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Siit ve siit iiriinleri, insan beslenmesinde temel bir yere sahip olan ve yaygin tiiketimi nedeniyle
gida giivenligi agisindan titizlikle degerlendirilmesi gereken gida gruplarindandir. Ancak tarimsal iiretimde
kullanilan pestisitlerin ¢evrede kalicilik gostermesi, uzun mesafe taginabilmesi ve yagli dokularda
birikebilmesi siit iiriinlerde kalint1 riskini artirmaktadir. Bu risk gruplari arasinda en dikkat ¢cekenlerden biri
de organoklorlu pestisitlerdir. Bu bilesikler biyobirikim, biyomagnifikasyon ve toksikolojik etkileri
nedeniyle halk sagligi agisindan 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Organoklorlu pestisitlerin siit ve siit
iiriinlerinde giivenilir bir sekilde belirlenmesi hem gida giivenliginin saglanmast hem de yasal limitlere
uyumun kontrol edilmesi bakimindan zorunludur. Geleneksel analiz yontemleri (GC-MS, HPLC, LC-
MS/MS vb.) yiiksek dogruluk sunmakla birlikte maliyet, analiz siiresi, uzmanlik gereksinimi ve karmasik
ornek hazirlama siirecleri nedeniyle rutin analizlerde sinirlamalar yaratmaktadir. Bu sebeple daha hizli,
secici, diisik maliyetli ve yerinde Ol¢iim yapmaya uygun alternatif tespit platformlarina ihtiyag
duyulmaktadir. Son yillarda biyosensor teknolojisindeki gelismeler, 6zellikle aptasensorlerin yiiksek
ozgiilliik, kararlilik, kolay sentez ve modifikasyon avantajlartyla 6ne ¢ikmasini saglamistir. Oligoniikleotid
yapisindaki aptamerler, hedef molekiile 6zgiin ii¢ boyutlu yapi1 olusturabilme yetenegi sayesinde antikorlara
giiclii bir alternatif olarak degerlendirilmektedir. Aptasensor tabanli sensorler, siit gibi karmagik matrislerde
dahi hizli ve segici analiz imkan1 sunmaktadir.

Bu tez calismasinda, siit ve siit iirlinlerinde bulunan organoklorlu pestisitlerden biri olan DDT
kalintilarinin giivenilir, hizli ve duyarli bir sekilde belirlenebilmesi amaciyla yeni nesil bir elektrokimyasal
aptasensor gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amagla, literatiirde, daha 6nce sistematik olarak gelistirilen
ligandlarin ekspotansiyel zenginlestirilmesi (SELEX) yontemiyle DDT'ye 6zgii segilen tek zincirli DNA
aptameri, Au elektrot yiizeyine immobilize edilmistir. Aptasensoriin performansi, aptamer inkiibasyon
stireleri, siit ile bloklama siireleri ve DDT igeren siit 6rnekleri ile etkilesim siireleri gibi ¢esitli parametreler
optimize edilerek izlenmistir. Aptasensoriin yaniti, dongiisel voltametri (CV) ve elektrokimyasal empedans
spektroskopisi (EIS) kullanilarak izlenmistir. Sonuglar, en belirgin sensér yanitinin, 2 saatlik aptamer
baglanmasinin ardindan 2 saatlik bloklama ve 1 saatlik DDT iceren siit ile etkilesim sonrasi elde edildigini
gostermistir. Aptasensor, Tiirk Gida Giivenligi Yonetmeligi’ne gore siit igin belirlenen maksimum kalinti
limitinin (40 pg/kg siit) altinda DDT tespit etme yetenegi gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Aptamer, Aptasensor, Dikloro difenil trikloroetan, Gida giivenligi,
Pestisit
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Milk and dairy products are fundamental components of human nutrition and, due to their
widespread consumption, must be carefully evaluated in terms of food safety. However, the persistence of
pesticides used in agricultural production, their ability to be transported over long distances, and their
accumulation in fatty tissues increase the risk of residues in dairy products. Among these risk groups, one
of the most concerning is organochlorine pesticides. These compounds pose a significant threat to public
health due to their bioaccumulation, biomagnification, and toxicological effects. Reliable determination of
organochlorine pesticides in milk and dairy products is essential for ensuring food safety and monitoring
compliance with legal limits. Although conventional analytical methods (GC-MS, HPLC, LC-MS/MS, etc.)
provide high accuracy, they present limitations in routine analyses because of their cost, long analysis time,
requirement for specialized personnel, and complex sample preparation steps. Therefore, there is a need for
faster, more selective, cost-effective, and on-site applicable alternative detection platforms. Recent
advances in biosensor technology have highlighted aptasensors, particularly due to their high specificity,
stability, ease of synthesis, and modifiability. Aptamers, which are oligonucleotide-based molecules, can
form unique three-dimensional structures specific to target molecules and are considered strong alternatives
to antibodies. Aptasensor-based systems offer rapid and selective analytical capabilities even in complex
matrices such as milk.

In this thesis study, a novel electrochemical aptasensor was developed for the reliable, rapid, and
sensitive determination of DDT residues—one of the organochlorine pesticides found in milk and dairy
products. For this purpose, a single-stranded DNA aptamer previously selected specifically for DDT
through the Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment (SELEX) method was
immobilized onto a gold electrode surface as reported in the literature. The performance of the aptasensor
was monitored by optimizing various parameters including aptamer incubation times, blocking durations
with milk, and interaction times with DDT-containing milk samples. The aptasensor response was
monitored using cyclic voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS). The results
demonstrated that the most distinct sensor response was obtained after 2 hours of aptamer immobilization,
followed by 2 hours of blocking and 1 hour of interaction with DDT-containing milk. The aptasensor was
capable of detecting DDT at levels below the maximum residue limit (0.04 mg/kg milk) specified in the
Turkish Food Safety Regulation.

Keywords: Aptamer, Aptasensor, Dichlorodiphenyltrichloroethane, Food safety, Pesticide
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1. GIRIS

Diinya niifusundaki hizli artis, gida giivenligi ve siirdiriilebilir beslenme
konularii kiiresel 6l¢ekte kritik bir sorun haline getirmistir. Gliniimiizde tarima elverisli
alanlarin sinirli olmasi ve mevcut tarim arazilerinin sanayilesme, erozyon ve kontrolsiiz
kentlesme gibi etkenlerle giderek azalmasina karsin niifusun hizla artmasi, birim alandan
daha yiiksek verim elde edilmesi gerekliligini ka¢inilmaz kilmaktadir. Kiiresellesme,
kentlesme, asir1 niifus artisi, kiiresel 1sinma ve iklim degisikligi ile basa ¢ikabilmek igin
var olan kaynaklar1 koruyacak sistemler gelistirilmelidir. Bu baglamda tarimda bitkileri
zararlilardan korumak i¢in kullanilan kimyasal veya biyolojik maddeler olan pestisitler
modern tarimin vazgecilmez bilesenlerinden biri haline gelmistir; ancak yanlis, bilingsiz
veya asirt pestisit kullanimi hem ¢evre hem de insan sagligi agisindan ciddi riskler
olusturmaktadir (Karakaya ve Boyraz, 1992, Boudebbouz ve dig., 2022).

Pestisitlerin tarimsal iretimde verimi artirdig1 bilinse de tavsiye edilen dozlarin
tizerinde kullanilmasi, hasat Oncesi bekleme siirelerine uyulmamas: veya farkh
kimyasallarin gereksiz sekilde karistirilmasi gida iirlinlerinde kabul edilebilir seviyelerin
tizerinde kalint1 birakabilmektedir. Ayrica diinya genelinde kullanimi yasaklanan veya
siirlandirilan bazi pestisit tiirlerinin hala yasa dis1 olarak kullanilmaya devam etmesi de
onemli bir halk saglig1 sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu bilesikler toprakta uzun
stire bozunmadan kalabilmekte ve dolayisiyla tarim iriinleri iizerinden gida zincirine
taginarak insanlarda akut ya da kronik toksisiteye, endokrin bozukluklara, nérolojik
rahatsizliklara ve kansere kadar uzanan saglik sorunlarina yol agabilmektedir (Nag ve
Raikwar, 2008). Diinya Saglik Orgiitii’niin raporlarina gore, her yil diinya genelinde
yaklasik 155.488 olim ve 7.362.493 engellilik vakasimin pestisit maruziyeti ile
iligkilendirilmektedir (Anonim, 2019). Bu veriler, pestisit kalintilarinin izlenmesi ve
kontrolii konusunda etkin analitik yontemlerin gerekliligini acik¢a ortaya koymaktadir
(Kesimei, 2021).

Siit ve siit tirtinleri, Tiirkiye’de ve diinya genelinde giinliik beslenmede 6nemli bir
paya sahiptir. TUIK 2024 raporlarina gore Tiirkiye’de iiretilen igme siitii y1llik 1,418,317
ton, tliim siit ve siit tirlinlerinin toplam1 ise 24,122,508 ton olarak bildirilmistir (Anonim,
2025a). Siit, iiretim asamasinda eklenen katki maddelerinin yani sira hayvanlarin
beslendigi yem ve c¢evresel maruziyetten kaynaklanan kimyasal bilesenleri de
icerebilmektedir. Pestisit igerigi yliksek yemlerle beslenen ya da kirli toprak ve su

kaynaklarina sahip bolgelerde yetistirilen bitkileri tiikketen hayvanlar, bu bilesiklere maruz



kalmakta ve maruz kaldiklar pestisitler kan dolagimi araciligiyla siite gecebilmektedir.
Boylece siit ve siit iriinleri araciligiyla pestisitler dogrudan insan tiikketimine
ulasabilmektedir.

Tiirkiye’de tarimsal pestisit kullanim1 20062024 yillar1 arasinda genel olarak
artig egilimi gdstermistir. Toplam pestisit kullanimi1 2006 yilinda yaklasik 45 bin ton iken,
2018 yilinda 60 bin ton ile en yliksek seviyesine ulagmis, 2024 yilinda ise 53,5 bin ton
olarak gerceklesmistir. incelenen donemde fungusitler, toplam kullanim i¢inde en biiyiik
paya sahip pestisit grubu olup, bunu herbisitler ve insektisitler takip etmistir. Ozellikle
herbisit ve insektisit kullanimindaki artig, yogun tarimsal iiretim ve zararli kontroliine
yonelik uygulamalarin yayginlagtigini gostermektedir. Rodentisit ve mollusisit kullanimi1
ise diger pestisit gruplarina kiyasla oldukca diisiik seviyelerde seyretmistir. (Anonim,
2025b). Tiirkiye’de ve farkli lilkelerde yapilan calismalar, siitlerde 6zellikle organoklorlu
pestisit (OCP) kalintilarinin yaygin bigcimde tespit edildigini gostermektedir (Bulut ve
Akkaya, 2011; Gutierrez ve dig., 2012; Rego ve dig., 2019). Bu grupta yer alan pestisitler
arasinda en ¢ok rastlanan bilesikler dikloro difenil trikloroetan (DDT) ve onun bozunma
tirtinleri olan dikloro difenil dikloro etilen (DDE) ve dikloro difenil dikloro etan
(DDD)’dir. Ayrica aldrin, dieldrin ve poliklorlu bifeniller gibi diger OCP tiirlerinin
varlig1 da sik¢a rapor edilmistir (John ve dig., 2001; Darko ve Acquaah, 2008). Bu
bilesiklerin lipofilik yapilari, yagh gidalarda ve 6zellikle siitte biyoakiimiilasyon riskini
artirmakta, bu durum maruziyeti daha da kritik hale getirmektedir.

OCP’lerin analitik olarak belirlenmesi amaciyla uzun yillardir ¢esitli yontemler
gelistirilmistir. 1940’lh yillardan itibaren baslangicta daha karmasik ve zaman alici
ekstraksiyon islemleri ile yapilan analizler, 2003 yilinda literatiirde yer alan
QuEChERS(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) yontemi ile nemli dl¢iide
hizlanmis ve sadelesmistir (Acar, 2015). QUEChERS, hizli, kolay, ucuz, etkili, saglam ve
giivenli bir yontem olarak pestisit ekstraksiyonunda yaygin bir kullanim alan1 bulmustur
(AOAC, 2000). Ancak bu yontem yalnizca drnek hazirlama agamasini kolaylastirmakta;
orneklerin analizinde halen GC-MS/MS (gaz kromatografisi-ikili kiitle spektrometrisi)
veya LC-MS/MS (s1v1 kromatografisi-ikili kiitle spektrometrisi) gibi yiiksek teknolojili
cihazlara ve deneyimli personele ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunlar hem maliyetli hem de
saha uygulamalari i¢in uygun olmayan yontemlerdir. Bu nedenle tasinabilir, hizl, diisiik
maliyetli ve yiiksek duyarliliga sahip alternatif sensor teknolojilerine olan ihtiya¢ giderek

artmaktadir.



Son yillarda biyosensor teknolojilerindeki ilerlemeler, 6zellikle aptamer tabanl
sensdrlerin (aptasensorlerin) pestisit tespitinde umut vadeden bir alternatif olarak ortaya
cikmasini saglamistir. Aptamerler, niikleik asitlerden olusan ve hedef molekiillere yiiksek
Ozgiilliikle baglanabilen sentetik biyomolekiillerdir. Antikorlara kiyasla kimyasal
kararliliklar1 daha yiiksek, tlretimleri daha ucuz, modifikasyonlar1 daha kolay ve raf
Omiirleri daha uzundur (McKeague ve DeRosa, 2011). Elektrokimyasal aptasensorler ise
hizl1 yanit stireleri, diisiik dedeksiyon limitleri ve kompakt cihaz entegrasyonuna uygun
yapilar1 sayesinde gida giivenligi alaninda son derece cazip bir segenek olarak
degerlendirilmektedir (Hianik ve Wang, 2009; Wang ve dig., 2015). Literatiirde
organofosforlu pestisitlerin (OPP) aptamer temelli tespiti {izerine genis bir calisma
birikimi bulunmasina ragmen, OCP’lerin aptamer araciligiyla tespit edildigi caligmalar
olduke¢a siirlidir (Cheng ve dig., 2018; Wu ve dig., 2016; Yan ve dig., 2015). Bu durum,
OCP tayini i¢in yeni aptamer dizilerinin ve sensdr mimarilerinin gelistirilmesine duyulan
ihtiyaci artirmaktadir.

Bu tez calismasinda, OCP grubuna ait dnemli bir bilesik olan DD T nin tespiti i¢in
yiiksek duyarliliga sahip bir elektrokimyasal aptasensor gelistirilmesi amaglanmistir.
Literatiirde daha 6nce DDT i¢in se¢ilmis ve baglanma ozellikleri deneysel olarak
karakterize edilmis olan aptamer dizileri temel alinmis hem primer bélgelerini igeren hem
de primer bolgeleri c¢ikarilmis iki farkli aptamer dizisi kullanilarak empedimetrik
aptasensorler hazirlanmistir. Boylece primer dizilim bdélgelerinin aptamerin katlanma
davranigi, hedef baglanma etkinligi ve dolayisiyla sensor performansi tizerindeki etkisinin
deneysel olarak degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Calismanmn bir diger 6nemli bilesenini ise bilgisayar destekli (in silico)
modelleme ¢aligmalar1 olusturmaktadir. Literatiirde bildirilen aptamer dizileri, ii¢ boyutlu
(3B) yapilar1 acisindan yeniden modellenmis, stabil ikincil yap1 tahminleri yapilmis ve
aptamer—hedef etkilesim mekanizmalari, molekiiler kenetleme ve baglanma enerjisi
analizleri ile detaylandirilmistir. Bu analizler, aptamer dizilerinin baglanma bdlgeleri,
yapisal kararlilifi ve hedef molekiille uyumlulugu hakkinda derinlemesine bilgi
saglamigtir. Literatiirde DDT’ye baglandig: bildirilen aptamerler arasindan, ¢aligmanin
ilk asamasinda aptasensor iiretiminde kullanilan aptamerle yapisal acidan benzerlik ve
farkliliklar gosterdigi ve bu farkhiliklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu
degerlendirilen aptamer secilmistir. Secilen bu aptamer laboratuvar ortaminda
elektrokimyasal tekniklerle test edilmis ve deneysel sonuglar in silico ¢aligmalar1 olarak

degerlendirilmistir.



Sonu¢ olarak, bu ¢alisma hem primerli ve primersiz aptamer dizilerinin
karsilastirilmast agisindan literatiirde eksikligi hissedilen bir boslugu doldurmakta, hem
de DDT gibi kalic1 organik kirleticilerin tespitine yonelik yeni bir aptasensor yaklagimi
gelistirerek cevresel analiz ve gida giivenligi alanlarina 6nemli katkilar sunmaktadir.
Gelistirilen APT-1 ve APT-2 olarak isimlendirilen aptamerlerden iiretilen aptasensorde 1
saatlik bir siirede, DDT nin bulunmasina izin verilen maksimum yasal sinir1 da igerisine
alan genis bir DDT konsantrasyonu araliginda, siit ve siit iirlinii i¢cerisindeki DDT nin
kantitatif tayini yapilabilmistir. Her iki aptamerin Kq degerlerinin birbirine ¢ok yakin ve
ve diisiik degerlerde ¢ikmasi primerli ve primersiz biyoreseptorlerin hedef molekiile olan
ilgisinin benzer seviyede korundugunu ortaya koymaktadir

Aptamerin primersiz formu olan APT-2 modifikasyonunun hem daha yiiksek
korelasyon katsayis1 hem de daha diisiik LOD degeri sayesinde siit 6rneklerinde DDT
tayini icin APT-1 sistemine gore ¢ok daha iistiin ve giivenilir analitik parametreler
sundugu sonucuna varilmaktadir.

Aptamer tabanli bu sensor tasariminin hizli, hassas, segici ve diisiik maliyetli bir
alternatif olarak gelecekte pestisit izleme uygulamalarina entegre edilebilecek potansiyele

sahip oldugu degerlendirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Pestisitler

Pestisitler, zararli organizmalar1 6nlemek, ortadan kaldirmak, uzaklastirmak veya
etkilerini azaltmak amaciyla kullanilan, bitki gelisim diizenleyicisi, yaprak dokiicii ya da
kurutucu islevi gorebilen kimyasal maddeler veya madde karigimlaridir. Tarimsal
tirlinlerin zararhlar tarafindan tahrip edilmesini veya yok edilmesini engellemek amaciyla
diinya genelinde 1000’den fazla pestisit ¢cesidi yaygin olarak kullanilmaktadir (Anonim,
2022a).

Pestisitler dogalar1 geregi toksik bilesiklerdir ve ¢evreye kasitli olarak
uygulandiklar1 icin {retimlerinden kullanimina kadar tiim siireglerin siki yasal
diizenlemelere ve kontrollere tabi tutulmasi gereklidir. Bununla birlikte, pestisitlerin
onemli bir kism1 kimyasal kararliliklar1 ve ¢evresel kaliciliklart nedeniyle uygulandiklar
ortamda tamamen parcalanamamakta, gida iirlinleri ve cevresel matrislerde kalinti
(rezidii) birakabilmektedir. Bu nedenle, gidalarda ve ¢evresel ortamlarda olusabilecek
pestisit kalintilarinin diizenli olarak izlenmesi biiyilk 6nem tagimaktadir. Pestisitlere
yiiksek diizeyde maruz kalinmasi; akut zehirlenmelerin yani sira, kanserojen etki ve
lireme sistemi lizerine olan olumsuz etkiler gibi ¢esitli uzun vadeli saglik sorunlarina yol
acabilmektedir (Aktar ve dig., 2009).

Dikloro difenil trikloroetan (DDT) ve lindan gibi eski nesil, patent koruma siiresi
sonlanmis ve gorece diisiik maliyetli pestisitlerin biiytik bir kismi, ¢evresel kosullara son
derece direngli olup toprak ve su ortamlarinda yillarca kaliciligini siirdiirebilmektedir. Bu
kalic1 kimyasallar, ¢cevre ve insan sagligina yonelik olusturduklar riskler nedeniyle, 2001
yilinda imzalanan ve kalic1 organik kirleticilerin iiretim ve kullanimin1 yasaklamay1 veya
ciddi sekilde kisitlamay1 hedefleyen Stockholm Sozlesmesi kapsaminda, sézlesmeye

taraf iilkeler tarafindan yasaklanmistir (Anonim, 2022a).

2.1.1. Pestisitlerin simiflandirilmasi

Pestisitler; kimyasal bilesimleri, fiziksel 6zellikleri, formiilasyon bigimleri, hedef
zararllar tizerindeki etkileri, icerdigi aktif madde miktari, toksisite diizeyleri ve uygulama
yontemlerine gore ¢esitli siniflandirmalara tabi tutulmaktadir (Manap ve dig., 2023). Bu

siiflandirmalar, pestisitlerin ¢ok yonlii ozellikleri g6z Onilinde bulundurularak



yapilmakta olup, oldukca karmasik bir yapiya sahiptir. Ozellikle kimyasal temelli ya da
etken madde gruplarina gore yapilan siniflandirmalar, pestisitlerin g¢esitliligi nedeniyle
detayli ve kapsamli bir yaklasim gerektirmektedir (Kaur ve dig., 2019).

Genel olarak modern pestisitler, organik yapili bilesiklerden olusmakta olup hem
sentetik kokenli hem de bitkisel kaynakli maddeleri icermektedir. Bununla birlikte, bazi
inorganik bilesikler de pestisit olarak kullanilabilmektedir. Pestisit siniflandirmalari
zaman igerisinde giincellenmekle birlikte, giiniimiizde kimyasal yapilarina gore
pestisitleri alt1 ana grupta toplamak miimkiindiir. Bu gruplar; OCP, OPP, karbamatlar
(CB’ler), neonikotinoidler, triazinler ve diger bazi 6zel gruplarda yer alan pestisitlerdir

(Manap ve dig., 2023).

2.1.1.1. OCP’ler

OCP’ler; yapilarinda genellikle bes veya daha fazla klor atomu igeren organik
bilesiklerdir. Tarimda ve halk sagliginda yaygin olarak kullanilan ilk sentetik organik
pestisit grubu olarak bilinmektedirler. Bu bilesikler beyaz renkli, kristal yapida, yar
ucucu ozellikte olup organik ¢oziiciilerde ve yag ortamlarinda ¢oziiniirler. Ozellikle
cevresel ortamlarda ve tarimsal {iriinlerde birikme egilimleri yiiksektir (Barragan-Huerta
ve dig., 2007). Enzimatik yollarla hizla par¢alanamazlar, kolaylikla uzaklastirilamazlar
ve lipofilik 6zelliklerinden dolay1 canlilarin yag dokularinda birikme egilimi gosterirler.
OCP’ler, sodyum kanallarinin ve merkezi sinir sisteminin en énemli inhibitérii olan
gamma-amino biitirik asit reseptdrlerinin fonksiyonunu bozarak sinir iletimini kesintisiz
hale getiren, lipofilik yapilar1 nedeniyle biyobirikim ve biyomagnifikasyona ugrayan
kalic1 organik kirleticilerdir (Melis ve dig., 2025).

Bu grubun en bilinen {iyesi olan DDT, ilk olarak 1873 yilinda Alman kimyager
Othmar Zeidler tarafindan sentezlenmis; insektisit dzelligi ise 1939 yilinda Isvigreli
kimyager Paul Hermann Miiller tarafindan kesfedilmistir (Miiller, 1948). DDT,
kesfedildigi ilk yillarda genis etki spektrumu, yiiksek biyolojik aktivitesi, cevresel
kalicilig1, suda ¢oziinmezligi, diisiik maliyeti ve uygulama kolaylig1 nedeniyle adeta bir
"mucize pestisit" olarak degerlendirilmistir (Zacharia, 2011). Ancak daha sonra ¢evre ve
insan saglig1 iizerindeki kalict olumsuz etkileri nedeniyle yogun tartismalara konu
olmustur.

Cevresel ve toksikolojik etkileri dikkate alinarak, basta DDT, dieldrin, heptaklor,

mireks, klordekon ve klordan olmak iizere bircok OCP kullanimi, Amerika Birlesik



Devletleri Cevre Koruma Ajansi tarafindan yasaklanmis veya ciddi sekilde kisitlanmigtir

(Waxman, 1998).

2.1.1.2. OPP’ler

OPP’ler, karbon, hidrojen ve klor elementlerinden olusan, yabanci otlar, bocekler,
bakteriyel ve fungal patojenlerin kontrol altina alinmasi amaciyla yaygin olarak
kullanilan genis bir kimyasal pestisit grubudur (Jayaraj ve dig., 2017). Bu gruba dahil
olan malation, paration, diazinon, forat, terbufos, fentiyon ve klorpirifos gibi insektisitler;
temas, sindirim ya da inhalasyon (solunum) yoluyla etki gostererek hedef organizmalar
tizerinde toksik etkiler olusturmaktadir. OPP’ler, asetilkolinesteraz enziminin (AChE)
aktif bolgesindeki serin hidroksil grubuna kovalent olarak baglanarak enzimi inhibe eder.
Normal kosullarda AChE, sinaptik aralikta biriken asetilkolini hizla hidroliz ederek sinir
iletiminin sonlanmasini saglar (Eddleston ve dig., 2008).

Organofosfor bilesikleri yalnizca tarimsal miicadele kapsaminda degil, aym
zamanda sarin, soman ve tabun gibi maddeler araciligiyla kimyasal savas sinir ajanlari
olarak da kullanilmiglardir. Tarimsal tiretkenligi artirma potansiyeli nedeniyle bu pestisit
grubunun kullanim1 6zellikle 20. yilizyilin ikinci yarisindan itibaren 6nemli Olciide artis
gostermistir. Bununla birlikte, OPP'lerin genis ¢apli ve kontrolsiiz kullanimai, basta toprak
ve su kaynaklar1 olmak flizere gevresel kirlilik olusturmus; insan sagligi ve sucul

ekosistemler lizerinde ciddi tehditler yaratmistir (Bilal ve dig., 2019).

2.1.1.3. CB’ler

CB’ler, karbamik asidin esterlerinden tiiretilmis insektisitler olup, OCP ve OPP
pestisitlere kiyasla daha kiigiik bir kimyasal grubu temsil ederler. Bu gruba 6rnek olarak
aldikarb, karbaril, karbofuran, oksamil ve pirimikarb gibi bilesikler verilebilir. Ozellikle
karbaril, tarimda kullanilan ilk karbamat bazli insektisit olarak bilinmekte ve genis bir
zararl spektrumuna kars1 etkinlik gdstermektedir. Diger bir¢ok pestisite kiyasla insanlara
olan akut toksisitesi nispeten daha diisiiktiir (Hayatsu ve dig., 2001). Karbamatlar,
organofosfat bilesiklerle benzer sekilde AChE’ni inhibe ederek etki gdosterirler; bu da
sinir iletiminde bozulmalara yol agarak hedef organizmalarin 6liimiinii saglar. Ancak, bu
bilesikler yalnizca hedef zararlilar i¢in degil, yem yoluyla evcil ve yabani hayvanlara

bulasarak insan saghigini da tehdit edebilmektedir. Ozellikle bazi karbamat tiirevlerinin



toksik etkileri, ¢cevresel yayilim ve biyobirikim potansiyeli nedeniyle cesitli iilkelerde
yasaklanmasina yol agmuistir.

Nitekim, aldikarb ve karbofuran, pek cok iilkede yasaklanmis pestisitler arasinda
yer almakla birlikte, bu maddeler halen hayvan zehirlenmeleriyle iliskili vakalarin 6nemli
bir boliimiinde tespit edilmektedir (Gallocchio ve dig., 2021). Bu durum, karbamat
pestisitlerin gevresel etkilerinin ve kaliciliginin hala 6nemli bir sorun olarak varligini

stirdiirdiigiinii géstermektedir.

2.1.1.4. Neonikotinoidler

Imidakloprid, tiyametoksam, klotianidin gibi neonikotinoid pestisitler, 1990’l1
yillardan itibaren bitki koruma ve veterinerlik uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir. Genis etki spektrumlar1 ve bitkinin kok, yaprak ve govde
dokular1 tarafindan emilebilme 6zellikleri nedeniyle tarimsal iiretimde 6nemli avantajlar
saglarken, ayn1 zamanda hedef dis1 organizmalar {izerinde potansiyel olumsuz etkiler
dogurabilecegine dair ciddi endiseler giindeme gelmistir. Ozellikle yararli bocekler
(6rnegin arilar) ve bocekeil kuslar gibi tiirler lizerindeki toksik etkileri, bu pestisit
grubunun ¢evresel glivenligi agisindan tartismalara neden olmustur. Bu nedenle Avrupa
Birligi’nde bazi neonikotinoidlerin kullanimi1 sinirlandirilmistir (Matsuda ve dig., 2020).
Neonikotinoidlerin etkili olmasindaki temel etken, boOcek sinir sistemi nikotinik
asetilkolin reseptorlerine yiiksek afiniteyle baglanmalaridir. Buna karsilik, memeliler ve
insanlar da dahil olmak {izere omurgali canlilardaki reseptorlere olan baglanma egilimleri
oldukga diistiktiir. Bu 6zellikleri sayesinde neonikotinoidler, boceklere karsi yiiksek
selektivite gosterirken, omurgalilarda gorece daha diistik toksisite profili sergilemektedir.

Bununla birlikte, bu bilesiklerin ¢evrede birikimi, yogun ve kontrolsiiz kullanim1
ile birlestiginde maruziyet ve toksisite risklerini artirabilmektedir. Ayrica bazi
neonikotinoid metabolitlerinin kendilerinden daha toksik olabilecegi gosterilmistir
(Manavi ve dig., 2024). Bu durum, neonikotinoidlerin yalnizca aktif formlar1 degil,
cevresel bozunma iriinlerinin de dikkatle degerlendirilmesi gerektigini ortaya

koymaktadir.



2.1.1.5. Triazin pestisitler

Atrazin, simazin gibi triazin grubu pestisitler, fotosentezde yer alan elektron
tagima zincirini segici bi¢imde inhibe etme yetenegine sahip herbisitlerdir. Bu 6zgiil etki
mekanizmasi, hedef alinmayan fotosentetik organizmalar agisindan cevresel bir risk
faktorli olusturmaktadir. Her ne kadar OCP, OPP ve CB bilesikleri, yaygin kullanilan
pestisitlerin biiyiikk ¢cogunlugunu olustursa da triazin tlirevlerinin de tarimda kullanimi1
oldukca yaygindir (Gongalves ve dig., 2017). Triazin bilesikleri ¢evresel agidan dikkat
¢eken pestisitler arasinda yer alir. Bu bilesikler, toprakta uzun yar1 6miirlere sahip olup,
aylarca kaliciligini siirdiirebilirler. Uygulama alanlarindan yer alt1 ve yiizey sularina
taginma riski, bu pestisitlerin ekosistemler tizerindeki potansiyel etkilerini artirmaktadir.
Nitekim, triazinlerin yalnizca hedeflenen yabanci otlar1 degil, ayn1 zamanda yesil algler,
diyatomlar ve siyanobakteriler gibi fotosentetik mikroorganizmalar1 da etkileyebildigi

bildirilmistir (Manap ve dig., 2023).

2.1.1.6. Diamid pestisitler

Diamid grubu insektisitler, belirli hedef bolge aktivitesine sahip olmalari, genis
spektrumlu zararlilara kars1 yiiksek etkililik gostermeleri ve uygun toksikolojik profilleri
sayesinde, giiniimiizde gelistirilen en yeni ve yenilik¢i insektisit siniflarindan biri olarak
one ¢cikmaktadir. Bu gruptaki bilesikler, 6zellikle tarimsal {iretimde bocek yonetiminde
etkili ve secici ¢oziimler sunmaktadir (Teixeire ve Andaloro, 2013). Halihazirda piyasada
bulunan baslica diamid insektisitler arasinda klorantraniliprol ve flubendiamid yer
almakta olup, siyantraniliprol gibi yeni bilesikler de bazi iilkelerde kullanim onay1 alarak
piyasaya siiriilmeye baglanmistir. Bu insektisitler, kas kasilmalarini diizenleyen ryanodin
reseptorlerine baglanarak hedef boceklerde felce ve 6liime neden olur.

Diamid bilesiklerinin dikkat ¢eken bir diger 6zelligi ise, ekotoksikolojik agidan
gorece giivenli olmalaridir. Bu bilesiklerin, faydali bocekler ve dogal diismanlar
tizerindeki olumsuz etkilerinin sinirl oldugu bildirilmistir (Brugger ve dig., 2013). Bu
yoOniiyle diamid insektisitler, entegre zararli yonetimi stratejilerinde kullanilmaya elverisli

bir alternatif olarak degerlendirilmektedir.
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2.1.2. Pestisitlerin kullanim alanlari

Pestisit kullanimi, hasere baskilarindaki degisimler, yasal diizenlemeler, yeni
bilesiklerin gelistirilmesi ile saglik ve ¢evresel kaygilara yanit olarak siirekli bir evrim
icindedir. 1900’lii yillarin baslarinda, tarimda yaygin olarak kullanilan arsenikli
insektisitler (birinci nesil pestisitler), 1960 ve 1970’li yillarda yerini DDT ve diger
organoklorlu bilesiklere (ikinci nesil pestisitler) birakmistir. Bu donemde sentetik organik
pestisitler, yiiksek etkinlik ve genis spektrumlar1 sayesinde pazarda 6n plana ¢ikmustir.

Aldrin, dieldrin, klordan, heptaklor, lindan, endrin, toksafen ve DDT gibi
organoklorlu insektisitler, kullanildiklart donemde oldukga diisiik dozlarla bile etkili
olmus, ancak g¢evresel kaliciliklar1 ve biyobirikim potansiyelleri nedeniyle zamanla
kullanim dis1 birakilmistir. 1990’11 yillarda, bu bilesiklerin yerini, fosfor iceren OPP
insektisitler almistir. OPP’ler, tarim alanlarinin yani sira evlerde, bahgelerde ve
veterinerlik uygulamalarinda da genis kullanim alan1 bulmustur.

2000’11 yillarla birlikte, organofosfatlarin asamali olarak kullanimdan
kaldirilmasi, neonikotinoidler, sentetik piretroidler, fenilpirazoller ve daha yakin
donemde diamid grubu gibi yeni nesil pestisitlerin gelistirilmesine Onciiliikk etmisti
(Sandstroma ve dig., 2022). Bu gelismeler hem etkinlik hem de insan ve ¢evre sagligi
acisindan daha giivenli bilesiklerin kullanimini tesvik etmistir.

Pestisitlerin kullanim alanlar1 olduk¢a genistir. Tarim uygulamalari basta olmak
tizere; bahcecilik, su triinleri yetistiriciligi, ormancilik, peyzaj diizenlemeleri (park,
bahce ve oyun alanlar1), sanayi alanlarinda hasere kontrolii, ev i¢i ve ¢evresel zararh
miicadelesi, denizcilikte bocek kontrolii, hayvancilikta hayvan sagligiin korunmasi ve
toplum saglhiginin/hijyeninin saglanmasi gibi ¢ok ¢esitli amaclarla pestisitlerden

yararlanilmaktadir (Anonim, 2024).

2.1.3. Siit iiriinlerinde belirlenmis olan pestisitler

Literatiirde, farkl iilkelerde siit ve siit iiriinlerinde bulunan pestisit kalintilarmin
belirlenmesine yonelik ¢ok sayida calisma gergeklestirilmistir. Bu c¢alismalarda OCP,
OPP ve piretroid grubu pestisitlerin varligina siklikla rastlanmistir. Tiirkiye, Hindistan,
Meksika, Cin, Brezilya, Misir ve Etiyopya gibi iilkelerden toplanan siit ve siit {irlinleri
orneklerinde, 6zellikle OCP kalintilariin yaygin olarak tespit edildigi raporlanmigtir.

Analiz edilen iirlinlerde, cogunlukla kullanimi yasaklanmis olan OCP’lere rastlanmasi
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dikkat ¢ekicidir (Bulut ve Akkaya, 2011; Gutierrez ve dig., 2012; Rego ve dig., 2019;
John ve dig., 2001; Nag ve Raigwar, 2008; Darko ve Acquaah, 2008).
Tirk Gida Kodeksi Pestisitlerin Maksimum Kalinti Limitleri Yonetmeligi’ne

gore, siit Uriinlerinde bulunmasina izin verilen OCP’lerin maksimum kalint1 limitleri

Cizelge 2.1.’de belirlenmistir (Anonim, 2022b):

Cizelge.2.1. Siit iirtinlerinde bulunmasina izin verilen OCP’lerin maksimum kalint1 limitleri (Anonim,

2022b)
Pestisit Grubu Tiirk Gida Kodeksi Pestisitlerin Maksimum
Kalint1 Limitleri (ug/kg siit)

Heptaklor ve heptaklor epoksit toplami (heptaklor 4
cinsinden)

Endosiilfan (a ve B) ile endosiilfat toplami1 5

(endosiilfan cinsinden)

Aldrin ve dieldrin kombinasyonu (dieldrin 6
cinsinden)

DDT, DDE ve DDD toplami (DDT cinsinden) 40

Yapilan c¢alismalarda tespit edilen pestisit kalinti diizeyleri, ilgili iilke
mevzuatlarinda yer alan yasal smir degerlerle karsilastirildiginda, bazi {ilkelerde bu
sinirlarin asildigi belirlenmistir (Bulut ve Akkaya, 2011, Ayoub ve dig., 2012, Dervisoglu
ve dig., 2013, Deti ve dig., 2014, Kaushik ve dig., 2014, Shaker ve Elsharkawy, 2015, Bu
durum, hem tiiketici sagligi acisindan potansiyel risklere isaret etmekte hem de pestisit

denetim ve kontrol mekanizmalarinin giiclendirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

2.1.4. Pestisit analizinde kullanilan yontemler

Pestisitlerin analiz yontemleri zaman igerisinde gelismis, de§ismis ve daha
uygulanabilir hale gelmistir. 1940’11 yillarda pestisit analizlerinde kolorimetrik yontemler
kullanilmis, bu donemde yiizlerce farkl aktif madde farkli matrislerde es zamanli olarak
analiz edilmeye calisilmustir. Ik analizler, sebzelerde DDT iizerine yogunlasmis olup
diger pestisitlerin analizinde istenilen basar1 saglanamamaistir. 1950’11 yillarin basinda ise
ince tabaka kromatografisi teknikleri kalint1 analizlerinde kullanilmaya baslanmistir.
Takip eden yillarda, GC ve cesitli secici detektorlerin gelistirilmesi ile bu yontem
yayginlasmistir. 1960’larin sonlarina dogru yliksek ayirma giiciine sahip kolonlarin
gelistirilmesi ile GC teknigi hem performans avantajlar1 hem de maliyet etkinligi
sebebiyle pestisit analizlerinde en yaygin tercih haline gelmis ve pestisitlerin %60’indan

fazlas1 bu yontemle tespit edilebilir olmustur (Hogendoorn ve Zoonen, 2000).
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1980’11 yillarda pestisit ¢esitlerinin artmasi, GC ile analiz edilmeye uygun yapida
olmayan; polar, uguculugu diisiik ve/veya 1siya karsi duyarli pestisitlerin analizlerinde
yasanan problemler ve kullanim sekillerinin farklilagmasi sonucunda, daha diisiik
dozlarda kullanilan pestisitlerin analizlerinde GC teknigi yetersiz kalmaya baslamis, bu
asamada GC/MS teknolojisi 6nemli bir alternatif olarak benimsenmistir (Acar, 2015).
S1v1 kromatografisi (LC) ile pestisitlerin analiz edilmesi, UV ve floresans dedektdrlerin
kullanimi1 ile miimkiin olmus ve LC teknikleri tamamlayic1 bir yontem olarak yerini
almistir. MS teknolojisinin gelismesi ile ayrim, tanimlama ve kantitatif analizlerde 6nemli
ilerlemeler saglanmig, GC/MS ve LC/MS sistemleri ile pestisitler 10 ppb seviyelerine
kadar tespit edilebilir hale gelmistir (Alder ve dig., 2005). 2000’11 yillarda ise ikili kiitle
spektrometrisi (MS/MS) sistemleri ile secicilik ve hassasiyet artirilmig, LC/MS/MS
teknikleri ile tespit sinirlar1 1 ppb’ye kadar diisiiriilmiistiir (Alder ve dig., 2005).

2003 yilindan itibaren QUEChERS adi verilen hizli, kolay, ekonomik ve giivenli
ekstraksiyon yontemi gelistirilmis, bu yontemle solvent ve malzeme tiikketimi azaltilmus,
analiz siiresi %90 oraninda kisaltilmistir. QUEChERS yontemi ile hazirlanan 6rnekler,
giinimiizde GC/MS/MS ve LC/MS/MS sistemleri ile yliksek hassasiyetle analiz
edilmektedir. Bu ¢ercevede, Tiirkiye Cumhuriyeti Tarim ve Orman Bakanlig1 Ulusal Gida
Referans Laboratuvar1 Kalinti/Pestisit Birimi tarafindan pestisit analizleri QUEChERS
ekstraksiyonu sonrast GC/MS(/MS) ve LC/MS(/MS) sistemleri kullanilarak
gerceklestirilmektedir (Acar, 2015).

Bunun yani sira, belirli pestisitlerin veya pestisit gruplariin 6zellikle
organoklorlu ve organofosforlu bilesiklerin tayinine yonelik pek cok akademik ¢alisma
da mevcuttur. Ornegin, Raman spektroskopisi kullanilarak aldrin, endosiilfan, lindan ve
dieldrin gibi pestisitlerin tayini yapilmistir (Kubackova ve dig., 2015). Ayrica, kagit serit
sensorleri ile aldrin, dieldrin, endostiilfan ve DD T nin belirlenmesi (Dasriya ve dig., 2021)
ve amperometrik immunosensor teknikleriyle atrazin tespiti gergeklestirilmistir
(Campanellaa ve dig., 2011).

He ve Aga, ylizey sularinda hormonlar ve pestisitlerin analizi i¢cin GC-MS/MS ve
LC-MS/MS teknikleri karsilagtirilmig, her iki yontemin avantajlart ve sinirlamalar
degerlendirilmistir. Ozellikle DDT ve diger OCP’ler gibi hidrofobik, yar1 ugucu ve termal
olarak kararl bilesiklerin analizinde GC-MS/MS’nin ytiksek secicilik ve 8,9 - 66,1 ng/g
gibi diisiik tespit limitleri sundugu gosterilmistir. DDT gibi apolar bilesiklerde iyonlagsma
veriminin diigiik olmasi ve matris etkilerinin belirginlesmesi nedeniyle sinirlamalar

gosterdigi ve tespit limiti (LOD) degerinin 0,018ng/mL oldugu belirtilmistir. Calisma
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sonuglari, DDT ve benzeri OCP’lerin analizinde GC-MS/MS’nin daha uygun bir teknik
oldugunu, kapsamli ¢evresel izleme caligsmalarinda ise iki yontemin tamamlayici olarak
kullanilmasinin daha dogru sonuglar saglayacagini ortaya koymustur (He ve Aga, 2019).

DDT tayinine yonelik bagka bir ¢alismada, DDT ve ana metabolitlerinin (6zellikle
DDE ve DDD) analizi i¢in aragtirmacilar, bis(trifluorometilsiilfonil)imid bazli donmus
iyonik s1viyt, i¢i bos fiber kat1 faz mikroekstraksiyonu tekniginde ekstraksiyon fazi olarak
kullanmistir. DDT ve metabolitlerinin hidrofobik yapilar1 sayesinde iyonik sivi fazina
yuksek afiniteyle adsorbe oldugu gosterilmistir. Optimize edilmis kosullar altinda
gelistirilen yontem, 0,5-50 pg/L konsantrasyon aralifinda yiiksek dogrusal bir yanit
gdstermis (R%> 0,9965), LOD degerleri 0,33-0,38 pg/L, LOQ ise 1,00-1,25 ng/L
araliginda bulunmustur (Pang ve dig., 2017)

Akytiz ve dig. yaptig1 baska bir ¢alismada, pestisitlerin elektrokimyasal olarak
tayini amaciyla elektropolimerize edilmis metallofitalosiyaninler tabanli sensdrler
gelistirilmistir. Calisma sonuglari, gelistirilen sensorlerin pestisitler i¢in 110 ng/mL LOD,
0,01-5pg/L aralikla yiiksek tekrarlanabilirlik sundugunu ortaya koymustur.

Morou ve dig, (2008) yaptig1 calismada piiskiirtiilmiis yiizeylerde bulunan
DDT nin tayini amaciyla dehidroklorinaz enzimi temel alinarak pH degisimine dayal bir
biyolojik analiz yontemi gelistirilmistir. Aragtirmacilar, DDT nin dehidroklorinaz enzimi
tarafindan katalizlenen bir reaksiyon sonucunda HCI agiga ¢ikardigin1 ve bunun ortam
pH’inda 6l¢iilebilir bir degisime neden oldugunu gdstermistir. Bu pH degisimi, uygun bir
pH indikatorii veya pH elektrodu yardimiyla izlenerek DDT miktariyla
iliskilendirilmistir. Bu ¢alismada tespit edilecek minimum DDT miktarim1 3,8 mg/ml

olarak, tespit i¢in dogrusal araligin ise 12-250 mg/mL aras1 oldugunu bildirmislerdir.
2.1.5.DDT
DDT, trikloroetan merkez karbon atomuma bagh iki adet para-klorifenil halkasi

ve li¢ adet klor atomu igeren, aromatik halkalar1 sayesinde stabil ve yagda ¢dziinebilen

bir kimyasaldir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. DDT’nin a: kimyasal yapis1 ve b: ii¢ boyutlu molekiiler yapist

DDT, baslangicta sitma etmeni sivrisinekler ve tifiis etmeni bitler gibi hastalik
tasiyic1 boceklerin kontrol altina alinmasi1 amactyla etkili bir insektisit olarak uluslararasi
Olgekte kullanilmis, daha sonra ise tarimsal tiretimde ve evsel uygulamalarda yaygin
bicimde benimsenmistir (Burr, 2005). Ancak, 1970’li yillardan itibaren DDT ve diger
klorlu hidrokarbon bilesikleri, cevresel ortamda uzun siire kalict olmalar1 ve yiiksek
lipofilik o6zellikleri (lipidler ile su arasindaki yiiksek dagilim katsayisi) nedeniyle
ekosistemlerde ve hedef dis1 organizmalarin lipid dokularinda kronik birikimlere yol
acmalar1 sebebiyle, bir¢ok tilkede tarimsal amacli kullanimlari kisitlanmis veya tamamen
yasaklanmistir (Anonim, 2022c).

Organoklorlu bilesiklerin kullanim1 Tiirkiye’de yasaklanmis olmasina ragmen,
ilerleyen yillarda diisiik diizeylerde de olsa yasa disi kullanimlarimin devam ettigi
bildirilmistir (Dervisoglu ve dig., 2013). Ayrica, DDT’ nin halk saghigi amagli bocek
kontroliinde sinirli miktarlarda kullanimiin siirdiigii belirtilmektedir (Davies, 2007).
Literatiirde, siit ve siit iirlinlerinde pestisit kalintilarinin tespiti amaciyla ¢esitli tilkelerde
cok sayida calisma yapilmis olup, bu calismalarda OCP, OPP ve piretroid grubu
pestisitlerin varligi saptanmistir. Tiirkiye (Bulut ve Akkaya, 2011), Hindistan (Bedi ve
dig., 2018), Meksika (Gutierrez ve dig., 2013), Cin (Zhong ve dig., 2003), Brezilya
(Santos ve dig., 2014), Misir (Ayoub ve dig., 2012), Uganda (Kampire ve dig., 2011),
Slovenya (Khaniki., 2000) ve Etiyopya (Deti ve dig., 2014) gibi farkl lilkelerden temin
edilen siit ve siit iirlinlerinde yapilan analizler, 6zellikle OCP’lerin yaygin sekilde
bulundugunu gostermektedir. Analiz edilen 6rneklerde, tamami kullanimi yasaklanmis
OCP kalintilarina rastlanmistir. Bu durum, 6zellikle siit ve siit tirtinlerini tiiketen bebek

ve kii¢iik ¢ocuklar i¢in saglik riski olusturabilmektedir (Coskun ve Sanli, 2019).
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DDT’nin mikrobiyal ve fotokimyasal bozunmasinin yavas bir siire¢ oldugu ve bu
stire¢ sonucunda DDT kadar kalic1 ve toksik olan DDD ve DDE kalintilarinin olustugu
bilinmektedir. Bu nedenle, DDT ve bozunma iiriinlerine ait kalintilar olan DDE ve DDD,
hem gelismis hem de gelismekte olan birgok iilkede gol, igme suyu, toprak gibi ¢esitli
ekosistemlerde tespit edilmistir (Umulisa ve dig., 2020). Bu metabolitlerin kalicilig1 ve
biyobirikimi, birden fazla maruziyet yolu ve uygunsuz kullanim/ellecleme uygulamalari
ile birlestiginde, diisiik dozlarda bile uzun vadeli saglik risklerini artirabilmektedir. Cogu
gida kategorisinde DDT metabolit diizeylerinin 6nerilen simnirlarin {izerinde oldugu,
bunun da tiiketiciler i¢in ciddi saglik riskleri olusturdugu bildirilmektedir (Mengistu ve
dig., 2025).

Gidalarda bulunabilecek en yiiksek DDT igerikleri Tirk Gida Kodeksi
Pestisitlerin Maksimum Kalinti Limitleri Yonetmeligi’ne goére belirlenmistir. Bu
yonetmelige gore siitlerde bulunabilecek maksimum DDT kalintt miktar1 40 pg/kg siit

olarak smirlandirilmistir (Anonim, 2022b).
2.2. Aptamerler

Aptamerler, ilk olarak 1990 yilinda Gold ve Ellington tarafindan birbirinden
bagimsiz olarak gelistirilen (Ellington ve Szostak, 1990, Tuerk ve Gold, 1990), in vitro
kosullarda se¢ilen ve ¢cogaltilan kisa, tek sarmallt DNA veya RNA dizileridir (Sekil 2.2).
Bu oligoniikleotidler, hedef molekiillerine kars1 yiiksek 6zgiilliikk ve baglanma afinitesi,
benzersiz yapilara 6zel katlanmalart nedeniyle afinitelerini belirli hedeflerine gosteren

0zglin li¢ boyutlu yapilar olusturabilmektedirler (Famulok, 1994 Proske ve dig., 2005).
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Sekil 2.2. Kendi iizerine kivrilarak(a) heliks ve (b) sa¢ tokasi yapisi olugturmus tek sarmalli DNA
aptameri (Zhang, 2020)
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"Aptamer" terimi, Latince "aptus" (uyum saglamak) kokiinden tiiretilmis olup, bu
molekiillerin hedeflerine yapisal olarak uyum saglayabilme 6zelliklerine atifta bulunur.

Aptamerler, SELEX yontemi ile g¢esitli avantajlarina dayanarak, terapotik
uygulamalarda ve biyolojik analizlerde avantajli olarak kullanimini saglamaktadir.
(Ellington ve Szostak, 1990, Tuerk ve Gold, 1990, Song, 2008). Antikorlarin tiim
avantajlarina sahip olmalarinin yaninda, ayni1 zamanda termal stabilite, diisiik maliyet ve
tekrar tekrar uygulama potansiyeli gibi kendilerine 6zgl {istlinliikler tasimalarina
dayanarak, aptamerler bir¢ok bilim insaninin dikkatini ¢ekmektedir (Song, 2012).

Son yillarda pestisit tayininde kullanilmasi amaciyla cesitli aptamer gelistirme
calismalar1 yapilmistir. Bunlar arasinda DDT (Zhang ve dig., 2020), atrazin (Abraham ve
dig., 2018) gibi OCP’ler; isocarbophos, phosalone, methamidophos, acephate,
trichlorfon, dursban (Bai ve dig, 2015); diazinon (Hassani ve dig., 2018), paraokson
(Belinskaia ve dig., 2019), malathion (Hong ve Jang, 2020; Nie ve dig., 2018) gibi
OPP’ler i¢in;acetamiprid (Fei ve dig, 2015; Shi ve dig., 2013; Qi ve dig., 2020),
imidochloropid (Bor ve dig., 2020) gibi neonikotinois grubu pestisitler i¢in ya da cesitli
PCBler i¢in (Mehta ve dig., 2012; Verdian ve dig., 2019) aptamer tasarimlar1 yapilmistir.

1990’11 yillardan bu yana, aptamer se¢imi i¢in hedef molekiil yelpazesi biiyiik
Olciide genislemistir. Literatiirde, iyonlar ve amino asitler gibi diisiik molekiil agirlikli
bilesiklerden baslayarak; peptitler, proteinler, viriis partikiilleri ve hatta tiim hiicreler
(bakteriyel, bitkisel veya hayvansal) gibi makromolekiillere kadar ¢ok ¢esitli hedefler i¢in
DNA veya RNA temelli aptamerlerin gelistirildigi bildirilmektedir. Bu kapsamda,
aptamerler kiiclik molekiiller, toksinler, biyolojik makromolekiiller ve patojen
organizmalar gibi genis bir hedef yelpazesine kars1 yliksek ozgiilliik ve afiniteleriyle
secilmis ve basartyla uygulanmistir (Sefah ve dig., 2010).

Genel olarak aptamer {iretimi hidrofobik bilesenleri (6zellikle hidrofobik kiigiik
molekiilleri veya organik kirleticileri) hedef almak icin sinirli kalmaktadir ciinkii
aptamerlerin dogas1 ve secilme siireci bu tiir hedeflerle etkilesimi zorlastirmaktadir.
Aptamerlerin yapis1 dogas1 geregi hidrofobik etkilesimlere uygun olmadig: bildirilmistir.
Standart bir DNA ya da RNA aptamerinin hidrofilik, negatif yiiklii molekiiller oldugu ve
hidrofobik baglanma yiizeyleri olusturma kapasitesinin sinirli oldugu belirlenmistir. Bu
nedenle hidrofobik molekiillerle giiclii ve 6zgiil etkilesim kurmalar1 zorlagmaktadir.
Bundan dolayi, literatiirde hidrofobik yapidaki DDT bileseninin teshisi i¢in hidrofilik
etkilesimlere girmeye yatkin aptamer dizisinin belirlenmesini zorlagtirmistir (Hasegawa

ve dig., 2016). Bunun yaninda SELEX siirecinde kullanilan rastgele oligoniikleotid
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kiitiiphaneleri, yalnizca dort temel niikleotidden olusur ve kimyasal ¢esitlilikleri sinirlidir.
Bu da hidrofobik hedeflerle etkilesim i¢in gerekli farkli fonksiyonel gruplarin eksikligine
yol agmasindan dolayi, hidrofobik baglanmay1 desteklemez (Mulholland ve dig., 2023).

Aptamerler, kimyasal olarak modifiye edilebilen yapilar olmalar1 sayesinde
fonksiyonel 6zelliklerinin iyilestirilmesine olanak taniyan esnek biyomolekiillerdir. Bu
modifikasyonlar aracilifiyla, dogal yapilarina 06zgli bazi sinirlamalarin  agilmasi
miimkiindiir (Lakhin ve dig., 2013). Aptamer gelistirme siireci genel olarak iki temel
asamada gerceklesir. ilk asamada, hedef molekiile yiiksek baglanma afinitesi
gosterebilecek oligoniikleotid dizileri, SELEX yontemiyle genis bir kiitle igerisinden
secilir. ikinci asamada ise, segilen aptamer dizileri daha kisa, daha kararli ve biyolojik
olarak daha dayanikli formlara doniistiiriilmek {izere optimize edilir. Bu siirecte hem
DNA hem de RNA tabanli aptamerlerin tasarimi ve sentezi gergeklestirilebilmektedir

(Antipova ve dig., 2018).

2.3. Biyosensorler

Sensor kelimesi, Latince “sensorium” (duyumsal yetenek) veya “sensus” (duyu)
sozctiklerinden tiiretilmis olup, ¢evresel bir degisimi algilayarak Olciilebilir bir sinyale
doniistiiren sistemleri ifade etmektedir. Bu kavramsal koken, teknik sensorler ile insan
duyu organlart arasindaki islevsel benzerligi ortaya koymaktadir. Sensorler,
mikroelektronik ve kismen bilgi islem alanlarindaki gelismelerin etkin bir bi¢cimde
kullanildig1 sistemler olup, fiziksel veya kimyasal wuyarilarin algilanmasi ve
degerlendirilmesine olanak saglamaktadir (Turner, 2013).

Bu genel ¢erceve icerisinde biyosensorler, algilama elemani olarak enzim,
antikor, niikleik asit, hiicre veya aptamer gibi biyolojik bilesenleri kullanan sensor
sistemleri olarak tanimlanmaktadir. Biyosensorlerde, biyolojik tanima olayr bir
dontistiiriicii (transdiiser) yardimiyla elektriksel, optik veya kiitlesel bir sinyale ¢evrilerek
analitin hizli, secici ve hassas bir sekilde tespit edilmesi saglanir. Yiiksek 6zgiilliikleri,
kisa analiz siireleri ve tasinabilir sistemlere entegre edilebilme potansiyelleri sayesinde
biyosensorler; cevresel izleme, gida giivenligi, klinik tan1 ve pestisit kalint1 analizleri gibi
bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir (Mehrotra- 2016).

Sensorler bir arayiizey ile elektronik kontrol sisteminden olugmustur, diger
yandan g¢evre, prosediir, islem veya makine gibi diger bilesenlerde bulunabilir. Biyolojik

molekiiller ve biyolojik siire¢ler; biyoloji, kimya, biyokimya, tip, gida giivenligi, ¢evresel
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izleme ve biyoteknoloji gibi pek ¢ok bilimsel alanda temel bir rol oynamaktadir. Bu
baglamda biyosensorler, kimyasal sensorler sinifinda yer alan, tanima mekanizmasi
olarak biyokimyasal bir bilegeni kullanan sistemler olarak tanimlanmaktadir. Uluslararasi
Temel ve Uygulamali Kimya Birligi tarafindan yapilan tanima gore, biyosensorler, belirli
bir substrat1 taniyabilen biyolojik bir eleman (enzim, antikor, niikleik asit vb.) ile bu
tanimay1 Olgiilebilir bir sinyale doniistiiren fiziksel bir transdiiserin entegrasyonuyla
olusturulan cihazlardir (Cammann, 1977).

Biyosensor kavrami ilk olarak 1962 yilinda Clark ve Lyons tarafindan ortaya
atilmis; glikoz oksidaz enziminin bir oksijen elektrodu ile birlikte kullanilmasiyla kandaki
glikoz konsantrasyonunun Sl¢lilmesi miimkiin hale getirilmistir. Bu c¢alisma, modern
biyosensor teknolojisinin temelini olusturmus ve sonraki yillarda gelistirilen ¢cok sayida
biyo algilama platformuna 6nciiliik etmistir (Clark ve Lyons, 1962).

Ideal bir biyosensdriin tasimasi gereken baslica Ozellikler; asagidaki gibi
Ozetlenebilir (Thévenot ve dig., 2001; Gupta ve dig., 2015).

Secicilik: Biyosensorlerin en temel 6zelligi, yalnizca hedef analite 6zgii bir yanit
tiretmeleri, bunun disindaki girisim olusturan bilesenlere karsi tepki vermemeleridir.
Yiiksek segcicilik, 6zellikle kompleks biyolojik 6rneklerde dogru tayin agisindan kritik
Ooneme sahiptir.

Duyarhhik ve Algilama Smri:  Duyarhhk, biyosensoriin  analit
konsantrasyonundaki kii¢lik degisimlere verdigi sinyal yanitin1 ifade ederken; algilama
sinir1 (veya tespit sinirt: LOD) sensoriin giivenilir bigcimde ayirt edebildigi en diisiik analit
konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir. Yiiksek duyarliliga sahip biyosensorler,
ozellikle toksikolojik agidan kritik dneme sahip bilesiklerin eser miktarlarda dahi tespit
edilebilmesine olanak saglamakta; diisiik LOD degerleri ise sensoriin iz seviyesindeki
analitlere kars1 yiiksek performans sergilediginin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.
LOD genellikle kor (bos ¢ozelti) sinyalinin standart sapmasinin belirli bir katsayisi
(cogunlukla 3c) esas alinarak hesaplanmaktadir.

Tepki Siiresi: Hedef analitin biyosensdre uygulanmasindan itibaren kararli bir
sinyal elde edilmesine kadar gecen siireyi ifade eder. Kisa tepki siiresi, biyosensdrlerin
hizli analiz yapma kabiliyetini artirir ve 6zellikle saha uygulamalari i¢in 6nemlidir.

Dogrusal Calisma Arahgi: Biyosensoriin analite verdigi yanit ile analit
konsantrasyonu arasindaki iliskinin dogrusal oldugu aralik, dogrusal calisma aralig
olarak tanimlanir. Bu aralik, tayin simirindan baglayarak kalibrasyon egrisinin dogrusal

yapidan sapmaya basladig1 konsantrasyona kadar olan bolgeyi kapsar. Bir diger deyisle
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Bir analitik yontemin ¢aligsma aralig1 tayin edilebilen en diisiik derisimden, kalibrasyon
egrisinin dogrusalliktan sapma gosterdigi (dogrusallik sinir1) derisime kadar olan araligini
kapsar. Sicaklik, pH, tampon c¢ozeltisinin tiirii ve iyonik kuvveti gibi ¢evresel
parametrelerden etkilenmektedir.

Sinyal Kararhh@i: Sabit ortam kosullar1 altinda biyosensorden elde edilen
sinyalin zamana kars1 kararlilik gostermesi, giivenilir 6l¢iim acisindan Onemlidir.
Sinyaldeki dalgalanmalar, analit konsantrasyonunun yanlis degerlendirilmesine yol
acabilir.

Dogruluk ve Hassasiyet: Ol¢iimlerin gercek degerlere yakinligi (dogruluk) ve
ayni kosullarda yapilan tekrar dl¢timlerin birbiriyle tutarlilig (hassasiyet), biyosensoriin
giivenilirligi acisindan temel kriterlerdir.

Yeniden Kullanilabilirlik: Biyosensdriin, analit ile etkilesimden sonra yeniden
calisabilir duruma gelebilme kapasitesidir. Yeniden kullanilabilirlik, ekonomik agidan
avantaj sagladig1 gibi analiz tekrarlanabilirligini de artirmaktadir.

Kullamm Omrii: Biyosensoriin performansinda kayda deger bir bozulma
olmaksizin etkin bir sekilde ¢alisabildigi toplam siiredir. Uzun raf dmrii, depolama ve
tasima kolaylig1 agisindan tercih edilir.

Cevresel Kosullara Dayamikhlik: Sicaklik, pH ve nem gibi ¢evresel degiskenler
karsisinda biyosensor performansinin stabil kalmasi, farkli uygulama alanlarinda
giivenilir veri liretimi i¢in Onemlidir.

Ekonomiklik: Biyosensorlerin liretim ve kullanim maliyetlerinin diisiik olmasi,
yaygin ve siirdiiriilebilir kullanim acisindan belirleyici bir faktordiir. Ozellikle diisiik
kaynakli ortamlarda uygulanabilirlik ac¢isindan bu 6zellik kritik dnemdedir.

Her ne kadar biyosensorler; 6zgiilliikk, hassasiyet, hizli analiz siiresi ve diisiik
maliyetli kullanim gibi gesitli avantajlartyla 6ne ¢iksa da biyosensdrlerin iiretimi ve
uygulamasina iliskin baz1 kisitliliklar da mevcuttur. Oncelikle, biyosensorlerde kullanilan
biyolojik bilesenlerin temini ve saflik diizeyleri 6nemli bir sorun teskil edebilmektedir.
Bu biyolojik tiirlerin (enzimler, antikorlar, DNA parcalar1 vb.) izole edilmesi hem
maliyetlidir hem de yiiksek saflikta iiretimleri teknik olarak gii¢ olabilir. Ayrica bu
bilesenlerin immobilizasyon (sabitlenme) siireglerinde biyolojik aktivitenin kayb1 sikca
karsilagilan bir problemdir (Thévenot ve dig., 2001).

Bununla birlikte, analiz sirasinda test ortaminda bulunan cesitli kimyasal
maddeler, 6zellikle enzim gibi biyolojik elementlerin aktivitesini olumsuz etkileyebilir.

Ornegin, agir metaller enzimlerin aktif bdlgelerini inhibe ederek sensér performansinda
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diisiise neden olabilir. Diger yandan, biyolojik 6rnekler (kan, tiikiiriik gibi) i¢erisinde yer
alan elektrokimyasal olarak aktif tiirler, hedef analitin algilanmasini engelleyebilir. Bu
fizyolojik sivilarda bulunan proteinler ve diger molekiiller, sensor yiizeyine baglanarak
sensOriin kirlenmesine yol agabilir; bu durum ise sensOr sinyalinin zayiflamasina ve
dogruluk ile tekrarlanabilirligin azalmasina neden olur (Turner, 2013).

Biyosensorler genel olarak ii¢ temel bilesenden olusmaktadir:

Biyoreseptor: Hedef analit ile 6zgiil (spesifik) baglanmay1 saglayan biyolojik
tanima elemanidir. Enzimler, antikorlar, niikleik asitler ve hiicre reseptorleri gibi
bilesenlerden olusabilir. Biyoreseptoriin stabilite gostermesi ve immobilize edilebilir
yapida olmasi gereklidir.

Transdiiser (Doniistiiriicii): Biyoreseptorde gergeklesen biyokimyasal etkilesim
sonucunda olusan fiziksel ya da kimyasal degisimi 6l¢erek bunu elektriksel bir sinyale
doniistiiren ara birimdir. Boylece analit varlig1 veya miktari, 6l¢iilebilir bir sinyal olarak
ifade edilebilir.

Dedektor (islemci ve Gosterge Unitesi): Transdiiser tarafindan iiretilen
elektriksel sinyalleri alarak bunlari giiglendiren, isleyen ve analiz eden bilesendir. Islenen
veriler konsantrasyon birimi gibi anlamli ¢iktilara doniistiiriilerek bir ekran araciligiyla
kullaniciya sunulur ya da dijital veri tabanlarina aktarilir.

Bu {i¢ temel bilesenin birbiriyle uyumlu c¢alismasi, biyosensoriin genel
performansi lizerinde belirleyici rol oynamaktadir. Sensor tasariminda bu bilesenler
arasindaki etkilesimlerin dikkatle optimize edilmesi, sistemin dogrulugu, hassasiyeti ve

giivenilirligi acisindan kritik 6neme sahiptir (Gupta, 2015).

2.3.1. Biyosensor cesitleri

Kullanilan biyoelemente veya algilama mekanizmasina gore farkli biyosensor

tiirleri gelistirilmistir (Kamis, 2021).

2.3.1.1. Elektrokimyasal biyosensorler:

En yaygin olarak kullanilan biyosensorlerdir. Algilayict molekiiller ya elektrot
ylizeyine kaplanir ya da kovalent olarak baglanir. Algilayict molekiiller, tespit edilecek
bilesiklerle 6zgiil olarak reaksiyona girerek, analitin konsantrasyonu ile orantili bir

elektriksel sinyalin olusmasina neden olur (Sekil 2.3). Elektrokimyasal biyosensorlerde
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en yaygin algilama yontemi; akim, gerilim (voltaj), iletkenlik, kapasitans ve empedans
Olctiimidiir. Glukoz, timor belirtecleri, hormonal analizler, pestisit, nitrit, nitrat amonyum
iyonlart miktarlarinin belirlenmesi, su kirliligi ve endiistriyel atiklarin izlenmesi gibi pek
cok alanda kullanilmaktadir (Thévenot, 2001, Mehrotra, 2016, Wang, 2006).
Elektrokimyasal biyosensorlerde, sistemin verdigi analitik yanit; gerilim, akim,
gerilime bagli akim, iletkenlik ve empedans gibi elektriksel parametrelerin dl¢iilmesi ve
bu parametrelerde meydana gelen degisimlerin analiz edilmesiyle elde elde edilen
sinyaller, biyolojik tanima olayma karsilik gelen kantitatif verilerin elde edilmesine

olanak saglar.

® I::> o Sinyal = Akim
I — doniistiiriicii

srnek biyoreseptdr

Sekil 2.3. Elektrokimyasal biyosensdriin gematize gosterimi

Elektrokimyasal biyosensorlerin; kullanilan biyolojik tanima elemani, sinyal

doniistiirme mekanizmasi ve 6l¢iim teknigine bagli olarak farkl ¢esitleri bulunmaktadir.

1) Konduktometrik biyosensorler

Bir enzim tepkimesi, elektrot ¢cevresindeki ¢ozeltinin iletkenliginde bir degisiklige
yol acar ve bu degisiklik konduktometrik doniistiiriicii tarafindan kaydedilir.
Konduktometrik biyosensorler, hiicre ¢ozeltisinin elektriksel iletkenligindeki degisimi
Olcebilir. Cogu reaksiyon, ¢ozeltinin bilesiminde bir degisiklige neden olur. Bu nedenle,
konduktometrik biyosensorler, bir cozeltide meydana gelen herhangi bir tepkisel
degisikligi tespit edebilir. Konduktometrik doniistiiriicti, elektrot yiizeyine bitisik ince bir
elektrolit tabakasinin iletkenligini 6lgmek {izere tasarlanmus, iki elektrotlu minyatiir bir
cihazdir. Konduktometrik biyosensorler, glukoz, sakkaroz, laktat, etanol, iire, nitrit,
formaldehit, agir metal iyonlar1 ve pestisitler dahil olmak {izere bir¢ok farkli maddenin
tespiti i¢in kullanilmaktadir (Dzyadevych, 2004, Jaffrezic-Renault ve Dzyadevych,
2008).
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2) Potansiyometrik biyosensorler:

Bir ¢ozeltiye yerlestirilen iki elektrot arasindaki potansiyel farkini 6lgerek calisir.
Bu sistemde bir elektrot Ol¢iim yaparken, digeri sabit potansiyele sahip referans
elektrottur. Olgiim elektrodunda potansiyel, redoks reaksiyonlarmin gerceklestigi kati-
stvi ara yilizeyinde olusur. Potansiyometrik biyosensdrlerde genellikle iyon-segici
elektrotlar kullanilir. En yaygin 6rnegi, pH metre probunu ¢evreleyen immobilize enzim
membranidir (Thévenot, 2001). Enzimatik reaksiyonlar sirasinda olusan hidrojen
iyonlari, cam membran ylizeyinde pH degisimine neden olur ve bu degisim yiiksek
empedansla gerilim olarak oOlgiilir. Bu sayede, biyolojik reaksiyon herhangi bir
elektriksel miidahale olmadan izlenebilir. Kan elektrot diizeylerinin 6l¢iilmesinde, pH
Olciimiinde, gidalarda iyon igeriginin belirlenmesinde, metabolitlerin analizinde ve
pestisit kalintilarinin belirlenmesi gibi birgok alanda kullanilmaktadir (Ronkainen ve dig.,

2008).

3) Amperometrik biyosensorler:

Iki elektrot arasia potansiyel uygulandiginda olusan akimi dlgerek ¢alisir. Bu
sensorler hizli yanit siiresi, genis dinamik aralik ve yiiksek hassasiyete sahiptir. En yaygin
orneklerinden biri Clark oksijen elektrodudur. Bu sensoérler, biyokimyasal reaksiyonlar
sonucu olusan tiriinlerin elektrot ylizeyinde olusturdugu akim degisimini 6lcer. Genellikle
dl¢iim sonucu elde edilen akim, analit konsantrasyonu ile dogrusal iliskilidir. Ozellikle
oksijen ve hidrojen peroksit gibi maddeler bu yontemle belirlenebilir (Prodromidis ve
Karayannis, 2001). Amperometrik biyosensorler, redoks aracili ya da aracisiz elektron
transferi prensibine dayanir. Ferrosen, ferrisiyaniir ve metilen mavisi gibi maddeler sik¢a
kullanilan redoks aracilarindandir (Roy ve dig., 2022). Bu biyosensorler; giivenilirlikleri,
diisiik maliyetleri ve secicilikleri sayesinde klinik, cevresel ve endiistriyel uygulamalarda

yaygin olarak kullanilmaktadir (Song ve dig., 2006).
4) Empedimetrik biyosensorler:
Empedimetrik biyosensorler, biyolojik tanima eleman1 (enzim, antikor, aptamer

vb.) ile hedef analit arasindaki etkilesimin, elektrot/cozelti arayliziindeki elektriksel

empedans degisimleri lizerinden izlendigi elektrokimyasal sensorlerdir. Bu sensorlerde
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6l¢iim, genellikle Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS) teknigi kullanilarak
gerceklestirilir. EIS, genis bir frekans araliginda uygulanan kii¢lik genlikli alternatif akim
sinyaline kars1 sistemin verdigi yanitin analizine dayanir. (Lisdat ve Schafer, 2008)
Hedef analitin elektrot ylizeyine baglanmasi, genellikle ylik transfer direncinde
(Ret), cift tabaka kapasitansinda veya diflizyon kontrollii parametrelerde degisime yol
acar. Bu degisimler Nyquist veya Bode diyagramlari {izerinden degerlendirilerek analit

varlig1 ve konsantrasyonu belirlenebilir.

2.3.1.2. Kalorimetrik biyosensorler

Kalorimetrik biyosensorler, biyolojik reaksiyon sirasinda olusan 1s1 degisimini
Olcerek calisir. Bu yontem, numunenin optik 6zelliklerinden bagimsiz genel bir tayin
prensibine dayanir. Gegmiste hassas 1s1 6l¢iim cihazlarinin smirli olmasi, bu teknigin
biyolojik analizlerde kullanimini kisitlamistir. Ancak, son yillarda gelistirilen diisiik
maliyetli ve gelismis kalorimetrik cihazlar, bu yontemin yeniden ilgi goérmesini
saglamistir. Bu biyosensorler, immobilize edilmis enzimlerin 6zgiilliigiinii kalorimetrik
Olcim prensibiyle birlestirir. Tibbi alanda glukoz tespiti, iire, laktat gibi metabolit
Olclimii, enzim aktivitelerinin izlenmesi, gidalarda enzimatik bozulma siireglerinin takibi,

cevre analizlerinde pestisit gibi kirleticilerin tespiti gibi farkli alanlarda kullanilmaktadir.

2.3.1.3. Piezoelektrik biyosensorler

Analiz edilen maddenin (analitin) sensdr yiizeyindeki piezoelektrik kristale
baglanmasiyla olusan kiitle degisimini rezonans frekansindaki degisiklik olarak 6lger. Bu
degisim, kristalin titresim frekansinda diislise neden olur ve kiitle miktariyla orantilidir.
Bu sensorler, dogal elektrik dipoliine sahip kristallerden (6rnegin kuartz) yapilir. Enzim
immobilizasyonu ile ¢alisan piezoelektrik enzim sensorlerinde, substratlarin enzimlere
baglanmasi sonucu kiitledeki artis, kristalin titresim frekansinda degisiklik olusturur. Bu
sayede analit miktar1 belirlenir. Bu teknoloji; amonyum, hidrojen, metan, karbon
monoksit, nitrdz oksit ve organofosfor bilesikleri gibi maddelerin Sl¢iimiinde, DNA,
RNA, aptamer temelli tan1 sistemlerinde, ilag molekiil etkilesim analizinde, su ve hava
kalitesinin izlenmesinde, yiizey modifikasyonlarinin dogrulanmasinda yaygin olarak

kullanilir.
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2.3.2. DDT tayinine yonelik yapilan sensor ¢alismalari

Insan saglig1 ve ekosistem iizerinde olusturdugu potansiyel riskler nedeniyle
DDT’nin hizli, duyarli ve segici bir sekilde tespit edilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu
amacla gelistirilen sensor teknolojileri, Ozellikle biyosensor temelli yaklasimlar,
geleneksel analiz yontemlerine kiyasla daha kisa siirede, diisiik maliyetle ve yerinde (in-
situ) analiz imkan1 sunmaktadir. Son yillarda, DDT’nin tayinine yd&nelik c¢esitli
biyosensor sistemleri gelistirilmis olup, bu sistemler farkli biyoreseptér ve transdiiser
mekanizmalarina dayanmaktadir.

Literatiir incelendiginde DDT tespiti iizerine c¢esitli sensor c¢alismalarina
rastlanmistir. Baghban ve Hasanzadeh (2023), raktopaminin ger¢ek numunelerde (sulu
cozeltilerde) hizli ve yerinde tespiti i¢in tek damlacik mikroakigskanli, optik temelli ¢ok
fonksiyonlu bir kemosensor sistemi gelistirilmistir. 1 nM LOD degerinde, 0,1 pM-01 M
dogrusal sinir iginde tayin yapilabilecegi belirlenmistir.

DDT’yi sablon molekiil olarak kullanarak polidopamin temelli molekiiler
baskilanmis polimer MIP sentezlenen bir calismada, manyetik ferroferrik oksit
nanoparcaciklari ile birlestirilerek DDT ye kars1 1 x 10" ! ile 1x10- % mol/L dogrusal sinir
araliginda, LOD degeri 6 x 10" ' mol/L olan ve geri kazanim1 %89-102 olan bir
nanokompozit yap1 olusturularak, turp orneklerinde DDT miktar analizine gidilmistir
(Miao ve dig., 2020).

Borah ve dig (2018) yaptig1 calismada ise DDT déhil olmak tlizere genis bir pestisit
grubunun tayini i¢in glutatyon S-transferaz (GST) enzimi esasli amperometrik bir
biyosensor gelistirilmistir. GST enzimi, grafen oksit—jelatin (GO—jelatin) matrisi {izerine
immobilize edilerek 40 ppm lik bir LOD degeri ile 40—150 ppb dogrusal sinirinda tespit
yapabilen bir sensor gelistirilmistir.

Prasad ve Jauhari (2015), DDT ve diger OCP’ler ¢ok diisiik derisimlerde tayini
amaciyla ¢ift sablonlu (dual-template), biyomimetik molekiiler baskilanmis dendrimer
(MIP-dendrimer) tabanli bir piezoelektrik sensor gelistirmigtir. Sensoriin seciciligini
artirmak i¢in iki farklt OCP molekiiliinii sablon (template) olarak kullanmis ve dendrimer
yapist i¢inde bu molekiillere 6zgii tanima bosluklari olusturmustur. Boylece DDT gibi
yapisal olarak benzer OCP’lerin sensér yiizeyine yiiksek secicilikle baglanmasi
saglanmistir. Sensoriin DDT i¢in 5,0-150,0 ng/mL dogrusal aralikta, LOD 0,75ng/ml
olacak sekilde, %98,2—103,7’1iik bir geri kazanimla ¢alistig1 gosterilmistir.
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Lisa ve dig. (2009) yaptig1 calismada iiziim, mango suyu, siit, karnabahar gibi
iriinlerile, DDT’nin hizli ve yerinde tespiti amaciyla Au NP tabanli bir serit
immiinosensor gelistirilmistir. DDT varliginda antijen—antikor etkilesimi ger¢eklesmis ve
bu etkilesim renk olusumu ile tespit edilmistir. LOD degeri 27 ppb LOD degerinde
dogrusal aralikta 1x10° 3 mol/L calisan ve geri doniisiim oran1 %87-94 olan
immunosensoOr stratejisi sunulmustur.

Morou ve arkadaglari ise glutathione S-transferaz enziminin kullanildigi,
dekolorinizasyon sonucu pH degisimine dayanan kolorimetrik ve potansiyometrik
Olciimlerle en diislik 6l¢iim diizeyinde 12 mg DDT/mL sonucuna ulagabilmislerdir
(Morou ve dig., 2008). Lisa ve dig., DDT gibi OCP’leri nanogram seviyesinde tespit
etmek icin Au NP ile derin daldirma bazl rekabet¢i immiinolojik test gelistirmislerdir.
Minimum belirleme siirin1 DDT igin 27 ppm olarak bulmuslardir (Lisa, 2009).

Bir baska ¢alismada, ¢evresel orneklerde pestisitlerin eszamanli (multi-analyte)
tespiti amaciyla ylizey plazmon rezonansi tabanli immiinoassayler gelistirilmistir.
DDT’ye 0zgii antikorlar sensor yiizeyine immobilize edilerek etiketsiz ve ger¢ek zamanlh
algilama saglanmustir. Calisma, DDT gibi kalict OCP’lerin, diger pestisitlerle birlikte tek
bir 6l¢iim platformunda 0,015 ppb LOD degerinde ve 18-50 ng/L dogrusal tespit siniri ile
analiz edilebildigini gostermistir (Mauriz ve dig., 2007).

Mauriz ve dig. (2007a) yaptig1 bir baska calismada ise nehir suyu 6rneklerinde
DDT ve yapisal olarak iliskili bilesiklerin (DDE, DDD gibi) hizl1 ve hassas tespiti i¢in
optik tabanli bir immiinosensor gelistirilmistir. DDT’ye 6zgii antikorlari optik bir
algilama yiizeyine immobilize etmis ve DDT—antikor etkilesimi sonucunda olusan optik
sinyal degisimini (6rnegin absorbans, floresans veya yansima degisimi) olgerek analit
tayinini saglamiglardir. LOD degeri 15 ng/L olan bu immunosensoriin dogrusal tespit
siirt 5—150ng/mL olarak belirlenmistir.

Bagka bir calismada ¢evresel ortamlarda bulunan organik kirleticilerin (6zellikle
pestisitler ve benzeri kalici organik bilesiklerin) hizli ve yerinde tayini i¢in antikor—
antijen etkilesimi esasina dayal1 olarak, LOD degeri 0,018 ng/L, dogrusal tespit sinir1 15-
60 ng/ml olan ve geri donilisim orant %70-120 arasi olan tasinabilir optik bir
immiinosensor gelistirilmistir. Hedef analite 6zgili antikorlar optik algilama yiizeyine
immobilize edilmis, DDT’nin baglanmasiyla olusan optik sinyal degisimi (151k
siddeti/yansima/absorpsiyon) Olciilerek kantitatif analiz gerceklestirilmistir (Mauriz ve

dig., 2007b).
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2.4. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS)

(EIS), elektrota bagli materyallerin, DNA, RNA, proteinler ve diger
biyomolekiiller dahil, hem diren¢ hem de kapasitif 6zelliklerini ayrintili bir sekilde analiz
etmeye olanak tanir. Empedans, bir sistemin alternatif akima gosterdigi toplam direng
olarak tanimlanabilir ve hem gergek (rezistif) hem de hayali (kapasitif) bilesenleri igerir.
Gergek kisim, elektronlarin akisina dogrudan karsi gosterilen direnctir ve elektrot
ylizeyindeki ¢6zeltinin direnci veya baglh biyomolekiillerin olusturdugu fiziksel engeller
bu bileseni belirler. Hayali kisim ise enerji depolama ve serbest birakma davraniglarindan
kaynaklanir; 6rnegin elektrot ile ¢ozeltideki iyonlar arasindaki kapasitif etki, elektron
akisini geciktirir ve akim ile voltaj arasinda faz farki olusturur. EIS 6l¢iimleri sirasinda
sistemin toplam empedansi, bu iki bilesenin birlesimi olarak degerlendirilir ve her bir
bilesen, elektrot araytiiziindeki fiziksel ve kimyasal 6zellikler hakkinda bilgi saglar. EIS’in
temel prensibi, sistem dengedeyken kiigiik genlikli siniizoidal bir uyar1 sinyali
uygulanarak elektrot araytiiziindeki cevaplarin dl¢lilmesine dayanir.

Sistemin empedansinin genis bir alternatif akim frekans araliginda taranabilmesi
EIS’in 6nemli bir avantajidir. Genellikle 100 kHz ile 10 MHz arasindaki frekanslar,
modifiye elektrotlarin arayiizey 6zelliklerinin baskin olarak kontrol edildigi empedans
spektrumlarinin elde edilmesinde kullanilmistir. Yiiksek frekanslarda empedans daha ¢ok
¢ozeltinin ve elektrot arayiiziiniin kapasitif davranisini yansitirken, diisiik frekanslarda
elektron transferi ve yiizey ile ilgili diren¢ 6zellikleri baskin hale gelir.

EIS o6zellikle niikleik asit-elektrot arayliziinde elektron transfer direnci (Rct)
Ol¢timleri icin uygulanir. R, elektrot yiizeyinden ¢ozeltideki redoks ciftine elektron
gecisine kars1 gosterilen direnctir ve elektrot yiizeyinde yalitkan veya engelleyici bir
katman olustugunda artar. Ornegin, DNA veya RNA molekiillerinin elektrota
baglanmasi, ylizeyde elektron transferini sinirlayarak R¢’de belirgin bir artisa yol acar.
Bu o6zellik, empedimetrik sensorlerde sinyal olusturmak i¢in yaygin olarak kullanilir.
Daha yaygin bir strateji, hibritlesmeden sonra Re’yi  test etmek igin
ferrisiyaniir/ferrosiyantir redoks ¢iftleri gibi bir gosterge kullanmaktir.

Yiiksek duyarlilik elde etmek icin genellikle sinyalin yiikseltilmesi gerekir. Bu
genellikle cesitli ylizey modifikasyonlariyla ya da DNA’ya nanopargaciklar, kuantum
noktalar1 veya lipozomlar gibi ek "katman olusturan" isaretleyiciler baglanarak saglanir.
Ancak, ek katman iceren bu yaklasim kesin anlamda etiketsiz olarak degerlendirilemez.

EIS yontemi, DNA Orneginde yalitkan bir katman olusturabilecek safsizliklarin
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bulunmadig1 varsayimina dayanir. Bu varsayim, sentetik oligoniikleotitler kullanildiginda

kolaylikla saglanabilir.
2.4.1. Empedimetrik aptasensorler

Aptamerler, belirli bir hedef molekiile (6rnegin DNA, protein veya kiiciik
molekiil) ¢cok giiclii ve segici sekilde baglanabilen kisa tek zincirli niikleik asit dizileridir.
Bu ozellikleri sayesinde sensor yalnizca hedef analiti algilar ve diger molekiillerden
etkilenmez. Ote yandan, EIS, elektrot arayiiziindeki elektron Re ve kapasitif
ozelliklerdeki ¢ok kiiclik degisimleri dlgebilme yetenegine sahiptir. Bu sayede, aptamer
ile hedef molekiil arasinda olusan baglanma, elektrot yiizeyindeki empedans degisimi
olarak tespit edilebilir. Empedimetrik aptasensorler, hedef molekiiliin aptamerle
baglanmasi sonucu elektrot yiizeyindeki Rci’de meydana gelen degisiklikleri 6lgerek
analit tespiti yaparlar (Sekil 2.4). Aptamerlerin yiiksek 6zgilliigl ile EIS hassasiyetini
birlestiren, etiket gerektirmeyen diger bir deyisle aptamer ve hedef molekiil dogal
etkilesimleri sayesinde ek bir floresan veya elektroaktif isaretleyiciye ihtiya¢ duymadan

dogrudan 6lgiim yapilabilen elektrokimyasal biyosensorlerdir.
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Elektrot |:> Déniistirici |:> Data analizi

Qi analit : taniyici bilesen .‘ taninmayan

bilesenler
Sekil 2.4. Empedimetrik biyosensor ile analitin baglanmasi ve alinan sinyalin sematize gosterimi
Elektrokimyasal olarak aktif olmayan analitlerin tespitinde EIS ¢ok daha

kullanish ve gii¢lii bir yontem olarak one ¢ikmaktadir. Nitekim, altin elektrotlarin

kaplanmas1 sonrast yapilan karsilastirmalarda, dongilisel voltametri (CV) ve
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amperometrik yontemlerle kiyaslandiginda, EIS’in ylizey modifikasyonlarini izleme
acisindan ¢ok daha yliksek duyarlilik sagladigi cesitli arastirma gruplar tarafindan rapor
edilmistir (Amin, 2024). CV, elektrot yiizeyindeki redoks aktif tiirlerin voltaj taramasi
sirasinda olusturdugu akim yanitlarin1 Olgerek, elektrot yiizeyindeki reaksiyonlarin
kinetik ve termodinamik 6zelliklerini degerlendiren bir elektro analitik tekniktir. Ancak,
elektrokimyasal olarak aktif olmayan analitler s6z konusu oldugunda, CV ve
amperometri sinirl bilgi saglarken, EIS hem diren¢ hem de kapasitif degisimleri hassas
sekilde tespit ederek ylizey modifikasyonlarini daha dogru bigimde izleyebilir. Bu {istiin
duyarlilik ve secicilik ozellikleri sayesinde, EIS tabanli biyosensorler tibbi tani, gida
giivenligi ve cevre izleme gibi alanlarda genis bir uygulama potansiyeline sahiptir.
Empedimetrik aptasensorler, ozellikle diisiik maliyetli, hizli ve yiiksek hassasiyetli
analizler gerektiren uygulamalar i¢in umut verici bir teknolojidir. Gelisen nanomalzeme
teknolojileri ve aptamer miihendisligi ile, bu sensorlerin performansi ve uygulama

alanlar1 daha da genislemektedir.

2.4.1.1. Empedimetrik aptasensorlerin yapisal bilesenleri

Empedimetrik aptasensorler, hedef analitin tespiti i¢in biyospesifik tanima

elementi olarak aptamerleri, sinyal doniisiimii i¢in elektrokimyasal sistemleri ve dl¢iimiin

gerceklestigi iletken elektrot ylizeylerini igeren ¢ok bilesenli sistemlerdir (Sekil 2.5).

Gilig
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~
Karat — e Referans
elektrot elektrot
o/
—p Cahsma
elektrodu

Sekil 2.5. Aptasensor dlgiimlerinin gergeklestigi ortam
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Bu sensorlerin yapisi baglica bes temel boliimde incelenebilir:

a) Elektrot Yiizeyi (Transdiiser Platformu): Elektrot, hedef analitin tespiti
siirecinde elektriksel sinyalin olustugu temel bilesendir. Bu amagla siklikla camyiinii
karbon elektrot, Au elektrot ve ekran baskili karbon elektrotlar gibi ylizeyleri
diizenlenebilir iletken malzemeler tercih edilmektedir. Elektrot yiizeyinin aptamerlerin
stabil ve etkili bir sekilde immobilize edilebilmesine uygun yapida olmasi, sensoriin
duyarlilig1 agisindan kritik 6neme sahiptir (Radi, 2011).

Sensor performansini belirleyen en Onemli parametrelerden biri, elektrot
ylizeyinin iletkenligi ve aktif yiizey alanidir. Bu 6zellikleri gelistirmek amaciyla yiizey
genellikle Au NPler, karbon nanotiipler veya grafen oksit gibi nanomalzemelerle
fonksiyonlandirilir. Bu modifikasyonlar sayesinde hem yiizey alami artirilir hem de
biyotanima elemanlarinin immobilizasyon verimliligi yiikseltilerek sinyal aktarimi daha
etkin hale getirilir (Zhu ve dig., 2015).

b) Yiizey Modifikasyon Katmani: Elektrot yiizeyi, aptamerlerin stabil sekilde
baglanabilmesi i¢in genellikle bir kimyasal modifikasyon isleminden gecirilir. Bu
modifikasyon, elektrostatik etkilesim, kovalent baglanma veya afiniteli bag sistemleri
tizerinden gerceklestirilebilir. Au elektrotlarda yaygin olarak kullanilan yontemlerden
biri, tiyol (-SH) grubu igeren aptamerlerin Au ylizeye kovalent baglanmasidir. Bu giiglii
bag sayesinde sensor stabilitesi artirilir (Ferapontova, 2010). Alternatif olarak,
elektroaktif molekiillerle (6rnegin ferrosen) aptamerler fonksiyonlandirilabilir ve redoks
tepkimeleri kolaylastirilabilir.

¢) Tanima Eleman1 Aptamer: Aptamerler, empedimetrik sensorlerde hedef
molekiille 6zgiin ve secici bir sekilde etkilesim kuran temel bilesenlerdir. DNA veya
RNA tabanli bu kisa niikleotid dizileri, SELEX yontemi kullanilarak, hedef molekiile
yiiksek 6zgiilliik ve baglanma afinitesi gosterecek sekilde segilir. Ozellikle pestisit gibi
kiiciik molekiiller i¢in gelistirilen aptamerler, hedef molekiille etkilesime girdiklerinde
konformasyonlarin1 degistirirler; bu yapisal degisim ise elektrot yiizeyindeki elektriksel
iletkenligi dogrudan etkileyerek ol¢iilebilir bir sinyal olusturur.

d) Olciim Ortam (Elektrolit ve Redoks Probu): Empedimetrik analizler,
cogunlukla [Fe(CN)s]? /[Fe(CN)s]*redoks ¢iftini iceren bir elektrolit ¢dzeltisi igerisinde
gerceklestirilir. Bu redoks probu, elektrot yiizeyine etkilesimli erisim saglayarak yiik
transfer direncini (Rct) degerinin dl¢iilmesine olanak tanir. Aptamerin hedef molekiil ile
0zgiil baglanmasi, elektrot yiizeyinde kiitle transferini ve elektron hareketini sinirlayan

bir tabaka olusmasina neden olur. Bu durum, redoks ciftinin elektrot yiizeyine ulasmasini
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kismen engelleyerek, EIS Olclimlerinde gdzlemlenebilir nitelikte bir empedans artisi
seklinde kendini gosterir (Radi, 2011).

e) Sinyal Okuma ve Veri Analizi: Empedimetrik sensorlerde elde edilen
elektrokimyasal veriler, ¢cogunlukla Nyquist diyagrami araciligiyla degerlendirilir. Bu
diyagramda yatay eksen gercek empedansi (Z'), dikey eksen ise sanal empedansi (Z")
temsil eder. Diyagram iizerinde yarim daire bigiminde gozlemlenen egri, Re degerine
karsilik gelir. Aptamer ile hedef analit arasindaki 6zgiil etkilesim, elektrot yiizeyindeki
yuk transferini etkileyerek bu egrinin yarigapinda belirgin bir degisiklige neden olur. Bu
degisiklik, hedef molekiiliin varlig1 ve konsantrasyonu hakkinda kantitatif bilgi saglar
(Hianik ve Wang, 2009).

Empedans verileri, siklikla esdeger devre modelleri kullanilarak matematiksel
olarak analiz edilir ve bu sayede daha hassas ve sayisal sonuglar elde edilir. Sensor
performansi ise; algilama limiti, dinamik aralik, secicilik ve tekrarlanabilirlik agisindan

kapsamli sekilde degerlendirilir.

2.4.2. Aptamer temelli biyosensorler (Aptasensorler)

Aptasensorler, geleneksel olarak yaygin sekilde kullanilan antikorlara kiyasla
cesitli avantajlara sahiptir; bunlar arasinda yiiksek 6zgiilliik, daha diisiik tiretim maliyeti
ve kimyasal/fiziksel stabilitelerinin yliksek olusu one ¢ikmaktadir (Hianik ve Wang,
2009). Bu sensorlerde, afiniteye dayali baglanma mekanizmalari ile metilen mavisi gibi
redoks aktif problarin sinyal anahtari olarak kullanilmasi, analit tespiti i¢in etkili bir
yontem sunmaktadir. Aptasensor performansini etkileyen temel iiretim parametreleri
arasinda; aptamerin, bloklayici ajanlarin ve hedef molekiiliin inkiibasyon siirelerinin
optimizasyonu, yliksek duyarlilik ve tekrarlanabilirlik agisindan kritik 6neme sahiptir.
Ancak bu parametrelerin sistematik degerlendirmesi, 6zellikle Au yiizeyler iizerinde
gerceklestirilen c¢alismalar agisindan literatiirde hald smirli  kalmaktadir. Farkli
inkiibasyon stirelerine yonelik genis bir deneysel degiskenlik bulunmakta olup, bu durum
standardizasyonun 6nemini daha da artirmaktadir (Sahin ve dig., 2022).

Aptasensor iiretiminde en yaygin kullanilan elektrot malzemelerinden biri Au
olup, aptamerlerin bu yiizeylere etkin bir sekilde immobilizasyonu, sensor performansi
acisindan kritik 6neme sahiptir (Song ve dig., 2008). Bu amacla, aptamer dizilerinin 5’
ucuna -SH grubu igeren kimyasal modifikasyonlar eklenmesi yaygin bir uygulamadir

(Oberhaus ve dig., 2020). Tiyoheksillenmis aptamerler, Au yiizeylerle giiclii ve 6zgil
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kovalent baglar olusturarak molekiiliin yiizeye stabil sekilde tutunmasini saglar. Bu

kovalent bag, Au ve SH grubu arasindaki yliksek afiniteye dayanmakta olup, ylizey

kaplamalarinda yliksek kararlilik ve tekrarlanabilirlik saglar (Zeng ve dig., 2011).

Ayrica, aptamerin 5’ ucuna eklenen (CHz)s gibi esnek alkil zincirlerinden olusan

aralayicilar, molekiiler konformasyon tizerinde 6nemli etkiler gosterir. Bu tiir esnek

baglanti elemanlari, aptamerin ylizeye ¢ok yakin bir sekilde katlanmasini engelleyerek {i¢

boyutlu yapisal esnekligini artirir.

serbest hareket edebilir hale gelir

duyarliligini artirir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Au yiizeye tiyoheksillenmis aptamer formunun immobilize edilmesinin sematik gdsterimi
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2.4.2.1 Pestisit analizine yonelik aptamer temelli sensor calismalar:

OCP’lerin tayininde aptamer temelli ¢alismalar sinirli olup literatiirde DDT’ye
0zgii aptamer gelistirilmesine yonelik yalnizca tek bir ¢alisma rapor edilmistir. Bunlarin
yaninda DDT tayinine yonelik Zhang ve dig. tarafindan Au NP'lerin agregasyonuna
dayal1 aptasensor tasarimi diginda, literatiirde DDT analizi i¢in hazirlanmis bir aptasensor
caligmasina rastlanmamistir (Zhang ve dig., 2020). Bunun yaninda siit ve siit liriinlerinde
OCP’lerin belirlenebilmesi i¢in gelistirilmis herhangi bir aptasensoér calismasina da
rastlanmamustir. Poliklorlu bifeniller i¢in ise ¢esitli aptamer gelistirme ve aptamer tabanl
sensor ¢aligmalarina rastlanmistir (Yan ve dig., 2015; Wu ve dig., 2016; Mehta ve dig.,
2016).

Sularda bulunan ¢esitli PCB’lerin belirlenmesi i¢in Au NP ile modifiye edilmis
elektrokimyasal aptasensor (Wu ve dig., 2017), elektrot tabanli elektrokimyasal
aptasensor (Liang — 2019), Nikel heksasiyanoferrat NP’lere dayali elektrokimyasal
aptasensor (Fan ve dig., 2019), DNA mikrokapsiillerine dayali elektrokimyasal
aptasensor (Han ve ark, 2020) tasarimlar yapilmastir.

Yine sularda bulunabilecek atrazin tayini i¢cin Pt NP'lerle kaplanmig mikrotellere
dayal1 elektrokimyasal aptasensor (Medianos ve dig., 2018), etiketsiz elektrokimyasal
aptasensor (Fan ve dig., 2019) tasarlanmistir. Chlorpyrifos analizi i¢in ¢ok duvarli karbon
nanotiipler tabanli elektrokimyasal aptasensor (Jiao ve dig., 2016), nanoyapili
elektrokimyasal aptasensor (Jiao ve dig., 2017), nanokompozit tabanl elektrokimyasal
aptasensor (Xu ve dig., 2018), aptamerlerin immobilize edildigi mikroelektrot
(Ruankham, 2022) gibi tasarimlar literatiirde bulunmaktadir. In vitro testlerde kullanilan
ve bilgisayar destekli modelleme ile kolorimetrik 6l¢iime dayali apta-nanosensor tasarimi
(Jokar ve dig., 2017) ve voltametrik ve empedimetrik aptasensor (Khosropour ve dig.,
2020) ile diazinon tayini metodlar1 bulunmaktadir. Malathion tayini i¢in polimer-Au NP
kompozit mikrokiirelerine dayali aptasensor (Barahona ve dig., 2013) gelistirilmistir.
Phoratin kolorimetrik tespiti icin Au NP tabanli aptasensor (Bala ve dig.., 2016), karbon
nanoboynuzumsu yapilar/Au NP’ler kompozitine dayali carbendazim tespiti igin
aptasensor (Zhu ve dig., 2019) calismalar1 yapilmistir. Sebzelerde asetamiprid tespiti igin
gelistirilen birbirinden farkli 6zellikteki elektrokimyasal aptasensorler (Hongxia ve dig.,
2019; Chu ve dig., 2019), tek kullanimlik elektrokimyasal DNA aptasensorii (Rapini ve
dig., 2016), elektrokimyasal empedans spektroskopisi tabanli aptasensér (Fan ve dig.,

2013), kemiliiminesans aptasensor (Q1, 2016) literatiirde rastlanan ¢aligmalar arasindadir.



33

DDT tayinine yonelik Zhang ve dig. tarafindan Au NP'lerin agregasyonuna dayali
aptasensor tasarimi disinda, literatiirde DDT analizi i¢in hazirlanmig bir aptasensor
caligmasina rastlanmamustir. Bu ¢alismada ise {izerinde ¢alisilan aptasensor iiretimine Kq

degerine sahip aptamerler elde edilememistir

2.5. Aptamerlerin Seciminde In Silico Yaklasimlar

Aptamerler, yiiksek 6zgiilliik ve afiniteleri sayesinde proteinler, kii¢lik molekiiller
ya da toksinlere baglanabilen niikleik asit bazli bioreseptorlerdir. Geleneksel olarak
SELEX yontemiyle segilirler. Ancak SELEX; zaman alic1, maliyetli ve birden ¢ok dongii
gerektiren bir yaklagimdir (Lee ve dig., 2023). Bu nedenle, in silico (bilgisayar destekli)
yontemler, aptamer secim siirecini hizlandirmak ve daha verimli hale getirmek amaciyla
giderek yayginlasmaktadir (Afshar ve dig., 2021).

In silico araglar, bir arastirmaciya ¢ok ¢esitli yontemler sunar. Aptamerleri hedef
olarak basit bilesiklerin yani sira proteinler gibi karmasik biyopolimerler kullanarak
tasarlamalarina da olanak sunar. Molekiiler modelleme yontemlerini kullanarak, hedefe
kars1 afinitesi gelistirilmis yeni aptamerler bulmak ve aptamer/hedef etkilesiminden
sorumlu yapisal kaliplari belirlemek miimkiindiir. Nokta mutasyonlar1 ile aptamer
afinitesi de iyilestirebileceginden faydali araglar olarak karsimiza ¢ikar (Buglak ve dig.,
2020).

Bir aptamerin en 6nemli 6zelliklerinden biri, belirlenmis hedefine ne kadar iyi
baglandig1 ve onu biyolojik bir karisimda digerlerinden ne kadar iyi ayirt ettigidir. G6z
onlinde bulundurulmas1 gereken anahtar parametreler, baglanma afinitesi ve
ozgilliigiidiir. Baglanma afinitesi, tipik olarak, yiliksek bir baglanma afinitesine karsilik
gelen diisiik bir K4 degeriyle olarak rapor edilir. Ozgiilliik ise hedef i¢in Kd'ye kars1 ayni
kokenli olmayan bir hedef i¢in K4 oraninin nicel 6l¢limiidiir. Spesifiklik genellikle ya
genel olarak niikleik asitler i¢in genis afinitelere sahip olan ya da hedef proteinin
homologlarini temsil eden birka¢ hedef dis1 protein i¢in rapor edilmistir (Dunn ve dig.,
2017).

In silico yaklasimi ile aptamer tasarlamak i¢in temel adimlar su sekildedir;

Sekans Taramasi ve Yapisal Tahmin:
DNA/RNA dizileri sanal olarak gelisiglizel tahmini bir sekilde olusturulur. Bu
yapisal tahmin i¢cin Mfold, RNAstructure, ViennaRNA gibi araglar kullanilabilir. Bu arac,
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niikleik asit dizilerinin en kararli konformasyonlarini ve alternatif katlanma yapilartyla
birlikte minimum serbest enerji (AG) degerlerine gore olasi ikincil yapilarini tahmin
etmektedir. Analizlerde, dizilerin sa¢ tokasi, sap-halka gibi yapilar olusturma egilimleri
degerlendirilerek, diisiik serbest enerjiye sahip yap1 modelleri se¢ilmesi sonrasi, daha ileri
yapisal analizlerde 3D modelleme ve molekiiler simiilasyonu kullanilir.

Ardindan aptamerin ikincil yapis1 tahmin edilerek sac¢ tokasi, sap-halka gibi

yapilar belirlenir.

3D yap1 modellemesi:

Secilen aptamer dizilerinin {i¢ boyutlu (3D) yapilar, ikincil yapr tahminlerine
dayali olarak RNAComposer, Rosetta, 3dRNA, SimRNA gibi araglarla olusturulur
(Afshar ve dig., 2021). Bu yazilimlar, niikleik asitlerin termodinamik olarak en olas1
konformasyonlarini tahmin ederek, aptamerin hedef molekiille etkilesime girebilecek
uzaysal diizenini ortaya koymaktadir. Elde edilen 3D modeller, aptamer—hedef molekiil
etkilesimlerinin degerlendirilmesi, baglanma bdélgelerinin belirlenmesi ve molekiiler
kenetlenme ¢alismalarina altlik olusturmasi agisindan kritik Gneme sahiptir. Ayrica, farkl
konformasyonlarin karsilastirilmasi yoluyla aptamerin yapisal stabilitesi ve baglanma

potansiyeli in silico olarak 6n degerlendirmeye tabi tutulabilmektedir.

Molekiiler baglanma simiilasyonu:

Aptamer ve hedef molekiil (6rnegin DDT, protein, toksin) arasindaki baglanma
modeli analiz edilir. Bu yontemle bir molekiiliin (6rnegin bir aptamerin) baska bir hedef
molekiile (6rnegin bir protein, toksin veya ilag) nasil ve ne sekilde baglanabilecegini
bilgisayar ortaminda (in silico) modellemeye yarar. Modelleme amaciyla AutoDock,
AutoDock Vina, HADDOCK, Molecular Operating Environment (MOE) araglari
kullanilabilir (Soon ve Nordin, 2019).

Enerji ve Afinite Analizi:

Serbest baglanma enerjileri (AG), hidrojen baglar1 ve etkilesim yiizeyleri analiz
edilerek en giiclii baglanan diziler segilir. Temel Bilesenler Analizi (PCA) bu islem i¢in
kullanilabilen analiz yontemleri arasindadir.

In silico yaklagimlar; laboratuvar dncesi aday se¢imi, baglanma mekanizmasinin

anlasilmasi, afinitenin artirilmasi ve deneysel tekrarlarin azaltilmasi gibi avantajlar sunar.



35

Docking ve MD simiilasyonlari, aptamer gelistirme siirecinin giivenilir ve tasarruflu bir

on adim1 haline gelmistir.

2.6. Biyosensorlerin Yiizey Karakterizasyonu

Herhangi bir kati materyalin fiziksel ve kimyasal yiizey o6zelliklerinin
belirlenmesi, s06z konusu malzemenin hedef uygulamalar i¢in uygunlugunu
degerlendirmede temel adimlardan biridir. Yiizey kimyasal bilesimi ¢ogunlukla cesitli
spektroskopik teknikler kullanilarak tanimlanmaktadir. Ancak kapsamli bir yiizey
karakterizasyonu, tek bir yontemin saglayabilecegi bilgiden daha fazlasim
gerektirdiginden, farkl tekniklerin bir arada kullanilmas1 gerekmektedir.

Bu amagla kullanilan baslica yontemler arasinda temas acist dl¢timleri, kimyasal
analiz i¢in Elektron Spektroskopisi, Azalan Tam Yansimali Fourier Doniistimli
Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR-ATR) ve taramali prob teknikleri yer almaktadir.
Taramal1 prob yontemlerine 6rnek olarak Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM), Taramali
Elektron Mikroskopisi, Ikincil Iyon Kiitle Spektrometresi ve lyon Sacilma Spektroskopisi
verilebilir. Bu yontemlerin birlikte kullanilmasi, ylizey topografisi, morfolojisi, kimyasal
bilesim ve bag yapilar1 gibi ¢ok yonlii bilgilerin elde edilmesine olanak saglayarak
ylizeyin kapsamli bir sekilde degerlendirilmesini miimkiin kilar.

Sensor tasariminin ardindan elde edilen sensor yiizeylerinin farkli karakterizasyon
teknikleri kullanilarak incelendigi ¢alismalara literatiirde siklikla rastlanmaktadir.

Pestisit tayinine yonelik olarak, nanopartikiillerle duyarlilig1 artirilmis molekiiler
baskilama temelli yiizey plazmon rezonans (SPR) sensdrlerin hazirlandig: bir ¢alismada;
klorpirifos baskili nanopartikiillerin ylizeyinde olusan spesifik baglanma bolgeleri AFM
analizleri ile ortaya konulmustur. Ayrica, temas acist Ol¢iimleri yardimiyla sensor
ylizeyindeki hidrofobisite artis1 gosterilerek, ylizey modifikasyonunun basariyla
gergeklestirildigi dogrulanmistir (Cakir ve dig.,218).

IgG belirlenmesine yonelik olarak gelistirilen SPR temelli bir nanosensoriin
tiretiminde, yiizeye immobilize edilen nanopartikiillerin karakterizasyonu amaciyla
AFM, temas acis1 ve FTIR analizleri gergeklestirilmistir. AFM 6l¢iimleri ile nanopartikiil
baglanmasi sonucunda sensor yiizeyinde meydana gelen piriizliilik artis1 ortaya
konulurken, temas acist Olglimleri ile yiizey Ozelliklerindeki degisimler
degerlendirilmistir. FTIR analizleri ise ylizeye baglanan nanopartikiillerin olusturdugu

bag yapilarinin dogrulanmasinda kullanilmistir (Tiirkoglu ve dig.2012).
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Urik asit tayini igin tanima arac1 olarak molekiiler baskilanmis nanopartikiillerin
kullanildig1 ylizey plazmon rezonans (SPR) sensorlerinin hazirlandigi bir ¢alismada,
hazirlanan SPR sensér AFM, temas agis1 ve optik profilometre analizleri ile karakterize
edildi. Hazirlanan SPR sensoriin yiizey modifikasyonu FTIR ile dogrulanmistir. Sensor
ylizeyine nanopartikiil kaplanmasi sonrasi AFM oOlclimleri ile yilizey morfolojisi
incelenmis, temas agis1 6l¢iimleri ile de modifikasyon sonrast ylizey hidrofilik/hidrofobik

ozellikler degerlendirilmistir (Sarikaya ve dig, 2017).

2.6.1. AFM

Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM), ince film yiizeylerinin ayrintili sekilde analiz
edilmesinde kullanilan yiiksek ¢oziintirliiklii bir goriintiileme yontemidir. Bu teknikte,
atomik Olcekte sivri bir probun yiizeyle etkilesimi izlenerek topografik bilgi elde edilir.
Yiizeydeki yapt ve diizensizlikler, probun hareketine yansiyan kuvvet degisimleri
tizerinden belirlenir. AFM, hem iki boyutlu hem de ii¢ boyutlu ylizey haritalarinin
olusturulmasina olanak taniyarak nanometre 6l¢eginde detayli bir inceleme sunar.

Asagidaki Sekil 2.7°de gosterildigi gibi, keskin bir ug (yarigap <10 nm) bir lazer-
optik sisteme bagli bir kantileverin ucuna yerlestirilmistir. U¢ genellikle V-seklindedir.
Bir lazer 15101, kantileverin diiz Gist yiizeyinden yansitilir. U¢ numuneyle temas ettiginde
kantileverin sapmasi, lazer 1sinimmin yansima agisint degistirir. U¢ yiizey boyunca
ilerledikce, hem ytiksekligin hem de kantilever sapmasinin kaydedilmesi, ylizeyin hassas
bir sekilde Ol¢lilmesini saglar ve boylece topografik bir harita veya yiikseklik goriintiisii
elde edilir. Elde edilen goriintii, ylizeyin dogru bir topografisini sunar ve atomik

¢ozlinlirliige kadar gorsellestirme yapilmasina olanak tanir.
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Sekil 2.7. AFM yiizey analizinin sematik gosterimi (Amin, 2024)

2.6.2. Temas acisi ol¢iimii

Elektrotlarin ylizeyinde yapilan modifikasyonlar ylizeyin 1slanabilirlik 6l¢iilerini
de degistirmektedir. Yiizeylerin 1slanabilirlik derecesi, temas acist dl¢limii ile belirlenir.
Teorik olarak, temas acis1 0 ile 180° arasinda olur. Eger temas ac¢is1 90°’den kiiciik ise
yiizeyler hidrofilik; eger 90°’den biiyiikse hidrofobik olarak adlandirilir. Bu deger, 0°’ye
yaklastikca siiper hidrofilik, 180°’ye yaklastiginda ise stiper hidrofobik olarak adlandirilir
(Giirsoy, 2018).

Analiz, numune lizerine bir damla suyun damlatilmas ile gergeklestirilir. Cihazin
sol tarafinda bir 151k kaynag sag tarafinda ise bir kamera bulunmaktadir. Numune iizerine
diisiiriilen damlanin goriintiisii kamera yardimi ile biiyiitiilerek ylizey ile yaptigr agi

belirlenmektedir.

2.6.3. CV ve EIS yontemleri

Elektrot yilizeyinde gergeklestirilen modifikasyon adimlarinin dogrulanmasi ve bu
islemlerin elektrokimyasal davranig lizerindeki etkilerinin incelenmesi amaciyla CV ve
EIS yaygin olarak kullanilmaktadir. CV 6lgiimleri, elektrot/cozelti arayiiziinde
gerceklesen redoks siireclerine iliskin genel bilgi sunarak yiizeyin elektrokimyasal
aktifligindeki degisimlerin izlenmesine olanak tanir. Buna karsin EIS, ozellikle

biyomolekiil immobilizasyonu ve bloklama gibi ylizey islemleri sonrasinda elektron
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transferine karsi olusan direng degisimlerini yliksek hassasiyetle ortaya koymaktadir. Bu
nedenle, yogun sekilde fonksiyonellestirilmis elektrot yiizeylerinin karakterizasyonunda
EIS tamamlayicit ve ¢ogu durumda daha duyarli bir yontem olarak 6ne c¢ikmaktadir

(Lisdat ve Schafer, 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan kimyasallar

Bu tez calismasi kapsaminda kullanilan kimyasallar analitik safliktadir.100
pg/mL derisimde 2,4’-DDT ¢ozeltisi, 2-propanol ve HoSO4 (Sigma Aldrich), asetonitril
(Honeywell), potasyum ferrisiyaniir (K3Fe(CN)g) ve potasyum ferrosiyaniir (K4Fe(CN)e)
(Fluka Analytical); potasyum kloriir (Emsure); potasyum monobazik, potasyum dibazik
(Acros Organics) , atrazin, aldrin, dieldrin ve B-endosiilfan kimyasallar1 iceren ¢ozelti
(Merck) ilgili firmalarin yerel temsilcisinden temin edilmistir ve ilave saflastirma
islemine tabi tutulmadan kullanilmistir. Elektrot yilizeylerinin mekanik temizligi ve
parlatilmast icin kullanilan 0,3 pm ve 0,05 pum aliimina siispansiyonlar Metkon
firmasindan temin edilmistir.

Belirlenen sekanslarina sahip tek sarmalli DNA aptamerleri, APT-1(80 baz),
APT-2 (40 baz) ve APT-3 (40 baz) olarak adlandirilmis ve Ella Biotech (Almanya)

firmasinin yerel temsilcisinden temin edilmistir.

APT-1 aptameri:
5'-SH-(CH2)6-TCCAG CACTC CACGC ATAAC GAAGA CATGC CCGCC
AATGG ATGTT GTTGG ACCTG TTTGA GTTAT GCGTG CGACG GTGAA-3’

APT-2 aptameri:
5'-SH-(CH2)s- GAAGA CATGC CCGCC AATGG ATGTT GTTGG ACCTG
TTTGA-3'

APT-3 aptameri:
5'-SH-(CH2)e— GAATT GTGCT CAATG CGCCC CTGCA GTGAA TGTGG
AATTT-3'
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3.1.2. Kullanilan cihazlar

Hazirlanan ¢ozeltiler ve diger islemlerde kullanilan ultra saf su (UPW) Minipure
Dest Plus (Tiirkiye) cihazindan elde edilmistir. Deneylerin hazirlik ve gergeklestirilme
asamalarinda; kati malzemelerin tartiminda hassas terazi Radwag/AS 220.R2 (Polonya),
¢ozeltilerin pH 6l¢iimiinde pH metre olarak Mettler-Toledo (Isvigre), ultrasonik banyo
Bandelin RK 100 H (Almanya) kullanilmistir. Aptamer ¢ozeltileri -20 °C sicakliktaki
derin dondurucuda, +4 °C’de saklanmas1 gereken maddeler ise buzdolabinda muhafaza
edilmistir. Diger kimyasallar karanlik kimyasal dolabinda saklanmistir.

Tim elektrokimyasal 6l¢timlerde Metrohm marka Autolab IMP PGSTAT204
potentiostat/galvanostat (Isvigre) kullanilmis ve voltammogramlar ile empedans
grafiklerinin alinmasinda ve analizinde NOVA 2.1.7 arayiizli kullanilmistir.

Aptamer dizilerinin ikincil yapilariin tahmini i¢in, Zuker tarafindan gelistirilen
ve termodinamik modellemeye dayanan Mfold Web Server
(http://unafold.rna.albany.edu/) kullanilmistir. Verilerin ¢ok degiskenli istatistiksel
analizi i¢in PCA uygulanmistir. Analiz sonucunda elde edilen 6zdegerler, varyans
ylizdeleri ve bilesen yiikleri degerlendirilmistir.

Yiizey analizi i¢in AFM 6l¢iimleri TT-2 AFM (Nanoscience Instruments, USA)
ile yapilmistir. Temas agis1 dlgtimleri Biolin Scientific Theta Lite TL 101 marka kontak

ac1 cihazi (Isveg) ile gerceklestirilmistir.

3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler

0,1 M fosfat tamponu ¢ozeltisi (PBS), monobazik (sodyum fosfat monobazik) ve
dibazik (sodyum fosfat dibazik) tuzu ile. 0,1 M monobazik ve 0,1 M dibazik ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Hazirlanan dibazik ¢ozeltisi igerisine monobazik ¢6zeltisi kontrollii olarak
eklenerek pH degeri 7,4’e ayarlanmistir. Hazirlanmis olan tampon ¢ozelti 1 glin karanlik
ve serin ortamda bekletildikten sonra pH degeri tekrar Olciilerek sabit pH’a gelmesi
saglanmistir. Bu tez ¢alismasi boyunca kullanilan 0,1 M PBS ¢ozeltisinin pH degeri ayda
bir Olgiilerek, degisiklik olmasi durumunda pH 7,4 olacak sekilde ayarlanarak
kullanilmistir, 6 ayda bir de yenilenmistir.

Temin edilen aptamerler, konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde PBS igerisinde
¢Ozdiiriilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir. Calismalarda kullanilmak tizere bu ¢6zeltiden

10 uM aptamer ¢alisma ¢ozeltileri hazirlanmistir. Calismanin ilk kisminda primerli hali
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siparig edilen APT-1 aptameri (80 baz) kullanilarak calisma yapilmistir. Sonrasinda
primeri olmadan siparis edilen APT-2 aptameri (40 baz) ile ayn1 kosullar ¢alisilmistir.
PCA analizi ile APT-1 aptamerine yapisal olarak benzerligi belirlenen APT-3 aptameri
(40 baz) de alinarak, ayn1 kosullarda denemeler yapilmustir.

Bu tez calismasinda farkli konsantrasyonlarda DDT ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu
sebeple her caligma giinii, buzlukta eppendorf tiiplerde dondurulan siit numunelerinden
cikarilip, 0,08 mg DDT/kg siit konsantrasyonuna esdeger olan 0,082 pg DDT/mL siit
olacak sekilde ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden siit ile seri seyreltme islemleri
yapilarak, kullanilacak diger konsantrasyonlar hazirlanmistir.

1:1 (v/v) oraninda karistirilan asetonitril- 2-propanol c¢ozeltisi, elektrotlarin
ultrasonik su banyosunda temizligi agsamasinda kullanilmistir.

3,726 g KCI tartilarak balon jojede bulunan 500 mL 0,1 M PBS igerisinde
karistirilmis ve hacim ¢izgisine kadar tamamlanmistir. Ferri-Ferro redoks probu
¢ozeltisini hazirlamak i¢in kullanilmistir.

Ferri-ferro (K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)g) redoks probu (FF) hazirlamak i¢in 0,329 g
potasyum ferrisiyaniir ve 0,4225 g potasyum ferrosiyaniir balon jojede bulunan 500 mL
0,IM KCI ¢ozeltisinin icerisine eklenerek karistirilmis ve hacim ¢izgisine kadar
tamamlanmistir. Tiim calismada hem doniisiimlii voltammogram hem de empedans
Olctimlerinde redoks probu olarak kullanilmustir.

0,1 M H»SO4 ¢ozeltisi hazirlamak icin, %95-97 H2SO4 ¢ozeltisinden 1,39 mL
almarak 250 mL UPW igerisinde karistirilmis ve elektrotlarin CV teknigi ile
elektrokimyasal temizliginde kullanilmistir.

Universite disinda, gida analizi yapan bir laboratuvardan; atrazin, aldrin, dieldrin,
B-endosiilfan pestisitlerinin her birinin konsantrasyonu 100 pg/L siit olacak sekilde
karisim halinde temin edilmistir. Bu numuneden, DDT ile ¢alisilan konsantrasyonlar ile
ayni olacak sekilde, deney giinii siit igerisinde hazirlanan ¢ozeltiler ile girisim deneyleri

yapilmistir.

3.1.4. Yagsiz ve yarim yagh siitler

Piyasadan alinan UHT %]1,5 yagh (yarim yagh) siit DDT c¢o6zeltileri hazirlamak
icin kullanmak amaciyla, 2 mL’lik eppendorf tiiplere aktarilmistir. Yine ayni markanin
UHT %0,01 yagh (yagsiz siit ya da skim-milk) siitii ise bloklama amaciyla kullanilmak

tizere 0,5mL’lik eppendorf tiiplere aktarilmistir. Siit numuneleri igeren eppendorflar derin



42

dondurucuda -18°C sicaklikta bekletilmistir. Deney giinii siit iceren eppendorflardan

gerektigi kadar siit alinarak ¢ozdiriilmiis ve kullanilmgtir.

3.2. Sensor Hazirlama

Aptasensorlerin liretimi i¢in kullanilacak altin ¢alisma elektrotlar: (AuE’ler) farkl

temizlik ve kaplama basamaklarindan gegirilerek, her adimda yapilan igslemin etkinligi

CV ve EIS ol¢iimleri ile kontrol edildi. Uretim i¢in AuE’lerin tabi tutuldugu hazirlik

basamaklari;

1)

2)

Yiizeylerin  Temizlenmesi: Elektrot  yilizeylerinde  bulunabilecek
kirliliklerden arindirilmas1 amaciyla farkli boyutlarda aliimina siispansiyonlari
ile mekanik olarak parlatilmistir. Ardindan yilizeyde bulunabilecek kalintilarin
uzaklastirilmasi i¢in dnce asetonitril:2-propanol (1:1, v/v) karisimi igerisinde,
sonra da UPW igerisinde ultrasonik temizleme islemi yapilmistir. H2SOj4
cozeltisi icerisinde, CV ile elde edilen Au’ya ait piklerin kontrolii yapilarak
etkin temizlik yapildigina karar verilmistir. Mekanik parlatma ile yiizeydeki
fiziksel kirleticiler, oksit tabakalar1 ve Onceki ol¢iimlerden kaynaklanan
kalintilar uzaklastirilirken, siilfiirik asit ortaminda uygulanan elektrokimyasal
temizlik islemi yiizeydeki organik safsizliklarin giderilmesini saglar. Bu
islemler sayesinde altin ylizeyinde homojen ve reaktif Au bolgeleri agiZa
cikarilir. Boylece aptamer immobilizasyonu ve elektrokimyasal dl¢timler igin
daha giivenilir ve tekrarlanabilir bir yiizey elde edilir (Bard ve Faulkner,
2001).

Aptamer baglamasi: Temizlenmis altin elektrotlar iizerine aptamer ¢ozeltisi
damlatilarak  belirlenen inkiibasyon siireleri boyunca bekletilmistir.
Temizlenmis altin elektrotlara aptamer baglanmasi genellikle Au-S
etkilesimine dayanmaktadir. Tiyol uclu aptamerler, temiz ve aktif Au
ylizeyine giliclii ve 6zgiil bir sekilde baglanarak diizenli bir tek tabaka
olusturur. Bu immobilizasyon, aptamerlerin hedef analite erisilebilir ve
fonksiyonel bir konformasyonda yiizeye tutunmasini saglar. Boylece elektrot
ylizeyi biyosecici hale getirilerek elektrokimyasal algilama i¢in uygun bir

platform elde edilir (Love ve dig., 2005)
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3) Bloklama: Aptamer baglanmis ylizeyler, PBS ve UPW ile temizlendikten
sonra yagsiz siit AuE yilizeye damlatilarak optimizasyon i¢in belirlenen siire
kadar (1 saat ya da 2 saat) inkiibe edilmistir. Elektrotlarin siit ile bloke
edilmesi, yiizeyde olusabilecek analite spesifik olmayan baglanmalari
engelleyerek sensoriin  hedef karsi seciciligini artirmak amaciyla
uygulanmaktadir. Aptamer immobilizasyonu sonrasinda elektrot yiizeyinde
acikta kalan aktif bolgeler, kazein proteinleri ile kaplanarak elektrot yilizeyinde
bir tabaka olusturur. Bu tabaka, redoks probunun elektrota erisimini
sinirlandirirken aptamer—analit etkilesimi arttirir.

4) DDT cozeltileri ile inkiibasyon: Farkli konsantrasyonlarda DDT igeren siit
ornekleri, elektrodun Au ucuna damlatilarak optimizasyon i¢in belirlenen siire
(yarim saat, 1 saat ya da 2 saat) boyunca inkiibe edilmistir. DDT
molekiillerinin elektrot yiizeyindeki aptamerlere 6zgiil olarak baglanmasi
hedeflenmistir. inkiibasyon sonrasinda elektrot yiizeyi PBS ve UPW ile uygun
sekilde durulanarak zayif veya spesifik olmayan baglanmalar uzaklagtirilmis
ve boylece elektrokimyasal dl¢climlerde gozlenen sinyal degisimlerinin esas

olarak aptamer—DDT etkilesiminden kaynaklanmas1 saglanmistir.

3.2.1. Sensorlerin calisma kosullarinin olusturulmasi

Bu calismada, Au elektrot yiizeylerinin aptamer bazli tanima elementleri ile
fonksiyonellestirilmesi ve DDT tespiti i¢in optimum kosullarin belirlenmesi
amaglanmistir. Elektrot yilizey modifikasyonunun ilk adimi olan aptamer immobilizasyon
siiresi, bloklama iglemi i¢in kullanilan siit ile bekletme siiresi ve DDT igeren siit
ornekleriyle etkilesim siiresi olmak iizere {i¢ temel parametre, degisken kosullar olarak
belirlenmis ve bu parametrelerin etkileri sistematik olarak incelenmistir.

Aptamer baglanma siiresi, sensor performansi izerindeki etkisini degerlendirmek
amaciyla 1 sa.ve 2 sa. olacak sekilde iki farkl diizeyde uygulanmistir. Elektrot ylizeyinde
aptamerin baglanmadig1 bolgelerin kapatilmasi ve spesifik olmayan adsorpsiyonun
onlenmesi amaciyla, ticari olarak temin edilen yagsiz siit kullanilarak bloklama iglemi
gerceklestirilmistir. Elektrot yiizeyinin siit ile bloke edilmesi, spesifik olmayan
adsorpsiyonlarin Onlenmesi ve biyosensdr performansinin iyilestirilmesi amaciyla
uygulanan yaygin bir yontemidir. Aptamer immobilizasyonu sonrasinda elektrot

ylzeyinde hala reaksiyona acik Au bolgeleri bulunabilmekte ve bu bolgeler, 6zellikle siit
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gibi karmagik biyolojik matrislerde yer alan proteinler, lipidler ve diger makromolekiiller
tarafindan kontrolsiiz sekilde kaplanabilmektedir. Bu durum, 6l¢timlerde sensor yanitinin
giivenilirliginin azalmasina yol agmaktadir.

Bloklama asamasinda siit kullanilmasiyla, kazein proteinleri agikta kalan elektrot
bolgelerine adsorbe olarak yiizeyde homojen bir kaplama olusturur. Bu tabaka, elektrot-
¢ozelti arayliziinde rastgele molekiil baglanmalarin1 bdylece sensor yaniti esas olarak
analite 0zgiil baglanma olaylarindan kaynaklanir ve secicilik ile tekrarlanabilirlik Gnemli
Olctlide artar (Villalonga, 2022).

Bloklama islemi genellikle redoks probunun elektrot ylizeyine erisimini kismen
engelleyerek yiik transfer direncinde (Rct) artisa ve pik akimlarinda azalmaya neden olur.
Bu degisimler, yiizey modifikasyonunun basarili oldugunu ve elektrot arayiiziinde etkin
bir bariyer olusturuldugunu gostermesi agisindan Onemli gostergeler olarak kabul
edilmektedir (Dorozhko ve dig., 2026). Bu nedenle siit ve kazein gibi protein bazl
bloklama ajanlari, 6zellikle gida ornekleriyle ¢alisan aptasensér ve immiinosensor
calismalarinda tercih edilmektedir (Rao ve dig., 1998, Gupta, ve dig, 2016).

Buna dayanarak bloklama islemi i¢in elektrodun Au ucuna damlatilan yagsiz siit
ile 1 ve 2 sa. siiresince inkiibasyon yapilmistir.

Ayrica, hedef analit olan o,p'-DDT'nin aptamer modifiye yiizeye baglanma
siiresinin sensOr yanit1 iizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla, DDT igeren siit
ornekleri ile temas siiresi 0,5 sa., 1 sa. ve 2 sa. olarak farklilastirilmistir.

Sensor hazirlama agamasinda, aptamer immobilizasyon stiresi, bloklama stiresi ve
DDT ile inkiibasyon siiresi gibi temel parametreler sistematik olarak degistirilerek farkl
hazirlama kosullar1 olusturulmustur. Bdylece, deneysel kosullarin optimizasyonu
saglanarak en yiliksek duyarlilik ve segiciligi saglayan fonksiyonel yiizey kosullar
belirlenmeye calisilmistir. Tiim sensor hazirlik kosullarina ait degisken parametreleri ait
ayrintilar Cizelge 3.1°de sunulmustur. Kosullar S(aptamer baglanma siiresi — bloklama

stiresi-DDT ile inkiibasyon siiresi) seklinde adlandirilmistir.
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Sensor Aptamer | Bloklama | DDT ile
Hazirhk ile Siiresi Etkilesim
Kosulu Baglanma (saat) Siiresi
Siiresi (saat)
(saat)
S(1-1-0,5) 1 1 0,5
S(1-1-1) 1 1 1
S(1-1-2) 1 1
S(1-2-0,5) 1 2 0,5
S(1-2-1) 1 2 1
S(1-2-2) 1 2 2
S(2-1-0,5) 2 1 0,5
S(2-1-1) 2 1 1
S(2-1-2) 2 1 2
S(2-2-0,5) 2 2 0,5
S(2-2-1) 2 2 1
S(2-2-2) 2 2 2

Tiim caligmalarda aynmi1 kosullarda ii¢ elektrot hazirlanmis, deneyler ii¢ tekrarh
olarak yapilmis ve grafiklerde {i¢ Ol¢limiin ortalama degerleri verilmistir. AEp, Ipa, Ret
degerleri bu 3 elektrottan elde edilen degerlerin ortalamasi hesaplanarak ve standart

sapma degerlerini de igerecek sekilde degerlendirilmistir.

3.2.2. Elektrot yiizeylerinin temizliginin yapilmasi

Aptamer immobilizasyonundan once, Au elektrot sirasiyla 0,3 ve 0,05 pm
boyutunda aliimina siispansiyonu ile parlatilmistir. Bu islem i¢in petri kabi igerisinde
sabitlenmis olan parlatma pedinin temiz bir bolgesine 100 pL. UPW damlatilmis,
sonrasinda 0,3 pm boyutunda aliimina siispansiyonundan yaklasik 100 pL aktarilmistir.
Ardindan elektrodun Au ylizeyi, damlatilan siispansiyon igerisinde, bir miktar basing
uygulayarak 20 defa 8 ¢izecek sekilde dondiiriilmiistiir. Sonra 90° ¢evrilerek ayni islem
tekrar edilmistir (Sekil 3.1) (Engrishi ve dig., 2018). 4 kez parlatma yapildiktan sonra
elektrodun Au ucu UPW ile yikanmis ve ayni uygulama 0,05 pm boyutunda aliimina

siispansiyonu ile, farkli bir ped tlizerinde tekrarlanmistir.
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\*_:ahgma elektrodu

(AuE)

Parlatma pedi

Sekil 3.1. Calisma elektrotlarinin elektrotlarin temizligi sirasindaki parlatma iglemi

Parlatma islemi biten elektrot, dnce asetonitril:2-propanol (1:1, v/v) karigimi
igerisinde, sonra da UPW igerisinde 3’er dakika ultrasonik temizleme islemine tabi

tutulmustur.

3.2.3. Elektrotlarin stabilizasyonu

Aliimina siispansiyonuyla mekanik olarak parlatildiktan sonra ultrasonik su
banyosunda kalan kalintilar1 uzaklastirilan elektrotlar, 0,1 M H2SO4 ¢ozeltisi igerisinde,
-0,4 V ile +1,5 V potansiyel araliginda, 0,1 V/s tarama hiz1 ve 0,01 V potansiyel adimi1
kullanilarak, 15 dongii boyunca CV teknigiyle elektrokimyasal olarak temizlenmistir. Bu
siregte 1,13 V ve 1,33 V potansiyellerinde gozlemlenen anot pikleri, Au yiizeyinde
meydana gelen oksidasyon olaylarina isaret ederken; ters tarama esnasinda 0,89 V
potansiyelinde ortaya ¢ikan katodik pik, daha Once olusan Au oksit tiirlerinin
indirgenmesini yansitmaktadir (Hezard ve dig., 2012).

CV ile elde edilen voltammogramlarda goriilen, elektrot ylizeyine 6zgli ve
“parmak izi” niteligi tasiyan karakteristik piklerin literatiirde belirtilen potansiyel
konumlarinda gozlemlenmesi hedeflenmistir (Wang ve dig., 2013). Voltammogramlarda
anomali olusturan piklerin saptanmasi ya da Au’a 6zgii piklerin standart araliklar disinda
goriilmesi lizerine, ylizeyde kalint1 ihtimali degerlendirilmis ve elektrokimyasal temizlik
asamasi tekrarlanmistir. Boylece, Au ile iliskili piklerin uygun potansiyel degerlerine
gelmesi saglanmistir. Her deney Oncesinde, elektrot yiizeyinin yeterli sekilde temizlenip

temizlenmedigini dogrulamak amaciyla H2SO4 ortaminda elde edilen voltammogramlar
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incelenmis ve grafiklerin literatiirle uyumlulugu teyit edildikten sonra c¢aligmalara
gecilmisgtir.
Tiim Au elektrotlarda, doniistimlii voltammogrami lizerinde de Au’a 6zgii pikler

belirgin sekilde gozlemlendikten sonra ¢alismalara baglanmistir (Sekil 3.2).

Akim (A)
-
\

0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 1.1 1.3 1.5
Potansiyel (V)

Sekil 3.2. Altin yiizeylerinin H>SOys igerisinde CV teknigiyle elektrokimyasal olarak temizlenmesi
sonrasinda elde edilmesi gereken anodik (a ve b) ile katodik pikler (c) (Hezard ve dig., 2012)

UPW ve PBS ile temizlenen AuE’lerin CV ve EIS diyagramlari alinarak baslangi¢
kosullar1 olusturulmustur. Bu asamada elde edilen elektrokimyasal 6l¢lim sonuglari,
baslangicta Au elektrodun kaplanmamis durumunu temsil edecek sekilde “Blank™ olarak
adlandirilmigtir. Sonrasinda UPW ve PBS ile yikanan elektrodlar ile aptamer kaplama

asamasina gecilmistir.
3.2.4. Elektrot yiizeylerinin aptamer ile kaplanmasi

Elektrokimyasal temizligi yapilmis ve modifikasyona baslanmamis AuE’lerin,
CV ve EIS o6l¢iimleri alinmistir. Ardindan elektrotlar UPW ve PBS ile yikandiktan sonra
elektrotlarin yiizeylerine aptamer kaplanmasi i¢in, daha once hazirlanip derin
dondurucuda saklanan 10 uM aptamer ¢ozeltisinden 5 uL. Au yiizeyine damlatilmis ve
tizeri beherle kapatilarak, belirlenen siire boyunca sarsintisiz bir ortamda bekletilmistir

(Sekil 3.3). Tiyoheksillenmis aptamerlerin bu bekleme siiresinde Au yiizeylerle yiiksek
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afiniteleri sayesinde gii¢lii kovalent baglar olusturarak molekiiliin ylizeye stabil sekilde

tutunmast amaglanmistir (Herne ve dig., 1997).

Sekil 3.3. SH-Aptamerin Au ug¢laria baglanmasi amactyla, inkiibasyona birakilan ¢alisma elektrotlari

Elektrot yiizeyinin kurumasini engellemek ve diizgiin aptamer dagiliminin
saglanmas1 amaciyla, her 45 dakikada bir 2,5 pL aptamer ¢ozeltisi elektrot yiizeyine
damlatilarak inkiibasyona devam edilmistir (Bizinti ve dig., 2025).

Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasinin ardindan elektrotlarin altin yiizeyleri PBS
ve FF c¢ozeltisi ile dikkatlice yikanmis, bunu takiben CV ve EIS olglimleri
gerceklestirilmistir. Bu asamada elde edilen elektrokimyasal dl¢iim sonuglari, aptamer

immobilizasyonunu temsil edecek sekilde “APT” olarak adlandirilmstir.

3.2.5. Elektrot yiizeylerinin bloklanmasi

AuE yiizeyindeki aktif olmayan bolgelerin kapatilmasi ve hedef analit olan
DDT’nin yalnizca aptamer araciligiyla spesifik etkilesim gostermesinin saglanmasi
amaciyla gerceklestirilen bloklama agsamasinda, elektrot yiizeyinde yag bilesenlerinin
tabaka olusturarak analitik performansi olumsuz etkilemesini azaltmak i¢in bloklama
ajani olarak yagsiz siit tercih edilmigtir. Literatiirde 6-merkapto-1-heksanol ve sigir serum
albiimini gibi cesitli bloklayici ajanlarin kullanildig1 bilinmekle birlikte, yagsiz siit de
etkili bir bloklama matriksi olarak rapor edilmistir (Shen ve dig., 2012; Villalonga ve dig.,
2022).

Daha once eppendorf tiiplerinde derin dondurucuda saklanan ticari yagsiz siit,
deney giinii derin dondurucudan ¢ikarilarak 20°C sicaklikta ¢oziildiikten sonra bloklama

islemi i¢in kullanilmistir. Bu islem igin elektrotlarin Au uglar1 saf su ve PBS ile
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yikandiktan sonra, lizerine 5 pL siit damlatilmis ve iizeri beherle kapatilarak sarsintisiz
bir ortamda, belirlenen siire boyunca bekletilmistir (Sekil 3.4). Siire sonunda, elektrotlarin
Au uglar1 PBS ve FF ile yikanarak CV ve EIS 6lglimleri alinmis ve bu asamada elde
edilen elektrokimyasal Ol¢lim sonuglari, bloklama asamasimi temsil edecek sekilde

“Bloklama” olarak isimlendirilmistir.

Sekil 3.4. Yagsiz siit ile Au uglar1 kapatilmasiin amaglandigi bloklama iglemi i¢in inkiibasyona birakilan
¢alisma elektrotlari

Bu islem sonucunda, altin ylizeye —SH grubu iizerinden baglanmis aptamer
tabakasi ile bloklama islemi sayesinde kaplanarak etkilesime kapatilmis acik Au
bolgelerinden olusan yiizey yapisi elde edilmistir. Boylece elektrotlar, DDT nin 6zgiil
olarak baglanmasina ve giivenilir elektrokimyasal Ol¢iimlerin yapilmasima uygun hale

getirilmistir (Yousef ve dig, 2022).

3.2.6. Elektrot yiizeylerinin DDT cézeltisi ile inkiibasyonu

Bloklama igsleminden sonra, elektrotlarin Au uglar1 UPW ve PBS ile yikanmaistir.
DDT igeren siit ¢dzeltisinden 5 uL, elektrotlarin Au yiizeylerine damlatilmistir. Uzeri
beherle kapatilarak, sarsintisiz bir ortamda belirlenen siire boyunca bekletilmistir. Bu
asamada, 5’ ucunda bulunan -SH grubu aracilifiyla altin yilizeye immobilize edilen ve
DDT molekiillerine yliksek afinite gosteren aptamerlerin, hedef analit olan DDT’yi 6zgiin

sekilde baglamasi beklenmistir. Siire sonunda, elektrotlarin Au ylizeyleri PBS ve FF ile
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yikanmis ve CV ile EIS oOl¢limleri alinmistir. Bu asamada elde edilen elektrokimyasal
Olciim sonuglari, elektrotlarin inkiibasyonu i¢in hazirlanmis olan siitlerin DDT
konsantrasyonlarini temsil edecek sekilde “5, 10, 15, 20, 30, 40, 60 ya da 80 ug DDT/kg
siit” olacak sekilde adlandirilmistir.

Zhang ve dig. (2020), DDT i¢in aptamer hazirlanmasi {izerine yaptiklar
calismada, aptamerlerin yapt degistiren-SELEX protokolii ile izole edildigi ve
aptamerlerin hedef molekiil ile baglanirken yapi-degistiren bir 6zellik sergilemek iizere
tasarlandig1 belirtilmistir. Aptamerler o,p’-DDT hedefi ile baglandiginda ii¢ boyutlu
yapisinda bir degisim meydana geldigini (Sekil 3.5) ve bu konformasyonel degisimin

floresans siddetindeki artis tizerinden tespit edilebildigini gostermislerdir.

& 4
< %

7

Aptamer — DDT kompleksi

Aptamer

Sekil 3.5. Aptamerlerin DDT ile reaksiyona girmesi sirasinda 3 boyutlu yapisinin degisimi

En diisitk DDT konsantrasyonuna sahip siit ile 6l¢iimler alindiktan sonra CV ve
EIS olclimleri alimmistir. Ardindan elektrotlarin Au yiizeyleri UPW ve PBS ile
yikanmistir. Devaminda derisim arttirilarak ayni islemler yapilmistir.

APT-1 aptameri ile ¢calisirken alinan EIS 6l¢timleri sonrasi belirlenen Recdegerleri
ile hazirlanan kalibrasyon grafikleri incelendiginde, sensor 6lgiimiinde lineer sonug alinan
DDT konsantrasyon araligiin, calisilan konsantrasyonlardan (15, 30, 40, 60, 80 ng
DDT/kg siit) diisiik oldugu belirlenmistir. Performansi en iyi olarak belirlenmis kosul i¢in
ayni deneyler, daha diisiik konsantrasyonlarda DDT igerecek sekilde tekrar edilmistir.
Boylece Ret degerinin dogrusal artis gosterdigi bolgenin daha hassas analiz edilmesi
saglanmigtir. Bu amagla DDT konsantrasyonu 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 80 ug DDT/kg
siit olacak sekilde ayarlanan siit 6rnekleri kullanilarak sensérden empedans Slgiimleri
alinmistir. APT-2 ve APT-3 ile de bu konsantrasyonlarla ¢aligilmistir.

Sensoriin hazirlanma siirecine ait tiim basamaklar Sekil 3.6’da sematize edilmistir.
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Sekil 3.6. Empedimetrik aptasensorlerin hazirlanmasi ve 6rnek dl¢timlerinin yapilmast adimlart

3.2.7. Hazirlanan sensorlerin performans analizleri

Aptamerin elektrot iizerindeki diizenlenme ve baglanma siireclerini dogrulamak

i¢in CV ve EIS o6l¢iimleri gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.7. Au elektrotlardan CV ve EIS 6l¢limii i¢in elektrokimyasal hiicre

Au yiizeyleri stabil hale getirildikten sonra aptamer kaplanan, bloklama yapilan
ve ardindan DDT c¢ozeltisi ile inkiibe edilen elektrotlar, elektrokimyasal hiicreye
yerlestirilerek (Sekil 3.7) her adimda doniistimlii voltammogramlar1 ve EIS spektrumlari
alimmustir. Her adimdaki dontistimlii voltammogramlari karsilagtirilmistir. EIS grafikleri
ise devre olusturma amaciyla fit edildikten sonra kalibrasyon egrilerinin olusturulmasi
i¢cin kullanilmustir.

Kalibrasyon egrilerinin olusturulmasinda, aptasensoriin DDT’ye verdigi yanit;
bloklama adimindan sonra 6l¢iilen R¢¢ degeri ile DDT varliginda inkiibasyon sonrasinda

elde edilen R¢ degeri arasindaki fark esas alinarak hesaplanmistir.

3.2.7.1. CV teknigi ile elektrokimyasal performans degerlendirmesi

Au elektrotlarin  elektrokimyasal performanslari, yapilan her ylizey
modifikasyonu sonrast ve DDT ile aptamer baglanma asamalarindan sonra CV teknigi
kullanilarak incelenmistir. Bu kapsamda AuE’ler 2 mM K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)g redoks
probu icerisinde 50 mV/s tarama hizinda test edilmistir. Her elektroda ait anodik ve
katodik akim degerleri benzer baslangi¢ 6zelliklerine sahip olacak sekilde caligmaya
baslanmistir. Calismanin devaminda alinan doniisiimlii voltammogramlarinin anodik
akim degerlerindeki degisimler konsantrasyona karsi1 grafige gecirilerek elektron transferi

dolayisiyla elektrokimyasal performanslart hakkinda degerlendirme yapilmistir.
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Dontisiimlii voltammogramlarda anodik tepe akimi (I,) degerleri, elektrot—¢ozeltide
gerceklesen redoks siireclerinin kinetik ve termodinamik ozelliklerini degerlendirmek
icin temel parametrelerdir (Sekil 3.8). Her biri sensor performansi ve elektron transfer

davranig1 hakkinda 6nemli bilgiler saglar. (Caglayan ve dig, 2022).

Potansiyel
A A

-y, . /

» Zaman / / » Potansiyel
+V, V- -Y,
l\ ,:lw -

»‘r\" Ep:

Sekil 3.8. Dongiisel voltametrinin {iggen dalga formundaki potansiyel profili: (A) Zamanin bir fonksiyonu
olarak voltaj, (B) doniigiimlii voltametrinin bir fonksiyonu olarak akim

AEp degeri reaksiyonun tersinirlik diizeyi, elektron transfer hizi ve sensoriin
modifikasyonunun etkisi gibi parametreler hakkinda bilgi verir. AEp’nin artmasi,
sistemin ideal tersinirlikten uzaklastigin1 ve elektron transfer kinetiginin yavagladigini
gostermektedir. Bu davranis, elektrot yiizeyinde bir bariyer olusmasi, yiizeyin modifiye
edilmesi veya molekiiler adsorpsiyon gibi siireclerin elektron transferini sinirlamasinin
tipik bir gostergesidir (Wang, 2014).

Ip, elektrot yiizeyinde gerceklesen redoks siirecine katilan elektrokimyasal olarak
aktif tiirlerin miktarini ve elektron transfer hizin1 yansitan temel bir parametredir. Analit
konsantrasyonunun artmasiyla birlikte, difiizyon veya yiizey kontrollii siiregler
kapsaminda elektrota ulagan redoks tiirlerinin sayisi arttigindan, I, degerinde buna paralel
bir degisim gozlenmektedir. Bu baglamda I, sistemin analit konsantrasyonuna verdigi
elektrokimyasal yanit1 nicel olarak ifade etmektedir (Bard ve Faulkner, 2001).

Dongiisel voltametri tekniginde, bir redoks ciftine ait oksidasyon ve indirgenme
stirecleri sirasinda gozlenen maksimum akim degerleri sirastyla anodik pik akimi (Ipa) ve
katodik pik akimi (Ipc) olarak tanimlanir. Ip., potansiyelin pozitif yonde taranmasi
sirasinda elektroaktif tiirlin oksidasyonu sonucu olusan maksimum akimdir. I, ise

potansiyelin ters yonde taranmasi sirasinda oksitlenmis tiiriin indirgenmesi sonucu olusan



54

minimum (negatif yondeki) akimdir (Aristov ve Habekost, 2015). Aptamer
immobilizasyonu ve hedef analit (6rnegin DDT) baglanmas1 sonrasi elektrot yiizeyinde
elektron transfer direnci artar, redoks probunun elektrota erisimi kisitlanir. Bunun sonucu
olarak Ip. ve I, degerlerinde diisiis gozlenir. Bu pik akimlari, elektrot yilizeyindeki
elektron transfer kinetigi, elektroaktif tiirlin derisimi, difiizyon katsayisi ve elektrot yiizey
ozellikleri hakkinda dogrudan bilgi verir. Ferri/ferrosiyaniir ¢ifti, elektrot yiizeyinde ¢cok
hizli elektron aligverisi yapar. Bu nedenle denge, CV taramasi sirasinda kolayca saglanir.
[Fe(CN)6]*/[Fe(CN)6]> redoks cifti, hizli elektron transfer kinetigi nedeniyle
elektrokimyasal ¢aligmalarda yaygin olarak tersinir bir sistem olarak kabul edilmekte ve
elektrot yiizey modifikasyonlarinin degerlendirilmesinde prob olarak kullanilmaktadir.
Tersinir sistemlerde de Ipa ~ Ipc benzerligi saglanir (Bard ve Faulkner, 2001).

Ote yandan, elektrot yiizeyinde gerceklestirilen aptamer immobilizasyonu ve
bloklama gibi yiizey modifikasyonlari, elektrot—¢ozelti arayiiziinde ek bir bariyer
olusturarak elektron transferini kismen sinirlandirmaktadir. Bu durum, redoks probunun
elektrot yiizeyine erisiminin azalmasina ve dolayistyla Ip degerinde diislise neden
olmaktadir. Dolayisiyla Ip’de gozlenen degisimler, hem analit baglanmasina bagh
ylizeydeki yapisal degisimleri hem de ylizey modifikasyonlarinin elektron transferi
tizerindeki sinirlayici etkisini yansitan dnemli bir gosterge olarak degerlendirilmektedir.
Reaksiyon ne kadar kolay gergeklesiyorsa, Ip o kadar yiiksek olur. Yiizey kaplandiginda
ise ylik transferinin zorlagmasindan kaynakli olarak Ip nin azaldig1 gézlenir (Kissinger ve

Heineman, 1983).

3.2.7.2. EIS kullanilarak aptasensoriin elektrokimyasal performansinin

degerlendirilmesi

Aptamerin negatif yiiklii fosfat omurgasinin, negatif yiiklii [Fe(CN)s]>* redoks
probu ile elektrostatik itme etkilesimi olusturmasi, elektrot—¢ozelti arayiiziindeki elektron
transferini sinirlandirmakta ve yiik transfer direncinin (R¢) artmasina neden olmaktadir
(Katz ve Willner, 2003, Lisdat ve dig., 2008, Ricci ve dig., 2007). Elektrot yiizeyinin siit
proteini olan kazein ile bloke edilmesinden sonra, modifiye edilmemis elektrot
bolgelerinin doldurulmasina bagl olarak R¢; degeri daha da artmistir. Son olarak, farkl
konsantrasyonlarda DDT igeren ¢ozeltiler aptasensore ilave edildiginde, sterik engelleme

nedeniyle R¢ degerinde belirgin bir artis gézlenmistir (Lasia, 2014) (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Au elektrodun kaplama agsamalarinda olusan direnglerin EIS grafiklerine etkisi

3.2.7.3. EIS grafiklerinin analiz edilmesi ve devrelerin olusturulmasi

EIS verileri, NOVA 2.1.7 arayiiz yazilimi kullanilarak uygun esdeger devre
modeli ile uyumlandirilmistir (Sekil 3.10). Nyquist ve Bode verileri lizerinden Randles
ve tirevleri gibi modeller kullanilarak Rs, Re, CdI/CPE ve Warburg parametreleri
hesaplanabilir. Uyum islemleri sayesinde deneysel veriler degerlendirilebilir.

NOVA 2.1.7 yaziliminda EIS verilerinin modellenmesi, sistematik adimlarla
gerceklestirilir. Nyquist diyagrami iceren veri seti secildikten sonra, hazir esdeger devre
sablonlariyla deneysel verilerle uyum saglanir. Deneysel verilerle devre modelinin tam
bir uyum yakalamak icin ise, basit direng (R), kapasitans (C) ve endiiktans (L) iceren
esdeger devreler kullanilabilecegi gibi; sabit faz elemani (CPE) gibi dagitilmis elemanlar
veya kiitle transfer empedansi ve gozenekli yapir modelleri gibi analitik olarak

tanimlanmis daha karmasik elemanlar da modele dahil edilebilir (Lasia, 2014).
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Sekil 3.10. Nyquist diyagrami ile uyumlandirilan bir EIS 6l¢iimii

Elektrot islemi hem yiik transferi hem de difiizyon tarafindan birlikte kontrol
edildiginde, Nyquist diyagrami iki karakteristik bolgeden olusur: yiiksek frekansta
goriilen bir yarim ¢ember ve diisiik frekansta ortaya ¢ikan 45 derecelik bir dogru bdlgesi,

(Sekil 3.11).

Kiitle aktarinm kontrolii

o — 0 /
///

/
.
.,
.
.

_Z"

Vs

|
I
|
|
|
Reaksiyon Kinetigi kontrolii :
|
|
I
|
|

V45

Ro R,+R,/2 7'
Sekil 3.11 Basit bir esdeger devre modali i¢in Nyquist diyagram1 (Bard ve Faulkner, 2001).

Yiiksek frekans bolgesindeki yarim c¢ember, elektrot reaksiyonunun kinetigini
yani yiik transfer siirecini temsil ederken; diisiik frekanstaki dogru difiizyonla sinirli kiitle
aktarimini gostermektedir (Zhang, 2020)

EIS olglimleri kullanilarak Ohmik direng, yiik transfer direnci, elektrot ara
ylzeyinin ¢ift tabaka kapasitansi ve diflizyon katsayisi ile iligkili ¢esitli parametreler
belirlenebilir. Bu nedenle EIS teknigi, elektrot reaksiyonlarinin kinetik davranisini
incelemek i¢in yaygin olarak tercih edilmektedir.

Nyquist diyagramlari, 6l¢iim verileriyle en iyi uyumu saglayan devre modelinin
[R(Q[RW])] yapisinda oldugu belirlenmistir. Elde edilen tiim empedans verileri, bu

esdeger devre modeline gore analiz edilmistir (Sekil 3.12).
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Rect
Sekil 3.12. Nyquist Olgiimler sonunda elde edilen EIS grafiklerine uyum saglayan devre dizilimi
[R(QIRW])]
Bu modelde:
. R, ¢6zeltinin i¢ direncini (Rs),
. Q, elektrot-¢cozelti arayiiziindeki ideal olmayan ¢ift katman kapasitansini,
. W Kkiitle transferine bagli olarak gozlenen difiizyon direncini ifade eden

Warburg empedansini temsil etmektedir (Vadhva ve dig., 2021).

. Re¢ ise ylik transfer direnci olarak, elektrot yiizeyindeki elektron transfer
reaksiyonlariin kinetigine iligkin dogrudan bilgi saglamaktadir.

[R(Q[RW])] esdeger devre modeli kullanilarak elde edilen R degerlerine
dayanarak, c¢esitli DDT konsantrasyonlari i¢in kalibrasyon grafikleri hazirlanmistir. Bu
grafikler, numunedeki DDT miktarina bagl olarak yiik transfer direncindeki degisimleri
ve buna bagli olarak elektrot cevabindaki farkliliklar1 ortaya koymustur.

Literatiirde belirtildigi iizere, elektrot ylizeyine molekiillerin (6rnegin DDT)
baglanmasi, yiik transferi i¢in fiziksel bir engel olusturarak Rt degerinin artmasina neden
olmaktadir (Qiao ve dig., 2008). Elektrot yiizeyine baglanan DDT miktar1 arttik¢a, bu
direng de artmakta ve bu durum Nyquist egrisinde yarim ¢ember ¢apinin belirgin sekilde

bliytimesiyle kendini géstermektedir.

3.2.7.4. Rcedegerlerinin belirlenmesi

Calisma kapsaminda elde edilen EIS verilerinden ¢izdirilen Nyquist egrileri,
uygun esdeger devre modelleri ile uyumlandirilmis ve bu devrelerden R degerleri
hesaplanmistir. Analit ile etkilesim sonucunda ¢ozelti/elektrot ara yiizeyinde meydana
gelen elektron transfer hizlarindaki degisimleri degerlendirebilmek amaciyla, DDT ile
caligmaya baslanmadan 6nceki son modifikasyon basamagi olan bloklama asamasinda

elde edilen R degeri referans alinmistir.
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Analit derisiminin nicelendirilmesi i¢in, hedef molekiil DDT ile inkiibasyon
Oncesi ve sonras1 empedans Ol¢limleri arasindaki farktan hesaplanan empedans degisimi
(AR¢) kullanilmistir. Bu kapsamda, her bir analiz i¢in bloklama agamasinda elde edilen
Ret degeri sifir kabul edilmis; DDT ile inkiibasyon sonrasinda elde edilen AR degerleri,
degerlendirme kolaylig1 saglamak amaciyla Re olarak ifade edilmistir.

Modifiye edilmis aptamer yiizeylerine DDT molekiillerinin baglanma miktarinin
artmasina bagli olarak, elektrot ylizeyinde elektron transferinin kismen engellendigi ve
buna paralel olarak R¢: degerlerinde artis meydana geldigi beklenmektedir. Bu durum,
aptamer—analit etkilesimi sonucunda elektrot/¢ozelti ara yiizeyindeki yiik transfer
direncinin artmasiyla acgiklanmaktadir (Wang ve dig., 2014).

DDT ¢ozeltisinin konsantrasyonuna bagli olarak, bloklama asamasina gore
elektrot ylizeyinde meydana gelen R¢: degisimleri grafige aktarilmis ve kalibrasyon
egrileri olusturulmustur. Her bir deney kosulu icin {i¢ farkli AuE kullanilmis; tiim
Olctimler bu elektrotlardan elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak hesaplanmistir. Elde
edilen sonugclar, standart sapma degerleri ile birlikte grafiklerde sunulmustur.

DDT konsantrasyonlarina karsi cizdirilen R degerleri, uygun baglanma
izotermleri kullanilarak egri uyumlandirma (fitting) islemine tabi tutulmustur. Bu
uyumlandirmalar sonucunda dissosiyasyon sabiti (Kd) degerleri hesaplanmis; elde edilen
Kd degerleri iizerinden aptamer—-DDT kompleksinin afinitesi ve kararliligi
degerlendirilmistir. Ayrica primerli ve primersiz aptamerlerin baglanma o6zellikleri,

hesaplanan Kd degerleri karsilagtirilarak yorumlanmastir.

3.2.7.5. Retdegerlerinden kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi

Sensoriin  diisiikk konsantrasyonlardaki DDT’yi tespit etme performansini
degerlendirmek amaciyla tespit sinir1 (LOD) ve kantitatif 6l¢iim sinir1 (LOQ) degerleri
hesaplanmistir. Bu hesaplamalarda bloklama asamasindan elde edilen standart sapma ile
kalibrasyon egrisinin egimi kullanilmistir.

Analitik metotlarda yaygin olarak kabul edilen yaklasima gore LOD, sinyal-
giiriiltli oraninin 3,3 katina karsilik gelen konsantrasyon olarak tanimlanir ve asagidaki

denklem ile hesaplanir (Armbruster ve Pry, 2008):

3,3.0

egim

LOD = (4.1)
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Benzer sekilde LOQ, analitin giivenilir ve tekrarlanabilir bir sekilde nicel olarak
belirlenmesi i¢in gerekli minimum konsantrasyonu ifade eder ve sinyal-giiriiltii oraninin

10 kat1 {izerinden hesaplanir:

10-0

LOQ = (4.2)

egim

Kalibrasyon egrisinde dogrusal iliskinin korundugu en diisiikk ve en yiiksek

konsantrasyonlar dikkate alinarak tayin aralig1 belirlenmistir.

3.2.7.6. Iya degerlerinden kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi

Farkli DDT konsantrasyonlarinda elde edilen CV 6l¢iimlerinden anodik pik akimi
(Ipa) degerleri belirlenmistir. alinan 6lgiimlerin bloklama ile arasindaki fark hesaplanarak
Alpa olarak verilmis ve her bir konsantrasyon icin Alp. degerleri belirlenmistir.
Hesaplanan Al,, degerleri, ilgili DDT konsantrasyonlarina karsi cizilerek kalibrasyon
grafikleri olusturulmustur. Regresyon analizi ile dogrusal aralik ve korelasyon katsayilari
hesaplanmis, Ol¢iimler ii¢ tekrar halinde gerceklestirilmigtir. Bu grafiklerden kg
degerlerine ulagilmistir.

LOD degerinin daha net bir sekilde belirlenebilmesi amaciyla, log [CDDT]
degerlerine kars1 hesaplanan Alp. sonuglari grafige gecirilmistir. Elde edilen bu grafikten,
en diistik DDT konsantrasyonuna ait sinyallerin standart sapmas1 giirtiltii (o) olarak kabul
edilmis ve LOD degeri, %95 giiven araliginda 3,3c/egim hesaplama yontemi kullanilarak

belirlenmistir.

3.2.8. Girisim etkisinin incelenmesi

Bu agamada, DDT molekiilii ile benzer yapisal 6zelliklere sahip olan ve OCP’ler
sinifinda yer alan ¢esitli analitler (atrazin, aldrin, dieldrin ve B-endosiilfan) kullanilarak
girisim deneyleri gergeklestirilmistir. Girisim deneylerinde, DDT varliginin tespiti i¢in
en uygun performansi gosterdigi belirlenen aptasensor kullanilmis ve bu kosullar altinda
tiretilen sensorler tercih edilmistir.

Deneyler kapsaminda, 100 pg/L konsantrasyonunda atrazin, aldrin, dieldrin ve -

endosiilfan igeren silit numuneleri, DDT’nin yasal limiti olan 40 pg/kg siit
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konsantrasyonuna esitlenecek sekilde seyreltilmistir. Ardindan, 3 ayr1 AuE yiizeyine
aptamer ¢ozeltisi damlatilarak belirlenen siire boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Aptamer immobilizasyonunun ardindan, ylizey kaplamasimin gergeklestigini
dogrulamak amaciyla CV ve EIS olgiimleri alinmistir. Kaplamanin basariyla
gerceklestiginin teyit edilmesinin ardindan elektrot ylizeyleri PBS ve UPW ile yikanmig
ve bloklama agsamasina gegilmistir. Bloklama islemi i¢in yagsiz siit ¢ozeltisi elektrot
ylzeyine damlatilarak inkiibe edilmistir. Bloklama sonrasinda aliman CV ve EIS
Olctimleri ile ylizeyin etkin bir sekilde bloke edildigi dogrulanmistir.

Son asamada, girisim deneyleri hazirlanan  sensorler  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amagla, girisim deneyi i¢in hazirlanan OCP ¢ozeltileri AuE
yiizeylerine damlatilarak inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan alinan CV ve
EIS olgiimlerindeki degisimler degerlendirilmis ve elde edilen sonuglar dogrultusunda

OCP’lerin girisim etkileri yorumlanmustir.

3.2.9. Ticari siit ve siit iiriinii orneklerinde DDT tayini

DDT miktarinin belirlenmesi amaciyla, ¢alisma kapsaminda optimize edilen
kosullar altinda hazirlanan sensor ile piyasada satilan ticari siit ve siit tirlinii 6rneklerinin
analizleri ger¢eklestirilmistir. Bu dogrultuda, marketten temin edilen yarim yagli UHT
stit 0rneklerinin yani sira, siit iiriinii olarak kefir ve yogurt 6rnekleri de degerlendirmeye
alinmistir.

Her bir ornek tiirii uygun sekilde hazirlanarak sensor iizerine uygulanmis ve
gelistirilen aptasensoriin gercek matrislerdeki performansi incelenmistir. Boylece hem
ticari tirtinlerde olast DDT kalintilarinin varligi arastirilmis hem de sensoriin karmasik
gida matrislerindeki uygulanabilirligi degerlendirilmistir.

Bu analizler, sensoriin yalnizca standart ¢ozeltilerde degil, gercek siit ve siit iirtinii
orneklerinde de 6l¢iim yapabilme potansiyelini ortaya koymus ve gelistirilen elektrotlarin

pratik kullanim a¢isindan uygunlugunu desteklemistir.
3.2.10. Elektrotlarin raf omrii testleri
APT-2 ile tiretilen aptasensoriin kisa donem raf 6mriinii degerlendirmek amaciyla,

3 farkli AuE kullanilmis ve APT-2 i¢in optimum kosul olan S(2-2-1) ile modifiye edilerek

aptasensorler tiretilmistir. Aptasensor iiretimi yapildiktan hemen sonra 40 ug DDT/kg siit
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orneginden ARt degerleri ve Alya degerleri l¢lilmiis ve baslangic degeri (0. Giin) olarak
belirlenmistir. Sensorler oda sicaklifinda 7 ve 15 giin siireyle depolanmis ve siire
bitiminde yine 40 pg DDT/kg siit ¢ozeltisi ile dl¢timler alinmistir. Bu 6l¢iimlerden elde
edilen AR ve Alpa degerlerinin 0. giine gore yiizde olarak deger kayiplari, sensoriin raf

Oomrii boyunca elektrot performansindaki azalma olarak degerlendirilmistir.
3.2.11. Elektrotlarin tekrarlanabilirlik testleri

Gelistirilen aptasensorlerin  tekrarlanabilirligini  degerlendirmek amaciyla,
belirlenen en uygun elektrot hazirlama kosullari ile iiretilen elektrotlar {izerinde 15’er kez
ardisik Olclimler gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, sabit kosullar altinda 40 pg DDT/kg
siit konsantrasyonunda hazirlanmig DDT c¢ozeltisi kullanilarak elektrotlardan art arda
elektrokimyasal Ol¢timleri alinmustir. Ardisik Ol¢limler sonucunda elde edilen sinyal
yanitlart karsilagtirilarak, 6l¢iim cevaplarinda zamana bagli bir diisiis ya da belirgin bir

sapma olup olmadig1 incelenmistir.
3.2.12 Elektrotlarin yiizey karakterizasyonu

Uretilen elektrotlarin yiizey karakterizasyonlarmin yapilabilmesi amaciyla, buhar
biriktirme yontemiyle ITO altlik {izerine ince film seklinde kaplanmis temsili altin
ylizeyler hazirlanmis ve elektrot iiretiminde uygulanan kaplama adimlar: benzer sekilde
tekrarlanmistir. Bu kapsamda dort farkli yilizey kosulu incelenmistir:

1. Kaplama yapilmamis (¢iplak) altin yiizey,

2. Aptamer ile inkiibasyon sonrasi altin yiizey,

3. Aptamer baglanmasini takiben yagsiz siit ile bloklama uygulanmis yiizey,
4

. Bloklama sonras1 80 ug DDT/kg siit 6rnegi ile inkiibasyona tutulmus yiizey.

Bu dort asamaya ait ylizeyler AFM ve temas agis1 dlgiimleri ile analiz edilerek,
altin yiizeyindeki modifikasyon adimlarinin her birinin yiizey morfolojisi ve ylizey

1slanabilirligi tizerindeki etkileri karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.
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3.2.13. Hesaplamal molekiiler modellemenin yiiriitiilmesi

Hesaplamali molekiiler modellemenin yiiriitiilmesi, hedef molekil ile
biyomolekiiler yap1 arasindaki etkilesimlerin atomik diizeyde incelenmesini miimkiin
kilan in silico yaklasimlari kapsamaktadir. Bu ¢alismada, molekiillerin ii¢ boyutlu yapilari
olusturulmus, enerji minimizasyonlar1 gerceklestirilmis ve baglanma egilimlerini ortaya
koymak amaciyla molekiiler kenetlenme (docking) analizleri yiirtitiilmiistiir. Elde edilen
sonuglar, deneysel verilerin yorumlanmasina ve sensOr tasariminin rasyonel olarak

desteklenmesine katki saglamaktadir.

3.2.13.1. ssDNA aptamerin ii¢ boyutlu yapisinin tahmini

Calismada kullanilan tek iplikli DNA (ssDNA) aptamerin ii¢ boyutlu (3B) yapisi,
AlphaFold Server (AlphaFold 3) kullanilarak tahmin edilmistir. Aptamer sekans1t FASTA
formatinda sunucuya yiliklenmis ve niikleik asit modu secilerek yapi tahmini
gerceklestirilmistir. AlphaFold ¢iktilar1 arasindan en yiiksek giliven skoruna (confidence
score) sahip model, sonraki molekiiler docking calismalarinda kullanilmistir.

Elde edilen 3B yapi, UCSF ChimeraX yazilimi kullanilarak gorsellestirilmis,
yapisal biitiinliigli kontrol edilmis ve gerekli durumlarda hidrojen atomlar1 eklenmistir.

Yapi1 daha sonra AutoDock uyumlu olacak sekilde PDB formatinda kaydedilmistir.

3.2.13.2. Hedef ve girisimci molekiillerin hazirlanmasi

Hedef analit olarak DDT, girisimci molekiiller olarak ise atrazin, aldrin, dieldrin
ve B-endosiilfan secilmistir. Bu pestisitlerin 3B yapilar1 PubChem veritabanindan SDF
formatinda temin edilmis ve UCSF ChimeraX kullanilarak enerji minimizasyonu
gerceklestirilmistir.

Minimizasyon sonrasi tim ligand yapilari, AMDock araylizii {izerinden
AutoDock formatina (PDBQT) doniistiiriilmiistiir. Ligandlar icin Gasteiger yiikleri

atanmis ve donebilir (rotatable) baglar tanimlanmistir.

3.2.13.3. Molekiiler kenetleme calismalari (AutoDock4 — AMDock)

Molekiiler kenetleme simiilasyonlari, AutoDock4 motoru kullanilarak AMDock
grafik arayliizii izerinden gerceklestirilmistir. Aptamer yapisi reseptor olarak tanimlanmis
ve grid kutusu, aptamerin potansiyel baglanma bolgelerini kapsayacak sekilde otomatik

olarak ayarlanmistir. Kenetleme parametreleri asagidaki sekilde belirlenmistir:
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Algoritma: Lamarckian Genetic Algorithm (LGA)

Bagimsiz docking kosusu sayisi: 100

Popiilasyon biiyiikliigii: 150

Maksimum enerji degerlendirmesi: 2.500.000

Grid ¢oziiniirliigii: 0.375 A

Her bir hedef ve girisimeci molekiil i¢in molekiiler kenetlenme islemi ayri ayri

yuriitilmustiir.

3.2.13.4. i1k bes pozun (top-5 poses) secilmesi ve metriklerin ekstraksiyonu
Her kenetleme calismasi sonucunda elde edilen ¢ikti dosyalarindan (DLG), en
diisiik baglanma enerjisine sahip ilk bes poz (Top-5 poses) secilmistir. Bu pozlar i¢in

asagidaki metrikler kaydedilmistir:

Baglanma serbest enerjisi (AG, kcal/mol)

Tahmini inhibisyon sabiti (Ki)

Van der Waals + hidrojen bag1 + desolvasyon enerjisi
Elektrostatik enerji

Toplam intermolekiiler enerji

Bu veriler her bir ligand—aptamer ¢ifti i¢in ayr1 ayr ¢ikarilmis ve bir veri matrisi

olusturulmustur.

3.2.13.5. Cok degiskenli veri analizi (PCA)

Molekiiler kenetleme g¢alismalar1 sonucunda elde edilen metrikler kullanilarak
Temel Bilesen Analizi (Principal Component Analysis, PCA) ger¢eklestirilmistir. PCA
analizi, hedef molekiil (DDT) ile girisimci pestisitler arasindaki baglanma davranislarinin
istatistiksel olarak ayristirilmasimi ve segiciligin gorsel olarak degerlendirilmesini
amagclamistir.

Her bir ligand i¢in elde edilen ilk bes pozun metrikleri, ayn1 renk ve sembol
grubunda temsil edilerek PCA uzayina projekte edilmistir. Analiz sonucunda, DDT nin
girisimci molekiillerden PCA skor uzayinda belirgin sekilde ayristigi gézlenmis, bu

durum aptamerin hedef molekiile kars1 seciciligini destekler nitelikte degerlendirilmistir.
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3.2.13.6. Hesaplamal segiciligin degerlendirilmesi

PCA sonuglari, molekiiler yerlestirme verileriyle birlikte yorumlanarak,
aptamerin DDT’ye olan baglanma afinitesinin ve baglanma modlarinin girisimci
pestisitlerden istatistiksel olarak farkli oldugu gosterilmistir. Bu hesaplamali segicilik

analizi, deneysel sensor performansini destekleyici bir 6n kanit olarak degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

DDT tespitine yonelik olarak literatiirde SELEX calismalari ile elde edilmis olan
aptamerin primerli formu kullanilarak c¢alismalara baslanmistir. APT-1 olarak
adlandirilan bu ilk aptamer, 80 baz uzunlugunda olup 5’ ucundan tiyollendirilmistir.
Aptamerin niikleotid dizisi 5'-SH-(CH2)s-TCCAG CACTC CACGC ATAAC GAAGA
CATGC CCGCC AATGG ATGTT GTTGG ACCTG TTTGA GTTAT GCGTG
CGACG GTGAA-3' seklindedir. Ardindan, ayn1 aptamerin primer dizileri ¢ikarilmais,
daha kisa baz uzunluguna sahip primersiz formu ile ¢alismalara devam edilmistir. APT-
2 olarak adlandirilan bu aptamer, 5’ ucundan modifiye edilmis olup 5'-SH-(CH:)s-
GAAGA CATGC CCGCC AATGG ATGTT GTTGG ACCTG TTTGA-3' niikleotid
dizisine sahiptir. Bu asamada, primer dizilerinin sensor performansi lizerindeki etkisi
incelenmistir.

Bu aptamerlerle gerceklestirilen deneysel c¢alismalarin ardindan in  silico
analizlere gecilmistir. Bu kapsamda, aptasensor tiretiminde kullanilan aptamer dizileri ile
literatiirde kaynak olarak alinan calismada rapor edilen aptamerler karsilastirilmis;
yapisal acidan istatistiksel olarak anlamli benzerligi en yiiksek olan aptamer
belirlenmistir. Secilen aptamer, laboratuvar ortaminda elektrokimyasal teknikler
kullanilarak test edilmis ve elde edilen deneysel sonuglar, in silico ¢caligsmalarin deneysel
dogrulamas1 kapsaminda degerlendirilmistir. Secilen aptamer, APT-3 olarak
adlandirilmis olup 40 baz uzunlugundadir. APT-3, niikleotid dizisi 5'-SH-(CH2)s-
GAATT GTGCT CAATG CGCCC CTGCA GTGAA TGTGG AATTT-3' seklindedir.

4.1. APT-1 Aptameri ile Yapilan Calismalar

Sensor hazirlik siirecinde, aptamer immobilizasyon siiresi, bloklama siiresi ve
DDT ile inkiibasyon siiresi gibi temel parametreler sistematik olarak optimize edilmek
tizere farkli degerlerde incelenmis ve ¢esitli hazirlama kosullar1 olusturulmustur. Aptamer
immobilizasyonu icin 1 ve 2 saat, bloklama asamasi i¢in 1 ve 2 saat, DDT ile inkiibasyon
siiresi i¢in ise 30 dakika (0,5 saat), 1 saat ve 2 saat siireleri secilmistir. Hazirlama
kosullar1, S(aptamer immobilizasyon siiresi — bloklama siiresi — DDT ile inkiibasyon
stiresi) formatinda adlandirilmistir. Bu yaklasgim ile aptamerin elektrot ylizeyine etkin

sekilde immobilizasyonu, bloklama islemiyle acik altin ylizeylerin kapatilmasi ve
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aptamer ile DDT arasindaki baglanma icin yeterli ve uygun siirelerin belirlenmesi

amaglanmstir.

4.1.1. APT-1 aptameri ile hazirlanan elektrotlarin stabilizasyonu

Au elektrotlarin temizligini dogrulamak amaciyla H>SO4 ile elektrokimyasal
temizlik sonrasi, elde edilen voltammogramlar incelenmis ve grafiklerin literatiirle
uyumlulugu teyit edildikten sonra ¢alismalara ge¢ilmistir. APT-1 aptameri i¢in en uygun
sensor liretim kosulu olan S(2-2-1) kosulunun hazirlig1 6ncesinde temizlenen Au elektrota
ait bir doniisiimlii voltammograminda altina 6zgii pikler belirgin sekilde goriilmektedir
(Sekil 4.1).

1,13 (Sekil 4.1. a) ve 1,33 V (Sekil 4.1. a)’da gozlenen anodik pikler, altinin (Au)
oksidasyonu ile iliskilendirilmistir. 1ki ayr1 pikin gézlenmesi, OH~ iyonlarmin farkl
kristalografik ylizeylere adsorpsiyonuna bagli olarak olusan g¢esitli tiirde Au
“oksitlerinin” meydana geldigini ve bunun olduk¢a karmagik bir adsorpsiyon
mekanizmasindan kaynaklandigini gostermektedir (O’Mullane ve dig., 2009, Hezard ve
dig., 2012). Geri tarama sirasinda ise 0,89 V’da goézlenen pik, daha 6nce olusmus olan
oksitlerin indirgenmesine karsilik gelmektedir (O’Mullane ve dig., 2009, Hezard ve dig.,
2012).
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Sekil 4.1. Caligma elektrotlarinin H.SO4 ortaminda CV teknigi ile elektrokimyasal olarak temizlenmesi
strasinda alinan ilk dongii (siyah) ve son dongii (kirmizi) voltammogramlarinda gézlenen anot pikleri (a
ve b) ile katot piki (c)
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Bu tip dontisiimlii voltammogramlarda, 6zellikle bos veya modifiye edilmis altin
elektrotlarda, sekilde isaretlenen a, b ve c piklerinin akim siddetleri belirli bir egilim
gosterir. Anodik pikler, Au oksidasyonunu gosterir ve genellikle pik akimlar1 azalir veya
ilk birka¢ dongiiden sonra sabitlenir. Baz1 durumlarda ilk 1-2 dongiide hafif bir artis
goriilebilir, ardindan diisiis baslar. Ik taramada Au yiizeyinde Au—-O ve Au—OH tiirleri
olusur. Bu oksit tabakasi yiizeyin elektrokimyasal reaktivitesini azaltir, oksitlenmis
bolgeler bir sonraki dongiide Au oksit olusumunu sinirlar. Katodik pikler Au oksit
indirgenmesini gosterir ve tekrarlama dongiileri incelendiginde, ilk dongiide daha yiiksek
akim, sonraki dongiilerde azalma veya sabitlenme goriiliir. Ayrica, anodik piklerle paralel
bir davranis sergiler. Onceki dongiilerde olusan oksit tabakas1 daha ince ve daha diizenli
hale gelir. Elektrot giderek oksidasyon-rediiksiyon dengesine ulasarak stabilize olur

(Bard ve Faulkner, 2001).

4.1.2. APT-1 aptameri ile hazirlanan elektrotlarin elektrokimyasal

performanslarinin degerlendirilmesi

Belirlenen elektrot iiretim parametrelerinin karsilastirilabilmesi amaciyla Au
elektrotlar hazirlanmistir. Bu dogrultuda, elektrot yiizeyleri parlatilmis ve ardindan
H>SOq ile elektrokimyasal temizlik islemleri uygulanmis olan AuE ylizeylerine aptamer
immobilizasyonu, bloklama islemi ve farkli konsantrasyonlarda DDT igeren siit
ornekleriyle belirli siirelerle temas ettirme islemleri gergeklestirilmistir. Her islem
adiminin ardindan, elektrotlarin yiizey 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla CV ve EIS
Olcimleri alnarak karsilastirmalar yapilmistir. APT-1 ile ilk c¢alisilan DDT
konsantrasyonlari 15, 30, 40, 60 ve 80 pg DDT/kg siit olarak se¢ilmistir. APT 1 ile yapilan
calisilan sensor kosullar arasinda 2 saat aptamer kaplama, 2 saat bloklama ve 1 saat DDT
ile muamele kosulu olan S(2-2-1) kosulu optimum kosul olarak belirlenmis ve APT-1 ile
yapilan diger calismalarda bu kosul kullanilmistir. Bu kosul i¢in hazirlanan sensoriin
dontisiimlii voltammogrami Sekil 4.2°de verilmistir. Tiim diger kosullarda hazirlanan

elektrotlardan alinan CV grafikleri ise EK-1’de verilmistir.
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Sekil 4.2. APT-1 aptameri ile S(2-2-1) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar

Sekil 4.2°de S(2-2-1) kosulunda hazirlanan elektrotlarin  farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniigiimlii voltammogramlar: gosterilmektedir. Blank
Olclimiinde elde edilen doniisiimlii voltammogram incelendiginde 0,26 V’da Fe(CN)s]*
“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,14 V’da Fe(CN)s]*’ilin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gozlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 120 mV, Ia ise
2,29 pA olarak belirlenmistir.

[Fe(CN)6]™/ [Fe(CN)s]? redoks cifti, hizl1 elektron transfer kinetigine sahip
olmas1 nedeniyle elektrokimyasal ¢alismalarda yaygin olarak tersinir bir sistem olarak
kabul edilmektedir. Tersinir sistemlerde, anodik ve katodik pik akimlar1 arasinda Ipa = Ipc
olacak sekilde bir benzerlik beklenir. Bu ¢alismada da elde edilen CV sonuglarinda I, ve
I,c degerlerinin birbirine esit veya ¢ok yakin oldugu gozlenmistir. Bu nedenle, sonuglarin
degerlendirilmesinde karsilastirma parametresi olarak yalmzca Ipa degerleri
kullanilmistir.

Aptamer immobilizasyonunun ardindan 0,30 V’ta yiikseltgenmeye karsilik gelen

anodik ve 0,16 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik pikler gozlenmistir. I,. degeri
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2,16 pA’e diiserken AEp 140 mV’a ¢ikmistir. Aptamer tabakasinin ytik transferini kismen
engellenmesi ile AEp degerinde APT ile muamele sonrasi artis gozlemlenmistir.
Bloklama sirasinda modifiye edilmemis elektrot bolgelerinin yagiz siit ile bloke edilmesi
ise Ipa’'nin daha da azalmasma (1,90 pA) ve AEp’nin 160 mV’a yiikselmesine neden
olmustur ki bu durum bloklama ajaninin yiizeyi kaplayarak redoks prosesini daha fazla
sinirlandirdigint dogrulamaktadir.

15, 30, 40, 60 ve 80 ug DDT/kg siit inkiibasyonlar1 i¢in anodik pikler sirasiyla
0,36; 0,36; 0,38; 0,42 ve 0,44 V olarak belirlenmistir. Katodik pikler i¢in ise bu degerler
0,10; 0,06; 0,06; 0,08 ve 0,04 V olarak voltammogram degerlerinden okunmustur. AEp
degerleri sirasiyla 260, 300, 320, 340 ve 400 mV olarak hesaplanmis. I, degerleri ise
strastyla 1,56 pA; 1,35 pA; 1,15 pA; 1,10 pA ve 0,97 pA olarak belirlenmistir

Teorik olarak hedef analit konsantrasyonunun artmastyla birlikte elektrot
ylizeyinde meydana gelen biyomolekiiler blokajin  artmasi,  doniistimlii
voltammogramlarda anodik pik akimimin (Ipa) azalmasina ve anodik-katodik pik
potansiyelleri arasindaki farkin (AEp) artmasma yol a¢gmaktadir (Bard ve Faulkner,
2001). Ancak genel olarak degerlendirildiginde, DDT konsantrasyonu ile I,. ve AEp
parametreleri arasinda beklenen dogrusal ve tutarli iligkinin, yalnizca S(2-1-2) ve
S(2-2-1) sensor hazirlama kosullarinda belirgin olarak gézlemlendigi, diger kosullarda
ise bu iligkinin net bir sekilde ortaya konulamadigi goriilmektedir.

Artan DDT konsantrasyonu ile CV o6l¢iimlerinde I, degerinde beklenen
azalmanin ve AEp’de beklenen artisin gbézlenmemesi, aptamer—-DDT etkilesiminin
elektron transfer kinetigi {iizerinde smirlayict bir bariyer olusturmamas: ile
iligkilendirilebilir. Bu durumda, DDT molekiillerinin aptamer-modifiye elektrot yiizeyine
baglanmas1 sonucunda elektrot—¢ozelti arayiiziinde olusan biyomolekiiler tabakanin,
redoks probunun elektrot ylizeyine erisimini anlaml dl¢iide kisitlamadig1 ve dolayisiyla
elektron transferinin 6nemli 6l¢iide engellenmedigi sdylenebilir.

Bununla birlikte, bazi sensor hazirlama kosullarinda Ip.’da beklenen azalmanin
gbzlenememesi; ylizey doygunlugu, sterik engellenme ve DDT—-aptamer etkilesiminin
heterojenligi gibi ¢esitli faktorlerle de agiklanabilir. Aptamerlerin elektrot yiizeyine
immobilizasyon yogunlugu ve ylizey izerindeki diizenlenme bi¢imi, sensor
performansin1 dogrudan etkileyen kritik parametreler arasinda yer almaktadir.
Aptamerlerin ylizeyi homojen ve yeterli diizeyde kaplamamasi durumunda, hedef analit
icin erisilebilir baglanma bdolgelerinin sayis1 azalmakta ve yiizey doygunlugu siurh

kalmaktadir (Steel ve dig., 1998). Ote yandan, asi1 veya diizensiz aptamer
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immobilizasyonu, sterik engellenmeye yol acarak DDT molekiillerinin yiizeye etkin bir
sekilde baglanmasini zorlagtirabilmektedir.

Ayrica, aptamerlerin elektrot yiizeyi lizerindeki konformasyonel farkliliklar1 ve
yonelimlerindeki heterojenlik, elektrottan elektroda degiskenlige neden olmakta ve bu
durum Ol¢lim sonuglarinda artan standart sapmalar seklinde kendini gostermektedir.
Bunun yaninda, bazi durumlarda aptamerin hedef baglanmasi sonrasinda konformasyonel
olarak daha diizenli bir yap1 kazanmasi, elektron transferine daha elverisli bir arayiiz
olusturabilmekte; buna ek olarak DDT’nin hidrofobik karakteri nedeniyle elektrot
ylizeyinde non-spesifik adsorpsiyon gostermesi, CV yanitlarinin beklenen teorik
davranigtan sapmasina neden olabilmektedir.

Bu calismada bazi sensér hazirlama kosullarinda teorik olarak beklenen CV
davraniginin gbézlenememesi, yalnizca aptamer—DDT etkilesiminin dogasina degil;
elektrot yiizey hazirlig1, aptamer immobilizasyonu, inkiibasyon ve yikama adimlari ile
Olciim parametrelerinin hassasiyetine bagli deneysel faktorlere de atfedilebilir. Bu durum,
aptasensor performansinin yiizey kimyasina son derece duyarli oldugunu bir kez daha

ortaya koymaktadir.

4.1.2.2. APT-1 ile hazirlanan elektrotlardan elde edilen Ep degerleri

APT-1 ile Au elektrotlara ait baslangic AEp degerleri kontrol edilmistir. AEp
degeri, anodik (oksidasyon) tepe potansiyeli olan Epa ile katodik (indirgenme) tepe
potansiyeli olan Epc degerlerinin farki yani bu iki tepe noktasi arasindaki farki ifade
etmektedir.

Belirlenen en uygun sensor iiretim kosulu, kaplanma ile beraber elektron
transferine kars1 olusturdugu direnci artan ya da diger bir ifade ile her asama sirasinda
AEp degerinde artis olan ve bunun da gorece kademeli oldugu S(2-1-2) ve S(2-2-1)
kosullartyla hazirlanan elektrotlar olabilecegi Ongoriilmiistiir. Tim kosuluna ait
donlistimlii  voltammogramlarindan elde edilen AEp degerleri Cizelge 4.1°de

sunulmustur.
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Cizelge 4.1. APT-1 calisma sonuglarindan elde edilen AEp degerleri ve standart sapmalari (mV)

Olgiim
Asamast S(1-1-0,5) S(1-1-1) S(1-1-2) S(1-2-0,5) S(1-2-1) S(1-2-2)
Blank 140 + 20 140+ 12 140 + 10 120 £38 100 4 100 +2
APT 120 + 60 260 + 26 180+ 12 160 + 12 140+ 6 140 + 6
Bloklama 380 + 62 200 + 42 220+8 220+ 16 240 + 12 280 + 24
15 380 £ 42 320 + 68 220+ 14 320+ 14 280+ 14 260 + 46
30 400 + 44 200 + 82 220 + 56 300 + 44 280 + 20 240 £ 58
40 400 + 36 240 + 44 240 + 23 440 + 52 320+23 260 +22
60 380 + 62 220 + 54 240 + 48 440 + 68 340 +20 280 +44
80 520 + 84 200 + 48 260 + 38 580 + 36 340 + 32 340 £ 38

Olgiim S(2-1-0,5) S(2-1-1) S(2-1-2) S(2-2-0,5) S(2-2-1) S(2-2-2)

Blank 140+5 120+3 100+ 3 140 £ 12 120+ 9 120+ 3
APT 140 £22 160+ 12 160+ 8 280 + 24 140 = 11 240+9
Bloklama 160 + 14 200+ 16 180+ 12 280 + 30 160 £12 240 £ 19
15 160 + 26 300 £43 200 £ 18 280 +£41 260 £ 14 240 £26

30 160 + 38 320+ 36 280+ 19 280 + 48 300 +20 240 + 38

40 260+ 16 320 +£32 320+ 14 300 +26 320+18 240 + 28

60 260 £+ 39 340 £26 360 £ 22 32037 340 £26 320+ 31

80 260 £41 360 £ 30 400 £+ 39 320+ 55 400 £29 300 + 34

4.1.2.3. APT-1 ile hazirlanan elektrotlardan elde edilen Ia degerleri

APT-1 ile Au elektrotlara ait baslangi¢ I,a degerleri kontrol edilmis ve sensor
tiretim ve deneme kosullarindaki her adim i¢in bu deger karsilagtirilmistir.

Belirlenen en uygun sensor iiretim kosulu, kaplanma ile beraber redoks probunun
akiminin azaldigir bunun da gorece kademeli oldugu S(2-2-1) kosullartyla hazirlanan
elektrotlar olabilecegi Ongoriilmiistiir. Ayrica, 6lgiim asamalarindaki diisiik standart
sapma degerleri ve diizenli akim distisleri, sensoriin yiiksek tekrarlanabilirlik ve giiclii
bir lineer korelasyona sahip oldugunu dogrulamaktadir. Sonug olarak, gelistirilen bu
aptasensOr mimarisi, hedef molekiiliin tayini i¢in gilivenilir ve hassas bir analitik platform
sunmaktadir. Tim kosuluna ait doniisiimlii voltammogramlarindan elde edilen Ipa

degerleri Cizelge 4.2.’de sunulmustur.
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Cizelge 4.2. APT-1 calisma sonuglarindan elde edilen Ipa degerleri ve standart sapmalart (LA)

Olgiim S(1-1-0,5) S(1-1-1) S(1-1-2) S(1-2-0,5) S(1-2-1) S(1-2-2)
Asamasi
Blank 2,29+0,01 224+0,02 227+0,03 241+0,01 244+0,08 2,12+0,09
APT 2,15+0,02 2,19+0,03 1,59+0,04 2,15+0,01 1,59=+0,06 1,79+0,02
Bloklama  1,97+0,02 1,56+0,03 1,56+0,01 1,52+0,02 1,38=+0,04 1,62+0,02

15 1,97+0,03 1,60+£0,04 1,53+0,02 1,38+0,03 1,17+0,03 1,55+0,03

30 1,95+0,03 135+0,03 1,52+0,04 1,29+0,04 1,14+0,04 1,52+0,03

40 1,95+0,04 1,31+£0,02 1,46+0,04 1,25+0,04 1,25+0,04 1,48+0,04

60 1,55+0,06 1,16+0,05 1,44+0,04 124+0,05 1,24+0,05 1,21+0,06

80 1,25+0,04 1,14+0,05 0,87+0,03 1,05+0,05 0,87+0,06 1,00=+0,04
Ol¢iim S(2-1-0,5) S(2-1-1) S(2-1-2) S(2-2-0,5) S(2-2-1) S(2-2-2)

Asamasi

Blank 2,12+0,06 | 2,38+0,02 | 2,41+0,08 | 2,32+0,01 | 2,48+0,03 | 2,16 +0,05

APT 1,76 0,03 | 1,59+0,03 | 1,77+0,03 | 2,08+0,02 | 2,16=+0,02 | 1,81 +0,07

Bloklama 1,61+£0,02 | 1,21+0,02 | 1,57+0,02 | 1,78 +0,02 1,9 £0,01 1,51 £ 0,02

15 1,62+0,03 | 1,08+0,03 | 1,31+0,03 | 1,42+0,07 | 1,56+0,03 | 1,45+0,03

30 1,59+0,04 | 1,09+0,04 | 1,22+0,05 | 1,42+0,03 | 1,35+0,01 | 1,48+0,03

40 1,54+0,04 | 1,04+£0,04 | 1,09+0,04 | 1,33+£0,04 | 1,15+0,02 | 1,06+0,11

60 1,57£0,06 | 1,01 £0,05 | 0,92+0,04 1,3+ 0,03 1,1 +£0,03 1,3+ 0,09

80 1,35+0,05 | 1,01£0,05 | 0,94+0,06 | 1,32+0,09 | 0,97+0,04 | 1,31 +0,14

APT-1 aptameri kullanilarak modifiye edilen elektrotlardan elde edilen Ipa
degerleri esas alinarak, aptamerle muamele siiresi, bloklama siiresi ve DDT ile
inkiibasyon siiresinin, aptasensdr yaniti tiizerindeki etkileri sistematik olarak
degerlendirilmistir.

Aptamerle muamele siiresinin elektrot yiizeyinin modifikasyonu tizerindeki etkisi
incelendiginde, 1 saatlik ve 2 saatlik inkiibasyon siireleri arasinda belirgin farklar
gozlenmistir. 1 saatlik ve 2 saatlik seriler karsilastirildiginda, 2 saatlik inkiibasyon sonrasi
Blank agsamasindan APT asamasina gegisteki sinyal diislisiiniin daha tutarli oldugu
belirlenmistir. Bu durum, 2 saatlik muamele siiresinin elektrot ylizeyinde daha homojen
ve daha yogun bir aptamer tabakasinin olusmasi i¢in yeterli zamam sagladigini
gostermektedir. Bununla birlikte, 1 saatlik inkiibasyonda da anlamli bir sinyal
azalmasinin gézlenmesi, aptamer—yiizey etkilesiminin hizli bir baglanma kinetigine sahip
oldugunu ve 1 saatlik siirenin yiizey doygunlugu i¢in gerekli esik degeri astigini ortaya
koymaktadir.

Bloklama siiresinin sinyal baskilanmasi iizerindeki etkisi degerlendirildiginde,
aptamer baglanmamis bolgelerin kapatilmasinin spesifik olmayan etkilesimleri azaltmada
onemli rol oynadig1 goriilmiistiir. Bloklama siiresinin 1 saatten 2 saate tim DDT

konsantrasyonlarinda 6l¢iilen sinyal degerlerinde ilave bir azalma meydana gelmistir. Bu
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sonuglar, uzatilmig bloklama siiresinin yiizey pasivasyonunu artirarak sensor
performansini iyilestirdigini desteklemektedir.

DDT konsantrasyonunun sensor yaniti izerindeki etkisi incelendiginde, 15-80 pg
DDT/kg siit araliginda konsantrasyon artisina bagli olarak sinyal degerlerinde kademeli
bir diisiis gozlenmistir. Bu egilim, DDT konsantrasyonu arttik¢a elektrot yiizeyinde
molekiiler paketlenme yogunlugunun yiikseldigini ve daha kompakt bir kendiliginden
diizenlenmis tabaka yapisinin olustugunu gostermektedir. En yiiksek konsantrasyon olan
80 ng DDT/kg siit, S(1-1-2) ve S(2-2-1) gruplarinin sirasiyla 0,87 ve 0,97 gibi en diisiik
sinyal degerlerine ulagmasi, yliksek DDT derigsiminin yiizey direncini maksimize ettigini
kanitlamaktadir. Konsantrasyona bagli bu diizenli diisiis, sensor yiizeyinin DDT ile
modifikasyonunun doza bagimli ve dogrusal bir korelasyon sergiledigini ve ylizey
kapasitesinin 80 birime kadar doygunluga ulasmaya devam ettigini gdstermektedir.

S(2-1-1) kosulu ile hazirlanan elektrotlarin, genis bir DDT konsantrasyon
araliginda sinyal stabilitesini korudugu ve bu kombinasyonun sensoriin tekrarlanabilirligi

acisindan en giivenilir calisma araligin1 sundugu belirlenmistir.

4.1.2.4. APT-1 ile hazirlanan elektrot calismalarindan alinan EIS grafiklerinin

analiz edilmesi

Tipik bir EIS spektrumundan elde edilen Nyquist diyagraminda, ytiksek frekans
bolgesinde gozlenen yarim daire formu elektron transferinin smirli oldugunu; distik
frekans bolgesindeki dogrusal kisim ise iyonlarin elektrot yiizeyine dogru diflizyonunu
temsil etmektedir. Bu gozlemler, elektrot yiizeyindeki modifikasyonlarin ve DDT
baglanmasinin elektrokimyasal davranig iizerindeki etkisini ortaya koymaktadir.

Tiim yiizey modifikasyon adimlarinin ardindan, elektrotlarin elektron transfer
ozellikleri dontisimlii voltrammogramlar elde edildikten sonra EIS yontemi ile
incelenmis ve sonucglar Nyquist diyagramlar1 seklinde elde edilmistir. APT 1 ile yapilan
calisilan sensor kosullar arasinda 2 saat aptamer kaplama, 2 saat bloklama ve 1 saat DDT
ile muamele kosulu olan S(2-2-1) kosulu ile hazirlanan sensoriin EIS Nyquist diyagrami
Sekil 4.3’te verilmigstir. Tiim diger kosullarda hazirlanan elektrotlardan alinan EIS

Nyquist diyagramlari ise EK-2’de verilmistir.
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Sekil 4.3. APT-1 aptameri kullanilarak S(2-2-1) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri

Sekil 4.3’te sunulan S(2-2-1) kosuluyla hazirlanmis elektrota ait EIS Nyquist
grafikleri degerlendirildiginde, 15 pg DDT/kg siit inkiibasyonu sonrasinda bloklama
asamasina gore R¢’nin 79,2 kQ arttigr ve daha yiiksek DDT derisimlerinde bu artig
egiliminin siirdiigli goriilmektedir. DDT konsantrasyonu yiikseldik¢e Rc: degerlerinde
kademeli ancak giderek daha belirgin bir artis meydana gelmis; 30, 40, 60 ve 80 pg
DDT/kg siit i¢in hesaplanan artislar sirasiyla 100,1; 125,6; 138,9 ve 155,7 kQ olarak
bulunmustur.

S(2-2-1) kosulunda gdzlenen bu yiiksek Ret artislarinin, elektrot yiizeyinde daha
yogun aptamer immobilizasyonu veya daha verimli baglanma bdolgelerinin olugsmasiyla
iliskili olabilecegi diisliniilmektedir. Bu durumda, yiizeyde olusan aptamer—DDT
komplekslerinin daha kompakt ve etkili bir bariyer olusturarak elektron transferini
belirgin sekilde kisitlamasi, empedanstaki artis1 agiklamaktadir.

Genel olarak APT-1 ile hazirlanan elektrotlarin timii degerlendirildiginde,
aptamer immobilizasyonu sonrasinda elektrot yilizeyinde olusan biyolojik tanima tabakasi
ve devamindaki bloklama islemi, yiik transferine karsi belirgin bir engel olusturarak R

degerlerinin artmasina neden olmustur. DDT igeren siit ¢ozeltileri ile yapilan
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inkiibasyonlarda ise, ilk diisitk konsantrasyon kademesinde goriilen gecici diistlisler
disinda, artan DDT derisimiyle uyumlu sekilde Re’nin yiikseldigi goriilmektedir. Bu
durum, aptamer—hedef etkilesiminin elektrot ylizeyindeki elektron transfer
mekanizmasini etkili bigimde sinirlandirdigi, dolayisiyla aptasensoriin DDT varligina
kars1 duyarli bir empedimetrik yanit iirettigi seklinde yorumlanabilir.

Artan R degerleri, DDT’nin aptamer tabakasina basariyla baglandigini ve
baglanma miktarindaki artisin empedans tepkisine dogrudan yansidigini1 gostermektedir.
Bu sonuglar, sensoriin hedef molekiil konsantrasyonundaki degisimleri ayirt etme
kapasitesini dogrulamakta ve aptasensoriin elektrokimyasal performansinin DDT

tespitine uygun oldugunu ortaya koymaktadir.

4.1.2.5. APT-1 ile hazirlanan elektrotlardan alinan EIS diyagramlarina uygun

esdeger devrelerin fit edilmesi ve kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi

Elektrotlarin elektron transfer 6zellikleri EIS yontemi ile degerlendirilmis; elde
edilen empedans verileri uygun esdeger devre modeli olan [R(Q[RW])] ile fit edilerek
Nyquist diyagramlar1 ve karsilik gelen devre parametreleri elde edilmistir. Nyquist
egrilerinden hesaplanan Re: degerleri, S(2-2-1) kosulu icin kalibrasyon grafigi
olusturulma amacli olarak kullanilmistir.

Baslangicta APT-1 aptameri ile modifiye edilen elektrotlarda Rt degerlerinin
DDT konsantrasyonuyla dogrusal bir iliski gdstermesi beklenmis olsa da elde edilen ilk
veriler dogrusal bir egilimden ziyade doygunluk etkisinin belirgin oldugu, konsantrasyon

arttikca plato bolgesine yaklasan hiperbolik bir davranisa isaret etmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. APT-1 ile hazirlanan S(2-2-1) kosuluyla hazirlanan elektrotlardan 6lgiilen EIS grafiklerinden
elde edilen R degerleri

Bu gozlem dogrultusunda, birim DDT konsantrasyonu basia R degerinde en
belirgin artis1 saglayarak elektron transferini en etkili sekilde sinirladigi belirlenen;
dolayistyla daha yiiksek hassasiyet sunacagi diisiiniilen hem CV hem de EIS verilerinde
konsantrasyon artistyla tutarli yanit veren elektrot ylizey modifikasyon kosulu S(2-2-1)
olarak sec¢ilmistir.

Daha genis bir dogrusal aralikta bir kalibrasyon egrisi elde edebilmek amaciyla
daha 6nce calisilan DDT konsantrasyonlarina ek olarak 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60 ve 80 pg
DDT/kg siit konsantrasyonlar1 hazirlanmis ve sensor S(2-2-1) kosulu altinda yeniden test
edilmistir. Calismanin tiim asamalarinda doniisiimlii voltammogramlari degerlendirilmis;
EIS oOl¢limlerinden elde edilen Rt degerleri kullanilarak APT-1 aptameri ile S(2-2-1)

kosuluna ait nihai kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
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4.1.2.6. APT-1 ve S(2-2-1) kosulu ile hazirlanan elektrotlarin kalibrasyon amach
CV ve EIS analizi
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Sekil 4.5. APT-1 aptameri ile kaplanan elektrotlar ile S(2-2-1) kosulunda genisletilmis DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniistimlii voltammogramlar

Sekil 4.5’te, S(2-2-1) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve konsantrasyonlari
degistirilerek hazirlanmis farkli DDT konsantrasyonlarinda elde edilen dontistimli
voltammogramlar1 gosterilmektedir. Blank ol¢limiinden itibaren tiim asamalarda AEp
degerlerinde artis izlenmistir. Anodik ve katodik pik tepe noktalar1 blank Sl¢iimii i¢in
strastyla, 0,26 ve 0,14 V, aptamer 6l¢iimii i¢in 0,30 ve 0,16 V, bloklama i¢in 0,26 ve 0,10
V olarak 6l¢iilmiis, AEp degerleri yine sirastyla 120, 140 ve 160 mV olacak sekilde artig
hesaplanmuistir. Ip. degerlerinin ise 2,31; 2,08 ve 1,77 pA olacak sekilde diisiis egiliminde
oldugu gozlenmistir.

5 ng DDT/kg siit 6rnegi ile 6l¢lim alindiginda anodik pikpotansiyeli 0,30 V ve
katodik pik potansiyeli 0,16 V olarak olctiliirken, AEp 140 mV olarak hesaplanmistir. Bu
noktada gozlenen AEp degerindeki beklenmeyen diisiisiin, ¢alisilan DDT
konsantrasyonunun olduk¢a diisiik olmasindan kaynaklanabilecegi degerlendirilmistir.
Ayrica, daha sonra olusturulan kalibrasyon grafigi esas alinarak yapilan degerlendirmede,
s0z konusu konsantrasyon degerinin sensor i¢in belirlenen dogrusal 6l¢lim araliginin da

disinda kaldig tespit edilmistir.
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10, 15, 20, 30, 40, 60 ve 80 pg DDT/kg siit inkiibasyonlar1 i¢in anodik pikler
strastyla 0,30, 0,38, 0,36, 0,38, 0,38, 0,40 ve 0,46 V olarak belirlenmistir. Katodik pikler
i¢in ise bu degerler 0,12, 0,10, 0,08, 0,06, 0,06, 0,10 ve 0,04 V olarak voltammogram
degerlerinden okunmustur. AEp degerleri sirasiyla 180, 280, 300, 320, 340, 340 ve 420
mV olarak hesaplanmis. Ipa degerleri ise sirastyla 1,58 pA; 1,48 pA; 1,39 pA; 1,30 pA;
1,25 pA;1,13 pA ve 1,01 pA olarak belirlenmistir

Genel olarak degerlendirildiginde, artan DDT konsantrasyonunun I,. lizerinde
kademeli ve belirgin bir azalma trendi olusturdugu; buna karsilik AEp parametresinin
DDT miktarma baglh olarak diizenli ve yaklasik dogrusal bir artis sergiledigi tespit

edilmistir.

Cizelge 4.3. APT-1 ile, S(2-2-1) ¢alisma kosulu ile genisletilmis DDT konsantrasyonu 6rnekleri
sonuglarindan elde edilen AEp degerleri ve standart sapmalari

Olciim AEp Epicin
asamasi (mV) standart sapma
(mV)
Blank 120 +0
APT 140 +12
Bloklama 160 0
5 140 0
10 180 +12
15 280 +23
20 300 +20
30 320 +11
40 340 +42
60 360 +42
80 420 + 94

S(2-2-1) kosulunda elde edilen doniisiimlii voltammogramlarindan hesaplanan
AEp degerleri Cizelge 4.3’te verilmistir. Elektrot ylizeyinin her bir modifikasyon
basamaginda kaydedilen doniigiimlii  voltammogramlari  degerlendirildiginde,
[Fe(CN)6]™> redoks ciftine ait anodik ve katodik pik akimlarinin her asamada degisim
gosterdigi goriilmiis; bu degisime paralel olarak AEp degerinin de 10 ile 80 ug DDT/kg

siit konsantrasyon araliginda belirgin bir artis sergiledigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.4. APT-1 ile, S(2-2-1) calisma kosulu ile genisletilmis DDT konsantrasyonu 6rnekleri
sonuglarindan elde edilen I, degerleri ve standart sapmalar1

Olciim Ipa Ipa
asamasi (pA) standart sapma (pA)
Blank 2,31 + 0,04
APT 2,08 + 0,02
Bloklama 1,77 + 0,01
5 1,76 + 0,04
10 1,58 + 0,02
15 1,48 + 0,03
20 1,39 +0,03
30 1,30 + 0,04
40 1,25 + 0,03
60 1,13 + 0,04
80 1,01 + 0,05

S(2-2-1) sensor hazirlama kosulunda gergeklestirilen CV Olclimlerinden elde
edilen Iy, degerleri Cizelge 4.4’te verilmistir. Elektrot ylizeyinin ardisik modifikasyon
basamaklar1 boyunca kaydedilen donilisimli voltammogramlar incelendiginde,
[Fe(CN)s] ¥ redoks giftine ait anodik ve katodik pik akimlarinda her bir yiizey
modifikasyonuna bagli olarak belirgin degisimler gozlenmistir. Ozellikle aptamer
immobilizasyonu, ylizey bloklama islemi ve hedef analit olan DDT’nin baglanmasi
sonrasinda elektrot ylizeyinde olusan biyomolekiiler tabakanin, redoks probunun elektrot
ylizeyine elektron transferini kisitladig1 anlagilmaktadir. Bu durum, 5-80 pg DDT/kg siit
konsantrasyon araliginda DDT konsantrasyonu arttikca Ip. degerlerinin diizenli ve
konsantrasyona bagl bir sekilde azalmasiyla dogrulanmistir. Gézlenen bu akim disiisii,

sensoriin DDT’ye kars1 6zgiil ve ol¢iilebilir bir yanit verdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.6. APT-1 ile , S(2-2-1) ¢aligsma kosulu ile genisletilmis DDT konsantrasyonu drnekleri
sonuglarindan elde edilen doniisiimlii voltammogramlardan alman I, degerleri

Sekil 4.6°da  S(2-2-1) kosulunda hazirlanan aptasensor igin, DDT
konsantrasyonuna bagli olarak oOlciilen I,a degerlerinin konsantrasyona karsi grafigi
gosterilmektedir. [Fe(CN)s]>* redoks probu kullanilarak elde edilen doniisiimlii
voltammogramlardan hesaplanan Ip. degerlerinin, DDT konsantrasyonunun 5-80 pg/kg
siit araliginda artmasiyla birlikte belirgin bir sekilde azaldigi gozlenmistir. Bu azalis,
aptamer—DDT etkilesimi sonucunda elektrot yiizeyinde olusan biyomolekiiler tabakanin
kalinlagmasi ve buna bagli olarak redoks probunun elektrot yiizeyine elektron transferinin
kisitlanmast ile iligkilendirilmektedir. Diisik DDT konsantrasyonlarinda Ipa
degerlerindeki azalisin daha keskin oldugu, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise egrinin
plato egilimi gosterdigi goriilmektedir. Bu davranis, elektrot ylizeyindeki aktif baglanma
bolgelerinin yiliksek DDT konsantrasyonlarinda doygunluga ulasmasiyla agiklanabilir.
Elde edilen bu sonuglar, sensér yanitinin konsantrasyona bagimli oldugunu ve
aptasensoriin DDT tayini i¢in uygun bir elektrokimyasal cevap verdigini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 4.7. APT-1 aptameri kullanilarak S(2-2-1) kosulunda genisletilmis DDT konsantrasyonu &rnekleri
ile elde edilen EIS Nyquist grafikleri

Sekil 4.7°de sunulan S(2-2-1) kosuluyla hazirlanmis elektrota ait EIS Nyquist
grafikleri incelendiginde, 5 ng DDT/kg siit inkiibasyonu sonrasinda bloklama adimina
kiyasla Re’nin 6,5 kQ arttigi ve DDT derisimi yiikseldikge bu artis egiliminin devam
ettigi goriilmektedir. Artan DDT konsantrasyonlariyla birlikte Re: degerleri de kademeli
ve giderek daha belirgin bir sekilde yiikselmis; 10, 15, 20, 30, 40, 60 ve 80 ug DDT/kg
siit i¢in bloklamaya gore hesaplanan R farklar sirasiyla 53,8, 79,2, 92,1, 100,1, 125,6,
138.,9 ve 155,7 kQ olarak belirlenmistir.

S(2-2-1) kosulunda elde edilen yiiksek R artiglarinin, elektrot yilizeyinde daha
yogun aptamer tutunmasi ya da hedef molekiiliin baglanmasina elverisli bolgelerin daha
verimli sekilde olusmasiyla iliskili olabilecegi degerlendirilmektedir. Bu sayede ylizeyde
biriken aptamer-DDT kompleksleri daha siki ve gecirimsiz bir tabaka olusturarak
elektron transferini gii¢lii bigimde engellemekte, bu da empedans degerlerindeki belirgin

yiikselisi agiklamaktadir.
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4.1.2.7. Rctdegerlerinden APT-1 ile S(2-2-1) kosullarinda iiretilen elektrota ait

kalibrasyon grafiginin olusturulmasi

a = 144,74236, b = 0,00256 APT-1
¢ =-1,22295
180 -
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80
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Sekil 4.8. APT-1 aptameri ile hazirlanan S(2-2-1) kosulu i¢in genisletilmis DDT konsantrasyonlarina
karst R grafigi

Sekil 8’de S(2-2-1) kosulunda hazirlanan APT-1 bazli aptasensor i¢in, DDT
konsantrasyonuna bagli olarak elde edilen yiik transfer direnci (Rct) degerlerinin degisimi
ve bu verilere LangmuirEXT1 modeli kullanilarak uygulanan egri uydurma sonucu
gosterilmektedir. DDT konsantrasyonunun 5-80 pg/kg siit araliginda artmasiyla birlikte
Rt degerlerinde belirgin bir artis gozlenmis, 6zellikle diisiik konsantrasyon bolgesinde
R¢t artisinin daha keskin oldugu, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise artis hizinin
azalarak plato egilimi sergiledigi belirlenmistir.

Bu davranig, Langmuir adsorpsiyon izotermine uygun olarak, aptamerlerin
elektrot yilizeyinde sinirli sayida ve esdeger baglanma bolgesine sahip oldugunu ve diisiik
DDT konsantrasyonlarinda bu bdlgelerin hizla doldugunu gostermektedir. Yiiksek DDT
konsantrasyonlarinda ise baglanma boélgelerinin doygunluga ulagmasi sonucu Rt

degerlerindeki artigin sinirlt kaldigt anlasilmaktadir. Elektrot yilizeyinde olusan aptamer—
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DDT kompleksleri, [Fe(CN)s]>* redoks probunun elektrot yiizeyine erisimini ve
elektron transferini engelleyerek yiik transfer direncinin artmasina neden olmaktadir.

LangmuirEXT1 modeli ile elde edilen bagarili uyum, sensor yanitinin esas olarak
tek tabakali ve spesifik aptamer—DDT etkilesimine dayandigim1 gostermektedir. Bu
sonuclar, gelistirilen aptasensoriin DDT tayini i¢in 0zgiil, konsantrasyona bagli ve
doygunluk davranisi sergileyen bir EIS yanit1 sundugunu ortaya koymaktadir.

Modeldeki a parametresi sensor ylizeyinin doygunluk seviyesinde ulasabilecegi
maksimum yiik transfer direncini temsil ederken ya da maksimum baglanma yanitini
(Ret,max), b parametresi ayrigma sabitini (Ka)’yi belirtir. ¢ parametresi aptamer—DDT
baglanma afinitesinin bir gostergesi olarak DDT konsantrasyonuna bagli duyarlilig1 ve
egrinin konsantrasyon artisina yanitinin egimini temsil eder. Elde edilen parametre
degerleri sensor yiizeyinin yliksek baglanma afinitesi ve sinirli aktif baglanma bolgesi ile
uyumlu bir Langmuir davranisi sergiledigini desteklemektedir.

LangmuirEXT1 modeli ile yapilan fitting sonucunda, APT-1 aptameri igin
dissosiyasyon sabiti (Kq) 0,00256 pg DDT/kg siit (veya 2.56 ng/g siit) olarak
hesaplanmistir. Elde edilen diisiik Kq degeri, aptamer—DDT kompleksinin yiiksek afiniteli
ve kararli oldugunu, sensor yanitinin diisiik konsantrasyonlarda dahi belirgin sekilde

degistigini gostermektedir.
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Sekil 4.9. APT-1 ile hazirlanan elektrodun, S(2-2-1) kosulu i¢in kalibrasyon grafigi
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APT-1 aptameri kullanilarak S(2-2-1) kosulu altinda hazirlanan elektrota ait DDT
kalibrasyon egrisi Sekil 4.9’da verilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki DDT ¢o6zeltileri
ile aptasensoriin elde ettigi Re degerleri arasinda, 20 pg DDT/kg siit seviyesine kadar
dogrusal bir iligki goézlenmistir. Regresyon analizine gore elde edilen dogrusal model

asagidaki gibidir:

R, = —12,667 + 5,644 - Cppr (4.3)

Egimin 5,644 + 1,098 ve x eksenini kestigi noktanin -12,667 olarak hesaplanmis
olmasi, sensOriin konsantrasyon degisimlerine karsi duyarli bir yanit verdigini
gostermektedir. Korelasyon katsayisinin (Pearson’s r = 0,964) ve determinasyon
katsayisinin (R? = 0,929) yiiksek bulunmasi, kalibrasyon egrisinin iyi diizeyde dogrusal
uyum sagladigini ortaya koymaktadir. Ayrica diizeltilmis R? degerinin 0,894 olmas1 da
modelin istatistiksel olarak anlamli ve giivenilir oldugunu desteklemektedir. Bu bulgular
dogrultusunda sensoriin 6-20 pg DDT/kg siit araliginda giivenilir ve tekrarlanabilir
Ol¢iimler iiretebildigi belirlenmistir.

APT-1 aptameri kullanilarak S(2-2-1) kosulu altinda hazirlanan elektrodun,
sensoOriin analiti diisiik konsantrasyonlarda tespit edebilme performansini degerlendirmek
amaciyla LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. LOD ve LOQ degerlerinin
belirlenmesinde, bloklama oOl¢iimlerinden elde edilen standart sapma (¢ = 5,18) ile
kalibrasyon egrisinin egimi (5,644) kullanilmistir.

Esitlik 4.1 kullanilarak APT-1 ile S(2-2-1) kosulundaki ¢alismada LOD degeri
yaklagik 3,03 ug DDT/kg siit olarak bulunmustur. Esitlik 4.2 ile yapilan hesaplama
sonucunda ise LOQ degeri yaklasik 9,18 ng DDT/kg siit olarak elde edilmistir.

Tayin aralig1 belirlenirken, alt sinir olarak LOQ degeri olan 9,18 ng DDT/kg siit,
LOL olarak ise dogrusal kalibrasyon bolgesinin {ist limitini olusturan 20 pg DDT/kg siit
degeri kullanilmigtir. Dolayisiyla tayin araligi 9,18 — 20 pg DDT/kg siit olarak
tanimlanmistir. Bu sonuglar, yontemin 9,18- 20 png DDT/kg siit gibi dar bir aralikta ve
sadece diisiik konsantrasyon degerlerinde analiti kantitatif bicimde tespit edilebilirligini

gostermektedir.
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4.1.2.8. Ipa degerlerinden APT-1 ile S(2-2-1) kosullarinda iiretilen elektrota ait

kalibrasyon grafiginin olusturulmasi
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Sekil 4.10. APT-1 ile S(2-2-1) kosulunda hazirlanan elektrot 6lgtimlerinden alinan, DDT

konsantrasyonunun logaritmik degerlerine karsi I, degisim degerleri

Sekil 4,10°da APT-1 ile hazirlanan aptasensor i¢in, DDT konsantrasyonunun
logaritmik degeri ile Alpa arasindaki iliski gosterilmektedir. Alpa degerlerinin, log(Cppr)
ile dogrusal bir artis egilimi sergiledigi ve elde edilen verilerin dogrusal regresyon modeli
ile 1y1 bir uyum sagladigi goriilmektedir. Uygulanan dogrusal regresyon sonucunda elde
edilen yiiksek korelasyon katsayist (R* = 0,932) ve Pearson korelasyon katsayisi (r=
0,965), sensor yanitinin DDT konsantrasyonuna giiglii ve anlamli bir sekilde bagh
oldugunu ortaya koymaktadir.

Grafikte kullanilan logaritmik konsantrasyon ekseni, 0zellikle genis
konsantrasyon araliinda sensdr yanitinin dogrusal bir bolgede degerlendirilmesine
olanak saglamis ve diisiik konsantrasyonlardaki sinyal degisimlerinin daha net bigimde

ayirt edilmesini miimkiin kilmigtir. Alya parametresinin kullanilmasi, elektrotlar arasi
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baslangic akim  farklarinin  etkisini minimize ederek sensér  yanitinin
karsilastirilabilirligini artirmistir.

Elde edilen dogrusal iliski, APT-1 aptamerinin DDT ile etkilesiminin 6lgiilebilir
ve tekrarlanabilir bir elektrokimyasal sinyal degisimi olusturdugunu ve gelistirilen
aptasensoriin nicel analiz i¢in uygun bir kalibrasyon davranisi sergiledigini
gostermektedir. Hata cubuklarinin goreceli olarak dar olmasi, oOl¢iimlerin iyi bir
tekrarlanabilirlige sahip oldugunu desteklemektedir.

Giriiltii sinyaline karsilik gelen veya en diisiik ¢alisilan konsantrasyon olan 5 ug
DDT/kg siit ¢cozeltisinden elde edilen standart sapma degeri 0,05 olarak hesaplanmastir.
Sinyal/giirtilti = 3,3 yaklasimi esas alinarak, %99,9 giiven sinir1 igerisinde LOD degeri
dogrusal kalibrasyon denkleminden hesaplanmis; LOQ ise LOD degerinin 3,3 kat1 olarak
belirlenmistir. Bu durumda Sekil 4.31°deki dogru denkleminde LOD 6,82, LOQ degeri

ise 22,53 olarak hesaplanmustir.

4.2. APT-2 Aptameri ile Yapilan Calismalar

APT-1 aptameri ile gerceklestirilen tiim deneysel c¢aligmalar, bu aptamerin
primersiz formu olan APT-2 kullanilarak da ayni kosullar altinda tekrarlanmis ve elde
edilen sonuglar karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Bu kapsamda, sensor hazirlama
adimlari, 6lglim protokolleri ve elektrokimyasal analiz yontemleri APT-1 ile yapilan
caligmalarla birebir ayni tutulmus, boylece iki aptamer arasindaki performans farklarinin
giivenilir bir sekilde ortaya konmasi amaglanmistir. APT-1 ile gerceklestirilen deneylerde
son asamada kullanilan DDT konsantrasyon aralig1 referans alinarak, APT-2 aptameri
icin de 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60 ve 80 ug DDT/kg siit konsantrasyonlarinda hazirlanan
DDT c¢ozeltileri tiim sensor kosullarinda ¢alisilmistir. Bu yaklasim sayesinde, primersiz
aptamer yapisinin elektrot yilizeyine immobilizasyonu, hedef analit baglanma davranisi
ve sensor yanit1 lizerindeki etkileri sistematik olarak incelenmis ve APT-1 ile APT-2

aptamerlerinin analitik performanslar1 dogrudan karsilastirilabilir hale getirilmistir.

4.2.1. APT-2 aptameri ile hazirlanan elektrotlarin stabilizasyonu

APT-1 ile yapilan ¢caligmalarda uygulanan prosediire paralel olarak, her bir deney

oncesinde elektrotlarin fiziksel ve elektrokimyasal temizlik islemleri gerceklestirilmis;
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doniistimlii voltametri Ol¢limlerinde altina 6zgili karakteristik piklerin net bir sekilde

gbzlemlenmesinin ardindan deneysel dl¢limlere baglanmistir.

4.2.2. APT-2 aptameri ile hazirlanan elektrotlarin elektrokimyasal

performanslarinin degerlendirilmesi

APT-2 ile hazirlanan elektrotlarin performanslari; APT-1de oldugu gibi CV ve
EIS grafikleri alinmis ve karsilastirilarak yorumlanmaistir.

APT-2 aptameri ile hazirlanan elektrotlarda da aptamer immobilizasyonu
sonrasinda akim degerlerinin azaldigi, yagsiz siit ile temasin iletkenligi disiirdigi ve
DDT konsantrasyonu arttikca akimin daha da azalarak elektrokimyasal performansi
olumsuz etkiledigi gozlenmistir. APT-2 ile ilk ¢alisilan DDT konsantrasyonlar1 5, 10, 15,
20, 30, 40, 60 ve 80 pg DDT/kg siit derisimleri kullanilmigtir. APT 2 ile yapilan ¢alisilan
sensoOr kosullart arasinda 2 saat aptamer kaplama, 2 saat bloklama ve 1 saat DDT ile
muamele kosulu olan S(2-2-1) kosulu optimum kosul olarak belirlenmis ve APT-2 ile
yapilan diger calismalarda bu kosul kullanilmistir. Bu kosul i¢in hazirlanan sensoriin
dontisiimlii voltammogrami Sekil 4.7°de verilmistir. Tiim diger kosullarda hazirlanan

elektrotlardan alinan CV grafikleri ise EK-3’te verilmistir.
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Sekil 4.11. APT-2 aptameri ile S(2-2-1) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniigiimlii voltammogramlar
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S(2-2-1) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT konsantrasyonlarinda
elde edilen doniisimlii voltammogramlart Sekil 4.11°de gosterilmektedir. Blank
Olcimiinde elde edilen doniisimlii voltammogram incelendiginde 0,26V’da
[Fe(CN)6]™ “iin yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,12 V’da [Fe(CN)¢]™>’iin
indirgenmesine karsilik gelen katodik pikler gdzlenmektedir. Bu voltammogramda AEp
140 mV, Iya 2,12 pA olarak belirlenmistir. Aptamer immobilizasyonunun ardindan 0,28
V’ta yiikseltgenmeye karsilik gelen anodik ve 0,12 V’ta indirgenmeye karsilik gelen
katodik pikler gozlenmistir. Ipa degeri 1,87 pA’e diiserken AEp 160 mV degerine
cikmistir. Bloklama sonrasinda ise Ip. degeri azalarak 1,73 pA’e ulasmistir. AEp’nin
anodik ve katodik pik tepe noktalari sirasiyla 0,26 ve 0,10 V degerlerini aldigi
Olclilmiistiir.

Bloklama adimini takiben gerceklestirilen 5, ng DDT/kg siit inkiibasyonlarinda
anodik pik degerlerinin 0,28 V; katodik pik degerlerinin ise 0,12 V olarak sabit kalmasi,
AEp’nin 160 mV degerinde sabit kalmasina neden olmustur. AEp’nin sabit kalmasi,
diistik DDT derisimlerinde aptamer baglanma bolgelerinin henliz doygunluga ulagmamis
olmasi nedeniyle baglanan DDT miktarinin yiizey elektron transfer direncinde dl¢iilebilir
bir degisim yaratmamasindan kaynaklanabilir. Ayn1 konsantrasyonlarda Ip.’nin 1,57
degerine diistiigii belirlenmistir. Devaminda gergeklestirilen 10, 15, 20, 30 ve 40 pg
DDT/kg siit 6rnekleri i¢in anodik pik tepe degerleri sirasiyla 0,36; 0,38; 0,38; 0,40 ve
0,42 V olarak belirlenirken, katodik pik tepe degerleri ayni sirayla 0,12 V; 0,12 V; 0,10
V; 0,10 V ve 0,10 V degerleri belirlenmis, buna karsilik AEp degerleri sirasiyla 240, 260,
280, 300 ve 320 mV olarak hesaplatilmistir. AEp degerlerindeki bu artig baglanan DDT
miktarinin ylizeyde giderek artan bir elektron transfer bariyeri olusturdugunu agikca
gostermektedir. Bu egilim, sensoriin bu konsantrasyon araliginda hedef molekiile duyarlt
bir voltametrik yanit verdigini ve artan konsantrasyonun dogrudan AEp’ye yansidigini
ortaya koymaktadir. Ayn1 konsantrasyonlarda kaydedilen Ip. degerlerinin 1,49; 1,48;
1,37; 1,36 ve 1,27 pA seklinde diizenli bir diislis gostermesi, ylizeye baglanan DDT nin
elektron transferini giderek daha fazla sinirlandirdigini diistindiirmektedir. Ip. 'deki bu
azalma, AEp artisiyla uyumlu olup, DDT—aptamer etkilesiminin elektrot kinetigine
etkisini tutarli bicimde yansitmaktadir.

DDT konsantrasyonunun daha yiiksek degerlere ¢ikarildigi sonraki agamalarda ise
anodik pik degerlerinin 0,42 V ve katodik pik degerlerinin 0,10 V degerine sabitlenmesi
ile AEp 320 mV olarak hesaplanmistir. Bu durum yiizeydeki aptamer baglanma
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bolgelerinin biiylik 6lciide doldugu; dolayisiyla eklenen DDT molekiillerinin yiizey
elektron transferine ilave bir katki sunamadigi bir doygunluk noktasina ulasildigini
diisiindiirmektedir. Baska bir ifadeyle, sensor bu araliktan sonra konsantrasyon artigina
kars1 duyarliligini kaybetmektedir. Bu noktada Iy, degerlerinin de 1,18 ve 1,06 pA’a kadar
azalmasi, ylizeyde daha fazla engelleyici etkilesim bulundugunu gosterse de, AEp’nin
artik bu degisimlere yanit vermemesi sensoriin ¢alisma araliginin belirli bir sinirdan sonra

doygunluga ulastigin1 desteklemektedir.

4.2.2.1. APT-2 ile hazirlanan elektrotlarin Ep degerlerinin yorumlanmasi

Belirlenen en uygun sensor iiretim kosulu, kaplanma ile beraber elektron
transferine karsi olusturdugu direnci artan ya da diger bir ifade ile her asama sirasinda
AEp degerinde artis olan S(2-2-1) kosullariyla hazirlanan elektrot olabilecegi
Ongoriilmiistiir. Tiim kosuluna ait doniisiimlii voltammogramlarindan elde edilen AEp

degerleri Cizelge 4.5.’te sunulmustur.
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Cizelge 4.5. APT-2 ile S(2-2-1) calisma sonuglarindan elde edilen AEp degerleri ve standart sapmalari

Olgiim S1-1-0,5)  S(1-1-1) S1-1-2)  S(1-2-0,5)  S(1-2-1) S(1-2-2)

Asamasi
Blank 120+ 2 180+ 26 160+ 12 120+ 5 140 +£ 22 100+ 2
APT 120 £ 4 180+ 12 180+ 13 160 £8 160+ 10 140+ 6
Bloklama 380 £ 46 280+ 6 160 + 27 240 £ 12 220+ 8 180+ 10
5 380 £52 260 £ 24 220+ 32 240 £33 240 £ 14 240 £ 19
10 380 £25 240 £ 26 220 +49 260 £ 15 260 £ 12 260 +£21
15 380 £27 220 £ 36 240 £ 35 280+ 16 280+ 16 260 + 39
20 400 £+ 35 260 £21 220+ 26 280 + 34 300+ 18 260 £45
30 400 +42 300 £ 26 200 £ 18 300 + 19 360 + 35 240 £ 53
40 360 £ 67 280 £41 240 £ 21 440 £ 25 260 £42 280+ 11
60 380 £ 32 260 £ 52 260 £ 24 580 +£22 320+ 34 320+ 14
80 600 + 44 400 £+ 48 280+ 16 440 £ 36 460 £ 45 340 £ 12

Olgiim S2-1-0,5)  S(2-1-1) S2-1-2)  S(2-2-0,5)  S(2-2-1) S(2-2-2)

Asamasi
Blank 160 + 21 160 £ 26 140 £ 16 200 £ 55 140 + 19 160 + 24
APT 140 £ 13 160 + 12 160+ 7 240 £21 160 + 12 200 £ 11
Bloklama 220+9 160 + 21 160 £11 280 + 24 160 £ 11 280+9
5 220+ 18 240+9 180 £ 13 280 £ 34 160 + 8 280 £ 22
10 220+ 21 260 £ 13 180 £26 280 £ 42 240 £13 280 + 36
15 220 £32 300 £ 15 180 + 34 280 £ 46 260 £12 280 £ 45
20 220 + 38 300 £ 34 200 £29 280 £53 280 £ 15 280 £ 53
30 220 £ 46 300 £41 240 + 28 280 + 50 300 +18 280 + 58
40 220 £ 51 340 + 24 320+ 16 280 + 49 320+ 16 280 + 66
60 260 £26 320 + 46 380+ 10 320+ 19 320 +£29 300 +23
80 240 + 53 360 £ 19 420+9 320 +21 320 +24 320+ 24

4.2.2.2. APT-1 ile hazirlanan elektrotlardan elde edilen Ia degerleri

APT-2 ile Au elektrotlara ait baslangi¢ I,a degerleri kontrol edilmis ve sensor
iiretim ve deneme kosullarindaki her adim i¢in bu deger karsilastirilmistir.
Tim kosuluna ait doniisiimlii voltammogramlarindan elde edilen I,a degerleri

Cizelge 4.6.’da sunulmustur.
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Cizelge 4.6. APT-2 calisma sonuglarindan elde edilen Ipa degerleri ve standart sapmalar1 (LA)

Olgiim S(1-1-0,5) S(1-1-1) S(1-1-2) S(1-2-0,5) S(1-2-1) S(1-2-2)
Asamasi
Blank 2,15+0,04 | 2,14+0,03 | 2,25+0,01 | 2,60+0,02 | 2,07+£0,02 | 2,1+0,01

APT 2,32+0,03 | 2,08+0,02 | 1,54+0,04 | 2,17+0,02 | 1,53+0,02 | 1,79+ 0,02
Bloklama | 1,91+0,02 | 1,43+0,02 | 1,56+0,02 | 1,50+0,02 | 1,46+0,03 | 1,69+0,03

5 1,90+0,03 | 1,39+0,06 | 1,50+0,02 | 1,50+0,03 | 1,36+0,03 | 1,57+0,03
10 1,97+0,03 | 1,33+£0,02 | 1,52+0,08 | 1,45+0,03 | 1,26+0,03 | 1,56+0,02
15 1,86+0,04 | 1,29+0,04 | 1,49+0,04 | 1,43+0,04 | 1,20+0,03 | 1,52+0,04
20 1,94+0,03 | 1,18+0,05 | 1,44+0,07 | 1,30+0,06 | 1,10£0,08 | 1,47+0,03
30 1,97+0,04 | 1,21+£0,04 | 1,55+0,04 | 1,25+0,04 | 1,09+0,12 | 1,48+0,09
40 205+0,17 | 1,07+0,05 | 1,48+0,03 | 1,21+0,04 | 1,20+0,06 | 1,44+0,04
60 1,55+0,06 | 1,09+0,03 | 1,45+0,11 | 1,17+0,06 | 1,10£0,05 | 1,16 +0,05
80 1,35+0,08 | 1,10£0,04 | 0,90+0,09 | 0,90+ 0,04 0,8 £0,07 0,99 + 0,06

Olciim S(2-1-0,5) S(2-1-1) S(2-1-2) S(2-2-0,5) S(2-2-1) S(2-2-2)
Asamasi
Blank 2,26+0,04 | 2,17+£0,02 | 1,08+0,01 | 2,08+0,08 | 2,12+0,04 | 2,02+0,01

APT 1,77£0,02 | 1,61+0,03 | 1,92+0,01 | 2,05+0,02 | 1,87+0,02 | 1,94+0,01
Bloklama | 1,68+0,03 | 1374002 | 1,77+0,03 | 1,900,001 | 1,73£0,02 1,66+ 0,02
5 1,65+0,03 | 1,12+0,03 | 1,66+0,02 | 1,81+0,03 | 1,57+0,05 1,60+ 0,08
10 1,65+0,03 | 1,09+0,08 | 1,53+0,03 | 1,69+0,05  1,49+0,02 @ 1,52+0,02
15 1,65+0,04 | 1,08+0,06 143+0,03 | 1,60+0,04 | 148+0,04 @ 1,45+0,04
20 1,59+0,05 | 1,30£0,12 | 1,29+0,04 | 1,46+0,06 | 1,37+0,06 | 1,37+0,05
30 1,574£0,04 | 1,10£0,09 | 124+0,05  1,42+0,05  136£0,07 @ 1,44+0,04
40 1,55+0,08 | 1,03+0,05 | 1,15+£0,04 | 1,37+0,04 | 1,27+0,04  133+0,05
60 1,48 £0,05 | 1,04+0,16 | 1,04+0,05 @ 1,31+0,07 1,18+0,05 @ 1,12+0,04
80 1,33+£0,09 | 1,03+0,14 | 1,00£0,06 = 1,31+0,04 | 1,06+0,04 | 0,95+0,06

Cizelge 4.6°da farkli sensor hazirlama kosullar i¢in elektrot yiizeyinin her bir
modifikasyon basamaginda elde edilen I, degerleri sunulmustur. Tiim sensor kosullari
genel olarak degerlendirildiginde, DDT konsantrasyonunun artmasiyla birlikte Ipa
degerlerinde bir azalis egilimi gozlenmekle birlikte, bu azalisin en diizenli, kademeli ve
konsantrasyona duyarli bicimde gerceklestigi sensor kosulunun S(2-2-1) oldugu agikca
goriilmektedir.

S(2-2-1) kosulunda, blank Ol¢iimiine kiyasla aptamer immobilizasyonu ve
bloklama basamaklar1 sonrasinda Ip. degerlerinde belirgin bir diisiis meydana gelmis; bu
durum, elektrot yiizeyinin biyomolekiiler katmanlarla etkin bir sekilde modifiye
edildigini gdstermistir. Bunu takiben, 5-80 ug DDT/kg siit konsantrasyon araliginda Ipa
degerlerinin artan DDT konsantrasyonu ile birlikte tutarli bir sekilde azaldig:
belirlenmistir (Sekil 4.7.). Ozellikle diisiik konsantrasyon bolgesinde akimdaki azalmanin
daha belirgin olmasi, sensoriin bu aralikta hedef analite kars1t yiiksek duyarlilik

sergiledigini ortaya koymaktadir.
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APT-2 ile hazirlanan elektrotlardan elde edilen Iy, degerleri temel alinarak,
degisken parametreleri olan aptamer muamele siiresi, bloklama siiresi ve DDT
inkiibasyonunun aptasensor cevabina etkisi arastirilmistir.

Elektrot modifikasyonunun temel basamaklarindan biri olan aptamerle muamele
stiresinin yiizeyin diizenlenmesi iizerindeki etkisi hem elektrot direnci hem de akim
yanitlar1 dikkate alinarak degerlendirilmistir. 1 saat ve 2 saat serileri karsilastirildiginda,
2 saatlik inkiibasyon sonrasinda elektrot yiizeyine ait baglangi¢ diren¢ degerlerinin daha
stabil oldugu ve akim degerlerinde daha kontrollii ve 6ngdriilebilir bir diisiis meydana
geldigi gozlemlenmistir. Bu durum, 2 saatlik muamele siiresinin aptamer—ylizey
etkilesimleri acisindan gerekli kinetik kararliligi sagladigini ve elektrot yiizeyinde daha
yogun, diizenli ve homojen bir aptamer tabakasmnin olusumunu destekledigini
gostermektedir. Uzatilmis muamele siiresinin, redoks probunun elektrot yiizeyine
diflizyonunu daha sistematik bir bi¢cimde kisitladigi ve buna bagli olarak sensor
hassasiyetinin arttig1 sOylenebilir.

Yiizeydeki spesifik olmayan etkilesimlerin minimize edilmesi amaciyla
uygulanan bloklama asamasinda, bloklama siiresinin 1 saatten 2 saate ¢ikarilmasinin
yiizey izolasyonunu belirgin bicimde gii¢lendirdigi tespit edilmistir. iki saatlik bloklama
uygulanan elektrotlarda, DDT konsantrasyonunun artigtyla birlikte gozlenen direng
artisinin ve akim diisiisiiniin daha lineer ve tutarli bir egilim sergilemesi, bloklama
ajaninin yiizeydeki aktif ve baglanmaya agik bosluklar1 daha etkin bi¢imde kapattigini
gostermektedir. Bu durum, sensdr yiizeyinin arka plan sinyalinin baskilanmasina katki
saglayarak hedef analit olan DDT’ye kars1 daha secici ve kararli bir yanit elde edilmesine
olanak tanimuistir.

Sensor yiizeyindeki molekiiler baglanmanin kontrol edilmesi amaciyla uygulanan
DDT konsantrasyonunun artisina paralel olarak, elektrot direncinde artis ve akim
sinyalinde belirgin bir azalma meydana geldigi saptanmustir. Ozellikle 80 ug DDT/kg siit
DDT konsantrasyonunda S(1-1-2) ve S(2-2-1) gruplarinda g6zlenen ug¢ degerler, DDT
molekiillerinin elektrot yiizeyinde diizenli bir yap1 olusturdugunu ortaya koymaktadir.
Konsantrasyon artisina bagl olarak sinyalde gbzlenen bu degisim, elektrot ylizeyinin
DDT ile modifikasyona acik oldugunu ve artan yiizey yogunlugunun elektron transferine

kars1 bir bariyer olusturarak sensor yanitini baskiladigini gostermektedir.
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Sekil 4.12. APT-1 ile , S(2-2-1) calisma kosulu ile elde edilen doniisiimlii voltammogramlardan alinan Ip,
degerleri

Diger sensor kosullari incelendiginde, bazi kosullarda Ip. degerlerinin belirli
konsantrasyon araliklarinda plato egilimi gosterdigi veya diizensiz degisimler sergiledigi
goriilmiistiir. Buna karsimn, S(2-2-1) kosulunda elde edilen I, degerlerinin tiim
konsantrasyon araliginda daha diisiik standart sapma ile birlikte diizenli bir azalig
gostermesi, bu sensor konfigiirasyonunun elektrot ylizeyinde daha homojen bir aptamer
tabakas1 olusturdugunu ve DDT baglanmasina daha etkin bir sekilde yanit verdigini
diistindiirmektedir.

S(2-2-1) disindaki kosullarda, Ip. degerlerinin baz1 konsantrasyon araliklarinda
plato egilimi gostermesi, diizensiz dalgalanmalar sergilemesi veya nispeten yiiksek
standart sapma degerleri ile Olciilmesi, elektrot ylizeyinde olusan biyomolekiiler
tabakanin homojen ve kararli olmadigini diisiindiirmiistiir. Bu durum ya yetersiz ya da
asirt aptamer immobilizasyonu ve/veya bloklama adimimin spesifik olmayacak sekilde
adsorpsiyonu tam olarak engelleyememesi ile iligkilendirilmistir. Sonug olarak, bu
kosullar hedef analit baglanmasina karsi net, gilivenilir ve konsantrasyona bagli bir
elektrokimyasal sinyal iiretme agisindan yeterli performansi saglayamadiklart igin
elenmistir. Sonu¢ olarak, S(2-2-1) sensor hazirlama kosulu, Ip. degerlerindeki

konsantrasyona bagl ve tekrarlanabilir azalis davranisi sayesinde diger kosullara kiyasla
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daha kararli ve giivenilir bir elektrokimyasal yanit sunmus; bu nedenle ¢alismada en

uygun sensor konfigilirasyonu olarak degerlendirilmistir.

4.2.2.3. APT-2 ile hazirlanan elektrot ¢calismalarindan alinan EIS grafiklerinin

analiz edilmesi

Tim ylizey modifikasyon adimlarinin ardindan, elektrotlarin elektron transfer 6zellikleri
doniisiimlii voltammogramlarindan sonra EIS yontemi ile incelenmis ve sonuglar Nyquist
diyagramlar1 seklinde elde edilmistir. EIS spektrumlari, DDT konsantrasyonu arttikca
sistemin toplam empedansinin yiikseldigini ve R¢¢ degerlerinin arttigin1 gostermistir. Bu
durum, daha fazla DDT molekiiliiniin aptamer tabakasina baglanarak elektrot
ylizeyindeki elektron transferini kisitlamasindan kaynaklanmakta olup, Onceki
elektrotlarda elde edilen sonuglarla uyumludur.

EIS spektrumlarindan elde edilen Nyquist diyagramlar, APT-1 ile
gerceklestirilen ¢alismalarda oldugu gibi, elektron transferinin sinirli oldugunu gosteren
karakteristik yarim daire bi¢imini sergilemis ve bu boliimii, iyonlarin elektrot yilizeyine
dogru diflizyonunu temsil eden dogrusal segment takip etmistir.

APT 2 ile yapilan c¢aligilan sensor kosullar1 arasinda 2 saat aptamer kaplama, 2
saat bloklama ve 1 saat DDT ile muamele edildigi S(2-2-1) kosulu ile hazirlanan sensoriin
EIS Nyquist diyagrami Sekil 4.3’te verilmistir. Tiim diger kosullarda hazirlanan
elektrotlardan alinan EIS Nyquist diyagramlar1 ise EK-4’te verilmistir.
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Sekil 4.13. APT-2 aptameri kullanilarak S(2-2-1) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri

Sekil 4.13’te verilen Nyquist diyagramlari, S(2-2-1) kosuluyla modifiye edilen
elektrotun DDT varligina oldukca giiclii bir empedans yaniti gosterdigini ortaya
koymaktadir. 5 pg DDT/kg siit inkiibasyonundan sonra, bloklama basamagina kiyasla R
degerinde 16,2 kQ’lik bir artis meydana gelmesi bu hassasiyeti dogrulamaktadir. DDT
derigimi arttikca bu degisimin daha da belirginlestigi goriilmiis; 10, 15, 20, 30, 40, 60 ve
80 ug DDT/kg siit seviyelerinde kaydedilen R artislari sirasiyla 27,0; 33,77; 42,7; 60,4;
80,6; 98,7 ve 127,8 kQ olarak hesaplanmustir.

Bu sonuglar, sensoriin artan DDT konsantrasyonunu oldukca tutarli, yogunlugu
yansitan ve yiiksek dogrulukla ayirt edebildigini gdstermektedir. Elde edilen veriler,
aptamer—DDT etkilesimlerinin S(2-2-1) modifikasyonunda elektron transferini en etkili
sekilde kisitladigin1 ve tiim modifikasyon kosullar1 arasinda en basarili ve en duyarh
performansin bu sensorle elde edildigini giiclii bigimde desteklemektedir.

Benzer gekilde iyi bir sinyal veren S(2-2-0,5) kosulu da degerlendirildiginde, S(2-
2-1) sensoriin Ret degerlerine ait standart sapmalarin daha diisiik olmast dikkat
cekmektedir.  Olgiimlerin  tekrarlanabilirligi  agisindan  bakildiginda,  S(2-2-1)

modifikasyonunun daha istikrarli ve tutarl sonuglar tireterek one ¢iktig1 goriilmektedir.
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4.2.2.4. Rctdegerlerinden APT-2 ile S(2-2-1) kosullarinda iiretilen elektrota ait

kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi

a = 1492,89203, b = 0,00286 " APT-2

c=0,20409

140-.
120
100-
80-

60

Ret (Qk)
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20 -
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Cppr (ng/kg st)

Sekil 4.14. APT-14 aptameri ile hazirlanan S(2-2-1) kosulu igin farkli DDT konsantrasyonlarina karsi Re;
grafigi

Gelistirilen aptasensoriin DDT derisimine bagli yanitin1 gdsteren kalibrasyon
egrisi, 0 ile 80 pg DDT/kg siit araliginda derisim artisiyla paralel bir empedans
yiikselmesi sergileyerek sistemin analitik kararliligini ortaya koymaktadir. Grafikte
diisiik konsantrasyonlarda gozlenen keskin egim artisi sensoriin yiiksek hassasiyetini
kanitlamakta, yiiksek konsantrasyonlara gidildik¢e egimin dengeye yaklasmasi ise
elektrot yiizeyindeki aktif bolgelerin hedef molekiille verimli sekilde etkilesime girdigini
gostermektedir. Deneysel verilerin teorik modelle gosterdigi yiiksek uyum, sensor
yanitinin tahmin edilebilir ve tekrarlanabilir oldugunu desteklemektedir. Ayrica, her bir
Ol¢iim noktas1 i¢in sunulan hata ¢ubuklarinin dar olmasi, metodun farkli numuneler
tizerinde tutarli ve giivenilir sonuglar {irettiginin énemli bir gostergesidir. Bu genel
performans verileri, hazirlanan platformun gercek numunelerde eser diizeydeki DDT

miktarini dogru sekilde tayin edebilecek kapasiteye sahip oldugunu dogrulamaktadir.
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APT-2 aptameri i¢in elde edilen verilerinin Langmuir modeli ile uyumlandirilmasi
sonucunda Ky degeri 0,00286 nug DDT/kg siit (2.86 ng/g) olarak hesaplanmistir. Elde
edilen bu diisiik Kq degeri, primersiz APT-2 aptamerinin DDT molekiiliine kars1 yiiksek
baglanma afinitesi sergiledigini ve aptamer—DDT kompleksinin kararli bir yap1
olusturdugunu gostermektedir.

APT-2 aptameri kullanilarak iiretilen elektrotlardan elde edilen kalibrasyon
grafiklerinin dogrusal davranisa yakin bir egilim sergiledigi goriilmektedir. Bununla
birlikte, AEp degerleri degerlendirildiginde, 40 pg DDT/kg siit konsantrasyonunun
tizerinde belirgin bir degisim gézlenmemistir. Bu nedenle, siitte bulunmasina izin verilen
maksimum DDT diizeyi olan 40 pg DDT/kg siit konsantrasyonunun, 6l¢giim yapilabilir
aralik icerisinde yer almasindan dolayr ve APT-2 aptamerinin sensor gelistirme
calismalari i¢in uygun bir aday oldugu diisiiniilmektedir.

R¢t kalibrasyon grafiginde, 40 pg DDT/kg siit diizeyine kadar en yliksek egime
sahip olan ve dolayisiyla en yiiksek hassasiyet gosteren S(2-2-1) kosulunun, siit
orneklerindeki DDT diizeylerini kantitatif olarak belirlemek i¢in en uygun kosul oldugu
sonucuna varilmistir.

APT-2 aptameri kullanilarak S(2-2-1) kosulu ile hazirlanan elektroda ait,
DDT’nin farkli konsantrasyonlar: ile aptasensoriin ol¢tiigii Rer arasindaki iliski Sekil

4.14.’te verilmistir.
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Sekil 4.15. APT-2 ile hazirlanan elektrodun, S(2-2-1) kosulu i¢in kalibrasyon grafigi
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Elde edilen veriler dogrultusunda sensoriin genis konsantrasyon araliginda
dogrusal bir yanit tirettigi goriilmektedir. Dogrusal regresyon analizi sonucunda asagidaki

model elde edilmistir:

R. = 7,35+ 1,804 - Cppr (4.4)

Regresyon katsayilarinin istatistiksel olarak anlamli bulunmasi, sensoriin
konsantrasyon degisimlerine karsi duyarli bir elektriksel yanit olusturdugunu
gostermektedir. Egimin 1,804 + 0,0415 olarak hesaplanmasi, DDT konsantrasyonu
arttikga yiik transfer direncinin tutarli ve Olciilebilir sekilde yiikseldigini ortaya
koymaktadir. Kesisim degerinin 7,354 0,97 olmas1  ise  sensoriin  diisiik
konsantrasyonlarda bile 6l¢iim yapilabilir bir temel sinyal iirettigini gostermektedir.

Sensor yanitinin dogrusal uygunlugu oldukea yiiksek olup, Pearson’s r degerinin
0,999 ve R? degerinin 0,998 olmasi, modelin veriyle neredeyse tam uyum icinde
oldugunu gostermektedir. Diizeltilmis R? degerinin 0,997 yiiksek bulunmasi da dogrusal
modelin sensdr yanitini glivenilir sekilde temsil ettigini desteklemektedir.

Bu bulgular dogrultusunda aptasensoriin 5—40 pg DDT/kg siit araliginda kararl
ve tekrarlanabilir bir sinyal verdigi, dolayisiyla bu aralikta giivenilir bir kalibrasyon
davranisi sergiledigi belirlenmistir. Olgiim hatalarmin diisiik, sinyal degisimlerinin ise
konsantrasyona net sekilde bagli olmasi, gelistirilen aptasensoriin DDT tayini i¢in yliksek
performansli ve giivenilir bir elektrokimyasal platform sundugunu gostermektedir.

APT-2 ile S(2-2-1) kosullarinda hazirlanan sensdriin, analiti  diisiik
konsantrasyonlarda tespit edebilme performansini degerlendirmek amaciyla LOD ve
LOQ degerleri hesaplanmistir. LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesinde, bloklama
Olclimlerinden elde edilen standart sapma (c = 2,13) ile kalibrasyon egrisinin egimi
(1,80431) kullanilmastr.

APT-2 ile S(2-2-1) kosulundaki calismada LOD degeri, 4.1 nolu denklemle
hesaplatilmis ve yaklasik 3,89 ng DDT/kg siit olarak bulunmustur. 4.2 numarali denklem
ile yapilan hesaplama sonucunda ise LOQ degeri yaklasik 11,80 ng DDT/kg siit olarak
elde edilmistir.

APT-2 aptameri kullanilarak S(2-2-1) kosullarinda hazirlanan sensoriin, tayin
araliginin belirlenmesi amaciyla LOQ (11,80 pg DDT/kg siit) ve LOL(40 ng DDT/kg
siit) degerleri kullanilmistir. Dolayisiyla tayin araligi 11,80 — 40 pg DDT/kg siit olarak

tanimlanmaistir.
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Bu sonuglar, gelistirilen sensdriin diisiik konsantrasyonlarda dahi analiti giivenilir
sekilde tespit ve kantitatif olarak belirleyebilecek hassasiyete sahip oldugunu

gostermektedir.

4.2.2.5. Ipadegerlerinden APT-1 ile S(2-2-1) kosullarinda iiretilen elektrota ait

kalibrasyon grafiginin olusturulmasi

= Al (APT-2)(uA)
—— Linear fit of Sheet 1 B "Al_,(APT-2)(nA)
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Sekil 4.16. APT-1 ile S(2-2-1) kosulunda hazirlanan elektrot dl¢iimlerinden alinan, DDT

konsantrasyonunun logaritmik degerlerine karsi I, degisim degerleri

Gelistirilen aptasensoriin performansini degerlendirmek amaciyla hazirlanan ve
Sekil 4.16°da verilen logaritmik kalibrasyon grafigi, DDT derisimindeki degisimin akim
yanit1 lizerindeki etkisini lineer bir korelasyonla ortaya koymaktadir. Logaritmik dl¢ekte
elde edilen R*= 0,995 degeri, sensér yamtmin DDT konsantrasyonundaki degisimlere
duyarl oldugunu gostermektedir. R? = 0,995 ve ayarlanmis R? degerinin 1’e oldukca
yakin olmasi, deneysel verilerin dogrusal modele yiiksek uyum sagladigini ve dlgiimlerin
tekrarlanabilirliginin iyi oldugunu ortaya koymaktadir. Egim degerinin pozitif yonlii
olmasi, hedef molekiil derisimi arttik¢a yiizeydeki biyolojik etkilesimin akim degisimini

sistematik bir bigimde tetikledigini gdstermektedir.
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Grafikte her bir 6l¢iim noktasi i¢in sunulan hata ¢ubuklarinin dar olmasi ve
verilerin regresyon dogrusu lizerinde homojen dagilimi, metodun tekrarlanabilirliginin ve
hassasiyetinin yiiksek oldugunu desteklemektedir. Ozellikle logaritmik modelin tercih
edilmesi, sensoriin ¢ok diisiik derisimlerden yiiksek derisimlere kadar uzanan genis bir
analitik caligsma araliginda etkin bir 6l¢iim kapasitesine sahip oldugunu dogrulamaktadir.
Bu sonuglar, S(2-2-1) optimizasyonu ile hazirlanan sensoériin, numunelerdeki DDT
miktarin1 logaritmik bir hassasiyetle ve yiiksek dogrulukla raporlayabilecegini
gostermektedir. Bu sonuglar, primersiz APT-2 aptamerinin DDT tayini i¢in genis bir
dogrusal aralikta, yiiksek hassasiyet ve gilivenilirlik sundugunu gostermektedir.

Girilti sinyaline karsilik gelen veya en diisiik ¢alisilan konsantrasyon olan 5 pg
DDT/kg siit ¢ozeltisinden elde edilen standart sapma degeri 0,02 olarak hesaplanmastir.
Sinyal/gtirtiltii = 3,3 yaklagimi esas alinarak, %99,9 giiven sinir1 igerisinde LOD degeri
Sekil 4.32’deki dogru denkleminden, LOD 6,28 ug DDT/kg siit, LOQ degeri ise 20,73pug
DDT/kg siit olarak hesaplanmuistir.

4.2.2.6. APT-1 ve APT-2 aptamerlerinin karsilastirilmasi

Bu calisma kapsaminda kullanilan aptamerlerden APT-1, SELEX siirecinde
kullanilan primer dizilerini igerecek sekilde sentezlenmis primerli aptamer olarak
tasarlanmis ve kullanilmistir. APT-2 ise APT-1 aptamer dizisinden primer bdlgeleri
cikarilarak elde edilen, yalmizca hedef molekiiliin taninmasindan sorumlu 6zgiil diziyi
iceren primersiz aptamer formu olarak sentezlenmis ve deneysel calismalarda
degerlendirilmistir. Bu yaklasim ile primer dizilerinin aptamer—-DDT etkilesimi,
baglanma afinitesi ve elektrokimyasal sensdr performans: iizerindeki etkilerinin
karsilastirmali olarak incelenmesi amaglanmistir.

Primersiz aptamerlerin kullanimi, biyosensér uygulamalarinda son yillarda
giderek artan bir ilgi gormektedir. Aptamer dizilerinin primer bdlgelerinin
uzaklastirilmasi, baglanmadan sorumlu ¢ekirdek yapinin korunmasini saglarken, sensor
performansini olumsuz etkileyebilecek yapisal fazlaliklarin ortadan kaldirilmasina olanak
tanimaktadir. Literatiirde, primersiz aptamerlerin elektrot ylizeyine daha kompakt ve
diizenli bir sekilde immobilize olabildigi, bunun da hedef analitin baglanmasi sonrasinda
olusan elektrokimyasal sinyal degisiminin daha belirgin hale gelmesine katki sagladigi

bildirilmektedir (Stoltenburg ve ark., 2007; Song ve ark., 2008).
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Bununla birlikte, aptamer uzunlugunun azaltilmasi, molekiiliin esnekligini
diisiirerek elektrot yiizeyine yakin konumlanmasini saglamakta ve bu durum ozellikle
elektrokimyasal sensorlerde elektron transfer siireglerinin daha etkin bir sekilde modiile
edilmesine olanak vermektedir. Daha kisa aptamer dizileri, sterik engellerin azalmasi ve
non-spesifik etkilesimlerin sinirlandirilmasi agisindan da avantaj saglamaktadir (Cho et
al., 2009). Ayrica primersiz aptamerlerin kimyasal sentezinin daha kolay ve maliyet
acisindan daha avantajli olmasi, pratik uygulamalarda tercih edilme nedenleri arasinda
yer almaktadir.

Ote yandan, primer bolgelerin uzaklastirilmas: bazi durumlarda aptamerin iic
boyutlu katlanma stabilitesini olumsuz etkileyebilmekte ve hedef analite kars1 baglanma
afinitesinde azalmaya yol agabilmektedir. Bu nedenle primersiz aptamerlerin kullanima,
baglanma bdlgesinin dogru sekilde tanimlandigi ve hedef analit ile 6zgiil etkilesimin
korunabildigi durumlarda avantajli olmaktadir. Aksi halde, asir1 kisaltilmis diziler sensor
yanitinda diizensizliklere veya duyarlilik kaybina neden olabilmektedir (Ellington ve
Szostak, 1990; McKeague ve DeRosa, 2012).

Langmuir modeli ile yapilan uyumlandirmalar sonucunda primerli APT-1
aptameri icin Kqg degeri 0,00256 pg DDT/kg siit, primersiz APT-2 aptameri i¢in ise
0,00286 png DDT/kg siit olarak hesaplanmistir. Her iki aptamerin de diisiik Kq degerleri
sergilemesi, DDT ye kars1 yiiksek baglanma afinitesine sahip olduklarin1 géstermektedir.
APT-1 aptamerinin APT-2’ye kiyasla daha diisilk Kq degerine sahip olmasi, primer
dizilerinin aptamerin ii¢ boyutlu konformasyonunu stabilize ederek hedef molekiil ile
etkilesimi kismen giiclendirdigini diisiindiirmektedir. Literatiirde, SELEX siirecinde
kullanilan primer dizilerinin bazi aptamerlerde baglanma bdlgesinin yapisal biitiinliigiinii
destekleyerek afinitenin artmasina katki saglayabildigi rapor edilmistir (Song ve dig.,
2012).

Buna karsin, primersiz APT-2 aptamerinin primerli forma olduk¢a yakin bir Kq4
degeri gostermesi, DDT baglanmasindan sorumlu fonksiyonel ¢ekirdek bolgenin primer
dizilerinden bagimsiz olarak da etkinligini korudugunu ortaya koymaktadir. Bu durum,
primer dizilerinin baz1 sistemlerde sterik engel olusturabildigi veya hedef baglanma
bolgesine dolayli etki ederek baglanma afinitesini sinirlayabildigine dair literatiir
bulgulari ile uyumludur (Ellington ve Szostak, 1990; Tuerk ve Gold, 1990). Dolayisiyla
elde edilen sonuglar, DDT—aptamer etkilesiminin esas olarak aptamerin 6zgiil tanima
dizisi tarafindan belirlendigini, primer dizilerinin ise baglanma afinitesi lizerinde sinirlt

fakat olgiilebilir bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
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APT-1 ve APT-2 i¢in aptamer i¢in yapilan ¢aligmalardan elde edilen analitik

performanslarin karsilastirmasi Cizelge 4,8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.8. APT-1 ve APT-2 aptamerlerinin analitik performans karsilastirmalari

Analitik Parametreler APT-1 APT-2
Olgiilebilir konsantrasyon 5-80 5-80
arahgi
(ng DDT/Kg siit)
Kalibrasyon esitligi Al,:=0,40814-log (Cppr) Al,=0,60014-log (Cppr)
—0,17545 -0,41293
Egim + standart sapma 0,40814 + 0,04501 0,60014 + 0,0251
y-eksenini kesim noktasi -0,17545 -0,41293
LOD (pg DDT/Kg siit) 6,82 6,28
LOQ (ng DDT/Kkg siit) 22,506 20,724
R? degeri 0,93198 0,99481
Ka degeri (ng DDT/kg siit) 0,00256 0,00286

Cizelge 4.8’de sunulan analitik veriler dogrultusunda, APT-1 ve APT-2 ile
tiretilmis biyosensorlerin performans karakteristikleri karsilastirildiginda, her iki sistemin
de 5-80 pg DDT/kg siit konsantrasyon araliginda yanit verdigi goriilmektedir. Analitik
duyarlilik agisindan APT-2 sensorii, 0,60014°1liik egim degeri ile APT-1’in (0,40814)
ontine gecerek hedef analite kars1 daha yliksek bir hassasiyet sergilemistir. Bu hassasiyet
artigina paralel olarak APT-2 sistemi, 6,28 pg DDT/kg siit degeri ile APT-1’¢e (6,82 pg
DDT/kg siit) kiyasla daha diisiik bir gozlenebilme sinir1 (LOD) sunarak eser miktardaki
analizlerde daha avantajli bir konumda yer almaktadir.

Dogrusallik ve giivenilirlik parametreleri incelendiginde, APT-2 sensdriiniin
0,995 degerindeki R? katsayisi, APT-1in 0,932 olan degerine gore ok daha yiiksek bir
regresyon basarisina ve 6l¢iim kararliligina isaret etmektedir. Ayrica, APT-1 i¢in 0,00256
ve APT-2 i¢in 0,00286 olarak belirlenen Kq degerlerinin birbirine oldukca yakin olmasi,
yilizey modifikasyonlarindaki farkliliklara ragmen biyoreseptorlerin hedef molekiile olan
ilgisinin benzer seviyede korundugunu ortaya koymaktadir. Genel bir degerlendirme
yapildiginda, APT-2 modifikasyonunun hem daha yiiksek korelasyon katsayisi hem de
daha diisiik LOD degeri sayesinde siit 6rneklerinde DDT tayini i¢in APT-1 sistemine gore

cok daha tistiin ve giivenilir analitik parametreler sundugu sonucuna varilmaktadir.
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4.3. In Silico Calismalar

Literatiirde DDT i¢in aptamer {iretimi yapan Zhang ve dig. tarafindan SELEX

yontemiyle primerleri ile 17 farkli aptamer tasarlanmistir (Cizelge 4.9). Bu ¢alismada bu

aptamerler arasindan yapilan tasariminda, deneysel SELEX siireci sonrasinda in silico

yontemler kullanilmustir. ik olarak aptamer dizilerinin ikincil ve ii¢ boyutlu yapilart

Mfold/RNAComposer ile modellenmis. Boylece yiiksek afiniteli adaylarin 6n elemesi

saglanarak hem zaman hem maliyet avantaji elde edilmeye ¢alisiimistir.

Cizelge 4.9. SELEX ile 13 tur sonrasinda kiitiiphane klonlarindan elde edilen aptamer dizileri (primerleri

ile birlikte)
Aptamer Aptamer dizisi (5’-3' yoniinde)
ismi

DDT_02 TCCAGCACTCCACGCATAACAGTTCGAGGCAACAAGGCTGATCAGTCTGATGTTTGA
AATGTTATGCGTGCGACGGTGAA

DDT_03 TCCAGCACTCCACGCATAACCGTCCACTGCTCGAATACAGCTTCGTCTCTTGCCAAGT
GTGTTATGCGTGCGACGGTGAA

DDT_06 TCCAGCACTCCACGCATAACCGCGCCACTCCAGAGAGTACATTCCAGTTCGGCCACA
TITGGTTATGCGTGCGACGGTGAA

DDT_08 TCCAGCACTCCACGCATAACCCACCACCGACAATAACCTTCGCGGAACAAACTGGG
GTCTCGTTATGCGTGCGACGGTGAA

DDT_10 TCCAGCACTCCACGCATAACCCAGGCGCACACTCGTTCCACTCTCAGTTAAGCAAAC
CGTGTTATGCGTGCGACGGTGAA

DDT_13 TCCAGCACTCCACGCATAACGAATTGTGCTCAATGCGCCCCTGCAGTGAATGTGG
AATTTGTTATGCGTGCGACGGTGAA

DDT_14 TCCAGCACTCCACGCATAACCACCCCACGTAGTGCCATAAAGAATTGGTCATCGTTT
CCCCGTTATGCGTGCGACGGTGAA

DDT_16 TCCAGCACTCCACGCATAACCACGCCGTCCGTCATACACGCTCCGTCAACACGTCCT
TCTGGTTATGCGTGCGACGGTGAA

DDT_18 TCCAGCACTCCACGCATAACCGCCGTACTTACTACTCTGCCACCAAATACATGCACT
ACCCGTTATGCGTGCGACGGTGAA

DDT_19 TCCAGCACTCCACGCATAACCGACCAACTGTCTCGTGGTTGGTTCCGACTACTCAGCT
CGGTTATGCGTGCGACGGTGAA

DDT_23 TCCAGCACTCCACGCATAACCTGGCAACAACATTCGCTACGACCTGAAGCTCCTGAC
CTTTGTTATGCGTGCGACGGTGAA

DDT_24 TCCAGCACTCCACGCATAACCGCCCAGATAGCCTGAACGATCGACAGTGAATCACC
CTCAGTTATGCGTGCGACGGTGAA

DDT_26 TCCAGCACTCCACGCATAACCCGCAAGGTGGGTCGGACCTTTCCCCGCTTATACAGA
CGTCGTTATGCGTGCGACGGTGAA

DDT_27 TCCAGCACTCCACGCATAACGAAGACATGCCCGCCAATGGATGTTGTTGGACCTGTT
TGAGTTATGCGTGCGACGGTGAA

DDT_28 TCCAGCACTCCACGCATAACCGATCGCACCACTCGTGTCAATTGGATTCCACTAGGC
CCCGGTTATGCGTGCGACGGTGAA

DDT_34 TCCAGCACTCCACGCATAACCCAGGACCGACCCCGCAGACTACAAAGTGTCACTAA
GCAATGTTATGCGTGCGACGGTGAA

DDT_35 TCCAGCACTCCACGCATAACCCCACAATCCAAGCCGGTCCATCAATGCGGTTATCCA

TCCTGTTATGCGTGCGACGGTGAA
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Bu aptamerlerden, DDT’ye kars1 baglanma kapasitesi en yiiksek olan ve DDT 13
olarak adlandirilan formdur (Zhang, 2020). Calismanin ilk kisminda kullanilan ve APT-
1 olarak isimlendirilen aptamer, DDT 13’lin primerleri dahil 80 baz uzunlugundaki
dizilimidir. APT-1 ile yapilan denemeler sonrasinda in silico olarak Zhang ve dig. yaptigi
calismada elde edilen ve Cizelge 4.4’te verilen diger aptamerler, PCA metodu ile analiz
edilerek DDT 13 ile yapisal ve islevsel benzerlikleri karsilastirilmistir.

Verilerin ¢ok degiskenli yapisim1 degerlendirmek, ¢alismada aptamerlerin sahip
oldugu cok degiskenli verilerin boyut indirgemesi ve ornekler arasi iligkilerin daha
anlasilir hale getirilmesi amactyla PCA uygulanmigtir. PCA, degiskenler arasindaki
korelasyonlar1 azaltarak, verilerdeki varyansi maksimum agiklayan yeni bilesenler
olusturmak {izere kullanilmistir. Ozdegerler, aciklanan varyans yiizdeleri ve bilesen
yiikleri degerlendirilmistir. PCA analizinde 6zdeger her bir ana bilesenin veri varyansini
ne kadar acikladigini gosterir. PCA analizinde her bir ana bilesen, verideki varyansin
belirli bir oranini agiklar ve bu oran 6zdeger ile temsil edilir. Ozdeger, o bilesenin tasidig
bilgi miktarmin (varyansin) gostergesidir. Ozdegeri 1’in {izerinde olan bilesenler
genellikle anlamli kabul edilir (Kaiser kriteri). Bu kritere gore 6zdegeri 1’den kiiciik olan
bilesenler, tek bir degisken kadar bile bilgi tasimryor demektir. Ozdegeri 1’den biiyiik
olan bilesenler, toplam varyansa anlamli katki yapacagi i¢in analize alinir. Bundan dolay1
bilesen se¢iminde Kaiser kriteri esas alinmis ve yalnizca 6zdegeri 1'in iizerinde olan

bilesenler analizde degerlendirilmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Temel bilesen sayisina kars1 6zdeger grafigi (Scree plot)
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Karsilagtirma sirasinda aptamerlerin igerdikleri timin (T), adenin (A), guanin (G)
ve sitozin (C) sayilar1 ve yiizde olarak oranlari, aptamerin Gibbs serbest enerjisi (AG),
aptamerlerin entalpileri (H), heliks ve sag¢ tokasi yapilarinin entalpileri (heAG) ve (hAG);
gibi termodinamik 6zellikleri karsilagtirilarak temel bilesenleri olacak sekilde toplam 12
Ozelligi analiz edilmistir.

Elde edilen scree plot incelendiginde, ilk {i¢ bilesenin 6zdegerlerinin 1’in iizerinde
oldugu ve sirastyla PC1 (%36,16), PC2 (%17,92) ve PC3 (%13,55) olmak {izere toplam

varyansin %67,63 lnill agikladig1 goriilmektedir. Bu oran, analiz i¢in yeterli diizeyde
kabul edilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. PCA skor grafigi: PC 1 (%36,16), PC 2 (%17,92) ve PC3 (%13,55) bilesenlerine gore her
bilesenin agikladigi varyans yiizdeleri
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PCA skor grafiginde (Sekil 4.18), 6rneklerin PC1, PC2 ve PC3 bilesenlerine gore
tic boyutlu diizlemde dagildig1 goriilmektedir. Bu dagilim, ornekler arasinda yapisal
benzerlik ya da farkliliklar1 degerlendirmek acgisindan 6nemli ipuglar1 vermektedir.
Ozellikle DDT 13 ve DDT 27 o6rneklerinin PCA uzayinda birbirine oldukca yakin
konumlandig1 gozlemlenmis ve bu durum, bu iki Grnegin istatistiksel olarak benzer

ozellikler tasidigini diistindiirmiistiir.
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Sekil 4.19. PCA yiikleme grafigi: PC 1 (%36,16), PC 2 (%17,92) ve PC3 (%13,55) bilesenlerine gore her
bilesenin ag¢ikladig1 varyans yiizdeleri

PCA yiikleme grafigi (Sekil 4.19) ise degiskenlerin PCA bilesenlerine olan
katkilarii gostermektedir. Burada, vektorlerin uzunlugu ve yoni, ilgili degiskenin

analizdeki etkisini temsil eder (Jolliffe ve Cadima, 2012). Bu degiskenlerin PCA skor
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grafigindeki 6rnek konumlanmalarini etkiledigi ve gruplamaya katki sagladigi sonucuna
varilmgtir.

PCA analizi sonucunda, ilk ii¢ bilesenin toplam varyansin %67,63’{linli agikladig1
belirlenmistir. Scree plot degerlendirmesi, “dirsek” noktasinin 3. bilesende olustugunu
gostermistir. PC1 bileseni 6zellikle dG ve HedG gibi yapisal parametreler ile yiiksek
korelasyon gostermektedir. PC2, C% ve HT% gibi niikleotid icerigi degiskenlerini
yansitirken, PC3 daha ¢ok A%, HC% ve HG% gibi baz iceriklerine dayali varyasyonu
temsil etmektedir. Eger tim PCA analizinde en onemli degiskeni tek bir taneye
indireceksek, “dG degiskeni” bu veri setinde en etkili olandir ¢linkii en fazla varyans
aciklayan ilk bilesende en yiiksek katkiya sahiptir.

PCA skor grafiginde, DDT 13 numarali 6rnek ile DDT 27 numarali 6rnegin PCA
uzayinda birbirine oldukca yakin konumlandig1 goériilmektedir. Bu durum, bu iki 6rnek
arasinda yapisal ve istatistiksel benzerlik oldugunu gostermektedir. Benzer Ornek
profilleri, analiz edilen biyokimyasal ya da genetik parametrelerin yakin degerlerde
oldugunu diisiindiirmektedir.

Bu sonuglardan yola ¢ikarak ssDNA aptamerlerinin yaninda, PCA analizi ile in-
silico olarak segilen ve APT-3 olarak isimlendirilen

5'-GAATTGTGCTCAATGCGCCCCTGCAGTGAATGTGGAATTT-3’
dizliminin tiyollenmis formu c¢alismada kullanilmistir. APT-2 ile yapilan denemelerdeki

ayni kosullarda APT-3 aptameri ile de yapilmistir.

4.3.1. APT-3 aptameri ile hazirlanan elektrotlarin stabilizasyonu

APT-3 aptameri ile modifiye edilen elektrotlarin stabilizasyonu amaciyla, APT-1
ve APT-2’de oldugu gibi elektrokimyasal temizlik ve ylizey dengeleme siirecinde
kaydedilen doniisiimlii voltammogramlar degerlendirilmistir. Ardisik taramalar boyunca
altina ait karakteristik oksidasyon ve indirgenme piklerinin konumlar1 ve akim degerleri
izlenmis, bdylece elektrot yiizeyinin elektrokimyasal olarak kararli bir duruma ulasip

ulagsmadig1 kontrol edilmistir.

4.3.2. APT-3 aptameri ile hazirlanan elektrot performanslarimin karsilastirilmasi

APT-3 ile hazirlanan elektrotlarin performanslari;; APT-1 ve APT-2’de oldugu

gibi CV ve EIS grafikleri, hem R degerlerindeki degisimler hem de I, degerlerindeki

diisiisler goz ontline alinarak degerlendirilmis ve yorumlanmistir.
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4.3.2.1. APT-3 aptameri ile hazirlanan elektrotlarin elektrokimyasal

performanslarinin degerlendirilmesi

APT-3 ile yapilan ¢aligsmalarin yine 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 80 ng DDT/kg siit

olacak sekilde siit igerisinde DDT g¢ozeltileri ile Olgiimler yapilmistir. Aptamer

immobilizasyonu gerceklestirilmis elektrotlarda,

anodik ve katodik pik

akim

degerlerinin, modifiye edilmemis Au elektrotlara kiyasla azaldigi, aptamer kaplanmis

elektrot denemelerinde de gézlenmistir. Sensor iiretimi ¢aligsmalar1 sirasinda elde edilen

doniisiimlii voltammogramlari toplu bir sekilde Sekil 4.34.’te verilmistir.
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Sekil.4.20. Elektrotlarin APT-3 aptameri ile kaplanmas1 ve drneklerde 6lgiimlerin alinmasi sirasinda elde

edilen doniisiimlii voltammogramlari; a: S(1-1-0,5), b:S(1-1-1), c: S(1-1-2), d: S(1-2-0,5),
e: S(1-2-1), f: S(1-2-2), g: S(2-1-0,5), h: S(2-1-1), i: S(2-1-2), j: S(2-2-0,5).k: S(2-2-1), I: S(2-2-2)

Sekil 4.20°de sunulan APT-3 aptameri ile hazirlanan sensorlerin dontigiimlii

voltammogramlar1 incelendiginde, tiim deney kosullarinda aptamer immobilizasyonu ve

bloklama islemleri sonrasinda anodik ve katodik tepe akimlar1 arasindaki farkin arttig

gozlemlenmistir. Bununla birlikte, yarim yagh siit igerisinde hazirlanan DDT

cozeltilerine ait veriler degerlendirildiginde, konsantrasyon artisiyla orantili bir tepe

akimi degisimi beklenmesine ragmen, Ol¢limlerde ya tepe akimlarmin birbirleriyle
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cakistigi ya da konsantrasyonla uyumlu olmayan diizensiz bir degisim sergiledigi
belirlenmistir (Sekil 4.21). Ayrica DDT konsantrasyonundaki artisa ragmen reaksiyon

sirasinda elde edilen Ip. degerlerinin diizensiz bir sekilde sonug verdigi tespit edilmistir.

= Al,(APT-3)(uA)
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Sekil 4.21. APT-3 ile S(2-2-1) kosulunda hazirlanan elektrot 6l¢giimlerinden alinan, DDT
konsantrasyonunun logaritmik degerlerine kars1 Ipa degisim degerleri

APT-3  aptameri  kullamilarak elde edilen Alpa degerleri, DDT
konsantrasyonundaki artigla beklenen sekilde diizenli bir degisim gdstermemektedir. 5—
20 nug DDT/kg siit gibi diisiik konsantrasyon aralifinda sinyalde artis gozlenmesine
ragmen, orta ve Yyiiksek konsantrasyonlarda sensor cevabinin kararsizlastigi, hata
cubuklarinin belirgin bi¢gimde biiyiidiigi ve sinyalin dogrusal egilimden saptig

goriilmektedir.

4.3.2.2. APT-3 ile hazirlanan elektrot cahismalarindan alinan EIS grafiklerinin

yorumlanmasi

Diger aptamerlerde en uygun sensor hazirlik kosulu olarak belirlenen S(2-2-1)
kosulunda iiretilen sensorlerden elde edilen ortalama EIS spektrumu (Sekil 4.22)
incelendiginde, DDT konsantrasyonundaki artisga bagli olarak sistemin toplam

empedansinda belirgin bir yiikselme beklenmesine karsin bu yonde bir artis egilimi
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gbzlemlenmemistir. Bu bulgu, tiim elektrot hazirlik kosullari i¢in gegerli olup, doniistimlii
voltammogramlarinda kaydedilen Alp. degerleri arasinda da beklenen gidisatta bir

degisimin ortaya ¢ikmamasiyla da tutarlilik gostermektedir.
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4 40 ug DDT/kg Siit
—v— 30 ng DDT/kg St
+ 20 ug DDT/kg Siit
<15 1g DDT/kg Sut
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+— Blank
s " T v T v
0,0 2,0x10* 4,0x10* 6,0x10" 8,0x10*

Z' (Ohm)

Z" (Ohm)

Sekil 4.22. APT-3 aptameri ile kaplanan elektrotlar ile S(2-2-1) kosulundaki deneyeler sirasinda alinan
ortalama empedans spektrumu

4.4. Girisim Etkisinin incelenmesi

Empedimetrik aptasensor platformu hem APT-1 hem de APT-2 aptameri i¢in
aday olarak belirlenen secicilik ve girisim etkisine karsi performansini degerlendirmek
amaciyla, 3 farkli AuE ile girisim analizi gerceklestirilmis ve ortalama degerler standart
sapmalar1 ile verilmistir. Bu dogrultuda, organoklorlu ve organik pestisit siniflarindan
atrazin, aldrin, dieldrin ve B-endosiilfan bilesiklerini esit konsantrasyonlarda igeren bir
siit matriksi hazirlanmistir. Bu pestisitler, DDT ile ayn1 gida ortamlarinda bulunabilmeleri
ve benzer fizikokimyasal 6zelliklere sahip olmalari nedeniyle 6zellikle se¢ilmistir.

Sensor yiizeyinin bloklanmasi sonrasinda hazirlanan pestisit karisimi AuE’ler
tizerinde inkiibe edilmis ve aptamer dizisinin hedef dis1 molekiillere kars1 baglanma
egilimi degerlendirilmistir. bunun i¢in alinan dongiisel voltammogramlar1 Sekil 4.23te,

EIS grafikleri Sekil 4.24’te, sunulmustur.
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Sekil 4.23. Optimum kosullarda APT-1 ve APT-2 ile hazirlanan aptasensdrlerin girisim etkisinin
incelenmesi i¢in alinan dongiisel voltammogramlar

Inkiibasyon

sonrasinda elde

edilen

dongiisel

voltammogram  verileri

incelendiginde, APT-1 ile hazirlanan aptasensor i¢in OCP ¢ozeltisinden elde edilen Ipa

degeri ile bloklama sonras1 dl¢iilen I,. degeri arasindaki fark artis yoniinde 0,04 + 0,13

pA olarak hesaplanmistir. APT-2 i¢in ise bu fark yine artig yoniinde 0,02 + 0,19 pA olarak

belirlenmistir. Her iki aptamer i¢in gozlenen I,» degerlerindeki degisimlerin, standart

sapma araliklar1 igerisinde yer almasi nedeniyle istatistiksel olarak anlamli olmadigi

sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.24. Optimum kosullarda APT-1 ve APT-2 ile hazirlanan aptasensdrlerin girisim etkisinin
incelenmesi i¢in alinan EIS grafikleri

Inkiibasyon sonrasinda elde edilen EIS verilerinin analizi sonucunda, APT-1 ile

hazirlanan aptasensor i¢in OCP ¢ozeltisinden elde edilen R¢¢ degeri ile bloklama sonrasi

Olctilen R degeri arasindaki fark 0,6 = 1,5 kQ olarak belirlenmistir. APT-2 i¢in ise bu

fark 1,5 = 2 kQ olarak hesaplanmistir. Her iki aptamer i¢in gozlenen R artiglarinin,

standart sapma araliklar1 icerisinde yer almasi nedeniyle istatistiksel olarak anlamli

olmadig1 sonucuna varilmistir.
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Bu bulgu, hem APT-1 hem de APT-2 aptamerinin séz konusu pestisitlerle
Olciilebilir diizeyde etkilesime girmedigini ve sensdr yiizeyinde non-spesifik

baglanmanin diisiik oldugunu gostermektedir.

4.5. Ticari Siit ve Siit Uriinii Orneklerinde DDT Varhg Tespiti

Piyasada ticari olarak satisa sunulan farkli markalara ait 10 yarim yaglhh UHT siit
ornegi, 5 yarim yagli yogurt 6rnegi ve 5 kefir 6rnegi analiz edilmistir. Siit 6rnekleri
herhangi bir 6n isleme tabi tutulmadan, kefir 6rnekleri ise elektrot ylizeyinde asiri
birikimi 6nlemek amaciyla 1:1 (v/v) oraninda saf su ile seyreltilerek incelenmistir. Yogurt
orneklerinde ise analizin yogurt suyunda gerceklestirilmesi uygun bulunmustur. Tim
Olcimler, APT-2 aptameri ile fonksiyonellestirilen elektrotlar kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Analizler sonucunda, yalnizca bir ticari siit 0rneginin R¢: degerinin bloklamadan
farki 48,8 kQ olan ve Alpa degeri 0,33 pA cikan Ol¢limler alinmistir. APT-2 igin
log(CDDT) degerine karst Alpa verilerinden elde edilen ve denklem 4.5’te gdsterilen
kalibrasyon denkliginde yerine konuldugunda kilogram basina 22,6 pug DDT tespit

edilmis olup, bu deger mevcut yasal limitin altinda olarak degerlendirilmistir.

AL, = 0,60014 - log(Cppr) — 0,41293 (4.5)

Yogurt oOrneklerinde herhangi bir DDT varligina rastlanmamustir. Kefir
orneklerinde de sensor tarafindan herhangi bir sinyal degisikligi, dolayisiyla DDT tespit

edilmemistir.

4.6. APT-2 ile Hazirlanan Elektrotlarin Raf Omiirleri Test Sonuclar:

Aptasensor raf omrii testleri i¢in 3 farkli AuE, APT-2 ile S(2-2-1) kosuluyla
hazirlanmis ve ilk giin (0. giin), 7. giin ve 14. Giin; 40 ng DDT/kg siit iceren 6rnegin CV
ve EIS Ol¢timleri alinmistir. AR degerleri ve Alya degerlerindeki degisimler ve deger

kayiplar1 belirlenmis ve Cizelge 4.10.’da verilmistir.
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Cizelge 4.10. APT-2 ile iiretilen aptasensorlerin, 0, 7 ve 14 giin raf dmrii testlerinin sonuna elde edilen
ARt ve Alp, degerleri, standart sapmalar1 ve bu degerlerdeki degisimin yiizde olarak oram

APT-2
Giin ARt (k) Rct’ye gore Alpa (nA) Ipa’ya gore
performans performans
kayb1(%) kaybi (%)
0 84,6 +4,4 - 0,48 £ 0,07 -
7 48,7+3,8 42 0,37+ 0,05 23
14 36,9 £3,6 56 0,30 £ 0,06 37

Elektrotlarin iiretim giinii 3 farkli aptasensérden elde edilen ortalama Re
degerlerinin ortalamasi alinarak standart sapmalar1 belirlenmistir. Aptasensor temel
alindiginda Rt degerlerindeki diislis yiizdesi, 7 giinlilk depolama siiresinde %42; 15
giinlik depolama siiresinde ise %56 oraninda bir azalma goézlemlenmistir. Bu veriler,
iiretilen sensorlerin yalnizca kisa siireli depolama kosullarina dayanikli oldugunu
gostermektedir. Ipa degerlerindeki diisiis yiizdesine gore elektrot performansindaki
azalmalar hesaplatildiginda ise 7 giin sonunda %23, 14 giin sonunda ise %37’lik bir
azalma belirlenmistir.

Aptamer temelli sensorlerin uzun dénem stabilitesinin iyilestirilmesine yonelik
olarak, ¢apraz baglayici kimyasallar ile modifikasyon yapilmasi veya farkli destek
tabanlariin kullanimi gibi geligsmis yaklagimlar, performans kayiplarini minimize ederek
sensorlerin daha uzun stire giivenli ve etkin bigimde kullanilmasini saglayabilir (Duan ve
ark., 2024).

AptasensOr cevabmin giinler igerisinde azalmasi cogunlukla biyoreseptor
stabilitesi ile yiizey kimyasma bagl siire¢lerden kaynaklanan bir durumdur. Ozellikle
aptamerlerin niikleik asit yapida olmasi, zamanla konformasyonel bozulmalarave
baglanma afinitesinin azalmasina yol acabilmektedir. Bu etki, 6l¢iim kosullarindaki pH,
iyonik gii¢ ve sicaklik degisimlerine kars1 aptamerlerin duyarli olmasiyla daha da belirgin
hale gelmektedir (Song et al., 2008; McKeague ve DeRosa, 2012). Bunun yan sira, altin
elektrot yiizeylerine tiyol grubu araciligiyla immobilize edilen aptamerlerin, uzun siireli
kullanimda Au-S baglarinin zayiflamasi veya yiizeyde meydana gelen oksidatif siiregler
nedeniyle kismen desorbe olabildigi rapor edilmistir; bu durum aktif baglanma
bolgelerinin azalmasina neden olarak sensor sinyalinde diisiise yol agmaktadir (Herne ve
Tarlov, 1997; Sassolas ve dig., 2008).

Ayrica, 6zellikle karmasik 6rnek matrislerinde gerceklestirilen tekrarli 6l¢timler

sirasinda elektrot yiizeyinde gerceklesen spesifik olmayan adsorpsiyon ve yiizey
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kirlenmesi, elektron transferini kisitlayarak elektrokimyasal sinyalin kademeli olarak
azalmasina neden olabilmektedir (Bard ve Faulkner, 2001; Putzbach ve Ronkainen,
2013). Hidrofobik ve kalic1 bir pestisit olan DD T nin yiizeyde birikme egilimi gdstermesi
ve yetersiz rejenerasyon kosullari altinda aptamerden tam olarak uzaklastirilamamasi da,
sensoOriin aktif baglanma kapasitesini zamanla diigiren Onemli bir faktor olarak
degerlendirilmektedir. Tiim bu etkilerin birlesimi sonucunda, giinler aras1 dlgiimlerde
sensOr cevabinda azalma gozlenmesi beklenen ve literatiirle uyumlu bir davranis olup,
aptasensorlerin uzun donem stabilite ¢alismalarinin 6nemini ortaya koymaktadir. (Radi,

2011).

4.7 Elektrotlarin Tekrarlanabilirlik Testleri

APT-1 ve APT-2 ile hazirlanan aptasensorler ile 3 AuE elektrot kullanilarak, ard
arda 15 kez 40 pg DDT/kg siit 6rneginde DDT o6l¢iimii yapilmis ve elektrokimyasal
performanslar1 agisindan degerlendirilmistir (Cizelge 4.11). Re¢ degerinde bloklama

degerine kars1 elde edilen fark ve I, degisimi dikkate alinarak yorumlanmistir.

Cizelge 4.11. APT-1 ve APT-2 ile iiretilen aptasensorlerin tekrarlanabilirlik testlerinin sonuna elde edilen
Rct ve Ipa degisim degerleri ve standart sapmalari

APT-1 APT-2

Olciim sayist AR (kQ) Alpa (A) AR (kQ) Alpa (LA)
1 121,1 +3,3 0,52 + 0,02 82,1+2,4 0,48 + 0,0
2 120,4 + 3,6 0,53 £ 0,03 81,9+3,5 0,47 + 0,0
3 121,3+3,9 0,51 + 0,04 80,8 +2.9 0,48 + 0,0
4 122,6 4,2 0,53 + 0,02 81,2+ 3,6 0,46 + 0,0
5 1234 + 4,1 0,52 £ 0,03 81,6 +2,1 0,47 + 0,0
6 121,5+3,4 0,52 + 0,03 82,1 1,9 0,49 + 0,0
7 1242 +2.9 0,51 £0,01 81,3+3,1 0,45 + 0,0
8 123,0 £ 4,3 0,54 + 0,01 82,4+ 3,0 0,47 + 0,0
9 122,9 + 4,6 0,53 £ 0,02 82,5+2.8 0,49 + 0,0
10 121,7+ 5,1 0,52 + 0,04 83,2+2.7 0,48 + 0,0
11 121,6 + 3,8 0,54 £ 0,03 82,6 +32 0,47 + 0,0
12 1233 +4,7 0,54 + 0,04 83,4+3,0 0,49 + 0,0
13 124,6 + 5,0 0,53 + 0,03 83,7+32 0,48 + 0,02
14 1224 +3.,6 0,50 £ 0,04 82,8 +3.4 0,45 + 0,04
15 123,0 + 4,1 0,52 £ 0,05 81,9+2.38 0,47 £ 0,03

Elde edilen veriler dogrultusunda, sensor yanitlariin dl¢timler boyunca biiyiik

Olciide korundugunu ve sinyalde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmedigini
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gostermistir. Bu durum, gelistirilen elektrotlarin kisa siireli kullanimda stabil bir
performans sergiledigini ve tekrarlanabilir Ol¢limler i¢in uygun oldugunu ortaya

koymaktadir.

4.8. Elektrotlarin Yiizey Karakterizasyonu

Calisma kapsaminda, buhar biriktirme yontemiyle Au kaplanmis ITO ylizeyleri
hazirlanmis ve Au olarak isimlendirilmistir. Bunlara ek olarak ti¢ farkli modifikasyon
asamasini temsil eden yiizeyler elde edilmistir: aptamer ile inkiibe edilmis altin yiizey
(APT), aptamer baglanmasi sonrasinda yagsiz siit ile bloklanmis ylizey (Bloklama) ve
bloklama sonras1 80 pug DDT/kg siit 6rnegi ile inkiibasyona tutulmus yiizey (DDT) olmak
tizere toplam dort farkl yiizey kosuluna ait ornekler hazirlanmistir (Sekil 4.25). Bu
orneklerin yiizey karakterizasyonu i¢in AFM ve temas agisi Ol¢iimii yontemleri

kullanilmastir.

Sekil 4.25. Yiizey karakterizasyonu amaciyla hazirlanan altin yilizeylerin inkiibasyon basamaklarina ait
goriintiiler: (a) Au, (b) APT, (c) Bloklama, (d) DDT
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4.8.1. AFM ol¢iim sonuglari

Hazirlanan modifiye edilmis ve edilmemis temsili Au yiizeyler AFM goriintiileri alinmis

ve Sekil 4.26 ‘da sunulmustur.

Bloklama

Sekil 4.26. Temsili yiizeylerin AFM goriintiileri;

Yiizey topografisindeki farkliliklar, yiizey kaplamanin etkin sekilde yapildigini ve
ylizeyde piiriizliiliik fark: yarattigini gdstermektedir.

AFM goriintiilerinin RMS piirtizliiliik degerleri de Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12. AFM o6l¢iimleri sonucunda 6rnek yiizeylerine ait RMS piiriizliiliik degerleri

Ornek RMS piiriizliiliik
degeri (nm)
Au 0,07
APT 73,69
Bloklama 474,86
DDT 18,58

Piiriizliliigi pm diizeylerinde olan (674,701 pm) Au yilizey, aptamer ile
kaplandiktan sonra beklenen sekilde daha piiriizlii hale gelmis ve RMS degeri 73,69
nm’ye c¢ikmistir. Altin ylizeyindeki acgik baglanma bolgelerine tutunan aptamer

molekiillerinin  olusturdugu yapisal degisiklikler, RMS degerindeki artigla
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dogrulanmaktadir. Bunu izleyen bloklama asamasinda ylizeye adsorplanan kazein
miselleri, RMS degerini 474,86 nm degerine ¢ikmasina ve piiriizliiliigiin belirgin sekilde
ylkselmesine neden olmustur. Bu artisin, kazein misellerinin kiiresel morfolojisi ve
ylizeyde diizensiz bir tabaka olusturmalarindan kaynaklandigi diistiniilmektedir (Bakos
ve dig., 2021).

DDT ile inkiibasyon sonrasinda ise RMS degerinde 18,58 nm’ye kadar diisiis
gozlenmistir. Bu diisiisiin hem DDT molekiillerinin ylizeye baglanmasi hem de siit
matrisinden gelen kazeinin de ylizeyde yeniden diizenlenmeye neden olmasindan

kaynaklandig1 seklinde degerlendirilmektedir

4.8.2. Temas acis1 ol¢iim sonuclari

Hazirlanan modifiye edilmis ve edilmemis temsili Au ylizeylerin temas agisi

Olctimleri gergeklestirilmis ve elde edilen goriintiiler Sekil 4.27°te sunulmustur.

a) . ] b) '

Sekil 4.27. Yiizey karakterizasyonu amactyla hazirlanan altin yiizeylerin temas agis1 dl¢iimlerine ait
goriintiiler: (a) Au, (b) Aptamer (APT), (c) Bloklama, (d) DDT inkiibasyonu.

Altin  ylizeyinin temas agist 79,65° olarak Olgiilmiis olup, aptamer
immobilizasyonu sonrasinda bu deger belirgin bir diisiis gostererek 16,52°’ye
gerilemistir. Yiizeyin daha hidrofilik hale gelmesi, aptamerlerin hidrofilik karakteri ile

uyumludur. Bloklama asamasinda siit kaynakli bilesenlerin yilizeye baglanmasi ile temas
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acist artmis ve 30,03° degerine ulagmistir. Bu artigin, siit proteinlerinin, 6zellikle kazein
misellerinin, altin yilizeye baglanma sirasinda gegirdikleri olas1 konformasyonel
degisimlere bagl olarak hidrofobik bolgelerin ylizeyde daha fazla agiga ¢ikmasindan
kaynaklandig1 seklinde degerlendirilmektedir.

Son asamada, hidrofobik yapida olan DDT ile etkilesim sonrasi temas agist
31,05°’ye yiikselmistir. Ancak bu artis oldukea sinirlidir ve bunun, ¢alismada kullanilan
DDT konsantrasyonunun pg/kg seviyesinde olmasina bagli oldugu diisiiniilmektedir.

Genel olarak, yiizey modifikasyonlari sonrasinda temas acisindaki azalma
ylizeyin daha hidrofilik, artis ise daha hidrofobik bir karakter kazandigin1 gostermektedir.
Olgiimler biitiinciil olarak degerlendirildiginde, yalin altin yiizeyinin diger tiim modifiye
edilmis yiizeylere kiyasla daha hidrofobik 6zellik gdsterdigi; aptamer kaplamasi ile
hidrofilik karakterin belirgin sekilde arttigi; bloklama ve DDT baglanmasi ile ise

hidrofobisitenin kademeli olarak yiikseldigi sonucuna varilmaktadir.

4.9. PCA Analizi ile Kenetleme ve Seg¢iciligin Gosterimi

APT-1, APT-2 ve APT-3 aptamerlerinin kenetleme ve segicilik 6zelliklerini
degerlendirmek amaciyla aptamerler icin PCA matriksi olusturulmus ve EK-1’de
verilmistir. Ayrica bu ii¢ aptamerin Sekil 4.29°da birlikte analiz edildigi PCA sonuglari

elde edilerek asagida aciklanmistir.
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Sekil 4.29. APT-1, APT-2 ve APT-3 aptamerlerinin birlikte degerlendirilmesi sonucu elde edilen
PCA sonucu

Uc aptamerin Sekil 4.29°da gosterilen birlikte degerlendirildigi PCA analizinde,
PC1 ve PC2 bilesenlerinin toplam varyansin biiyiik bir kismini agiklamasi, kenetleme
metriklerinin istatistiksel olarak gii¢lii ve ayirt edici oldugunu gostermektedir. PCA skor
uzaymda APT-1, APT-2 ve APT-3’e ait noktalarin ayr1 alt kiimeler olusturmasi,
baglanma davranislarinin aptamer-spesifik oldugunu ortaya koymaktadir. Her bir
aptamer i¢in DDT’ye ait yerlestirme pozlarinin, ayn1 aptamerin girisimci pestisitlerinden
daha kompakt ve belirgin bir bolgede kiimelenmesi, DDT nin girisimcilere kiyasla farkli
bir baglanma profiline sahip oldugunu gostermektedir. Biplot yilikleme vektorleri
incelendiginde, 6zellikle elektrostatik enerji ve van der Waals/hidrojen bagi katkilarinin
DDT baglanmasinda belirleyici oldugu, Ki degeri ve daha zayif intermolekiiler
etkilesimlerin ise girisimci molekiillerin ayriminda etkili oldugu goriilmektedir. Bu
sonuglar, DDT’nin ii¢ aptamer tarafindan da segici bigimde tanindigim1 ve docking
verilerinin hesaplamali seciciligi destekledigini gostermektedir. Ancak APT-3’iin DDT
ile baglanma pozlar1 kiimlenmisse de girisimei molekiiller ile kiimelenmelerin farkli PC
diizleminde gergeklesmesi nedeniyle girisimci molekiiller ile olan etkilesimin 6zellikle
aldrin (ALD), dieldrin (DLD) ve endosulfan (EDS) i¢in diger iki aptamerden farkl

oldugu diistiniilmiistiir.
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Sekil 4.30. APT-1 ve APT-2 aptamerlerinin birlikte degerlendirilmesi sonucu elde edilen PCA

sonucu

APT-3’in  PCA’den c¢ikarildigi ve yalmizca APT-1 ile APT-2’nin
degerlendirildigi PCA sonucu Sekil 4.30°da verilmistir. Benzer sekilde yiiksek aciklanan
varyans degerleri elde edilmis, bu durum yerlestirme verilerinin iki aptamer i¢in de tutarli
oldugunu gostermistir. PCA skor grafiginde APT-1-DDT ve APT-2-DDT noktalarinin
hem kendi girisimci molekiillerinden hem de birbirlerinden ayristigi gozlenmistir (Sekil
4.31.). Ozellikle APT-1’in DDT ve DLD ile 5 baglanma pozunda da yiiksek kiimelenme
gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.31. APT1-DDT kenetleme ve hidrofobik cep ile etkilesim

Bununla birlikte APT-2-DDT etkilesimi de 5 poz i¢in (1 poz kismen ayr1 olmasina
ragmen) yakin bir kiimelenme gdstermektedir. DDT nin polar fonksiyonel grup eksikligi
nedeniyle baglanma, 6zgiil H-bag1 agindan ¢ok apolar temaslar tarafindan siiriiklenmekte
ve bu da konformasyon cesitliligini azaltarak pozlarin kiimelenmesine yol agmaktadir.
Girigimcilerin  baglanma kiimelenmesi ile daha farkli bir mekanizma ile

gerceklesmektedir. Ornegin, dieldrin’deki H-bagi kabul edici merkezler, aptamer
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tizerinde belirli bir dondr motifini hedefleyerek baglanmay1 yonlendirir; bu yonlendirme
vdW temaslarina ek olarak enerjice avantaj saglayip ayni baglanma modunun tekrar

bulunmasina katkida bulunur.

Sekil 4.32. APT2- DDT kenetlenmesi ve Aptamerin kendi hibritlesmesine benzer 3B yapi icerisinde
C10,11 ve C32-33 bazlari arasinda olusan hidrofobik cep

Bu ayrim, her iki aptamerin DDT’yi baglama mekanizmalarinin farkli olmasina
ragmen, girisimci pestisitlere kiyasla daha giiclii ve 6zgiil bir etkilesim sergiledigini
gostermektedir. APT-1 i¢cin DDT baglanmasinin daha c¢ok baglanma enerjisi ve
intermolekiiler enerji bilesenleriyle iliskili oldugu, APT-2 i¢in ise elektrostatik katkilarin
daha baskin oldugu anlasilmaktadir. Dolayisiyla, APT-3’lin analizden g¢ikarilmasi
durumunda bile PCA sonuglari, DDT’nin APT-1 ve APT-2 tarafindan girisimci
molekiillerden istatistiksel olarak ayirt edilebildigini ve hesaplamali seciciligin
korundugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle diger deneysel sonuglar ile birlikte ele
alindiginda, APT-2’de T8, G9, A31 ve G30 ile desteklenmis 10,11 ve 32-33 numarali C
ile olusan bir mikro cebin aktif oldugu degerlendirilmistir (Sekil 4.32). DDT’nin
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baglanmasinda, klasik hidrojen bagi aglarindan ziyade, sitozin bazlarmin olusturdugu

apolar ve geometrik olarak kisitli bir mikro-cep belirleyici olmaktadir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Tarim alanlarinin ve tarimsal verimliligin ¢ok 6nemli oldugu gliniimiizde, verimi
bir sekilde artirmanin zorunlu oldugu bilinmektedir. Tarimsal verimi artirmak i¢in yaygin
olarak kullanilan pestisitlerin, insan saglig1 agisindan 6nemli riskler engelleyebilmek igin
ya pestisit kullanimi ¢ok siki bir sekilde kontrol edilmelidir ya da gidalarin igerisinde
bulunmasi1 muhtemel pestisit analizine nem verilmelidir. Pestisit iceren ve hayatimizda
cok dnemli bir yer tutan siit ve siit iiriinleri de ne yazik ki pestisit tehdidi altindadir.

Bu ¢alisma, siit i¢erisindeki DDT kalintilarin1 hizli ve hassas bir sekilde tespit
edebilen bir aptasensor gelistirmeyi amaglamigtir. Literatiirde daha dnce SELEX yontemi
ile DDT’ye 0zgii segilen tek zincirli DNA aptamerleri (Zhang ve dig., 2020) kullanilarak
aptamer Uretimine odaklanilmigsken, bu c¢alismada elektrot tasarimi {izerine
yogunlasilmigtir. Hem primerli hem de primersiz aptamerlerin DDT’ye baglanma
kapasiteleri karsilastirilmistir. Ayrica yine ayni ¢alismada elde edilen diger aptamerler
arasindan ve sekil, katlanma, A/C/T/G dagilimu ile enerji diizeyi bakimindan ilk segilen
aptamere en yakin olan aptamer ile kantitatif 6l¢lim sonuglar1 karsilastirilmistir. Secilen
aptamerler, Au elektrot ylizeyine immobilize edilmis ve aptasensor performansi, aptamer
inkiibasyon siireleri, siit ile bloklama siireleri ve DDT igeren siit 6rnekleri ile etkilesim
siireleri optimize edilerek degerlendirilmistir. Aptasensor yanitlart hem CV hem de EIS
yontemleri kullanilarak izlenmistir.

APT-1 aptameri ile 2 saatlik aptamer baglanmasinin ardindan 2 saatlik bloklama
ve 1 saatlik DDT igeren siit ile etkilesim sonrasi hazirlanan aptasensoriin tayin araligi,
Rct degerlerinin konsantrasyona karsi ¢izdirilen grafiklerinden 9,18 — 20 ng DDT/kg siit
olarak tanimlanmistir. Bu sonu¢ da kantitatif Ol¢limiiniin 20 pg DDT/kg siit
konsantrasyondan diisiik olan siitler i¢in kullanilabilecegi, ancak bu durumda izin verilen
siirlar igerisinde dahi olsa daha yliksek konsantrasyonlarda 6l¢limiiniin yapilamadigi
belirlenmistir.

En belirgin sensor yanitinin, 2 saatlik aptamer baglanmasinin ardindan 2 saatlik
bloklama ve 1 saatlik DDT iceren siit ile etkilesim sonras1t APT-2 aptameri ile hazirlanan
sensor ile elde edildigi anlasilmistir. Yiiksek bir R? degeri (0,9974) ile ¢izdirilen
kalibrasyon egrisinden yola ¢ikarak tayin araligi 11,81 — 40 pg DDT/kg siit olarak
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tanimlanmistir. Bu aptasensor ile yasal sinir olan 40 pg DDT/kg siit konsantrasyonunun
altinda kantitatif 6l¢clim alinabilecegi gosterilmistir.

Rct degerlerinde meydana gelen artis ile APT-1 ve APT-2’nin Kd degerleri
belirlenmistir. APT-1 ve APT-2 i¢in bu degerler sirasiyla 0,00256 ve 0,00268 ug DDT/kg
stit olarak hesaplanmigtir.

Ipa degerlerindeki derigsim, log (Cppr) ‘ye kars1 grafige ge¢irildiginde ise %99,9
aralifinda ve daha giivenli bir sonug olan; ¢caligma araliklarinin her ikisi i¢in de 5-80 pg
DDT/kg siit oldugu goriilmiistiir. Aptasensorlerin LOD degerleri de sirastyla 22,506 ve
20,724 olarak hesaplanmustir.

Elde edilen analitik veriler, APT-2 modifikasyonunun APT-1 sistemine kiyasla
daha iyi dogrusal yanit ve daha diisiik LOD saglamasi sayesinde siit matrisi icerisinde
DDT tayini i¢in daha uygun bir sensor yaklasimi oldugunu ortaya koymaktadir.

Hazirlanan iki ayri sensor, ayni temel aptamer dizisine sahip olup, bunlardan biri
primer dizilerini igerirken (APT-1), digeri primerler olmadan kullanilmistir (APT-2).
APT-1 ile daha yiiksek R degerlerine ulasilmis, dolayisiyla DDT ile daha fazla baglanma
gostermigsken APT-2 daha diisiik Rec degerleri gdstermesine ragmen, standart sapmasi
daha diisiik ¢alismalar ile daha genis tayin araligi degerine ulagilmistir. Bu duruma
deginen literatiirde kaynaklar1 incelendiginde primerli ve primersiz aptamer
karsilastirmalar1 karsimiza ¢ikmaktadir. Primer bolgelerin, segilen aptamerlerin afinitesi,
ozgilliigi ve segiciligi tizerinde de belirleyici etkiler gdsterdigini ortaya koyan ¢aligmalar
bulunmaktadir (Yang ve dig., 2018, Kohlberger ve Gadermaier,2021)

Bu calisma kapsaminda APT-1 ve onun primersiz formu olan APT-2 ile elde
edilen sonuclarin karsilastirilmasi, primer bolgelerin uzaklastirilmasiin sensor yanit
tizerindeki etkilerini degerlendirme agisindan 6nemli bir yaklagim sunmus ve primersiz
aptamer kullaniminin analitik performansa olan katkisinin deneysel olarak ortaya
konmasina olanak saglamistir.

Langmuir modeli ile yapilan egri uyumlandirmalari sonucunda, primerli APT-1
aptameri i¢in Kq degeri 0,00256 pg DDT/kg siit, primersiz APT-2 aptameri i¢in ise
0,00286 ng DDT/kg siit olarak hesaplanmistir. Her iki aptamer i¢in elde edilen diisiik Kqg
degerleri, DDT’ye kars1 yiiksek baglanma afinitesine isaret etmekle birlikte, APT-1
aptamerinin APT-2’ye kiyasla daha diisik Kq degeri sergilemesi, primer dizilerinin
aptamerin hedef molekiilii tantyan ti¢ boyutlu yapisinin stabilizasyonuna katki sagladigini
diistindiirmektedir. Buna karsin, primersiz APT-2 aptamerinin benzer biiyiikliikte bir Kq

degeri gostermesi, hedef baglanma bolgesinin primer dizilerinden bagimsiz olarak da
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etkinligini korudugunu ve aptamerin fonksiyonel baglanma bolgesinin DDT ile giiglii bir
etkilesim kurabildigini ortaya koymaktadir. Bu durum, primer dizilerinin baglanma
afinitesini sinirh 6l¢lide iyilestirdigini, ancak baglanmanin esas olarak aptamerin 6zgiil
tanima bolgesi tarafindan belirlendigini gdstermektedir.

APT-1 ve APT-2 alinan sonuglarin devaminda calisilan APT-3 ile sensor
tiretiminden ise kantitatif olgiimler i¢in olumlu sonuglarin alinamadigi belirlenmistir.
APT-3 ile DDT o6l¢iilememesinin farkli nedenleri olabilecegi literatiirde arastirilmis ve
olasi farkli nedenler karsimiza ¢ikmuistir;

- Eger aptamerlerden biri SELEX ile spesifik olarak DDT’ye kars1 se¢ilmisse ve digeri
secilmemisse, diziler ne kadar benzer olursa olsun secilim baskisi sayesinde yalnizca bir
aptamerin dogru baglanma topolojisine sahip olmas1 beklenir. Bu hedefe 6zgiil evrimsel
secilim farki, baglanma performansindaki ayrismayi agiklayabilir (Chatterjee ve dig.,
2020).

- Niikleotit kompozisyonu (A, G, C, T oranlar1) ve genel ikincil yap1 motifleri agisindan
benzerlik gdstermelerine ragmen, aptamerlerin hedef molekiilii baglama performanslari
belirgin farkliliklar gosterebilmektedir. Bunun temel nedeni, aptamer—hedef etkilesiminin
yalnizca baz oranlar1 veya genel ikincil yapi ile degil, {i¢ boyutlu (3B) konformasyon,
ylizey topolojisi ve baglanma ceplerinin geometrik uygunlugu ile belirlenmesidir.
Aptamerlerin ii¢linciil yap1 diizeyinde gosterdigi kiiclik konformasyonel degisiklikler
bile, hidrofobik etkilesim bolgelerini, hidrojen bag1 donér—akseptdr dizilimlerini 6nemli
Olctide degistirebilir. Dolayisiyla iki aptamerin halka ve sarmal bolgeleri benzer olsa dahi,
hedef molekiiliin baglanmasint miimkiin kilan 6zgiil baglanma cebinin konformasyonu
yalnizca uygun dizilime sahip olan aptamerde olusmus olabilir. (Xu ve dig., 2023).

- Benzer yapisal 6zelliklere sahip olsalar bile aptamerlerin hedefe yaklasma, baglanma
ve ayrilma hizlar1 farkli olabilir. Yetersiz baglanma kinetigi, bir aptamerin pratik
kosullarda hedefi yakalayamamasiyla sonuglanabilir.

- Ek olarak, aptamerlerin katlanma stabilitesi, iyonik ortamla etkilesimleri, metal
iyonlarina bagimli katlanma motifleri ve hedef molekiiliin baglanma sirasinda indiikledigi
konformasyonel uyum farkliliklar1 da baglanma kapasitesi iizerinde belirleyici rol
oynayabilir. Bu nedenle, iki aptamerin genel yapisal benzerliklerine ragmen yalnizca
birinin hedef kimyasali baglayabilmesi, ii¢linciil yapi1 farkliliklarinin hedefe 06zgii

etkilesim bolgelerini desteklemesiyle acgiklanabilir (Krauss ve dig, 2012).
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- Kimi zaman da bazi aptamerler, deney kosullarinda kararli baglanma yapisina
geemeden Once kisa siireli metastabil yapilarda takilabilir. Bu durum, hedefle karsilasma
aninda uygun baglanma formunun olusmasini engelleyebilir (Bian ve dig, 218).

DDT molekiiliine yapisal olarak benzer olan ve OCP’ler sinifina dahil ¢esitli
bilesiklerle (atrazin, aldrin, dieldrin ve p-endosiilfan) gergeklestirilen girisim
deneylerinin doniisiimlii voltammogramlarina ve EIS spektrumlari incelenmistir. Girigim
kontrolii amaciyla siit Orneklerine farkli konsantrasyonlarda kimyasallar eklenerek
yapilan analizlerde elde edilen bulgular, siit igerisindeki DDT ile esdeger
konsantrasyonlarda bulunan ya da aptamer ile etkilesim potansiyeline sahip maddelerin
aptasensdr cevabi tlizerinde anlamli bir etkisinin olmadigint belirlenmistir. Rt
degerlerinde artis olmamas1 APT-2 aptameri ile iiretilmis sensorlerin atrazin, aldrin,
dieldrin ve B-endosiilfan gibi OCP’ler lizerine tanimlayict olmadigini ortaya koymustur.

Ticari olarak temin edilen siit, yogurt ve kefir 6rneklerinde DDT varliginin
aragtirtlmast amaciyla, APT-2 aptameri kullanilarak hazirlanmis empedimetrik
aptasensorler kullanilmistir. Yapilan analizlerde, incelenen iirlinlerin  biiyiik
cogunlugunda DDT tespit edilmemekle birlikte, bir market markasina ait UHT siit
orneginde mevzuatin izin verdigi sinirlar i¢ginde dahi olsa Ol¢iilebilir diizeyde DDT
kalintisina rastlanmistir. Bu sonug, gelistirilen sensoriin gercek gida matrisleri i¢erisinde
DDT varligim1 ayirt edebilecek duyarliliga sahip oldugunu gostermesi acisindan énem
tasimaktadir.

Ayrica sensorlerin kisa siireli raf 6mrii degerlendirilmis ve iiretim sonras1 7 ve 15
gilinliik depolama siirelerine bagli performans degisimleri incelenmistir. Sensorlerin
baslangigtaki Ret degerleri ile karsilagtirildiginda, 7 giinliik depolama sonrasinda yaklasik
%42 oraninda, 15 giinliilk depolama sonrasinda ise %56 oraninda performans kaybi
gozlenmistir. Bu bulgular, aptasensorlerin fonksiyonel stabilitelerinin kisa siireli
depolama kosullarindan etkilendigini ve optimum performans i¢in sensorlerin iiretimden
kisa bir siire sonra kullanilmasinin daha uygun oldugunu ortaya koymaktadir.

Genel olarak, bu calisma hem gercek numunelerde DDT tayininin basariyla
yapilabildigini hem de gelistirilen aptasensoriin kisa donem kullanim i¢in pratik bir tan
platformu sundugunu gostermektedir.

Literatiirde sulu c¢ozeltilerde, bazi meyve ve sebzelerde, sularda ve tampon
cozeltilerde DDT tespiti i¢in gelistirismis sensorler olmasina ragmen siit ve siit iirtinleri
icerisinde bulunabilecek DDT miktarini 6l¢gmek amaciyla herhangi bir sensor ¢calismasina

rastlanmamaistir. Bu agidan bu tez ¢aligsmas literatiire bir katki niteligindedir. Ayrica DDT
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iceriginin  belirlenmesi i¢in literatlirde, kolorimetrik optosensér, amperometrik
biyosensde rezonans sensorl, piezoelektrik sensor, elektrokimyasal empedans sensorii ve
immunosensor ¢alismalarina rastlanmistir. DDT belirlemeye yonelik bir empedimetrik
aptasensOr calismasina literatlirde rastlanmamasi, bu tez ¢alismasin1 6zglin bir ¢calisma

oldugunu gostermektedir.

5.2 Oneriler

Yapilan ¢aligmalar gostermistir ki, aptasensor liretimi ile sivi bir gida olan siit
icerisindeki DDT miktarinin belirlenmesi islemi, literatiire kaynak saglayacaktir. DDT
disinda diger pestisitler icin de bazen giinlerce ve genellikle saatlerce siiren analizlere
alternatif olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Au elektrot ile yapilan ¢alismalarin hem Au elektrodunun pahali olmasindan hem
de 6l¢iim sirasinda ¢ok miktarda ¢ozeltiye ihtiyag duymasindan dolay1 daha ekonomik
yollar DDT analizi amactyla kap1 agabilir. Calismalar, baski devre karbon elektrodu ile
calisilarak, daha az miktarlarda kimyasallar ve aptamerle c¢alisilarak DDT tayininde
maliyet kalemi ¢ok rahat diisiiriilebilir.

Siit ve siit tiriinlerinde bulunmas1 gereken maksimum miktar Tiirk Gida Kodeksi
Pestisitlerin Maksimum Kalinti Limitleri Yonetmeligi’ne gore 40 pg/kg siit olarak
belirlenmistir (Anonim, 2022b). Oncelikle bu sinir ve bu siirin altindaki pestisit igerigini
belirleyebilmek i¢in farkli kosullarda ¢calismalar denenerek analiz sinirlari net bir sekilde
belirlenebilir, ya da ¢alisma kapsaminda RSM gibi istatistiksel yontemler kullanilarak,
maksimum verime daha hizli ulasilabilir.

Raf 6mrii caligmalarindan elde edilen verilere gore, ¢apraz baglayici kimyasallar
ile modifikasyon yapilmasi veya farkli destek tabanlarinin kullanimi gibi raf dmriinii

uzatacak denemeler yapilarak aptasensorlerin kullanim émrii arttirilabilir.
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7. EKLER
EK-1. APT-1 Aptameri Kullanilarak Hazirlanan Elektrotlardan Alinan CV
Grafikleri
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Sekil 7.1. APT-1 aptameri ile S(1-1-0,5) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar ve EIS Nyquist grafikleri

Sekil 7.1°de S(1-1-0,5) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar1 gosterilmektedir. Blank
Olclimiinde elde edilen doniisiimlii voltammogram incelendiginde 0,28 V’da Fe(CN)s]*
“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,14 V’da Fe(CN)s]* ’iin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gozlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 140 mV, Iy, ve
Ipc 1se 2,29 pA olarak belirlenmistir.

[Fe(CN)s]™*/ [Fe(CN)s]? redoks gifti, hizli elektron transfer kinetigine sahip
olmasi nedeniyle elektrokimyasal caligmalarda yaygin olarak tersinir bir sistem olarak
kabul edilmektedir. Tersinir sistemlerde, anodik ve katodik pik akimlar: arasinda Ip. = Ipc
olacak sekilde bir benzerlik beklenir. Bu ¢alismada da elde edilen CV sonuglarinda Ip. ve

I,c degerlerinin birbirine esit veya ¢ok yakin oldugu goézlenmistir. Bu nedenle, sonuglarin
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degerlendirilmesinde  karsilagtirma parametresi olarak yalmizca I, degerleri
kullanilmistir.

Aptamer immobilizasyonunun ardindan 0,30 V’ta yiikseltgenmeye karsilik gelen
anodik ve 0,18 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik pikler gézlenmistir. I,. degeri
2,15 pA’e diiserken AEp 120 mV’a gerilemistir. Teorik olarak aptamer tabakasinin yiik
transferini kismen engellenmesi, AEp degerinde APT ile muamele sonrasi azalma
gozlemlenmistir. Bu durumun, Ol¢limlerde gozlenen nispeten yiiksek standart sapma
degerlerinden ve grafiklerin {li¢ farkli AuE elde edilen 6l¢iimlerin ortalamasi kullanilarak
olusturulmasindan kaynaklandigi disilintilmektedir. Bloklama sirasinda modifiye
edilmemis elektrot bolgelerinin yagiz siit ile bloke edilmesi ise Ipa’nin daha da azalmasina
(1,97 pA) ve AEp’nin 380 mV’a yiikselmesine neden olmustur ki bu durum bloklama
ajaninin yiizeyi kaplayarak redoks prosesini daha fazla sinirlandirdigini dogrulamaktadir.

Bu basamaktan sonra 15 pg DDT/kg siit ¢ozeltisi ile inkiibasyon yapildiginda
AEp’de kayda deger bir artis gozlenmemistir. Devaminda yapilan 30 ve 40 ug DDT/kg
stit ornekleri ile inkiibasyonlar sonrasinda her ikisinde de ise AEp degerleri 400 mV, Ipa
degerleri ise 1,95 pA’ olarak dlgiilmiistiir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda tepe akimi
noktalarinin diizensiz olarak degistigi gozlemlenmistir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda
(60 ve 80 ng DDT/kg siit) I,a degerleri sirasiyla 1.55 pA ve 1.25 pA degerlerine
gerilemistir. Buna karsin AEp degerleri diizenli bir artis gdstermemis; 60 pg i¢in 0,44
V’ta yiikseltgenmeye karsilik gelen anodik ve 0,06 V’ta indirgenmeye karsilik gelen
katodik pikler sonucu AEp 380 mV, 80 pg i¢cin 0,54 V’ta yiikseltgenmeye karsilik gelen
anodik ve 0,04 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik pikler sonucu AEp ise 500 mV

olarak Ol¢tilmiistiir.
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Sekil 7.2. APT-1 aptameri ile S(1-1-1) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar

Sekil 7.2°de verilen S(1-1-1) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar1 gosterilmektedir. Blank
Olclimiinde elde edilen doniisiimlii voltammogram incelendiginde 0,28 V’da Fe(CN)s]*
“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,14 V’da Fe(CN)s]* ’lin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gozlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 140 mV, I, ve
Ipc ise 2,24 pA olarak belirlenmistir. Aptamer immobilizasyonunun ardindan 0,32 V’ta
yiikseltgenmeye karsilik gelen anodik ve 0,06 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik
pikler gozlenmistir. Ip. degeri 2,19 pA’e diiserken AEp 260 mV’a yiikselmistir.

Bloklama adimi sirasinda AEp degerinde artis beklenmesine ragmen bu degerin
200 mV’a gerileyerek azaldigi gézlemlenmistir. Bununla birlikte, yiizeyin bloklanmasi
sonucunda Ip degerinde beklenen azalma gerceklesmis ve 1,56 pA olarak dl¢lilmiistiir.
Bu durum, bloklama ajaninin elektrot yiizeyine baglanarak yiik transferini daha fazla
kisitladigin1 dogrulamaktadir.

15 ng DDT/kg siit 6rnegi ile gerceklestirilen inkiibasyon sonrasinda Ip degerinin
beklenenin aksine 1,60 pA’a ylikseldigi; 0,32V ta yiikseltgenmeye karsilik gelen anodik
ve 0,10 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik pikler sonucu AEp’nin 220 mV’a,
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ulastig1 belirlenmistir. DDT konsantrasyonunun artirildigi 30, 40, 60 ve 80 ug DDT/kg
stit ornekleri ile yapilan inkiibasyonlar sonrasinda Ip degerleri sirasiyla 1,35; 1,31; 1,16
ve 1,14 pA olarak azalma egilimi gostermistir. Buna karsin AEp degerlerinde diizenli bir

art1s saptanamamis; bu degerler sirasiyla 200, 240, 220 ve 260 mV olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 7.3. APT-1 aptameri ile S(1-1-2) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar

Sekil 7.3’te verilen S(1-1-2) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisimlii voltammogramlart gosterilmektedir.
Aptamerin  elektrot ylizeyine immobilizasyonu 0,30 V’da Fe(CN)s]* ‘“lin
yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,12 V’da Fe(CN)s]?’iin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gozlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 180 mV, Iy, ve
Ic 1se 1,59 pA olarak belirlenmistir. Aptamer immobilizasyonunun ardindan yagsiz siit
ile bloke edilmesi, modifiye edilmemis ylizey bdlgelerinin kaplanarak redoks ciftinin
elektrota erisiminin kisitlanmasina yol agmis, 0,36 V’ta yiikseltgenmeye karsilik gelen
anodik ve 0,14 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik pikler gézlenmistir. I,. degeri
1,56 pA’e diiserken AEp 220 mV’a yiikselmistir.
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Bloklama adimini takiben 15 ve 30 pg DDT/kg siit ile yapilan inkiibasyonlarda
AEp degerinde belirgin bir artis gozlemlenmemis, 0,36 V’ta yiikseltgenmeye karsilik
gelen anodik ve 0,14 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik pikler gézlenmistir, AEp
220 mV degerinde sabit kalmistir. Buna karsin Ip. degerleri sirasiyla 1,53 ve 1,52 pA
olarak kaydedilmistir. Daha yiiksek derisimlerde yapilan 40 ve 60 pg DDT/kg siit
inkiibasyonlar1 sonrasinda 0,36 V’ta yiikseltgenmeye karsilik gelen anodik ve 0,12 V’ta
indirgenmeye karsilik gelen katodik pikler gozlenmistir, AEp 240 mV degerinde sabit
kalmistir. Ipa degerleri ise sirasiyla 1,46 ve 1,44 pA’e diismistliir. En yiiksek
konsantrasyon olan 80 ng DDT/kg siit inkiibasyonu sonrasinda Ip.’de belirgin bir azalma
gbzlenmis ve deger 0,87 pA’e kadar diismiistiir; buna karsilik 0,38 V’ta yiikseltgenmeye
karsilik gelen anodik ve 0,12 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik pikler gézlenerek,
AEp’nin 260 mV’a yiikseldigi tespit edilmistir.
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Sekil 7.4. APT-1 aptameri ile S(1-2-0,5) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniigiimlii voltammogramlar

Sekil 7.4’te S(1-2-0,5) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar1 gosterilmektedir. Blank

Olclimiinde elde edilen doniisiimlii voltammogram incelendiginde 0,26 V’da Fe(CN)s]*
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“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,14 V’da Fe(CN)s]*’iin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gozlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 120 mV, I, ise
2,41 pA olarak belirlenmistir. Aptamer immobilizasyonunun ardindan 0,28 V’ta
yukseltgenmeye karsilik gelen anodik ve 0,12 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik
pikler gozlenmistir. Ipa degeri 2,15 pA’e diismiis ve AEp 160 mV’a yiikselmistir.

Bloklama agamasinda 0,32 V’da Fe(CN)s]* ‘iin yiikseltgenmesine karsilik gelen
anodik ve 0,10 V’da Fe(CN)e]*’iin indirgenmesine karsilik gelen katodik pikler
gozlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 220 mV degerine yiikselmis, Ipa ise 1,52 pA
degerine diismiistiir.

Bu basamaktan sonra 15 pg DDT/kg siit ¢ozeltisi ile inkiibasyon yapildiginda AEp
degerinin artt1g1 ve anodik pikin 0,36 V ve katodik pikin 0,04 V degeriyle birlikte AEp’nin
320 mV’a ¢ikt1g1; Ipa degerinin ise 1,38 nA’e geriledigi belirlenmistir.

30 pg DDT/kg siit ile yapilan inkiibasyon sonrasinda ise AEp’nin artmasi
beklenirken yiiksek standart sapma degerie bagli oldugu diisiiniilen ortalama bir gerileme
ile, anodik pikin 038 V, katodik pikin 0,08 V degerleri verdigi ve bu degerlerden de
AEp’nin 300 mV’a distiigli; buna karsin Iy, degerinin beklendigi iizere 1,29 pA’e
geriledigi goriilmiistiir. Ardindan 40 ve 60 pg DDT/kg siit ile yapilan inkiibasyonlarda
her iki derisimde de 0,50 V’ta yiikseltgenmeye karsilik gelen anodik ve 0,06 V’ta
indirgenmeye karsilik gelen katodik pikler gozlenmistir AEp’nin 440 mV oldugu; Ipa
degerlerinin ise sirasiyla 1,25 ve 1,24 pA olarak olgiildiigli tespit edilmistir. 80 pg
DDT/kg siit ile inkiibasyon sonrasinda ise Iy, degeri 1,55 pA’e diiserken, anodik piki 0,62
V ve katodik piki 0,04 Volacak sekilde AEp degeri 580 mV’a yiikselmistir.
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Sekil 7.5. APT-1 aptameri ile S(1-2-1) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar

Sekil 7.5 ‘te, S(1-2-1) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar1 gosterilmektedir. Blank
Olclimiinde elde edilen doniisiimlii voltammogram incelendiginde 0,28 V’da Fe(CN)s]*
“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,18 V’da Fe(CN)s]* ’iin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gozlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 100 mV, Ia ise
2,44 pA olarak belirlenmistir. Aptamer immobilizasyonunun ardindan 0,30 V’ta
yiikseltgenmeye karsilik gelen anodik ve 0,16 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik
pikler gézlenmistir. Ip, degeri 1,59 pA’e diismiis ve AEp 140 mV’a ylikselmistir.

Bloklama agamasinda 0,34 V’da Fe(CN)s]* ‘iin yiikseltgenmesine karsilik gelen
anodik ve 0,10 V’da Fe(CN)s]*’lin indirgenmesine karsilik gelen katodik pikler
gozlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 240 mV’a yiikselmis, Ipa ise 1,38 pnA degerine
diismiistiir.

Bu basamaktan sonra 15 ve 30 pg DDT/kg siit ¢ozeltisi ile inkiibasyon
yapildiginda AEp degerinin arttigi ve anodik pikin 0,38 V ve katodik pikin 0,10 V
degeriyle birlikte AEp’nin 280 mV’a ¢iktig1; I,a degerinin ise sirasiyla 1,17 ve 1,14 pA’e

geriledigi belirlenmistir.
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40 ve 60 pg DDT/kg siit inkiibasyonlar1 sonrasinda AEp artmaya devam ederek
sirastyla 40 pg DDT/kg siit icin anodik pikin 0,40 V ve katodik pikin 0,08 V degeriyle
birlikte AEp’nin 320 mV’a ¢iktig1, 60 pg DDT/kg siit i¢in ise anodik pikin 0,42 V ve
katodik pikin 0,08 V degeriyle birlikte AEp’nin 340 mV’a ciktig1 hesaplanmistir. Ipa
degerleri diiserek 1,11 pA ve 1,10 pA degerlerini almistir. En yiiksek konsantrasyon olan
80 ng DDT/kg siit inkiibasyonu sonrasinda I,a’de belirgin bir azalma gézlenmis ve deger
0,87 pA’e kadar diigmiistiir; buna karsilik anodik ve katodik pik potansiyelleri
degismediginden AEp’nin sabit kaldig tespit edilmistir.
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Sekil 7.6. APT-1 aptameri ile S(1-2-2) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar

Sekil 7.6.°da S(1-2-2) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlart gosterilmektedir.
Aptamerin elektrot yiizeyine immobilizasyonu oncesinde 0,28 V’da Fe(CN)s]* “lin
yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,18 V’da Fe(CN)s]*’lin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler, immobilizasyondan sonra sirasiyla 0,3 V ve 0,16 V degerine
ulagsmistir. Bu voltammogramlarda AEp degerlerinin sirasiyla 100 mV ve 140 mV olarak

arttig1 belirlenmistir. Ip. ise sirasiyla 2,12 ve 1,79 pA olarak azaldigi gozlenmistir.



151

Aptamer immobilizasyonunun ardindan 0,36 V’ta yiikseltgenmeye karsilik gelen anodik
ve 0,08 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik pikler gozlenmistir. I, degeri 1,62 pA’e
diiserken AEp 280 mV’a yiikselmistir.

Bloklama adimini takiben 15 pg DDT/kg siit ile yapilan inkiibasyonlarda AEp
degerinde belirgin bir artis gézlemlenmemis, 0,36 V’ta yiikseltgenmeye karsilik gelen
anodik ve 0,14 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik pikler gdzlenmis, AEp 260 mV
degerine diismiistiir. Buna karsin Iy, degerleri 1,55 pA degerine diismiistiir.

Daha yiiksek derisimlerde yapilan 40, 60 ve 80 ug DDT/kg siit inkiibasyonlari
sonrasinda yiikseltgenmeye karsilik gelen anodik pik degerleri sirasiyla ,36 V, 0,38 V ve
0,42 V olarak dlgiiliirken ve indirgenmeye karsilik gelen katodik pikler 0,10, 0,10 ve 0,08
V olarak gozlenmistir Bu degerlerle birlikte AEp degerindeki yiikselis de sirasiyla 260,
280 ve 340 mV olarak belirlenmistir. Ip. degerleri ise sirasiyla 1,48, 1,21 ve 1,00
pA’olacak sekilde diistiigii belirlenmistir.
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Sekil 7.7. APT-1 aptameri ile S(2-1-0,5) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar

Sekil 7.7°de S(2-1-0,5) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT

konsantrasyonlarinda elde edilen doniistimlii voltammogramlari gosterilmektedir. Blank
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Olciimiinde ve aptamer baglanma asamasindan sonra elde edilen doniisimlii
voltammogram incelendiginde her ikisinde de 0,30 V’da Fe(CN)s]* ‘ilin
yukseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,16 V’da Fe(CN)s]*’lin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gézlenmektedir. Bu voltammogramda AEp degeri 140 mV
olarak hesaplanmis, I ise sirasiyla 2,12 ve 1,76 pA olarak belirlenmistir.

Elektrot ylizeyinin bloklanmasini ve ardindan 15 ve 30 pg DDT/kg siit ile yapilan
inkiibasyonlarda 0,36 V’ta yiikseltgenmeye karsilik gelen anodik ve 0,14 V’ta
indirgenmeye karsilik gelen katodik pikler gozlenmistir. Ip. degeri sirasiyla 1,61, 1,62 ve
1,59 pA olarak belirlenirken AEp degerleri 220 mV’ta sabit kalmigtir.

Ardindan 40, 60 ve 80 pg DDT/kg siit ile yapilan inkiibasyonlarin her birinden
elde edilen AEp degerleri 260 olarak hesaplanmistir. Iy, degerlerinin ise sirastyla 1,54
pA, 1,57 pA ve 1,35 pA olarak degismistir. 40 ve 80 pg DDT/kg siit ile inkiibasyon
sonrasinda anodik piki 0,38 V ve katodik piki 0,12 V degerinde ¢ikarken, 60 ng DDT/kg
siit inkiibasyonlar1 sonrasinda bu degerler 0,36 ve 0,10 V ¢ikmustir.
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Sekil 7.8. APT-1 aptameri ile S(2-1-1) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniigiimlii voltammogramlar
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Sekil 7.8’de S(2-1-1) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlari gosterilmektedir. Blank
Olctimiinde elde edilen doniistimlii voltammogram incelendiginde 0,26 V’da Fe(CN)s]*
“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,14 V’da Fe(CN)s]*>’lin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gozlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 120 mV, I, ise
2,38 pA olarak belirlenmistir. Aptamer immobilizasyonunun ardindan 0,30 V’ta
yukseltgenmeye karsilik gelen anodik ve 0,14 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik
pikler gézlenmistir. Ip. degeri 1,59 pA’e diismiis ve AEp 160 mV’a ylikselmistir.

Bloklama agamasinda 0,32 V’da Fe(CN)s]* ‘iin yiikseltgenmesine karsilik gelen
anodik ve 0,12 V’da Fe(CN)s]*’iin indirgenmesine karsilik gelen katodik pikler
gbzlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 200 mV’a yiikselmis, Ipa ise 1,21 pA degerine
diismiistiir.

Bu basamaktan sonra 15 pg DDT/kg siit ¢ozeltisi ile inkiibasyon yapildiginda
anodik pikin 0,40 V ve katodik pikin 0,12 V degeriyle birlikte AEp’nin 320 mV’a ¢iktigs;
Ipa degerinin ise sirasiyla 1,08 pA’e geriledigi belirlenmistir.

Ardindan 30 ve 40 pg DDT/kg siit ile yapilan inkiibasyonlarda her iki derisimde
de 0,42 V’ta yiikseltgenmeye karsilik gelen anodik ve 0,10 V’ta indirgenmeye karsilik
gelen katodik pikler gozlenmis, AEp degerleri degismeyerek 320 mV’ta kalmistir. Ipa
degerlerinin ise sirasiyla 1,09 ve 1,04 pA olarak azaldig tespit edilmistir. 80 ug DDT/kg
stit ile inkiibasyon sonrasinda ise I,a degeri 1,55 pA’e diiserken, anodik piki 0,62 V ve
katodik piki 0,04 V olacak sekilde AEp degeri 580 mV’a yiikselmistir.

60 ve 80 ng DDT/kg siit inkiibasyonlar1 sonrasinda AEp artmaya devam ederek
sirastyla 60 pug DDT/kg siit i¢in anodik pikin 0,42 V ve katodik pikin 0,08 V degeriyle
birlikte AEp’nin 340 mV’a ¢iktig1, 80 ng DDT/kg siit i¢in ise anodik pikin 0,44 V ve
katodik pikin 0,08 V degeriyle birlikte AEp’nin 360 mV’a ¢iktig1 hesaplanmistir. Her iki
Olctimde de Ip. degerleri 1,01 pA degerlerinde sabiit kalmastir.
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Sekil 7.9. APT-1 aptameri ile S(2-1-2) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar

Sekil 7.9°da S(2-1-2) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniigiimlii voltammogramlar1 gosterilmektedir. Blank
6l¢iimiinden itibaren tiim asamalarda AEp degerlerinde artis gézlenmistir. Anodik ve
katodik pik tepe noktalar1 blank 6l¢iimil i¢in sirasiyla, 0,28 V ve 0,18 V, aptamer 6l¢iimii
i¢cin 0,26 V ve 0,10 V, bloklama i¢in 0,28 V ve 0,10 V olarak 6l¢iilmiis, AEp degerleri
yine sirasiyla 100, 160 ve 180 mV olarak hesaplanmistir. I,. degerlerinin ise 2,41; 1,77
ve 1,57 pA olacak sekilde diisiis egiliminde oldugu gozlenmistir.

15, 30, 40, 60 ve 80 pg DDT/kg siit inkiibasyonlar1 i¢in anodik pikler sirasiyla
0,30 V; 0,36 V; 0,40 V; 0,44 V; ve 0,46 V olarak belirlenmistir. katodik pikler i¢in ise bu
degerler 0,10 V; 0,08 V; 0,04 V; 0,04 V ve 0,02 V olarak voltammogram degerlerinden
okunmustur. AEp degerleri sirasiyla 200, 280, 320, 360 ve 400 mV olarak hesaplanmis.
Ipa degerleri ise sirastyla 1,31 pA, 1,22 pA, 1,09 pA, 0,92 pA ve 0,94 pA olarak

belirlenmistir.
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Sekil 7.10. APT-1 aptameri ile S(2-2-0,5) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimli voltammogramlar

Sekil 7.10°da S(2-2-0,5) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlari gosterilmektedir. Blank
Olctimiinde elde edilen doniistimli voltammogram incelendiginde 0,30 V’da Fe(CN)s]*
“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,14 V’da Fe(CN)s]*’iin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gozlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 160 mV, I,. ise
2,32 pA olarak belirlenmistir. Aptamer immobilizasyonunun ardindan 30 pg DDT/kg siit
konsantrasyonuns kadar alinan tiim dl¢timlerde 0,36 V’ta yiikseltgenmeye karsilik gelen
anodik ve 0,08 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik pikler gozlenmis ve AEp degeri
sabit kalarak 280 mV olarak hesaplanmistir. I,. degerleri ise sirasiyla 2,08; 1,78; 1,42; ve
1,42 pA degerini aldiklari belirlenmistir.

40 pg DDT/kg siit ile inkiibasyon sonrasinda anodik pik degeri 036 V’a
yiikselirken katodik pik degeri 0,60 a diismiistiir. AEp ise 300 mV’a ulasirken I, 1,33 pA
Ol¢iilmiistiir. 60 ve 80 ng DDT/kg siit 6rnekleri ile yapilan inkiibasyonlar sonrasinda Ip

degerleri sirastyla 1,30 ve 1,32 pA degerlerini alarak artma egilimi gdstermistir. Buna
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karsin anodik ve katodik pik potansiyelleri her ikisinde de sirasiyla 0,38 ve 0,06 olarak
belirlenip AEp degerleri 320 mV olarak hesaplanmistir.
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Sekil 7.11. APT-1 aptameri ile S(2-2-2) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar

S(2-2-2) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT konsantrasyonlarinda
elde edilen doniisimli voltamogramlart Sekil 7.11°de gosterilmektedir.  Blank
Olclimiinde elde edilen doniisiimlii voltammogram incelendiginde 0,28 V’da Fe(CN)s]*
“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,16 V’da Fe(CN)s]*>’lin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gozlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 120 mV, Ip. ise
2,16 pA olarak belirlenmistir. Aptamer immobilizasyonunun ardindan 40 pg DDT/kg siit
konsantrasyonuns kadar alinan tiim dlgiimlerde 0,34 V’ta yiikseltgenmeye karsilik gelen
anodik ve 0,10 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik pikler gozlenmis ve AEp degeri
sabit kalarak 280 mV olarak hesaplanmistir. Ip. degerleri ise sirastyla 1,81; 1,51; 1,45;
1,48 ve 1,06 pA degerini aldiklar1 belirlenmistir.

60 ve 80 ng DDT/kg siit ornekleri ile yapilan inkiibasyonlar sonrasinda Ip
degerleri sirasiyla 1,30 ve 1,32 pA degerlerini alarak artma egilimi gostermistir. Bununla

birlikte anodik ve katodik pik potansiyelleri 40 pg DDT/kg siit i¢in sirasiyla 0,40 ve 0,10
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mV 40 pg DDT/kg siit i¢in ise 0,46 ve 0,04 V olarak belirlenmistir. AEp degerleride 340
V ve 420 V olarak hesaplanmustir.
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EK 2. APT-1 Aptameri Kullanilarak Hazirlanan Elektrotlardan Alinan EIS

Nyquist Grafikleri
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Sekil 7.12. APT-1 aptameri kullanilarak S(1-1-0,5) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS

Nyquist grafikleri

Sekil 7.12°de S(1-1-0,5) kosuluyla hazirlanmis olan elektrottan elde edilen EIS

Nyquist grafikleri verilmistir. Elde edilen EIS spektrumlari incelendiginde, aptamer

baglanmasi ve bloklama asamalarinin ardindan elektrot yiizeyinde yiik transferine kars1

fiziksel bir bariyer olustugu ve bunun sonucunda R degerlerinin arttig1 gézlemlenmistir.

Bu noktadan sonra, elektrot iizerine eklenen DDT igeren siit ¢ozeltilerinin derisimi

arttikca R¢t degerinde de artis beklenmektedir; ancak 15 pg DDT/kg siit inkiibasyonu

sonrasinda, bloklama asamasina kiyasla R¢'nin 1,0 kQ azaldigr belirlenmistir. Bununla

birlikte, daha yiiksek DDT derisimlerinde beklenen davranis yeniden goriilmiis; DDT

baglanmasiyla elektron transferine karsi olusan ek diren¢ nedeniyle Rc: degerlerinde

kademeli ve belirgin bir artis meydana gelmistir. Numune ¢6zeltilerindeki DDT miktar1

artttkca aptamer tabakasina baglanan hedef molekiil sayisinin da artmasi, elektrot
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ylizeyindeki elektron transferini daha fazla sinirlandirmis ve yiik transfer direncinin
yiikselmesine yol agmustir.

Nitekim 30, 40, 60 ve 80 pg DDT/kg siit ile gerceklestirilen inkiibasyonlar
sonrasinda Nyquist egrilerinden hesaplanan R¢: degerlerinde artis goriilmiis ve sirasiyla

9,9; 10,6; 15,3 ve 30,9 kQ olarak hesaplatilmistir.
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Sekil 7.13. APT-1 aptameri kullanilarak S(1-1-1) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri

Sekil 7.13°te S(1-1-1) kosuluyla hazirlanmis olan elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri verilmistir. Elde edilen EIS spektrumlari incelendiginde 15 pg DDT/kg
siit inkiibasyonu sonrasinda, bloklama asamasina kiyasla Re¢'nin 3,9 kQ arttig1, bununla
birlikte daha yiiksek DDT derisimlerinde bu artisin devam ettigi gézlenmistir. DDT
baglanmasiyla elektron transferine karsi olusan ek diren¢ nedeniyle Rt degerlerinde
kademeli ve belirgin artts meydana gelmis ve bu artis 80 pg DDT/kg siit
konsantrasyonuna kadar stirmiistiir.

30,40 ve 60 pg DDT/kg siit ile gergeklestirilen inkiibasyonlar sonrasinda Nyquist

egrilerinden hesaplanan R degerlerinde artis goriilmiis ve bloklamaya ait Re: degeri ile
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aralarindaki fark sirasiyla 5,0; 29,9; 46,9 kQ olarak hesaplatilmistir. En yiiksek derisim
olan 80 ng DDT/kg siit 6rneginin R degeri ile bloklama degeri arasindaki fark azalarak
44,7 kQ’a distigli gozlenmistir. Bu durum, yiliksek derisimlerde aptamer—-DDT
etkilesiminin doyum noktasina yaklasilmasi nedeniyle sensor yiizeyindeki ek direng

artisinin sinirlanmaya basladigini géstermektedir.
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Sekil 7.14. APT-1 aptameri kullanilarak S(1-1-2) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri

Sekil 7.14’da S(1-1-2) kosuluyla hazirlanmis olan elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri gosterilmistir. Elde edilen EIS Nyquist egrileri incelendiginde, 15 pg
DDT/kg siit inkiibasyonu sonrasinda bloklama asamasina kiyasla Re¢’nin 6,63 kQ arttig:
belirlenmistir.

Bunun ardindan gerceklestirilen 30 ug DDT/kg siit inkiibasyonunda ise beklenen
egilimin disinda bir davranis gozlenmis ve bloklama asamasina goére R farkinin 6,6 k)’a
gerileyerek hafifce azaldig1 tespit edilmistir. Ancak daha yiiksek DDT derisimlerinde
beklenen artis egilimi yeniden ortaya c¢ikmis; 40, 60 ve 80 pg DDT/kg siit ile
gerceklestirilen inkiibasyonlar sonrasinda bloklama R¢: degerine gore fark sirasiyla 8,1;

19,9 ve 25,2 kQ olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.15. APT-1 aptameri kullanilarak S(1-2-0,5) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri

Sekil 4.15’te verilen S(1-2-0,5) kosuluyla hazirlanmis olan elektrottan elde edilen
EIS Nyquist grafikleri incelendiginde 15 pg DDT/kg siit inkiibasyonu sonrasinda,
bloklama asamasina kiyasla R¢'nin 5,1 kQ arttig1 ve daha yiiksek DDT derisimlerinde bu
artisin stirdiigli gorilmiistiir.

R degerlerinde kademeli ve belirgin bir yiikselme meydana gelmis; 30, 40, 60 ve
80 ug DDT/kg siit 6rneklerinden elde edilen R artis degerleri sirasiyla 13,6; 22.9; 34,4
ve 89,9 olarak hesaplanmigtir. Bu durum, sensor yiizeyinde artan aptamer—DDT
etkilesimi ile elektron transferinin giderek daha fazla kisitlandigin1i ve yiiksek
konsantrasyonlarda baglanmanin daha yogun ger¢eklesmesi nedeniyle empedans

degisiminin giiglendigini gostermektedir.
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Sekil 7.16. APT-1 aptameri kullanilarak S(1-2-1) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS

Nyquist grafikleri

Sekil 7.16°da S(1-2-1) kosuluyla hazirlanmis elektrot kullanilarak elde edilen EIS

Nyquist grafikleri degerlendirildiginde, 15 pg DDT/kg siit inkiibasyonunun ardindan R

degerinde bloklama asamasina kiyasla 57,8 kQ’luk belirgin bir artis ortaya ¢iktigi

goriilmektedir.

DDT konsantrasyonunun yiikselmesiyle bu egilim devam etmis ve 30, 40, 60 ve

80 ug DDT/kg siit inkiibasyonlarinda hesaplanan R artiglari sirasiyla 81,6; 91,33; 115,4

ve 118,0 kQ olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, sensoriin artan analit miktarina kars1 giiclii

ve konsantrasyon bagimli bir empedans yanit1 verdigini gostermektedir.
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Sekil 7.17. APT-1 aptameri kullanilarak S(1-2-2) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri

Sekil 7.17°de S(1-2-2) kosuluyla hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS Nyquist
grafikleri incelendiginde, 15 pg DDT/kg siit inkiibasyonu sonrasinda Rt degerinin
bloklama agamasina gore yalnizca 0,9 kQ arttif1 ve baslangigta sinirli bir empedans
degisimi olustugu goriilmektedir.

DDT derisiminin artirilmasiyla birlikte sensor tepkisinin belirginlestigi ve 30, 40,
60 ve 80 ug DDT/kg siit i¢in hesaplanan R artiglarinin sirastyla 5,1; 13,1 ve 25,1 kQ
seviyelerine ulastig1 belirlenmistir. Bu bulgular, sensoriin diisiik konsantrasyonlarda zayif
bir yanit verse de konsantrasyon ylikseldik¢e empedans degisimlerinin daha belirgin hale

geldigini ve duyarliligin arttigin1 gostermektedir.
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Sekil 7.18. APT-1 aptameri kullanilarak S(2-1-0,5) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri

Sekil 7.18’de S(2-1-0,5) kosuluyla hazirlanan elektrota ait EIS Nyquist grafikleri
sunulmaktadir. Spektrumlar incelendiginde, aptamer immobilizasyonu ve bloklama
asamalarinin ardindan elektrot yiizeyinde yiik transferini zorlastiran bir bariyer olustugu
ve bunun Rt degerlerinde belirgin bir artisa yol a¢ti1 goriilmistiir.

15 ng DDT/kg siit inkiibasyonu sonrasinda, bloklama asamasina gére Re¢’nin 16,7
kQ arttig1 belirlenmistir. Ancak daha yiiksek derisimlere gecildiginde beklenen egilim
bozulmus; 30 ve 40 pg DDT/kg siit inkiibasyonlarinda bloklamaya kiyasla Re’'nin
sirastyla 13,2 ve 10,1 kQ’a diistiigli goriilmistiir. Bu diisiislin, sensor ylizeyinde
gerceklesen olas1 konformasyon degisiklikleri, aptamer—hedef etkilesimindeki doygunluk
etkisi veya ylizeydeki molekiiler diizenin gecici olarak bozulmasi gibi nedenlerden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

DDT konsantrasyonu artiritlmaya devam edildiginde ise sensor yanitinin yeniden
beklenen dogrultuda arttig1 gozlenmis ve R degerleri 60 ve 80 pg DDT/kg siit i¢in
sirastyla 15,5 ve 24,4 kQ olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar, sensoriin genel olarak

yiiksek konsantrasyonlarda, konsantrasyon artigina duyarli bir davranis sergiledigini,
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ancak orta derisim aralifinda ylizey etkilesimlerinden kaynakli gegici bir sapma

olusabilecegini gostermektedir.
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Sekil 7.19. APT-1 aptameri kullanilarak S(2-1-1) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri

Sekil 4.21°de sunulan S(2-1-1) kosuluyla hazirlanmis elektrota ait EIS Nyquist
grafikleri degerlendirildiginde, 15 pg DDT/kg siit inkiibasyonu sonrasinda bloklama
asamasina gore R¢'nin 3,7 kQ arttign ve daha yiiksek DDT derisimlerinde bu artig
egiliminin devam ettigi goriilmektedir.

DDT konsantrasyonu yiikseldik¢e Rct degerlerinde kademeli ve belirgin bir artis
meydana gelmis; 30, 40, 60 ve 80 pg DDT/kg siit i¢in hesaplanan artis miktarlari sirasiyla
4,7; 9,8; 13,8 ve 43,7 kQ olarak bulunmustur. Bu egilim, sensoér yiizeyindeki aptamer—
DDT etkilesimlerinin konsantrasyonla birlikte gili¢clendigini, bunun sonucunda elektron
transferinin giderek daha fazla sinirlandigin1 ve 6zellikle yiiksek analit seviyelerinde

empedans yanitinin belirgin sekilde yogunlastigin1 gostermektedir.
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Sekil 7.20. APT-1 aptameri kullanilarak S(2-1-2) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri

Sekil 7.20°de sunulan S(2-1-2) kosuluyla hazirlanmis elektrota ait EIS Nyquist
grafikleri degerlendirildiginde, 15 pg DDT/kg siit inkiibasyonu sonrasinda bloklama
asamasina gore R¢'nin 8,2 kQ arttign ve daha yiiksek DDT derisimlerinde bu artig
egiliminin siirdiigii gortilmektedir.

DDT konsantrasyonu yiikseldik¢e R¢t degerlerinde kademeli ancak giderek daha
belirgin bir artis ortaya ¢ikmis; 30, 40, 60 ve 80 ug DDT/kg siit i¢in hesaplanan artiglar
sirastyla 10,8; 50,4; 77,6 ve 82,0 kQ olarak belirlenmistir. Ozellikle 40 pg/kg ve
tizerindeki derisimlerde go6zlenen orantisiz yiikselis, sensor ylizeyinde baglanma
alanlarinin daha yogun bi¢cimde dolmasiyla birlikte elektron transferinin ani sekilde
kisitlanmasina baglanabilir. Bu durum, yiiksek analit seviyelerinde aptamerlerin
konformasyon degisikligi ve yiizeydeki yiik dagiliminin degismesi gibi etkilerin bir araya

gelerek empedans yanitini gliglendirmesiyle iliskili olabilir.
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Sekil 7.21. APT-1 aptameri kullanilarak S(2-2-0,5) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS

Nyquist grafikleri

Sekil 7.21°de S(2-2-0,5) kosuluyla hazirlanan elektrota ait EIS Nyquist grafikleri

sunulmaktadir. Spektrumlar incelendiginde, 15 ng DDT/kg siit inkiibasyonu sonrasinda

bloklama asamasma gore Rc'nin 43,4 kQ arttigi belirlenmistir. Ancak DDT

konsantrasyonu biraz yiikseldiginde beklenen artig egilimi bozulmus ve 30 pg DDT/kg

siit inklibasyonunda bloklamaya kiyasla Re¢’'nin 20,1 kQ’a geriledigi goriilmiistiir. Bu

diisiis, orta derisim araliginda sensor yiizeyinde meydana gelebilecek yeniden

diizenlenme, aptamer konformasyonunun kismi gevsemesi veya ylizeydeki hedef—

aptamer etkilesimlerinin gecici olarak zayiflamasi gibi faktorlerden kaynaklanmig

olabilir. Ozellikle belirli bir derisimde yiizey doyumunun tam olarak gergeklesmemesi,

baglanma dengesinde kisa siireli dalgalanmalara yol acarak Rc:’'nin beklenenden diisiik

Olciilmesine neden olabilir.

DDT konsantrasyonu artirilmaya devam edildiginde ise sensor yanitinin yeniden

beklenen dogrultuda yiikseldigi goriilmiis ve R degerleri 40, 60 ve 80 png DDT/kg siit

icin sirastyla 30,7; 56,0 ve 65,2 kQ olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar, sensoriin genel

olarak ytiksek konsantrasyon araliginda analit miktarindaki artisa duyarli bir empedans
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yanit1 verdigini, ancak orta derisim seviyelerinde ylizey etkilesimlerinden kaynaklanan

gecici bir sapma olusabilecegini gdstermektedir.
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Sekil 7.22. APT-1 aptameri kullanilarak S(2-2-2) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri

Sekil 7.22°de S(2-2-2) kosuluyla hazirlanmis elektrota ait EIS Nyquist grafikleri
sunulmaktadir. Spektrumlar incelendiginde, 15 ng DDT/kg siit inkiibasyonu sonrasinda
bloklama asamasmna kiyasla Re'nin 3,4 kQ artarak hafif bir yiikselis gosterdigi
belirlenmistir. Ancak DDT konsantrasyonu 30 pg DDT/kg siit seviyesine ¢ikarildiginda
beklenen artis egilimi bozulmus ve bloklamaya gore Ret farkinin 2,5 kQ’a geriledigi
goriilmiistiir. Bu diisiisiin, orta derisim araliginda sensor yilizeyinde meydana gelebilecek
yeniden diizenlenme, aptamer konformasyonunun kismi gevsemesi veya hedef—aptamer
etkilesimlerinin gegici olarak zayiflamasi gibi faktorlerden kaynaklanmis olabilecegi
degerlendirilmektedir.

DDT konsantrasyonunun artirilmaya devam edilmesiyle sensor yanit1 yeniden
beklenen dogrultuda yiikselmis ve Ree degerleri 40, 60 ve 80 pg DDT/kg siit igin sirastyla
22,6; 43,0 ve 56,9 kQ olarak hesaplanmistir. Bu bulgular, sensoriin 6zellikle yiiksek

konsantrasyon araliginda analit miktarindaki artisa karsi belirgin ve konsantrasyon
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bagimli bir empedans yamiti sergiledigini; ancak orta derisimlerde yiizey

etkilesimlerinden kaynakli gegici bir sapma ortaya ¢ikabilecegini gostermektedir.
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EK-3. APT-1 Aptameri Kullanilarak Hazirlanan Elektrotlardan Alinan CV
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Sekil 7.23. APT-2 aptameri ile S(1-1-0,5) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar

Sekil 7.23’te, S(1-1-0,5) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniigiimlii voltammogramlar1 gosterilmektedir. Blank
Olctimiinde elde edilen doniistimli voltammogram incelendiginde 0,30 V’da Fe(CN)s]*
“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,18 V’da Fe(CN)s]* ’iin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gbzlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 120 mV, I;a 2,15
pA olarak belirlenmistir.

Aptamer immobilizasyonunun ardindan 0,30 V’ta yiikseltgenmeye karsilik gelen
anodik ve 0,14 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik pikler gozlenmistir. Ip. degeri
2,32 pA’e ¢ikarken AEp 120 mV degerini korumustur. Bloklama sonrasinda ise Ip.’nin
daha da azalmasma (1,92 pA) ve AEp’nin 380 mV’a yiikselmesine neden olmustur ki bu
durum bloklama ajaninin yiizeyi kaplayarak redoks prosesini daha fazla sinirlandirdigini

dogrulamaktadir.
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Bu basamaktan sonra 5, 10 ve 15 pg DDT/kg siit ¢ozeltisi ile inkiibasyon
yapildiginda AEp’degerleri sabit kalmis, anodik pik tepe noktalar1 ve katodik pik tepe
noktalar sirasiyla 0,42 V ve 0,04 V degerlerinde sabit kalmistir. I,a degerleri de sirasiyla
1,90 pA, 1,97 uA ve 1,86 pA seklinde diizensiz bir gidisat izlemistir. Devaminda yapilan
20 ve 30 pg DDT/kg siit 6rnekleri ile inkiibasyonlar sonrasinda her ikisinde de ise AEp
degerleri 400 mV, anodik tepe potansiyelleri 0,44 V, katodik tepe potansiyelleri 0,04 V
degerlerinde sabit kalmistir. I,a degerlerinin ise sirasiyla 1,94 pA ve 1,97 pA olarak arttigi
belirlenmistir.

Daha yiiksek konsantrasyonlarda tepe akimi noktalarinin diizensiz olarak degistigi
gozlemlenmistir. 40, 60 ve 80 pg DDT/kg siit ornekleriyle yapilan Olciimlerde Ipa
degerleri sirastyla 2,05; 1,55 ve 1,35 pA olup tutarli bir azalis trendi gézlenmemistir.
Buna karsin AEp degerleri diizenli bir artis gdstermis; 40 pg DDT/kg siit 6rnegi i¢in 0,42
V’ta yikseltgenmeye karsilik gelen anodik ve 0,06 V’ta indirgenmeye karsilik gelen
katodik pikler sonucu AEp 360 mV, 60 pg DDT/kg siit ornegi i¢in 0,44 V’ta
yiikseltgenmeye karsilik gelen anodik ve 0,06 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik
pikler sonucu AEp ise 380 mV ve 80 pg DDT/kg siit o6rnegi i¢in 0,60 V’ta
yiikseltgenmeye karsilik gelen anodik ve 0,10 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik

pikler sonucu AEp ise 500 mV olarak 6l¢iilmiistir.
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Sekil 7.24. APT-2 aptameri ile S(1-1-1) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar

Sekil 7.24’te, S(1-1-1) kosulunda hazirlanan -elektrotlar ve farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlari gosterilmektedir. Blank
Olclimiinde elde edilen doniisiimlii voltammogram incelendiginde 0,28 V’da Fe(CN)s]*
“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,14 V’da Fe(CN)s]* ’iin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gozlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 140 mV, I, 2,14
pA olarak belirlenmistir.

Aptamer immobilizasyonunun ardindan gelen anodik ve katodik pik tepe
noktalarinda ve AEp degerinde bir fark gozlenmemisken I, degeri 2,08 pA’e diigmiistiir.
Bloklama sonrasinda ise I,a'nin azalarak 1,43 pA’e distiigl, 0,34 anodik pik akimi ve
0,06 katodik pik akimiyla hesaplanan AEp’nin 280 mV’a yiikseldigi gozlenmistir.
Bloklama sonrasi Ip’nin 1,43 pA’a azalmasi ve AEp’nin 280 mV’a yiikselmesi, yiizeyde
elektron transferini sinirlayan bir tabaka olustugunu gostermektedir.

Bu basamaktan sonra 5 ve 15 pg DDT/kg siit ¢ozeltisi ile inkiibasyon yapildiginda
AEp’degerlerinin azaldig1 tespit edilmistir. 5 pg DDT/kg siit i¢in anodik pik tepe noktalar1
ve katodik pik tepe noktalar sirastyla 0,34 ve 0,06 V degerlerine gelmis, AEp degeri 260
mV’a diismustiir. 10 pg DDT/kg siit icin ise pik potansiyelleri sirastyla 0,34 V ve 0,08
olarak AEp degeri 240 mV olarak hesaplanmistir. 15 pg DDT/kg siitile yapilan
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Ol¢timlerde ise 0,32 ve 0,10 mV anodik ve katodik tepe degerlerine kars1 AEp 220 mV
olarak hesaplanmistir. Bu konsantrasyonlardaki Iy, degerleri de sirastyla 1,39; 1,33 ve
1,29 pA ile azalma egilimi devam etmistir.

Daha yiiksek konsantrasyonlarda tepe akimi noktalarinin diizensiz olarak degistigi
gozlemlenmistir. 20, 30, 40, 60 ve 80 ug DDT/kg siit 6rnekleriyle yapilan dl¢timlerde Ipa
degerleri sirasiyla 1,18; 1,21; 1,07; 1,09 ve 1,10 pA olup tutarli bir azalis trendi
gozlenmemistir. DDT konsantrasyonu arttikca AEp degerlerindeki dalgalanmalar devam

etmis ve sirastyla 260, 300, 280, 260 ve 400 V olarak hesaplanmistir.

3,0x10°®
2,0x10°
1,0x10°
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- 904 ——APT
—— Bloklama
——5 ug DDT/kg sit
-1,0x10° ——10 ng DDT/kg siit
—— 15 ug DDT/kg siit
——20 ug DDT/kg siit
-2,0x10°® 1 ——30 ug DDT/kg siit
——40 ng DDT/kg sit
——60 pg DDT/kg sut
——80 ug DDT/kg st
-3,0x10°® , ' : : : . , ug 22 k9

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
Potansiyel (V)

Sekil 7.25. APT-2 aptameri ile S(1-1-2) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar

Sekil 7.25’te, S(1-1-2) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar1 gosterilmektedir. Blank
Olclimiinde elde edilen doniisiimlii voltammogram incelendiginde 0,22 V’da Fe(CN)s]*
“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,06 V’da Fe(CN)s]* ’lin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gozlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 160 mV, Ip. 2,25
pA  olarak belirlenmistir. Aptamer immobilizasyonunun ardindan 0,30 V’ta

yiikseltgenmeye karsilik gelen anodik ve 0,12 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik
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pikler gozlenmistir. I,a degeri 1,54 pA’e diiserken AEp 180 mV degerini korumustur.
Bloklama sonrasinda ise Ipa degeri artarak 1,56pA’e ulagmistir. AEp’nin anodik ve
katodik pik akimlariin sirasiyla 0,34 V ve 0,14 V degerlerini aldig1 6l¢iilmiis ve AEp’nin
200 mV’a yiikseldigi hesaplanmistir.

Bloklama adimimin ardindan gergeklestirilen 5 ve 10 pg DDT/kg siit
inkiibasyonlarinda AEp degerleri birbirine esit olup 220 mV olarak dl¢tilmistiir. Her iki
konsantrasyon degeri i¢in alinan yiikseltgenme ve indirgenme pikleri sirasiyla 0,36 V ve
0,14 V olarak alinmistir. 15 pg DDT/kg siit konsantrasyonunda AEp’nin 240 mV’a
yiikselmesi daha yiiksek iki konsantrasyon olan 20 ve 30 pg DDT/kg siit
inkiibasyonlarinda bu degerin tekrar azalarak sirasiyla 220 ve 200 mV’a diigsmesi tutarli
bir trende sahip olmadigin1 gostermistir. Bu 6l¢iimlerde elde edilen I, degerleri de 1,50;
1,44 ve 1,55 pA olarak elde edilmis ve genel egilimle uyumlu olmayan bir dalgalanma
gostermistir.

Daha yiiksek DDT seviyelerinde (40, 60 ve 80 ng DDT/kg siit) AEp degerlerinin
strastyla 240, 260 ve 280 mV’a yiikseldigi hesaplanmistir, anodik pik akimlari sirasiyla
0,34, 0,36 ve 0,38 V degerini alirken, katodik pik akimlar1 0,10 V olarak degerini
korunmustur.; I,. degerlerinin ise 1,48; 1,45 ve 0,90 pA olacak sekilde genel olarak
azaldig1 kaydedilmistir. Bu aralikta AEp’nin nispeten daha tutarli bir artis egilimine

girdigi, Ipa’nin ise belirgin sekilde diistiigli gozlenmistir.
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Sekil 7.26. APT-2 aptameri ile S(1-2-0,5) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar

Sekil 7.26’da, S(1-2-0,5) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniistimlii voltammogramlari gosterilmektedir. Blank
Olclimiinde elde edilen doniisiimlii voltammogram incelendiginde 0,26 V’da Fe(CN)s]*
“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,14 V’da Fe(CN)s]* ’lin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gdzlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 120 mV, I,a 2,60
pA olarak belirlenmistir.

Aptamer immobilizasyonunun ardindan 0,28 V’ta yiikseltgenmeye karsilik gelen
anodik ve 0,12 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik pikler gozlenmistir. Ip. degeri
2,17 pA’e diiserken, AEp 160 mV degerine ¢ikmistir. Bloklama sonrasinda ise Ip.’nin
daha da azalmasiyla 1,5 pA degerini aldig1 belirlenmis, AEp’nin 340 mV’a yiikseldigi
hesaplanmustir.

Bu basamaktan sonra 5 pg DDT/kg siit ¢ozeltisi ile inkiibasyon yapildiginda
anodik ve katodik tepe noktalari, dolayisiyla AEp degeri, bunun yaninda da Ip. degerleri
sabit kalmistir. 10 ve 15 ug DDT/kg siit seviyelerinde AEp’nin sirasiyla 260 ve 280 mV’a
yukseldigi belirlenmistir. Bu konsnatrasyonlardaki anodik pik tepe noktalar1 0,36 V
degerlerinde sabit kalirken ve katodik pik tepe noktalar1 sirasiyla 0,10 ve 0,08 V



176

degerlerine diismistiir. Ip. degerleri de sirasiyla 1,45 ve 1,43 pA seklinde azalma
izlemigtir. 20 pg DDT/kg siit 6rneginde AEp degeri ve pik noktalarinda degisim
gbzlenmezken Ip, degeri 1,30 pA’e diigmiistiir. 30, 40 ve 60 pg DDT/kg siit 6rneklerinin
0,38 V, 0,52 V ve 0,62 V anodik pik degerleri; 0,80, 0,60 ve 0,4 V katodik pik degerleri
ile hasaplanan AEp’leri 230, 440 ve 580 mV degerlerini almistir.

En yliksek derisim olan 80 pg DDT/kg siit seviyesinde ise 0,50 anidik pik degeri
ve 0,6 katodik pik degeri ile AEp’nin 440 mV’a gerilemesi beklenen trendden saptigini

gostermektedir.
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Sekil 7.27. APT-2 aptameri ile S(1-2-1) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar

Sekil 7.27°de, S(1-2-1) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar1 gosterilmektedir. Blank
Olciimiinde elde edilen doniisiimlii voltammogram incelendiginde 0,28 V’da Fe(CN)s]*
“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,14 V’da Fe(CN)s]* ’lin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gozlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 140 mV, Ipa
degeri de 2,07 pA olarak belirlenmistir. Aptamer immobilizasyonu ve bloklama

islemlerinin ardindan belirlenen katodik pik degerleri sirasiyla 0,30 ve 0,32 V degerlerini
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alirken, anodik pik degerleri 0,14V ve 0,10 V olgiilerek AEp degerleri sirasiyla 160 mV
ve 220 mV’a yiikselmis, ylizeyde elektron transferini siirlandiran ek bir tabaka
olustugunu gostermistir. Ayn1 asamalarda kaydedilen Ip. degerleri ise 1,53 ve 1,61 pA
olup, akim agisindan beklenen diizenli azalma trendinin saglanamadigi goriilmektedir.

Bloklama adimini takiben gergeklestirilen 5 ug DDT/kg siit inkiibasyonu, anodik
ve katodik pik degerlerinin sirasiyla 0,36 V ve 0,10 V degerlerine gelmesine, AEp’nin
de 240 mV olarak hesaplanmasina neden olmustur. Bu sirada ve I,a’nin 1,36 pA’a
diismesini, yiizeyde elektron transfer bariyerinin hedef baglanmasi ile daha da
giiclendigini gostermektedir. Bunu izleyen 10, 15, 20 ve 30 pg DDT/kg siit
konsantrasyonlarinda AEp degerlerinin sirasiyla 260, 280, 300 ve 360 mV’a ulagmasi,
DDT miktar1 arttikca yiizeyde daha belirgin bir engelleyici tabaka olustugunu
desteklemektedir. Bu konsantrasyonlardaki anodik pik tepe noktalar1 sirasiyla 0,36 V,
0,38, 0,38 ve 0,42 V olurken, katodik pik tepe noktalar1 0,10, 0,10, 0,08 ve 0,06 V olarak
Olclilmiistiir.

Bununla birlikte, 40 pg DDT/kg siit inkiibasyonunda AEp’nin 260 mV’a diismesi,
artis egiliminin bu noktada bozuldugunu ortaya koymaktadir. Ayni1 basamakta Iy, degeri
de artarak 1,20 pA’a yiikselmistir.

En yiiksek konsantrasyonlar olan 60 ve 80 pg DDT/kg siit seviyelerinde AEp’nin
strastyla 320 ve 460 mV’a yiikseldigi belirlenmistir. Bu asamalarda I, degerlerinin 1,10
ve 0,80 pA seviyelerine diismesi, elektron transferindeki kisitlanmanin yiiksek

konsantrasyonlarda daha belirgin hale geldigini dogrulamaktadir.
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Sekil 7.28. APT-2 aptameri ile S(1-2-2) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar

Sekil 7.28’de, S(1-2-2) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar1 gosterilmektedir. Blank
Olclimiinde elde edilen doniisiimlii voltammogram incelendiginde 0,28V’da Fe(CN)s]*
“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,18 V’da Fe(CN)s]*’iin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gozlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 100 mV, I, 2,10
MA  olarak belirlenmistir. Aptamer immobilizasyonunun ardindan 0,30 V’ta
yiikseltgenmeye karsilik gelen anodik ve 0,16 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik
pikler gozlenmistir. I,a degeri 1,79 pA’e diiserken AEp 140 mV degerine ¢ikmistir.
Bloklama sonrasinda ise Ipa degeri artarak 1,69 pA’e ulasmistir. AEp’nin anodik ve
katodik pik tepe noktalar1 sirastyla 0,32 V ve 0,14 V degerlerini aldig1 olciilmiis ve
AEp’nin 180 mV’a yiikseldigi hesaplanmistir.

Bloklama adiminin ardindan gergeklestirilen 5 pg DDT/kg siit inkiibasyonlarinda
alinan yiikseltgenme ve indirgenme pikleri sirasiyla 0,34 V ve 0,08 V olarak alinmis, AEp
degeri 240 mV olarak hesaplanmistir. Ip. degeri ise 1,57 pA’e gerilemistir.

Daha yiiksek DDT seviyelerinde (10, 15 ve 20 pg DDT/kg siit) Olclimlerinde
anodik pik tepe noktalar1 0,36 V degerini alirken, katodik pik akimlar1 0,10 V olarak
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degerini korumustur. Bu konsantrasyonlarda Ip. degerlerinin 1,56; 1,52 ve 1,47 pA
seklinde diizensiz seyretmesi ise elektrot ylizeyindeki baglanma dagiliminin homojen
olmamasinin veya sensoriin bu araliktaki duyarliligimin diisiik olmasinin bir gostergesi
olarak degerlendirilebilir.

DDT derisiminin 40, 60 ve 80 ng DDT/kg seviyelerine yiikseltilmesiyle anodik
pik degerleri sirastyla 0,38, 0,40 ve 0,42 V; katodik pik degerleri ise sirastyla 0,10, 0,08
ve 0,08 olarak ol¢iilmiistiir. Hesaplanan AEp degerlerinin ise sirasiyla 280, 320 ve 440
mV’a ulagmasi, ylizeydeki elektron transfer bariyerinin yiiksek konsantrasyonlarda daha
belirgin hale geldigini gostermektedir. Bu asamalarda Ip.’nin 1,44; 1,16 ve 0,99 pA’a
diismesi ise artan DDT baglanmasinin akim iizerindeki engelleyici etkisinin giderek

giiclendigini dogrulamaktadir.
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Sekil 7.29. APT-2 aptameri ile S(2-1-0,5) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar

S(2-1-0,5) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT konsantrasyonlarinda

elde edilen doniisiimlii voltammogramlart Sekil 7.29°da gosterilmektedir.  Blank

Olclimiinde elde edilen doniisiimlii voltammogram incelendiginde 0,28 V’da Fe(CN)s]*

“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,14 V’da Fe(CN)s]* ’lin indirgenmesine

karsilik gelen katodik pikler gozlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 140 mV, ;. 2,26

pA olarak belirlenmistir. Aptamer immobilizasyonu ve bloklama basamaklarinin
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ardindan anodik pik tepe degerleri 0,32 ve 0,36 V; katodik pik tepe degerleri ise 0,16 ve
0,14 V olarak olgiilmiis, AEp degerlerinin 160 ve 220 mV’a yiikselmesi, elektrot
ylizeyinde elektron transferini kisitlayan yeni bir tabakanin basariyla olustugunu ortaya
koymaktadir. Ayn1 asamalarda Ip. degerlerinin 1,77 ve 1,68 pA olarak oOlgiilmesi ise
akimin beklenen sekilde azaldigim1 ve yiizey modifikasyonunun etkin bir sekilde
gerceklestigini gostermektedir.

Bloklama adimmmin ardindan gergeklestirilen 5 ve 40 pg DDT/kg siit
inkiibasyonlarinda alinan yiikseltgenme ve indirgenme pikleri sirasiyla 0,36 V ve 0,12 V
olarak degerini korumus, AEp degeri de tiim konsantrasyonlarda 240 mV olarak
hesaplanmistir. I,a degerlerinin 5-15 pg DDT/kg siit i¢cin 1,65 pA degerinde sabit
kalmasi; 20, 30 ve 40 pg DDT/kg seviyelerinde ise 1,59; 1,57 ve 1,55 pA degerlerini
vermesi, sistemin diisiik ve orta konsantrasyon araliginda diizenli bir elektroanalitik yanit
tiretmedigini gostermektedir.

DDT konsantrasyonunun daha da artirildigi 60 ve 80 pug DDT/kg siit seviyelerinde
de AEp’de beklenen artisin gerceklesmemesi (sirasiyla 260 ve 240 mV), sensoriin yiiksek
konsantrasyonlarda bile hedef baglanmasina net bir voltametrik yanit olusturamadigini
gostermektedir. Yiizeyde bir bariyer olusumu beklense de AEp’nin tutarli bir yiikselis
gostermemesi, baglanma veriminin sinirli oldugunu diisiindiirmektedir. Bu 6rneklerden

elde edilen I, degerleri ise sirasiyla 1,48 ve 1,33 pA degerlerini almistir.



181

3,0x10°®
2,0x10°
1,0x10°®
g
= Blank
- = ——APT
Bloklama
——5 ug DDT/kg st
-1,0x10° ——10 pg DDT/kg siit
— 15 ng DDT/kg sit
——20 pg DDT/kg sit
-2,0x10° —— 30 ug DDT/kg st
—40 ug DDT/kg sit
—— 60 pg DDT/kg sit
_3’0)(10-6 . . ' - ' . '_ 80 '},lg DDT;/kg sut

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
Potansiyel (V)

Sekil 7.30. APT-2 aptameri ile S(2-1-1) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar

Sekil 7.30°da, S(2-1-1) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlari gosterilmektedir. Blank
Olclimiinde elde edilen doniisiimlii voltammogram incelendiginde 0,28 V’da Fe(CN)s]*
“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,12 V’da Fe(CN)s]*>’lin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gozlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 160 mV olarak
hesaplanmis, Ipa 2,17 pA olarak belirlenmistir. Aptamer immobilizasyonu ve bloklama
islemlerinin ardindan anodik ve katodik pik tepe degerlerinin sirasiyla 0,30 V ve 0,14 V
degerlerinde sabit kalmasi, AEp degerini degistirmemistir ve yiizeyde elektron transferini
sinirlayan tabakanin olugsmasina ragmen bu parametrenin hassas bir yanit iiretmedigini
diisiindiirmektedir. Ayn1 asamalarda kaydedilen I,. degerleri 1,61 ve 1,37 pA olarak
Ol¢iilmesi ise akimin beklenen sekilde azalmasi nedeniyle yiizey modifikasyonunun
gerceklestigini dogrulamaktadir.

Bloklama adimin1 takiben uygulanan 5, 10 ve 15 pg DDT/kg siit
inkiibasyonlarinda elde edilen anidik pik tepe degerleri sirastyla 0,36 V, 0,38 V ve 0,40
V olarak ol¢iiliirken katodik pik tepe degerleri 0,12, 0,12 ve 0,10 V olarak belirlenmistir.
Bu elde edilen degerlerle AEp’nin sirasiyla 240, 260 ve 300 mV olarak artig gostermest,
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ayni konsantrasyonlarda Ip.’nin 1,12; 1,09 ve 1,08 pA degerlerine diismesi, sensoriin
diistik ve derisim araliginda nispeten diizenli bir elektroanalitik yanit verdigini
gostermektedir.

Bununla birlikte, DDT seviyelerinin 20 ve 30 ung DDT/kg siit’e ¢ikarilmasiyla
anodik ve katodik pik degerlerinin ve dolayis1t AEp degerinin sabit kalmasi, sensoriin orta
diizey konsantrasyonlarda hedef baglanmasina tutarli bir voltametrik yanit
olusturamadigini gostermektedir. Bu agamalarda Ip.’nin sirasiyla 1,30 ve 1,10 pA olarak
artis egiliminde olmas1 da akim davranisinda beklenen azalma trendinin bozulduguna
isaret etmektedir.

Daha yiiksek derisimlerde (40, 60 ve 80 ng DDT/kg siit) olciilen AEp degerlerinin
strastyla 340, 320 ve 360 mV olarak diizensiz bicimde degismesi; Ipa’nin ise 1,03; 1,04
ve 1,03 pA gibi birbirine ¢ok yakin ve diizen icermeyen degerler vermesi, sensor

ylizeyinin yiiksek konsantrasyonlarda stabil bir yanit iiretemedigini gostermektedir.

3,0x10°
2,0x10°
1,0x10°®
g
= Blank
= B3 ——APT
Bloklama
——5 ug DDT/kg sut
-1,0x10°® - ——10 ng DDT/kg st
—— 15 ug DDT/kg sut
——20 ug DDT/Kkg sit
'2,0)(10-6 - S— 30 ;lg DDT/kg sut
——40 ng DDT/kg st
—— 60 pg DDT/kg sit
—80 DDT/kg sit
-3,0x10° . - , . . : ; = ECdle L

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
Potansiyel (V)
Sekil 7.31. APT-2 aptameri ile S(2-1-2) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT

konsantrasyonlarinda elde edilen doniigiimlii voltammogramlar

Sekil 7.31°de, S(2-1-2) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar1 gosterilmektedir. Blank

Olctimiinde elde edilen doniisiimlii voltammogram incelendiginde 0,28V’da Fe(CN)s]*
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“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,14 V’da Fe(CN)s]*"’iin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gozlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 140 mV, I, 2,08
pA  olarak belirlenmistir. Aptamer immobilizasyonunun ardindan 0,28 V’ta
yukseltgenmeye karsilik gelen anodik ve 0,12 V’ta indirgenmeye karsilik gelen katodik
pikler gozlenmistir. I,a degeri 1,92 pA’e diiserken AEp 160 mV degerine ¢ikmistir.
Bloklama sonrasinda ise Ipa degeri azalarak 1,77 pA’e ulasmistir. AEp’nin anodik ve
katodik pik tepe noktalar1 sirasiyla 0,26 ve 0,10 V degerlerini alarak ve AEp’nin 160 mV
degerinde sabit kaldig1 belirlenmistir.

Bloklama adimimi takiben gergeklestirilen 5, 10 ve 15 pg DDT/kg siit
inkiibasyonlarinda anodik pik degerlerinin 0,28 V; katodik pik degerlerinin ise 0,10 V
olarak sabit kalmasi, AEp’nin 180 mV degerini almasina neden olmustur. AEp’nin sabit
kalmasi, diisiik DDT derisimlerinde aptamer baglanma bolgelerinin heniiz doygunluga
ulasmamis olmasi nedeniyle baglanan DDT miktarinin yiizey elektron transfer direncinde
Olgiilebilir bir degisim yaratmamasindan kaynaklanabilir. Ayni konsantrasyonlarda
Ipa’nin 1,66; 1,53 ve 1,43 pA degerlerine diistligli gbzlenmistir. Ip. nin diizenli bir sekilde
azalmasi, ylizeye baglanan smirli miktardaki DDT nin dahi elektron transfer hizin1 bir
miktar kisitlayarak akim iizerinde etkili oldugunu diistindiirmektedir.

DDT derisiminin 40, 60 ve 80 ug DDT/kg seviyelerine ylikseltilmesiyle anodik
pik degerleri sirasiyla 0,38 V, 0,40 V ve 0,42 V; katodik pik degerleri ise sirasiyla 0,10
V, 0,08 V ve 0,08 V olarak olciilmiistiir. Hesaplanan AEp degerlerinin ise sirastyla 280,
320 ve 440 mV’a ulasmasi, yiizeydeki elektron transfer bariyerinin yiiksek
konsantrasyonlarda daha belirgin hale geldigini gostermektedir. Bu asamalarda Ip.’nin
1,44; 1,16 ve 0,99 pA’a diismesi ise artan DDT baglanmasinin akim iizerindeki
engelleyici etkisinin giderek giiclendigini dogrulamaktadir.

DDT konsantrasyonu arttirilarak gerceklestirilen 20, 30, 40, 60 ve 80 pg DDT/kg
siit konsantrasyonlarinda anodik pik tepe degerleri sirasiyla 0,30, 0,34, 0,38, 0,42 ve 0,44
V degerini alirken, katodik pik tepe degerleri ise sirasiyla 0,10, 0,10, 0,06, 0,04 ve 0,02
V olarak olgiilmiistiir. Bu degerlerden hesaplanan AEp degerleri de sirasiyla 200, 240,
320, 380 ve 420 mV olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, 6zellikle orta ve yiiksek
konsantrasyonlarda aptamer—DDT etkilesiminin  elektron transfer bariyerini
giiclendirdigini ve sensoriin hedef baglanmasina voltametrik olarak yanit verebildigini
ortaya koymaktadir. Bu agsamalarda I, degerlerinin de sirastyla 1,28; 1,24; 1,15; 1,04 ve

0,97 pA olarak diizenli bir azalma gostermesi, yiizeyde artan DDT baglanmasinin
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elektron transferini asamali olarak kisitladigini ve sensoriin akim yoniinden beklenen

tepkimeyi verdigini gostermektedir.

3,0x10°
2,0x10°
1,0x10®
<
£
S 0,0 4
% Bloklama
——5 ng DDT/kg sut
-1,0x10° ~ ——10 g DDT/Kg sit
——15 ug DDT/kg sut
——20 ng DDT/kg st
-2,0x10° —— 30 ug DDT/kg st
——40 ng DDT/kg sut
—— 60 pg DDT/kg sut
/ -
_3,0X10-6 r : r 80 '},lg DD.'; kg sut

" 1 » I
0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
Potansiyel (V)

Sekil 7.32. APT-2 aptameri ile S(2-2-0,5) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar

S(2-2-0,5) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT konsantrasyonlarinda
elde edilen doniigiimlii voltammogramlar1 gosterilmektedir (Sekil 7.32).  Blank
Olciimiinde elde edilen doniisiimlii voltammogram incelendiginde 0,26 V’da Fe(CN)s]*
“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,12 V’da Fe(CN)s]*>’lin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gbzlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 140 mV, Ip. 2,08
A olarak belirlenmistir. Aptamer immobilizasyonu ve bloklama basamaklarinin
ardindan anodik pik tepe degerleri 0,28 ve 0,32 V; katodik pik tepe degerleri ise 0,18 ve
0,16 V olarak olclilmiis, AEp degerlerinin 200 ve 260 mV’a yiikselmesi, elektrot
ylizeyinde elektron transferini kisitlayan yeni bir tabakanin basariyla olustugunu ortaya
koymaktadir. Aynm1 asamalarda I,» degerlerinin 2,05 ve 1,90 pA olarak dlgiilmesi ise
akimin beklenen sekilde azaldigim1 ve yiizey modifikasyonunun etkin bir sekilde

gergeklestigini gostermektedir.
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Bloklama adimmin ardindan gergeklestirilen 5 ve 40 pg DDT/kg siit
inkiibasyonlarinda alinan ytikseltgenme ve indirgenme pikleri sirasiyla 0,36 V ve 0,08 V
olarak degerini korumus, AEp degeri de tiim konsantrasyonlarda 280 mV olarak
hesaplanmistir. Ipa degerlerinin 1,81; 1,69; 1,60; 1,46; 1,42 ve 1,37 pA degerlerini
vermesi, ylizeye alinan DDT miktarinin giderek artarak elektron transferini kismen
yavaglattigini gostermektedir. Her ne kadar AEp bu aralikta belirgin bir degisim
gostermese de, akim siddetindeki diisiis, ylizeydeki baglanma olaylarinin elektrot
kinetigini etkiledigini gostermektedir.

DDT derisiminin 60 ve 80 pg/kg siit seviyelerine yiikseltilmesi sonrasinda da
anodik ve katodik pik tepe degerlerinin sirasiyla 0,38 ve 0,06 V seviyesinde sabitlenmesi
ile her ikisi i¢in AEp degeri 320 mV olarak hesaplanmistir. Ayni sekilde Ipa’da 1,31 pA
degerinde kalmis ve sistemin bu noktada bir tlir plato davranisi sergiledigini
gostermektedir. Bu noktada elektrot ylizeyinin biiyiik dl¢iide doygunluga ulastigi, yani
eklenen DDT molekiillerinin artik yiizey kinetiginde ek bir degisiklik yaratmadigi
anlagilmaktadir. Aptamer ylizeyinde baglanma kapasitesinin biiyiik oranda kullanildigini

ve voltametrik yanitin maksimum sinira eristigini diisiindiirmektedir.

3.0x10°
2.0x10° -
1.0x10° -
@ .
c 0.0
i(‘ 4 Bloklama
5 ——5 ug DDT/kg st
-1.0x10" H ——10 pg DDT/kg sit
1 ——15 pg DDT/kg sit
——20 pg DDT/kg sut
-2.0x10° ——30 ng DDT/kg siit
——40 pg DDT/kg siit
’ —— 60 ng DDT/kg st
-3.0x10° : ; : . i : _I 80 pg DDT/k'g st

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

Sekil 7.33. APT-2 aptameri ile S(2-2-2) kosulunda kaplanan elektrotlar ile farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlar



186

Sekil 7.33’te, S(2-2-2) kosulunda hazirlanan elektrotlar ve farkli DDT
konsantrasyonlarinda elde edilen doniisiimlii voltammogramlari gosterilmektedir. Blank
Olctimiinde elde edilen doniistimlii voltammogram incelendiginde 0,28 V’da Fe(CN)s]*
“in yiikseltgenmesine karsilik gelen anodik ve 0,12 V’da Fe(CN)s]*>’lin indirgenmesine
karsilik gelen katodik pikler gdzlenmektedir. Bu voltammogramda AEp 160 mV, Iy, 2,02
PA olarak belirlenmistir. Aptamer immobilizasyonu ve bloklama basamaklarinin
ardindan anodik pik tepe degerleri 0,32 ve 0,36 V; katodik pik tepe degerleri ise 0,12 ve
0,08 V olarak ol¢iilmiistiir. AEp degerlerinin 200 ve 280 mV’a ylikselmesi, elektrot
ylizeyinde elektron transferini kisitlayan yeni bir tabakanin basariyla olustugunu ortaya
koymaktadir. Ayn1 asamalarda I,» degerlerinin 1,94 ve 1,66 pA olarak Slgiilmesi ise
akimin beklenen sekilde azaldigim1 ve yiizey modifikasyonunun etkin bir sekilde
gerceklestigini gostermektedir.

Bloklama adiminin ardindan gerceklestirilen 5 ve 40 pg DDT/kg siit
inkiibasyonlarinda alinan yiikseltgenme ve indirgenme pikleri sirasiyla 0,36 V ve 0,08 V
olarak degerini korumus, AEp degeri de tiim konsantrasyonlarda 280 mV olarak
hesaplanmistir. Ipa degerlerinin 1,60; 1,52; 1,45; 1,37; 1,44 ve 1,33 pA degerlerini
vermesi, ylizeye alinan DDT miktarinin giderek artarak elektron transferini kismen
yavaglattigini gostermektedir. Her ne kadar AEp bu aralikta belirgin bir degisim
gostermese de, akim siddetindeki diisiis, ylizeydeki baglanma olaylarinin elektrot
kinetigini etkiledigini gostermektedir.

DDT derisiminin 60 pg/kg siit 6rneginde anodik ve katodik pik tepe degerlerinin
sirastyla 0,38 ve 0,08 V seviyesinde ; 80 pg/kg siit 6rneginde anodik ve katodik pik tepe
degerlerinin sirastyla 0,40 ve 0,08 V mV seviyesinde Olciilerek AEp degerleri sirasiyla
300 ve 320 mV olarak hesaplanmistir. Ayni konsantrasyonlarda Ip.’da 1,12 ve 0,95 pA
degerini almistir.

Bu asamalarda Iy, degerlerinin 1,12 pA ve 0,95 pA’a inmesi ise artan DDT
baglanmasinin elektron transferini daha da zorlastirdigina isaret etmektedir. I,.’deki bu
azalma, yiiksek konsantrasyonlarda sensoriin beklenen engelleyici yanit1 verebildigini

gostermektedir.
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EK 4. APT-1 Aptameri Kullanilarak Hazirlanan Elektrotlardan Alinan EIS

Nyquist Grafikleri
6x10*
/._——f'———.\___‘.
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Sekil 7.34. APT-2 aptameri kullanilarak S(1-1-0,5) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri

Sekil 7.34’te sunulan S(1-1-0,5) kosuluyla hazirlanmig elektrota ait EIS Nyquist
egrileri incelendiginde, bloklama isleminden sonra uygulanan 5 pg DDT/kg siit
inkiibasyonunda R¢¢’nin yaklagik 3,7 kQ arttifi ve DDT derisimi yiikseldik¢e bu artis
egiliminin diizenli bir sekilde siirdiigii goriilmektedir. DDT konsantrasyonundaki her
artisin, egrilerin saga dogru genislemesiyle uyumlu sekilde R¢'yi yikselttigi ve bu
durumun elektron transfer siirecinin giderek daha fazla kisitlandigini gosterdigi
anlasilmaktadir.

Artan derisimler i¢in bloklamaya gore hesaplanan R farklar1 10, 15, 20, 30, 40,
60 ve 80 ug DDT/kg siit i¢in sirastyla 18,0; 30,7; 38,9; 44,1; 51,1; 62,8 ve 71,0 kQ olarak
belirlenmistir. Bu diizenli artis, sensor yiizeyinde aptamer—DDT etkilesiminin gii¢lii bir
sekilde gerceklestigini ve hedef molekiil baglandik¢a elektron transfer engelinin
bliytidiiglinii géstermektedir.

S(1-1-0,5) kosulu altinda elde edilen bu belirgin R artiglarinin, aptamer

tabakasinin yiizeyde uygun konformasyonda immobilize olmasi ve DDT molekiillerinin
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bu tanima bolgelerine etkili sekilde baglanabilmesiyle iligkili oldugu seklinde
degerlendirilmektedir. Baglanma sonrasinda olusan aptamer—DDT kompleksleri elektrot
ylizeyinde ek bir fiziksel ve dielektrik bariyer olusturarak yiik transferini sinirlandirmakta

ve bu durum Nyquist egrilerinde gdzlenen empedans artisini agiklamaktadir. Bu sonuglar,

S(1-1-0,5) modifikasyon kosulunun DDT tespiti icin duyarli olabilecegini
gostermektedir.
4x10°* —+—B80 g DDT/kg St
g —e— 60 ug DDT/kg S
- e N e 40 ;g DDT/kg Siit
/ '\ —e— 30 ug DDT/kg St
’ . e 20 ug DDT/kg S
310° - / e \. —e— 15 ug DDT/kg S
o ke \ e 10 ug DDT/kg Si
/ PSS % ¢ e 5 ug DDT/kg Siit
o 7 o ° \ —e— Bloklama
= i T T —— APT
\ [ ] L] L
= e MmN \,  —+—Blank
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Sekil 7.35. APT-2 aptameri kullanilarak S(1-1-1) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri

Sekil 7.35°te verilen S(1-1-1) kosuluyla modifiye edilmis elektrotlara ait Nyquist
diyagramlari incelendiginde, bloklama adiminin ardindan uygulanan 5 pg DDT/kg siit
inkiibasyonunun R degerini yaklasik 17,3 kQ artirdigi goriilmektedir. DDT derigimi 10
png DDT /kg siit seviyesine ¢ikarildiginda Rt 19,3 kQ olarak dl¢tilmiis, 15 ng DDT /kg
stiticin ise 19,2 kQ ile ¢cok sinirl1 bir azalma kaydedilmistir. Bu kii¢iik sapmanin ardindan,
daha ytiiksek konsantrasyonlarda tiim 6l¢iimlerde R¢¢’nin yeniden artis egilimine girdigi
ve derisimle uyumlu sekilde yiikseldigi gézlenmistir.

Bloklama degerine kiyasla hesaplanan R farklar1 incelendiginde; 20, 30, 40, 60
ve 80 pg DDT/kg siit derisimleri i¢in sirasiyla 23,8; 25,7; 29,6; 34,0 ve 53,9 kQ’luk
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artiglar tespit edilmistir. Bu sonuglar, elektrot yilizeyindeki aptamerlerin hedef molekiille

etkili sekilde baglandigini, olusan aptamer—DDT komplekslerinin ise elektron transferini

giderek daha fazla sinirlayan ek bir direng katmani olusturdugunu gostermektedir.
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Sekil 7.36. APT-2 aptameri kullanilarak S(1-1-2) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri

Sekil 7.36°da verilen S(1-1-2) modifikasyon kosuluyla hazirlanmig elektrota ait

Nyquist diyagramlar1 degerlendirildiginde, bloklama adimi sonrasinda uygulanan 5 pg

DDT/kg siit inkiibasyonunda Re¢’nin yaklasik 3,4 kQ arttig1 goriilmektedir. DDT derisimi

10 ve 15 pg/kg seviyelerine ¢ikarildiginda ise hesaplanan R¢: degerleri sirasiyla 13,1 ve

24,1 kQ olarak belirlenmistir. Bu aralikta artig devam etmekle birlikte, beklenen dogrusal

egilimde bir ivme gozlenmemistir. 20 pg DDT/kg siit seviyesinde R¢¢’nin yalnizca kiigiik

bir artigla 25,0 kQ degerine ulagmas1 sonrasinda, 30 pg/kg ve iizerindeki derisimlerde

sensOr yanitinin yeniden belirgin bir artis trendine gectigi gozlemlenmistir. Artan DDT

seviyeleri i¢in bloklamaya gore hesaplanan R farklarinin 30, 40, 60 ve 80 ug DDT/kg

siit icin sirastyla 33,9; 39,6; 43,5 ve 54,3 kQ olmasi, bu konsantrasyon araliginda

aptamer—DDT baglanmasinin daha etkin gerceklestigini ve ylizeydeki elektron transfer

direncinin giderek daha fazla yiikseldigini ortaya koymaktadir.
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Bu sonuglar, S(1-1-2) kosulunun 6&zellikle orta—yiiksek derisimlerde hedef

molekiil baglanmasina duyarli bir empedans yanit1 iiretebildigini gostermektedir.

4
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Sekil 7.37. APT-2 aptameri kullanilarak S(1-2-0,5) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri

Sekil 7.37°de verilen S(1-2-0,5) kosuluyla modifiye edilmis elektrota ait Nyquist
egrileri incelendiginde, bloklama adimini takiben uygulanan 5 pg DDT/kg siit
inklibasyonunun Rt degerini yaklasik 12,6 kQ yiikselttigi goriilmektedir. DDT
derisiminin artirilmasiyla birlikte bu yiikselis egiliminin kesintisiz bir sekilde devam
ettigi dikkat ¢ekmektedir.

Bloklama basamagina gore hesaplanan R farklari; 10, 15, 20, 30, 40, 60 ve 80
pg DDT/kg siit i¢in swrasiyla 13,1; 13,8; 15,1; 27,0; 38,0; 43,9 ve 53,0 kQ olarak
belirlenmistir. Bu artis ¢izgisi, hedef molekiiliin aptamerle basarili sekilde etkilesime
girdigini ve ylizeyde olusan aptamer—DDT komplekslerinin elektron transferini giderek
daha fazla sinirlandirdigini agikga ortaya koymaktadir.

Genel olarak S(1-2-0,5) kosulu, DDT baglanmasina karsi duyarli bir yiizey
modifikasyonu saglamis goriinmektedir. Diisiik konsantrasyonlarda bile belirgin bir

empedans artis1 gézlenmesi, yiizeyde etkili bir aptamer yerlesimine isaret etmektedir.
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Sekil 7.38. APT-2 aptameri kullanilarak S(1-2-1) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS

Nyquist grafikleri

Sekil 7.38’de S(1-2-1) kosuluyla hazirlanmis elektrot kullanilarak elde edilen EIS

Nyquist grafikleri degerlendirildiginde, 5 pg DDT/kg siit inkiibasyonunun ardindan R

degerinde bloklama asamasina kiyasla 8,2 kQ’luk bir artis ortaya ¢iktig1 gortilmektedir.

DDT konsantrasyonunun yiikselmesiyle bu egilim devam etmis ve 10, 15, 20, 30,

40, 60 ve 80 ng DDT/kg siit inkiibasyonlarinda hesaplanan R artiglar1 sirasiyla 15,7;

25,2; 33,0; 41,8; 49; 57,9 ve 75,9 kQ olarak belirlenmistir. Bu sonugclar, sensoriin artan

analit miktaria kars1 gii¢lii ve konsantrasyona bagimli bir empedans yanit1 verdigini

gostermektedir.
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Sekil 7.39. APT-2 aptameri kullanilarak S(1-2-2) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS

Nyquist grafikleri

Sekil 7.39’da sunulan S(1-2-2) modifikasyon kosuluna sahip elektrotla elde edilen

Nyquist egrileri incelendiginde, 5 pg DDT/kg siit ile yapilan inkiibasyon sonrasinda Rt

degerinin bloklama basamagina gore yaklasik 5,7 kQ arttig1 goriilmektedir.

DDT derisiminin yiikselmesiyle bu artig egilimi belirgin bigimde siirmiis; 10, 15,

20, 30, 40, 60 ve 80 ng DDT/kg siit konsantrasyonlarinda hesaplanan R farklari sirasiyla
13,8; 19,4; 23,6; 32.,4; 40,0 ve 50,75 kQ olarak elde edilmistir.

Bu bulgular, sensoriin analit miktarindaki degisimlere duyarlt bir sekilde tepki

verdigini ve artan DDT konsantrasyonlarinin yiizeyde daha giiglii bir elektron transfer

bariyeri olusturarak empedansin konsantrasyonla uyumlu bi¢imde yiikselmesine neden

oldugunu acik¢a ortaya koymaktadir.
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Sekil 7.40. APT-2 aptameri kullanilarak S(2-1-0,5) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS

Nyquist grafikleri

Sekil 7.40°ta S(2-1-0,5) kosuluyla hazirlanmis elektrot kullanilarak elde edilen

EIS Nyquist grafikleri degerlendirildiginde, 5 pg DDT/kg siit inkiibasyonunun ardindan

Rct degerinde bloklama asamasina kiyasla 10,73 kQ’luk belirgin bir artis ortaya ¢iktigi

goriilmektedir.

DDT konsantrasyonunun yiikselmesiyle bu egilim devam etmis ve 10, 15, 20, 30,

40, 60 ve 80 pg DDT/kg siit inkiibasyonlarinda hesaplanan R artiglar1 sirasiyla 20,5;

26,1; 33,5; 39,5; 50.,4; 60,9 ve 76,5 kQ olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, sensoriin artan

analit miktarina kars1 giiclii ve konsantrasyon bagimli bir empedans yanit1 verdigini

gostermektedir.
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Sekil 7.41. APT-2 aptameri kullanilarak S(2-1-1) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri

Sekil 7.41°de sunulan S(2-1-1) modifikasyon kosuluna sahip elektrottan elde
edilen Nyquist egrileri incelendiginde, 5 pg DDT/kg siit ile gerceklestirilen inkiibasyonun
ardindan R¢¢ degerinin bloklama basamagina gore yaklasik 10,4 kQ arttig1 goriilmektedir.
Daha ytiksek DDT seviyelerinde bu artis egiliminin devam ettigi dikkat ¢cekmektedir.

DDT derisimi yiikseldikce Re: degerlerinde diizenli ve belirgin bir artis
kaydedilmis; 10, 15, 20, 30, 40, 60 ve 80 pg DDT/kg siit i¢in hesaplanan R farklari
sirastyla 13,1; 16,0; 22,8; 32,6; 40,0; 52,9 ve 66,9 kQ olarak belirlenmistir.

Bu egilim, sensor yiizeyinde DDT ile etkilesime giren aptamer miktarinin
artmastyla elektron transfer yolunun giderek daha fazla engellendigini ve 6zellikle yiiksek
konsantrasyonlarda hedef baglanmasinin yogunlasmasi nedeniyle empedans tepkisinin

giiclendigini gostermektedir.
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Sekil 7.42. APT-2 aptameri kullanilarak S(2-1-2) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS

Nyquist grafikleri

Sekil 7.42°de sunulan S(2-1-2) modifikasyon kosuluyla hazirlanmis elektrota ait

Nyquist egrileri incelendiginde, 5 pg DDT/kg siit inkiibasyonu sonrasinda R degerinin

bloklama basamagina gore yaklasik 2,2 kQ arttig1 gortilmektedir.

DDT derisimi yiikseltildikge bu artisin daha belirgin héle geldigi dikkat
cekmektedir. Nitekim 10, 15, 20, 30, 40, 60 ve 80 ng DDT/kg siit seviyelerinde
hesaplanan R farklari sirasiyla 13,1; 22,5; 34,2; 50,7; 62,6; 84,3 ve 95,7 kQ olarak elde

edilmistir.

Bu bulgular, sensoériin artan DDT miktarina karsi onceki dlgiimlere kiyasla daha

belirgin, daha konsantrasyon-bagimli ve giiclii bir empedans tepkisi ortaya koydugunu

gostermekte; ylizeyde meydana gelen aptamer—DDT etkilesimlerinin bu kosulda daha

etkin bir sekilde elektron transferini sinirladigini diistindiirmektedir.
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Sekil 7.43. APT-2 aptameri kullanilarak S(2-2-0,5) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri

Sekil 7.43’te verilen S(2-2-0,5) kosulu ile modifiye edilmis elektrota ait Nyquist

diyagramlari incelendiginde, 5 pg DDT/kg siit inkiibasyonunun ardindan R¢¢ degerinde

bloklama basamagma kiyasla yaklasik 18,6 kQ’luk bir artis meydana geldigi

goriilmektedir.

DDT derisiminin kademeli olarak artirilmasiyla bu yiikselisin daha belirgin bir
ivme kazandig1 anlagilmaktadir. Gergekten de 10, 15, 20, 30, 40, 60 ve 80 ng DDT/kg siit

konsantrasyonlarinda hesaplanan R artiglart sirasiyla 23.5; 34,5; 41,1; 70,1; 100,3 ve

144,2 kQ olarak kaydedilmistir. Bu degerler, Ozellikle orta ve yiiksek derisim

araliklarinda elektron transferinde belirgin bir engellenme yasandigini gostermektedir.

Bu sonuglar, sensoériin DDT seviyesindeki artisa olduk¢a duyarli bir tepki

verdigini ve empedans degisiminin konsantrasyonla birlikte keskin sekilde biiyiidiigiinii

ortaya koymaktadir. S6z konusu artisin, aptamer—-DDT komplekslerinin ylizeyde daha

yogun sekilde birikerek elektron transfer yolunu etkili bicimde sinirlandirmasindan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.
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Sekil 7.44. APT-2 aptameri kullanilarak S(2-2-2) kosulunda hazirlanmis elektrottan elde edilen EIS
Nyquist grafikleri

Sekil 7.44’te sunulan S(2-2-2) modifikasyon kosuluna ait Nyquist egrileri
degerlendirildiginde, 5 pg DDT/kg siit ile inkiibasyon sonrast R¢ degerinin, bloklama
adimina gore yaklasik 7,2 kQ yiikseldigi goriilmektedir. DDT derisiminin basamakli
olarak artirilmasiyla birlikte bu yiikselisin giderek daha belirgin hale geldigi dikkat
cekmektedir. Nitekim 10, 15, 20, 30, 40, 60 ve 80 ng DDT/kg siit seviyelerinde elde
edilen R farklan swrasiyla 14,5; 21,3; 28,0; 50,7; 73,2; 86,3 ve 97,2 kQ olarak
hesaplanmistir. Bu veriler, ozellikle orta ve yiiksek konsantrasyonlarda elektron
transferinin belirgin ol¢iide zorlastigin1 gostermektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde, sensoriin DDT miktarindaki artis1 oldukca
hassas bir sekilde izleyebildigi, empedans yanitinin konsantrasyon yiikseldikce keskin bir
artis sergiledigi anlasilmaktadir. Bu davranmisin, aptamer ile DDT arasinda olusan
komplekslerin yiizeyde daha yogun sekilde birikmesi ve buna bagli olarak elektron

aktarim yolunu etkin bi¢imde daraltmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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EK-5. APT-1, APT-2 ve APT-3 aptamerlerinin kenetleme ve secicilik 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla olusturulan PCA matriksi

Aptamer Dosya Baglanma Ki degeri Molekiiller Van der Elektrostatik | Nihai i¢ enerji Torsiyonel Baglanmamis
-ligand icindeki enerjisi arasl Waals, enerji serbest enerji | durum enerjisi
baglanma | (kcal/mol) son etkilesim | hidrojen bagi
pozu enerjisi ve
siralamasi desolvasyon
enerjisi

APT1-

ALD 1 -3,44 3030 -3,44 -3,36 -0,07 0 0 0
APT1-

ALD 2 -3,44 3020 -3,44 -3,37 -0,07 0 0 0
APT1-

ALD 3 -3,44 3010 -3,44 -3,37 -0,07 0 0 0
APT1-

ALD 4 -3,44 3000 -3,44 -3,37 -0,07 0 0 0
APT1-

ALD 5 -3,44 3030 -3,44 -3,36 -0,08 0 0 0
APT2-

ALD 1 -4,66 384,23 -4,66 -4,63 -0,03 0 0 0
APT2-

ALD 2 -4,66 382,42 -4,66 -4,63 -0,03 0 0 0
APT2-

ALD 3 -4,66 383,93 -4,66 -4,63 -0,03 0 0 0
APT2-

ALD 4 -4,66 382,92 -4,66 -4,63 -0,03 0 0 0
APT2-

ALD 5 -4,66 384,27 -4,66 -4,63 -0,03 0 0 0
APT1-

ATR 1 -5,96 42,93 -7,15 -3,13 -4,02 -0,09 1,19 -0,09




Aptamer
-ligand

APT1-
ATR
APT1-
ATR
APT1-
ATR
APT1-
ATR
APT2-
ATR
APT2-
ATR
APT2-
ATR
APT2-
ATR
APT2-
ATR
APT1-
DDT
APT1-
DDT
APT1-
DDT

Dosya
icindeki
baglanma
pozu
siralamasi

Baglanma
enerjisi
(kcal/mol)

-5,96
-5,67
-5,67
-5,58
-5,73
-5,73

-5,65

Ki degeri

42,93
69,79
69,79
81,59
63,39
63,39
72,03
72,03
73,27
1930
1930

1980

Molekiiller Van der
arasli Waals,
son etkilesim hidrojen bagi

enerjisi ve
desolvasyon
enerjisi
-7,15 -3,13
-6,86 -2,8
-6,86 -2,8
-6,77 -2,74
-6,92 -4,09
-6,92 -4,09
-6,84 -3,87
-6,84 -3,87
-6,83 -3,9
-4,6 -4,54
-4,6 -4,54
-4,58 -4,53

Elektrostatik
enerji

-4,02
-4,06
-4,06
-4,03
-2,83
-2,83
-2,97
-2,97
-2,93
-0,06
-0,06

-0,06

Nihai i¢ enerji

-0,09
-0,07
-0,07
-0,07
0,03
0,03
0,01
0,01
0,02
-1,01
-1,01

-1,01

Torsiyonel
serbest enerji

1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
0,89
0,89

0,89
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Baglanmamig
durum enerjisi

-0,09
-0,07
-0,07
-0,07
0,03
0,03
0,01
0,01
0,02
-1,01
-1,01

-1,01



200

Aptamer Dosya Baglanma Ki degeri Molekiiller Van der Elektrostatik Nihai ic eneriji Torsiyonel Baglanmamig
-ligand icindeki enerjisi arasi Waals, enerji serbest enerji  durum enerjisi
baglanma  (kcal/mol) son etkilesim hidrojen bagi
pozu enerjisi ve
siralamasi desolvasyon
enerjisi

APT1-

DDT 4 -3,68 2000 -4,58 -4,52 -0,06 -1,02 0,89 -1,02
APT1-

DDT 5 -3,68 2010 -4,57 -4,52 -0,06 -1,02 0,89 -1,02
APT2-

DDT 1 -4,37 629,8 -5,26 -5,3 0,04 -0,71 0,89 -0,71
APT2-

DDT 2 -4,37 630,24 -5,26 -5,3 0,04 -0,71 0,89 -0,71
APT2-

DDT 3 -4,37 629,8 -5,26 -5,3 0,04 -0,71 0,89 -0,71
APT2-

DDT 4 -4,33 666,59 -5,23 -5,27 0,04 -0,73 0,89 -0,73
APT2-

DDT 5 -4,17 880,78 -5,06 -5,1 0,04 -0,99 0,89 -0,99
APT1-

DLD 1 -2,67 11110 -3,26 -3,17 -0,09 -0,28 0,6 -0,28
APT1-

DLD 2 -2,67 11120 -3,26 -3,17 -0,09 -0,28 0,6 -0,28
APT1-

DLD 3 -2,67 11110 -3,26 -3,17 -0,09 -0,28 0,6 -0,28
APT1-

DLD 4 -2,66 11160 -3,26 -3,19 -0,07 -0,27 0,6 -0,27
APT1-

DLD 5 -2,66 11300 -3,25 -3,16 -0,09 -0,28 0,6 -0,28



Aptamer Dosya
-ligand icindeki

baglanma
pozu
siralamasi

APT2-

DLD 1
APT2-

DLD 2
APT2-

DLD 3
APT2-

DLD 4
APT2-

DLD 5
APT1-

EDS 1
APT1-

EDS 2
APT1-

EDS 3
APT1-

EDS 4
APT1-

EDS 5
APT2-

EDS 1
APT2-

EDS 2

Baglanma
enerjisi
(kcal/mol)

-4,28

-4,28

-4,28

-4,28

-4,28

-2,92

-2,92

-2,92

-4,63

-4,63

Ki degeri

725,53

731,35

730,98

727,48

724,03

6350

6350

7220

7200

7220

404,4

402,59

Molekiiller

arasi

son etkilesim
enerjisi

-4,88

-4,87

-4,87

-4,88

-4,88

-2,92

-2,92

-2,92

-4,63

-4,63

Van der
Waals,
hidrojen bagi
ve
desolvasyon
enerjisi

-2,63
-2,63

-2,69

Elektrostatik Nihai ic eneriji

enerji

-0,08
-0,08
-0,08
-0,08
-0,08
-0,36
-0,36
-0,23
-0,22
-0,22
0,07

0,07

-0,28

-0,28

-0,28

-0,28

-0,28

Torsiyonel
serbest enerji

0,6
0,6
0,6
0,6

0,6
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Baglanmamig
durum enerjisi

-0,28
-0,28
-0,28
-0,28

-0,28



Aptamer Dosya
-ligand icindeki

baglanma
pozu
siralamasi
APT2-
EDS 3
APT2-
EDS 4
APT2-
EDS 5

Baglanma
enerjisi
(kcal/mol)

-4,63
-4,63

-4,63

Ki degeri

401,79
402,34

403,53

Molekiiller Van der
arasli Waals,
son etkilesim hidrojen bagi

enerjisi ve
desolvasyon
enerjisi
-4,63 -4,7
-4,63 -4,7
-4,63 -4,7

Elektrostatik Nihai ic eneriji
enerji

0,07 0
0,07 0
0,07 0

Torsiyonel
serbest enerji
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Baglanmamig
durum enerjisi



