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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

PESTISIT TAYINi iCIN APTAMER TEMELLI ELEKTROKIMYASAL BIYOSENSORLERIN
HAZIRLANMASI

Mustafa Barigs KOCER

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Sule PEKYARDIMCI

Bu calismada, gidalarda ve atik sularda sik rastlanan ve insanlarda kalici hasara sebep olan pestisitlerden
biri olan asetamipritin hizli, duyarli ve giivenilir bir sekilde tespiti i¢in aptamer temelli bir biyosensor
gelistirilmesi amaglandi. Bu amacla, 6nemli bir pestisit tiirii olan asetamipritin tayini i¢in aptasensor
gelistirildi. Bu pestisitin tayini i¢in 6ncelikle asetamiprite 6zgii SELEX (Systematic Evolution of Ligands
by Exponential Enrichment) yontemiyle se¢ilmis tiyol grubuna sahip aptamerin (Aptl) altin nanopartikiil
ve poli 5-amino-2-merkapto-1,3,4-tiyadizol (PAMT) ile modifiye edilerek perde baskili karbon
elektrotlarin (SPE) yiizeyine baglanmasi saglandi. Ardindan ylizeye bagli aptamer, asetamiprit ile
etkilestirildi. Aptl’den farkli bir dizilimde olan ve biyotin ile isaretli aptamer 2 (Apt2) de analit ile
etkilestirildikten sonra enzim isaretli basamaga gecildi. Bu basamakta yiizeye bagl ikinci aptamer biotin
ile modifiye oldugundan streptavidin-alkalen fosfataz (strep-ALP) konjugati ile etkilesim sonucu alkalen
fosfataz yilizeye baglandi. Alkalen fosfatazin a-naftil fosfat ile etkilesimi sonucu olusan {iriin elektroaktif
oldugundan alfa naftol lizerinden asetamiprit tayini yapildi. Gelistirilen aptasensoriin c¢aligma araligi
5x1072- 5x10™%° M, gbzlenebilme sinirt 1,5x10™2 M, tekrar iiretilebilirlik calismalarinda elde edilen bagil
standart sapma %7,00 olarak belirlendi. Ayrica, gelistirilen yontemin asetamiprit i¢in iyi bir segicilik ve
iyi bir tekrarlanabilirlik gosterdigi ve tatmin edici sonuglarla gercek 6rneklerdeki asetamiprit tayininde

kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Haziran 2017, 79 sayfa

Anahtar Kelimeler: Asetamiprit, Aptamer, Biyosensor, Elektrokimya, Perde Baskili Elektrot.



ABSTRACT

Master Thesis

PREPARATIONS OF ELECTROCHEMICAL BIOSENSORS BASED ON APTAMER FOR
PESTICIDE DETECTION

Mustafa Barigs KOCER

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Sule PEKYARDIMCI

In this study, it was aimed to develop an aptamer-based biosensor for rapid, sensitive and reliable
detection of acetamiprid, one of the pesticides which is common in food and wastewater and causes
permanent damage in humans. For this purpose, an aptasensor was developed for the determination of
acetamiprid, an important pesticide species. Firstly, for the determination of this pesticide, thiol modified
primary aptamer (Aptl), special to acetamiprid and selected by using SELEX (Systematic Evolution of
Ligands by Exponential Enrichment) method, was provided to bind onto the surface of gold nanoparticles
and poly-5-amino-2-mercapto-1,3,4-thiadizole (PAMT) modified screen printed electrodes (SPE). Then,
surface-bound aptamer was interacted with acetamiprid. After the biotin-labeled aptamer 2 (Apt2), which
has a different sequence than Aptl, was then interacted with the analyte, then enzyme labeled step was
performed. In this step, alkaline phosphatase was bound to the surface by means of the interaction
between Apt2 labeled with biotin and streptavidin-alkaline phosphatase (strep-ALP) conjugate. The
determination of acetamiprid was performed by using the electroactive property of a-naphthol which is
acquired product from the interaction between alkaline phosphatase and a-naphthyl phosphate. The
working range of the developed aptasensor was determined as 5x10™*? - 5x10™%, limit of detection was
1,5x10™2 M and the relative standard deviation obtained in the reproducibility study was 7,00%. It was
also found that the developed method showed good selectivity and good reproducibility for acetamiprid

and could be used in the determination of acetamiprite in real samples with satisfactory results.

June 2017, 79 pages

Key Words: Acetamiprid, Aptamer, Biosensor, Electrochemistry, Screen Printed Electrode.
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1. GIRIS

Biyosensorler biyolojik, kimyasal ya da biyokimyasal sinyali dlciilebilir ve islenebilir
elektriksel sinyale doniistiirebilen, fiziksel veya kimyasal c¢evirici ile birlestirilmis
biyolojik algilama materyali i¢eren analitik cihazlardir. Biyosensorlerde kullanilan
biyoalgilama materyallerine ornek olarak enzimler, antikorlar, niikleik asitler, tam
hiicreler, reseptorler, dokular, organeller verilebilir. Son yillarda biyosensor
teknolojisinde 6nemli gelismeler kaydedilmistir. Bu biyosensdrler tip, tarim, eczacilik,
savunma, nanobiyoteknoloji, ila¢ sanayi ve gida giivenliginin saglanmast gibi bir¢ok

alanda yaygin olarak kullanilmaktadir (Freire vd. 2003).

Aptamerler kendilerine 6zgii 6zellikler tasiyan, belirgin ii¢ boyutlu yapilariyla hedef
molekiile giiclii ve secimli bir sekilde baglanabilme yetenegine sahip tek sarmal yapida
sentetik  oligoniikleotitlerdir. Tamima yiizeyi olarak aptamerlerin kullanildig:
biyosensorlere aptasensorler adi verilmektedir. Aptasensorler, tipta, tarimda, eczacilikta,
ilag sanayisinde ve bir¢cok endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Son
yillarda aptasensorler dopamin, trombin ve L-triptofan gibi pek ¢ok biyolojik bilesenin
tayininde, toprak, hava ve suda bulunan pestisitlerin diisiik miktarlarda belirlenmesinde,
ila¢ sanayinde ve gida giivenliginin saglanmasinda siklikla kullanilmaktadirlar (Wang
vd. 2015).

Gida maddelerinin iiretimi, tiikketimi, depolanmalar1 esnasinda gidalara zarar veren
mikroorganizma ve zararhilari uzaklastirmak veya yok etmek amaciyla kullanilan
kimyasal ya da biyolojik iiriinlerin tiimiine pestisit ad1 verilmektedir. Pestisitlerin asirt
ve bilingsiz bir sekilde kullaniminin insan sagligma ve cevreye olumsuz etkileri
bulunmaktadir. Pestisitlerin denetimsiz ve bilingsiz bir sekilde kullanilmasi sonucunda
pestisitin  kendisi ya da donilisiim friinleri gidalarda, toprak, su ve havada
kalabilmektedir. Bu nedenle, atik sularda, meyve ve sebzelerde pestisitlerin tayini,
saglik ve gida gilivenligli ile ilgili sorunlarin bilinmesi ve Oniline gecilebilmesi
bakimindan olduk¢a Onemlidir (Cetinkaya-Acar 2015). Gida analizlerinde pestisit
tayinleri genellikle HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ve GC-MS (Gas
Chromatography-Mass Spectrophotometry) gibi yontemler ile yapilmaktadir ancak bu



yontemlerin ge¢ cevap siireleri, uzmanlik gerektirmeleri ve kullanim alanlarinin kisith
olmas1 gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu nedenle, son yillarda sebze, meyve ve atik
sularda sik¢a rastlanan pestisit kalintilarinin tayini i¢in elektrokimyasal biyosensorler

gelistirilmistir.

Asetamiprit (ACE) yeni neonikotinoid sinifinda yer alan sistemik genis spektrumlu bir
insektisittir. Nispeten diisiik ve kronik memeli toksisitesi ve uzun siireli olmayan
kiimiilatif toksisitesinden dolayi, tarimsal iiriinlerde bulunan Hemiptera, Thysanoptera
ve Lepidoptera gibi bocek tiirlerinin kontrolii i¢in geleneksel insektisitlerin ve
organofsosforlarin yerini almistir (Seccia vd. 2005). Ancak, yaygin olarak kullanildigi
diisiiniildiginde, yeraltt1 sularinda serbest olarak bulunan asetamiprit tarafindan
kirletilen su ve gidalari tiiketen insanlar i¢in potansiyel saglik riski bulunmaktadir. Bu
nedenle, gidalarda ve ¢evrede yaygin olarak bulunan asetamiprit kalintilarinin 6l¢timii
icin basit, hizli, yiiksek duyarliliga sahip ve secici metotlarin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Son yillarda elektrokimyasal yontemler, hizli cevap siireleri, taginabilir
olmalari, diisiik maliyetli olmalari, gercek zamanl tayin yapilabilmeleri ve ¢evre dostu
olmalar1 gibi avantajlarindan dolay:1 asetamiprit ve diger pestisit tiirlerinin tayini i¢in en
umut verici teknolojilerden biri olarak kabul edilmektedirler (Fan vd. 2013, Zhang vd.
2014).

Bu tez ¢alismasinda, gidalarda ve atik sularda yaygin olarak bulunan ve insanlarda
kalic1 hasara yol agabilen bir pestisit tiirli olan asetamipritin hizli, duyarli ve giivenilir
tayini i¢in sandvig hibridizasyona dayali aptamer temelli elektrokimyasal bir biyosensor

gelistirilmesi amaglandi.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Biyosensorler

Biyosensorler, analiz edilecek madde ile se¢imli bir sekilde etkilesime giren biyoaktif
bir bilesenin, bu madde ile etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikardigi sinyalin iletici bir
sistemle birlestirilmesi ve bunlarin bir Ol¢lim sistemiyle kombine edilmesi ile
olusturulan analitik cihazlardir (Arya vd. 2006). Biyosensorler temel olarak; analiz
edilecek maddenin biyosensor yiizeyindeki biyobilesen (biyolojik tanima bdlgesi) ile
etkilesime girmesi sonucu transdiiser (sinyal cevirici) yiizeyinde analit miktariyla
orantilt bir sinyalin olusumu ve bu sinyalin 6l¢iim cihazina iletilmesi ilkesine dayanir.
Bir biyosensoriin amaci, bir veya bir grup analitin miktar1 ile orantili olarak siirekli

elektrik sinyali liretmektir.

| Biyosensér ‘
| Ornek ‘ | Biyoreseptor Transduser H Elektronik || Veriisleme
Enzimler
O—r Antibadiler Elektrodlar
AOA Niikleik asitler Transistérler
@0 L+ Mikroorganizmalar Termistérier
o A S Dokular i HUL_> Giiglendirici I|_> Mikroelektronik
Optik fiberler
ﬂ O Hiicreler
0 Piezoelektrik
A O0— Yapay biyolojik kristaller
reseptdrler

Sekil 2.1 Biyosensorlerin genel ¢alisma mekanizmasi (Velasco-Garcia ve Mottram 2003)

Genel olarak bir biyosensor; biyoelement (biyomolekiil), sinyal g¢evirici ve sinyal
okuyucu olmak iizere {i¢ temel bilesenden olusmaktadir. Bir biyosensorii olusturan
temel bilesenler; segici tanima mekanizmasina sahip bir biyoelement, bu biyoelementin
incelenen madde ile etkilesimi sonucu olusan fizikokimyasal sinyalleri elektronik
sinyallere dontistiirebilen bir ¢evirici ve sinyalleri 6lgen detektordiir. Bu bilesenlerden

en Onemlisi, analit ile secici ve tersinir bir sekilde etkilesime giren biyoelementtir



(Chaubey ve Malhotra 2002). Biyosensorlerde biyoelement olarak genellikle niikleik

asitler, hiicre ve dokular, antikorlar, enzimler ve mikroorganizmalar kullanilmaktadir.

Genel olarak biyosensorler g¢alisma prensiplerine gore; biyoafinite sensorleri ve
biyokatalitik sensorler olmak tizere iki gruba ayrilirlar. Biyoafinite biyosensorlerinde
biyoelement olarak genellikle antikorlar, DNA, lektin gibi molekiiller ve hormon
reseptorleri kullanilir. Biyoafinite esasli biyosensorler antijenlerin, hormonlarin,
glikoproteinlerin ve DNA pargaciklarinin  tanimlanmasinda  kullanilirlar. Bu
biyosensorlerde optik ve piezoelektrik cevirici sistemleri kullanilir (Mello ve Kubota
2001). Biyokatalitik esaslt biyosensorlerde ise, biyoelementler analit {iizerinde
biyokimyasal degisime neden olmakta ve bu doniisiim sonucunda ortamda azalan ya da
artan madde miktar1 takip edilerek sonuca gidilmektedir. Bu amacgla hiicreler,
mikroorganizmalar, enzim sistemleri ve bitkisel ya da hayvansal doku parcalari
kullanilir. Bu tiir biyosensorlerde genellikle amperometrik, potansiyometrik, termal,

optik ve piezoelektrik cevirici sistemleri kullanilir (Mello ve Kubota 2001).

Biyokimyasal sinyalleri Olg¢iilebilir elektronik sinyallere doniistiiren sistemlere sinyal
cevirici (tranduser) adi verilmektedir (Gursoy vd. 2002). Biyosensorlerde kullanilan
sinyal ceviriciler, eletrokimyasal (amperometrik, potansiyometrik ve kondiiktometrik),
optik, piezoelektrik ve kalorimetrik esasli sinyal ceviriciler olmak iizere

siniflandirilabilirler (Sharma vd. 2003).

Optik esasl biyosensérler, iletici sistem olarak optik lifler {izerine uygun bir yontemle
uygun bir biyomolekiiliin immobilize edilerek hazirlanan dl¢iim aygitlaridir. Etkilesim
sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir degisimin Ol¢ciimiinii esas

alirlar. Sinyal, 151k yansimasi, sac¢ilimi ya da yayimi sonucu meydana gelir.

Kalorimetrik esasli biyosensorler, genel olarak bir enzimatik reaksiyondaki entalpi
degisiminden yararlanarak substrat konsantrasyonunun belirlenmesi ilkesine
dayanmaktadir. Genel olarak enzimatik reaksiyonlarin ekzotermik dogasindan
yararlanilir. Enzimatik reaksiyon sonucu meydana gelen sicaklik degisimi ile substrat

konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliskiden sonuca ulasilir.



Piezoelektrik esasli biyosensorler, karakteristik rezonans frekansindaki farklanmay1
belirleyerek bir piezoelektrik kristal yiizeyinde toplanan 6rnegin kiitlesinin olciilmesi
esasma gore calisan gravimetrik aygitlardir. Sensor secimliligi, kristal yiizeyindeki
madde ile spesifik bir etkilesime sahip analitin birikimiyle iligkilidir. Sensér yiizeyinde
bir madde adsorblandigi veya biriktigi zaman piezoelektrik kristalin rezonans

frekansindaki farklanmanin dl¢lilmesiyle sonuca ulasilir.

Elektrokimyasal biyosensorler, diger biyosensor tiirleri ile kiyaslandiginda en gelismis
ve en sik kullanilan biyosensor tiiriidiir. Bu biyosensorler, biyokimyasal reaksiyon
sirasinda  elektrokimyasal tiirlerin  olusturdugu sinyalin  Olgiilmesi  prensibine
dayanmaktadir. Elektrokimyasal biyosensorler, kimyasal olarak modifiye edilmis
elektrot ylizeyine biyoaktif bir bilesenin immobilize edildigi aygitlardir.
Elektrokimyasal biyosensorler genellikle iki veya ii¢ elektrotlu sistem ile kullanilirlar.
Elektrokimyasal biyosensorler amperometrik, potansiyometrik ve kondiiktometrik
biyosensorler olmak iizere alt siniflara ayrilmaktadirlar. Amperometri genel anlamda
belli bir potansiyeldeki akim siddetinin dl¢limiinii esas alir. S6z konusu akim yogunlugu
calisma elektrodunda yiikseltgenen ya da indirgenen elektroaktif tiirlerin
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak ifade edilir. Kondiiktometrik biyosensorler
ise, bir biyokimyasal kimyasal reaksiyon sonucunda metal elektrot cifti arasinda
meydana gelen iletkenlik degisimini Olger. Kondiiktometrik biyosensorler, zayif
sinyallere sahip olduklar1 ve analite kars1 spesifiklik gostermedikleri igin pek tercih
edilmezler. Potansiyometri en genel anlamda referans elektroda gore calisma
elektrodundaki potansiyel Ol¢iimiine dayanir. Elektrot potansiyeli belirlenerek analit
derisimi bulunur. Potansiyometrik biyosensorlerde kullanilan temel sensorler cam
elektrotlar, iyon se¢imli elektrotlar gibi elektrotlardir (Telefoncu 1999, Chaubey ve
Malhotra 2002).

2.1.1 Ideal bir biyosensériin sahip olmasi gereken ozellikler

Ideal bir biyosensdriin sahip olmas1 gereken ozellikler asagida kisaca verilmistir (Hall

1990; Buerk 1993):



Secicilik: Ideal bir biyosensdrde en énemli parametrelerden bir tanesidir. Hedef analit
disinda ortamda bulunan diger elektroaktif tiirler biyosensor cevabii etkilememelidir.
Biyosensore immobilize edilmis biyolojik tani materyalinin calisilan potansiyelde
sadece istenilen tiire spesifik olmasi ideal biyosensorlerin 6zelliklerindendir.
Biyosensorlerdeki biyoaktif bilesen spesifik, kararli, sadece analit derisimine duyarl
olmali ve diger kimyasal tiirlerden etkilenmemelidir. Bu nedenle ortamda girisim

yapabilecek tiirler belirlenmeli ve girisimi engelleyecek onlemler alinmalidir.

Duyarhlik: Hedef analitin derisimine bagli olarak biyosensor cevabindaki dogrusal
degisimin gozlenmesi ile belirlenir. Hazirlanan elektrodun duyarliligi hesaplanirken
analit derisimine kars1 ¢izilen akim farklar1 grafiginin e§iminden faydalanilir. ideal bir

biyosensoriin analiz edilecek maddeye kars1 yliksek duyarlik gostermesi istenir.

Kararhhik: Hazirlanan biyosensoriin performansini uzun siire korumasi anlamindadir.
Hazirlanan biyosensor ile yapilan bir dizi 06l¢iim sonucunda biyomolekiiliin
aktivitesindeki degisim sonucunda ¢ikis sinyalindeki degisimin toplam 6l¢lim sayisi ile
ya da giin sayisi ile ifade edilmesiyle biyosensoriin kararlilik 6mrii belirlenmektedir. Bir
biyosensoriin giin i¢inde ardi sira yapilan Ol¢limlerde baslangic aktivitesini ne kadar
korudugunun olgiisii kullanim kararliligini, belirli giin araliklarinda o6l¢timii ile de
depolama kararlilig1 bulunur. Elektrot kararliliginin yiiksek olmasi ideal biyosensorler

icin gereklidir.

Dogrusal cahsma araligi ve gozlenebilme simir1: Bir biyosensoriin dogrusal ¢alisma
araligi, analit derisimine kars1 cevap degisiminin grafige gecirilmesi ile elde edilir ve
belirli bir analit derisimine kadar dogrusaldir. Bu ¢alisma aralig1 tayin edilebilen en
diisiik derisimden (tayin sinir1), kalibrasyon egrisinin dogrusalliktan sapma gdsterdigi
derisime kadar olan aralig1 kapsar. Dogrusal grafigin en alt sinirina gozlenebilme sinirt
adi verilir. Sicaklik, ortam pH’s1, tamponun cinsi ve derisimi gibi parametreler dogrusal

calisma araligini ve gozlenebilme sinirini etkilemektedir.

Tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik: Hazirlanan bir biyosensor ile art arda

yapilan 6l¢iimlerden elde edilen duyarliliklar o biyosensoriin tekrarlanabilirligini; ayni



kosullarda hazirlanan farkli biyosensdrlerin  birbirleri arasindaki uyumu ise o
biyosensoriin tekrar tiretilebilirligini ifade etmektedir. Her iki durumda da elde edilen
duyarhiliklarin birbirine yakin degerlerde olmasi hazirlanan biyosensor ile yapilan

analizlerin giivenilirliginin ve dogrulugunun anlasilmasi i¢in 6nemlidir.

Cevap siiresi: Cevap siiresi, hedef analitin hiicreye eklendigi andan itibaren kararli hal
akimlan elde edilinceye kadar gegen siire olarak tanimlanabilir. Ideal bir biyosensériin

analiz edilecek maddeye kars1 cevap siiresinin oldukc¢a kisa olmasi istenir.

Raf Omrii: Raf émrii, optimum calisma sartlar1 altinda biyosensoriin duyarliligin
korudugu siire olarak tanimlanmaktadir. Bir biyosensoriin omrii, hedef analite olan
duyarhiligin zamana kars1 grafige gecirilmesi ile bulunur. Elde edilen grafik
incelendiginde biyosensoriin duyarliligini korudugu siire biyosensoriin omrii olarak

belirlenir. Ideal bir biyosensdriin uzun 6miirlii olmasi istenir.

2.1.2 Biyosensor dizayninda dikkat edilmesi gereken konular

Biyosensor tasarimlarinda oncelikle biyosensoriin hangi analit i¢in kullanilacaginin
belirlenmesi gerekir. Daha sonra ise asagidaki maddeler dikkate alinarak biyosensorler
hazirlanmalidir. Elektrokimyasal biyosensorler hazirlanirken dikkat edilmesi gereken

konular;

(i) Analite uygun bir biyobilesenin (taniyict molekiiliin) belirlenmesi,

(i)  Biyoreseptorii doniistiiriiciiye sabitlemede kullanilacak uygun ve verimli
immobilizasyon yonteminin se¢imi,

(i)  Biyoreseptoriin analiti tanimasiyla olusan fiziksel veya kimyasal sinyali
elektronik sinyale ¢eviren doniistiiriiclinlin se¢imi ve dizayni,

(iv)  Olgiim araligina, duyarliliga ve dlciimlerdeki girisimlere dikkate edilmesi,

(V) Cihazin kompakt bir hale doniistiiriilmesi.



2.1.3 Biyosensorlerde kullanilan immobilizasyon teknikleri

Biyosensorlerde, analizi yapilmasi hedeflenen 6rnege uygun biyobilesen ve transduser
secildikten sonra biyobilesenin transduser yilizeyine immobilize edilmesi gerekir.
Immobilizasyon, biyolojik komponentin uygun bir immobilizasyon yontemiyle

transdusere baglanmasidir.

Biyosensorlerde immobilizasyon i¢in kullanilan temel yontemler soyledir (Telefoncu

1997, Dingkaya 1999)

I. Adsorpsiyon (kovalent olmayan baglama)
Il. Kovalent Baglama

[11. Tutuklama

IV. Capraz Baglama

Adsorpsiyon: Immobilizasyon i¢in kullanilan en basit ve en eski yontemlerden biridir.
Biyobilesenin transduser ylizeyine non-kovalent etkilesimler (hidrojen baglari, coklu tuz
kopriileri, elektron gecis kompleksleri ve Van der Walls kuvvetleri) ile tutturulmasi
prensibine dayanir. Dogrudan adsopsiyonun baslica avantaji basit olmasi ve 1limli
kosullar altinda kullanilabilmesidir. Adsorbsiyonda kullanilan basica adsorbanlar;

seliiloz, silikajel, cam, hidroksiapatit, kollajen, kil, polimerik aromatik reginelerdir.

Kovalent Baglama: Biyobilesenin transduser ylizeyine dogrudan ya da dnceden uygun
bir film veya tabaka ile kaplanmis fiziksel bilesene kimyasal bir reaksiyon sonucunda
kovalent olarak baglanmasina dayanan immobilizasyon yontemidir. Kovalent
baglamanin gerceklesmesi icin baglanma yilizeyinde ve/veya biyomolekiil {izerinde tiyol
(-SH), hidroksil (-OH), amin (-NH,), karbonil (-C=0), karboksil (-COOH) gibi reaktif
gruplarin olmasi gerekmektedir. Biyomolekiil aktive edilmis transduser yiizeyine
baglanabilecegi gibi onceden uygun bir materyale kovalent baglanip immobilize
biyobileseni igeren tabaka ile transduser yiizeyinde film olusturulabilir. Biyobilesenlerin

kovalent baglama ile immobilizasyonu pH, sicaklik, iyon siddeti gibi degiskenlere kars1



direng saglar ve biyosensoriin Omriinii uzatir ancak biyoaktif tabakada bir miktar

aktivite kaybina sebep olabilir.

Tutuklama: Yiiksek molekiil kiitleli biyomolekiillerin sentetik veya dogal jel
matrikslerde, yar1 gec¢irgen membranlarda, misellerde ve mikro kapsiillerde tutuklanarak
etkin bir sekilde immobilize edilmesidir. Yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Jel
matriste tutuklamada kullanilan baglica malzemeler akrilamit polimerleri, jelatin
tabakalari, nigasta, kalsiyum aljinat jelleri, silikon lastigi, polivinil kloriir, polivinil

alkoldir.

Capraz Baglama:

Capraz baglama; kiiciik molekiillii bifonksiyonel ya da multifonksiyonel gruplar igeren
kimyasal reaktifler kullanilarak biyobilesen ile adsorban arasinda ¢ozliinmeyen
kompleksler olusturma prensibine dayanan immobilizasyon yo6ntemidir. Capraz

baglayici ajan olarak en fazla glutaraldehit kullanilmaktadir.

2.1.4 Biyosensorlerin uygulama alanlari

Biyosensorler tip, gida, eczacilik, ¢evre kirliligi, tarim, savunma ve bir¢ok endiistriyel
aktivitede Ozellikle otomasyon, kalite kontrolii, durum tespit ve enerji saklanmasinda

¢ok 6nemli rol oynarlar (Uyar vd.)

Tip: Biyomedikal teshis, biyosensorlerin gelismesine olanak saglayan en Onemli
alanlardan biridir. Kanin, iyonlarin, gazlarin, enzimlerin 6l¢limii, hastanin metabolik
durumunu analiz etmek i¢in gereklidir. Biyosensorlerin tip alanindaki en ¢ok kullanilan
uygulamas ise seker hastalifinda kandaki glukoz seviyesinin izlenmesi i¢in kullanilan

glukoz oksidaz temelli biyosensorlerdir.

Gida: Gida alaninda biyosensorler, gida bilesenlerinin kalite kontrolleri ve gida

giivenligi i¢cin mikrobiyal ve kimyasal igeriklerin tespiti gibi bircok uygulama alanina



sahiptirler. Bunun yani sira gidalardaki katki maddelerinin tespiti i¢in de kullanilirlar.
Gidalardaki yabanct maddelerin tayininin (pestisitler, toksitler ve yabancit hormonlar
vb.) yami sira aroma ve tazelik gibi parametrelerin analizi i¢in de biyosensorler

gelistirilmektedir.

Tarim: Biyosensorler, tarim alanlarinda, genellikle pestisit, suni giibre, kotii koku ve
hayvan hastaliklar1 Ol¢timlerinde kullanilmaktadir. Pestisitler, glinlimiiz tariminda
kullanilan binlerce organik bilesikten bir gruptur. Yaygin ve bilingsiz kullanimindan

dolay, pestisitler tarimda 6nemli kimyasal tehlikelerden biridir.

Savunma: Biyosensorler, biyolojik savas ajanlarinin (BSA) tespitinde ¢ok yogun olarak
kullanilir. BSA, 11 Eyliil saldirilari sonrasi korkulan bir saldirt tiirii olmaya baslamistir.
BSA’larin tespitinde kullanilan biyoreseptor molekiillerin pek cogu, ya analitin
yiizeyine baglanan antikor veya BSA’ ’nin genetik materyaline baglanan niikleik asit tiirii
molekiillerdir. DNA sensorleri ¢esitli kimyasal ve biyolojik silahlarin tayinine yonelik

yeni yontem gelistirme ¢alismalarinda yer alir.

2.2 Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimya, maddenin elektrik enerjisi ile etkilesmesini ve bu etkilesim sonucunda
meydana gelen kimyasal ve fiziksel degisiklikleri inceleyen bilim dalidir. Bir
elektrokimyasal tepkimenin gerceklesebilmesi icin, analiz edilecek maddeyi iceren bir
¢Ozelti, maddenin kimyasal olarak doniisiime ugradigi elektrot sistemi ve bu elektrot

sistemindeki elektrotlar1 birbirine baglayan bir ¢evirim sistemi gereklidir.

Elektrokimyasal ol¢iimler, elektrot tepkimelerinin temel ilkeleri ve elektrot-¢ozelti ara
yiizeyinin elektriksel 6zellikleri ile ilgili uygulamalardir. Kimyasal fazlardan birincisi
elektrolit kisim, ikincisi ise elektrot kismidir. Elektrot-elektrolit ara yiizeyinin
ozelliklerinin ¢alisildigr sisteme elektrokimyasal hiicre adi verilir. Bir elektrokimyasal
hiicre, analit ve destek elektrolitini igeren bir ¢ozeltiye daldirilmis iki veya ii¢ elektrot
icerir. Elektrokimyasal yontemlerde ikili veya {i¢lii elektrot sistemleri kullanilir. ikili

elektrot sistemi bir c¢alisma ve bir karsit elektrottan olusurken, ti¢lii elektrot
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sistemlerinde ilave olarak bir referans elektrot mevcuttur. Elektrokimyasal ol¢timler
sirasinda caligilan ¢ozeltinin bilesiminden etkilenmeyen ve potansiyeli sabit kalan
elektrot, referans elektrottur. Referans elektrot olarak genellikle giimiis-giimiis kloriir
(Ag/AgCl) elektrodu kullanilmaktadir. Karsit (yardimer elektrot), kararli ve sabit bir
potansiyel saglayan elektrottur. Karsit elektrot olarak genellikle platin ve altin
kullanilmaktadir. Yiizeyinde analitin indirgendigi ya da yiikseltgendigi, potansiyeli

degisen elektrot ise calisma elektrodudur.

Elektroanalitik yontemler, hiicrenin elektrokimyasal ozelliklerinin izlenmesi esasina
dayanan elektrokimyasal yontemlerdir. Elektroanalitik yontemler bilimsel ¢alismalarda
oldukca yaygin olarak kullanilmaktadir. Endiistriyel materyaller, farmasdtik maddeler
ve biyolojik drnekler gibi numunelere uygulanabilmektedir. Elektroanalitik yontemler
kullanilan ¢alisma elektroduna gore, uygulanan akimin ve potansiyelin siddetine gore ya
da uygulanan akimin ve potansiyelin sabit veya degisken olmasina gore cesitli

sekillerde siiflandirilirlar.

Elektroanalitik yontemler, ara yiizeyde ya da ¢ozelti ortaminin tamaminda gerceklesen
degisimlerin incelendigi yontemler olmak {izere ikiye ayrilir. Ara yiizey yontemlerinde;
kimyasal ve fiziksel dontistimler, elektrot ylizeyi ile ¢ok ince ¢Ozelti tabakalar1 arasinda
gerceklesir. Ara yiizeyde gerceklesen yontemlerden olan potansiyometri ve voltametri;
duyarlilik, secicilik ve uygulanabilirlik gibi 6zellikleriyle yaygin bir kullanim alani
bulmuglardir (Skoog vd. 1998, Wang 2000). Elektroanalitik yontemlerin en yaygin

kullanilan1 voltametridir.

2.2.1 Voltametrik yontemler

Voltametri, bir ¢alisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda akimin, uygulanan
potansiyelin bir fonksiyonu olarak Ol¢iilmesinden faydalanarak analit hakkinda bilgi
edinilen elektroanalitik yontemlere verilen isimdir. Voltametri, Cekoslovak kimyact
Jaroslav Heyrovsky tarafindan 1920' lerin basinda gelistirilen ve voltametrinin 6zel bir
tipi olan polarografi teknigine dayanarak gelistirilmistir. Voltametri anorganik, fiziko ve

biyokimyacilar tarafindan ¢esitli ortamlarda meydana gelen ylikseltgenme ve
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indirgenme olaylarinin incelenmesi, ylizeydeki adsorsiyon islemlerinin aragtirilmasi ve
kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot yiizeylerinde olusan elektron aktarim
mekanizmalarinin  aydinlatilmast gibi temel ¢alismalar i¢in yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir (Heyrovsky 1922).

Voltametri temel olarak; bir elektrokimyasal hiicrede, polarize olabilen bir c¢alisma
elektrodu ile referans elektrodu arasina degeri zamanla degistirilen bir potansiyel
uygulanmasi1 sonucu ortaya ¢ikan akimin Olclilmesi esasmna dayanmaktadir (Skoog
2004). Voltametrik yontemlerin bir kisminda potansiyel sabit tutulur veya g¢esitli
sekillerde degistirilerek madde miktarina bagli olarak olusan akim miktari incelenir.
Voltametride akim, calisma elektrodu {izerinde maddelerin indirgenmesi veya
yiikseltgenmesi sonucunda olusur. Voltametri, kimyasal bir reaksiyon sonucunda
indirgenebilen veya yiikseltgenebilen bir tiire doniisebilen inorganik, organik, iyonik
veya molekiiler maddelere uygulanabilir. Indirgenmeden dolay1 olusan akima katodik
akim, yiikseltgenmeden dolayr olusan akima ise anodik akim denir. Voltametrik
yontemlerde, zamanla potansiyelin taranmasi ve akimin kaydedilmesiyle, uygulanan
potansiyelin bir fonksiyonu olarak esdeger akimi kaydeden voltamogram ad1 verilen bir

egri elde edilir.

Voltametride, ¢alisma elektrodunun potansiyeli sistematik olarak degistirilirken akim
Olciiliir. Elektroda, zamanmn bir fonksiyonu olarak c¢ok farkli potansiyellerin
uygulanmasiyla olusan farkli sekillerdeki potansiyel-zaman fonksiyonlarina uyarma
sinyali denir. Voltametride en ¢ok kullanilan uyarma sinyalleri; dogrusal taramall,

diferansiyel puls, kare dalga ve tiggen dalgadir (Karadeniz 2014).
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Sekil 2.2 Voltametride kullanilan potansiyel uyarma sinyalleri

Dogrusal Taramah Voltametri (DTV): Elektrokimyasal hiicreye uygulanan dogru
akim potansiyeli zamanin fonksiyonu olarak dogrusal bir sekilde arttirilir. Bu sirada
hiicrede olusan akim, zamanin bir fonksiyonu olarak kaydedilir ve voltamogram elde

edilir.

Doniisiimlii Voltametri (CV): Doniisiimlii voltametri teknigi elektrokimyasal teknikler
icinde en yaygm kullanilan tekniktir. YoOntemin, uyarma sinyalinin seklinden
kaynaklanan bir diger adi da {iiggen dalga voltametrisidir. Doniisiimlii voltametri
yontemi Ozellikle indirgenme- yiikseltgenme reaksiyonlarinin termodinamigi, elektron
aktarimimin kinetigi, adsorpsiyon veya diflizyon gibi tutunma ve taginma olaylarinin
etkisinin aciklanmasinda bilgi verdigi i¢in siklikla tercih edilen bir yontemdir (Wang
2006). Bu teknikte potansiyel, zamanla dogrusal olarak degistirilir. Potansiyelin
zamanla degismesi tarama hiz1 olarak adlandirilir. Potansiyel taramasi bir E; baglangi¢
potansiyeli ve E, potansiyeli arasinda yapilirsa metot dogrusal taramali voltametri adini
alir (LSV). Eger E; potansiyeline ulastiktan sonra ayni tarama hiziyla ilk tarama yOniine

gore ters yonde tarama yapilirsa metodun adi doniistimlii voltametri olur. Bu sirada
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elektrot tepkimeleri sonucu ortaya ¢ikan akim, taranan potansiyele kars1 grafige gecirilir
ve doniisimlii voltamogram elde edilir. Bir donilisiimlii voltamogramin en 6nemli
parametreleri, katodik pik potansiyeli, anodik pik potansiyeli, katodik pik akimi ve
anodik pik akimidir. Tersinir bir elektrot i¢in anodik ve katodik pik akimlari mutlak
degerce yaklasik birbirine esit, fakat zit yonliidiir. Pik potansiyellerinin farki

0,0592/n’dir. Burada n, yari reaksiyonda yer alan elektron sayisidir.

Kare Dalga Voltametrisi (KDV/SWYV): Kare dalga voltametrisi, hizli ve duyarli olma
Ustiinliigii tasiyan, puls voltametrisi tekniklerinin en gelismis ve en verimli olanidir.
Kare dalga voltametrisinde, potansiyel-zaman dalga sekli simetrik kare dalgalardan
olusur. Kare dalga voltametrisinde akim ol¢limleri ileri ve geri pulslarin sonuna dogru ts
kadar bir zaman araliginda yapilir. ileri puls igin 6l¢iilen akim i1, geri puls igin dl¢iilen
akim i olmak {izere her bir kare dalganin net akimi Aj = i; — iy’ye esittir ve ileri fark
akimi olarak adlandirilir. A; farki konsantrasyonla dogru orantili olarak degistiginden
dolay1 kare dalga voltametrisi kantitatif tayinlerde kullanilan bir metotdur. Kare dalga
voltametrisinde Ol¢lim son derece hizli yapildigindan birka¢ voltametrik taramanin
sinyal ortalamasi alinarak analizin kesinligini arttirmak miimkiindiir. Bu metodun tayin

siirlart 107 ile 10® M arasinda oldugundan dolayr bu teknik en hassas ve hizh

elektroanalitik teknikler arasindadir (O'Dea vd. 1981).

Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV): Diferansiyel puls voltametrisi, organik ve
anorganik tiirlerin eser miktarlarinin dlglilmesinde son derece kullanigh bir tekniktir.
Diferansiyel puls voltametrisinde, dogrusal bir potansiyel artisina gére ayarlanmig sabit
biiyiikliikte pulslar, calisma elektroduna belli bir siire uygulanir. Iki kez akim &lgiiliir.
Ik dlgiim puls uygulanmadan alinir. Ikinci lgiim ise, pulsun bitmesine yakin bir
bolgede alinir. Bu iki akim arasindaki fark, Ajpys Olarak verilir. Uygulanan potansiyele
kars1 bu akim farklarmin grafige gecirilmesiyle diferansiyel puls voltamogrami elde
edilir (Wang 2000, Monk 2001). DPV, en ¢ok kullanilan elektroanalitik yontemlerden
biridir. Normal puls voltametrisiyle karsilastirildiginda; tek bir voltamogramda pek ¢ok
analitin belirlenebilmesini saglamasi ve diferansiyel akimla ¢alisarak voltametrik bir
pikin elde edilmesiyle analitik duyarhhigin 5x10® M ‘dan 1x10® M’a gelismesi gibi
avantajlara sahiptir.
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2.3 Perde Baskili Karbon Elektrotlar (SPE)

Son zamanlarda, elektrokimyasal biyosensorlerde kullanilan perde baskili elektrotlarin
(SPE), kullanima hazir ve tasmabilir olmasi yoniinden diger -elektrokimyasal
biyosensorlere gore dnemi her gegen giin artmaktadir (Viswanathan vd. 2012). Perde
baskili elektrotlar, tek kullanimlik elektrokimyasal sensorlerin iiretimi i¢in hizli bir
metottur. SPE, klasik elektrotlarin yeniden kullanilma siirecinde temizlenmelerinin zor
olmasi ve bellek etkisi gibi problemlerin 6niine geger. Ayrica, modifiye edilebilme
imkanlarmin da kolay olmasindan dolay1 6nemli bir uygulama alan1 vardir. Ayrica bu
elektrotlarin kullanimlarinin kolay olmasi, taginabilir olmalari ve ucuz tiretim teknikleri
gibi avantajlar1 da bulundugundan ¢ok tercih edilmektedirler. Perde baskili elektrotlarin
en Oonemli avantaji, sadece bir kez kullanimdan dolay1 devam eden yiizey problemleri ve
yiizey kirlenmesini azaltmasidir (Lucarelli vd. 2002). SPE'ler son zamanlarda gida
zehirlenmesi, hastaliklar ve ¢evre kirleticileri igin teshis araglari olarak kullanilmaya
baglanmistir (Afonso vd. 2016). Elektrot ylizeyi, lizerine tutturulmus olan tanima
elemanina sadece bir destek degil ayn1 zamanda algilama yiizeyi olarak da goérev yapar.
Bu nedenle farkli nano malzemeler kullanilarak SPE’nin elektrokimyasal performansini
iyilestirebilmek amaciyla gesitli girisimlerde bulunulmustur. Bu bakimdan karbon
nanotiipler (KNT) (Serafin vd. 2011), altin nano partikiiller (Escamilla-Gémez vd.
2009, Tang vd. 2010), grafen (Liu vd. 2011) ve iletken polimerler (Taleat vd. 2014) gibi
cesitli nano malzemeler elektrokimyasal performans: arttirmak icin kullanilmaktadir

(Ricci vd. 2012).

2.4 iletken Polimerler

lletken polimerler, ana iskelet zincirlerinde zayif baglhi elektronlar igeren polimerler
olarak tanimlanirlar. Metaller ve yari iletkenlerde dogal olarak var olmayan bazi
malzeme Ozellikleri iletken polimerlerle kazanildigi i¢in iletken polimerler genellikle
sentetik metal veya organik metal olarak da isimlendirilmektedir. iletken polimerleri
diger polimerlerden ayiran temel 6zellikler, sirayla degisen tek ve ¢ift baglardan olusan
konjuge zincir yapisina sahip olmalar: ve yapilarindaki uzun konjuge ¢ift bagl zincirler

nedeniyle iletkenlik dzelligine sahip olmalaridir.
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Son yillarda, iletken polimerler, elektriksel, termal, cevresel, optik, kimyasal ve
biyolojik o6zelliklerinden dolay1 bilimsel ve teknolojik alanlarda biiyiik ilgi gérmiistiir
(Malhotra ve Singhal 2003). Yeni nanomalzemelerin artmasiyla, iletken polimerlere
vel/veya bunlarin bilesiklerine dayanan sayisiz elektrokimyasal sensor gelistirilmistir.
Polianilin, polipirol, poli (5-amino-2-mercapto-1,3,4-thiadiazole) ve poli (3,4-
etilendioksitiofen) gibi bazi iletken polimerler, 6zellikle enzimler, proteinler veya
niikleik asitler i¢in immobilize edici bir substrat olarak yaygin olarak kullanilmaktadir
(Malhotra vd. 2006). Iletken polimer temelli elektrokimyasal sensorler ve biyosensérler,
basit hazirlik, hizli tespit, yiiksek hassasiyet ve kiiciik boyutlar1 nedeniyle halk sagligi
ve ¢evre ile ilgili calismalarda 6nemli bir rol oynamaktadirlar (Wang 2005, Willner vd.
2011).

Nanopartikiil modifiye elektrotlarin yanisira, polimer-nanokompozit materyalleri ile
elektrotlarin modifikasyonu son yillarda ilgi odag: haline gelmistir (Xiao ve Li 2008,
Riskin vd. 2009). Ornegin, AuNPs eklenerek iletken bir polimer olan polipiroliin
elektrik iletkenliginin arttig1 bildirilmistir (Maity ve Biswas 2006, Srivastava ve Kotov
2008). Nanopartikiiller —¢ogunlukla polimer kabugunda birikmeye egilimli
olduklarindan, polimer malzemesinin se¢imi ¢ok Onemlidir. Farkli nanokompozit
malzemeler arasinda, AUNPS igeren iletken polimerlerin iiretimi, istiin optik ve
elektrokatalitik 6zelliklerinden dolay1 arastirmacilar tarafindan biiyiik ilgi gormiistiir.

(Xiao ve Li 2008, Hatchett ve Josowicz 2008, Riskin vd. 2009).

2.5 Pestisitler

Pestisitler, zirai miicadele aragtirma ve uygulamalarinda kullanilan kimyasal madde ve
preparatlardir. Pestisitler, zararli organizmalar1 engellemek, kontrol altina almak ya da
bu organizmalarin zararlarin1 azaltmak amaciyla kullanilmaktadir. Pestisit; kimyasal bir
madde, viriis ya da bakteri gibi biyolojik bir ajan, antimikrobik, dezenfektan ya da
herhangi bir ara¢ olabilir. Zararli organizmalar ise, insanlarin besin kaynaklarina, mal
varliklarina zarar veren, hastalik yayan bocekler, bitki patojenleri, yabani otlar,
yumusakcalar, kuslar, memeliler, baliklar, solucanlar ve mikroorganizmalardir. Pestisit

benzeri maddeler, pestisit gibi kullanilan veya bir kismi bu kapsama giren
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biyopreparatlar, bocek ve bitki gelisim diizenleyicileri, feromonlar (hormon tastyan) ve
diger cezbediciler, beslenmeyi engelleyiciler, repellentler (bocek uzaklastirict ilaglar),

tuzaklar, bitki aktivatorleri, fizyolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilan preparatlardir.

Pestisitler, 6zellikle tarimsal savasta hastaliklarin, boceklerin, yabanci otlarin ve diger
zararlilarin olumsuz etkilerinden koruyarak verim ve kaliteyi artirirlar. Pestisitlerin
ekonomik bir sekilde tiretilmeleri ve kullanim kolayligi nedeniyle fazla miktarda ve
bilingsiz olarak kullanildigi bilinmektedir. Mevcut tarim alanlarindan yiiksek verim
saglamak amaciyla kullanilan pestisitlerin bilingsiz ve denetimsiz kullaniminin insan
sagligina ve gevreye olumsuz etkileri bulunmaktadir. Son yillarda atik sularda, toprakta,
meyve ve sebzelerde bulunan pestisitlerin kontrolsiiz kullanimi insan sagligin1 6nemli

Olgiide tehdit etmektedir.

Diinya niifusuna oranla kullanilan tarim ilact 0,5 kg/birey/yil ya da 1,4 g/birey/giin
olarak belirlenmistir. Gelismekte olan iilkelerde yilda 37000 kanser olgusunun tarim
ilaclarindan kaynaklandig1 dusiiniilmektedir. Pestisitlerin uzun doénemde kullanimi
kanser, mutasyon, dogumsal sekil bozukluklar: gibi ciddi saglik problemlerine neden
olurken, pestisit kalintilarindan dogan gida alerjilerinin de migren, astim ve egzamaya

yol actig1 bildirilmistir.

Genel olarak zirai ilag yapiminda kullanilan aktif maddeler, baz1 yardime1 maddeler ile
karistirilarak kullanilir. Bu karigima formiilasyon adi verilir. Formiilasyon uygulamanin
amaci daha emniyetli, insan ve g¢evre sagligi agisindan daha az zararli ve ekonomik
kullanim saglanmasidir. Pestisitler saf halde ila¢ olarak kullanmilmazlar. Ozel karisimlar
halinde belirli preparat formuna getirilir ve dogrudan veya seyreltilerek ilag olarak
uygulanirlar. Pestisitler; etkili madde, dolgu maddeleri ve diger yabanci maddeler

olmak tizere ii¢ ana maddeden olugsmaktadirlar.

Etkili madde: Pestisit iginde bulunan 6ldiiriicii maddedir. Etkili maddelerin bazi 6nemli

Ozelliklere sahip olmasi ve bu 6zelliklerinin de belirtilmis olmasi gerekir.
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Dolgu maddesi: Herhangi bir kimyasal bilesikle tepkimeye girmeyen, bitkilerde

herhangi bir zararl etkiye sahip olmayan ve etkili maddeyi tasiyan maddelerdir.

Yardimer diger maddeler: Pestisitin etkinligini, dayamikliligin1 arttiran, pestisitin

zararl etkilerini azaltan ve uygulamada kolaylik saglayan maddelerdir.

Bir formiilasyonun Diinya Saglik Orgiiti (WHO) standartlarinda imal edilmesi
gerekmektedir. Bunun i¢in WHO metotlarina gore kimyasal analizleri ve fiziksel
analizleri yapilir. Pestisit formiilasyonlar1 g¢esitli fiziksel formlarda hazirlanabilir:

emiilsiyon konsantre, 1slanabilir toz, su-yag emiilsiyonu vb.

Toksik ozellik gdsteren bir maddenin pestisit olarak kullanilabilmesi i¢in asagidaki

ozellikleri tasimasi gerekir:

Biyolojik olarak aktif,

Etkili,

Ucuz,

Giivenilir,

Kolay uygulanabilen,

Yeteri kadar kararl (stabil),

Kullanicilar, tiiketiciler ve besi hayvanlari agisindan giivenilir,

Hedef canliya spesifik olarak toksik,

VvV V V V V V VYV VYV V

Cevre i¢in kabul edilebilir olmalidir.

2.5.1 Pestisitlerin simiflandirilmasi

Pestisitler, goriiniis, fiziksel yap1 ve formiilasyon sekillerine gore, etkiledikleri zararh
grubu ile bunlarin biyolojik donemine gore, icerdikleri aktif maddenin cins ve grubuna
gore, zehirlilik derecesine ve kullanim teknigine gore c¢ok degisik sekillerde

siniflandirilirlar (TISIT).
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» Formiilasyon sekillerine gore:

Toz ilaglar, 1slanabilir toz ilaglar, suda ¢dzlinen toz ilaclar, kuru tohum ilaglar1 (DS),
soliisyonlar ve kuru ¢ozeltiler, emiilsiyon konsantre ilaglar, akici konsantre ilaglar,
yaglar, tabletler, graniiller, pelletler, aerosoller, zehirli yemler, kapsiil seklinde verilmis
formiilasyonlar, giibre karigimlari, yag konsantreleri, yag soliisyonlari, gaz halinde

olanlar ve digerleri.

» Kullanma teknigine gore:

Dogrudan kullanilanlar ve su veya bir baska ¢oziicii ile seyreltilerek kullanilanlar.

» Etkiledigi canlinin biyolojik donemine gore:
Larva oldiiren (larvasit), yumurta oldiiren (ovisit), hem yumurta hem larva oldiirenler

(ovalarvisit) ve erginleri 6ldiirenler.

» Zararhlara etki yollaria gore:

Mide zehirlileri, degme (kontakt) zehirliler ve solunum zehirlileri.

» Toksik ozelliklerine gore:
Fiziksel zehirliler, protoplazma zehirlileri, sinir sistemi zehirlileri, solunum zehirlileri

ve antiguagulanlar.

» Kontrol ettigi zararhlarin bulundugu yere gore:

Kiiltiir bitkilerindeki zararlilara karst kullanilanlar, orman zararlilarina karsi
kullanilanlar, depodaki iiriinlere zarar verenlere kars1 kullanilanlar, ev boceklerine karsi
kullanilanlar, hastalik vektorlerine karsit kullanilanlar, hayvan ve insanlardaki dis

parazitlere kars1 kullanilanlar.

> Ilacin fiziki haline gore:

Kati formiilasyonlar (toz, graniil vb.) ve likit formiilasyonlar (yaglar, soliisyonlar vb.).
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Etkiledikleri zararh gruplarina gore:

Bocekleri dldiirenler (Insektisit)

Funguslar1 (mantarlar1) ldiirenler (Fungusit)
Funguslarin faaliyetini durduranlar (Fungustatik)
Yabanci otlar1 6ldiirenler (Herbisit)
Oriimcekleri dldiirenler (Akarisit)
Bakterileri 6ldiirenler (Bakterisit)

Yaprak bitlerini 6ldiirenler (Afisit)
Kemirgenleri 6ldiirenler (Rodentisit)
Nematodlari 6ldiirenler (Nematosit)
Salyangozlar1 6ldiirenler (Mollussisit)
Algleri oldiirenler (Algisit)

Kuslari 6ldiiren veya kagiranlar (Auensit)

LN N N N N N Y N N N N N

Kagiricilar (Repellent)

A\

Bilesimindeki etkili madde grubuna gore:

Baslica pestisit gruplar1 organoklorlular, organofosfatlar, karbamatlar ve piretiroitlerdir

(http://www.megep.web.gov.tr).

Organoklorlu Pestisitler: Organik klorlular; yapilarinda, karbon, hidrojen ve klor
atomlar1 bulunduran basit bir kimyasal sinifi olusturur. Aldrin, dieldrin, heptachlor,
endosulfan, lindane, endrin bu gruba 6rnek verilebilir. 1940’11 yillarda bocek 6ldiiriicii
olarak kullanima giren bu ilaglar giiniimiizde Onemini kaybetmistir. Organoklorlu
pestisitler besin zinciri ile insana kadar ulagirlar. Temas ve solunum yolu ile etkilidirler.
Bu smifin iyelerinin ¢ok giiclii temas ve mide zehri etkileri yaninda, solunum
organlarma etkileri de s6z konusu olabilir, sistemik 6zellikleri ise bulunmaz. Genel
olarak gaz kromatografisi ile analiz edilirler. Cevreye verdikleri zararlar nedeniyle bu

grubun iiyelerinin kullanim1 yasaklanmaktadir.

Organofosfat Pestisitleri: Organofosfatlar, fosfor igeren asitlerin ester, tiol ester veya

anhidrit tiirevleri olup tarimda, evlerde, bahgelerde ve veterinerlikte kullanilmaktadir.
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Organofosfatlara 6rnek olarak malation, paration, diazinon, forat, terbufos, fentiyon ve
klorprifos gibi insektisitler; soman, sarin ve tabun gibi sinir gazlari; goz tedavisinde
kullanilan ekotiofat ve izoflurofat ile parazitlere karsi kullanilan triklorfon sayilabilir.
Organofosfatlar sinir sistemi lizerinde etki gosteren kimyasallardir. Asetilkolinesteraz
inhibitoriidiirler. Organofosfatlarin etki mekanizmasi asetilkolinesteraz enziminin
baskilanmasimna dayanir. Yapilarina bagli olarak gaz kromatografisi ya da sivi
kromatografisi ile analiz edilebilirler. Temas, sindirim ve solunum yolu ile etkilerini

gosterirler. Bu grup insektisitler, ergin, larva donemlerini kontrol ederler.

Karbamath Pestisitler: Karbamik asit esterleri olan bu grup insektisitler
organafosforlu insektisitlere gére daha kiiclik bir sinif olusturur. Calabar fasulyesinden
sentezi yapilarak Neostigmine ya da kimyasal olarak N,N-dimethyl carbamate olarak
isimlendirilir.  Aldicarb, carbaryl, carbofuran, methiocarb, methomyl, oxamyl,
pirimicarb bu gruba Ornek verilebilir. Kimyasal olarak asetilkolinesteraz enzimine
baglanir. Ayn1 enzimi engellemelerine ragmen, bunu organofosforlu insektisitlere gore
farkli bir sekilde yaparlar. Yapisal oOzelliklerinden dolayr gaz kromatografisi ile

analizleri zordur, genel olarak sivi kromatografisi ile analiz edilirler.

Piretroit Grubu Pestisitler: Bu grup kimyasallar uzun siiredir bilinmesine ragmen son
yillarda ¢ok 6nem kazanmustir. Piretroitler, chrysanthemum ¢igeklerinden elde edilen
dogal bilesikler olan piretrinlerin sentetik analoglaridirlar. Piretrinlere oranla 1s18a karsi
duyarliliklar1 oldukga azaltilmis, dayanikliliklar: artirilmis bilesiklerdir. Piretrinler ve
piretroitler, genellikle sinerjist etki yaratmak tizere birlikte kullanilirlar. Sinir hiicrelerini
bloke ederek zehirlilik etkisini gosterirler. Sicakkanlilara karst toksik etkisi cok

diisiiktiir. Memeli viicudunda birikmeden disart atilir. Dogada kolayca pargalanabilirler.

2.5.2 Pestisitlerin kullanim alanlar:

Pestisitlerin baslica kullanim alanlar1 sunlardir:

» Tarimsal tiretim
» Bahgecilik
» Balik yetistiriciligi
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Ormancilik

Siis amacli bolgelerde (parklar, bahgeler, oyun alanlari)
Titsiileme ve kereste korumaciligi

Endiistriyel bocek kontrolii

Insaat (duvar kagidi yapistiricilari, boyalar, sivacilik vb.)
Ev ve bahgeler

Deniz bocek kontrolii

Gida saklanmasi

Hayvancilik

Toplum hijyeni, bocek kontrolii

V V V V V V V V V VYV V

Beseri ila¢ olarak

2.5.3 Pestisitlerin insanlar ve c¢evre iizerine etkileri

Pestisitlerin insan Saghgi Uzerine Etkileri

Pestisitler hedef olmayan organizmaya cesitli yollarla girmekte ve organizmada sinir
sistemi, endokrin sistemi, bagisiklik sistemi, karaciger, kas, kalp, kan, bosaltim ve diger
sistemleri etkileyebilmektedir. Pestisitler de dahil olmak iizere tiim kimyasallarin insan

viicuduna girisi ag1z, solunum ve deri yoluyla olmaktadir.

Kimyasal maddeler, organizmaya girdikten sonra enzimler aracilig1 ile reaksiyona girer
ve maddelerin yapilar1 degisir. Canlilarda cesitli reaksiyonlar sirasinda ortaya c¢ikan
bilesiklere metabolit ad1 verilir. Olusan metabolitler disar1 atilabilir veya depolanabilir.
Viicuda alman kimyasallar degisik organlarda toksik etki olusturabilir. Toksisiteyi
belirleyen 6nemli faktérler doz, kimyasalin 6zelligi ve birey duyarliligidir. Genel olarak
diisiik dozlarda toksisite goriilmemesine ragmen doz arttik¢a toksisite de artar. Her
kimyasalin toksik ozelligi farklidir. Bazilar1 oldukga yiiksek dozlarda giivenilir iken
bazilar1 ¢ok kiigiik dozlarda bile gok tehlikeli olabilir. Baz1 kimyasallar metabolizma
sirasinda degisime ugramaz. Klorlandirilmis hidrokarbonlar bu kimyasallara ornektir.
Bazi kimyasallar ise kolaylikla metabolize olur ve viicutta hasar olusturmadan disar

atilir. Organofosfatlilarin diigiik dozlar1 buna 6rnektir.
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Pestisitlerin Cevre Uzerine Etkileri

Tarimsal alanlara, orman veya bahgelere uygulanan pestisitler havaya, su ve topraga,
oradan da bu ortamlarda yasayan diger canlilara gegcmekte ve doniisiime ugramaktadir.
Bir pestisitin ¢evredeki hareketlerini onun kimyasal yapisi, fiziksel 0Ozellikleri,
formiilasyon tipi, uygulama sekli, iklim ve tarimsal kosullar gibi faktorler

etkilemektedir.

Toprak ve bitki uygulamalarindan sonra toprak yiizeyinde kalan pestisitler, yagmur
sulari ile yiizey akisi seklinde veya toprak igerisinde asagiya dogru yikanmak suretiyle
taban suyu ve diger su kaynaklarina ulasabilirler. Egim, bitki Ortiisli, formiilasyon,
toprak tipi ve yagis miktarina bagli olarak tasinan pestisitler, bu sularda balik ve diger
omurgasiz su organizmalarinin 6lmesine; bu organizmalardaki pestisit kalintisinin
insanlarin gida zincirine girmesi ve kontamine olmus sularin igilmesiyle kronik

toksisitenin olusmasina neden olurlar.

Topraga gecen pestisitler giines 1sinlarinin etkisiyle fotokimyasal degradasyona; bitki,
toprak mikroorganizmalar1 ve diger organizmalarin etkisiyle biyolojik degradasyona
ugramakta; toprak kati maddeleri (kil ve organik madde) tarafindan adsorlanip
desorplanmakta veya kimyasal degradasyona ugramaktadirlar. Toprak icine ge¢mis
pestisitler kapiller su vasitasiyla toprak yiizeyine tasinmakta ve buradan havaya
karisabilmektedir. Topragin yapist, kil tipi ve miktari, organik madde icerigi, demir ve
aliminyum oksit icerigi, pH’s1 ve toprakta var olan baskin mikroorganizma tiirleri tiim
bu olaylar1 etkileyen faktorlerdir. Pestisitin gesitli sekillerde degradasyonu ile pestisit,
ya toksik 6zelligini kaybetmekte ya da daha toksik metabolitlerine dontisebilmektedir.
Pestisitin kendisinin ya da toksik doniisiim {iriinlerinin hedef olmayan organizmalara
bulagmasi istenmediginden tiim bu olaylarin bilinmesi ve incelenmesi bilyiik dnem

tasimaktadir (http://www.megep.web.gov.tr).
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2.5.4 Pestisit analizlerinde kullanilan yontemler

Pestisitler, gida maddelerinin iiretimi, tiikketimi, depolanmalari esnasinda gidalara zarar
veren mikroorganizma ve zararlilar1 uzaklastirmak veya yok etmek amaciyla kullanilan
Kimyasal ya da biyolojik tirtinlerdir. Pestisitlerin yogun ve bilingsiz bir sekilde
kullanilmalar1 sonucunda gidalarda, toprak, su ve havada pestisitin kendisi ya da
doniligim triinleri kalabilmektedir. Bu nedenle, atik sularda, meyve ve sebzelerde
pestisitlerin tayini, saglik ve gida glivenligi ile ilgili sorunlarin bilinmesi ve Oniine

gecilebilmesi bakimindan oldukg¢a 6nemlidir (Cetinkaya-Acar 2015).

Pestisitlerin analizi i¢in florimetri (Moye ve Wade 1976, Matveeva vd. 1997, Coly ve
Aaron 1998a, 1998b), kapiler elektroforez (Tomita vd. 1992, Picé vd. 2003),
spektrofotometri (Shivhare ve Gupta 1991; Jain vd. 1993), kiitle spektroskopisi
(Leandro vd. 2006) ve gaz ya da sivi kromatografisi (McGarvey 1993, Castro vd. 2000,
Corasaniti ve Nistico 1993) gibi ¢esitli analitik yontemler kullanilmistir. Ancak bu
tekniklerin sadece laboratuvar ortaminda kullanilmalari, zaman alic1 ve pahali olmalari,
yiiksek egitimli teknisyenler gerektirmeleri, cesitli 6n islem ve yikama asamalarinin
zaman almas1 ve ayni anda ¢oklu analiz yapamamasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir.
gibi bazi dezavantajlar1 vardir (Mulchandani vd. 2001). Son yillarda, pestisitlerin analizi
icin elektrokimyasal cihazlarin uygulanmasina dayali olan bilimsel ¢aligmalar 1lgi odag1
haline gelmistir. Bu c¢alismalarin amaci, pestisitlerin hizli ve cabuk tayininde
kullanilacak hassas, diisiik maliyetli ve se¢ici yontemlerin gelistirilmesidir (Tapsoba vd.
2009, Tcheumi vd. 2010). Bu nedenle, ¢evredeki ve gida atiklarindaki pestisitlerin
tayininde biyosensorlerin kullanilmasi, kisa analiz siiresi, yliksek hassasiyet ve yerinde
tayin gibi avantajlarindan dolay1 oldukga ilgi géren bir alandir. (Parham ve Rahbar
2010, Tcheumi vd. 2010). Enzimlerin saflastirilmasi, enzim stabilizasyonu ve
immobilizasyon yontemleri konusundaki ilerlemeler biyosensorlerde cevaplama hizinin
artmasi, analiz siiresinin azalmas1 gibi katkilar saglamaktadir. Son yillarda sebze, meyve
ve atik sularda pestisit kalintilarinin belirlenmesi c¢esitli biyosensorler tarafindan

gerceklestirilmigtir (Cesarino vd. 2012, Dou vd. 2012, Kesik vd. 2014).
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2.6 Asetamiprit

Pestisitler, modern tarim uygulamalarinda zararli organizmalarin sebep oldugu kayiplar
en aza indirmek ve gidalarin besin degerini arttirmak i¢in kullanilmakta ve modern bitki
yonetim uygulamalariin vazgegilmez bir bileseni olarak kabul edilmektedirler. Son
yillarda, organofosfatlar, piretroitler ve neonikotinoidlerin c¢esitli siniflar1 da dahil
olmak {izere bir¢ok pestisit tiirii bitkileri bocek istilasindan korumak amaciyla
kullanilmistir (Weerathunge vd. 2014; Kumar vd. 2015). Neonikotinoidler, 6zellikle
bitki 6zleriyle ve tahil kokleriyle beslenen zararlilar1 kontrol altina almak igin son 20
yildir yaygin olarak kullanilan ve kimyasal olarak nikotine benzeyen noroaktif
insektisitlerin bir alt sinifidir. Neonikotinoidler, boceklerin merkezi sinir sistemine etki
eden bir insektisit sinifidir. Bunlar, sinirlerin uyarilmasinda rol oynayan nikotinik
asetilkoline baglanarak nihai felg ve 6lime neden olurlar. Organofosfat ve karbamat
insektisitleri ile karsilastirildiklarinda neonikotinoidler, kuslarda ve memelilerde
boceklerden daha az toksisiteye neden olmaktadirlar. Neonikotinoid sinifi, asetamiprit,
klotiyanidin, imidacloprid, nitenpiram, nithiazine, tiyakloprid ve thiamethoxam

pestisitlerini icermektedir (Yamamoto ve Casida 1999)

Asetamiprit  (N-[(6-chloro-3-pyridyl)methyl]-N'-cyano-N-methyl-acetamidine),  nikotinin
sentetik tiirevi olan ve neonikotinoid sinifina ait noroaktif bir pestisit tiirtidiir.
Asetamiprit, diislik toksisitesi ve yiiksek insektisit aktivitesinden dolay1 tarim ve bahge
uygulamalarinda gesitli bocekleri ve zararli organizmalart kontrol altina almak amaciyla
yaygin olarak kullanilmaktadir (Jeschke vd. 2011). Tarimsal iiriinlerde ve toprakta
biriken ve atik sulara salinan asetamiprit kalintilar1 kirlenmis ¢evreye maruz kalan
insanlarda potansiyel saglik riskine neden olmaktadir (Imamura vd. 2010, Ragas vd.
2011). Asetamiprit, kirlenmis ortama maruz kalan insanlarda potansiyel risk olusturan
yiiksek toksisiteye sahiptir. Kanserojen olmayan bir madde olarak smiflandirilmis
olmasina ragmen memeliler i¢in toksik hatta kronik etki gosterdigi bilinmektedir (Ragas
vd. 2011). Pestisitler, boceklerin sinir iletimi seviyesinde kuvvetli agonist olarak goérev
alir ve postsinaptik membranlardaki reseptorleri bloke ederek felce ya da 6liime neden
olur. Kontamine organizmalarda felg¢ ve oOliime neden olan nikotinik asetilkolin

reseptOrii agonisti olarak gorev yapar (Matsuda vd. 2001). Yaygin kullanimi nedeniyle,
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insan saglig1 icin potansiyel riski 6nlemek amaciyla gida 6rneklerindeki asetamipritin
tayini i¢in giivenilir ve etkili bir analitik yontem gelistirmek 6nemli bir hedef haline
gelmistir. Neonikotinoid pestisitlerinin tayini, HPLC, GC, GC-MS gibi kromatografik
yontemlere dayanan geleneksel enstriimental teknikler ile yapilmaktadir. Ancak, bu
yontemlerin zaman alict immobilizasyon islemleri, ¢caba gerektiren sentetik islemler,
gelismis donanima ihtiya¢ duyma, 6rnek hazirlama asamalarinin ¢ok adimli olmasi ve
iyi egitimli teknisyenler gerektirmeleri gibi baz1 dezavantajlar1 bulunmaktadir (Amelin
ve Andoralov 2016). Bu nedenle, gevre ve tarimsal triinlerde asetamiprit tayini igin
basit, hizli, pratik ve duyarli bir yontem gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Son
yillarda, pestisit analizleri i¢in ucuz ve kolay bir yaklagim sunan elektrokimyasal
biyosensor sistemleri yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Elektrokimyasal
biyosensor sistemlerinin spesifikligini ve kimyasal kararliligini arttirmak i¢in, molekiil
baskilanmis polimerler (Altintas vd. 2015; Martin-Esteban 2016) ve aptamerler (Sharma
vd. 2015) gibi sentetik reseptorler basarili bir sekilde kullanilmistir.

CHj;

/I% C/éN
X |\|j N~

= CH3
Cl N

Sekil 2.3 Asetamipritin kimyasal yapisi

2.7 Aptamerler

Aptamerler, kendilerine 6zgii 6zellikler tasiyan, niikleik asit dizi kiitiiphanelerinden
SELEX (Systematic Evolution of Ligands By Exponential Enrichment) yontemi ile
rastgele bir sekilde segilip in vitro olarak sentezlenen (Ellington ve Szostak 1990, Tuerk
ve Gold 1990) ve belirgin ii¢ boyutlu yapilariyla hedef molekiillere yiiksek afinite ve
secicilikle baglanma yetenegine sahip tek sarmal yapida DNA ya da RNA
oligoniikleotitleridir (Mairal vd. 2014). Belirli bir aptamer, niikleik asitlerin lineer bir
sekans1 (A,T veya U, C, G) olarak tanimlanabilir. Aptamerler kararli molekiiller olup,

her tiirli olumsuz ¢evre kosullarina karsi kendilerine has 6zelliklerini koruyabilirler.
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Tedavide, analizlerde ve diagnostik uygulamalarda kullanilabilecek molekiillerdir
(Tombelli vd. 2005, McKeague vd. 2011). Aptamerler, 1990 yilinda SELEX yontemi
olarak bilinen, in vitro olarak dizi havuzundan rastgele bir sekilde secilip gogaltilmasi
teknigi ile kesfedilmislerdir (Ellington ve Szostak 1990).

Aptamer temelli biyosensdrlerin antikor ve enzim temelli olanlara gore bir¢ok avantaji

vardir. Bunlar;

» Hedef molekiile kars1 yiiksek 6zgiilliikte ve afinitededirler,

» Yiksek miktarda ve saflikta ucuz bir sekilde sentezlenebilir ve modifiye
edilebilirler,

» DNA aptamerleri ¢gogunlukla yiiksek diizeyde kararlidirlar,

» Antikorlar gibi ¢evre kosullarindan (sicaklik ve pH) kolay etkilenmezler ve oldukca
dayaniklidirlar.

»  Bir immun yanit olusturmazlar ve kontaminasyon riskleri diistiktiir,

» Antikorlara gore daha kii¢iilk molekiiller olduklarindan, antikorlarin ulasamadigi

hedeflere baglanabilirler.

Bu avantajlar1 nedeniyle aptamerler, proteinler (Lin vd. 2006), kiigiik molekiiller (Kim
vd. 2007), metal iyonlar1 (Wang vd. 2006) ve tam hiicreler (Wang vd. 2010) gibi hedef
molekiillerin duyarli ve secici tayini i¢in tanima elementleri olarak kullanilmaktadir.
Yapisal olarak kolay modifiye edilebilme, sentezlerinin kolay olmasi, suda yiiksek
¢oziinlirliik, biyouyumluluk ve kabul edilebilir diizeyde kararlilik gibi 6zelliklerinden
dolay1 aptamerler 6nemli molekiiler tanimlama araglarindan bir tanesi haline gelmistir
(Centi vd. 2008) ve floresans (Ozaki vd. 2006) kemiliiminesans (Li vd. 2007),
elektrokemiliiminesans (Fang vd. 2008), kalorimetri (Yang vd. 2015) ve elektrokimya
(Fan vd. 2013; Schoukroun-Barnes vd. 2014) gibi ¢esitli platformlarda kullanilmaya

baslanmuistir.

Biyolojik tanima elemani olarak aptamerlerin kullanildig1 biyosensorlere aptasensorler
ad1 verilmektedir. Elektrot ylizeyinde immobilize aptamerin hedef molekiile segici bir

sekilde baglanmasina dayanan aptasensorler, hedef molekiiliin tayini i¢in gelecek vaat

eden bir yontem olarak goriilmektedir (Bonanni vd. 2012). Giliniimiizde giderek yaygin
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hale gelmeye baslayan aptasensorler basit dizaynlari, hizli cevap siireleri, diisiik
maliyetleri ve yiiksek hassasiyetleri ile gida iretiminde kalite ve giivenligin
izlenmesinde ve klinik uygulamalarda hastaliklarin teshisinde 6nemli bir rol

oynamaktadir (McKeague vd. 2011).

2.7.1 SELEX yontemi

In vitro se¢im olarak da adlandirilan SELEX yontemi, hedef molekiile spesifik olarak
baglanan tek sarmal DNA ya da RNA oligoniikleotitlerinin iiretimi i¢in molekiiler

biyolojide kullanilan birlestirici kimyasal bir yontemdir (Ellington ve Szostak1990).

SELEX yontemi farkli diziler igeren ¢ok sayida sentetik DNA parcasindan olusan DNA
kiitiiphanesinin se¢imiyle baslar. SELEX teknigi, ilgili DNA dizisinin se¢imi
(baglanma, bolme ve uzaklastirma), amplifikasyonu ve ayrilmasini igeren ardisik
basamaklarin tekrarlanmasiyla karakterize edilir. Genel olarak, yiiksek afiniteli
aptamerlerin secilmesi i¢in 6-20 SELEX turu gereklidir. Daha sonra zenginlesmis

aptamer havuzu klonlanir ve ilgili aptamerler karakterize edilir (He vd. 2011).

Islem, primerler olarak gorev yapan sabit 3> ve 5° uglar tarafindan smirlandirilmis sabit
uzunluktaki rastgele iretilmis dizileri igeren genis bir oligoniikleotit kiitliphanesinin
sentezi ile baslar. “n” uzunlugunda rastgele olusturulmus bir bolge i¢in, kitapliktaki
muhtemel dizilerin sayis1 4" dir (n, her pozisyonda dort olasilikl1 (A, T, C, G) pozisyon
sayisidir). Kiitliphanedeki diziler, protein ya da kiigiik bir organik bilesik olabilen hedef
molekiil ile etkilestirilir. Hedef molekiile baglanmayanlar ortamdan uzaklastirilir ve bu
islem icin genellikle afinite kromatografisi kullanilir. Baglanan diziler ¢oziiciilerle
birbirlerinden ayrilir ve en etkin baglanan dizileri belirlemek i¢in uygun eliisyon
kosullar1 gelistirilerek daha sonraki sikiligmnin arttirildigi sonraki se¢me turlarina
hazirlanmak i¢in PCR ile ¢ogaltilir. Orijinal yontem {iizerindeki ilerleme, bir RNA
kiitiphanesinin, yalnizca rastgele bolge tarafindan olusturuldugunda kararsiz olan

ikincil yapilar: stabilize ettigi se¢im islemi sonrasinda uzaklastirilmasi zor olabilen sabit

primer bolgelerini ihmal etmesine olanak saglar (Jarosch vd. 2006).
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Sekil 2.4 SELEX ydnteminin genel semasi

SELEX yontemi, ATP ve adenozin gibi kiigiik molekiiller ve proteinler dahil olmak
tizere hedef molekiillere karsi oldukca yiliksek baglanma afinitesine sahip olan
aptamerleri gelistirmek i¢in kullanmilmistir (Huizenga ve Szostak 1995, Mercey vd.
2006). Ayrica, oldukca spesifik katalitik DNA elde etmek ve tiimor hiicreleri gibi
kompleks molekiiller i¢in yiiksek afiniteli aptamerleri se¢gmek icin de SELEX yontemi

kullanilmistir.
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2.8 Kaynak Ozetleri

2.8.1 Aptamer temelli biyosensorler ile ilgili kaynak ozetleri

Degefa vd. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada, elektrokimyasal trombin tayini
enzimatik olarak glimiisiin biriktirilmesine dayanarak yapilmistir. Altin elektrot
yiizeyinde kendiliginden olusan tekli tabakalar seklinde biriktirilen tiyol fonksiyonlu
aptamer, trombin ile etkilestirildikten sonra biyotinlenmis trombin baglayan baska bir
aptamer ile sandvi¢ yontemine gore etkilestirilmistir. Ardindan biyotin-avidin spesifik
etkilesiminden yararlanilarak, avidin-alkalen fosfataz (Av-ALP) konjugati elektroaktif
olmayan p-aminofenil fosfati (p-APP) elektroaktif bir madde olan p-aminofenole (p-
AP) enzimatik olarak doniistiirmiis ve bu sirada ortamdaki giimiis iyonlart elektrot
ylizeyinde metalik glimiise indirgenmistir. Sonug olarak trombin tayini 0,1 nM ile 1 uM

araliginda gergeklestirilmistir.

Zhou vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, ¢ok duvarli karbon nanotiip kullanilarak
bir elektrokimyasal tetrasiklin (TET) aptasensorii gelistirilmistir. Anti-TET aptameri
immobilize edilerek aptasensor olusturulmustur. Camsi karbon elektrot iizerine
MWCNT damlatilmis ve aptasensoriin yapim asamalarindan her biri doniisiimlii
voltametri ile karakterize edilmistir. Elde edilen sonuclar, modifiye elektrot yiizeyinde
anti-TET/TET komplekslerinin olusmasi nedeniyle Fe(CN)637/47 redoks ¢iftinin pik
akimlarinin azaldigini gostermistir. MWCNT'lerin yiikleme miktarinin optimizasyonu,
aptamerin inkiibasyon kosullar1 ve TET'in tayin siiresi arastirtlmistir. Optimize sartlar
altinda, DPV ile elde edilen pik akim degisikliklerinin, 0,995°1ik bir dogrusal katsay1 ile
1x10® M ila 5x10° M araliginda artan TET konsantrasyonlari ile dogrusal olarak arttig:
bildirilmistir. Gelistirilen elektrokimyasal aptasensoriin, 5x10 M'lik bir tayin siniria
sahip oldugu ve siit Orneklerindeki TET'in belirlenmesinde basariyla uygulandigi

belirtilmistir.
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Bai vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, subnanomolar trombinin gergek zamanl
tayini i¢cin hassas ve secici bir aptamer/trombin/aptamer-AuNPs sandvi¢ yontemine
dayanan gelismis yiizey plasmon rezonans (SPR) sensorii gelistirilmistir. Bu protokolde,
bir thiol-modifiyeli trombin aptameri (TBAZ29), Au-S baglanmasi yoluyla altin
nanopartikiillere immobilize edilmistir. Diger biyotinlenmis trombin aptameri (TBA15),
biyotin-streptavidin tanima yoluyla streptavidin ile muamele edilmis olan SPR altin film
tizerine asilanmistir. Trombin varligi, SPR altin filmi {izerinde bir ¢ift aptamer sandvig
yapisinin olusumuna ve SPR sinyalinin, trombin konsantrasyonu ile orantili olarak
belirgin bir sekilde artmasina neden olmustur. SPR sinyalinin 0,1-75 nM araliginda
trombin konsantrasyonu ile iyi bir dogrusal iliski gosterdigi ve trombin igin tayin
sinirinin 0,1 nM oldugu bildirilmistir. Aptamer ile islevsellestirilen AuNP'lerin SPR
yanit sinyalini arttirdig1 ve tayin sinirinin 4 kat ve 5 kat arttig1 bulunmustur. Gelistirilen
sensoriin BSA ve lizozim gibi diger proteinlerden etkilenmeden trombin igin iyi
secicilik gosterdigi ve seyreltilmis insan serum Orneklerinde trombin analizine basarili

bir sekilde uygulandigi bildirilmistir.

Bala vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada yaygin olarak kullanilan ve asir1 derecede
toksik olan organofosforlu pestisit tiirii olan phoratin tayini i¢in son derece basit ve hizli
bir yontem gelistirilmistir. Bu yontemde, tanima elementi olarak pestisite spesifik bir
aptamer ve optik sensOr olarak altin nanopartikiiller kullanilmistir. Aptamer, rastgele
sarmal yapisindan dolayi altin nanopartikiilleri baglarken kararlilik saglamis ve bdylece
nanopartikiillerin iyi dagilmis halde kalmasina neden olmustur. Bununla birlikte, hedef
pestisit ilavesi iizerine, aptamer altin nanopartikiillerinin bir araya getirilmesine neden
olan kat1 bir konformasyona sahip olmustur. Sonug olarak, enzimatik reaksiyon sonucu
¢ozeltinin rengi kirmizidan maviye donmiis ve spektrofotometrik olarak miktar tayini
yapilmigtir. Onerilen yontemin 0,01 nM ila 1,3 pm konsantrasyon araliginda dogrusal

oldugu ve tayin sinirinin da 0,01 nM oldugu belirtilmistir.

Bala vd. (2016) tarafindan malathion tayini i¢in katyonik polimer ve altin
nanopartikiillere dayanan ultrasonik aptamer biyosensorii hazirlanmistir. Bu ¢aligmada,
organofosfor pestisiti olan malathion i¢in, modifiye edilmemis altin nanopartikiilleri,

aptameri  ve  pozitif  yiikklii, suda ¢oziinlr bir  polielektrolit  olan

31



Polydialildimetilamonyum Kkloriirii (PDDA) kullanan yeni bir algilama stratejisi
gelistirilmistir. PDDA, aptamer ile baglantili oldugu zaman altin nanopartikiillerin
toplanmasini 6nler, aptamere spesifik olan pestisit ¢ozeltiye ilave edildiginde bdyle bir
inhibisyon gozlenmez ve bdylece ¢bzeltinin rengini kirmizidan maviye doniistiiriir.
Onerilen yoéntemin 0,5-1000 pM konsantrasyon araliginda dogrusal oldugu ve tayin
siirinin 0,06 pM oldugu bildirilmistir. Ayrica, dnerilen yontemin, diger girisim yapan
maddelerin varliginda malathionu segici olarak tanimladig1r ve bodylece, malathionun

hizl1 taranmasi i¢in gergek orneklere uygulanabilecegi bildirilmistir.

Liu vd. (2016) tarafindan yapilan c¢aligma sonucunda yeni bir sandvi¢ tipi
elektrokimyasal aptasensor tretilmis ve bir antibiyotik olan oksitetrasiklinin (OTC)
hassas ve segici tayini i¢in kullanilmistir. Bu sensor sinyal amplifikasyonu olarak
grafen-i¢ boyutlu nanoyapi altin nanokompozit (GR-3D-Au) ve aptamer-AuNPs-
horseradish peroksidaz (aptamer-AuNPs-HRP) nanoproblarina dayandirilmistir. ilk
olarak, GR-3D Au filmi, biyolojik molekiillerin elektron transferini ve yiikleme
kapasitesini arttiran katodik potansiyellerde grafit oksit (GO) ve HAuCly ile tek adimlh
elektrokimyasal indirgeme ile camsi karbon elektrot iizerine modifiye edilmistir.
Boylece aptamer ve HRP modifiye Au nanopartikiillerinin, OTC igin yiiksek afiniteli
spesifiklik ve hassas elektrokimyasal prob olmalar1 saglanmistir. Optimize sartlar
altinda, pik akimnin 4,98x10"°gL™"lik bir tayin simuri ile 5x10%° - 2x10° gL-!
araliginda OTC konsantrasyonu ile dogru orantili oldugu goézlenmistir. Ayrica, bu
aptasensoriin - sentetik numunelerde 1yl geri kazanim gosterme, spesifiklik ve
hassasiyetinin iyi oldugu goriilmistiir. Gelistirilmis sandvig tipi elektrokimyasal
aptasensoriin OTC tayini ve ilgili gida giivenligi analizi ve klinik teshis igin yararli ve

pratik bir ara¢ olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir.

Beiranvand vd. (2016) tarafindan yapilan ¢aligmada, altin-platin nanopartikiiller, karbon
nanotlipler ve akriflavin platformu kullanilarak aptamer temelli elektrokimyasal
biyosensor gelistirilmistir. Bu calismada, yeni bir sinyal amplifikasyon stratejisine
dayanilarak Bisfenol A'nin (BPA) kantitatif tayini i¢in ultra-duyarli elektrokimyasal bir
aptasensor iretilmistir. Bu aptasensor, yiikseltgenmis karbon nanotiipler (CNT-COOH)

ile modifiye edilmis cams1 karbon (GC) elektrot {izerine altin-platin nanopartikiillerin
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(Au-PtNPs) elektrodepolanmasi ile gelistirilmistir. Bu yontemde, akriflavin (ACF), Au-
PtNPs/CNTs COOH nanokompoziti ile modifiye edilmis camsi karbon elektrot
yiizeyine kovalent olarak immobilize edilmistir. Modifiye edilmis elektrodun ylizeyine
BPA-aptamerin baglanmasi, ACF'nin amino grubu ile 5' ucundaki aptamerin fosfat
grubu arasindaki fosforamidat baglarinin olusturulmas: yoluyla gerceklestirilmistir.
BPA'nin aptamer ile etkilesimi sonucunda meydana gelen aptamerdeki konformasyon
degisimi, bir prob olarak ACF'nin ara yiizey elektron transferini geciktirmesine yol
acmistir. BPA'nin duyarli kantitatif tayini, BPA konsantrasyonunun artmasiyla ACF pik
akiminin diferansiyel puls voltametrisi yanitlarindaki azalmanin izlenmesi ile
gerceklestirilmistir.  Gelistirilen aptasensor, iyi spesifiklik, iyi kararlilik ve
tekrarlanabilirlik gostermistir ve bu durum, mevcut stratejinin genis potansiyel

uygulamasi i¢in umut vaat ettigini gostermektedir.

Jo vd. (2017) taraindan yapilan ¢alismada, akut miyokard infarktiisii (AMI) igin gelecek
vaat eden biyolojik belirteglerden biri olan kardiyak troponin I'in (cTnl) tayini icin
kronoamperometri kullanilarak sandvi¢ aptamer temelli perde baskili karbon elektrot
(SPCE) gelistirilmistir. Tek kullanimlik ii¢ elektrotlu SPCE'ler bir ekran yazicisi
kullanilarak iretilmis ve altin nanopartikiillerin elektrodepolanmas1 ve iletken
polimerlerin elektropolimerizasyonu gibi ¢esitli modifikasyonlar yapilmistir. Yalin
elektrottan aptamer immobilize SPCE’ye olan kadar tim islemler izlenmis ve
dontisiimlii voltametri, elektrokimyasal impedans spektroskopisi ve X-1sin1 fotoelektron
spektroskopisi gibi ¢esitli teknikler kullanilarak analiz edilmistir. CTnI'nin miktar
Ol¢timii, hidrazin ve H,0, arasindaki katalitik reaksiyondan gelen amperometrik
sinyallere dayanarak gergeklestirilmistir. Bir tamponda ve ayrica serum eklenmis bir
¢ozeltide tiretilen aptasensor, 1-100 pM’lik (0,024-2,4 ng/mL) bir dinamik aralik ve 1
pM’lik (24 pg/mL) bir tayin smirtyla miikemmel analitik performans gostermistir.
Ayrica, gelistirilen sensoriin cTnl'ye karsi diger proteinlere gore daha yiiksek duyarlilik
gosterdigi bildirilmistir.

33



2.8.2 Asetamiprit tayinine yonelik yapilan calismalar

Antikorlara alternatif olarak, aptamerler pestisit tayini i¢in analitik araglar olarak biiyiik
bir potansiyele sahiptir. He vd. (He vd. 2011) yaptiklar1 ¢alismada, asetamipriti
hedefleyen aptamerleri SELEX yontemi ile se¢mislerdir. Tekrarlanan se¢imin 18
turundan sonra, ssDNA havuzu zenginlestirilmis ve daha sonra 14 sekans secilmistir.
Yapilan ¢alismalar sonucunda ayrigma sabitinin (Kg) 4,98 uM oldugu tahmin edilen,

asetamiprite spesifik bir aptamer basariyla elde edilmistir.

Fan vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, asetamiprit tayini i¢in aptamer aracili bir
EIS temelli elektrokimyasal biyosensor gelistirilmistir. Bu c¢alismada, AUNPS,
hazirlanan aptasensoriin duyarliligini arttirmak igin altin elektrot yiizeyinde doniistimlii
voltametri teknigi kullanilarak biriktirilmistir. Elektrot ylizeyindeki AuNPs iizerinde
bulunan aptamer dizisinin yapisi asetamiprit ilavesi ile degismis ve elektron transfer
direnci (Re) artmistir. Dogrusal ¢alisma araligi 5-600 nM arasinda bulunmus ve alt tayin
smirt da 1 nM olarak rapor edilmistir. Asetamiptrit ile aptamer arasinda olusan
kompleks icin ayrigma sabiti diferansiyel kapasitansin Langmuir izoterm oldugu
varsayilarak 23,41 nM olarak hesaplanmis ve bdylece asetamiprit ile aptamer arasindaki
giiclii etkilesim oldugu bildirilmistir. Ayrica, gelistirilen aptasensorler ile asetamprit
tayini atik su ve domates gibi ger¢ek numunelerde yapilmistir. Ancak ¢alismada yontem
olarak impedimetri kullanildigindan genis bir ¢alisma aralig1 ve yiiksek hassasiyet elde

edilememistir.

Shi vd. (2013) tarafindan yapinan bir ¢alismada, toprak Orneklerinde asetamipritin
aptamer temelli kalorimetrik tayini gerceklestirilmistir. Calismada asetamiprit tayini Au
nanopartikiilleriyle agregasyon sonucunda renk degisiminin izlenmesi prensibine
dayandirilmistir. Asetamiprit i¢in dogrusal ¢alisma araligi 75 nM ile 7,5 uM olarak elde
edilmis ve gozlenebilme sinir1 ise 5 nM olarak belirlenmistir. Yapilan Circular
Dichromism (CD) ¢alismalarinda asetamiprit ile aptamer arasindaki spesifik etkilesimin
mekanizmasi, asetamipriti baglayan aptamerin konformasyonel degisimi ile rastgele

halka yapisindan sa¢ tokasi yapisina gegmesi olarak belirlenmistir.
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Yang vd. (2015) tarafindan hemin fonksiyonlu indirgenmis grafen oksit (hemin-rGO)
kompozitler kullanarak asetamipritin kalorimetrik tayini i¢in kolay bir aptasensor
gelistirilmistir. Hazirlanan hemin-rGO kompozitleri, rGO'nun aptamerleri fiziksel
olarak adsorbe etme kabiliyetine ve H,0, varliginda heminin 3,3,5,5-tetrametilbenzidini
(TMB) kataliz edebilen peroksidaz benzeri aktivitesine sahiptir. Iyi dagilmis hemin-
rGO kompozitleri tamamen uygun tuz konsantrasyonunda pihtilasmistir. Ancak, bol
miktarda aptamer yiizeye adsorbe edildiginde baglanmis negatif yiikli DNA omurgasi,
bireysel hemin-rGO elektrostatik itme oranini arttirdigi i¢in  hemin-rGO'nun
pihtilagsmast  kaybolmustur. Tayin asamasinda, farkli konsantrasyonlara sahip
asetamiprit ilk dnce ayni miktarda aptamer ile inkiibe edilmistir. Test edilen ¢ozeltideki
asetamiprid ne kadar ¢ok olursa, hemin-rGO ylizeyi iizerinde daha az serbest aptamer
absorbe edilerek optimum NaCl konsantrasyonunda kompozitlerin pihtilasmasi saglanir.
Sonug olarak, slipernatant igerisindeki hemin-rGO igerigi, diisiikk absorpsiyon ile agik
mavi renk elde etmek tizere H,O; varliginda TMB'nin oksidsyonunun katalize edildigi
santrifiij isleminden sonra diisliriilmiistiir. Asetamiprit konsantrasyonuna bagli renk
degisimi UV-vis spektrometresi ile kolayca izlenebilmektedir. Tasarlanan bu aptasensor
40 nM (S/N = 3) tayin smriyla 100 nM ila 10 uM araliginda asetamiprit i¢in dogrusal

bir yanit vermistir.

Wijaya vd. (2014) tarafindan yiizey yiikseltilmis Raman spektroskopi (SERS) yontemi
kullanilarak elma suyundaki ve elma yiizeylerindeki asetamiprit tayini yapilmistir. EIma
yiizeyinden asetamipriti almak icin basit bir yilizey temizleme yontemi kullanilmistir.
Numuneler birka¢ dakika boyunca giimiis dendritler ile inkiibe edilmis ve SERS
spektrumlar1 dogrudan giimiis yiizeyinden alinmigtir. Swab-SERS yontemi, 5 6rnekten
olusan bir set i¢in 15 dakika stirmiistiir. Ortaya ¢ikan spektral veriler ana bilesen analizi
kullanilarak analiz edilmistir. 634 cm™deki asetamiprit piki, 1:1 su-metanol ¢ozeltisi,
elma suyu ve elma yiizeyine eklenmis asetamiprit miktarin1 saptamak ve 6lgmek igin
kullanilmistir. SERS yontemi ile asetamiprit ¢6ziiciide 0,5 ug/mL'de (0,5 ppm), elma
suyunda 3 pg/mL (3 ppm), ve elma yiizeylerinde 0,125 ug/cmz'de olmak iizere tayin
edilmistir. SERS tekniklerinin igeceklerin, kalin kabuklu meyve ve sebzelerin
yiizeylerindeki asetamipriti tayin etmede kullanilabilecek basit, hizli ve hassas

yontemler oldugu rapor edilmistir.
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Fei vd. (2015), ¢ok katli karbon nanotiiple indirgenmis grafen oksit nanoribbon
kompozitlerle dekore edilmis altin nanopartikiiller kullanarak femtomol seviyesindeki
asetamiprit tayini icin etiketsiz bir impedimetrik aptasensor gelistirmistir. Cok kathi
karbon nanotiiple indirgenmis grafen oksit nanoribbon kompozitlerle dekore edilmis
altin nanopartikiiller (Au/MWCNT-rGONR) one-pot reaksiyonu ile sentezlenmistir.
Elde edilen AuU/MWCNr-GONR kompozitleri aptamer immobilizasyonu igin destek
olarak kullanilarak, asetamiprit tayini i¢in, modifiye elektrot yiizeyindeki elektron
transfer direncinin degisiminin asetamiprid-aptamer kompleksinin olusumu ile iligkili
olduguna dayanan etiketsiz bir elektrokimyasal impedimetrik aptasensor gelistirilmistir.
Saf AuNPs ve MWCNT-rGONR ile kiyaslandiginda, AuMWCNT-rGONR kompozit
modifiye elektrodunun asetamiprit tayini i¢in en hassas aptasensor platformu oldugu
goriilmiistiir. Onerilen aptasensoriin, asetamiprit i¢in 5x10™ M ila 1x10®° M araliginda
dogrusal bir calisma arah@ma ve 1,7x10™* M gibi ¢ok diisiik bir tayin sinirina sahip

oldugu bulunmustur.

Jiang vd. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, aptamer temelli pestisit tayini i¢in azot katkili
grafene baglanmig giimiis nanopartikiiller kullanarak yeni bir elektrokimyasal
biyosensor sistemi gelistirmislerdir. Giimiis nanopartikiiller (NP) ile donatilmis azot
katkili grafen (NG) nanokompozitler, azot kaynagi olarak arginin kullanilarak tek
asamal1 1s1l islem yolu ile hazirlanmistir. Ag NPs ve NG'nin miikemmel elektriksel
ozelliklerini ve genis ylizey alani birlestirilek, elde edilen Ag/G nanokompozitler Ag-
grafen ve saf NG'ye gore daha etkili elektron transferi ve yiiksek yiikleme kapasitesini
gostermistir. Bir hedef varliginda, aptamer ve hedef arasindaki giiclii etkilesim, elektron
transferini bloke eden elektrot yiizeyinde bir hedef-aptamer kompleksinin olusumunu
tesvik etmektedir. Bu algilama mekanizmasina dayanarak, gii¢lendirici materyaller
olarak Ag/NG kullanimi ile yeni ve olduk¢a hassas biyosensor platformu, asetamipritin
tayini i¢in kullamlmustir. Gelistirilen aptasensériin asetamiprit igin 3,3x10™* M’lik (S/N
= 3) diisiik tayin smniri ile 1x10™** M ila 5x10° M araliginda genis dogrusal bir ¢alisma
araligina sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica, dnerilen yontemin, gida, tibbi ve ¢evresel
alanlardaki genis bir analit spektrumunun hassas ve spesifik olarak tayini i¢in yeni bir
elektrokimyasal aptasensor gelistirmek igin umut vadeden bir yontem oldugu

belirtilmistir.
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Rapini ve Marazza (2015), asetamipritin hassas ¢oklu tayini i¢in yarigmali format ve tek
kullanimlik perde baskili dizilere dayanan elektrokimyasal bir DNA aptasensorii
gelistirmiglerdir. AptasensOriin hassasiyetini arttirmak i¢in, polianilin film ve altin
nanopartikiiller, grafit perde baskili elektrot yiizeyine doniisiimlii voltametri ile asamali
olarak biriktirilmistir. Daha sonra altin nanopargaciklar, tiyol baglanmis DNA aptamer
immobilizasyonu igin bir platform olarak kullanilmistir. DNA aptasensor dizileri ile
sabit miktarda biyotinlenmis tamamlayic1 oligoniikleotit dizisi i¢eren farkli asetamiprit
coOzeltileri analiz edilmistir. Daha sonra afinite reaksiyonunu izlemek igin streptavidin-
alkalin fosfataz konjugati eklenmistir. Enzim, 1-naftil fosfatin 1-naftole hidrolizini
katalizlemistir ve enzimatik {lriin diferansiyel puls voltametrisi ile tespit edilmistir.
Pestisit  konsantrasyonu arttiginda sinyalin azaldigi  gdzlenmistir. Deneysel
parametrelerin test edilmesiyle optimize edilmis kosullar altinda, 0,25 ve 2 uM
asetamiprit konsantrasyon araliginda bir doz-yanit egrisi elde edilmis ve tayin siniri
0,086 uM olarak hesaplanmistir. Aptasensoriin segiciligi atrazine pestisitinin analizi ile
de dogrulanmistir. Son olarak, asetamiprit ile meyve suyu numunelerindeki 6n deneyler

de gergeklestirilmistir.

Jin vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada, sebzelerdeki asetamipritin fotokatalitik bozunma
bilesigine dayali tespiti i¢cin yeni bir sensor gelistirmislerdir. Bir karbon pasta
elektroduyla birlestirilmis titanyum dioksit fotokatalizorleri kullanilarak asetamipritin
dolayli olarak tayini ic¢in bir elektrokimyasal yontem c¢alisilmistir. Doniistimlii
voltametri sonuglari, asetamipritin fotokatalitik bozunma bilesiginin notr ¢ozeltilerde
elektroaktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Asetamiprit miktari, hassas bir tayin
yontemi olarak diferansiyel puls anodik siyirma voltametrisinin kullanilmasi ile dolayl
olarak belirlenmistir. Deneysel parametreler fotokatalitik bozunma siiresi, tampon
cozeltisinin pH degeri, birikim potansiyeli ve birikim zamanina gore optimize
edilmistir. Optimum kosullar altinda, 6nerilen elektrokimyasal yontem 0,2 nM'lik bir
tayin smir1 (3 S/N) ile 0,01 ila 2 uM arasinda degisen asetamiprit konsantrasyonlarini
tayin etmistir. Ayrica, Onerilen yontem, miikemmel segicilik, iyi tekrarlanabilirlik ve
kabul edilebilir operasyonel stabilite gostermis ve tatmin edici sonuglar veren sebze

orneklerinde bulunan asetamipritin tayini i¢in basartyla uygulanabilmistir.
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Lin vd. (2016), asetamiprit kalintilarnin tayini ve goriintiilenmesi igin aptamer ile
islevsellestirilmis  kuantum noktalarina dayanan yeni bir acg/kapat sensor
gelistirmiglerdir. Asetamiprit aptamer ile modifiye edilmis ZnS:Mn probu (ZnS:Mn-
Aptamer), ZnS:MnQDs’1n asetamiprit baglama aptameri ile konjuge edilmesi ile elde
edilmistir. Probun fliioresansi, ZnS:Mn-Aptamer ve MWCNTs arasindaki floresans
rezonans enerji transferine (FRET) dayanan MWCNTs tarafindan kapatilmistir.
Asetamiprit ilavesinden sonra, ZnS:Mn-Aptamer’in asetamiprite spesifik olarak
baglanmasindan dolayr floresans acilmistir. Yukaridaki prensibe dayanarak,
asetamipritin gercek numunelerde kantitatif tayini ve goriintiillenmesi yapilmigtir.
Dogrusal denklem, 0-150 nM arasindaki dogrusal bir aralikta 0,7 nM'lik bir tayin sinir1
ile F/Fp = 1,101 + 0,0312CA olarak tanimlanmistir (CA, nM cinsinden asetamiprit
konsantrasyonunu ifade etmektedir). Elde edilen sonuglara bakilarak, bu yontemin
karmagik bir operasyon olmaksizin ¢ok basit oldugu, yiiksek hassasiyete ve segicilige

sahip oldugu bildirilmistir.

Liu vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, asetamiprit ile temsil edilen pestisit
taramasi i¢in li¢lii sarmal molekiil anahtar1 (THMS) kullanilarak aptamer temelli bir
floresan algilama platformu gelistirilmistir. THMS, iki 6zel DNA probundan
olugmaktadir. Bir tanima probu olarak islev goren iki kol segmentinin g¢evreledigi
etiketsiz bir merkezi hedefe 6zgii aptamer dizisi; sirastyla 3 've 5' ucunda bir florofor ve
sondiiriicti ile isaretlenmis bir sinyal iletim probu (STP) olarak goérev yapan bir sag¢
tokas1 sekilli yapr oligoniikleotidir. Asetamiprit yoklugunda, aptamerlerin iki kol
boliimiiniin  STP dongii sekanst olan tamamlayict baglari, STP'nin  "agik"
konfigiirasyonu ile THMS olusumunu zorlar ve THMS'nin floresan1 aciktir. Hedef
asetamiprit varlifinda, aptamer-hedef baglanmasi, THMS'yi ayiran ve STP'yi serbest
birakan yapilandirilmis bir aptamer/hedef kompleksinin olusumuyla sonuglanir. Serbest
STP bir kok ilmek yapisina katlanir ve fliloresan sondiiriiliir. Sondiiriilmiis floresan
yogunlugunun, tayin sinir1 9,12 nM kadar diisiik olan, 100 ila 1200 nM araliginda
asetamiprit konsantrasyonu ile orantili oldugu bulunmustur. Buna ek olarak, bu THMS
temelli yontem tatmin edici geri kazanimlar ile Cin lahanasindaki asetamipritin test

edilmesi ve miktarin belirlenmesinde kullanilmistir ve sonuglarin LC-MS sonuglar1 ile

uyumlu oldugu goriilmiistiir. Aptamer temelli THMS’nin yiiksek stabilite, gbze c¢arpan
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hassaslik ve orijinal aptamerin afinite ve 6zgiinliigiiniin korunmasi gibi farkli avantajlar
sundugu ve en Onemlisi, bu stratejinin uygun ve ii¢ helezonlu yapiyr degistirmeden

aptamer diziliminin degistirilmesiyle genellestirilebilir oldugu sonucuna varilmaistir.

Pestisit kalintilarinin asir1 diisiik konsantrasyonu ve segici olarak tayin edilebilmesi,
cevre kirliligine ve insan sagligina yonelik tehdidin degerlendirmesi i¢in oldukca
onemlidir. Qi vd.(2016) tarafindan yapilan bu c¢alismada asetamipritin ultra hassas ve
secici tayini i¢in giliclendirilmis bir kemiliiminesans (CL) algilama platformu
gelistirilmistir. Bu calisma, aptamerin yiiksek baglanma afinitesine ve AuNP'lerin
morfolojisi ile H,O, ve luminol varliginda CL olusumunu uyaran Kkatalitik etkisi
arasindaki ilgiye dayanmaktadir. Pestisit kalintilar1 i¢in 6nerilen bu algilama platformu,
asetamiprit tayini i¢in diger aptamer temelli sensorlerden yaklasik 100 kat daha diisiik
olan, 62 pM'lik bir tayin sinir1 ile asetamiprite kars1 yiiksek bir duyarlilik sergilemistir.
Aptamerin kendine 6zgli taninma Ozelligi nedeniyle, bu algilama platformu yiiksek
secicilige sahiptir. Boylece, bu algilama platformu tek bilesenli pestisit kalintilarinin
hassas ve secici tespiti i¢in etiketsiz ve uygun maliyetli bir yaklasim saglamaktadir.
Daha da onemlisi, bu CL yontemi, ger¢cek kontamine numunelerde asetamipritin

saptanmasinda basariyla kullanilmistir.

Tian vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada, aptamer ile sarili altin nanopartikiilleri kullanarak
asetamipritin kolorimetrik tayininde aptamer dizilerinin kisaltilmasinin etkisini arastirmislardir.
Kisaltilmig 37-mer ve 25-mer aptamerler, 49-mer asetamiprit hedef aptamerinden asirt kenarli
niikleotidlerin silinmesiyle iiretilmistir. Ug sekansin tepkileri karsilastirildiginda, kesilmis
aptamerlerin test edilen diger pestisitlere karsi ayirt etme becerisini gelistirmedigi goriilmiistiir.
Bununla birlikte, 49-mer ve diger kisa aptamerler arasindaki kiyaslama, asir1 bitisik
niikleotidlerin baglanma bdlgesinin disina ¢ikarilarak aptamer sekanslarinin kisaltilmasinin
asetamiprit i¢in kolimetrik duyarlilign 3,3 kat artirdigini gostermistir. Asir1 bazlar nedeniyle,
hedefe bagli aptamerin AuNPs’e bagli kalabilecegi goriilmiis, bu da aptamerin AuNPs’den
tamamiyla ayrismasina ve dolayisiyla agregasyon tepkilerinin bastirilmasina neden olmustur.
Bu c¢aligma, hedef molekiiliin tayininde aptamer yapisinin etkilerinin yani sira,
ortamlardaki veya gida igerisindeki pestisit kalintilarmin hizli tespiti i¢in aptamer

uzunlugunu ince ayarlayarak elde edilen bir metodun anlasilmasini saglamastir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Kullanilan Cihazlar, Hiicre ve Elektrotlar

Caligmalarimizda sekil 3.1°de  gosterilen  bilgisayar baglantih  AUTOLAB
PGSTAT302N elektrokimyasal analiz cihazi kullanildi.

O AuTOLAB

988086888888

———————————————————————

Sekil 3.1 AUTOLAB PGSTAT302N elektrokimyasal analiz cihazi

Deneyler sirasinda kullanilan ¢ozeltileri hazirlamak i¢in ELGA Purelab Optimum-Q

cihazi ile distile edilmis ultra saf su kullanildi.

Hazirlanan ¢o6zeltileri karnistirmak ve ¢ozmek amaciyla Bandelin Sonorex marka

ultrasonikasyon cihazi kullanildi.

Calismalarda kullanilan deney ¢ozeltilerinin pH’lar1t ORION marka 912600 numarali
kombine cam elektrodu kullanilarak ORION 720A cihaz1 ile ayarlandi. Cihaz kalibre
etmek amaciyla pH’s1 4,13 olan potasyum hidrojen ftalat ve pH’s1 8,20 olan sodyum

bikarbonat ¢ozeltileri kullanildi.
Cozelti ilaveleri i¢in Biohit Proline-Pipette ve Ependorf marka mikro pipetler kullanildi.

Cozeltilerin kanistirilmasinda Chiltern marka MS21S model manyetik karistirict ve

ISOLAB marka vorteks kullanildi.
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Calismalar sirasinda sekil 3.2’te gosterilen, 3,4 cm uzunlugunda, 1 cm genisliginde ve
0,05 cm yiiksekligindeki DS 110 marka SPEs kullanild:.

v' Calisma elektrodu: 4 mm ¢apinda ve karbon,
v" Yardimei elektrot: Karbon,

v' Referans elektrot: Giimiis.

C.E.
connection Referance

Electrode

connection

cannaction

Sekil 3.2 Perde baskili karbon elektrot (SPE)

Terazi (KERN, ABT 220-5DM)

Potansiyostat (AUTOLAB 302N-PGSTAT; Eco Chemie, Hollanda)

3.2 Kullanilan Kimyasallar

3.2.1 Azot gaz1

5-amino-2-merkapto-1,3,4-tiyadizol (AMT) monomerinin 0,1 M H,SO, igerisinde

coziinmesini saglamak amaciyla yiiksek safliktaki azot gazi kullanildi.
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3.2.2 Kullanilan diger kimyasallar

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan diger kimyasal maddelerin adlari, saflik dereceleri ve

temin edilen firmalar

Kimyasal Madde Saflik Temin Edildigi
Dereceleri Firma
5-amino-2-merkapto-1,3,4-tiyadizol (AMT) %98 Acros Organics
Asetamiprit HPLC Fluka
S10THIOL Aptameri (5°-(SH)-ATTGGACTAGCTGCA HPLC Eurofins
GCGATTCTTAATCGCTATGCTCCGCCCAATACTG-3) Genomics
S18THIOL Aptameri (5°-(SH)-TGTAATTTGTCTGCA HPLC Eurofins
GCGGTTCTTGATCGCTGACACCATATTATGAAGA-3’) Genomics
S10BIO Aptameri (5°-(BIO)- ATTGGACTAGCTGCA HPLC Eurofins
GCGATTCTTAATCGCTATGCTCCGCCCAAT-3) Genomics
6-merkapto-1-hekzanol %97 Aldrich
Streptavidin-alkalen fosfataz Sigma
1-naftil fosfat %99 Aldrich
Dietanolamin >%98 Sigma-Aldrich
Magnezyum kloriir >%98 Sigma
Potasyum kloriir %99 Sigma
Silfiirik Asit %95-97 Riedel de Haén
Sigir serum albiimini (BSA) %96 Sigma
Sodyum dihidrojenfosfat-2-hidrat %98 Sigma-Aldrich
Disodyum monohidrojenfosfat-2-hidrat %98 Sigma-Aldrich
Atrazin HPLC Fluka
Ometoat HPLC Fluka
Imidacloprid HPLC Fluka
Klorpirifos HPLC Fluka
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3.3 Kullanmilan Cozeltiler

3.3.1 TRIS-HCI tamponu

Derisimi 20 mM olacak sekilde TRIS-HCI yikama tamponu hazirlamak i¢in TRIS-HCI,
NaCl, KCI ve MgCl,’den uygun miktarlarda tartildi ve ultra saf suda ¢oziildii. Toplam

hacim 100 mL’ye tamamlanarak pH 7,4’e ayarlandi.

3.3.2 Fosfat tamponu

Toplam derisimi 0,5 M olacak sekilde sodyum dihidrojenfosfat-2-hidrat ve disodyum
monohidrojenfosfat-2-hidrattan uygun miktarlarda tartildi ve ultra saf suda ¢oziildi.
Hazirlana ¢ozeltinin pH’s1, 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCI ¢ozeltileri kullanilarak pH 7,5’e

ayarlandi. Tampon ¢6zelti, kullanilmadigi zamanlarda + 4 °C’de sakland.

3.3.3 Dietanolamin tamponu

Derisimi 0,1 M olacak sekilde dietanolamin (DEA) tamponu hazirlamak igin,
dietanolamin ¢ozeltisinden, MgCl, ve KCI’den uygun miktarlarda alindi, ultra saf su ile

toplam hacim 50 mL’ye tamamlandi ve pH 9,6’ya ayarlandi.

3.3.4 6-merkapto hekzanol ¢ozeltisi

Yogunlugu 0,981 g/mL olan %97°lik 6-merkapto hekzanolden uygun miktarda alinarak
derigimi 1x10"° M olacak sekilde 20 mL stok ¢ozelti hazirlandi.

3.3.5 Poli (5-amino-2-mercapto-1,3,4-thiadiazole [P(AMT)] ¢ozeltisi

5-amino-2-mercapto-1,3,4-thiadiazole (AMT) monomerinden 1,37 mg tartildi ve 30

dakika boyunca azot gaz1 gegirilerek 0,1 M H,SO; igerisinde ¢oziildii.
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3.3.6 Tetra kloroaurik asit (HAuUCl,) ¢ozeltisi

50 mM’lik stok HAuCly ¢ozeltisinden 12 pL alindi, H,SO4 ¢ozeltisi ile toplam hacim 1

mL’ye tamamlanarak 0,6 mM HAUCI, ¢ozeltisi hazirlandu.

3.3.7 Stok aptamer ¢ozeltileri

S10 5' Thiol, S18 5' Thiol, S10 5' Biotin aptamerleri 0,5 M pH 7,5 fosfat tamponunda
coziilerek stok aptamer ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltiler kullanilarak

farkli derisimlerdeki aptamer ¢ozeltileri hazirlandi.

3.3.8 Stok asetamiprit cozeltisi

Kati asetamipritten belirli miktarda alinarak asetamiprit derisimi 1x10° M olacak
sekilde ultra saf su ile hacim 10 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan stok asetamiprit

¢ozeltisi kullanilarak farkli derisimlerdeki asetamiprit ¢ozeltileri hazirlandi.

3.3.9 Streptavidin-alkalen fosfataz enzim konjugati (Strep-ALP) cozeltisi

Strep-ALP enzimi 2 mL DEA tamponunda ¢6ziildi (1639 U/1 mL). Bovine serum
alblimin (BSA) - enzim karigimi, sirasiyla 8 mg/mL BSA ve 1U/mL strep- ALP enzimi

icerecek sekilde DEA tamponu ile toplam hacim 250 mL tamamlanarak hazirlandi.

3.3.10 a--naftil fosfat ¢ozeltisi

1 mg a-naftil fosfat tartilarak 1 mL DEA tamponunda ¢6ziildii.
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3.3.11 Girisim yapan tiirlerin ¢ozeltileri

Asetamiprit tayini sirasinda girisim etkisi yapabilecek olan ve yapisi asetamiprite
benzeyen atrazin, omethoate, imidacloprid ve chlorpyrifos pestisitlerinin stok ¢ozeltileri
her birinin derisimi 1x10° M olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan stok cozeltiler

kullanilarak her bir pestisitin derisimi 0,05 nM olacak sekilde yeni ¢ozeltiler hazirlandi.

3.3.12 Ger¢ek numune cozeltileri

Ger¢gek numune analizlerinde atik su, domates, salatalik 6rnekleri ile Hacettepe
Universitesi Teknokentte bulunan “Pestisit Tayinleri” iinitesinden temin edilen ve
asetamiprit iceren pestisit érnekleri kullanildi. 100 g salatalik ve 100 g domates, ayr1
ayrt 100 mL fosfat tamponu (0,05 M, pH 7,5) igerisine konuldu ve bir blender
yardimiyla homojenize edildi. Atik su érnekleri ve Hacettepe Universitesi Teknokentte
bulunan “Pestisit Tayinleri” iinitesinden temin edilen pestisit drnekleri ise dogrudan

temin edildigi sekilde kullanildu.

3.4 Deneyin Yapihisi

3.4.1 Modifiye perde baskili karbon elektrotlarin hazirlanmasi

Perde baskili karbon elektrotlarin  modifikasyonu, Autolab PGSTAT302N
potantiostat/galvanostat cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Perde baskili karbon
elektrotlarin yiizeyi ilk olarak elektropolimerizasyon yontemi kullanilarak poli(5-amino-
2-merkapto-1,3,4-tiyadizol) ile kaplandi. Oncelikle 1,37 mg 5-amino-2-merkapto-1,3,4-
tiyadizol monomeri tartildi ve 10 mL 0,1 M H,SOy igerisinde azot gazi gegirilerek
¢oziildii. Bu monomer ¢ozeltisinden 60 pL alinarak elektrot ylizeyine damlatildi.
AMT’nin elektropolimerizasyonu, 50 mV/s tarama hiziyla (-0,2)-(1,7) V arasinda, 15
dongii sayist ile donlisimlii voltametri teknigiyle gergeklestirildi. Polimerizasyon
isleminden sonra elektrot yiizeyi saf su ile yikandi ve elektrot oda sicakliginda

kurumaya birakildi.
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Altin nanopartikiiller (AuNPs), P(AMT) modifiye SPE’larin yiizeylerinde elektrodun
yiizey alanint genisletmek ve birincil aptamer diziyi (Aptl) baglamak amaciyla
elektrokimyasal olarak biriktirildi. AuNPs, hem tiyol fonksiyonlu u¢ gruba sahip
birincil aptamerlerin immobilizasyonunu saglamak hem de ALP ile a-naftil fosfat
arasinda olusacak olan elektrokimyasal indirgenme sinyalini yiikseltmek i¢in kullanildi.
Bu amag¢ dogrultusunda, 0,6 mM HAuCl, ¢6zeltisi hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltiden
60 pL alinarak elektrot yiizeyine damlatildi. P(AMT) modifiye elektrotlarin yiizeyine
AuNPs, 100 mV/s tarama hizinda (-0,2)-(+1,2) V arasinda, 25 dongii sayisi ile CV
teknigi kullanilarak biriktirildi.

3.4.2 Modifiye perde baskili karbon elektrotlarin karakterizasyonu

Yalin SPE, SPE/P(AMT), SPE/AuNPs ve SPE/P(AMT)/AuNPs elektrotlarinin
karakterizasyonlart 5 mM Fe(CN)g> ™ (1:1) igeren 0,1 M KCl ¢ozeltisi kullanilarak
gerceklestirildi. CV ve EIS oOl¢limleri alinarak her elektrot icin pik-pik akimi degerleri
(AEp) ve Re degerleri hesaplandi ve sonuglar karsilastirildi. Hazirlanan elektrotlarin
yiizey karakterizasyonlar1 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) teknigi kullanilarak
incelendi. Ayrica, elektrot ylizeylerinin incelenmesinde kullanilan X-1ginlarn

fotoelektron spektroskopisi (XPS) teknigi ile de dlglimler alindi.

3.4.3 Aptamer 1 dizisinin ve miktarimin belirlenmesi

SPE/P(AMT)/AuNPs elektrodunun karakterizasyon isleminden sonra Aptl miktarmin
immobilizasyonuna gecildi. Calismada kullanilan aptamer dizileri SELEX yontemi ile
belirlenen literatiire gore secildi (He vd. 2011). Oncelikle stok S10 ve S18 aptamer
¢ozeltileri 0,5 M pH 7,5 fosfat tamponunda (PBS) derisimleri sirasiyla 29,8 uM ve 21
uM olacak sekilde hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltilerden belirli miktarlarda (0,5 uM; 1
uM; 1,5 uM; 2 uM ve 5 uM) alinarak SPE/P(AMT)/AuNPs elektrodunun yiizeyine
damlatild1 ve elektrot +4C’de 1 gece (yaklasik 16 saat) bekletildi. Aptamer modifiyeli
elektrotlarin yiizeyleri, spesifik olmayan etkilesimleri ortadan kaldirmak amaciyla 6-

3-/4-

merkaptohekzanol ile bir saat etkilestirildi ve daha sonra Fe(CN)g™ " ¢ozeltisinde EIS

Ol¢timleri alindi. Ret degerlerine kars1 aptamer dizileri ve derisimleri grafige gegirildi.
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3.4.4 Aptamer 2 miktarinin belirlenmesi

Tiyol grubuna sahip birinci aptamer dizisi ve miktariin belirlenmesinden sonra biotin
ile isaretli ikinci aptamerin (S10-BIO) immobilizasyonuna gecildi. Calismanin bu
kisminda, SPE/P(AMT)/AuNPs elektrodu iizerine Aptl ¢ozeltisi damlatilarak elektrot
+4C’de 1 gece (yaklasik 16 saat) bekletildi. Elektrot, spesifik olmayan baglanmalar
onlemek amaciyla 6-merkaptohekzanol ile bir saat boyunca etkilestirildi ve 20 mM pH
7,4 Tris-HCI (0,1 M NaCl; 0,2 M KCI; 5 mM MgCl,) yikama tamponu ile yikandi.
Elektrot daha sonra 0,5 nM derisimdeki asetamiprit ¢ozeltisi ile 45 dk siiresince
etkilestirildi ve ardindan yikama tamponu ile yikandi. Elektrot ylizeyine 0,5 M pH 7,5
fosfat tamponunda hazirlanmis S10-BIO aptamerinden 2,3,4 ve 5 uM derigsimlerinde
damlatilarak 20 dk boyunca etkilesim saglandi. Elektrot, ytkama tamponu ile yikandi,
streptavidin-alkalen fosfataz konjugati (Strep-ALP) ile 20 dk etkilestirildi ve 0,1 M
dietanolamin (DEA) tamponu (1 mM MgCl,; 0,1 M KCI) ile yikandi. Son agamada
elektrot yiizeyine a-naftil fosfat ¢ozeltisi damlatildi ve a-naftol olusmasi i¢in 20 dk

bekletilerek diferansiyel puls voltametrisi ile 6lgtim alindi.

3.4.5 SPE/P(AMT)/AuNPs/Aptl elektrodunun asetamiprit ile etkilesim siiresinin
optimizasyonu

Aptl ve Apt2 miktarlarinin belirlenmesinden sonra tayini yapilacak ACE ile
SPE/P(AMT)/AuUNPs/Aptl elektrodunun etkilesim siiresi ¢alisildi. Bu ¢alismada, ACE
miktar: sabit tutularak SPE/P(AMT)/AuNPs/Aptl elektrodu belirli siirelerde (15; 30;
45; 52,5; 55 ve 60 dakika) ACE ile etkilestirildi ve yukarida belirtilen sandvi¢ yontemi

asamalar1 uygulanarak optimum etkilesim siiresi belirlendi.

3.4.6 ACE icin caliyma arahiginin belirlenmesi

Bu asamada, yukarida anlatilan optimizasyon islemlerinden yararlanilarak sandvig
immobilizasyonuna dayali elektrokimyasal tayini yapilan asetamipritin farkli

derisimlerdeki  ¢ozeltileri  kullanilarak  ¢alismalar  gerceklestirildi. Hazirlanan
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SPE/P(AMT)/AuNPs/Aptl elektrodu tizerine 0,005-10 nM derisim aralifindaki ACE

cozeltileri damlatilarak yukarida anlatilan islemler gerceklestirildi.

Perde

baskil grafit
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elektrot
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A
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P(AMT)/AuNPs/Apt1/ACE/Apt2

P(AMT)/AuNPs/Apt1/ACE/Apt2
Sekil 3.3 Gelistirilen aptasensoriin yapim asamalarinin sematik olarak gosterimi

OH

| ]
O-
Alfa naftil fosfat Alfa naftol

Sekil 3.4 Alfa naftil fosfatin alfa naftole doniisiim reaksiyonu

3.4.7 Girisim etkisi

Gelistirilen aptasensoriin sadece asetamiprite 6zgli oldugunu kanitlamak icin, yapist
asetamiprite benzeyen atrazin, omethoate, imidacloprid ve chlorpyrifos pestisitleri

kullanilarak girisim etkisi incelendi. Bu amagcla, atrazin, omethoate, imidacloprid ve
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chlorpyrifos ¢ozeltileri her birinin derisimi 0,05 nM olacak sekilde hazirlandi. Girigim
etkisi incelenecek pestisit tiirii ve 0,05 nM ACE igeren ¢ozeltiler hazirlanan aptasensor
ile etkilestirildi. Etkilesim sonrasi elde edilen a-naftol yiikseltgenme sinyali olgiilerek
sadece ACE igeren ¢ozeltiden elde edilen sonugla karsilastirildi ve her bir tiir i¢in %

girisim degerleri asagidaki formiile gore hesaplandi;

% girigim = [(Ix-19)/lo]*100
Ix; 0,05 nM ACE ¢ozeltisi igerisinde bulunan girisim yapan tiiriin DPV sinyali

lo; 0,05 nM ACE ¢ozeltisinin DPV sinyali

3.4.8 Tekrar iiretilebilirlik

Biyosensorlerin rutin analizlerde kullanilabilirlligi onlarin dogru, giivenilir ve ayni
standartta tekrar tretilip iiretilemedikleriyle iligkilidir. Dolayisiyla yeni bir biyosensor
gelistirildikten sonra incelenmesi gereken en 6nemli karakteristik 6zelliklerinden biri de
o biyosensoriin tekrar liretilebilirligidir. Gelistirilen aptasensoriin tekrar tiretilebilirligini
aragtirmak i¢in birbirinden bagimsiz yedi aptasensor hazirlanarak ayni kosullarda
Olcimler alindi. Elde edilen sonuglan % bagil standart sapma (% BSS) degeri
hesaplandi.

3.4.9 Gelistirilen aptasensor ile ger¢ek numune analizi

Bu asamada gelistirilen SPE/P(AMT)/AuNPs/Aptl/ACE/Apt2 elektrodu kullanilarak,
standart ekleme metodu ile gercek numunelerdeki asetamipritin tayini yapildi.
Hacettepe Universitesi Teknokentte bulunan “Pestisit Tayinleri” iinitesinden asetamiprit
iceren pestisit drnekleri temin edildi. Bu 6rneklerdeki ACE miktar1 daha 6nceden HPLC
yontemiyle belirlenmis ve icerisindeki ACE miktar1 %10 olarak bulunmustur. Bu
amacla, belirli derisimlerde ACE igeren Ornekler hazirlanarak gelistirilen aptasensor ile
ACE tayini yapildi. Her iki yontem arasindaki sonuglar karsilastirilarak gelistirilen
yontemin uygulanabilirligi test edildi. Yontemin uygulanabilirligi ayrica atik su,
domates ve salatalik 6rnekleriyle de arastirildi. 100 g salatalik ve 100 g domates, ayr1
ayrt 100 mL fosfat tamponu (0,05 M, pH 7,5) igerisine konuldu ve bir blender
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yardimiyla homojenize edildi. Atik su ornekleri ise dogrudan temin edildigi sekilde
kullanildi. Atik su, domates ve salatalik orneklerine belirli miktarlarda ACE ¢ozeltileri
standart ekleme yontemi ile eklendi ve gelistirilen aptasensor ile 6lgtimler alindi. Elde
edilen sonuglardan yararlanilarak her bir numune igin ayr1 ayri % geri kazanim ve %

BSS degerleri hesaplanda.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Modifiye Perde Baskili Karbon Elektrotlarin Hazirlanmasi

Boliim 3.4.1°de anlatildig1 gibi, yalin SPE elektrot yiizeyi 6nce AMT ile kaplandi, daha
sonra ise elektrot yiizeyine AuNPs biriktirildi. Elektrodun modifikasyon islemlerine ait
doniistimlii voltamogramlar sekil 4.1°de gosterildi. Sekil 4.1.a incelendiginde AMT nin
+0,5, +0,8, +1,1 ve +1,48 V olmak {izere dort yiikseltgenme piki bulunmaktadir.
Ugiincii dongiiden itibaren yiikseltgenme pikleri énemli olgiide artis gosterdiginden
uygulanan potansiyel ile SPE yiizeyinde polimerin birikmeye basladigi sdylenebilir.
Ayrica AMT nin elektropolimerizasyonu (sekil 4.2) ile ilgili ylikseltgenme akimlarinin
15. dongliden sonra azalmasinin ortamda olusabilecek inaktif tiirlerden
kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Aydogdu vd. 2014). Sekil 4.1.b’de AuNPs’lerin
SPE/P(AMT) elektrodu ylizeyine biriktirilmesine ait ¢ok dongiili voltamogramlar
verildi. Sekil incelendiginde AuNPs’in +0,9 V’de bir yiikseltgenme, +0,65, +0,42 V’da
ise iki tane indirgenme piki bulunmaktadir. Dongli sayist arttikca pik akimlarinin
artmast nedeniyle AuNPs’lerin SPE/P(AMT) yiizeyinde biriktigi sonucuna varilabilir
(Saberi vd. 2013).
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Sekil 4.1.a AMT nin doniisiimlii voltametri ile SPE yiizeyine elektropolimerizasyonu,
b. AuNPs’in doniisiimlii voltametri ile SPE/P(AMT) yiizeyine biriktirilmesi
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Sekil 4.2 AMT nin elektropolimerizasyon mekanizmasi
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4.2 Modifiye Perde Baskili Karbon Elektrotlarin Karakterizasyonu

Yalin SPE, SPE/P(AMT), SPE/AuNPs ve SPE/P(AMT)/AuNPs -elektrotlarin
elektrokimyasal karakterizasyonlar: 5 mM Fe(CN)g® " (1:1) tiirlerini i¢eren 0,1 M KCl
coOzeltisi kullanilarak gergeklestirildi. Sekil 4.2, yalin ve modifiye -elektrotlarin
donlistimlii  voltamogramlarin1 ~ gostermektedir. Yalin SPE  yiizeyine P(AMT)
kaplanmasiyla Fe(CN)s® '+

ve pik-pik ayrimi degerinin (AE,) azaldig1 gozlendi (Sekil 4.2.c). Buradan P(AMT)

redoks probunun anodik ve katodik pik akimlarinin arttig

filmin redoks reaksiyonunu onemli Ol¢iide gelistirdigi ve polimer filmin elektroaktif
yiizey alanini arttirdig1 sonucuna varilabilir (He vd. 2010). Yalin SPE yiizeyi AuNPs ile
kaplandiginda ise anodik (ip,) ve katodik (ipx) akim degerlerinin SPE/P(AMT)
elektroduna gore daha yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 4.2.b). Buradan SPE yiizeyinde
biriktirilen altin nanopartikiillerin ¢ozelti ile elektrot ara yilizeyinde elektron transferini
hizlandirarak elektrot performansini arttirdigi sonucuna varilabilir (Fan vd. 2013).
SPE/P(AMT) elektrotta AuNPs biriktirilmesi sonucunda kompozit elektrotta en yiiksek
akim degerleri elde edildi. Yalin SPE, SPE/P(AMT), SPE/AuNPs ve
SPE/P(AMT)/AuNPs elektrotlarinin AE,, ip,, ipc degerleri tablo 4.1°de gosterildi.

| (a) SPE
300 (b) SPE/AuNPs
= (¢) SPE/P(AMT)
200 | == (d) SPE/P(AMT)/AuNPs

—_

S

(=)
T

)

S

S
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-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
Potansiyel vs Ag/AgCl/V

Sekil 4.3.a.Yalin SPE, b. SPE/AuNPs, c. SPE/P(AMT), d. SPE/P(AMT)/AuNPs
elektrotlarinin dontigiimlii voltamogram egrileri
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Cizelge 4.1 Yaln SPE, SPE/P(AMT), SPE/AuNPs ve SPE/P(AMT)/AuNPs
elektrotlarinin elektrokimyasal 6zelliklerinin karsilastirilmasi

Elektrot Epa/V Ep./V AE, 'V Ipa/pA  Ipc/ pA
Yalin SPE 0,329 -0,023 0,352 167 -140
SPE/P(AMT) 0,254 0,002 0,252 216 -200
SPE/AUNPs 0,234 -0,028 0,262 232 -210
SPE/P(AMT)/AuNPs 0,227 -0,031 0,258 268 -250

SPE, SPE/P(AMT) ve SPE/P(AMT)/AuNPs elektrotlarin elektron transfer ozellikleri
EIS yontemi ile de incelendi ve elde edilen Nyquist egrileri sekil 4.3’te verildi. Nyquist
egrisi olarak gosterilen bir EIS spektrumunda yiiksek frekanslar yarim daire kismini,
diisiik frekanslar ise dogrusal kismi ifade etmektedir. Bu egride yarim daire kismi
elektron transferi siirli bir olayi, dogrusal kisim ise difiizyon olaymi gdstermektedir.
Yarim dairenin ¢ap1 elektron veya yiik transfer direncine (Re) esittir (Aydogdu vd.
2014). Elde edilen Nyquist egrilerinden yararlanarak, SPE, SPE/AuNPs, SPE/P(AMT)
ve SPE/P(AMT)/AuNPs elektrotlarinin Rt degerleri sirasiyla 609, 75,7, 173 ve 34,1
ohm olarak bulundu. SPE/P(AMT) (Sekil 4.3.b) ve SPE/AuNPs elektrotta (Sekil 4.3.c)
yalin SPE elektroda (Sekil 5.3.a) gore daha diisik Re degerinin elde edilmesi
cozelti/elektrot ara ylizeyindeki elektron transfer hizinin arttigin1 gostermektedir. Sekil
4.3.d’de, P(AMT) film ve AuNPs arasindaki sinerjistik etkiyle diger modifiye

3-/4-

elektrotlara kiyasla Fe(CN)g ile elektrot ara yiizeyindeki elektron transfer direncinin

en az oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.4.a SPE, b. SPE/AuNPs, c. SPE/P(AMT), d. SPE/P(AMT)/AuNPs
elektrotlarinin Nyquist egrileri

Gelistirilen elektrokimyasal aptasensoriin her bir asamasi SEM ile goriintiilenerek yiizey

morfolojisindeki degisim incelendi. Elde edilen sonuclar sekil 4.4°te gosterildi.

. - . 3 > FIAgN P |
™ « . NS 3 - O34 ’ . e

Sekil 4.5.a Yalin SPE, b. SPE/P(AMT), c,d. SPE/P(AMT)/AuNPs, e,f. SPE/ P (AMT)/
AuNPs/Aptl elektrotlarinin SEM goriintiileri

Yalin SPE (Sekil 4.4.a) ve SPE/P(AMT) (Sekil 4.4.b) elektrotlarinin SEM goriintiileri
incelendiginde P(AMT)’nin ince bir film olusturarak SPE ylizeyine kaplandig1 ve yalin
SPE vyiizey pordzitesini azalttigi goriilmektedir. SPE/P(AMT) yiizeyine AuNPs’lerin

elektrokimyasal olarak biriktirilmesinin ardindan ylizeyde homojen dagilimli ve
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nanoboyutta bulunan AuNPs sekil 4.4.c,d.’de goriilmektedir. Modifikasyondan sonra,
AuNPs’in polimer film iizerine homojen bir sekilde biriktirildigi goriildii. SPE/P(AMT)
ylizeyine AuNPs’in yayilmasi, yiizey alanini arttirmis ve elektrokimyasal duyarliligin
artmasinda neden olmustur. SPE/P(AMT)AuNPs yiizeyine Aptl immobilizasyonundan
sonra ise AuNPs’lerin arasindaki bosluklarin giderilerek Aptl’ler ile kaplandig1 goriildii
(Sekil 4.4.¢,1.).

Hazirlanan elektrotlarin yiizeyinde biriktirilen P(AMT) ve AuNPs’lerin belirlenmesi
amaciyla X-1sinlar1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) dl¢iimleri alindi1 ve sonuglar sekil
4.5’te verildi. XPS, elementlerin, anorganik bilesilerin, biyomedikal materyaller ve
polimerlerin analizi ve ylizey karakterizasyonlar1 i¢in kullanilan bir tekniktir. XPS,
malzemenin yiizeyi ile ilgili olarak atomik ve molekiiler bilgi saglanmasi amaciyla
kullanilir. Cekirdek seviyelerinin incelenmesi ile yayilan fotoelektronlarin analiz
edilmesiyle numune yiizeyinin bilesimi, elementin kimyasal ¢evresi ve yiikseltgenme
durumu hakkinda bilgi verir. XPS, genis bir malzeme yelpazesine uygulanabildigi ve
incelenen materyalin yiizeyinden degerli niceliksel ve kimyasal durum bilgisi

saglayabildigi i¢in en yaygin kullanilan yiizey analizi teknigidir (Istone 1995).

Sekil 4.5 (a)’da SPE (1), SPE/P(PAMT) (2) ve SPE/P(AMT)/AuUNPs (3) elektrotlarina
ait survey spektrumlari incelendiginde yalin SPE’de sadece Cls, Ols ve OKLL pikleri
bulunmaktadir. Yalin SPE’de Ols pikinin gdzlenmesinin hazirlama ve saklama
islemlerinden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (T1g vd. 2016). SPE/P(AMT) elektrotta
bu piklere ek olarak S2p ve Nls piklerinin gelmesi yapida polimerin varligimi
gostermektedir (Sekil 4.5 (a) (2)). P(AMT) kapli elektroda AuNPs biriktirilmesinin
ardindan Au’a ait pikler de goriilmektedir (Sekil 4.5 (a) (3)). Genisletilmis XPS
spektrumlar: incelendiginde N1s’e ait kimyasal ¢evresi farkl iki pik elde edildi (Sekil
4.5 (b)). Bu piklerin sirasiyla -N= (397,6 eV) ve —-NH- (399,4 ¢V) oldugu belirlendi.
S2p’ye ait XPS spektrumu incelendiginde aromatik halkadaki —-S—-C— 165,2 eV’da
gozlenirken, polimerizasyonun ardindan elde edilen disiilfit bagma ait pik ise 163,5
eV’da elde edildi (Sekil 4.5 (c)). Elde edilen sonuglar literatiir ile karsilastiridiginda,
SPE yiizeyine AuNPs ve P(AMT)’nin basarili bir sekilde kaplandigi sonucuna varildi
(Kalimuthu ve John 2009)

56



120000

Yalin SPE

— SPE/P(AMT) O ls ()
— SPE/P(AMT)/AuNPs
S
90000 |- Audds Audp3
§ Audf udds, ¢ udpl OKLL
= o1
g S 2sS 2pt | ’
=3 60000
o @)
g S
30000 - (2),__S}£E£§Jc Is 01
0Ok (1%——“’7)‘1 1 1 1
0 250 500 750 1000 1250
Baglanma enerjisi /eV
3250 "N 1s (b)
3000
& 2750 -
L
4
2= 2500 |
=
=)
&
o~ 2250 -
2000
1750

390 400 410

Baglanma enerjisi / eV

155 160 165 170 175
Baglanma enerjisi / eV

Sekil 4.6.a (1) yalin SPE, (2) SPE/P(AMT) and (3) SPE/P(AMT)/AuUNPs elektrotlarina
ait XPS spektrumlari, b. SPE/P(AMT) elektrotta N1s ve c¢. S2p igin
genisletilmis XPS spektrumlari
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4.3 Aptamer 1 Dizisinin ve Miktarinin Belirlenmesi

Bolim 3.4.3’te anlatildigr sekilde yapilan calismalar sonucunda S18 aptameri
kullanilarak elde edilen Ret degerlerinin S10 aptameri ile elde edilen Re; degerlerine gore
daha yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 4.6). S18 aptamer miktar1 arttikca Rer degerlerinin
2 uM’a kadar arttig1 daha sonra ise azaldigi belirlendi. Elde edilen sonuglara gore
optimum Aptl dizisi ve derisimi sirasiyla S18 ve 2 uM olarak secildi ve devam eden
calismalarda bu dizi ve miktar kullanildi. Rapini ve Marazza (2015) tarafindan yapilan
caligmada da asetamiprit tayini i¢in ayni aptamer dizisi kullanilmis ve optimum Aptl

miktar1 2 uM olarak bulunmustur.
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I s10
B s18

3 4 5

Derisim / uM

120

Re¢ Degeri
(o))
=)

1 2

Sekil 4.7 S10 ve S18 dizilerinin 0,5-5,0 uM derisimleri i¢in elde edilen R degerleri

4.4 Aptamer 2 Miktarinin Belirlenmesi

En uygun Aptl miktar1 belirlendikten sonra biotin ile isaretli ikinci aptamerin (S10-
BIO) immobilizasyonuna ge¢ildi. En uygun Apt2 miktarmin belirlenmesi i¢in Bolim
3.4.4’te anlatilan islemler uygulandi. Yapilan calismalar sonucunda optimum Apt2

miktar1 3 uM olarak bulundu.
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Sekil 4.8 Apt2 (S10-BIO) dizisinin 2,0-5,0 uM derisimleri i¢in elde edilen akim

4.5 SPE/P(AMT)/AuNPs/Aptl Elektrodunun Asetamiprit Ile Etkilesim Siiresinin
Optimizasyonu

Optimum Aptl ve Apt2 miktarlarinin belirlenmesinden sonra modifiye elektrot ile
tayini yapilacak ACE arasindaki etkilesim siiresi ¢alisildi. Bu asamada, ACE miktar1
sabit tutularak SPE/P(AMT)/AuNPs/Aptl elektrodu ACE ile belirli siirelerde (15; 30;
45; 52,5; 55 ve 60 dakika) etkilestiridi ve optimum etkilesim siiresi belirlendi. Yapilan
caligmalar sonucunda etkilesim siiresi arttik¢a a-naftol pik akimlarinin 45. dakikaya
kadar arttig1, daha sonra ise sabit kaldig1 goriildii (Sekil 4.8). Elde edilen sonuglara
dayanarak optimum etkilesim siiresi 45 dakika olarak belirlendi ve daha sonraki
caligmalarda da bu siire kullanildi. Bulunan etkilesim siiresi, asetamiprit tayini igin
gelistirilen diger biyosensorlerde bulunan etkilesim siiresine oldukga yakindir (Rapini

ve Marazza 2015).
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Sekil 4.9 SPE/P(AMT)/AuNPs/Aptl elektrodu ile ACE arasindaki etkilesim siiresinin
belirlenmesi

4.6 ACE Ic¢in Calisma Arahgimin Belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda, elektrokimyasal tayini yapilan asetamipritin farklh
derisimlerdeki  ¢oOzeltileri  kullanilarak  ¢alismalar  gergeklestirildi. Hazirlanan
SPE/P(AMT)/AuNPs/Aptl elektrodu iizerine 0,005-10 nM derisim araligindaki ACE
cozeltileri damlatilarak onceki boliimlerde anlatilan islemler gerceklestirildi. ACE igin
0,005-0,5 nM derisim araliginda, y=13,633x+3,81 (R220,997) esitligine uyan dogrusal
bir calisma aralig1 elde edildi. 0,5 nM’dan sonra ise a-naftol ylikseltgenme sinyallerinin
sabit kaldig1 goriildii. ACE icin gozlenebilme simir1 (LOD) ve alt tayin smir1 (LOQ)
asagidaki formiillere gore hesaplandi (T1g vd. 2016).

LOD=3s/m
LOQ=10s/m

Asetamiprit igin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,0015 nM ve 0,005 nM olarak
bulundu. Gelistirilen aptasensor ile elde edilen c¢alisma araligt ve tayin sinirinin
asetamiprit tayini i¢in kullanilan diger yontemlerle kiyaslandiginda (Jin vd. 2015;
Rapini vd. 2016) daha diisik oldugu ve daha diisiik derisimlerde ACE tayinini
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gerceklestirdigi sonucuna varildi. Literatiirde asetamiprit tayini i¢in dogrusal ¢alisma
aralig1 5-600 nM (Fan vd. 2013), 75 nm-7,5 uM (Shi vd. 2013), 0,25-2 uM (Rapini ve
Marazza 2015), 0,001-2 uM (Jin vd. 2016) ve 0-1500 nM olan biyosensorler de yer

almaktadir.
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Sekil 4.10 0,005-10 nM derisimlerde asetamipritin SPE/P(AMT)/AuNPs/Apt1-ACE-
Apt2 elektrodu kullanilarak elde edilen a-naftol yiikseltgenme sinyallerinin
ortalamalari
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Sekil 4.11 Asetamiprit i¢in 0,005-0,5 nM derisim araliginda elde edilen kalibrasyon
egrisi
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4.7 Girisim EtKisi

Atrazin, omethoate, imidacloprid ve chlorpyrifos pestisitleri kullanilarak girigim etkisi
incelendi ve sonuglar ¢izelge 4.2°de gosterildi. Cizelge 4.2 incelendiginde, her bir tiiriin
girisim etkisinin oldukca diisiik oldugu ve ACE tayinini 6nemli 6lgiide etkilemedigi

sonucuna varildi.

Cizelge 4.2 ACE tayini i¢in gelistirilen biyosensore diger tiirlerin girisim etkisi

Girisim yapan tiir Derisim (nM) % Girisim
Atrazin 0,05 -0,52
Omethoate 0,05 0,84
Imidacloprid 0,05 -6.65
Chlorpyrifos 0,05 -4,52

4.8 Tekrar Uretilebilirlik

Gelistirilen aptasensoriin tekrar iretilebilirligini arastirmak amaciyla birbirinden
bagimsiz olarak hazirlanan 7 elektrot kullanilarak DPV 6l¢iimleri alindi. Elde edilen
sonuglardan yararlanarak % BSS degeri % 7,00 olarak hesaplandi. Bulunan bu % BSS
degerinin olduk¢a diisiik oldugu goriildii. Elde edilen sonuglara dayanarak, diisiik
%BSS degerine sahip olan bu aptasensoriin tekrar tiretilebilirliginin oldukea iyi oldugu

ve asetamipritin hizli ve duyarh bir sekilde tayinine olanak sagladigi sdylenebilir.
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4.9 Gelistirilen Aptasensor ile Ger¢cek Numune Analizi

Gelistirilen aptasensoriin pratik analizlerdeki uygulanabilirligini test etmek amaciyla,
boliim 3.4.9°da anlatildig: gibi, Hacettepe Universitesi Teknokentte bulunan “Pestisit
Tayinleri” iinitesinden alinan ACE igeren pestisit Ornekleri gelistirilen aptasensor ile

tayin edildi ve elde edilen sonuglar sekil 4.11°de gosterildi.

0,6
0.5 =1,078x-0,002
R*=0,999
0,4 F
o 03F
-
o
T o2t
0,1F
0,0
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
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Sekil 4.12 Pestisit numunelerindeki ACE tayininde yontemlerin uyumlulugu

Elde edilen sonuglar, gelistirilen aptasensor kullanilarak pestisit 6rneklerinde bulunan
baz1 girisim yapan tilrlerin etkisi olmaksizin, ACE tayininin bagsarili bir sekilde

yapilabilecegini gostermektedir.

Ayrica, gelistirilen aptasensoriin uygulanabilirligini test etmek amaciyla, atik su,
domates ve salatalikta bulunan asetamipritin tayini i¢in de bu aptasensor kullanildi. Atik
su, domates ve salatalik orneklerine belirli miktarlarda ACE ¢ozeltileri standart ekleme
yontemi ile eklendi ve gelistirilen aptasensor kullanilarak 6l¢iimler alindi. Her bir 6rnek
icin % geri kazanimlar hesaplandi ve elde edilen sonuglar ¢izelge 4.3’de verildi. Geri
kazanim degerleri %99,6 ile %106,0 arasinda ve % BSS degerleri de diisiik bulundu.
Literatiirde geri kazanim degerleri %93,8-105,0 (Jin vd 2016), %90,4-114,0 (Liu vd.
2016), %100,68-112,8 (Bai vd. 2013) olan galigsmalar bulunmaktadir.
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Elde edilen sonuclar, gelistirilen aptasensoriin gida ornekleri ve g¢evresel atiklardaki

asetamiprit tayini i¢in yeni bir elektrokimyasal yontem olarak kullanilabilecegini

gostermektedir.

Cizelge 4.3 Farkli derisimlerdeki asetamiprit ile gercek drnek analizi sonuglari

Numune Eklenen (nM)  Bulunan (nM) % Geri % BSS*
Kazamm
Atik su 0,0050 0,0049 99,6 4,69
0,0500 0,0510 102,0 10,36
Domates 0,0050 0,0052 104,0 4,45
0,0100 0,0106 106,0 2,04
0,1000 0,1042 104,2 0,05
Salatahk 0,0100 0,0101 101,0 3,76
0,1000 0,1040 104,0 1,06

*Her sonug ii¢ 6l¢limiin ortalamasi olarak verilmistir.
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5. SONUCLAR

Bilindigi tizere pestisitler tarim alanlarindan yiiksek verim elde etmek amaciyla
kullanilmaktadir. Uretimlerinin ekonomik olmalar1 bilingsiz ve denetimsiz bir sekilde
kullanilmalarin1 da beraberinde getirmektedir. Bu durum, insan sagligi ve cevreyi
olumsuz etkilemektedir. Pestisitler hedef disindaki organizmalara da ¢esitli yollarla
girmekte ve sinir sistemi, endokrin sistemi, bagisiklik sistemi, karaciger, kas, kalp, kan,
bosaltim ve diger sistemleri olumsuz bir sekilde etkileyebilmektedir. Toprak ve bitki
uygulamalarindan sonra toprak yilizeyinde kalan pestisitler, yagmur sular ile diger su
kaynaklarina ulasabilirler. Egim, bitki Ortiisii, toprak tipi ve yagis miktarina bagl olarak
tasinan pestisitler, bu sularda balik ve diger su organizmalarinin yok olmasina,
organizmalardaki pestisit kalintisinin insanlarin gida zincirine girmesine veya
kontamine olmus sularin i¢ilmesiyle kronik toksisitenin olugmasina neden olurlar.
Ayrica, pestisitlerin uzun siireli kullanimi kanser, mutasyon, dogumsal sekil
bozukluklar1 gibi ciddi saglik problemlerine de neden olabilmektedir. Bu nedenle atik
sularda, toprakta, meyve ve sebzelerde bulunan pestisitlerin tayin edilmesi biiylik bir

Onem tagimaktadir.

Tarimsal uygulamalarda yaygin olarak kullanilan ve dogada sik¢a rastlanan bir pestisit
tiri olan asetamipritin tayini i¢in mevcut yontemlere alternatif olabilecek sandvig
hibridizasyona dayali aptamer temelli elektrokimyasal bir biyosensor gelistirilmesi
amaglandi. Bu amag i¢in, son yillarda biyosensor uygulamalarinda kullanilan perde
baskili elektrotlardan yararlanildi. SPE’lerin yiizeyi ilk olarak elektropolimerizasyon
yontemi kullanilarak poli(5-amino-2-merkapto-1,3,4-tiyadizol) ile kaplandi. Daha sonra
altin nanopartikiiller hem birincil aptamerlere immobilizasyon i¢in genis bir ylizey alanm
saglamak hem de ALP ile a-naftil fosfat arasinda meydana gelecek elektriksel
indirgenme sirasinda elektrokimyasal sinyali yiikseltmek icin P(AMT) modifiyeli SPE
yiizeyinde elektrokimyasal olarak biriktirildi. Ardindan, SELEX yo6ntemi ile segilmis,
tiyol grubuna sahip olan birinci aptamer ylizeye baglandi. Yiizeye baglh aptamer,
asetamiprit ile etkilestirildi. Ikinci aptamer ise analite dzgii fakat Aptl’den farkli bir
dizilime sahiptir ve biotin ile isaretlenmistir. Ikinci aptamer de analit ile etkilestirildi ve

enzim isaretli basamaga gecildi. Yiizeye bagh ikinci aptamer biotin ile modifiye
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oldugundan streptavidin-alkalen fosfataz konjugati ile etkilesimi sonucunda alkalen
fosfataz yiizeye baglandi. Alkalen fosfatazin a-naftil fosfat ile etkilesimi sonucu olusan

iiriin elektroaktif oldugundan alfa naftol {izerinden asetamprit tayini yapildi.

Optimizasyon parametreleri;
v' Aptamer 1 dizisi ve miktari: S18 ve 2 uM
v Aptamer 2 miktari: 3 pM

v' Elektrodun asetamiprit ile etkilesim siiresi: 45 dakika olarak bulundu.

Gelistirilen aptasensor igin;

» Calisma aralig1 5x10*2 - 5x10™° M,

» Gozlenebilme sinirt (3s/m) 1,5x10712 M,

» Tekrar iiretilebilirlik ¢alismalarinda elde edilen bagil standart sapma %7,00 olarak
belirlendi.

Ayrica, gelistirilen aptasensoriin yalnizca asetamiprite 6zgii oldugunu kanitlamak igin
atrazin, omethoate, imidacloprid ve chlorpyrifos pestisitleri kullanilarak girisim etkisi
incelenerek her bir tiir i¢in % girisim degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglar
incelendiginde, girisim etkisinin oldukga diisiik oldugu ve ACE tayinini 6nemli 6l¢iide

etkilemedigi sonucuna varildi.

Atik su, domates ve salatalik ornekleri kullanilarak gelistirilen aptasensoriin gergek
numunelere uygulanabilirligi test edildi. Geri kazanim degerleri %99,6 ile %106,0
arasinda bulundu ve Onerilen yontemin tatmin edici sonuglarla ger¢ek oOrneklerdeki

asetamiprit tayininde kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Asetamiprit tayini i¢in hazirlanan elektrokimyasal biyosensdr igin optimizasyon
parametreleri ve elde edilen sonuglar ¢izelge 5.1°de diger biyosensorler ile

karsilastirildi.
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Cizelge 5.1 Asetamiprit i¢in gelistirilen aptasensor ile diger yontemlerin kiyaslanmasi

Kullanilan Elektrot Yontem Dogrusal Alt Kaynak
Calisma Tayin
Arah@ S
GSPE/P(ANI)/AuNPs/oligo1l/ACE/oli DPV 0,25-2,0 uM | 0,086 uM | Rapini
go2 vd. 2016
GCE/r-GONR- Impedimetri 5x107- 1,7x10™ | Fei vd.
MWCNT/Au/Apt/MCH 1x10°M M 2015
GE/AUNPs/Apt/MCH Impedimetri 5-600 nM 1nM Fan vd.
2013
GCE/TiO,-ACE Voltametri 0,01-2 nM 0,2 nM Jin vd.
2016
GCE/hemin-rGO Kolorimetri 100 nM-10 40 nM Yang vd.
uM 2014
Triple-helix molecular switch Floresans 100-1200 9,12 nM Liu vd.
(THMS) nM 2016
Asetamiprit  aptamer  Modifiyeli Floresans 0-150 nM 0,7 nM Lin vd.
ZnS:Mn probu (ZnS:Mn-Aptamer) 2016
GCE/Ag-NG/Aptamer/MCH impedimetri 1x10 - | 3,3x10 ** | Jiang vd.
5x10° M M 2015
SPE/P(AMT)/AuNPs/Apt1-ACE- DPV 5x10%%- | 5x10" M Bu
Apt2 5x10™° M calisma
Cizelge 5.1, asetamiprit tayini i¢in bu tez ¢alismasinda hazirlanan sandvig

hibridizasyona dayali aptamer temelli elektrokimyasal biyosensor ile asetamiprit tayini
icin diger yontemlerle hazirlanan biyosensor sonuglarini gostermektedir. Cizelgede,
gelistirilen aptasensoriin diger voltametrik yontemlerle (Jin vd. 2015; Rapini vd. 2016)
kiyaslandiginda, asetamiprit tayinini sekilde

oldukca hassas ve secici bir

gerceklestirdigi gortilmektedir.
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Bu tez g¢alismasinda, 6nemli bir pestisit tiirli olan asetamipritin hizli, giivenilir ve
duyarli tayini i¢in sandvi¢ hibridizasyona dayali bir aptamer temelli elektrokimyasal
biyosensor gelistirilmesi amaclandi. Gelistirilen yontem ile tarimsal uygulamalarda
yaygin olarak kullanilan bir pestisit tiirli olan asetamipritin tayini igin geleneksel
yontemlere istiinlik saglayacak, duyarliligr yliksek ve kullanimi kolay bir aptasensor
gelistirildi. Gelistirilen aptasensoriin pestisit tayinlerinde yaygin olarak kullanilan
HPLC, GC-MS ve ELISA gibi geleneksel yontemlere gore basit, hizli ve maliyetinin
diisiik olmasi, uygulama alanlarinin daha genis olmasi, daha diisiik tayin sinirlarinda ve
daha kisa siirede analiz yapma imkan1 sunmasi gibi avantajlara sahip oldugu goriildii.
Ayrica, gelistirilen aptamer temelli sandvi¢ yoOnteminin, diger pestisit tiirlerinin
nanomolar seviyelerinde, hassas ve secici bir sekilde tayini i¢in de kullanilabilecegi

ongoriilmektedir.
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