotonlardan gelen bilgileri elektriksel sinyallere
dontistiiren sistemler olarak tanimlanir ve biyosensorlerin 6nemli bir tiiriidiir
(Borisov and Wolfbeis, 2008). Bu sensorler, analiz i¢in genellikle goriiniir ya da
ultraviyole 15181 kullanir. Temel bilesenleri, dalga boyu ayarlanabilen bir 151k
kaynagi, bir 151k dedektorii ve 1518in hedef analitle etkilesime girdigi algilama
malzemesidir(Askim and Suslick, 2017). Analit ile biyoreseptor arasindaki
etkilesim sonucunda floresans, kirilma indisi, 151k sagilmasi ya da adsorpsiyon
gibi optik degisiklikler gézlemlenir ve bu degisiklikler analitin konsantrasyonuyla

iligkilidir (Garzoén et al., 2019).

Optik biyosensorler iki ana kategoriye ayrilir. Ilki, biyoreseptor ile hedef
analit arasindaki etkilesim sonucunda dogrudan optik 6zelliklerde meydana gelen
degisimlere dayanan, etiketsiz sensorlerdir. Bu tiir sistemlerde herhangi bir
kimyasal etiketleme gerekmemektedir. Diger tip ise, biyomolekiillerin optik
ozellik gosteren problarla kovalent olarak etiketlendigi etiketli sensdrlerdir
(Borisov and Wolfbeis, 2008). Etiketli sistemlerde, hedef analit ve biyoreseptor
arasindaki etkilesim optik bir prob aracilifiyla izlenir ve bu, ek bir adim gerektirir.
Etiketsiz sistemler, etiketli sistemlere gore daha ucuz ve basit olma avantajina
sahiptir (Fan et al., 2008). Hem etiketli hem de etiketsiz optik biyosensorler, hizli
sonuglar vermeleri, tasmabilir olmalari, 06zgillik ve kararlilik saglamalari

nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir (Harshita et al., 2023).

Kolorimetrik biyosensorler, analitlerin konsantrasyonunu renk degisimi
yoluyla algilayan biyosensorlerdir (Piriya V.S et al, 2017). Bu sensorler,
biyolojik bir tanima elemani (enzim, antikor, DNA gibi) ile kimyasal veya
biyokimyasal reaksiyon sonucunda renk degisimi meydana getiren bir sinyal
donilistim elemanini birlestirmektedir (Liu, 2024). Genellikle bir substrat {izerine
yerlestirilen bu biyosensorler, analitlerin varligi ya da miktarma bagli olarak
renkli bir {iriin iiretmektedir. Renk degisimi ¢iplak gozle goriilebilir veya spektral
Olclim cihazlar1 ile nicel olarak degerlendirilebilir. Kolorimetrik biyosensorler,

disik maliyetli ve kolay tasinabilir olmalar1 nedeniyle ¢evre izleme, gida
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giivenligi ve tibbi teshis gibi alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Qian et al.,
2022). Ayrica, bu sensorler genellikle hizli sonuglar verir ve karmasik ekipman

gerektirmez, bu da pratik uygulamalar i¢in 6nemli bir avantaj saglamaktadir.

2.3.2 Piezoelektrik Biyosensorler

Piezoelektrik biyosensor, piezoelektrik kristal yiizeyindeki bir kiitle bag:
nedeniyle salinimlarin degismesi ilkesi tizerinde ¢alismaktadir (Pohanka, 2018).
Biyosensor, iki elektrot tarafindan yiizeye verilen alternatif voltajla uyarilir.
Alternatif voltaj, kristalin mekanik salinimlarina neden olur ve kristalin iizerinde
bulunan elektrotlarin yiizeyine bagli analit, salinim frekansinda degisiklige neden
olmaktadir (Pohanka, 2018) .Salimimlarin frekansi, kristal salimim devresine

konuldugunda dl¢iilmektedir (Garcia-Martinez et al., 2011).

2.3.3 Termal Biyosensorler

Termal biyosensorler, biyolojik reaksiyonlarin temel 6zelliklerinden 1sinin
emilmesi veya evriminden yararlanmaktadir (Spink and Wadso, 1976). Bu,
reaksiyon ortamindaki sicakliktaki bir degisiklik olarak yansitilir (Ramanathan
and Danielsson, 2001). Bu sensorler, bircok biyokimyasal reaksiyonun ya
ekzotermik ya da endotermik olmasindan yararlanir.Tibbi teshis, gida giivenligi,

cevre ve biyoteknoloji gibi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir.

2.3.4 Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensdrler, biyokimyasal siiregleri elektrik sinyallerine
dontstiiren analitik cihazlardir (Li et al., 2017). Bu sistemlerde, doniistiiriicii
eleman, hedef analit ve biyolojik tanima elemani arasindaki etkilesimleri elektrik
akimi veya voltaja doniistiirmektedir. Elektrotlar, elektrokimyasal biyosensor
sistemlerinin en 6nemli bilesenlerindendir ve elektron akigini ve biyoaktiviteyi
kontrol ederek sensdr performansini dogrudan etkilerler. Temel olarak,
elektrokimyasal biyosensor sisteminin tasariminda bir referans elektrot, bir

yardimcr elektrot ve bir ¢alisma elektrotu gereklidir. Referans elektrot, akim
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gecisine izin vermeden caligma elektrodunun potansiyelini 6l¢gmek ve sabitlemek
amaciyla kullanilir. Kararli bir elektrokimyasal potansiyele sahip olmalidir
(Dryden and Wheeler, 2015). Yardimci elektrot ise calisma elektroduna akim
uygulayabilmek icin elektrolitik ¢ozeltiyle baglanti saglamaktadir (Grieshaber et
al., 2008). Biyolojik tanima elemani, ¢alisma elektroduna immobilize edilir ve
biyokimyasal reaksiyonlar bu elektrot iizerinde ger¢eklesmektedir. Yiizeyde
meydana gelen reaksiyon, elektron transferi ile olusan akim farki ile kendini
gosterir ve bu fark, hedef analitin konsantrasyonuna bagl olarak degismektedir
(Balkourani et al., 2021). Yiizey modifikasyonu, elektrodun algilama yetenegi ve
hedef analit gibi bir¢ok parameter elektrot seciminde Onemli rol oynar. Bu
parametrelere bagli olarak, altin, platin veya karbon gibi cesitli malzemelerden
yapilmis c¢aligma elektrotlar1 kullanilabilir. Elektrokimyasal biyosensdrlerdeki
reaksiyon sinyallerini 6lgmek icin farkli elektrokimyasal teknikler kullanilabilir (
Li et al., 2017) . Ol¢iim prensiplerine gdre, bu sensdrler amperometrik,
potansiyometrik, impedimetrik ve voltametrik olarak siniflandirilmaktadir (Singh

et al., 2021a). Sekil 2.3’de elektrokimyasal biyosensorlerin siniflandirilmasi

gosterilmistir.
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2.3.4.1 Amperometrik o6l¢ciimler

Amperometrik biyosensorler, basit yapilar1 ve yiiksek hassasiyetleri
nedeniyle en yaygin kullanilan analitik yontemlerden biridir. Bu sensorler,
biyokimyasal reaksiyonlar sirasinda olusan oksidasyon ve indirgenme siireglerinin
calisma elektrodu iizerinde meydana getirdigi akim degisikliklerini 6lgmektedir
(Chaubey and Malhotra, 2002). Genellikle, amperometrik biyosensdrlerin ¢aligma
prensibi, calisma ve referans elektrotlar1 arasinda uygulanan potansiyel ile
tanimlanir.Hedef analite iliskin kesin ve nicel veriler siirekli oOlgiilen akim
sayesinde elde edilebilir. Cozeltideki elektroaktif tiirlerin konsantrasyonlar ile
akimin blyilikligli orantilidir. Bu sensorler, hem katodik (indirgeyici) hem de
anodik (oksitleyici) reaksiyonlar1 kaydedebilme 6zelligine sahiptir. Biyokatalitik
ve afinite sensorlerinde, amperometrik Ol¢iimiin basitligi ve diisiik tespit
siirlarina  ulagabilmesi gibi 6zelliklerinden dolayr yaygin olarak tercih
edilmektedir. Buu sensorler genel olarak potansiyometrik sensorlere gore daha
yiiksek bir hassasiyete sahiptir. Voltametrik sensorlerden temel farki ise, belirli bir
Olclim potansiyelinin uygulanmamasidir. Ayrica, amperometrik biyosensorler
hizli tepki siireleri ve genis enerji araliklariyla dikkat ¢eker ve seri iiretim igin

uygun bir yapiya sahiptir (Ghindilis et al., 1998).

2.3.4.2 Potansiyometrik ol¢iimler

Potansiyometrik biyosensorler, calisma ve referans elektrotlar1 arasindaki
potansiyel farkin1 Olgerek calisan analitik cihazlardir. TUPAC’a  gore,
potansiyometrik biyosensorlerin iki temel 6zelligi vardir: (i) biyolojik bilesen,
hedef analiti taniyan sensor reseptOriiniin 6nemli bir parcasidir, (ii) biyosensor
tarafindan {retilen analitik sinyal bir potansiyeldir (Koncki, 2007). Bu
biyosensorlerin en 6nemli avantajlarindan biri, son derece kararli ve dogru bir
referans elektrot kullanildiginda yiiksek hassasiyet ve segicilik sunmalaridir.
Ayrica, iiretimleri kolay, maliyetleri diisiik olup, genis bir iyon konsantrasyonu
araliginda etkin sekilde calisabilirler ve kiigiiltiilmeleri performanslarini olumsuz

yonde etkilemez. Potansiyometrik biyosensorler, teshis ve tespit alaninda bir¢ok



14

yeniligin Oniinii agmis ve bu yontemle gelistirilen ¢esitli sensorler piyasada yerini
almistir (Singh et al., 2021). Voltammetrik ve amperometrik biyosensdrlere gore,
potansiyometrik biyosensorler elektrot boyutundan etkilenmeme gibi 6nemli bir
avantaja sahiptir. Bu 0zellik, hassasiyet kaybi yasamadan biyosensorlerin
minyatiirlestirilmesine ve 6zellestirilmis uygulamalar i¢in gelistirilmesine olanak

tanimaktadir (Zdrachek and Bakker, 2021).

2.3.4.3 Voltametrik biyosensorler

Voltametri, analit hakkinda bilgi edinmek amaciyla uygulanan potansiyelin
degistirilip ardindan olusan akimin Olglilmesi prensibine dayanan Dbir
elektroanalitik yontemdir (Grieshaber et al., 2008). Voltametrik biyosensorler,
hem potansiyel hem de akim degisimlerini algilayarak islev goriir. Potansiyel
genis bir aralikta tarandiginda, bu sirada olusan akim-potansiyel iliskisi ol¢iiliir ve
iretilen akim, elektrolit ¢ozeltisinde bulunan hedef analitin konsantrasyonu ile
dogru orantilidir (Ronkainen et al., 2010). Diisiik maliyetleri, yiiksek secicilikleri
ve hassasiyetleri sayesinde voltammetrik biyosensorler sensor platformlarinda
yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Ayrica, diisiik giiriiltii seviyeleriyle one
cikarlar ve bu yontem, tek bir taramada farkli tepe potansiyellerine sahip birden
fazla kimyasal tiirlin tespit edilmesine olanak tanimaktadir (Singh et al.,
2021).Biyosensorlerde algilama amaciyla diferansiyel darbe voltametrisi (DPV),
dongitisel voltametri (CV), kare dalga voltametrisi (SWV) ve dogrusal tarama

voltametrisi (LSV) gibi ¢esitli voltametrik teknikler kullanilmaktadir.

Dongiisel voltametri, en yaygin kullanilan voltametrik yontemlerden biridir.
CV'de, sabit bir hizla degisen uygulanan voltaja kars1 dlgiilen akim, belirlenen
baslangi¢ ve bitis voltajlar1 arasinda kaydedilmektedir. Uygulanan voltaj, once
pozitif ya da negatif yonde baslangi¢ potansiyelinden bitis potansiyeline, ardindan
ters yonde bitis potansiyelinden baglangi¢ potansiyeline dogru uygulanmaktadir.
Bu teknik, elektrokimyasal reaksiyon mekanizmalarini, standart elektron transfer
hiz sabitlerini ve difiizyon katsayilarin1 belirlemek amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir (Aristov and Habekost, 2015). CV, calisma elektrodundaki

oksitlenebilir maddelerin miktar1 hakkinda bilgi saglar ve biyosensorlerin
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kararliligini, tekrarlanabilirligini ve yeniden iiretilebilirligini degerlendirmek i¢in

de etkili bir yontemdir (Serra, 2011).

Diferansiyel darbe voltametrisi, yiliksek hassasiyetiyle bilinen bir
elektrokimyasal tekniktir ve genellikle bilesiklerin tekli veya es zamanl
analizlerinde kullanilmaktadir. Bu teknikte, kiiclik genlikli potansiyel darbeleri
dogrusal bir rampa potansiyeline uygulanir ve bu darbeler merdiven dalga
formunda kisa siireli uygulanmaktadir (Deffo et al., 2024). DPV'de, baslangi¢
potansiyeli se¢ilir ve elektroda uygulanir. Bu potansiyel, her darbe arasinda esit
araliklarla artirillir. Akim, darbe uygulanmadan 6nce ve sonra Olciilerek, her
darbenin sonunda akimlar arasindaki fark hesaplanmaktadir (Simdes and Xavier,
2017). DPV'nin en biiyiik avantajlarindan biri, yliksek hassasiyete neden olan
diistik kapasitif akim etkisidir. Kii¢iikk adim boyutlari, daha dar voltametrik tepe
noktalariyla sonuclanir ve bu nedenle, DPV benzer oksidasyon potansiyellerine

sahip analitleri ayirt etmek i¢in ideal bir yontemdir (Venton and DiScenza, 2020).

Kare dalga voltametrisi, bir baz iletken potansiyeline eklenen simetrik bir
kare dalga formunun ¢aligma elektroduna uygulandigi, biiyiik genlikli diferansiyel
bir tekniktir (Osteryoung and Osteryoung, 1985). Faradian olmayan akimlarin
minimal katkis1 sayesinde SWV, yiiksek hassasiyetli bir tarama saglayabilir. Bu
teknikte, ters akim dalga formlar1 yerine diferansiyel akim dalga formlar
kullanilir ve potansiyel degisimi ile akim toplama arasindaki zaman farki, SWV'yi
diger elektroanalitik tekniklerden daha hassas hale getirmektedir (Tolun and
Altintas, 2023). SWV'nin zamanlamasi frekansla iliskilidir; frekans arttikca zaman
sabiti azalir ve Faraday akimi artar, bu da voltamogramda daha keskin ve net tepe
noktalariyla sonuglanir (Batista Deroco et al., 2020). Bu teknik, LOD a¢isindan
kromatografik ve spektroskopik yontemlerle karsilastirildiginda en hizli ve en
hassas voltametri yontemlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Simodes and

Xavier, 2017).

2.3.4.4 impedimetrik biyosensérler

Empedans sensorleri, tek basina ya da voltametrik yontemlerle birlikte
kullanilabilen bagka bir elektrokimyasal yontemdir. Bu sensorler, empedanstaki

degisimleri kullanarak analitleri veya biyolojik varliklar1 tespit eden
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elektrokimyasal biyosensor sistemleri olarak tanimlanmaktadir (Singh et al.,
2021b). Bu yontemin en yaygin uygulamalarindan biri elektrokimyasal empedans
spektroskopisidir (EIS). EIS, bircok kimyasal ve fiziksel 6zelligin hassas bir
gostergesi olarak islev gortir. EIS, elektrot 6zelliklerinin ve elektrot-arayiiziindeki
siireglerin tespit edilmesi icin etkin bir sekilde kullanilabilmektedir (Singh et al.,
2021b). Elektrot yiizeyinde gergeklesen baglanma olaylari, ¢ozeltideki elektriksel
ozelliklerin degismesine yol agar. EIS teknigi, frekans alaninda calisarak
cozeltideki analitlerin 6zelliklerine bagl olarak bir kombinasyondan olusan devre
modeli kullanir. Bu modele bir voltaj uygulandiginda, akim Ohm yasasina gore
hesaplanir ve bu akim, sistemdeki tiim elemanlardan (¢alisma elektrodu, biyolojik
materyal, ¢ozelti ve yardimer elektrot) gecer. Bu sayede elde edilen empedans
degeri, sistemdeki tiim bilesenlerin katkilarini temsil eder. Biyolojik bir maddenin
EIS degeri, zamanin veya analiz edilen maddenin konsantrasyonunun bir
fonksiyonu olarak belirlenmektedir. EIS, biyosensorlerin hazirlanmasinda,
biyomolekiillerin etkilesimlerinin izlenmesinde, biyoreseptor ve analit arasindaki
etkilesimlerin tespit edilmesinde ve yiizey karakterizasyonu ¢aligsmalarinda yaygin

bir sekilde kullanilmaktadir (Magar et al., 2021)

2.4 Biyoreseptorler

Biyoreseptorler, biyosensorlerin temel bilesenlerinden biridir ve spesifik bir
analiti tanima goOrevini TUstlenirler. Biyoreseptorler, biyomolekiillerle secici
etkilesimler kurarak hedef molekiilleri taniyabilir ve belirleyebilir (Bazin et al.,
2017). Genellikle enzimler, antikorlar, niikleik asitler ve hiicreler gibi biyolojik
molekiillerden olusurmaktadirlar. Bu biyomolekiiller, dogal biyokimyasal
siireclerde oldugu gibi biyosensorlerde de belirli bir analite kars1 yiliksek 6zgiilliik
gostermektedir. Biyoreseptorlerin en onemli avantaji, segici baglanma yetenekleri
sayesinde kompleks karisimlar igerisinden dahi hedef molekiilii ayirt edebilme
kapasiteleridir. Bu 6zellikleri, 6zellikle tibbi teshis, ¢evre izleme ve gida giivenligi

gibi alanlarda biyosensoérlerin dogrulugunu ve giivenilirligini arttirmaktadir.

Biyoreseptorlerin iglevi, biyosensorlerde biyolojik bir tanima olay1
gerceklestiginde kimyasal ya da fiziksel bir sinyal olusturmak iizerine kuruludur.

Hedef analit biyoreseptore baglandiginda, bu baglanma bir sinyal transdiiksiyon
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mekanizmas1 araciligiyla elektriksel, optik ya da termal bir sinyale
doniistiiriilmektedir (Karunakaran et al, 2015). Ornegin, antikor-temelli
biyosensorlerde, antijenin antikora baglanmasi sonucu olusan sinyal, bir optik
veya elektrokimyasal sinyale c¢evrilerek Olgiilebilir hale gelir. Biyoreseptorlerin
seciminde, hedef analitin biyolojik yapisina uygun spesifik baglanma 6zelliklerine
sahip olmalar1 kritik 6nem tasir. Boylece biyosensdrlerde yiiksek hassasiyet ve
secicilik elde edilerek, diisiik konsantrasyonlardaki analitlerin bile tespit edilmesi

mumkin olur.

Biyosensorler, biyoreseptor tipine gore katalitik ve afinite temelli olmak
tizere iki ana gruba ayrilmaktadir (Ja et al., 2015). Katalitik biyosensorler,
biyoreseptor olarak enzimler gibi katalitik 6zellik gésteren molekiilleri kullanir ve
kimyasal reaksiyonlar yoluyla hedef molekiilin tanimlanmasmi saglar. Bu
sensorlerde biyoreseptdr, hedef analitin bir {iriin ya da yan {irlin olugturmasina
neden olan bir reaksiyonu katalize eder. Glikoz sensorleri, katalitik biyosensorlere
ornek olarak verilebilir. Afinite biyosensdrler ise, antikorlar, aptamerler ve
niikleik asitler gibi biyomolekiilleri kullanarak, analitin biyoreseptore spesifik
baglanmasin1 esas alir. Bu biyosensorlerde herhangi bir kimyasal doniisiim
ger¢eklesmez; bunun yerine biyoreseptdr ve analit arasindaki yiiksek 6zgilliige
dayal1 baglanma olay1 sinyal olusturur. Affinite temelli biyosensorler,
immiinosensorler ve DNA tabanli sensorlerde sik¢a kullanilir ve 6zellikle segici

tespit gerektiren durumlarda tercih edilir.

2.4.1 Antikorlar

Antikorlar, biyosensorlerde biyoreseptor olarak yaygin bir sekilde kullanilan
proteinlerdir ve yiiksek 6zgiilliikkle hedef molekiilleri tanima yetenekleri sayesinde
biyosensorlerin hassasiyetini arttirmaktadirlar (Dkhar et al., 2022). Antikorlar, B
lenfositleri tarafindan iiretilen ve viicuda yabanci olan antijenlere baglanarak
onlar1 tanmiyip noétralize eden molekiillerdir (Cohen et al., 2001). Antikor
molekiilleri, iki kisa zincir (hafif zincir) ve iki uzun zincir (agir zincir) olmak
lizere toplam dort polipeptitten olusmaktadir. Bu uzun ve kisa zincirler, disiilfit
baglar ile birbirine baglanmistir. Sekil 2.4’de antikorlarin yapis1 gosterilmektedir.

Antikorlar ayrica iki farkli bolgeden olusur: aminoterminal bdlge ve karboksi
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terminal bolge. Aminoterminal bolge, her antikorda farklilik gosteren degisken bir
domain olup, karboksi terminal bolge ise benzer tipteki hafif zincirler arasinda

sabit bir amino asit dizilimi gosteren sabit bir domain olarak tanimlanur.

Biyosensdrlerde, antikorlar hedef molekiilii tanima elemani olarak gorev
yapar ve bu molekiille (antijenle) kilit-anahtar benzeri bir mekanizma ile
baglanirlar (X. Liu et al., 2023). Antijen-antikor etkilesimi sonucunda olusan
baglanma olayi, sinyal transdiiksiyon mekanizmalar1 aracilifiyla dlgiilebilir bir
sinyale dondistiiriiliir, boylece biyosensorler araciligiyla hedef molekiil tespit
edilmektedir. Bu 06zgiil baglanma mekanizmasi, biyosensdrlerde seciciligi ve
dogrulugu artirarak, kompleks biyolojik karisimlar i¢cinde bile hedef molekiillerin

tespitine olanak tanimaktadir.

degisken

parca

dl;: [t:u hafif
¥ zincir
agir zincir " -Sabit Kisim

Sekil 2. 4 Antikor yapisi

Biyosensorlerde kullanilan antikorlar genellikle monoklonal veya poliklonal
olmaktadir. Monoklonal antikorlar, belirli bir epitopa karsi yiiksek 6zgiilliik
gosteren tek bir antikor klonundan iiretilir ve bu sayede biyosensorlerde ¢ok
spesifik ve hassas tespitler yapilmasmi saglamaktadir (Conroy et al., 2009) .
Poliklonal antikorlar ise birden fazla epitopa kars1 baglanabilen farkli antikorlarin
bir karisimidir ve daha genis kapsamli bir tespit saglamaktadir (Lipman et al.,
2005). Antikorlarin biyosensdrlerde biyoreseptor olarak kullanilmasinin en 6nemli
avantaji, hedef antijenle yiiksek baglanma 0Ozgiilliigli gostererek, yanlis pozitif
sonuglarin 6niine ge¢cmeleridir. Bu da tibbi teshis, ¢cevre izleme ve gida giivenligi

gibi bir¢ok alanda dogrulugu ve giivenilirligi arttirmaktadir.
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Antikor temelli biyosensorler, ¢esitli tekniklerle c¢aligabilir; en yaygin
olanlar immiinosensérlerdir. Immiino-sensdrlerde, antikor-antijen etkilesimi
sonrasi olusan sinyal genellikle optik, elektrokimyasal veya piezoelektrik
yontemlerle algilanir.Enzim Baglantili Immiinosorbent Testi (ELISA) gibi
teknikler, biyosensorlerde antikorlarin biyoreseptér olarak kullanimina o6rnek
teskil eder. Bu sensorler, tibbi teshiste spesifik patojenlerin veya biyomolekiillerin
hizli ve hassas bir sekilde tespit edilmesini saglamaktadir. Antikorlarin
biyoreseptor olarak kullanildigi biyosensorler, 6zellikle enfeksiyon hastaliklari,

kanser biyomarkerlar1 ve toksin tespitinde etkin sonuglar vermektedir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Arastirmada kullanilan Escherichia coli ATCC 25922 susu Amerikan Tip
Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC) temin edildi. Mueller Hinton Broth (MHB)
Sigma Aldrich’den satin alindi. Agar (1.01614), Merck'ten satin alindi. p-
Benzokinon, sigir serum albiimini (BSA) (liyofilize toz, >%96), potasyum klortir
ve potasyum hekzasiyanoferrat (III), Sigma Aldrich'ten (Steinheim, Almanya)
satin alindi. Anti-E. coli poliklonal antikoru (5,5 mg mL-1), Thermo Fisher
Scientific'ten (Rockford, IL, ABD) temin edildi. Ayrica tiim deneysel
caligmalarda ¢aligma tamponu olarak fosfat tamponlu salin (PBS tamponu) (1x,

pH 7,4) kullanildz.

3.2 Kullanilan Cihazlar

Tiim elektrokimyasal 6lgiimler (DPV, CV ve EIS) PalmSens 4 potansiyostat
(Palm Instruments, Houten, Netherlands) ile yapildi. Ekran baskili altin elektrotlar
(SPGE) (DropSens-DRP-150 (¢alisma elektrotu; altin, referans elektrot; Ag/AgCl
ve karsit elektrot; platin)) Metrohm (Herisau, Switzerland) tarafindan saglandi.
Tim elektrokimyasal dl¢iimler, 8,9 mL 1x PBS tamponunda (pH 7,4), l mL 1 M
KCl ve 100 puL 50 mM [Ks;Fe(CN)¢] igeren bir elektrokimyasal hiicrede
gerceklestirildi. DPV  Olgtimleri -0,2 ila 0,4 V potansiyel araliginda
gerceklestirildi. CV odlgiimleri -0,3 ila 0,6 V potansiyel aralifinda yapilirken CV
Ol¢iimleri i¢in tarama hiz1 50 mV/s'de sabitlendi. Ayrica EIS 6l¢timleri 0,18 V'de
0,02 ila 10 Hz arasinda gerceklestirildi.
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3.3 YONTEM

3.3.1 Mikrobiyal kiiltiiriin hazirlanmasi

Escherichia coli ATCC 25922 susu, ATCC’den temin edilmis ve arastirma
stiresi boyunca -20°C'de %16 gliserol igeren ortamda saklanmistir. E. coli, MHB
icerisinde 37°C'de 16-24 saat boyunca 100 rpm'de c¢alkalamali inkiibatorde
inkiibe edilerek hazirlandi. Es zamanl olarak safligi kontrol etmek i¢in Mueller
Hinton Agar (MHA) plakalarina ekim yapildi. Inkiibasyon siiresinden sonra
bakteri hiicreleri, ortam kosullarinda 10 dakika boyunca 3000 rpm'de
santrifiijleme yoluyla topland1 ve daha sonra iki kez steril PBS ile yikandi. Geriye
kalan bakteriyel pelletler steril bir PBS soliisyonunda yeniden siispanse edildi. E.
coli siispansiyonunun konsantrasyonu, McFarland Yogunluk Olcer (DEN 1B)
kullanilarak l,OxlO9 kob/mL konsantrasyonda hazirlandi (Sun et al., 2019; Yu et
al., 2021) 10 ile 10’ arasinda degisen diliisyonlar hazirland1 ve her seyreltme
sollisyonu, ii¢ kopya halinde 96 kuyucuklu mikroplakalara asilandi. Ayrica bu
seyreltme sollisyonlar elektrokimyasal biyosensor kisminda kullanilmak tizere 1

mL seklinde de hazirlandi.

3.3.2 BQ optimizasyonu

Baslangicta, PBS (pH 7.4) kullanilarak ¢esitli BQ konsantrasyonlar1 (1, 2, 3,
4, 5,6, 7, 8, 9 ve 10 mM) hazirlandi. Deneyler, kolorimetrik tespit icin 96
kuyucuklu mikroplakalar ve elektrokimyasal tespit i¢in santrifiij tiipleri
kullanilarak gerceklestirildi. Mikroplaklarda yukarida bahsedildigi gibi 100 pL
bakteri (1,0x10° kob/mL) ve farkli konsantrasyonlarda 100 pL BQ birlestirildi. 1
saat inkiibe edildikten sonra renk degisiklikleri kaydedildi. Es zamanli olarak
santrifiij tiiplerinde 100 uL bakteri (1,0 x 10° kob/mL) ve cesitli
konsantrasyonlarda 100 uL BQ 5 dakika siireyle inkiibe edildi. Bu numunelerin
elektrot ylizeyinde CV olg¢limleri alindi.
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3.3.3 Kolorimetrik bakteri dedeksiyonu

E.coli ve S. aureus, PBS kullanilarak istenen konsantrasyona kadar
seyreltildi. Daha sonra, kolorimetrik tespit icin 96 oyuklu mikroplakalara 100 pL
BQ ve degisen konsantrasyonlarda 100 pL farkli bakteri suslar1 eklendi. Mikro
plakalardaki renk degisiklikleri, Mi 11 akilli telefon araciligiyla fotograflar
cekilerek 1 saat boyunca belirli araliklarla kaydedildi ve RGB(Red-blue-green)

degerleri ImageJ kullanilarak analiz edildi.

3.3.4 Elektrokimyasal biyosensor yiizeyinin modifikasyonu

Baslangicta, E. coli antikorlar1 (25 pg/ml) ekran baskili altin elektrotlara
(SPGE) adsorbe edildi ve tanmima katmani olarak biyomolekiillerin
immobilizasyonu i¢in beklemeye birakildi. Daha sonra elektrot yiizeyi,
baglanmamis biyomolekiilleri uzaklastirmak i¢in 1,0 M PBS tamponu ile
durulandi. Bu adimin ardindan, spesifik olmayan etkilesimleri bloklayarak
onlemek icin BSA ¢ozeltisi (%2,5) damlatildi ve ardindan ortam kosullarinda 15
dakika kurumaya birakildi (Cimafonte et al., 2020). Daha sonra baglanmayan
BSA’nin uzaklastirilmasi amaciyla PBS ile yikandi. Son olarak, E. colimnin farkli
konsantrasyonlart (10' ila 100) kob/mL) 6 mM BQ ile reaksiyona sokuldu,
elektrotlara  damlatildi  ve antikor/analit tamima reaksiyonu yoluyla
biyofonksiyonel yiizeyler tarafindan secici yakalama i¢in 30 dakika boyunca
inkiibe edildi Bakteriyel inkiibasyondan yoksun bir biliylime ortami, negatif
kontrol olarak gorev yapti. Her modifikasyon adimi DPV, CV ve EIS teknigi ile

izlendi ve her modifikasyon adim1 Sekil 3.1° de 6zetlenmistir.
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Sekil 3. 1 E. coli bakterisinin tespit edilmesi amaciyla gelistirilen elektrokimyasal biyosensor
sisteminin yiizey modifikasyonu.

3.3.5 Elektrokimyasal biyosensoriin analitik performans calismalar

Tasarlanan biyosensor sisteminin analitik ¢aligmalarinda biyosensor sistemi
icin kalibrasyon grafigi olusturuldu. Ayrica biyosensoriin calisma araligi,
dedeksiyon limiti (LOD), tekrarlanabilirlik ve varyasyon katsayis1 hesaplandi.
Tasarlanan biyosensor sisteminin ilk olarak kalibrasyon grafigi olusturuldu.
Calisma tamponunda hazirlanan 1x10'ile 1x10° arasinda degisen derisimlerinde
E. coli bakteri ¢ozeltisi hazirlanarak 6mM BQ ile tepkimeye sokuldu. Daha sonra
(Au/Antikor/BSA) elektrot ylizeyine immobilize edildi ve DPV teknigi ile
Olctimler gerceklestirildi. Kalibrasyon grafigi, ylizeye eklenen FE.coli-BQ
konsantrasyonlarina karsi, antikor ve analit arasindaki sinyal farklar ile elde

edildi.

Dedeksiyon limitinin belirlenmesi i¢in antikor ile modifiye edilmis
(Au/Antikor/BSA) elektrot yiizeyine E.coli-BQ eklendi ve art arda 10 kere DPV
Olctimii alind1 ve elde edilen sonuglarin standart sapmasi hesaplandi. Dedeksiyon
limiti degeri [(3X Standart sapma)/m degeri] formiilii ile hesaplandi.
Biyosensoriin lineer tayin araliginin orta noktasi olarak segilen 1x10° ile modifiye
edilmis (Au/Antikor/BSA) elektrot yiizeyine eklendi ve art arda 10 kere DPV

Ol¢timii alind1. Tekrarlanabilirlik degeri elde edilen standart sapmasi olarak kabul
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edildi. Varyasyon katsayis1 ise [Standart sapma/ortalama)X 100] formiili ile
hesaplandi.

3.3.6 Girisimci molekiillerin etkisi

Tasarlanan biyosensoriin £.coli-BQ'a spesifik oldugunu belirlemek amaciyla
girisimci deneyleri gergeklestirildi. Kullanilan tamponun etkisini gérebilmek igin
PBS, E. coli ortaminin baglantiya etkisi icin MHB ortami, 6lii hiicrelerin etkisini
gozlemlemek i¢in otoklavlanmis E. coli, su analizlerinde en ¢ok goriillen diger
bakteri oldugu icin S. aureus ATCC 25923 girisimci molekiiller olarak
secildi. Tim girisimci molekiillerin  ¢ozeltileri  (Au/Antikor/BSA) elektrot
yiizeyine uygulandi. DPV, CV ve EIS dl¢iimleri alinarak E.coli-BQ ile elde edilen

sonuclarla karsilastirildi.

3.3.7 Secicilik

Tasarlanan elektrokimyasal biyosensoriin E. coli- BQ Ol¢limlerinde daha
etkili olup olmadigimi kanitlamak i¢in E. coli, E.coli-S. aureus, E. coli-S. aureus-
BQ, S.aureus-BQ oOrnekleri1 hazirlandi ve SPGE/Antikor/BSA yiizeyinde

denemeleri yapildi.
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4.BULGULAR

4.1 Benzokinon Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Ilk olarak &nerilen deneyin duyarhiligi iizerinde BQ konsantrasyonunun
etkisini degerlendirmek i¢in ¢esitli BQ konsantrasyonlar1 ( 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9
ve 10 mM) hazirland1 ve E. coli (1x10° kob/mL) iceren numunelerle test edildi.
Inkiibasyondan sonraki renk degisimi bir saat i¢inde farkli zaman noktalarinda (2,
5, 10, 15, 20, 30, 45 ve 60 dakika) fotograflandi. Sekil 4.1 A‘da 5 dakikalik
inkiibasyondan sonraki renk degisimini gdstermektedir; kirmizi renk
yogunlugunun daha yiiksek BQ konsantrasyonlariyla arttigi goriildii. Sekil 4.1
B‘de farkli konsantrasyonlardaki BQ’nun CV egrileri gosterilmistir. Bu egrilerin
redoks pikleri artan BQ konsantrasyonlariyla artmustir. 10° kob/mL E. coli ile
kanstirllmis farkli konsantrasyonlardaki BQ'nun CV egrileri Sekil 4.1 C’de
gosterilmistir. PBS'li BQ ile BQ ve E. coli igeren Ornekler arasindaki farki
degerlendirmek icin oksidasyon-pik farklari Sekil 4.1 D'de gosterilmistir. Bu
degerler 1 ile 6 mM BQ konsantrasyonlar1 arasinda énemli bir artig gostermistir,
ardindan 6 mM'den sonra kademeli bir azalma olmustur. Sonug¢ olarak, genis
tespit araliglr nedeniyle 6 mM, E. coli tespiti i¢in optimum BQ konsantrasyonu

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4. 1 (A) E. coli ile BQ'nun 5 dakikalik inkiibasyondan sonra kolorimetrik optimizasyon
sonuglart. (B) Farkli konsantrasyonlarda BQmun CV egrileri (C) E. coli ile farkh
konsantrasyonlarda BQmun  inkiibasyondan sonra CV egrileri. (D) E. coli ile farkh
konsantrasyonlarda BQ'nun inkiibasyondan sonra sonuglarmin karsilagtirilmasi. Tim
konsantrasyonlarin ortalamalar1 ve standart sapmalari ii¢ tekrarli deneyden alinmistir.(CV
6lgtimleri 50 mV/s tarama hizinda 0,4 V ile 0,8V arasinda potansiyel araliginda gergeklestirildi)

4.2 E.coli’nin Kolorimetrik Tespiti

Optimum BQ konsantrasyonu belirlendikten sonra, E. coli 6rnekleri farkl
konsantrasyonlara seyreltilerek PBS ile hazirlandi. Sekil 4.2 A’da gosterildigi
gibi, 1x10' ile 1x100J kob/mL aralifinda bir renk gradyani elde edildi ve bu
gradyan RGB analizi kullanilarak degerlendirildi. Bu analiz yontemi, akilli
telefonla kolayca uygulanabilecek bir sistem sunmaktadir; renk degisiklikleri
ciplak gozle dahi ayirt edilebilecek sekilde belirgindi. Tiim fotograflar beyaz 151k
altinda, 151k kutusunda cekilmis olup, goriintiiler bir akilli telefon yardimiyla
yakalanmigtir. 96 kuyucuklu plakalarda gozlemlenen renkler, E. coli

konsantrasyonu arttik¢a belirgin sekilde koyulasmistir.

Sekil 4.2 A’da, artan E. coli konsantrasyonunun, bakteri ve BQ arasindaki
etkilesimden kaynaklanan renk koyulagmasina yol agtigi goriilmektedir. Ayni
zamanda, Sekil 4.2 B’deki veriler, farkli konsantrasyonlardaki BQ 6rneklerine ait

RGB analizine ait kalibrasyon grafigi gosterilmistir. Cv sonuglariyla uyumlu
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olarak 6mM BQ konsantrasyonun renk analizi de olduk¢a iyi sonu¢ vermektedir.
Sekil 4.2 C’de test 6rnegindeki bakteri konsantrasyonunun, Imagel yazilimi
kullanilarak analiz edilen RGB degerlerine ait kalibrasyon grafigidir. R* degeri
0,9863 ¢ikmistir bu renk analizininde oldukg¢a tutarli bir sonu¢ verdigini
gostermektedir. Ayni zamanda analiz edilen renk yogunluguna dayali olarak
bakteri konsantrasyonunun tahmin edilebilecegini gostermektedir. Bu renk tabanl
analiz yontemi, ozellikle mikrobiyoloji ve cevresel izleme gibi ¢esitli alanlarda
uygulama potansiyeline sahip olup, bakteriyel konsantrasyonlari 6l¢mek igin

pratik bir yontem sunmaktadir.

Ayrica, olast karismalarin 6niine gegmek amaciyla farkli maddelerle kontrol
testleri de yapilmistir. Steril PBS, bakteri icermeyen sterii MHB ortami,
otoklavlanmis (inaktif hale getirilmis) E. coli ve canli S. aureus ATCC 25923
bakterileri, BQ ile kolorimetrik reaksiyonlari acisindan test edilmistir.
Benzokinon, RGB analizinde hesaba katilan dogal hafif sar1 tonunun disinda, bu
ortamlarda herhangi bir renk iiretmemistir. Sekil , bu farkli maddelerin BQ ile
etkilesimine dair renk degisimlerini gostermektedir. Bu sonuglar, yonteminin

ozgiilliigiinii ve giivenilirligini artiran 6nemli bir bulgu olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4. 2 A) 1,0 x 10" ila 1,0 x 10° kob/mL konsantrasyon arahginda E. coli'nin kolorimetrik
tespiti. B)Farkli BQ konsantrasyonlarinda RGB analizine gore renk yogunlugu kalibrasyon egrisi.
C) Farkli E. coli konsantrasyonlarmm 6mM BQ ile inkiibasyonunun RGB analizine gore
kalibrasyon egrisi D)Girisimci olarak sirasiyla steril PBS, bakteri icermeyen steril MHB ortami,
otoklavlanmis E. coli ve canlt S. aureus bakterisinin 6mM BQ ile reaksiyonunun kolorimetrik
tespiti
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4.3 Elektrokimyasal Biyosensor Sisteminin Optimizasyonu

4.3.1 Antikor Konsantrasyonu Optimizasyonu

Tasarlanan biyosensor sisteminde, E. coli antikoru farkli konsantrasyonlarda
(1000, 500, 100, 50, 25, 10 pg/ml) PBS tamponunda hazirlandi. Hazirlanan
antikorlar, optimum etkilesim siiresini saglamak i¢cin SPGE yiizeyine eklendikten
sonra 30 dakika inkiibe edildi. Antikorlar elektrotlara baglandiktan sonra
gerceklestirilen CV olgiimleri Sekil 4.3°de gosterilmistir. CV 6l¢limlerinde anodik
pik akimi (Ipa) ve katodik pik akimi (Ipc) degerleri sirasiyla kaydedildi. Tablo
4.1°deki verilerde antikor konsantrasyonlarina goére Ipa, Ipc ve potansiyel
farklarina  ait  veriler  goOsterilmistir. ~ Bulgular, 25 pg/ml  antikor
konsantrasyonunun, hem yiiksek oksidasyon ve rediiksiyon akimlari hem de
disik potansiyel farki (DE) ile en iyl biyosensdr yamitini sagladigini
gostermektedir. Bu sonug, 25 pg/ml konsantrasyonunun biyosensor sistemi igin en
uygun antikor miktarin1 sagladigin1  gostermektedir. Bu durum, antikor
konsantrasyonunun spesifik E. coli hedeflerine baglanma kapasitesini artirarak

biyosensor hassasiyetini optimize ettigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4. 3 SPGE ylizeyine eklenen farkli antikor konsantrasyonlarinin optimizasyon sonuglari (CV
Olciimleri 50 mV/s tarama hizinda -0,3 V ile 0,6V arasinda potansiyel aralifinda gerceklestirildi)

Tablo 4. 1 Antikor optimizasyonundan CV sonuglarinin anodik pik akimi, katodik pik akimi ve
potansiyel farkinin sayisal verileri

Antikor Konsantrasyonu Ipa(pA) | Ipc(pA) | DE(mV)
1 mg/ml 3.236 -4.611 145
500 pg/ml 3.875 -4.852 101
100 pg/ml 4.301 -5.008 99
50 pg/ml 4.577 -5.434 102
25 pg/ml 7.340 -7.697 87
10 pg/ml 6.685 -6.945 93

4.3.2 BSA Konsantrasyonu Optimizasyonu

Tasarlanan elektrot yiizeyinde E. coli antikoru (25 pg/ml) eklendikten sonra
bloklama i¢cin BSA kullanildi. %1, %2, 9%2,5 konsantrasyonlarinda BSA
hazirland1 ve antikorlu yiizeyin iizerine eklendi 15 dakika bekletildi. BSA
bloklamasindan sonra CV &lgiimleri alindi, Ipa ve Ipc degerleri kaydedildi. CV
Olctimleri  Sekil 4.4‘de gosterilmistir. Tablo 4.2‘deki verilerde BSA
konsantrasyonlaria gore Ipa, Ipc ve potansiyel farklarina ait veriler gosterilmistir.
Grafik ve tablo verilerine gore, %2.5 BSA konsantrasyonu, en yiiksek oksidasyon

(Ipa: 6.471 pA) ve rediiksiyon (Ipc: -6.829 pA) akimlarini saglamistir. Bu
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bulgular, yiikksek BSA konsantrasyonlarinin sensor yiizeyinde antikor

baglanmasini iyilestirerek elektrokimyasal yanit1 optimize ettigini gostermektedir.

10
— BSA(%2.5)
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BSA(%1)

AKkim (ApA)
(=)
|

T T T T
0.0 0.5
Potansiyel (V)

Sekil 4. 4 SPGE /Antikor ylizeyine eklenen farkli BSA konsantrasyonlarinin optimizasyon
sonuglart (CV odlglimleri 50 mV/s tarama hizinda -0,3 V ile 0,6V arasinda potansiyel araliginda
gerceklestirildi)

Tablo 4. 2 SPGE/Antikor yiizeyine BSA optimizasyonundan CV sonuglarinin anodik pik akimi,
katodik pik akimi ve potansiyel farkinin sayisal verileri

BSA
Konsantrasyonu Ipa(nA) | Ipc(nA) | DE(mV)
1% 3.092 -4.842 105
2% 4.424 -5.140 97
2.5% 6.471 -6.829 127

4.4 Elektrokimyasal Biyosensoriin Karakterizasyon Sonuc¢lari

Biyosensorlerin karakterizasyon c¢alismalarinda CV ve EIS teknikleri sikca
kullanilir. Bu tez kapsaminda da, tasarlanan biyosensdriin ara yiizey ozellikleri
hakkinda bilgi sahibi olmak amaciyla CV ve EIS tekniklerinden yararlanilmistir.
Sekil 4.5'de, SPGE, SPGE/Antikor, SPGE/Antikor/BSA, SPGE/Antikor/BSA/BQ
ve GE/Antikor/BSA/E. coli-BQ i¢in CV sonuglar1 gosterilmektedir. Beklendigi
gibi, hacimli gruplar redoks probunun transferini engelledik¢e anodik ve katodik
akim tepeleri azaldi. Antikorlarla modifikasyon iizerine, ¢iplak GE'ye kiyasla tepe

akimlarinda belirgin bir azalma vardi. Bu, antikorlarin elektrot ylizeyini kismen
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kapladigimi  ve  elektron transferine engel olusturdugunu  gosterir.
SPGE/Antikor/BSA incelendiginde, BSA molekiillerinin ek tabakasi elektron
transferini daha da engelleyerek tepe akimlarinda daha fazla azalmaya yol agt.
SPGE/Antikor/BSA/E. coli-BQ ile son modifikasyon, E. coli'nin basarili adim
adim islevsellestirilmesi ve spesifik yakalanmasiyla tutarli olarak daha da onemli
bir akim azalmasi gosterdi. Ek olarak SPGE/Antikor/BSA/BQ olgiimleri ile
anodik ve katodik akim tepeleri artti. Benzokinonun kullanildigr CV 6l¢iimlerinde
pik akimindaki artisin temel nedeni, benzokinonun redoks (indirgenme-
yiikseltgenme) oOzelliklerine dayanmaktadir. Benzokinon, indirgenebilir bir
bilesiktir ve elektrot yiizeyinde elektron alip vererek kolayca indirgenip

yiikseltgenebilir.

CV teknigi ile alinan 6l¢iimler i¢in katyodik pikler bos altin elektrot i¢in -
9,918 pA; SPGE/Antikor i¢in -7,964 nA; SPGE/Antikor/BSA i¢in -6,704 pA;
SPGE/Antikor/BSA/BQ -10,653 nA ve SPGE/Antikor/BSA /E. coli-BQ -6,154
pA  olarak bulundu. Anodik pikler ise bos altin elektrot i¢in 9,151 pA;
SPGE/Antikor i¢in 7,600 pA; SPGE/Antikor/BSA icin 6,276 uA;
SPGE/Antikor/BSA/BQ 10,329 nA ve SPGE/Antikor/BSA /E. coli-BQ 4,751
pA olarak belirlendi. Piklerdeki bu belirgin yiikselme ve diisiisler, Altin elektrot

yiizeyine uygulanan modifikasyon adimlarinin bagariyla gergeklestirildigini

kanitlamaktadir.
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Sekil 4. 5 Bos SPGE elektrot, antikor modifikasyonu sonras: (SPGE/Antikor), BSA bloklanmasi
ardindan (SPGE/Antikor/BSA) BQ eklenmesiyle (SPGE/Antikor/BSA/BQ) ve E .coli analitinin
eklenmesi sonrasinda (SPGE/Antikor/BSA/BQ-E.coli) elde edilen CV sonuglar1 (Olgiimler, 50
mV/s tarama hizinda -0,3 V ile 0,6 V arasinda potansiyel araliginda gergeklestirildi).
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CV sonuglarma ek olarak, yiizey karakterizasyonu i¢in EIS olgiimleri
yapildi ve Sekil 4.6'da 6zetlendi. EIS sonuglari, gdosterildigi gibi Warburg
empedanst (W), c¢ozelti direnci (Rs), kapasitans (C1) ve elektron transfer
direncinin degisimi (Rct) dahil olmak {izere elektrik devresini tasarlamak igin
kullanildi. Nyquist diyagrami bir elektrik yarim dairesidir ve Randle'in esdeger
devreleriyle degerlendirilmis ve uygulanmistir. EIS verileri CV sonuglariyla
uyumludur. E. coli-BQ, BSA ve antikor SPGE ylizeyine sabitlendiginde direng

degerleri artmistir ve bu da elektrot yiizeyinde basarili bir baglanma oldugunu

gostermistir.
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Sekil 4. 6 Bos SPGE elektrot; SPGE/Antikor; SPGE/Antikor/BSA; SPGE/Antikor/BSA/BQ
SPGE/Antikor/BSA/ BQ- E. coli modifiye elektrotlari igin EIS sonuglar1 (Olgiimler i¢in 0,18V’da
0,02Hz ile 10 Hz akim aralig1 kullanildi)

4.5 Elektrokimyasal Biyosensoriin Analitik Sonuclari

Tasarlanan E. coli biyosensoriiniin analitik 6zelliklerinin incelenmesi
amaciyla DPV teknigi kullanildi. Biyosensoriin her bir modifikasyon asamasi bu

teknikle takip edilmistir ve elde edilen sonuglar Sekil 4.7°de verilmistir. Altin
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elektrot yiizeyine antikor baglandiginda, DPV piklerinde bir azalma
gozlemlenmistir. Bu diisiis, antikorlarin ylizeye baglanmasiyla yilizeydeki yiik
aktariminin  kismen engellenmesine bagli olarak sinyalin zayiflamasiyla
iliskilendirilmektedir. BSA ile yiizey bloklama isleminin ardindan piklerdeki
diisiis devam etmistir, bu durum ise BSA’nin yiizeyi kaplayarak yiik transferini
daha da sinirlandirmast ile aciklanabilir. Ote yandan, yalmzca BQ eklendiginde
DPV piklerinde belirgin bir artis meydana gelmistir. Bu yiikselme, BQ’nun
yiizeyde oksitlenebilir bir bilesen olarak elektrot sinyalini artirmasi ile
iliskilendirilebilir. Son olarak, BQ ve E. coli bakterisinin antikor ile modifiye
edilmis ylizeye eklendiginde ise DPV piklerinde tekrar bir diisiis gozlemlenmistir.
Bu diisiis, bakteri-antikor kompleksinin olusumuyla ylizeydeki elektriksel

iletkenligin azalmasi ve yiik transferinin kisitlanmasiyla agiklanabilir.
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Sekil 4. 7 Bos SPGE elektrot; SPGE/Antikor; SPGE/Antikor/BSA; SPGE/Antikor/BSA/BQ
SPGE/Antikor/BSA/ BQ- E. coli modifiye elektrotlar i¢in DPV sonuglar1 (Olgiimler igin -0,2 V
dan 0,4 V’a potansiyel aralig1 kullanildi.)

4.5.1 Kalibrasyon Grafigi ve Dedeksiyon Limitinin(LOD) Belirlenmesi

SPGE/Antikor/BSA seklinde modifiye edilmis E. coli sensorlinlin analitik
performansimin  belirlenebilmesi icin 1x10' ve 1x10° kob/mL konsantrasyon

araliginda E. coli ve 6mM BQ c¢ozeltisi kanistirilarak yiizeye uygulanarak
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kalibrasyon grafigi olusturuldu. DPV teknigi kullanilarak antikor ile analit
sinyalleri arasindaki akim farki belirlendi. Kullanilan E. coli konsantrasyonlar1 x
ekseni, elde edilen akim farklar1 y ekseni olacak sekilde grafik olusturuldu. Dokuz
farkli E. coli konsantrasyonu uygulandiginda elde edilen DPV sinyalleri ile elde
edilen kalibrasyon grafigi  Sekil 4.8’de verildi. Bu sonuglara gore tasarlanan E.

coli sensoriiniin dogrusal tayin araligi 1x10' ve 1x10° kob/mL ve dogrusal esitlik

y=0,4261x + 0,7894 (R*= 0,98

) olarak belirlendi. LOD degeri biyosensor sisteminin duyarliliginin
Olciitiidiir. LOD degeri [(3xStandart Hata)/m | formiilii kullanilarak hesaplandi.
LOD degeri 0,57 kob/mL olarak belirlendi.
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Sekil 4. 8 A)Farkli konsantrasyonlarda E. coli’nin SPGE/Antikor/BSA yiizeyine eklenmesine ait
DPV sonuglari.B) SPGE/Ab/BSA sisteminin farkli E.coli-BQ analit konsantrasyonlarina karsi
kalibrasyon egrisi. Kalibrasyon egrisi DPV teknigi ile elde edildi.
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4.5.2 Tekrarlanabilirlik ve Varyasyon Katsayisi

Tasarlanan biyosensoriin varyasyon katsayist (%), ve tekrarlanabilirlik
(+SE) degerleri hesaplandi. Tekrarlanabilirlik (+SE) degerini hesaplamak icin 10
ardisik Ol¢lim yapildi ve £0,08 olarak bulundu. Ayrica, varyasyon katsayisi (%)
[(Standart Hata/Ortalama)>x100] formiilii kullanilarak hesaplandi ve %1,51 olarak

bulundu.

Tablo 4. 3 Tasarlanan E. coli biyosensorii i¢in bazi analitik parametreler.

Analitik Parametreler Degerler
Lineer Aralik(kob/mL) 1x10'-1x10’
Egim 0,4261
Egim Standart Sapma 0,016
Kesim Degeri 0,7894
Kesim Degeri Standard Sapma 0,093
Korelasyon Katsayisi 0,9895
Tekrarlanabilirlik 0,08
Varyasyon Katsayis1(%) 1,51
Dedeksiyon Limiti(LOD)(kob/mL) 0,57

4.5.3 Girisimci Molekiiller

Tasarlanan biyosensoriin E. coli-BQ icin 0zgiilliigiinii degerlendirmek
amactyla girisimci denemeleri gergeklestirildi. Kullanilan tamponun etkisini
degerlendirmek i¢in PBS tamponu ve kullanilan ortamin E. coli iizerindeki
etkisini degerlendirmek i¢cin MHB ortami test edildi. Otoklavlanmis E. coli
hiicreleri ve S. aureus bakterileri de girisimci molekiil olarak test edildi. Araya
giren molekiiller (SPGE/Antikor/BSA) igeren c¢ozeltiler elektrot yiizeyine
uygulandi. DPV, CV ve EIS olgiimleri alind1 ve E. coli-BQ i¢in elde edilen
sonuglarla karsilastirildi. Sonuglar su sekildedir: biyosensor tepkileri PBS igin
%8, MHB ortami i¢in %7, otoklavlanmis E. coli i¢in %5 ve S. aureus igin %9 idi
(Sekil 4.9 ). Tasarlanan biyosensor sistemi secilen girisimci molekiillere karsi
daha diisiik bir tepki gosterdi. Bu sonuglara dayanarak tasarlanan biyosensoriin E.

coli'nin tespitinde spesifik ve etkin bir sekilde kullanilabilecegi sonucuna varildi.
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Sekil 4. 9 E. coli biyosensdriiniin bazi analitlere karsi tepkileri; PBS, MHB besiyeri, otoklavlanmig
E. colive S. aureus, (Olgiimler DPV teknigi ile gerceklestirildi.).

4.6 Secicilik

Tasarlanan elektrokimyasal biyosensoriin, E. coli-BQ dlglimlerinde
etkinligini degerlendirmek amaciyla dort farkli 6rnek hazirlandi: E. coli, E. coli-
S. aureus karisimi, E. coli-S. aureus-BQ karisimi ve S. aureus-BQ. Tiim 6rnekler
SPGE/Antikor/BSA kaplanmis yiizey iizerinde analiz edildi.ilk olarak yiizeye
eklenen 10° kob/mL E.coli ile yapilan DPV sonuglarina gére BQ olmadan
yalnizca %45,8 oraninda bir verim sagladigini gosterdi. 10° kob/mL E. coli ve 10°
kob/mL S. aureus karisimi ylizeye eklendiginde ise verim %27,7 e diistii. E. coli-
S. aureus-BQ karisimi ylizeye eklendiginde ise, bakterilerin son konsantrasyonlari

seyreltildigi halde %49,9 oraninda bir verim elde edildi; bu durum, BQ’nun E.
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coli ile etkilesiminin tespit siirecindeki hassasiyeti artirdigii ortaya koydu. Ote
yandan, S. aureus-BQ ylizeye eklendiginde elektrot oOlgiimlerinde baglanma

gerceklesmedigi i¢in herhangi bir degisiklik gozlemlenmedi.

4.7 Elektrokimyasal Biyosensoriin Yiizey Alani

CV yontemi, Onerilen algilama sensoriiniin 6zelliklerini analiz etmek i¢in
kullanigli  bir yaklasimdir. Elektrokimyasal biyosensorlerde tarama hizi
degerlerinin  degistirilerek  Olclim  alinmasinin  temel nedeni, sistemin
elektrokimyasal dinamikleri hakkinda ayrintili bilgi edinmektir. Tarama hiz1
degisimi, elektrot yiizeyindeki yiik aktarim hizinin belirlenmesine ve biyosensor
performansinin farkli hizlardaki tepkisini gozlemlemeye olanak saglar. Tarama
hiz1 degistirilerek hem SPGE/ Antikor hem de SPGE/Antikor/BSA/BQ ile yapilan
modifikasyonun elektrodun performansit T{izerindeki etkisi tespit edildi.
SPGE/Antikor ve SPGE/Antikor/BSA/BQ i¢in farkli tarama hizlarinda
hesaplanan Ipa ve Ipc degerleri Tablo ve Tablo’da verilmistir. iki modifikasyon
adiminda da tepe akimi, tarama hizinin 0,01 ila 0,1 V/s araliginda artmasiyla artt1.
Dahasi, tepe akimi ile tarama hizinin karekokii arasinda dogrusal bir iligki
gozlendi. Ayr1 ayr1 ele alindiginda, elektrot modifikasyonunun farkli
adimlarinin goriinen elektroaktif yiizey alani, ¢iplak elektrot icin 0,017 cm? ile
sonuclandi. Antikor eklendikten sonra elektroaktif yiizey alanit 0,013 cmz’ye
diistii. Ancak yiizeye BSA ve BQ eklendikten sonra elektroaktif alan1 basariyla
0,021 cm?’ye ¢ikardi.

Antikor eklendikten sonra elektroaktif yilizey alanindaki azalma muhtemelen
antikor tabakasinin yalittim 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Antikorlar elektrot
ylizeyine baglandiginda, elektron transfer bolgelerini kismen bloke edebilir ve
elektrokimyasal reaksiyonlar i¢in mevcut etkin yiizey alanini azaltabilir. Bu etki,
iletkenligi azaltirken, biyosensor 6zgiilligii i¢in gerekli olan elektrot {izerinde

basarili antikor immobilizasyonunu dogrular.

BQ eklenmesinden sonra elektroaktif yiizey alanindaki artis, BQ
molekiillerinin redoks-aktif dogasina atfedilebilir. Benzokinon, geri doniisiimli

olarak redoks reaksiyonlarina girme yetenegi nedeniyle elektrot yiizeyinde
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elektron transferini kolaylagtirabilir. Bu 0Ozellik, elektrot ile ¢dzeltideki
elektroaktif tlirler arasindaki elektron transfer kinetigini artirarak redoks islemi
icin mevcut aktif bolgeleri etkili bir sekilde genisletir. Dahasi, elektrot yiizeyinde
BQ'mun varligi, elektron transfer merkezlerinin yogunlugunu artirarak modifiye
edilmis elektrotun iletkenligini ve elektrokimyasal aktivitesini iyilestirir. Sonug
olarak, genel elektroaktif yiizey alani daha biiyiikk goriiniir ve hem igsel ylizey
alanin1 hem de redoks-aktif BQ molekiillerinden gelen ek katkiy1 yansitir. Bu
nedenle, bu modifikasyon adimi, sonraki elektrokimyasal uygulamalar icin

elektrotun hassasiyetini ve verimliligini artirmada kritik neme sahiptir.

Tablo 4. 4 Antikor optimizasyonundan farkli tarama hizlarindaki CV sonuglarinin anodik pik

akimu, katodik pik akiminin sayisal verileri

Ipc Ipa

0.01 V/s 2,4577 -2,959
0.015 V/s 3,15894 -3,63363
0.02 V/s 3,83758 -4,3086
0.025 V/s 5,06379 -5,56447
0.03 V/s 6,22156 -6,52387
0.035 V/s 5,64554 -7,41795
0.04 V/s 6,59158 -7,38695
0.045 V/s 6,57966 -7,60487
0.05 V/s 7,00024 -7,97823
0.055 V/s 7,84948 -8,04832
0.06 V/s 8,31536 -8,20282
0.065 V/s 8,74642 -8,32394
0.07 V/s 8,86706 -8,45793
0.075 V/s 9,38205 -8,61338
0.08 V/s 9,74683 -8,75596
0.085 V/s 10,0224 -8,9033
0.09 V/s 10,3248 -9,09499
0.095 V/s 10,7654 -9,34628
0.1 V/s 11,1411 -9,61474
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Tablo 4. 5 SPGE/Antikor/BSA yiizeyine BQ optimizasyonundan farkli tarama hizlarindaki CV
sonuglarinin anodik pik akimi, katodik pik akiminin sayisal verileri

Ipc Ipa

0.01 V/s 2,4154 -3,026

0.015 V/s 3,34653 -3,7006
0.02 V/s 4,2889 -4,4248
0.025 V/s 5,18682 -5,1892
0.03 V/s 6,31549 -6,078

0.035 V/s 7,27823 -6,9626
0.04 V/s 8,9567 -8,3888
0.045 V/s 10,1264 -9,4598
0.05V/s 11,2398 -10,268
0.055 V/s 12,6627 -11,469
0.06 V/s 13,7332 -12,269
0.065 V/s 14,8495 -13,128
0.07 V/s 14,8657 -13,248
0.075 V/s 15,9853 -14,038
0.08 V/s 16,0325 -14,156
0.085 V/s 17,2651 -14,939
0.09 V/s 17,2246 -15,022
0.095 V/s 18,4706 -15,784
0.1 V/s 18,4382 -15,929
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Sekil 4. 10 A)Antikor optimizasyon adiminin farkli tarama hizlarinda CV analizi. B)Tepe
akimlarinin tarama hizinin karekokiine karsi ¢izimleri.C)BQ optimizasyon adiminin farkli tarama
hizlarinda CV analizi. D)Tepe akimlarinin tarama hizinin karekokiine karsi ¢izimleri.
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Sistemleri ile

Tablo 4. 6 E. coli tespiti igin elektrokimyasal biyosensorler

Tasarlanan Biyosensoriin

Hedef Biyoreseptor Elektrot Tespit Lineer Referans
Analit Stiresi Aralik
(kob/mL)
E.coli - ITO/PET/ E.coli/BQ 60 1.0x10° (Sun et al.,
(ATCC2592 dakika - 2019)
2), 1.0x10°
E.coli
O157:H7
(NCTC1290
0)
E. coli (DH | - GCE/E.coli/BQ 60 - (Yu et al.,
Sa) dakika 2021)
E. coli Antikor PEM/SiO,- 5-30 10°-1000 | (Mathelié-
NPs'/Ab/BSA/E.coli dakika Guinlet et
al., 2019)
E. coli Antikor GCE/Au@MoS,- 30 10-10’ (Raj et al.,
PANI/MPA/Ab/BSA/E. coli dakika 2021)
E. Antikor SPE/AuNP/NHS/Ab/ E. 30 10-10° (Vu et al.,
coli 0157 coli 0157 dakika 2021)
E. coli | Antikor SPCE/ Fe;04,@Au MNP-Ab- | - 20-2x10° | (Bazsefidp
O157:H7 C/ E. coli O157:H7/Ab-D+ HRP- ar et al,
Ab/TMB 2023)
E. coli Antikor ITO/PS/Avidin/Antikor/E.coli | - 10'-10° (Eksi et
/Ag@Au al., 2014)
E. coli Antikor SPCE/AuNRs/MUA/EDC- | 40 10-10° | (Panhwar
NHS/Avidin/Antikor/BSA/E.coli dakika et al.,
2021)
E. coli Antikor GE/AuNP-SWCNTs/Capture | - 1.5 x 10— | (Zheng et
Antikor/BSA/ E.coli/Pt-Ni@erGO 1.5x 107 | al., 2023)
E.coli O157 | Aptamer GCE/AuNP/Kimerik - 15x10" [ (Z. Li et
:H7 protein/ cDNA/Aptamer - al., 2022)
1.5 % 10°
E.coli O157 | Aptamer GCE/CDs-Fe;04/EDC- 40 (Lin et al.,
:H7 NHS/Prob DNA/ E. coli O157:H7 dakika 10-107 | 2021)
E.coli O157 | Antikor SPE/ m- 20-60 10x 10° (Xiao et
:H7 COF@IgY/FBA/E.coli dakika al., 2022)
E. coli Antikor GCE/ B, N- GQDs/EDC- - 0.5 x 10' | (Ganesan
NHS/IgY Ab/BSA/ E. coli - 10’ et al.,
2024)
E. coli Antikor SPGE/Antikor/BSA/BQ-E. 30 1x10'- Bu ¢aligma
coli dakika 1x10°

Cams1 karbon elektrot (GCE); Polielektrolit katman(PEM); Antikor(Ab); Bovin serum albumin (BSA);
Polianilin (PANI); Merkaptopropionik asit (MPA);Ekran baskili elektrot (SPE);Ekran baskili karbon
elektrot(SPCE); Altin nanoparcaciklar (AuNP);manyetik kovalent organik yap1 (m-COF)Bor ve Azot katkili
Grafen Kuantum Noktalar1 (B, N-GQDs)




41

E. coli, halk saglig1 agisindan tespit edilmesi biiyiik 6nem tasiyan patojenik
bakterilerden biri olup, bu amagla bugiine kadar literatiirde bir¢ok farkli sensor
sistemi gelistirilmistir. Bu tez kapsaminda gelistirilen biyosensor sistemi,
literatiirde mevcut diger sensOr sistemleriyle Tablo 4.6’da detayli olarak
karsilastirilmistir. Gelistirilen sensor, elektrot yiizeyinin tasariminda pahali ve
zaman alic1 materyallerin kullanimini gerektirmemesi acisindan, diger ¢alismalara
kiyasla daha ekonomik ve pratik bir yapiya sahiptir. Bunun yani sira, bu
caligmada elde edilen tespit siiresinin kisaligi, E. coli varlhiginin hizli bir sekilde
saptanabilmesi i¢in belirgin bir avantaj saglamakta ve baz1 mevcut sistemlere gore
Oonemli bir zaman tasarrufu sunmaktadir. Calismanin genis ve duyarli bir lineer
aralik sunmasi ise, E. coli tespiti i¢in yiiksek spesifiklik ve dogruluk gosterdiginin
bir kanitidir. Tim bu 6zellikler, gelistirilen biyosensor sisteminin hem maliyet
etkin hem de zaman agisindan avantajli bir alternatif oldugunu ve E. coli gibi
patojenlerin hizl ve giivenilir bir sekilde tespit edilmesinde dnemli bir potansiyele

sahip oldugunu gostermektedir.
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5. GENEL DEGERLENDIRME

Bu tez ¢alismasinda, diinyada hizla artan biyogiivenlik tehditleri ve 6zellikle
gida ve su kaynakli bulagic1 hastaliklara yol acan patojenlerin hizli tespiti
konusuna ¢6ziim sunmayr amaglayan yenilik¢i bir yaklagim gelistirilmistir.
Escherichia coli bakterisinin hizli ve giivenilir bir sekilde belirlenebilmesi i¢in
hem kolorimetrik hem de elektrokimyasal temelli benzokinona dayali tespit

sistemleri tasarlanmistir.

Tez calismasi, mevcut patojen tespit yontemlerinin zaman alici, yiiksek
maliyetli ve laboratuvar ortami gerektiren yapisina alternatif olarak, taginabilir ve
hizli sonu¢ verebilen bir biyosensor ¢oziimii sunmayi hedeflemektedir. Bu
baglamda, E. coli’nin 6zgll olarak taninmasi i¢in kullanilan antikor temelli
biyosensor yaklasimi sayesinde yiiksek hassasiyet ve secicilik elde edilmistir.
Elektrokimyasal sensorlerde redoks ajani olarak tercih edilen benzokinon, E.
coli’yi diger bakterilerden ayirt edebilen Ozelliklere sahip olmasi sayesinde
analitik sistemin bagarisini artirmigtir. Renk analizine dayali kolorimetrik sistem,
ciplak gbzle veya temel bir renk analiz programiyla hizli bir sekilde tespit imkani
sunmaktadir. Kolorimetrik sistemde, benzokinonun E. coli varliginda olusturdugu
renk degisimleri incelenmis ve optimal renk degisimlerinin elde edilmesi igin

gerekli kosullar belirlenmistir.

Gelistirilen biyosensor sisteminin analitik performansi detayli olarak
incelenmis ve genis bir lineer ¢aligma araligi ile diisiikk bir tespit limiti (0,57
kob/mL) elde edilmistir. Tezde ayrica biyosensoriin segicilik, tekrarlanabilirlik
gibi O6nemli performans kriterleri iizerine analizler yapilmistir. Farkli girigim
yaratan molekiillerle yapilan testlerde biyosensoriin 6zgiilliigii dogrulanmus;
ornegin, Staphylococcus aureus gibi bakterilerle karsilastirildiginda yalnizca E.
coli’'ye 0ozgii bir yanit elde edilmistir. Ayrica biyosensdr yiizeyinde
gerceklestirilen antikor modifikasyonlar1 ve bloklama adimlari, spesifik olmayan

baglanmalar1 en aza indirerek sinyal giivenilirligini artirmistir.

Kolorimetrik yontem ile hizli bir gorsel tespit saglanmasi, biyosensoriin

sahada kullanim potansiyelini artirirken, elektrokimyasal sistem ise daha diisiik
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tespit limitleri ile hassas analizler yapilabilmesine olanak tanimaktadir. Her iki
yontemin de basarili bir sekilde uygulanabilir olmasi, biyosensor sisteminin farkli
alanlarda kullanilabilirligini saglamaktadir. Bu baglamda calisma, E. coli ve
benzeri patojenlerin tespitinde etkili, yenilik¢i ve uygun maliyetli bir yontem

sunarak bir¢ok alanda uygulanabilir bir potansiyele sahiptir.

Sonu¢ olarak, gelistirilen bu biyosensoér sistemlerinin gelecekte saha
uygulamalarinda kullanilabilirligi i¢in 6nemli bir temel olusturdugu, endiistriyel
uygulamalara uyarlanabilmesi ve taginabilir hale getirilmesi ile toplum sagligina

katk1 sunacag1 dngoriilmektedir.
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