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OZET

Toksin maddeler, gida giivenligini tehdit eden ve canli organizmalarin 6liimiine neden
olabilen biyolojik tehlike unsurlar1 arasindadir. Geleneksel yontemlerin disinda, gida
toksinlerini analiz etmek icin biyosensorler son yillarda genis kullanim alani bulmustur. Bu
sensorlerin yapilarina enzimler, hiicreler, dokular, antikorlar, DNA vb. biyolojik materyallerin

eklenmesiyle isimlendirilmistir.

Bu ¢alismada deniz iiriinlerinde 6nemli bir toksin madde niteliginde olan domoik asitin
hizli ve giivenilir olarak tespit edilmesi i¢in tek kullanimlik perde baskili elektrotlar (SPE)
kullanilmistir. SPE'ler, tek seferde ¢ok sayida tiretilebilen, 6n islem ya da egitimli kullaniciya
ihtiya¢ duyulmayan, kullanim1 kolay ve gercek zamanl algilama i¢in uygun 6zellikteki ucuz

malzemelerdir.

Bu caligmada, altin SPE'ler (SPGE) potasyum ferrisiyaniir redoks probu ile inkiibe
edilmis ve orneklerin elektrokimyasal empedans spektroskopi (EIS) analizi karakterize edilerek
degerlendirilmistir. SPGE'lere biyofonksiyonel o6zellikler kazandirmak i¢in, dort farkli
derisimde domoik asit (DA) soliisyonu inkiibe edilerek empedans oOl¢iimleri alinmistir.
Empedans olclimleri sonrasinda elde edilen Nyquist grafikleri degerlendirilmistir. Ayrica
SPGE'lerin yiizey 6zellikleri atomik kuvvet mikroskobu (AFM), taramal1 elektron mikroskobu
(SEM) ve SEM cihazina entegre enerji yayilimli X 1s1n1 (EDX) analiziyle incelenmis ve sonraki
calismalarda yiizeyde olusacak diger ara katmanlarin EIS 6l¢limlerinde karsilasilabilecek olasi

sorunlar tartigilmstir.

Sonug olarak, elde edilen biyosensorlerin diisiik hata paylariyla ¢alisacagi ve toksin

analizinin sonuclarinin gelecekteki ¢calismalar i¢in 6nemli olmasi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Toksin, Domoik asit, perde baskili elektrot, elektrokimyasal

empedans spektroskopisi, biyosensor, gida.
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SUMMARY

Toxins are among the biological hazard elements that threaten the safety of food and
can cause the death of living organisms. Apart from traditional methods, biosensors to analyze
food toxins have found wide use in recent years. These sensors include enzymes, cells, tissues,

antibodies, DNA, etc. which are named by the addition of the biological agents.

In this study, disposable screen-printed electrodes (SPE) were used to detect domoic
acid, which is an important toxic substance in seafood, in a quick and reliable manner. SPEs
are inexpensive materials that can be produced in large numbers at once, do not require pre-

treatment or trained users, are easy to use and are suitable for real-time detection.

In this study, gold based SPEs (SPGE) were incubated with potassium ferricyanide
redox probe and electrochemical impedance spectroscopy analysis (EIS) of the samples were
characterized and evaluated. Impedance measurements were taken by incubating domoic acid
(DA) solutions at four different concentrations in order to gain biofunctional properties to
SPGEs. Nyquist plots were obtained after impedance measurements, then the results were
evaluated. In addition, the surface properties of SPGEs were examined by atomic force
microscope (AFM), scanning electron microscope (SEM) and energy dispersive X ray (EDX)
analysis which is integrated to the SEM device, and in subsequent studies, possible problems
that may be encountered in EIS measurements of other intermediate layers that will form on the

surface were discussed.

Consequently, it is expected that our develop biosensor can be operated with low
margins of error and the results of the toxin analysis will be important for the future studies in
the field.

Keywords: Toxin, Domoic acid, screen-printed electrode, electrochemical impedance

spectroscopy, biosensor, food.
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1. GIRIS VE AMAC

Bu ¢alismada deniz iiriinlerinde 6nemli bir toksin madde niteliginde olan domoik asitin
hizli ve giivenilir olarak tespit edilmesi i¢in yliksek hassasiyetteki elektrokimyasal sensor
sistemlerinin gelistirilmesi arastirilmigtir. Arastirma ¢alismalarimizda toksin tayini igin tek
kullanimlik perde baskili elektrotlar (SPE) kullanilmistir. SPE'ler, tek seferde ¢ok sayida
uretilebilen, 6n islem ya da egitimli kullaniciya ihtiyag duyulmayan, kullanimi kolay ve gercek

zamanli algilama i¢in uygun 6zellikteki ucuz malzemelerdir.

Bu c¢alismada altin SPE'ler (SPGE) potasyum ferri siiyaniir redoks probu ile inkiibe
edilmis ve orneklerin elektrokimyasal empedans spektroskopi (EIS) analizi ile karakterize
edilerek degerlendirilmistir. EIS'nin temel islevinden biri elektrot / elektrolit Gzerindeki cift
katmanli yapilarin karakterizasyonudur. Bu yontem, malzeme sentezi, korozyon, piller, yakit
hiicreleri ve diger birgok alanda elektrokimyasal reaksiyonlarin analizi i¢in kullanilmaktadir.
SPGE'lere biyofonksiyonel 6zellikler kazandirmak i¢in, 0,01 ng / mL, 0,01 ng / mL, 1,00 ng /
mL domoik asit (DA) soliisyonu inkiibe edilerek empedans 6l¢iimleri alinmistir. Uygun esdeger
elektrik devresi ile modellenen SPGE'nin modifiye edilmesinden sonra elde edilen Nyquist
grafikleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglarda toksin maddesinin anti-toksin-Mab'a
baglanmasi sonucu Yuk aktarim direncinde (Rct) artis gézlenmistir. Rct degerindeki bu artis,
DA konsantrasyonu artigi ve Mab’ye baglanmasi nedeniyle olmustur. Ayrica SPGE'lerin yiizey
morfolojik 6zellikleri atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile incelenmis ve sonraki ¢alismalarda
ylzeyde olusacak diger ara katmanlarin EIS 6l¢limlerinde karsilasilabilecek olasi sorunlar

tartisilmastir.

Calismamizin amaci bu biyosensOriin diisikk hata paylariyla istenilen o6l¢limleri

yapabilmesi ve toksin analizinin sonuglarinin gelecekteki ¢aligsmalar i¢cin 6nemli olmasidir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Toksin Maddeler
2.1.1. Tanimi ve 6nemi

Toksin maddeler, canli organizmaya disaridan solunum yoluyla, fiziksel temasla ya da
beslenme yoluyla alindiginda zararli etki gosteren maddeler olarak tanimlanabilir (Ayaz ve
Yurttagil, 2008). Bir maddenin canlilar igin toksik etki yaratip yaratmayacagini belirleyen en

temel unsur, maddenin organizma igerisine alinan miktar1 yani dozudur (Dolan vd., 2010).

Toksinler, endiistriyel ve tarimsal faaliyetlerde kullanilan kimyasal kirleticiler yoluyla
canli organizmaya etki ettigi gibi gida tedarikinde dogal olarak da bulunabilir. Ornegin
mitotoksinler, tahillarin ve yer fistiginin mantar enfeksiyonuyla olusan ve gida isleme
teknikleriyle uzaklagtirilamayan 6zel bir toksin ¢esididir. Ayrica tarim iiriinleri ve bocek ilaglar
gibi pek ¢ok farkli toksin madde canlilar igin tehlikeli olabilecek zararl etkiler igerebilir (Ligler
vd., 2003).

Gerek gidalardan uzaklastirilamayan gerekse isleme ve pisirme sirasinda olusan gida
toksinlerinin kiiclik miktarlarda tiiketimi kac¢inilmazdir. Bu durumda olusacak olumsuz
etkilerin diisiik seviyede olmasi iilkelerin ilgili diizenleyici kurumlarinin belirledigi eylem
planlari, toksik etki sinirlari, kullanilan uyari etiketleri gibi 6zel 6nlemler ile saglanmistir. Gida
ureticiler1 ve 1ilgili diizenleyici kurumlarin aldigi 6nlemlere bakilmaksizin toksik etki
yaratabilecek maddelerin kiigiikk miktarlarda tiiketilmesi gerekmektedir. Gida toksinlerinin
tiiketilmesinden kaynaklanan toksik etki riski diisiik olmasina ragmen, asir1 tiiketim, alerjik
etki, bulagma riski ve canliya 6zgii fizyolojik tepkiler sebebiyle her zaman risk olugmaktadir

(Ligler vd., 2003).

Toksin maddeler, bu etkiler nedeniyle canli organizmaya zarar vermeden tespit edilmeli

ve gerekli Onlemler alinarak zarar verme riski en az diizeye indirilmelidir.



2.2. Gida Giivenliginin Onemi

2.2.1. Tanimi

Gida maddesi, insanlar tarafindan ¢ig, pismis ya da yar1 pismis olarak yeme i¢me
yoluyla tiiketilen her tiirli maddeyi kapsamaktadir. Bu kapsamda gidalarda bulunan insan
sagligini olumsuz yonde etkileyen fiziksel, kimyasal ya da radyoaktif maddeler gida bulasanlari
olarak nitelendirilmektedir. Gida giivenligi ise gidanin kendisini ya da hammaddesini
iiretimden son tiikketime kadarki siirecte insan sagligina zarar verecek fiziksel, biyolojik veya
kimyasal etkilerden korumak ig¢in uygulanan kurallar biitiiniini ifade etmektedir (Boga ve
Binokay, 2010; Erkmen, 2010; Karabal, 2019).

Insanlik gida giivenligi ile evcillestirdigi ilk hayvan tiirleriyle birlikte tanismistir. Bu
tarihlerde et Grlnlerini kurutarak, siit tirlinlerinden peynir yaparak gidalarin giivenli sekilde
saklanmasii saglamaya calismislardir. Tarihsel evrim siireclerinin getirdigi bilgi birikimi
kullanilarak hayvanlardan bulasabilecek hastaliklarin 6grenilmesi gida giivenligini saglamada
O6nemli bir doniim noktasi olmustur. Bu donemden sonra medeni toplumlar gidalarin elde
edilmesi, saklanmasi ve glivenli olarak tliketilmesi i¢in 6zel kurallar koymuslardir. Bu kurallar
biitiinii giiniimiizde kullanilan gida giivenligi standartlarinin temelini olugturmaktadir (Boga ve

Binokay, 2010; Karabal, 2019).

Gida kaynakli hastaliklar Gida Tarmm Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglhk Orgiitii (WHO)
Gida Giivenligi Uzman Komitesi tarafindan diinyada en sik goriilen saglik sorunu olarak
gosterilmektedir. Gida maddelerindeki tehlikeli bilesenlerin, tanimlanmasi, Olglilmesi ve
tehlike sinirlarinin belirlenmesinde HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point, Tehlike
Analizi ve Kritik Kontrol Noktalari) yontemi 6nemli bir sistemdir. Bu sistem sayesinde gida
giivenligini tehdit eden mikrobiyolojik, fiziksel ve kimyasal tehlikeler belirlenerek

onlenebilmektedir (Sezgin ve Ozkaya, 2014; Esmer ve Melikoglu, 2015).



2.2.2. Gida giivenligini tehdit eden bashca unsurlar

2.2.2.1. Fiziksel etkenler

Gidanin yapisin1 bozmayan ancak fiziksel olarak insanlara zarar verici nitelikte olan
etkileri ifade etmektedir. Bu etkenlere cam kiriklar1, metal/plastik/tahta pargalar, insan/hayvan
kili gibi drnek verilebilir (Sezgin ve Ozkaya, 2014; Giiler ve Can, 2017; Keener, 2001). Fiziksel
tehlikelerden kaynakli hastalik veya yaralanmalarin ¢ogu agiz i¢i, yemek borusu, karin veya
beslenme kanalinin diger ilgili organlarinda olusmaktadir ve bu durum nadiren yasami tehdit

eder niteliktedir (Keener, 2001).

2.2.2.2. Kimyasal etkenler

Gidalarin dogal yapisindan, muhafaza edildigi yerlerden ve iiretim esnasindaki zararl
cevresel atiklardan bulasan pestisitler, ilag kalintilari, agir metaller (civa, kadmiyum gibi) ve
ilgili mevzuatlarda belirtilen miktarin iizerinde kullanilan gida katki maddeleridir. Gidalarin
islenmesi asamasinda Yyaglayicilar, solventler, hidrolik sivilar, makine yagi ve benzeri
bilesiklerin kullanim1 kaginilmazdir. Bu malzemelerin kullanimindan kaynakli kimyasal
kirlenmenin etkileri yaygin olmasa bile gerceklestiginde sonuglar1 hemen ve siddetli sekilde

gorilmektedir (Sezgin ve Ozkaya, 2014; Giiler ve Can, 2017; Keener, 2001).

2.2.2.3. Biyolojik etkenler

Biyolojik etkenler gidalarin iiretiminden son tiiketimine kadarki siirecin her asamasinda
etkili olabilen ve gidalarin yapisinda dogal olarak bulunan kimyasallar; gidalarin siretim ve
saklama kosullarinin uygunsuzlugu sebebiyle ortaya cikan kiif, mantar, parazit, viriis ve
mikrobiyal toksinler; genetigi degistirilmis organizmalar1 kapsamaktadir (Sezgin ve Ozkaya,
2014; Guler ve Can, 2017). Giiniimiizde gidalarin kiiresel boyutta taginmasi, transferi ve
depolanmasit asamalarinin herhangi birinde gida kaynakli patojenlerin saptanmasi
gerekmektedir. Bu patojenler, epidemiyolojik, fizyolojik ve virlis olugturma riski agisindan
farkliliklar gostermektedir (Schirone vd., 2017). E. coli, S. aureus, Cl. botulinum, CI.
perfiringens, L. monocytogenes gibi bakteriler énemli biyolojik tehlikelere neden olabilecek

patojenler arasinda yer almaktadir (Gller ve Can, 2017).



2.2.3. Gida toksin maddeleri

2.2.3.1 Dogal besin toksinleri

Dogal besin toksinleri, bitkilerin ve hayvanlarin yapisinda dogal olarak bulunan veya
kimyasal bilesiklerden kaynaklanan ve toksik etki gosteren Ogelerdir. Bu toksinlerin en
onemlileri; baklagiller, badem, elma, seftali vb. meyve ¢ekirdekleri ve keten tohumunda
bulunan siyajonik glikozitler; karalahana, salgam ve hardal gibi bitkilerde bulunan guatrojenler;
patateste bulunan solanindir. Mantarlarda bulunan dogal toksin maddeleri ise oldukga zehirli
etkiye sahiptir ve pisirme ya da saklama kosullarina bagli olarak etkisini kaybetmemektedir

(Ayaz ve Yurttagil, 2008; Ozkaya, 2004).

2.2.3.2. Mikrobivyal toksinler

Mikotoksinler, bazi kiiflerin metabolizmalar1 sonucu olusturduklar1 tehlikeli bir
mikrobiyal toksin tiiriidiir. Mikotoksinler, yetisme siirecinde, dogrudan hasat sirasinda, islemi
sirasinda, islemeyi izleyen evrede ya da depolama evresinde gidalara bulasabilir veya gidalarda
gelisebilirler. Bu toksinlerin en 6nemlisi aflotoksinlerdir. Aflotoksinler, misir, yerfistigi, ceviz,
karbonhidrat icerigi yliksek olan diger gidalar ile bitki ve baharatlarin sik goriilen
kontaminantlarindandir. Gidalan tarlada ekili olduklar1 zamandan baglayarak biiylime, hasat,
nakliyat, kotii depolama kosullari, liretim sirasindaki kosullar ve hatta hazir gida olarak
kullanilan iiriiniin raf omrii esnasinda, kisacasi ekimden tiiketime kadar her asamada kontamine

edebilirler (Ayaz ve Yurttagil, 2008; Ozkaya, 2004).

2.2.3.2. Kimyasal kirleticiler

Kursun, kadmiyum, civa gibi agir metaller, pestisit ve veteriner ilag¢ kalintilari, ambalaj
malzemelerinden gidaya gecen kalintilar, pisirme sirasinda yagin pirolizisi ile olusan pnolitik

karbonlar (PAH) ve heterosiklik aminlerdir (HCA) (Ayaz ve Yurttagiil, 2008; Ozkaya, 2004).

Gida katki maddeleri, tek basina gida olarak tliketilmeyen, gida ham ya da yardimci

maddesi olarak kullanilmayan, gidalarin raf dmriiniin uzatilmasi, tat, koku, goriiniis, yap1 ve
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diger niteliklerinin korunmasi amaciyla kullanilan maddelerdir. Bu maddeler, yeterince
denetim saglanmadig1 takdirde alerjik, kanser yapici, mutajenik ve teratojenik etkiler

gosterebilmektedir (Boga ve Binokay, 2010).

2.3. Gida Toksin Maddeleri Analiz Yontemleri

2.3.1. Geleneksel gida analiz yontemleri

Gida giivenliginin saglanmasi ic¢in analitik yontemlerin ve tekniklerin gelistirilmesi,
ozellikle tiiketicilerin gida tedariginde icerik ve giivenlik konusundaki endiselerinin giderilmesi

bakimindan 6nemlidir.

Gida sektoriinde,

*pestisit kalintilari, mikotoksin, hormonlar, agir metaller, antibiyotikler vb. analizler gida
guvenligi kapsaminda;

*antioksidanlar, tatlandiricilar, boyar maddeler, termal 6zellikler vb. analizler aroma ve tekstlr
ozellikleri kapsaminda ;

*aminoasitler, yag asitleri, vitaminler, sekerler vb. analizler ise gida katkilar1 kapsaminda talep

edilmektedir.

2.3.1.1. Kiitle spektroskopisi

Kiitle spektrometreleri, analiz 6rneginin buharlastirilarak manyetik veya elektriksel bir
alanda kolaylikla hareket eden iyonlara doniistiiriilmesi ve kiitle/yiik (m/z) degerlerine gore
ayrilarak analiz edilmesi esasina gore ¢alismaktadir (Biberoglu, 2003; Anonim, 2020; Besergil,

2016; Merey, 2015).

Kiitle spektrometresi ile kompleks karisimlarin farkli kiitlelerdeki iyon akimlarinin
karistm  konsantrasyonluyla olan iligkisinden yararlanilarak kantitatif olarak analizi
yapilmaktadir (Besergil, 2016). Karisim igerisinde herhangi bir yiikle yliklenmemis molekiiller,
kiitle spektrometresi igerisinde iyonizasyon islemi ile uyarilarak pozitif yiikli iyonlara
dontstiirtiliirler. Bu iyonlar, biiylik bir hizla kiitle/yiik degerlerine gore spektrometrenin
analizor kismina ulasirlar. Bu degerin bagil bolluklarina gore grafige gecirilmesiyle Kiitle

Spektrumu olusturularak molekiiliin yapis1 tayin edilir (Biberoglu, 2003).



Kiitle spektrometresi 5 kisimdan olusur ve Sekil 2.1°de gdsterilmistir.
1. Analiz edilecek bilesige ait 6rnek girisi
2. Iyonlastirma kaynag1 ve Hizlandiric
3. Kiitle Analiz Tipi
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Sekil 2.1 Bir kiitle spektrometresinin sematik goriiniimii (Besergil’den, 2016).

Kiitle spektrometresinde proteinlerin iyonizasyonu i¢in kullanilan iki yontem vardar.
1- Elektrosprey iyonizasyonu (ESI)

2- Matris destekli lazer desorpsiyonu / iyonizasyon (MALDI)

ESI: 11k defa 1984 yilinda kullanilan ve proteinler, polipeptidler, oligoniikleotitler gibi polar,
iyonize ve yliksek molekiiler agirlikli bilesiklerin analizi i¢in Onerilen iyonizasyon teknigidir.
Bu teknik atmosfer basincinda ve oda sicakliginda gerceklesmektedir.

ESI 6zellikle buharlagtirilmasi ve iyonlastirilmasi zor olan yiiksek molekiiler agirlikli bilesikler

icin faydal1 bir iyonizasyon teknigidir ve s1vi kromatografi/kiitle spektrometrisi (LC/MS) ile
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kullanilmaktadir (Anonim, 2020; Besergil, 2016; Merey, 2015; Anonim, 2016; Anonim, 2018;
Nunez vd., 2005).

MALDI: Numune, 6zel bir dalga boyundaki kisa lazerden gelen 1511 soniimleyen tabaka iginde
¢Oziiliir. Ardindan iyonlagarak kiitle analizorlerinde bilesenlerine ayrilir. Bu yontem “Time of
Flight” kiitle spektroskopisiyle (TOF) bilestirilerek kullanilabilir ancak sivi kromatografisiyle
kullanim1 uygun degildir (Besergil, 2016).

Proteinler oncelikle bu yontemlerden biriyle iyonize edilir ve daha sonra bir kiitle

analizoriine girer. Baslica 4 tip kiitle analizorii bilinmektedir.

Manyetik Sektor Analizorler: Bu analizorler iyonlagtirma kaynaginda olusan farkli Kiitle/ytik
oranina sahip iyonlarin ayni manyetik alana girdiklerinde hafif olanlarin agir olanlara gore
sapma acilarinin daha biiylik olmasi esasina dayanarak analiz gerceklestirmektedir (Biberoglu,

2003).

“Quadrupole” Analizorler (Q): Daha ¢ok gaz kromatografisinde kullanilan giiclii bir
detektordiir. Kuadrupol analizorler dort paralel cubuktan olusur. Bunlar 6zel bir radyo frekans
alan1 saglamaktadir. Cubuklar arasinda voltaj uygulandiginda olusan potansiyel farka dayali
0zel bir titresim gergeklesir. Boylece sadece bazi kiitle/yiik oranindaki tanecikler analizérden

gecebilirler (Biberoglu, 2003).

Ucus Zamanh Analizorler (Time of flight, TOF): Bu analizérde iyonlar1 hizlandirmak i¢in
elektrik alan kullanilir. Hizlandirilan iyonlar, bir metre boyundaki elektrik alan1 bulunmayan
bir tiip igerisine girerler. Iyonlarin dedektdrde toplanma siireleri (“Time-of-flight”) iyonik
yiikleri ile dogru; molekiil agirliklari ile ters orantilidir. Yani daha hafif iyonlar dedektdre daha

hizli ulagir (Biberoglu, 2003; Alig, 2011).

Iyon Kapanlar1 (Ion traps): Diger kiitle analizorlerine gore daha hassas olan bu yontemde
merkezde bir halka ve iki ugta yarim daire seklinde olan ii¢ adet elektrot bulunmaktadir. Merkez
elketroda radyo frekans voltaji uygulanarak iyonlar yakalanir ve aymi anda analiz edilir

(Biberoglu, 2003).
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Kiitle analizoriinden gelen iyonlar bir yariktan gecerek, bir elektrot tizerinde toplanir.
Burada firetilen akim biiyiik bir direngten topraga verilirken olusan potansiyel diismesi bir

transistorde algilanir ve olusan akim yiikseltilerek kaydedilir.

2.3.1.2. Yiksek performansh sivi Kromatografisi

Kromatografi, ¢ok az miktardaki ve kimyasal yapilar1 birbirine yakin kimyasal madde
veya karigimlarinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore ayrilmasinda kullanilan teknikleri
icerir. Kromatografide genel olarak bir sabit (stasyoner) faz, bir de hareketli (mobil) faz vardir
(Orug, 2005).

Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi (HPLC) bir sivida ¢éziinmiis bilesenler, bir
kolon igerisinde bulunan sabit faz ile etkilesime girerek kolon iginde degisik hizlarla hareket
ederler. Boylece farkli zamanlarda bilesenler kolonu terk ederek dedektdrde miktarlari tayin
edilir (Anonim, 2020; Eser ve Dingel, 2018). Sekil 2.2°de gosterilen Yiiksek Performanslt Sivi
Kromotografisi agagidaki gibi bir yapiya sahiptir.

Calisma kolonu

Enjektor

Dedektér Atik

Sekil 2.2. Yiiksek Performansli S1vi Kromotografisi’nin sematik goriiniimii (Anonim’den,
2018).

HPLC genel olarak sekiz boliimden olusmaktadir. Bunlar; analiti tagiyan ve genellikle
sulu tamponlardan hidrokarbonlara kadar farkli polaritedeki ¢oziiciilerden olusan mobil faz
siseleri, bu siselerden tasman hareketli faz igerisindeki gazlarin ve hava kabarciklarinin

giderilmesinde kullanilan degazor, analitin ve hareketli fazin sistem icerisinde siirekli akisini
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saglayan pompa, analitin kolon igerisine gonderilmeden hareketli faza el ile ya da otomatik
olarak eklendigi enjektor, ayirma kolonunu sabit sicaklikta tutan kolon firini, bilesenlerin
ayrilmasini saglayan sabit fazin oldugu kolon, kolondan ¢ikan bilesenlerin ayrimlariin

goriildiigli dedektor ve ayirma isleminin kaydedildigi bir kaydedicidir (Eser ve Dingel, 2018).

HPLC, ayirma giicii, duyarlilifi ve geri kazanimi yiiksek hizli bir yontemdir. Bu
yontemde hareketli fazin basing altinda kolondan cm/s gibi yiiksek bir hizla gegirilmesiyle
ayirma hizi ¢ok daha diisiik olan ve hidrostatik basingla ¢alisan agik sivi kolon kromotografisine
gore aymrma gicii ¢ok daha yiiksektir. Boylece ayirma islemi birka¢c saatte
tamamlanabilmektedir (Anonim, 2018; Krasikov, 2003).

Domoik asidin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligsmalarda gelistirilen HPLC prosediiriine
gore oncelikle doku drneklerinin saflastirillmamis sulu metanol ekstraktlar1 bir siyano énkolon
kartusu ile kismen saflastirilmistir. Ayirma, ters fazli gradyan eliisyonlu bir C-18 slitununda
yapilmis ve dogrulama igin morotesi (UV) spektrumlart alinmistir. Analit geri kazanimlart
cesitli dokular icin %89'dan %100'e kadar elde edilmistir. UV spektrumu ile onaylanan
algilama sinir1 0,1 pg/g olarak belirlenmistir. Bu yontem ile el ile numune temizleme adiminin
kullanimi ortadan kaldirilmigtir. Ayrica yontemin diger prosediirlerin aksine bazi deniz {iriinii

orneklerinde yliksek konsantrasyonlarda bulunabilen NaCl'ye duyarli olmadigi goriilmiistiir

(Dhoot vd., 2013).

2.3.1.3. Enzime bagh imunosorbent testi

Enzime bagli imunosorbent testi (ELISA), antikorlar, antijenler, proteinler ve
glikoproteinlerin biyolojik drneklerini 6l¢mek i¢in kullanilan yaygin bir immiinolojik testtir.
Bu testte, enzim ile isaretli antikorlar (konjugat) ve substrat kullanilarak, slipheli materyalde
bulunan etken madde ya da bunlara kars1 olusmus antikor varligi arastirilmaktadir (Asensio vd.,

2008; Coskun vd., 2016).

Gida dogrulama i¢in en ¢ok dolayli ve sandvi¢ ELISA yontemleri kullanilmaktadir.
Dolayli ELISA yonteminde, biri antijene 6zgii ve digeri bir enzime bagli iki antikor kullanir.

Bu ikinci antikor, teste "enzime baglh" adini verir ve kromojenik veya florojenik bir substratin
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bir sinyal Gretmesine neden olur. Bazen bu ikinci antikor, birincil antikor biyotin etiketli ise,
avidin veya streptavidin gibi bir proteine baglanabilir. Sandvi¢ ELISA yonteminde antijen
yakalama ve tespit olmak Uzere iki antikor arasina baglanir. Saptama antikoru, bir enzime

baglanabilir veya biyokimyasal reaksiyonu iiretecek konjugati baglayabilir (Asensio vd., 2008).

Antikor ile kaplanan “ELISA plate” yuvalarina antijen miktar1 belirlenmek istenen
numune yiklenir ve antijen-antikor baglanmasi i¢in beklenir. Ardindan yikama islemi yapilarak
baglanmamis veya 6zgiin olmayan proteinler uzaklastirilmasi saglanir. Enzim bagh ikincil
antikorlar da eklenerek antijen-antikor yapisina baglanip sandvi¢ yapisini olustururlar. Enzimle

etkilesecek altlik eklenerek olusan 1s1ma ile protein miktari spektrofotometrik olarak olgiiliir.

Sandvig ELISA yonteminin sematik gortiniimii Sekil 2.3de verilmistir .
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Auntikor yakalama Antijenin antikora  Tespif edici antikorun  Enzim baglyikincil  Althgm eklenmesi: althk

plakast vakalanmast eklenmesi v antijsne  antikorun eklenmesi snzim tarafindan sik
baglanmasy ve tespit sdici veya renk formuna
antikora baglanmast dondistliriiliir.

Sekil 2.3. Sandvi¢ ELISA yontemi sematik gdriiniimii (Anonim’den, 2018).

ELISA yontemiyle degisik mikotoksin analizlerinin yapilabilmesi i¢in antikor Gretimi
icin daha etkili yontemlerin gelistirilerek bu mikotoksinlere karsi 6zel antikor tiretilmesi
gerekmektedir (Orug, 2005).

Kabuklu deniz iirtinleri 6rneklerinde DA'y1 5 dakika i¢inde elektrokimyasal (EC) tespiti
ile belirlemek i¢in yeni bir kilcal elektroforez tabanli enzim immiinoassay (CE-EIA) teknigi

olusturulmustur. Dogrusal aralik 0,1-50 ng/mL ve LOD 0,02 ng/mL olarak bulunmustur.



12

Analitlerin geri kazanimi %89,6 — %105,8 dir. Teknigin duyarliligi, geleneksel
ELISA'dan 16 kat daha fazladir ve DA'ya 6zgii bir monoklonal antikor (mAD) tretilmistir.
Antikor karakterizasyonu icin ise dogrudan ELISA (cdELISA) ve dolayli ELISA (ciELISA)
olusturulmustur. Ayrica, DA i¢in hassas ve hizli bir mAb bazli koloidal altin (nanopartikiil
bazli) immiinostrip gelistirilmistir. Benzer sekilde, ELISA kitleri, pseudo-nitzschia (LOD 6,8

ng/L) ¢oziinmiis DA 6rneklerinin belirlenmesi igin kullanilmistir (Saaed vd., 2017).

2.3.1.4. Gaz kromatografisi

Bu yontemde sabit bir fazdan mobil faz olarak gaz akimi (He, Azot vb.) gegirilerek
ucucu bilesikler adsorbsiyon ve dagilim farkina gore birbirlerinden ayrilir. Gaz kromatografide
(GC) numune buharlastirilarak kromatografik kolonun girisine enjekte edilir. Hareketli bir gaz
faz1 ile ayirma islem i gerceklestirilir. Burada kullanilan gazin tek goérevi numuneyi
kromatografik kolon boyunca tagimaktir. Diger kromatografi yontemlerinde oldugu gibi
numune ile herhangi bir etkilesime girmez. Sekil 2.4’de sematik goriiniim verilmistir (Anonim,
2020).

GC sistemi; inert ve helyum, azot, hidrojen gazlarimin kullanildig: tastyici gaz silindiri,
sizdirma enjektorlerin kullanildigi enjeksiyon tinitesi, uzunluklar1 genel olarak 2-50 m. arasinda
degisen ve dolgu maddesi 6zel bir s1v1 ile kaplanmis olan agik tiiplii ya da i¢ yiizeyi 6zel sivi
ile kaplanmis kolon, numune karisindaki bilesenleri algilayabilen duyarliligi yiiksek bir

dedektor ve kaydedici kisimlarindan olugsmaktadir.

Gaz Kromatografisi

Termometre

Enjeksiyon Blogu

Dedektor
p—— Manometre b,
na Va
= |H
. e
- Regiilator Y
Yazicl
Kapiler i=-
Kolon - :
Termostath Firin
- —
Tastyict Gaz Silindiri
$innga Kromatogram

Sekil 2.4. Gaz kromatografisi sematik gorinumi (Gunduz, 2013).
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Gaz-Kat1 ve Gaz-Sivi olmak tizere iki tip gaz kromatografisi vardir. Kullanimi daha

yaygin olan Gaz-Sivi kromatografide sabit faz sividir. Mitotoksinlerin analizinde Gaz-Kati

kromatografi daha siklikla kullanilmaktadir. Ancak bu yontem diger yontemler kadar kullanisl
degildir (Orug, 2005).

2.3.2. Elektrokimyasal esash biyosensorler

2.3.2.1. Tanimi

Biyoalgilama, genel olarak biyomolekiillerin elektrokimyasal sensorler yardimiyla
yapilariin tanimlanmasidir. Elektrokimyasal sensorler, kimyasal bilesiklere ya da iyonlara
secici ve tersinir bir sekilde cevap veren ve konsantrasyona bagimli elektriksel sinyaller
olusturan kii¢liltiilmiis cihazlardir (Bhalla ve Zazubovich, 2011). Bu sensdrlerin yapisina
enzim, hiicre, doku, antikor, DNA, vb. biyolojik maddelerin eklenmesiyle BIYOSENSOR adini
almiglardir (Orug, 2005; Bhalla ve Zazubovich, 2011; Aykut ve Temiz, 2006;
Mohammadipanah vd., 2020).

Biyosensor tanimlamasi ilk olarak 50°li yillarin ortalarinda L.C.Clark’in Cincinnati
Hastanesi’nde (Ohio, ABD) ameliyat sirasinda kanin oksijen (O2) miktarini bir elektrod ile
izlemesiyle ortaya ¢ikmigtir. Ardindan 1962 yilinda Clark ve Lyons Glukozoksidaz (GOD)
enzimini Oz elektrodu ile kombine ederek kanin glukoz diizeyini dl¢ebilmisler ve biyosensor
terimini ilk defa kullanmislardir. Calisan ilk biyosensor 1972 yilinda Yellow Springs

Instrument (Y SI) olarak piyasada taninmistir ve Sekil 2.5’de sematik goriiniim verilmistir .

| Olctim Cihazi

IS R,

Ietici

Sekil 2.5. Bir biyosensoriin sematik goriiniimii (Uyar vd, 2020).
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Biyosensorler, analiz edilecek maddeyle etkilesime girerek onun tanimlanmasini
saglayan biyoreseptdr yap1 ve tanimlama sonucu elde edilen verinin 6l¢iilebilir sayisal bir
degere doniismesi saglayan elektrokimyasal yapi olmak {izere iki boliimden olusur (Tiiylek,

2017). Sekil 2.6’da genel ¢alisma prensibi gosterilmektedir .

l Biyosensor |
| Ornek | | Biyoreseptér Transduser | l Elektronik H Veri Isleme
Enzimler
O O—» Antibadiler Elektrodlar
ACA Niikleik asitler Transistérler

o0 o Mikroorganizmalar e
]—» Termistdrier
[+ IEAY Dokular n—-) |][|:> Mikroelektronik
Optik fiberler
L+ 0 Hiicreler

0 Piezoelektrik
A O0— Yapay biyolojik kristaller
reseptorler

Sekil 2.6. Bir biyosensoriin genel ¢aligma prensibi (Aykut ve Temiz’den, 2006).

Biyoreseptor, analiz edilecek numunenin tanimlandigi ve tek bir partikiiler substrati
baglayip digerleri ile etkilesime girmeyecek 6zellikte olan biyolojik hassasiyete sahip boliimdiir

(Bulut, 2011).

Transdiser, elektrokimyasal, optik, floresans, piezoelektrik, manyetik ve benzeri
olabilir. Biyoreseptdr, analitin taninmasindan sonra fiziksel ve kimyasal degisimi algilayarak
transdiisere tespit edilebilir sinyal gonderir. Bu sinyal analite uygun transdiiser tarafindan

olgllerek dijital sinyallere donistiirtiliir (Tiiylek, 2017).

Niikleik asitlerden (DNA) olusan tamima yiizeyleri, bilinen elektrokimyasal
biyosensorlere yeni 6zellikler eklemektedir. Bu amagla kullanilan DNA modifiye edilmis camsi
karbon elektrotlar (GCE), karbon pastast elektrotlar (CPE), perde baskili karbon (SCPE) ve
altin perde baskili elektrotlar (Au-SCPE), Altin elektrotlar (AuE) ve asili civa damla elektrodu
(HMDE) incelenen analitin ¢ok kiiciik konsantrasyonlarinin dahi giivenli 6l¢iimlerinin

yapilabilmesini saglamaktadir (Li, 2006).
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2.3.2.2. Smiflandirilmasi

Biyosensorler, biyoalgilama materyalleri ve uygulanan doniistiirme araclari temel

alinarak asagidaki Cizelge 2.1°de gosterildigi sekilde siniflandirilabilir

Cizelge 2.1. Biyoalgilama Materyalleri Temel Alinarak Yapilan Smiflandirma (Aykut ve
Temiz’den, 2006).

Biyosensor . .

Grubu Kapsadig1 Analiz Alani

Enzim Kiiciik molekiillii organik ve anorganik maddeler (Metabolitler, ilaglar, gida
Sensorleri maddeleri, vitaminler, antibiyotikler, pestisitler vb.)

Mlkr..o biyal Enzim sensorlerinin kapsadigi alanlar + BOD, toksisite, mutajenite

Sensorler

DNA sensorleri  Virisler, patojen mikroorganizmalar

immiino

.. Viriisler, patojen mikroorganizmalar, ksenobiyotikler
sensorler

Enzim Sensorleri: Enzimler biyosensorlerde, kimyasal donusimlerin modelini belirleyen,
enerjinin farkli sekillere doniismesine aracilik eden ve biyolojik sistemlere katalizor etkisi
gosteren en yaygin kullanimdaki biyoalgilama materyalidir (Li, 2006). Enzim sensorleri genel
olarak, biyomolekiil olarak enzimlerin yer aldig1 biyoaktif tabaka, transduser (iletici) ve 6lglim

sisteminden olugmaktadir (Tiiylek, 2017).

Enzim sensorlerinde; enzimlerin van der Waals kuvvetleri, iyonik baglama veya
diflizyon bariyerleriyle adsorbsiyon veya fiziksel olarak tutulmasi ile fonksiyonel protein
gruplarinin ve destek materyallerinin arasinda gergeklesen reaksiyon yoluyla transdiisere
kovalent baglama yoluyla baglanmasi seklinde gergeklesen iki 6Gnemli immobilizasyon metodu

bulunmaktadir (Li, 2006).

Mikrobiyal Sensorler: Mikroorganizmalarin kimyasal bilesik ve diger canlilarin tespit
edicileri olarak kullanildig1 mikrobiyal biyosensorler, solunum temelli transdiiser ile baglantili

sabitlenmis canli mikrobiyal hiicreler ve hiicrelerin metabolik fonksiyonlarini igermektedir. Bu
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sensorler genelde gida giivenliginde patojenlerin ve toksinlerin cevresel izleme ve tespiti icin
gelistirilmiglerdir (Li, 2006).

DNA Sensorleri: Tek dizilimli niikleik asit molekilinln analit i¢erisindeki kendi tamamlayici
es molekiiliinii tantyarak ona baglanma (hibridize) 6zelligi esas alinarak olusturulmaktadir. Bu
sensorler, su, gidalar, bitkiler veya hayvanlara ait patojenik bakteri veya viriislerin tespitinde

kullanilabilirler (L1, 2006).

Immiino Sensérler: Onemli bir protein sinifin1 temsil eden ve genel olarak tiim memelilerin
serum ve dokularinda goriilen glikoprotein grubu imiinoglobiilinler (Ig) olarak adlandirilan
antikorlar, belirli antijenlere reaksiyon olarak uretilmekte ve toksinleri notralize ederek, bakteri
veya hiicrelere yapisarak ve ¢oziinebilir antijenleri ¢okelterek harekete gegerler. Immunoassay
testleri, ¢Ozeltideki her iki tepkinin konsantrasyonunu 6lgmek igin antijen ve bir antikor
arasindaki reaksiyonu temel alan bir tekniktir. Immunoassay testleri, serbest ve bagh
antijenlerin ayrimina ihtiya¢ duymayan homojen bir sistem veya heterojen olabilir. Immiino
sensorlerin tasariminda kullanilan {i¢ temel bagisiklik deney ¢esidi vardir.

1. Dogrudan immunoassay testi: Antikorlar (veya antijenler) bir transdiiser ylizeyinde
sabitlenmislerdir ve 6rnekteki analit, sabitlenmis antikorlara baglanir;

2. Sandvi¢ immunoassay testi: Antikorlar transduser yuzeyde sabitlenmislerdir.
Ornekteki analit, sabitlenmis antikorlara baglanir (temel veya yakalanmis
antikorlar) ve sonra etiketlenmis ikincil antikor (veya tespit antikorlari) analite
baglanir.

3. Kompetitif immunoassay testi: Antikorlar transdiser ylizeyinde sabitlenmistir ve

ornekteki analit ve etiketli analit benzer sekilde sabit antikorlar1 baglarlar (Li, 2006).

2.3.2.3. Uygulama alanlari

Genel kullanim alanlar1 incelendiginde biyosensorler, tibbi analizler basta olmak {izere
cevresel analizlerde, tarimda ila¢ analizlerinde ve savunma faaliyetlerinde siklikla
kullanilmaktadir. Cizelge 2.2’de tarim, gida ve ¢evre konularinda yer alan biyosensoOr

uygulamalarindan 6rnekler verilmistir.
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Cizelge 2.2. Tarim, gida ve ¢evre konularinda yer alan biyosensor uygulamalari (Li’den, 2006).

Uygulama Analitik Hedefler Biyosensor Tipleri
Tarim
Paraoxon, dichlorvos, Amperometrik imuno ve enzim sensdrler
. .. aldicard, chlorpyrifos ethyl Potensiyometrik imuno ve enzim sensorler
Insektisitler : S . N
oxon, methamidophos, Emilim imuno ve enzim sensorler
malaoxon, etofenprox vb. Floresan imuno ve enzim sensorler
Atrazine, cyanazine, Hiicre esasli elektrokimyasal ve optik sensorler
Herbisitler propazine, smazine, LAPS imiino enzim ve sensorler
prometon, terbutryn, vb. Fiber optik imiino sensorler
Dithiocarbamate,
Fungusitler carbofuran, metalaxyl, QCM imiino sensorler
triadimefon, vb.
Putrescine, cadaverine Amperometrik enzim sensorler
Hypoxanthine Amperometrik imuno sensorler,
DNA-RNA sensorler
L-lactate, D-lactate Amperometrik hiicre esasli ve doku sensorler
Glukoz, laktoz, Potensiyometrik enzim sensorler
sukroz,fruktoz
Guda Glutamat.: a_spartam LAF_’S imUnc_> senst')rlller
Etanol, silfit Optik FIA biyosensor
Listeria monocytogenes Floresan imuno sensérler, PCR-DNA sensorler
E.coli O157:H7 SPR imiino sensdrler, DNA sensorler
Salmonella typhimurium Kemiluminesans imiino sensorler
Staphylococcus aureus QCM imino sensdrler,QCM-DNA sensorler,
empedans imiino sensorler
Diger bakteri ve viriisler Termal enzim sensorler
Oksijen Amperometrik imuno ve mikrop sensérler
Paraoxon, atrazine, Potensiyometrik hiicre esasli sensorler
Cevre Dithiocarbamate, vhb. Empedans imuno sensorler

Alkilat silfonat

Fiber optik imiino sensorler, Floresans sensorler

Sefalosporinler, penisilinler,
nystatin

Optik hiicre esasli sensorler
LAPS imuno sensdrler

Tiptaki Uygulamalar: Uretimin biiyiik bir kismmmn tip alaminda kullanildig
goriilmektedir. Bu alanda ilk sirayi, glikoz tayinine yonelik enzim esasli biyosensorler
olusturmaktadir. Ayrica iire ve kreatinin elektrotlari, kolesterol elektrotlari, asetilkolin
elektrotlar1 da tipta kullanilan biyosensorlere 6rnektir. Bu sensorler sayesinde ¢ok Onemli

hastaliklarin teshisi saglanabilir (Kokbas vd., 2003).

Gida Alanindaki Uygulamalar: Biyosensorler gidalarda kompozisyon belirlemede,
islenmis ve ¢ig gidalarda kontaminasyonu belirlemede, fermentasyon prosesinin on-line
kontroliinde kullanilmaktadir. Bunun yaninda et ve siit tiriinlerinde ilag kalintilari, hormonlar,
antibiyotik kalintilarinin belirlenmesi ve gidaya bulasan Salmonella, Listeria ve Staphylococus
gibi belirlenmesi biyosensorler tarafindan

cesitli mikroorganizmalarin

gerceklestirilebilmektedir.
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2.3.2.4. Perde baskih elektrotlar

Perde baskili elektrotlar (SPE), cesitli seramik, plastik ve cam alt tabakalar {izerine
sentetik sinif grafit, vinil veya epoksi bazli polimerik baglayici ve ¢oziiclilerden olusan
miirekkep katmanlariin ¢esitli inert substratlar iizerinde ardisik olarak biriktirilmesiyle elde
edilmektedir. SPE'ler farkli malzemelerden yapilmasi ve enzimler, antikorlar, DNA gibi
biyolojik elementlerle modifiye edilmeye uygun cihazlardir. Ayrica SPE’lerin analitik
Ozelliklerini gelistirmek amaciyla, ¢esitli nanomateryaller ve sentetik tanima unsurlari ile
modifiye edilmeleri ¢ogu durumda basarili olmustur. SPE'lerin gelistirilmesi, enzim
biyosensorlerinin dah pratik kullanim alanlarinin olusturulmasi bakimindan olduk¢a 6nemlidir.
SPE’ler; kolay taginabilir olmalari, seri tiretimle Uretilmeleri, yliksek maliyet verimlilikleri gibi

bir ¢ok konuda avantaj saglamaktadir (Moscone vd., 2016; Garcia vd., 2008).

Perde baskili altin elektrotlarda altin ¢alisma elektrodu, referans giimiis elektrodu ve
karsit elektrot, polimerik miirekkeplerin esnek plastik alt tabaka iizerine perde baski yontemiyle
basilmasiyla elde edilmistir. SPGE’ler tek kullanimliktir ve diistik
maliyetlidir. Bu elektrotlar, tiyollenmis oligoniikleotitlerin altin yiizeyde hicbir 6n hazirlik
yapmadan kovalent baglanarak tekrarlanabilir immobilizasyona olanak saglamasi agisindan

onemlidir (Bozdag, 2010). Asagida Sekil 2.7°de bir perde baskili elektrod 6rnegi goriilmektedir

Karsit

Calisma elektrotu elektrot o

Karsit elektrot

baglantisi Referans elektrotu

Calisma elektrotu
baglantisi

7 Referans elektrot
baglantisi

Sekil 2.7. Bir perde baskili elektrot 6rnegi (Anonim’den, 2013).
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2.4. Deniz Uriinlerinde Toksin Madde Analizi

2.4.1. Deniz Urunlerinde bulunan toksin maddeler

Deniz iirlinlerinde bulunan toksin maddeler, dogrudan deniz kabuklular1 ve baliklara
zarar vermezken bu {irlinleri tiikketen canlilarda zehirlenmelere sebep olmaktadir. Viriislerden,
bakterilerden ve toksinlerden kaynaklanan bu zehirlenmelerde toksinlerin ¢ogunlugunun 1siya
karst direngli olmasi, goriintii ve tat olarak ayirt edilememesi canlilar igin tehlike
olusturmaktadir. Cizelge 2.3’de kabuklu su iirlinlerinin neden oldugu zehirlemeler listelenmistir
(Terzi, 2008). Amnesik kabuklu zehirlenmesi (ASP), insanlarda hafiza kaybina yol agan ve tek
hlcreli su yosunu pennat diatomlar (Pseudo-nitzshia) tarafindan iiretilen domoik asitin neden

oldugu bir zehirlenme ¢esididir.

Cizelge 2.3. KabukKlu su iiriinlerinin neden oldugu zehirlemeler (Terzi, 2008).

intoksikasyon Toksijenik mikroorganizma Toksin Sorum|u deniz Uriinii
PSP Alexandrium catenalla Saksitoksin Midye
Alexandrium tamarensis Neosaksitoksin Midye
Alexandrium minutum Gonyatoksin (1-6) D. Tarag
Pyrodinium bahamense Diger saksitoksin istiridye

deriveleri (12-16)
Gymnodinium catenatum

DSP Dinophysis fortii Okadaik asit Midye
Dinophysis acuminata Dinofisis toksin (1-3) D. Tara@
Dinophysis acuta Pektenotoksin (1-6) Midye
Dinophysis mitra Yessotoksin

Dinophysis sacculu
Prorocentrum lima

NSP Karenia brevis Brevetoksin istiridye
Midye
ASP Nitzschia pungens Domoik asit D. Tarag
Nitzschia australis Midye
PSP: Paralitik kabuklu su Urlinii zehirlenmesi NSP: Norotoksik kabuklu su tiriinii zehirlenmesi
DSP: Diyaretik kabuklu su Griinl zehirlenmesi ASP: Amnezik kabuklu su Griini zehirlenmesi

ASP ilk olarak 1987°de Kanada'da mavi midyelerin (Mytilus edulis) tiiketilmesi sonucu
150'nin tizerinde insanin zehirlendigi ve birkacinin 6lmesine sebep olmasiyla fark edilmistir.

ASP’nin tanimlanmis herhangi bir tedavisi bulunmamaktadir.
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2.4.2. Domoik asit vapisi ve etki mekanizmasi

Domoik asit (DA); Pseudo-nitzshia tiiriine ait ¢ok sayida mikroalg tarafindan tretilen
sinir sistemi icerisinde bulunan kainate alt tipinin glutamat reseptorlerine baglanan ve suda
¢ozilinebilen uyarici bir amino asittir (Terzi, 2008). DA insan viicuduna girdiginde hipokampus
bolgesi lizerinde etki eder. Bu bolge, hafiza ve i¢ organ fonksiyonlarinin islendigi medial
temporal lobda yer alan ve yoén bulmada énemli rol oynayan boélgedir. DA glutamat
reseptorlerine baglandiginda zar kanallarinin (sodyum gecirgen) acilmasina neden olur ve
oncelikle sodyum akisina ardindan da zar depolarizasyonunun artmasina yol agar. DA insan
viicuduna girdiginde; gastrointestinal (mide-bagirsak) sistem hastaliklari, bulanti, kusma, mide
kramplar1 ve ishal seklinde en hafif etkileri gostermektedir. Daha agir seyirlerde bas agrisi, bas
donmesi ve kisa sireli bellek kayb1 meydana gelebilir. Asagida Sekil 2.9°da domoik asidin

yapisal formiilii verilmistir .

HO

:
@)

Sekil 2.8. Domoik asidin yapisal formiilii (Anonim’den, 2020).

Kiiresel bir sorun niteliginde olan kabuklu deniz iiriinlerindeki DA varligi tizerinde 2009
yilinda, Avrupa Gida Giivenligi Kurumu (EFSA) akut referans dozun (ARfD) agilmamasi icin
kabuklu deniz drunleri tiketiminin 4,5 mg DA/kg’dan az olmas1 yoniinde bir goriis bildirmistir.
(Anonim, 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler
3.1.1. Sitrik asit ¢ozeltisi

Sitrik asit Sekil 3.1°de gosterildigi gibi CeHsO7 formiiliine sahip karboksilik asitlerden,
renksiz, kristal yapili organik bir bilesiktir. Metal temizleme islerinde, gidalarin ve gesitli
organik maddelerin dayanikliligini arttirmak i¢in ve bazi alkolsiiz igeceklere tat vermek i¢in

kullanilir.

O OH
O O

HO OH
OH

Sekil 3.1. Sitrik asit kimyasal yapisi

Sitrik asit buffer asagidaki gibi hazirlanmistir (50 mM):
4,803 g sitrik asit +450 mL iyonlar1 alinmig saf (DI) su (pH 2 veya 3 civan) igerisine bir miktar
NaOH eklenerek pH 4,5 civarina getirilmis ve sonrasinda 50 mL DI su daha eklenip 500 mL’ye

tamamlanmuistir.
3.1.2. Potasyum ferrisiyanur

Potasyum ferrisiyaniir Sekil 3.2’de gosterildigi gibi Kz[Fe(CN)e] formiline sahip
inorganik bilesiktir. Rengi kirmizidir. Potasyum ferrisiyaniir, klorun potasyum ferrisiyanur

cOzeltisinden gegirilmesiyle asagidaki reaksiyonda goriildiigii gibi elde edilir.

2K4s[Fe(CN)s]+Cl2—>2K3[Fe(CN)s]+ 2 KCI
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Sekil 3.2. Potasyum Ferri Siyaniir kimyasal yapisi
3.1.3. Merkaptoundekanoik asit (MUA)

Merkaptoundekanoik asit Sekil 3.3’de gosterildigi gibi bir kimyasal yapiya sahiptir.

OH

OW@H

Sekil 3.3. Merkaptoundekanoik Asit kimyasal yapisi
3.1.4. Etanol

Etanol Sekil 3.4°de gosterildigi gibi C2HsOH kimyasal formdiline sahip renksiz ve

yanici bir sividir. Iki karbonlu bir monoalkoldiir ve dimetil eterin izomeridir.

II/I_I

H—C—C—0
H H

Sekil 3.4. Etanol kimyasal yapis1
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3.1.5. Etilen diklortr (EDC) ¢ozeltisi

Etilen diklorir (EDC), kimyasal formili C2H4Cl2 olan ve genellikle etilen diklorur

olarak bilinen klorlu bir hidrokarbondur. Sekil 3.5’de kimyasal yapis1 verilmistir.

Cl H

N /_H

C—C
7\
H Cl

Sekil 3.5. Etilen dikloriir (EDC) kimyasal yapisi

EDC’nin hazirlanmas1 (Molekiiler agirlik 191,10 g/mol):

EDC ve sitrik asit buffer 50 mM (gereken molarite) olacak sekilde karistirilmis ve 1 mL sitrik
asit buffer + 9,55 mg EDC elde edilmistir.

3.1.6. N-Hidroksistksinimid (NHS) c¢ozeltisi

(CHCCO) -NOH formiiliine sahip organik bir bilesik olan N-Hidroksistiksinimidin
kimyasal yapis1 Sekil 3.6’da gosterilmistir.

O II\I O
OH

Sekil 3.6. N-Hidroksisiiksinimid (NHS) kimyasal yapis1
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NHS’in hazirlanmas1 (Molekuler agirlik 115,09 g/mol)

NHS ve sitrik asit buffer = 50 mM (gereken molarite) olacak sekilde karistirilmis ve 1
mL sitrik asit buffer + 5,75 mg NHS elde edilmistir.

3.1.7. Domoik asit (DA) cozeltisi

Domoik asitin kimyasal yapist Sekil 3.7’de gosterilmistir.

Sekil 3.7. Domoik asit (DA) kimyasal yapisi

0.01 ng/mL Domoik asit ¢dzeltisinin hazirlanmasi

I. 1 mg domoik asit + 1 mL potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) = 1 mg/mL

konsantrasyon

ii. 10 pL hazirlanan 1 mg/mL konsantrasyondan alinip + 1990 uLL PBS eklenerek 5

pg/mL Konsantrasyonda toplamda 2 mL ¢6zelti hazirlanmistir.

iii. 5 ng/mL konsantrasyondaki 2 mL ¢ozeltiden 10 uL alinip PBS eklenerek 10 mL’ye

tamamlanmis ve sonug olarak 5 ng/mL ¢6zelti hazirlanmistir.

iv. 5 ng/mL’lik 10 mL ¢ozeltiden 20 pL alinip PBS eklenmisg, 10 mL’ye tamamlanmis ve
sonu¢ olarak 0,01 ng/mL’lik ¢6zelti hazirlanmigtir. 0,01 ng/mL’lik ¢dzelti sonraki asamalarda

kullanilmak tizere 2 mL’lik eppendorf tiiplere boliinmiistiir.



25

0,09 ng/mL Domoik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

5 ng/mL’lik 10 mL ¢6zeltiden 18 pL alinip PBS eklenmis, 1 mL’ye tamamlanmis ve

sonug olarak 0,09 ng/mL’lik ¢6zelti hazirlanmustir.

0,90 ng/mL Domoik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

5 ng/mL’lik 10 mL ¢ozeltiden 18 pL alinip PBS eklenerek 100 pL’ye tamamlanmis ve sonug

olarak 0,90 ng/mL’lik ¢6zelti hazirlanmustir.

4 ng/mL Domoik asit ¢6zeltisinin hazirlanmasi

5 ng/mL’lik 10 mL ¢o6zeltiden 80 pL alinip PBS eklenerek 100 pL’ye tamamlanmig ve sonug

olarak 4 ng/mL’lik ¢6zelti hazirlanmistir.

3.1.8. SAM cozeltisi

Kendiliginden birlesen katmanin (SAM) hazirlanmast;

- 11-Merkaptoundekanoik asit (MUA) + etanol = 10 mM (gereken molarite) ve MUA nin
molekiiler agirhigir = 218,36 g/mol oldugu igin;

- 50 mL etanol + 109,18 mg MUA = 10 mM elde edilmistir.

10 mM MUA hazirlandiginda kapak kismi buharlagma olmasin diye parafilm ile siirekli kapali

tutulmustur.

3.1.9. Streptavidin ¢ozeltisi

Streptavidin ¢ozeltisinin hazirlanmasi

-1 mg toz streptavidin + 1 mL DI su = 1 mg/mL konsantrasyon hazirlanmis ve

-15 pL hazirlanan 1 mg/mL konsantrasyondan alinip PBS (11985 uL) eklenerek 1,25 pg/mL

konsantrasyonda toplamda 12 mL ¢ozelti elde edilmistir.
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1,25 pg/mL’lik ¢ozelti sonraki asamalarda kullanilmak tizere 2 mL’lik eppendorf
tiiplere boliinmiistiir. Streptavidin 1518a karst oldukca duyarli oldugundan eppendorf tiipler

aliiminyum folye ile sarilip kapatilmistir.

3.1.10. Monoklonal anti domoik asit ¢ozeltisi

Monoklonal anti-domoik asit antikor ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in;

1 mg biotinlenmis anti-domoik asit antikor + 1 mL PBS = 1 mg/mL konsantrasyon elde
edilmis ve 15 pL hazirlanan 1 mg/mL konsantrasyondan alinip PBS (11985 pL) eklenerek 1,25
pg/mL konsantrasyonda toplamda 12 mL ¢6zelti hazirlanmustir. 1,25 pg/mL’lik ¢ozelti sonraki

asamalarda kullanilmak tizere 2 mL’lik eppendorf tiiplere boliinmiistiir.

3.2. Kullamilan Cihazlar

3.2.1. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) malzeme sentezi, kaplama, korozyon,
piller, yakit hiicreleri vb. alanlarda elektrokimyasal reaksiyonlarin tanimlanmasi i¢in kullanilan

bir analiz yontemidir (Battistel vd., 2017).

Bu yontemde iletken yiizey tlizerine uygulanan diisiik genlikli alternatif akim ile yiizeyin
iletkenligi, yiik transferi, statik 6zellikleri, ¢ozelti direnci ve buradaki degisimler 6l¢iilebilir
(Arslan, 2016). Sensorlerde, hassasiyetinin olduk¢a yiiksek olmasi ve bunu yaparken

kullanildig: sistemde kalic1 degisiklikler yaratmamasi nedeniyle kullanilmaktadir.

EIS yonteminde elektrokimyasal sisteme uygulanan alternatif akima karsilik sistem
gosterdigi direngle karsilik verir (Arslan, 2016). Direng, elektron hareketini engellemeye
caligan elektriksel bir devre elemani olup “R” ile gosterilir. Birimi ise ohm'dur () (Anonim,
2021). EIS ile belirlenen direng polarizasyon direncidir. Ayrica EIS kullanilarak yiik transfer
direnci, iletken yuzeydeki kaplama direnci ve sistemdeki iyon difiizyonuna kars1 gosterilen
direngler hakkinda da bilgi edinilebilmektedir (DOner, 2012).
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EIS yonteminde sisteme uygulanan alternatif akimla (AC) olusan direng Ohm kanununa

gore E=1.Z olarak formultuize edilir. Formildeki Z terimi empedans: ifade etmektedir ve birimi

ohm'dur (). Dolayisiyla AC devrelerde empedans i¢in Ohm kanunlar1 gegerlidir ve ilgili
esitlikler Sekil 3.8’de verilmistir.

E=1Z - E Z_E
Z I

(Biitiin degerler kompleks veya kutupsaldir.)

Sekil 3.8. AC gerilimde Ohm kanunlar1 (Anonim’den, 2021).

Alternatif akimda saf direngten gegen akim ve gerilim arasinda faz agis1 sifirdir. Bu

durum asagida Sekil 3.9 ile gosterilmistir (Anonim, 2021).

E_ 1 -

o E“éR

Iny

Er =Eg 1 =1g
Sekil 3.9. AC devrede saf direncin direng gerilimi ve akim ile olan iligkisi (Anonim’den,

2021).

Empedans ise icinde kondansator, indiiktans gibi zamana bagli olarak degisen akim
degerlerine sahip elemanlarin oldugu devrelerde kullanilmaktadir. Empedans, akim ve
gerilimin genligini ve fazini agiklar. Elektron hareketini engelleyen devre elemani olan direncin
yaninda elektron hareketine karsi devre igerisinde gosterilen atalet ise reaktans olarak ifade
edilir. Kapasitorler i¢cin devredeki gerilimle orantili elektrik alaninda ve bobinler i¢in devredeki

akimla orantili manyetik alanda reaktans bulunur, X ile gosterilir ve birimi ohm'dur (Q).
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Direng ve reaktansin bileskesi ise empedansi olusturur. Bir empedans 6l¢iimii basitce

bir salinim voltaj1 uygulandiginda salinan akimin verdigi yanit dl¢iilerek yapilmaktadir.

Direncin olmadig1 devreye AC uygulandiginda gerilimle akim arasindaki fazda 90°” lik

bir kayma olur. Bu durum Sekil 3.10’da verilmistir.

Bol Kapasit
Ee |l > E, Er |1 - 1
EL L \E:_ i)y
1c
Ly 90° 1 \i Ec
Er =E_ 1=1 Er = Ec¢ 1=1
. de 1
- pdi =2nf i=C — =
e=Lg Xo=2nil dr ©~ Jnfc

Sekil 3.10. Empedans ve reaktansin sematik anlatimi

Uygulanan salinim geriliminin denklemi;
E,=Esin(mt) (3.1)
Burada Eo uygulanan voltaj sinyalinin genligidir. ® = 2nf ise agisal frekans olarak ifade
edilir. Empedans frekansa bagli olarak degismektedir. Yiiksek frekanslarda kisa devre davranisi

gostererek sifira dogru gitmekte; disiik frekanslarda ise agik devre potansiyel davranisi

gostererek sonsuza dogru gitmektedir.

Uygulanan sinyalin yanit1 olarak sinyalden faz olarak da kaydirilan I genligine sahip bir

akim olacaktir.

l,=1sin(ot+d) (3.2)
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Akim, dirence ek olarak genligi degistiren bir reaktans nedeniyle fazda kaydirilir.

Empedans bu nedenle su sekilde ifade edilebilir:

Z=E=Eo sin(wt)=Zsin(wt) Iilo sin(ot+¢)° sin(wt+d) (3.3)
Bu ifade empedansin genlik (Zg) ve faz kaymasi (¢ )’na baglh olarak tiiretilerek bir
vektor gibi degerlendirilebilmesini saglar.
Empedans kompleks sayilarla daha dogru ifade edilir. Kompleks sayinin gergek bileseni
7’ ; hayali bileseni ise Z’’ dir.
(Z°=Zycos0) (3.4
(Z7=jZgsing) (3.5
Buradaki negatif ifadenin sebebi hayali kisimdan gelen negatif degerdir.
Z=17,(cosd + jsing) = Z'— jZ" (3.6)

Denklem 3.6 ise asagidaki gibi yazilabilir;

7 76l® 3.7)
Burada j= v—1 “dir.

Esdeger devre elemanlari i¢in kullanilan empedans denklemleri asagida Sekil 3.11° de

gosterilmistir.

* Esdeger Devre Elemanlari — =i

AAMA Z=R+0j j=N

» 1-REZISTOR —

Z=0-j/oC o = 2nf

* 2-KAPASITOR

Z=0+jolL o =21

* 3-INDUKTOR

R jeo>CR?
Z= R
1+0?C?R? 1+=’C’ R

Sekil 3.11. Esdeger devre elemanlari igin kullanilan empedans denklemleri
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Elektrokimyasal reaksiyonlar igin direng, kapasitor ve indiiktor olarak modellenen bir
devrenin empedans spektrumu Nyquist grafigi adi altinda gergek dirence karst hayali bir direng
olarak cizilir ve asagida Sekil 3.12’de gosterilmistir. Ry direncine (a) ait degerle baslayan ve
(b) degeriyle biten, toplam1 R1+R> olan bir yarim daire seklindedir. Ry degeri ¢6zelti direncini

gosterirken Rz direnci yiik transfer direnci (Rct)’ni gostermektedir.

Yiiksek frekanslardaki yarim daire seklindeki kisim elektron transfer siireciyle, diistik

frekanslardaki dogrusal kisim ise difiizyon ile ilgilidir (Huang, vd., 2021).

A 4

Sekil 3.12. Empedans diyagrami (Huang, vd.’den, 2021).

Tez calismasindaki EIS olgiimleri ¢alisma elektrodu (WE), karsit elektrot (CE) ve
referans elektrot (RE) kullanilmak {izere ii¢ elektrot sistemi ve buna bagl elektrokimyasal

cihazi (potentiyostat) kullanilarak yapilmistir (Garcia vd., 2008).

Yapilan deneysel calismalarda altin ve karbon c¢alisma elektrotlart kullanilmistir. Altin
elektrodu goreceli olarak iyi bir kararliliga sahip, avantajli elektron transfer kinetigi ile yliksek
diizlem iletkenlik gosterebilen ve ayni zamanda biyouyumlu, yiizeye kolayca reseptorlerin
istikrarli immobilizasyonu i¢in kovalent bag olusturma yetenegi gosterirler. Kullanilan altin
elektrotlarin yilizeyinde immobilizasyon islemi gergeklestirilmeden once, mikroelektronlarin
yuzeyi iki asamali islemden gegirilerek temizlenmistir. Elektrot yiizeyinin temiz olmadigi
durumlarda pik akiminda azalma ve/veya pik potansiyelinde kayma meydana gelme ihtimali

mevcuttur.
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Calismamizda Gamry marka Reference 3000 model Potansiyostat-Galvanostat cihazi
kullanilmigtir ve asagida Sekil 3.8”de gosterilmistir. Tasarlanan biyosensorin DA'e se¢imliligi,
gerek sentetik farkli antikorlar gerek dogal antikorlar iceren karmasik ortamlar igerisinde EIS
metodu ile test edilmistir. YUzey fonksiyonellestirilmesi sonucunda sensoérler sadece DA’ya
karsi secici olmalidir. Burada hedeflenen sonu¢ sadece DA’nin elektrot yiizeyi ile etkilesime

girmesi ve diger kimyasallarin inkiibasyon sirasinda spesifik olarak baglanmamasidir.

Sekil 3.13. Gamry Reference 3000 model Potansiyostat-Galvanostat (Anonim’den
2019)

Elektrolit Direnci (Rs): Cozelti direnci, ¢ elektrotlu potansiyostatik hiicrede karsit elektrot
ile referans elektrot arasindaki direnci kompanse ettii icin elektrokimyasal hiicrenin

empedansinda 6nemli bir faktordiir.

Cift Tabaka Kapasitansi (Cdl): Elektriksel cift tabaka kapasitans, elektrot ile onu ¢evreleyen

elektrolit ara yiziinde ¢ozeltiden elektrot yiizeyine dogru olusmaktadir.

Polarizasyon Direnci (Rp): Eger bir elektrotun potansiyel degeri agik devre potansiyelinden
farkli bir degere gelmeye zorlanirsa elektrot polarize olur. Polarize olmus elektrotta ise akim

elektrot ylizeyinde akar.

Difuzyon (W): Difiizyon, Warburg empedanst olarak bilinen empedansi meydana
getirmektedir. Bu deger potansiyel bozulmasi frekansina bagli olarak yiiksek frekanslarda
diflizyon reaktanlar1 ¢ok uzaga dogru hareket edemedigi icin Warburg empedans kiigiik; diisiik

frekanslarda ise reaktanlar daha uzaga difiize olduklari i¢in yiiksektir.
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Sabit Faz Elementi (CPE): Kapasitor bazi EIS deneylerinde ideal davranis gostermemektedir.
Bu durumda sabit faz elementi (CPE) olarak tanimlanmaktadir. Gergek hiicrelerde cift tabaka
kapasitor, kapasitor olarak degilde CPE olarak davranmaktadir. Bu ideal olmayan davranisi
teoride tanimlayacak bir goriis kabul edilmediginden bir¢ok durumda deneysel bir sabit olarak

degerlendirilmektedir.

Dongusel voltametri (CV): Soliisyon igerisindeki bir analitin ya da elektrot tizerine adsorbe
edilen bir molekiiliin elektrokimyasal 6zelliklerini incelemek i¢in kullanilan potansiyodinamik
bir 6l¢iimdiir. CV’de ferrisiyaniir, dopamin, askorbik asit vb. elektroaktif maddeler kullanilarak
bir calisma elektrodu ile bir Kkarsilastirma elektrodu arasina uygulanan ve degeri zamanla
degistirilen gerilime karsi, calisma elektrodu ile karsit elektrot arasindaki akim olgiilmektedir.
Buradaki ileri yonlt gerilim belirli bir degere ulastiktan sonra dogrusal olarak azalacak sekilde
ters gevrilip voltametrinin dongiisii tamamlanarak elektrot yiizeyinin; elektroaktif ya da iletken
ozelligi, yiizeye baglanan gruplarin indirgenme veya yiikeltgenme tepkimeleri, ilgili analitlere
kars1 duyarliligi elde edilen veriler dogrultusunda bulunur (Aydin, 2007; Arslan, 2016).

J (mA/cmz)

0.9 0.6 0.3 0.0
E (V vs Ag/AgCl)

Sekil 3.14. KsFe(CN)g ‘lin 50 mV/s tarama hiziyla CV 6lglimii (Ahammad vd.’den,
2018)
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3.3. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) ve Calisma Prensibi

SEM numune yiizeyinin yiiksek enerjili elektronlar ile etkileserek farkli agilarda olusan
elektron ve foton sinyallerinin bir dedekt6r tarafindan toplanip incelenmesiyle goriintii
olusturan bir cihazdir. Ikincil elektronlar, malzeme topografisi ve geri sagilan elektronlar, atom
numarasina ve kontrasta bagl atomik kompozisyon hakkinda bilgi vermektedir (Anonim,

2020).

Calismamizda kullandigimiz perde baskili altin elektrotlarin yilizey analizi igin
tiniversitemizin merkezi arastirma ve uygulama laboratuvarinda bulunan Hitachi Regulus 8230
marka/model taramali elektron mikroskobu kullanilmistir ve Sekil 3.9°da asagida gosterilmistir.
Bu cihaz sahip oldugu soguk alan emisyonlu tabancasi sayesinde; genis calisma voltaj araligi,
numune Ozelliklerine bagli olarak 2000k kadar biiylitme saglama, diisiik voltajlarda yiliksek
¢Oziiniirliikte gorlintiileme gibi avantajlar saglamaktadir. Ayrica cihaza birlesik olarak ¢alisan
Enerji yayilimli X 151n1 dedektorii ile perde baskili altin elektrotlarin bilesiminde bulunan

elementlerin yiizdelik dagilimlar1 da belirlenmistir (Anonim, 2020).

Sekil 3.15. Alan Emisyonlu SEM cihazi (ARUM, ESOGU)

3.4. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

AFM malzemenin; yiizey piiriizliiliigii, topografik bilgisi, elektriksel yiik dagilimi
hakkinda bilgiler verir. AFM, numune ylizeyini taramak i¢in bir ¢ubuk benzeri diizenek ile
ucundaki oldukga ince ve genel olarak Silikon (Si) ya da SisN4 (Silisyum Nitriir)’den yapilmis

ve kalinlig1 0,2 nanometre ile 10 nanometre arasinda olan bir igne kullanir. Esnek kol ile
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malzeme arasina sabit bir kuvvet uygulanir ve u¢ malzeme iizerindeki yiikseklik ve ¢ukurlara

gore kendini dengelemek icin stirekli hareket eder.

Eger ug sabit bir yiikseklikte tarama yaparsa, yiizeye ¢arpip hasar olusturma riski dogar.
Bu nedenle genellikle ug ile yiizey arasindaki kuvveti sabit tutmak ve mesafeyi ayarlamak
amaciyla bir negatif geri besleme mekanizmasi kullanilir. Malzeme numunesi, “z” yoniinde
hareket edip yiiksekligi ayarlayan, “x” ve “y” yoniinde hareket edip taramay1 saglayan bir dizi
piezoelektrik diizenek araciligiyla taranir. Béylece malzeme yiizeyinin 3 boyutlu taramasi

yapilmis olur (Tamer, 2020). Asagida Sekil 3.10°da atomik kuvvet mikroskobunun sematik bir

gorliinlimii verilmistir.

WUV WV WY

Y

RO,

Sekil 3.16. Atomik kuvvet mikroskobu sematik goriiniimii (Anonim’den, 2017).

SPE-Au AFM analizi Eskisehir Osmangazi Universitesi biinyesinde bulunan Vecco

Multimode 5 marka Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) cihazi ile gergeklestirilmistir.

3.5. Sensor Yiizeylerinin Biyofonksiyonellestirilmesi

Yapilan deneysel calismalarda perde baskili altin elektrot (SPGE) kullanilmistir.
Kullanilan altin ¢alisma elektrotlarin yilizeyinde immobilizasyon islemi gergeklestirilmeden
once, mikroelektronlarin yiizeyi PBS ile 100 pL pipet uglar1 kullanarak elektrot ylizeyine
degmeden 2-3 defa yikanarak temizlenmistir. Elektrot ylizeyinin temiz olmadigir durumlarda

pik akiminda azalma ve/veya pik potansiyelinde kayma meydana gelme ihtimali mevcuttur.

SPGE’nin yiizey morfolojik ve mikro yapisal 6zellikleri SEM, AFM ve EDX analiz

yontemleri ile incelenmistir.
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SPGE’nin elektro analitik performansi hakkinda bilgi sahibi olmak, immobilizasyon
asamast i¢in uygun redoks probunu belirlemek ve EIS 6l¢iimii i¢in uygun frekans araligini tayin
edebilmek i¢in alt1 farkli ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler 2 mM, 5 mM ve 50 mM
derisimlerinde K3Fe(CN)s ile 0,1 M KCI ve 0,1 M KCI’nin hazirlanan ti¢ farkli derisimdeki
KsFe(CN)e redoks problariyla es hacimdeki ¢ozeltileridir. Bu ¢ozeltiler:

. 2 mM KasFe(CN)e ¢ozeltisi, 50 ml’lik deiyonize su igerisine, 32,920 mg
KsFe(CN)e konularak,

. 5 mM KzFe(CN)e ¢ozeltisi, 50 ml’lik deiyonize su igerisine, 82,325 mg
KsFe(CN)s konularak,

. 50 mM KsFe(CN)s ¢ozeltisi, 50 ml’lik deiyonize su igerisine, 823,25 mg
KsFe(CN)e konularak,

. 0,1 M KClI ¢ozeltisi, 50 ml’lik deiyonize su igerisine, 370 mg KCl konularak,

. 2 mM KsFe(CN)s (0,1 M KClI) gozeltisi, 2 mM KzFe(CN)s ¢ozeltisinden ve 0,1
M KCI ¢ozeltisinden es hacimde alinarak,

. 5 mM KsFe(CN)s (0,1 M KCI) ¢ozeltisi, 5 mM KsFe(CN)g ¢ozeltisinden ve 0,1
M KCI ¢ozeltisinden es hacimde alinarak,

. 50 mM KsFe(CN)e (0,1 M KCI) ¢ozeltisi, 50 mM KsFe(CN)s ¢Ozeltisinden ve

0,1 M KCI ¢ozeltisinden es hacimde alinarak hazirlanmistir.

Hazirlanan redoks problart SPGE yiizeyine inkiibe edilerek EIS o6l¢iimleri
gerceklestirilmistir. Elektrot ylizeyine, kimyasal maddelerin kendiliginden ya da disaridan bir
etkiyle tutturulmasiyla elde edilen elektrotlara immobilizasyonu gergeklestirilmis elektrot
denir. Immobilizasyonu gerceklestirilen elektrotun yiizeyine bir reaktifin cesitli etkilerle
tutturulmas1 ve modifiye ylizeye reaktifin davranisinin kazandirilmasiyla yeni elektrot
yuzeyleri tasarlanabilmekte, pek cok elektroanalitik problem c¢o6zulebilmekte, yeni analitik
uygulama ve sensor ¢aligmalarinin gelistirilmesi miimkiin olabilmektedir. SPGE’nin ¢alisma
elektrot bolgesi iizerinde adim adim olusturulan katmanlar sayesinde modifikasyon yapilarak

hedef toksini yakalayacak uygun hale getirilmesiyle elektrotun immobilizasyonu yapilmistir.

Immobilizayon asamasinda, SPGE biyofonksiyonellestirilerek anti-domoik asit
antikorunun, farkli derisimlerdeki domoik asit antijenini tutmasi saglanmigtir. Bu asamada da

EIS o6l¢iimleri yapilarak empedans cevaplarinin Nyquist gdsterimi elde edilmistir.
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Tasarlanan biyosensoriin DA'ya secimliligi, gerek sentetik farkli antikorlar gerek dogal
antikorlar iceren karmasik ortamlar igerisinde EIS metodu ile test edilmistir. Yiizey
fonksiyonellestirilmesi sonucunda sensérler sadece DA’ya karsi segici olmalidir. Burada
hedeflenen sonug¢ sadece DA’nin elektrot yiizeyi ile etkilesime girmesi ve diger kimyasallarin

inkiibasyon sirasinda spesifik olarak baglanmamasi esasina dayanmaktadir.

SPGE yizeyinde immobilizasyon islemi yapilabilmesi igin elektrot yiizeyinin aktive
edilmesi gerekmektedir. SPGE yiizeyine asetat tampon cozeltisi (pH: 4,6) inkibasyonu
yapilarak 0 to 1,6 V potansiyel altinda 60 saniye siire CV yontemi ile aktive edilmistir.

SPGE yiizeyinin biyofonksiyonellestirilmesi asamasinda sirastyla asagidaki adimlar
izlenmis ve sonuglar kaydedilerek kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.

1. PBS ile elektrot yuzeyinin yikanmasi: 100 pL pipet uglart kullanilarak elektrot
ylizeyine degmeden 2-3 defa yikanmasi

2. KsFe(CN)s konularak impedence alinmast

3. PBS ve etanol ile yikanip ylizeyin yaklagik 5 dak bekletilerek kurutulmasi

4. Daha sonrasinda self assembly monolayer (SAM) eklenip 1 saat inkiibasyon
yapilmasi (Burada her 15 dakikada bir kontrol edilip SAM seviyesinde azalma varsa ekleme
yapilmistir)

5. Etanol ve PBS ile yikama yapilmasi

6. Hemen Oncesinde hazirlanan 1:1 oraninda NHS/EDC (50 mM’lik NHS ve EDC
karigtirilarak elde edilen 2 mL soliisyon) konularak yarim saat inkiibasyona birakilmasi

7. NHS/EDC elektrot yilizeyinden uzaklastirilip, hemen Oncesinden hazirlanan 1,25
pg/mL PBS igerisindeki streptavidin ¢ozeltisi (buzdolabi -20 °C) ile 1 saat inkiibasyon
yapilmasi.

8. Elektrot ylizeyinin yikama soliisyonu (1x) ile yitkanmasi

9. Hemen 6ncesinden hazirlanan 1,25 pg/mL ve PBS igerisinde seyreltilen biotinlenmis
monoklonal anti-domoik asit antikor ile 1 saat inkiibasyon yapilmasi

10. Elektrot yiizeyinin yikama solusyonu (1x) ile yikanmasi

11. KsFe(CN)s konularak impedence alinmasi

12. Elektrot yiizeyinin PBS ile yikanmasi

13. Hemen 6ncesinden PBS igerisinde 0,01 ng/mL konsantrasyonda hazirlanan domoik
asit ile yarim saat inkiibasyon yapilmasi

14. Elektrot yiizeyi yikama soliisyonu (1x) ile yikanmasi
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15. K3Fe(CN)s konularak impedence alinmasi

16. Elektrot yizeyinin PBS ile yikanmasi

17. Artan konsantrasyon olan 0,09 ng/mL domoik asit (antijen) konularak toplamda 0,10
ng/mL olacak sekilde yarim saat inkiibasyon yapilmasi

18. Elektrot ylizeyinin yikama soliisyonu (1x) ile yikanmasi

19. K3Fe(CN)s konularak impedence alinmasi

20. Elektrot yuzeyinin PBS ile yikanmasi

21. Artan konsantrasyon olan 0,90 ng/mL domoik asit (antigen) konularak toplamda
1,00 ng/mL’ye tamamlanacak sekilde yarim saat inkiibasyon yapilmasi

22. Elektrot yuzeyinin yikama soliisyonu (1x) ile yikanmasi

23. K3Fe(CN)e konularak impedence alinmasi

24. Elektrot yuzeyinin PBS ile yikanmasi

25. Artan konsantrasyon olan 4,00 ng/mL domoik asit (antigen) konularak toplamda
5,00 ng/mL’ye tamamlanan yiizeyin yarim saat inkiibasyon yapilmasi

26. Elektrot yuzeyinin yikama soliisyonu (1x) ile yikanmasi

27. KzFe(CN)e konularak impedence alinmasi

28. Elektrot yuzeyinin PBS ile yikanmasi

29. Kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi

3.6. Rejenerasyon ve Elektrodlarin Yizey Modifikasyonu

3.6.1. Perde baskil elektrodun rejenerasyonu

Immobilizasyonu saglanmis SPE’nin birden c¢ok kez kullanimi icin elektrotlarin
rejenere edilmesi ve temizlenmesi gerekir. Rejenerasyon islem inde elektrot yiizeyinde bulunan
katmanlar ortadan kaldirilir. Dolayistyla bu islem sinirli tekrarda ve sayida elektrotlarin hasar

goriip bozulmasina kadar siirdiiriilebilir.

Calismamizda iki farkli rejenerasyon prosediirii uygulanmistir. Bunlar;
1. Rejenerasyon Prosedru :
a) 10 mM H>S04 ¢ozeltisi inkibe edilip, CV ile (0,0 V — (+)1,8 V ), tarama oran1:100mV/s, 6

cevrim parametrelerinde temizlenmesi
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b) 50 mM KsFe(CN)s ¢Ozeltisi inkive edilip, CV olciimi ile (1,0 V — (+)1,2) V), tarama
oran1:100mV/s, 6 ¢evrim parametrelerinde temizlenmesi
c) 50 mM KsFe(CN)s ¢ozeltisi inkuve edilip, 10 kHz — 0,1 Hz frekans araligindaki EIS ile
Ol¢iimii alinmasi
2. Rejenerasyon Prosedurd :
a) 0.1 M HxSOg4 ¢ozeltisi inkibe edilip, CV ile (0,0 V — (+)1,4 V), tarama orani: 50mV/s, 15
cevrim parametrelerinde temizlenmesi
b) 50 mM KsFe(CN)s ¢ozeltisi inkube edilip, 10 kHz — 0,1 Hz frekans araligindaki EIS ile

Ol¢limii alinmasi

3.6.2. Perde baskih elektrodun yiizey modifikasyonu

SPGE’nin elektrokimyasal performansinin daha iyi seviyelere ¢ikarilmasi i¢in altin
nanopartikiilleri (AuNPs) kullanilarak yiizey modifikasyonu yapilmistir. Altin elektrot 2 mM
HAUCIls (0,5 M H2S04) ¢ozeltisi ile -0,3 V potansiyel altinda 120 sn modifikasyon zamani

kullanilarak karakterize edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. SEM Analiz Sonuglar:

SPGE’nin {i¢ ayr1 bolgesi i¢cin de SEM analizi yapilmistir. Bu boélgeler asagida
goriilecegi lizere sirasiyla gosterilmistir. (a) islem goérmemis karsit elektrotu, (C) islem
gormemis referans elektrotu ve (e) ise islem gérmemis ¢alisma elektrotunun SEM goriintdlerini
gostermektedir. SPGE’nin biyofonksiyonellestirilmis {i¢ ayri bolgesi i¢in de SEM analizi
yapilmistir. Bu bolgeler asagida Sekil 4.1°de goriilecegi tizere (b) biyofonksiyonellestirilmis
karsit elektrotu, (d) biyofonksiyonellestirilmis referans elektrotunu ve (f) ise

biyofonksiyonellestirilmis ¢aligma elektrotunun SEM gorlntilerini gostermektedir.

Regulus 15.0kV 12.3mm L-x15,0k SE(U)

Regulus 10.0kV 12,4mm L-x1 {OP SE(U)

Sekil 4.1. SPGE (a) islem gérmemis karsit elektrotu, (b) biyofonksiyonellestirilmis
karsit elektrotu, (c) islem gormemis referans elektrotu, (d) biyofonksiyonellestirilmis
referans  elektrotunu, (¢) islem gérmemis ¢alisma elektrotu ve (f)

biyofonksiyonellestirilmis ¢aligma elektrotunun SEM gorintdleri
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Goriintiiler incelendiginde immobilizasyon asamasinda ylizey katmanlarinin olusacagi

ve reaksiyonlarin gerceklestigi calisma elektrotunun yiizey morfolojisinin kismen diizgiin
oldugu ve baz1 gézenekli yapilarin oldugu anlasilmaktadir. Referans ve karsit elektrotta da
benzer ylizey morfolojilerinin oldugu hatta referans elektrotta baz1 dalgalanmalarin oldugu

gorulmektedir.

Elde edilen biyosensoriin yiizey morfolojisi incelendiginde ve islem gormemis elektrot
ile karsilastirildiginda biyofonksiyonellestirme islem inin biiyilkk oranda basarili oldugu
gorulmektedir.

4.2. AFM Analiz Sonuclar

AFM analizi asagidaki gibi gerceklestirilmistir ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.

(c) rejenerasyon sonrasi, (d) yeniden biyofonksiyonellestirilmis ylzeylere ait AFM

analizlerinin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.2’de SPGE’nin c¢alisma elektrotunun sirasiyla islem — gérmemis (a),

biyofonksiyonellestirilmis (b), rejenerasyonu yapilmis (c) ve tekrar biyofonksiyonellestirilmis

(d) AFM goriintiileri yer almaktadir. Bu analizde maksimum-minimum noktalar arasindaki

farkin (a)’da 57,91 nm., (b)’de 278,6 nm., (c)’de 78,11nm. ve (d)’de 92,41 nm. oldugu

gorililmiistiir. Yiizey piiriizliiliik degerleri ise (a)’da 10,9 nm., (b)’de 18,2 nm., (¢)’de 12,1 nm.
ve (d)’de 12,4 nm. ‘dir.

(a)‘daki  SPGE’nin  maksimum-minumum  degerlerinin  (b)’de  artmasi
biyofonksiyonellestirme isleminin basarili oldugunu gostermektedir. Ardindan olusan bu
katmanlar (c)’de rejenerasyon islemiyle kaldirilmistir. (d)’de goriilen rejenerasyon sonrasi
maksimum-minimum noktalarinin yiikselmesi bu asamadaki biyofonksiyonellestirmenin
calismada istenilen seviyenin ¢ok altinda gergeklestigini gostermektedir. Buradan rejenerasyon

sonrast SPGE’nin yeniden kullanima uygun olmadig1 anlagilmistir.

4.3. EDX Analiz Sonuclar

Islem gérmemis (uygulama yapilmamis) haldeki SPGE’nin ¢alisma elektrotunun EDX
analizi sonucunda %95,34 oraninda Altin (Au), %2,24 oraninda Karbon (C), %1,48 oraninda
Aliminyum (Al) ve %0,94 oraninda Oksijen (O) oldugu goriilmiistir ve Cizelge 4.1°de
verilmistir. EDX analizi yapilan bolge ve bilesen yiizdeleri grafigi asagida sirasiyla Sekil 4.3
ve Sekil 4.4°de gosterilmistir.

Sekil 4.3. Islem gdérmemis SPGE ¢alisma elektrotu EDX gériintiisii (skala 5um)
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Sekil 4.4. Islem gérmemis SPGE ¢alisma elektrotu EDX bilesen yiizdeleri

icerdigi anlasilmistir.

Buna gore, beklenildigi gibi tiim reaksiyonlarin biiyiikk oranda ger¢eklesecegi calisma
elektrotu bolgesinde yiiksek oranda altin oldugu goriilmiis ve az miktarda karbon ve aliiminyum

Cizelge 4.1. Islem gormemis SPGE calisma elektrotu EDX analizi

Amrhkca T Std.

Element Miktar % Min. Mak. Ortalama Sapma

C 2,24 2.24 224 224 0,00

0,94 0,94 0.94 0,54 0,00

Al 1,48 1,48 1,48 148 0,00

An 95,34 95,34 95,34 95,34 0,00
Toplam 100,0

SPGE’nin karsit elektrotunun 1. bolgesinin EDX analizi yapildiginda %95,05 Au,

%2,80 oraninda C, %1,21 oraninda Al ve %0,94 oraninda O oldugu goriilmiistiir. EDX analizi

yapilan bolgeler ve bilesen yiizdeleri grafikleri asagida sirasiyla Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil
4.7°de gosterilmigtir.



43

1. Bolge

2. Bolge

. |
Sekil 4.5. Islem gérmemis SPGE karsit elektrot EDX analiz bolgeleri goriintiisi

Burada elde edilen sonuclarin ¢alisma elektrotu bolgesine benzer oldugu goriilmektedir.
Bununla beraber dikkatimizi ¢eken, karsit elektrotta 2 ile gosterilen bolgenin EDX analizi
yapildiginda ise %73,82 Au, %21,75 oraninda Al, ve %4,43 oraninda O ihtiva etttigi

goriilmustiir ve Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Diger bolgelerden daha koyu renkte goziiken bu bolgenin altin oranimin diisiik oldugu
ve beklenilmedik oranda ylksek oranda aliminyuma sahip oldugu gorilmistiir. Bu ise
kullanilan hazir elektrotlarin biyosensor olusturmada tam anlamu ile ideal bir yapiya sahip

olmadigini géstermektedir.

W spectrum 4

Sekil 4.6. Islem gdérmemis SPGE karsit elektrot 1.bdlge EDX bilesen yiizdeleri
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Sekil 4.7. Islem gérmemis SPGE karsit elektrot 2.blge EDX bilesen yiizdeleri

Cizelge 4.2. Islem gérmemis SPGE karsit elektrot 2.bolge EDX analizi

Agirhkca . Std.
Element Miktar % Min. Mak. Ortalama Sapma
0O 4,43 4,43 4,43 4,43 0,00
Al 21,75 21,75 21,75 21,75 0,00
Au 73,82 73,82 73,82 73,82 0,00
Toplam 100,0

SPGE’nin referans elektrotunun EDX analiz bdlgelerinin goriintiisii asagida Sekil

4.8’de verilmistir.

2. Bolge

1.Bolge

Sekil 4.8. Islem gérmemis SPGE referans elektrot EDX analiz bolgeleri goriintiisi
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1.bolgenin analizine gore burada %85,58 oraninda Ag, %9,20 oraninda Al ve %5,22

oraninda O oldugu goriilmiistiir. 2. Bolgenin EDX analizi yapildiginda ise %71,90 oraninda
Ag, %11,49 oraninda O, %9,69 oraninda Al ve %6,92 oraninda C ihtiva ettigi goriilmiistiir ve
Cizelge 4.3’de gosterilmistir. EDX analizi yapilan bolgeler ve bilesen ylizdeleri grafikleri
asagida sirasiyla Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da gosterilmistir.

T T T T T T
Q 2 4 & & 10 12 14 16 15 kel

Sekil 4.10. islem gdrmemis SPGE referans elektrot 2.blge EDX bilesen yiizdeleri
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Cizelge 4.3. Islem gormemis SPGE referans elektrot 2.bolge EDX analizi

Agirhkca - std.

Element Miktar % Min. Mak. Ortalama Sapma
C 6,92 6.92 6,92 6.92 0.00
0 11.49 11.49 1149 11,49 0.00
Al 9,69 9.69 9.69 9.69 0.00
Au 71,90 71,90 71,90 71,90 0.00

Toplam 100,0

Kullanilan SPE referans elektrot bolgesinin yiiksek oranda giimiis oldugu goriilse de Al
ve O miktarinin yiiksekligi dikkat cekmektedir. Sekilde diger bolgelerden daha acik ve parlak
renkte goriulen 2. bolgenin analizinde diger bolgelerden daha fazla oksijen goriilmesi SPE’nin
ticari bir iiriin olmasindan kaynakli ¢evre sartlarinin etkisiyle bolgesel oksitlenmeye ugradigi

sonucuna varilmistir.

Biyofonksiyonellestirilmis SPGE karsit elektrotunun 2. bolgesinin EDX analizi
yapildiginda %59,71 oraninda C, %25,04 oraninda O ve %14,61 oraninda Azot (N) oldugu
goriilmiistiir. Gortilecegi ilizere ¢aligma elektrotunda oldugu gibi koyu renkli yerlerde altina
rastlanilmamistir. 1. bolgenin EDX analizinde ise %87,01 oraninda Au, %3,32 oraninda O,
%0,67 oraninda Al ve %0,62 oraninda N ihtiva ettigi goriilmiistiir. Bu analizlere ait goriintiiler

asagida sirasiyla Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de gosterilmistir.

1. Bolge

2. Bolge

Sekil 4.11. Biyofonksiyonellestirilmis SPGE karsit elektrotu EDX goruntlsi
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Sekil 4.12. Biyofonksiyonellestirilmis SPGE karsit elektrotu EDX bilesen yiizdeleri

Beklenildigi gibi bazi1 bolgelerde altina rastlanilabilmekle biyofonksiyonellestirme
islemindeki asamalarda yilizeydeki kalintilar ve katmanlar yiizeydeki altinin goriilmesini
engelleyebilmektedir. Ayrica karsit elektrotta cok azda olsa aliiminyuma rastlanilmistir. Bu da
islem gormemis haldeki SPGE’nin karsit elektrot bolgesindeki aliiminyum igeriginden

kaynaklanmaktadir.

SPGE’nin ¢alisma elektrotunun EDX analizi yapilmistir. Bu analizlere ait goriintiiler

asagida sirastyla Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’de gosterilmistir.

Electron mage 5

1.Bolge

2. Bolge

Sekil 4.13. Biyofonksiyonellestirilmis SPGE ¢alisma elektrotu EDX gérintis
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Sekil 4.14. Biyofonksiyonellestirilmis SPGE ¢alisma elektrotu 1.bolge EDX bilesen

yuzdeleri

SPGE’nin ¢alisma elektrotunun 1. bolgesinin EDX analizi yapildiginda %63,32
oraninda C, %20,36 oraninda O ve %16,32 oraninda N oldugu goriilmiistiir. SPGE’nin ¢aligma
elektrot bolgesinin  islem gormemis elektrotta goriilen yiiksek miktarda Au’nun
biyofonksiyonellestirme sonrasinda basarili bir sekilde kaplandigi anlagilmaktadir. 2. bolgenin
EDX analizinde ise %58,93 oraninda Au, %33,29 oraninda C, %4,43 oraninda O ve %3,01

oraninda N oldugu goriilmiistiir.

-i-D—- H] .Sp-eﬂmmn
¢ —

Sekil 4.15. Biyofonksiyonellestirilmis SPGE ¢alisma elektrotu 2.bolge EDX bilesen

yuzdeleri
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Bu bolgede belirli oranlarda altin goriilmesi biyofonksiyonellestirme asamasinda
calisma elektrotunun bazi bolgelerinde immobilizasyonun tam anlamiyla basarili olmadigt

anlamini tasimaktadir.

SPGE’nin referans elektrotun 1.bolgesinin EDX analizi yapilmistir ve analizlere ait
goriintiiler asagida sirasiyla Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de gosterilmistir. Buna gore bu bdlgede
%43,23 oraninda Ag, %?22,84 oraninda C, %18,11 oraninda N, %8,16 oraninda O, %4,51
oraninda Potasyum (K), %2,28 oraninda Demir (Fe), %0,49 Al ve %0,37 oraninda Klor (CI)
oldugu gorilmiistiir. Beklenildigi gibi en yiiksek oranda Ag ¢ikmasina ragmen, referans
elektrot bolgesinde diger bolgelerde gozlemlenmeyen K, Fe’in biyofonksiyonellestirme
asamasinda Ol¢limleri almak i¢in kullandigimiz Kz3Fe(CN)s redoks probundan olabilecegi

diistiniilmektedir.

1.Bolge

Sekil 4.16. Biyofonksiyonellestirilmis SPGE referans elektrotu EDX goriintiisii

1@ Bz |

Sekil 4.17. Biyofonksiyonellestirilmis SPGE referans elektrotu 1.bolge EDX bilesen
yluzdeleri
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SPGE’nin rejenerasyon isleminde yiizeyindeki tiim katmanlarin ortadan kaldirilmasi
hedeflenmistir. Calisma elektrotunun 1. bdlgesinin EDX analizi yapilmistir ve elde edilen
goriintiiler asagida sirasiyla Sekil 4.18, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de gosterilmistir. Burada
%87,97 oraninda Au, %8,36 oraninda C, %3,31 oraninda O ve %0,36 oraninda N oldugu
goriilmiistiir. Islem gdérmemis haldeki SPGE’nin altin oranin %95,34 iken rejenerasyon islemi

sonrasinda altin oraninin beklenildigi gibi yiikseldigi ve %87,97ye ulastigi gortilmiistiir

1. Bolge

2. Bolge

Sekil 4.19. Rejenerasyon islemi sonrasi SPGE c¢aligsma elektrotu 1. bolge EDX bilesen
yuzdeleri
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Bununla birlikte rejenerasyon islemi sonrasinda altin miktarinin da azaldigi
goriilmiistiir. 2. bolgenin EDX analizinde %51,71 oraninda C, %24,25 oraninda Au, %14,05

oraninda N ve %9,98 oraninda O oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.20. Rejenerasyon islemi sonras1 SPGE ¢alisma elektrotu 2.b6lge EDX bilesen
yuzdeleri

Bu bolgede altin oraninin daha az ¢ikmasi, rejenerasyon asamasinda bazi spesifik
bolgelerde elektrot yiizeyindeki altinin asindigi ya da tam temizlenme olmadigini
gostermektedir.

SPGE’nin karsit elektrotun 1. bolgesinin EDX analizi sonuglar1 asagida sirasiyla Sekil
4.21, Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’de gosterilmistir

-» 1.Bolge

2 Bolge

Sekil 4.21. Rejenerasyon islemi sonrast SPGE karsit elektrotu EDX goriintiisii
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SPGE’nin karsit elektrotun 1. bdlgesinin EDX analizi sonucunda %55,53 oraninda Au,

%27.42 oraninda C, %10,93 oraninda O, %3,70 oraninda N ve %2,42 oraninda Al oldugu
gOriilmiistiir.

Sekil 4.22. Rejenerasyon islemi sonras1 SPGE karsit elektrotu 1.bolge EDX bilesen

yuzdeleri

2. bolgenin EDX analizinde ise %43,82 oraninda Au, %31,01 oraninda C, %18,25

oraninda O, %3,91 oraninda Al ve %3,01 oraninda N oldugu goriilmiistiir.

1@ =

Sekil 4.23. Rejenerasyon islemi sonrasi SPGE karsit elektrotu 2.bolge EDX bilesen
yuzdeleri
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Islem gdrmemis haldeki SPGE ile karsilastirildiginda rejenerasyon sonrasi altin orani
%95,05’ten %55 seviyelerine inmistir. Regenerasyon asamasinin altin miktarini etkiledigi
goriilebilmektedir. Ayrica 1 ve 2 bolgeleri karsilastirildiginda koyu olan 2 bdlgesinde Au

oraninin daha az oldugu, aliiminyum oraninin ise bir miktar daha fazla oldugu goriilmektedir.

Bu durum islem gormemis haldeki SPGE’nin sonuglarinin da g6z Oninde
bulundurularak elektrotun her noktada tam anlami ile ayni karakteristigi gostermedigini

anlatmaktadir.

SPGE’nin referans elektrotun Rejenerasyon islemi sonrasi 1. ve 2. bdlgelerinin EDX

analizi sonuglar1 asagida sirasiyla Sekil 4.24, Sekil 4.25 ve Sekil 4.26°da gosterilmistir

1.Bslge

2.Bolge

Sekil 4.24. Rejenerasyon islemi sonrasi SPGE referans elektrotu EDX goriintiisii

SPGE’nin referans elektrotun 1.bolgesinin EDX analizi yapildiginda %44,52 oraninda
Ag, %18,09 oraninda C, %15,40 oraninda N, %9,53 oraninda Fe, %7,02 oraninda O, %4,23
oraninda K, %1,06 Al ve %0.14 oraninda Cl oldugu goriilmiistiir. Burada en yliksek oranda Ag
¢ikmasina ragmen, referans elektrot bolgesinde diger bolgelerde gézlemlenmeyen K ve Fe’in
biyofonksiyonellestirme ve rejenerasyon asamasinda Olgiimleri almak i¢in kullandigimiz
KsFe(CN)s redoks probunun kalintilar1 olabilecegi diigiiniilmektedir. 2.bolgenin EDX analizi
yapildiginda ise %52,54 oraninda Ag, %16,95 oraninda C, %15,22 oraninda N, %7,60 oraninda
O, %b5,07 oraninda K, %1,23 Fe, %0,68 oraninda kukurt (S), %0,67 oraninda Al ve %0,03

oraninda Cl ihtiva ettigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.25. Rejenerasyon islemi sonrasi SPGE referans elektrot 1. bolge EDX bilesen
yuzdeleri

2. bolgenin EDX analizinde daha dnce goriilmemis %0,68 oraninda S’e rastlanilmistir.

Bunun nedeninin rejenerasyon asamasinda H>SOs kullanilarak CV ile temizleme isleminin

sonucu oldugu diistiniilmektedir.

Sekil 4.26. Rejenerasyon islem i sonrasi SPGE referans elektrot 2. bolge EDX bilesen
yuzdeleri
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4.4. Sensor Yiizeylerinin Biyofonksiyonellestirilmesi

SPGE’nin ¢esitli modifikasyonlarla elektrot iizerinde olusturulan katmanlar sayesinde
biyofonksiyonellestirilerek hedef antijeni yakalayacak hale getirilmesine elektrotun

immobilizasyonu denir.
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Sekil 4.27. SPGE’nin immobilizasyon prosesinin sematik gosterimi

Yukarida Sekil 4.27°den anlasilacagi iizere oOncelikle elektrot yiizeyi PBS ile
temizlenmis ve elektrotun tlizerine 50 mM KsFe(CN)s konularak EIS 6lgliimii alinmigtir. Bu
asamadan sonra elektrot yiizeyinde katmanlar olusturularak biyofonksiyonellestirme agamalari
gerceklestirilmistir. Bu asamalarda oncelikle elektrotlarin yiizeyinde tiol (-COOH) yapilarini
olusturmak i¢in 10 mM SAM ¢ozeltisi eklenmis ve reaksiyon tamamlanmasi i¢in 1 saat siireyle
oda sicakliginda inkiibasyon yapilmistir. Ardindan elektrot yiizeyi baglanmamis SAM
molekiillerinin uzaklastirilmasi icin etanol ve PBS ile yikanmistir. 1:1 oraninda 50 mM EDC
ve 50 mM NHS karisim ¢ozeltisi elektrot yiizeyine eklenerek 30 dakika boyunca inkiibasyon
yapilmistir.

Antikorlar1 yilizeye sabitlemek icin ise literatiirde gelistirilen yaklasim gz Oniine
alinarak 1,25 pg/mL streptavidin ¢ozeltisi ile 1 saat boyunca inkiibasyon yapilmis ve ardindan
PBS ve yikama tamponu ile elektrot yiizeyi yikanarak reaksiyona girmemis molekiiller
uzaklastirilmigtir. Bir sonraki asamada 1,25 pg/mL PBS icerisinde seyreltilen monoklonal anti-
domoik asit antikor ¢ozeltisi elektrot yiizeyine eklenerek 1 saat sureyle inkube edilip reaksiyona

girmemis molekiiller yine yikama tamponu ve PBS ile uzaklastirilmistir.
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Bu asamadan sonra 50 mM K3Fe(CN)s redoks probu ile EIS 6l¢iimleri alinmis ve tekrar

PBS ile yikama yapilarak  dort farkli  konsantrasyonda (0,01  ng/mL;

0,09 ng/mL; 0,90 ng/mL ve 4,00 ng/mL) hazirlanan domoik asit sirasiyla eklenerek 30’ar

dakika boyunca inkiibe edilmistir. Her konsantrasyon inkiibesi sonrasi 50 mM KzFe(CN)s

redoks probu ile EIS dlgimleri yapilmis, Nyquist grafigi olusturulmus ve kalibrasyon grafigi
cizilmistir ve asagida Sekil 4.28’de gosterilmistir.

Nquist Grafigi

BARE
40000 mAb
DA 0,1

DA 4

-Z1Q)

10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 50000 100000

Sekil 4.28. SPGE’nin EIS yontemi ile farklt DA konsantrasyonlarinda 10 kHz — 0,1 Hz frekans
araligindaki Nyquist grafigi

Sekil 4.28’deki Nyquist Grafigi incelendiginde islem gérmemis haldeki elektrot Uizerine
immobilize edilen her bir katman sonrasinda empedans degerlerinin arttig1 goriilmektedir.

Kalibrasyon grafigini olusturmak icin 10 farkli elektrotun immobilizasyonu yapilmis
uygun ARctpa /ARctman  degerleri elde edilerek Sekil 4.29°daki grafik olusturulmustur. Dort
farkli derisimdeki DA antijenlerinin Ret degeri ile DA-Mab’in Rct degerlerinin orani alinarak

hesaplanmugtir. DA derisim ve ARctpa /ARctmap degerleri asagida Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.4. Kalibrasyon egrisindeki DA derisim ve ARctpa /ARctman degerleri

Domoik Asit Derisimi 0,01 ng/mL 0,1 ng/mL 1 ng/mL 5 ng/mL

ARctpa /ARctmab 1,32 1,36 1,46 1,84




ARtc

2,00 y =0,0726x + 1,3628

1,80

1,60 -----------------------------------------

1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20

0,00
0,00 1,00

R?=0,9357

2,00 3,00 4,00

DA ng/ml

Sekil 4.29. ARctpa /ARctman Kalibrasyon egrisi grafigi

5,00
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Elde edilen kalibrasyon grafigi incelendiginde R? degerinin 0,9357 ¢iktig1 goriilmiistiir.

Ayrica biyosensoriin tayin sinir1 2,93 ng/mL ve duyarliligt da 0,0726 olarak bulunmustur. Bu

sonug da elde edilen biyosensor i¢in olusturulan kalibrasyon grafiginin saglikli sonug verdigini

ortaya koymaktadir.
a =0,06452
S=0,0726
LOD =3,3xa/S

Rct = YUk transfer direnci
Ret =Ret (1) +Rct (2) (kQ cm?)

Elde edilen sonuglar asagida Cizelge 4.5’de gosterildigi lizere biyosensor uygulamalari

DA’nin tespitinde, geleneksel gida toksin madde analizlerine gore daha yiiksek hassasiyette ve

daha diisiik tayin sinirinda gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.5. Elde edilen Tayin Sinir1 ve Hassasiyet degerleri

spektroskopisi (EIS)

Analiz Ad1 Kullamlan Yontem Tayin Siir1 Referans

HPLC Ayirma kolonu 0,1 mg/g (Dhoot vd., 2013)

Elisa Elisa plate 0.02 ng/mL (Saaed vd., 2017)
. . Altin bazli perde baskili .

Ddngusel voltametri (CV) elektrot (Au-SPE) 0.02378 g/mL | (Zuki vd., 2019)

Elektrokimyasal empedans ) .

spektroskopisi (EIS) CB-SPE 0,4 ng/mL (Nelis vd., 2020)

Elektrokimyasal empedans Perde baskili elektrot (SPGE) | 2,93 ng/mL Bu Caligmanin

Sonucudur.




58
4.5. Rejenerasyon Ve Elektrotlerin YUzey Modifikasyonu

4.5.1. SPGE’nin rejenerasyonu

Immobilizasyonu saglanmis SPGE’nin birden ¢ok kez kullanimi igin elektrotlarin
ylizeyinde bulunan katmanlar ortadan kaldirilarak rejenere edilmesi ve temizlenmesi gerekir.

Bu islem elektrotlarin hasar goriip bozulmasina kadar sinirl tekrarda ve sayida siirdiirtilebilir.

SPGE’ye uygulanan 1. Rejenerasyon Prosediiriinde; 10 mM H2SOg4 ¢ozeltisi inkibe
edilerek CV ile (0,0 V — (+)1,8 V ), tarama oran1:100 mV/s, 6 ¢evrim parametrelerinde
temizlenmistir. Ardindan 50 mM KsFe(CN)e ¢Ozeltisi inkiibe edilerek CV ol¢timda ile (1,0 V —
(+)1,2) V), tarama orani: 100 mV/s, 6 ¢evrim parametrelerinde temizleme islemi yapilmstir.
Son olarak 50 mM KsFe(CN)s ¢ozeltisi inkibe edilip, 10 kHz — 0,1 Hz frekans araliginda EIS

ile 6l¢iim alinmistir. S6z konusu islem in sematik gosterimi Sekil 4.30°da asagida verilmistir.

molekiil
X Biotin antikorn,
/ / / y Streptavidin
Elektrof Kendi kendine Streptavidin Biotin antikern Hedeflenen / / SAMs
viizex, diizenlenen molekiiliin,
katmanlar haglanmas
(SAMs)

Sekil 4.30. SPGE’nin Rejenerasyon prosesi sematik gosterimi

SPGE’ye uygulanan 2. Rejenerasyon Prosediiriinde ise 6ncelikle 0,1 M H2SO4 ¢ozeltisi
elektrot yuzeyine inkube edilerek CV ile (0,0 V — (+)1,4 V), tarama orani: 50 mV/s, 15 gevrim
parametrelerinde temizlenmistir. Ardindan 50 mM KzFe(CN)g ¢Ozeltisi inkiibe edilip 10 kHz —

0,1 Hz frekans araliginda EIS ile 6l¢lim alinmustir.

Sekil 4.31’de SPGE’nin 1. ve 2. rejeneresyon prosediirleri sonrasi goriintiileri yer

almaktadir. 2. Rejenerasyon sonrasinda elektrotta kararma ve hafif yanmalar goriilmistiir.



59

Sekil 4.31. SPGE’nin 1.rejenerasyon (sol) ve 2. rejenerasyon (sag) prosediirii sonrasi
gordntuleri.

4.5.2. SPGE’nin yiizey modifikasyonu

SPGE’nin elektrokimyasal performansinin daha iyi seviyelere ¢ikarilmasi i¢in altin

nanopartikiilleri (AuNPs) kullanilarak yiizey modifikasyonu yapilmistir.

(b) (d)

Sekil 4.32. SPGE’nin (a) Islem gérmemis, (b) 30 s Au nanopartikil modifikasyonu, (c) 90 s

Au nanopartikiil modifikasyonu ve (d) 150 s Au nanopartikiil modifikasyonu sonrasi

gorintuleri

Sekil 4.32°de SPGE’nin igslem gérmemis hali ve {i¢ farkli Au modifikasyon siireleri
sonrasindaki goriintiileri verilmistir. Islem g&rmemis elektrot ile karsilastirildiginda, Au
modifikasyonu ile elektrot yiizeyinde renk degisimleri goriilmiistiir. Ayrica elektrotlara
uygulanan modifikasyon siireleri arttikca calisma elektrotu bolgesinde giderek koyulasan renk

degisimi gdzlemlenmistir. Bunun nedeninin modifikasyon siiresindeki artis ile birlikte Au
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nanopartikiilleri ile elektrot yilizeyi arasinda daha fazla meydan gelen etkilesim oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica modifikasyon siiresi arttik¢a referans elektrotta da renk degisimleri
gozlemlenmistir. Buradan daha uzun modifikasyon siiresinin referans elektrotta degisimlere

neden olabilecegi anlagilmaktadir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada SPGE, ylizeyinde herhangi bir degisiklik yapilmadan immobilize edilmis
ve dort farkli konsantrasyonda hazirlanan DA (0,01 ng/mL; 0,09 ng/mL; 0,90 ng/mL ve 4,00
ng/mL) sirasiyla eklenerek 50 mM KzFe(CN)e redoks probu ile EIS 6l¢timleri alinmistir. Uygun
devre elemanlariyla gerekli hesaplamalar yapilarak Nyquist Grafigi olusturulmustur. Grafik
incelendiginde islem gormemis elektrot ylizeyine immobilize edilen her bir katmanin empedans
degerini arttirdigi goriilmiistiir (Bkz. Sekil 4.28). DA'nin anti-DA-Mab'a baglanmasinin bir
sonucu olarak Ret'deki artis SPGE’nin biyofonksiyonellestirilmesi isleminin basarili oldugunu

gostermistir.

Kalibrasyon grafigi immobilizasyonu yapilmis 10 farkli SPGE’nin dort farkli
derisimdeki DA antijenlerinin Rct degeri ile DA-Mab’in Rct degerlerinin orani alinarak
hesaplanmustir. Elde edilen kalibrasyon grafigi incelendiginde R? degerinin 0,9357 ciktig1
gorilmustiir. Ayrica biyosensoriin tayin siniri 2,93 ng/mL ve duyarliligi da 0,0726 olarak

bulunmustur.

Bu degerler Cizelge 4.5’de belirtilen yontemler ile karsilagtirildiginda ticari olarak

satilan SPGE’lerin daha hassas ve daha iyi bir tayin sinirinda 6l¢iim yapabilecegi goriilmiistiir.

SPGE’nin rejenerasyon islemine tabi tutulmasiin ardindan elektrot bolgesinde olusan
bozulmalar sebebiyle bu isleme uygun olmadigi anlasilmistir. SPGE’nin Au nanopartikiilleriyle

yapilan yiizey modifikasyonunda diizgiin ve homojen bir elektrot yiizeyi elde edilmistir.

Bu ¢aligmanin sonucunda gelistirilen biyosensdr diisiik hata paylarina ve kabul edilebilir

hassasiyete sahiptir.

[lerleyen asamalarda yogun tiiketilen gercek deniz iiriinleri drneklerinde gelistirilen DA

toksin biyosensorleri ile analiz yapilabilir nitelikte olacaktir.
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