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OZET

ILETKEN POLIMER TABANLI ORGANOFOSFORLU PESTISIT
TAYININE YONELIK AMPEROMETRIK BIYOSENSORLERIN
GELISTIRILMESI

HUZEYFE CELIK
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI, 63 SAYFA

(TEZ DANISMANI: DOC. DR. SANIYE SOYLEMEZ)

Tarimsal uygulamalarda pestisitler etkin bir bi¢imde kullanilmaktadir.
Ozellikle organofosfor bilesiklerinin cesitli organizmalar, besin zinciri ve tarim
is¢ilerinin tizerindeki yan etkilerinin zararlari agikg¢a bilinmektedir. Elektrokimyasal
pesitisit biyosensdrleri diisiik maliyet, kolay hazirlanma ve yerinde analize imkan
sagladigindan HPLC, GC ve LC/MS/MS gibi geleneksel yontemlere gore daha etkili
bir alternatiftir. iletken polimerler iistiin &zelliklerinden dolay1r biyosensdr
tasarimlarinda kullanilmaya elverisli malzemedirler. iletken polimerlerin biyosensor
teknolojisiyle kombinasyonlari, enzimlerin elektrot yiizeyine pratik bir sekilde
immobilizasyonunu saglarken, hizli elektron iletimiyle de elektrokimyasal cevap
stiresini kisaltmakta ve biyosensoriin kararligini arttirmaktadir.

Bu c¢alismada, organofosfat pestisiti olan paroksonun amperometrik tayinine
yonelik asetilkolinesteraz (AChE) enzimini temel alan iletken polimer tabanli pratik
bir biyosensor hazirlanmasi hedeflenmistir. Oncelikle, grafit elektrot yiizeyinde poli-
2,2'-(9,9-dioktil-9h-floren-2,7-diyl)bistiyofen, Poli(BT) olarak adlandirilan polimer
elektrokimyasal yontemle Sentezlenmistir. Polimerin grafit elektrot yiizeyinde
biriktirilmesinden sonra, AChE enzimi i¢in bir immobilizasyon matriksi olarak
kullanilmistir. Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin analitik performansini incelemek igin,
amperometrik Olg¢timler tgli elektrot sistemi kullanilarak sabit bir potansiyelde
gerceklestirilmistir. Biyosensor sisteminin yiizey ve elektrokimyasal 6zellikleri SEM,
EDX ve CV teknikleri kullanilarak karakterize edilmistir. Calisma kosullar1 optimize
edildikten sonra, asetiltiyokoliin kloriir (AThCI) tespiti i¢in analitik performans
parametreleri belirlenmistir. EK olarak, gelistirilen biyosensor siit ve ¢esme suyu
orneklerinde etkin bir sekilde pestisit tespiti i¢in kullanilmistir.

Anahtar Kelimeler: AChE, Elektrokimyasal Biyosensér, Enzim Immobilizasyonu,
Iletken Polimer, Organofosfat Pestisitleri.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF CONDUCTIVE POLYMER BASED
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ORGANOPHOSPHORUS PESTICIDES
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In growing crops, use of pesticides especially organophosphorous pesticides is
extensive. It is well known that these pesticides’ side effects on various organisms,
food chain and the men work in field are dangerous. Electrochemical pesticide
biosensors are more effective alternative to traditional methods such as HPLC, GC and
LC/MS/MS since they provide low cost, easy preparation, and on-site analysis.
Conducting polymers are suitable materials for biosensor designs due to their superior
properties. Combinations of conductive polymers with biosensor technology enable
the enzymes to be immobilized to the electrode surface in a practical, while shortening
the electrochemical response time with fast electron conduction and increasing the
stability of the biosensor.

In this study, it was aimed to prepare a conductive polymer-based practical
biosensor based on acetylcholinesterase (AChE) enzyme for the amperometric
determination of paraoxon, an organophosphate pesticide. First of all, the synthesis of
the polymer called poly-2,2'-(9,9-dioctyl-9h-fluorene-2,7-diyl)bistiophene, Poly(BT)
on the graphite electrode surface was carried out by electrochemical method. After the
polymer was deposited on the graphite electrode surface, it was used as an
immobilization matrix for the AChE enzyme. To examine the analytical performance
of the Poly(BT)/AChE biosensor, amperometric measurements were taken at a
constant potential using a three electrode system. The surface and electrochemical
properties of the biosensor system were characterized using SEM, EDX and CV
techniques. After working conditions were optimized, analytical performance was
identified for AThCI detection. In addition, the developed biosensor was used for
pesticide detection in milk and tap water samples, effectively.

Keywords: AChE, Conducting Polymer, Electrochemical Biosensor, Enzyme
Immobilization, Organophosphorus Pesticides.



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢alismalarim boyunca bilgi ve deneyimleri ile
her zaman yanimda olan yardimlarini higbir zaman esirgemeyen, bana yol gosteren ve
birlikte ¢alismaktan gurur ve mutluluk duydugum degerli danisman hocam Sayin Dog.

Dr. Saniye SOYLEMEZ e ¢ok tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egtimim boyunca maddi ve manevi destegini hi¢cbir zaman
esirgemeyen abim Muhammet CELIK’e, varligi ile bana her zaman giic veren
basarimin ana kaynagi olarak nitelendirdigim kiz kardesim Uziim’e, anneme, babama

ve diger erkek kardesim Rahim CELIK e ¢ok tesekkiir ederim.

Bu calisma, Ordu Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi (ODUBAP) tarafindan B-2111 numarali proje ile desteklenmistir. Projeye

saglanan imkanlardan dolay1 tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

Sayfa
TEZ BILDIRIMI.......cocoooiiiiiiii e |
OZET ..ottt Il
ABSTRACT L. I
TESEKKUR ......ooooiiieiiieiseeeeseee oottt an sttt sttt \Y;
ICINDEKILER .......oooooioieeeeeeeeeeeeeeeee ettt \Y/
SEKIL LISTEST .......cooviiiiiieieee ettt Vi
CIZELGE LISTEST ...t IX
SIMGELER ve KISALTMALAR LISTESI........ccccoooniiiinnenee, X
LGIRIS oottt 1
2. GENEL BILGILER .....ccoouiiiiiiiiiieniecse it 3
2.1 Tletken POIMETIET ........c.cvvieiveieiicceete ettt 3
2.2 Tletken POIIMENIEIiN SENLEZI......c..cvvevrieiieicieieisee s 4
2.2.1 Kimyasal POIIMEriZASYON..........ccciiiiece e 4
2.2.2 Elektrokimyasal POIMEIIZASYON........ccoiiiiiiiiiisisie e 5
2.3 BIYOSENSOTIET ...ttt 6
2.3.1 Biyosensorlerin Siniflandirtlmast .........cccoovviiiiiiiiii 7
2.3.1.1 Elektrokimyasal BiyOSENSOTIET ........cccueivieiiiiiieiieiieesee e 8
2.3.1.1.1 Amperometrik BiyOSEnSOTIET ........civiiiieiiiiiieiieiieeee e 9
2.4 lletken Polimerlerin Biyosensor Uygulamalarindaki Onemi............ccco.ovvevinnen. 11
2.5, ENZIMIET ..o 12
2.5.1 Asetilkolinesteraz ENZIMI ......cccccvviiiiiiiiiiiisicree e 13
2.6 Biyosensorlerde Kullanilan Immobilizasyon Yontemleri..........c.ccovvevcvevernnnene, 14
2.7 Asetilkolinesteraz INhibitSrIeri..........ccoeveveviceeeereieiecceie e, 16
2.7 L PESHISITIEN ... e 17
2.7.1.1 Organofosforlu PeStiSItIEr ..o 18
2.7.1.2 Pestisitlerin Cevre ve Canlilar Uzerindeki EtKileri........c.cocoevvvvevivieernnnnn, 20
3. MATERYAL VE YONTEM.........c.coosoitimmiieiieeeeieeeee e ses s 22
Bl REAKEITIEr ... 22
3.2 Kullanilan Cihaz ve SISEMIET.........cccoiiiieiiiiece e 22
3.3 Cozeltilerin HazZirlanmasT.........ccuveiiiieiiiie i 23
3.4 Poli(BT)/AChE Biyosensoriin Hazirlanmasi ...........ccooviieiiiiicicccnec 24
3.5 Hazirlanan Biyosensdriin Amperometrik Olgiim Prensibi............ccccoceviivennnns 25
3.6 AChE Temelli Biyosensor Optimizasyon Calismalart ...........cccocoveviviiicnnnnnnne 26
3.6.1 Calisma Potansiyelinin Biyosensor Cevabina EtKisi ..........cccooeviiiiiiiiiiinnn, 26
3.6.2 Poli(BT) Film Kalinlig1 Belirlenmesi ...........cccoooeeriiiiiiiciicicic e 26
3.6.3 Enzim Miktarinin Belirlenmesi...........cccoiiiiiiiiiiiiiiic e 27
3.6.4 Capraz Baglayic1t Miktarinin Belirlenmesi.........cccoccooiiiiiiiiicicice 27
3.6.5 PH OPLIMIZASYONU ....ovviiiieiesie st 27
3.6.6 Pestisit Inkiibasyon Stresi TESPIti .........ccvvveveveiiiiciereeieece e, 27
3.7 Poli(BT) ve Poli(BT)/AChE Modifiye Edilmis Yiizeylerin Elektrokimyasal ve
Morfolojik KarakteriZaSYONU ........c..ccveiiiiiiiieiiieiee et e ettt sre e e 28
3.8 Biyosensériin Analitik Karakterizasyonuna Iliskin Calismalar-...............c..c......... 28
3.9 AChE Inhibisyon Deneyleri..........cccoueveiireiiieiriiiireisisieisssesessse e senens 29



3.9.1 Hazirlanan Biyosensoriin Pestisit Tayinine Y&nelik Elektrokimyasal Olgiim

PRENSIDI. ... 29
3.9.2 Siit ve Cesme Suyu Orneklerinde AChE Biyosensérii ile Pestisit Analizi........ 30
4. BULGULAR ve TARTISMA ... ..coiiiiiiiiiiiee e 31
4.1 Elektropolimerizasyon ile POli(BT) SENtEZi ........ccoveveieeiiiieiiece e 32
4.2 AChE Esasli Amperometrik Biyosensor Optimizasyonu Sonuglari.................... 33
4.2.1 Uygulama Potansiyelinin Belirlenmesi.........cccccvevveieiieeie i 34
4.2.2 Poli(BT) Film Kalinliginin Belirlenmesi ..........cccccveveiieeneiieiiene e 35
4.2.3 Enzim Miktarinin Belirlenmesi..........ccccoviiiiiiiiiieiiiic e 36
4.2.4 Capraz Baglayici Miktarinin Belirlenmesi..........cccocvvviiiiiiiiniiiic e 37
4.2.5 PH OPLIMIZASYONU ..c.veeviiieeieciie ettt sre e s be e sneesre s 38
4.3 Poli(BT) ve Poli(BT)/AChE Modifiye Edilmis Yiizeylerin Elektrokimyasal ve

Morfolojik KarakteriZaSyOnU ...........cccuiiiieieiiiieie et 39
4.4 Poli(BT)/AChE Biyosensoriiniin Analitik Uygulamalart ...........cccoovveiiiiiinnnn, 43
4.4.1 Kalibrasyon Egrisi Ve Dedeksiyon Limiti.........cccccverviiieniniinieniseiee e 43
4.4.2 Tekrarlanabilirlik ve Operasyonel Kararlilik ..o, 44
4.4.3 GIriSIMCT ELKIST c.vviiiiiiiiiiieiiiic i 45
4.5 AChE InhibiSyon DeneyIeri..........cccrirevririviiiiseieriesesesisesssese s, 46
4.5.1 Poli(BT)/AChE Biyosensorii ile Parokson Tayini.......c.ccccevereieieneniniieinennn, 46
4.5.2 Ornek UygUIAmA .......c..cevivireiicieice ettt 50
5. SONUC ve ONERILER ........ccceooviiitiieieeieeetee et esessieisses st en st sas s sessnsesnes 51
6. KAYNAKLAR ..ttt nre s 55
OZGECMIS .ottt 63

Vi



SEKIL LISTESI

Sayfa
Sekil 2.1 Bazi iletken polimerlerin yapiSi...c.oocvveieeeiiieeeiiiee e 4
Sekil 2.2 Tiyofenin elekrokimyasal polimerizasyon mekanizmasi ............cc.cccvvvrnenne. 6
Sekil 2.3 BiyosensOriin sematik gOSTETIMI......cvvvvviiivieiiieieiieeeiieeesiieessiieessieeessineesieeens 7
Sekil 2.4 1. nesil (A), 2. nesil (B) ve 3. nesil (C) enzim bazli amperometrik
biyosensorlerin ¢alisma prensibi (Soylemez ve Kurbanoglu, 2021)........ccccocvveinnnne 11
Sekil 2.5 AChE’nin kataliz reaksiyonu (Kocanci ve Aslim, 2016) ...........cceevrnennen. 14
Sekil 2.6 Enzim immobilizasyon yOntemIeri.........ccccovvvieriiiiiiieniiie e 16
Sekil 2.7 Pestisitlerin genel yapisi (A) ve AChE biyosensorlerinde kullanilan ¢esitli
OP bilesikli pestisitlerin yapilar1 (B) (Pundir ve Chauhan, 2012) .........cccccveivennnee 19
Sekil 2.8 Chlorpyrifos pestisiti tarafindan asetilkolinesterazin inhibisyonu (Rac¢ékova
ve ark., 2006’ dan adapte edilmiStir).......cccviiiiiiiiieiiiie e 20
Sekil 3.1 BT monomerinin elektrokimyasal polimerizasyonu ...........c.ccccoovevvvenne. 24

Sekil 3.2 Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin hazirlanmasinin sematik gosterimi ........ 25
Sekil 3.3 Substrat eklemeden dnce ve sonra enzimatik reaksiyona bagli akim degisimi

ve amperometrik G1GTM SISTEMI ...cvviviiieiiicic e 26
Sekil 3.4 Pestisit tayini i¢in amperometrik S1¢lim SIStEMI.........ccccevviveiieiiiiieiieien, 30
Sekil 3.5 Parokson pestiSItiNIn YAPIST ....cccveerueeiueerreeiiiesieesieesreesieeseeesieesneesseesneee e 30
Sekil 4.1 Parokson tayini i¢in Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin olusumunun sematik
Feda I 1S 01111 ST P PR PRP AP PPRPR 32

Sekil 4.2 BT nin grafit tizerinde 100 mVs-1 tarama hizinda elektrot yiizeyine 0.1 M
NaClO4/LiCIO4/ACN elektrolit-¢oziicii sisteminde polimerlesmesinin doniisiimsel
voltamogrami (DOngii SaY1S1 10).....coviiiiiiiieiiiiii e 33
Sekil 4.3 Calisma potansiyelinin belirlenmesi (50 mM, pH = 7 fosfat tamponu, 25 °C).
Hata c¢ubuklari, li¢ 6l¢timiin standart sapmasim1 (SD) gostermektedir ([AThCI]: 4.0

001 ST RPR S R 35
Sekil 4.4 Poli(BT) kalinliginin biyosensore etkisi (50 mM, pH = 7 fosfat tamponu, 25
RO TP TSP PRSP 36
Sekil 4.5 Enzim miktarinin biyosensor yanitina etkisi (50 mM, pH = 7 fosfat tamponu,
T O TR TRRUR PP OU PRI 37
Sekil 4.6 Biyosensor yanitina ¢apraz baglayict (GA) etkisi (50 mM, pH = 7 fosfat
tAMPONU, 25 OC) ottt 38

Sekil 4.7 pH degisiminin biyosensore etkisi (50 mM, pH 7 fosfat tamponu, 25 °© C)39
Sekil 4.8 Bos grafit elektrot, Poli(BT) ve Poli(BT)/AChE’in sirasiyla dongiisel

VOIEAZIAMIATT ... 40
Sekil 4.9 A ve B Poli(BT) (5000x ve 10000x biiyiitmede); C ve D Poli(BT)/AChE igin
(5000x ve 10000x biiyiitmede) SEM gOrintileri ........ccccovvvvvieieniiesiiescccees 41
Sekil 4.10 Poli(BT) modifiye elektrot icin EDX analiz sonuglart.............ccccceeneene. 42
Sekil 4.11 Poli(BT)/AChE modifiye elektrot icin EDX analiz sonuglari.................. 42

Sekil 4.12 Poli(BT)/AChE ile hazirlanan biyosensoriiniin AThCI kalibrasyon egrisi
(50 mM, pH 7 fosfat tamponu ¢aligma ortamai; 25 °C, +0.6 V calisma potansiyeli; hata

cubuklari ti¢ 6l¢iimiin standart SAPMAaSING GOSLETIT)...cvververriiiiieiie e 44
Sekil 4.13 Baz1 kimyasal bilesiklerin biyosensor cevabina etkisi (50 mM, pH 7 fosfat
tamponu igerisinde; 25 °C, +0.6 V ¢alisma potansiyeli)........cccoeviiveniiniiiiciinnnennn 46
Sekil 4.14 Poli(BT)/AChE biyosensériinde inhibisyon inkiibasyon siiresi
OPLIMIZASYONU ..ttt sttt ettt ettt et e e st e b e e be e st e sbe e beeneesbeebeeneenreas 47


file:///C:/Users/casper/Desktop/15.04.2022%20SON%20TEZ%20DÜZELTME%20(1).docx%23_Toc100933192
file:///C:/Users/casper/Desktop/15.04.2022%20SON%20TEZ%20DÜZELTME%20(1).docx%23_Toc100933192

Sekil 4.15 Parokson i¢in kalibrasyon egrisi (50 mM, pH 7 fosfat tamponu igerisinde;
+0.6 V calisma potansiyeli, 10 dk. inklibasyon SUIesi).........ccccerrveriiveeiineesinissiineens 48

VI



CIZELGE LISTESI

Sayfa
Cizelge 4.1 Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin analitik performans degerleri ............. 45
Cizelge 4.2 Literatiirde parokson analizine yonelik AChE biyosensorleri................ 49
Cizelge 4.3 Musluk suyu ve siit orneklerinde parokson tayini geri kazanim
calismalarinin SONUGIATL. .......couiiiiiiii e 50



SIMGELER ve KISALTMALAR LISTESI

AChE . Asetilkolinesteraz

AThCI . Asetiltiyokolin Kloriir

BChE . Biitirilkolinesteraz

BT . Bistiyofen

CVv :  Doniisiimlii Voltametri

DDT . Dikloro Difenil Trikloroethan

EDX . Enerji Dagilimi X-151m1 Spektroskopisi
GC . Gaz Kromatografisi

GE . Grafit Elektrot

HPLC . Yiiksek Performanslh Sivi Kromatografisi
ir . Iletken Polimer

LC/MS/MS : Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometresi/Kiitle Spektrometresi
OP . Organafosfatlar

PACc . Poliasetilen

Poli(BT) . Poli(BT)

SEM . Taramali Elektron Mikroskobu




1.GIRIS

Pestisitler (tarim ilaglar1) diinya ¢apinda tarimda yagin olarak kullanilmaktadir.
Kullanilan pestisitler (parokson, paratiyon metil vb.) canlilarin beyindeki kolinesteraz
enzimlerinin aktivitesini inhibe ederek, merkezi sinir sisteminde ¢esitli hasarlara yol
acmaktadirlar. Bunun yani sira, sergilemis olduklar1 norotoksik etki ile sinirsel iletileri
engellerler. Dolayisiyla, bu grup pestisitlerin gerek cevresel orneklerde gerekse
fizyolojik sivilarda analizleri olduk¢a Onemlidir. Bunlara ek olarak, Alzheimer
hastaligi, Lewy body hastaligi, bunaklik gibi bozukluklarda asetilkolin iiretimi azalir.
Sonug olarak da sinir iletisimi daha az verimli olur ve beyin ve viicut fonksiyonlarinda
gerilemeye neden olur. Pestisit tayinleri yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC), gaz kromatografi (GC) ve sivi kromatografi-kiitle spektrometresi/kiitle
spektrometresi (LC/MS/MS) gibi geleneksel yontemlerle yapilabilmektedir. Bu
yontemler maliyeti yiiksek, vakit alici, uzun 6rnek hazirlama asamalart igeren ve
uzmanlik gerektiren yontemlerdir. Analitik yontemler arasinda “Elektroanalitik
Yontemler” pratikligi, kolayligi, cogu zaman o6n Ornek hazirlama islemlerine
gereksinim duymamasi gibi avantajlarindan dolay1 oldukea ilgi ¢ekmektedir (Skoog
ve ark., 1998; Wang, 2005).

Iletken polimerler (IP) goze carpan dzellikleri sayesinde cesitli uygulamalarda
rahatlikla kullanilabilmektedirler. Biyosensor hazirlanmasinda, iletken polimerlerin
enzim matrisi olarak kullanilmasi yaygin bir yontem haline gelmistir. Matrislere
fiziksel ya da kimyasal yollarla immobilize edilen enzimler, katalitik aktivitelerini
koruyarak birden fazla kullanima olanak saglarlar. Yiizey modifikasyonu biyosensor
uygulamalarinda bilyiik 6nem arz eder. Iletken polimer temelli biyosensorler,
biyomolekiillerin elektrot yiizeyine pratik bir sekilde ve ¢ogu zaman tek adimda
immobilizasyonunu saglamasi, hizli elektron iletimiyle elektrokimyasal cevap siiresini
kisaltmas1 ve biyosensoriin kararligini arttirmasi gibi avantajlara sahiptirler. Iletken
polimerler ile kapli elektrotlar farkli maddelerin (analitlerin) tayininde kullanilmaya
elverigli malzemelerdir. Ciplak elektrotlara kiyasla bu polimerler ile kapl yiizeylerin
elektrokimyasal cevaplar1 daha hassas, secici, hizli ve duyarlidir. Analit miktarina
kars1 elektrokimyasal sistemde olusan cevabin elektriksel sinyale doniistiirildigii bu
sistemlere ise genel olarak “Elektrokimyasal Sensor” denilmektedir. Bu tip sensorlerin

tip, eczacilik, biyokimya, savunma sanayi, tekstil, tarim, gida ve ¢evre analizleri basta
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olmak iizere birgok alanda uygulamasi mevcuttur. Elektrokimyasal biyosensorler,
ekonomik olmalari, duyarli ve giivenilirligi yiiksek sistemler olmalarinin yan1 sira
boyut olarak da kiigiik oluslar1 ve yeni portatif elektrokimyasal tinitelerin tasarimi ile
de avantaja sahiptir. Ayrica, elektrokimyasal yontemler ¢ogu zaman karisik matriks ve
dogal 6rnek ortaminda tayini yapilacak maddenin se¢imli tayinine olanak sunmasi

nedeniyle oldukga ragbet gormektedirler (Wang, 2005; Soylemez ve ark., 2017).

Bu tez ¢alismasinda, organofosforlu pestisitler sinifinda yer alan parokson
tayini i¢in asetilkolinesteraz (AChE) temelli amperometrik biyosensor gelistirilmistir.
Bu amagla, grafit elektrot (GE) tizerinde bistiyofen (BT) monomeri elektrokimyasal
olarak sentezlenmistir ve asetilkolin esteraz (AChE) biyosensoriinde elektro-aktif
tabaka olarak kullanilmigtir. Olusturulan bu iletken polimer modifiye AChE
biyosensorii ¢esme suyu ve siit orneklerinde parokson tayini i¢in kullanilmustir.
Optimum kosullarda hazirlanan biyosensoriin doniisiimlii voltametri (CV), taramali
elektron mikroskobu (SEM) ve enerji dagilimhi X-1511 spektroskopisi (EDX) ile
karakterizasyonu yapilmistir. Basari ile hazirlanan biyosensoriin kararliligi, raf dmrii
ve uygulanabilirligi kanitlanmistir. En zararli pestisitlerden biri olan paraokson tayini
hazirlanan biyosensér ile basarili bir sekilde girisim etkisi gdézlenmeden

gergeklestirilerek dogruluklart ve pratikge uygulanabilirlikleri arastirilmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Iletken Polimerler

Monomer olarak adlandirilan ¢ok sayida basit molekiillerin kovalent baglarla
baglanarak olusturulan uzun zincir yapili makromolekiiller polimer olarak
adlandirilmaktadir. Polimerler ilk kesfedildikleri zaman yalitkan madde olarak
bilinirlerdi. Metallerin yiiksek elektrik iletkenligi ve tistiin mekaniksel 6zelliklerine
ragmen esnek olmamalari, agir olmalari ve islenmeleri zor olmas1 gibi dezavantajlara
sahip olmalar1 endistrideki kullanimlarini sinirlandirmistir. Bu sebeple metallerin
elektriksel iletkenlikleri ile polimerlerin 6zelliklerini barindiran yeni maddeleri
tiretmek igin giinimiize kadar ¢esitli galismalar yapilmigtir. Bu ¢alismalar polimerlerle
metallerin  kompozitinin yapilmast ve iletken polimerlerin eldesi izerine

yogunlagmustir (Sagak, 2010).

Konjuge polimerlere olan ilgi, poliasetilen (PAc)’in halojen buharlarina (iyot,
Klor veya flor) maruz birakilarak katkilanmasiyla bu polimerin yiikseltgendigini ve
iletkenliginin artarak 10° S/cm seviyesine ¢ikmasiyla artmustir (Shirakawa ve ark.,
1977). Bu kesifle birlikte ti¢ bilim adami, Alan Hegeer, Alan MacDiarmid ve Hideki
Shirakawa 2000 yili Kimya Nobel ddiiliine layik goriilmiistiir.

Bir polimerin iletkenlik 6zelligi gosterebilmesi i¢in, polimer omurgasi boyunca
konjuge ¢ift baglar icermesi gerekmektedir. Konjuge sistem, birbirini takip eden tekli
ve ¢oklu baglardan olusan bir sistemdir. Bu molekiillerde iletkenlik pi (=) orbitali ile
sigma (o) bag1 arasinda gergeklesecek etkilesim ile ya da ¢iftlesmemis elektrona sahip

7 orbitalleri etkilesimiyle elde edilebilmektedir.

Poliasetilenin  oksijen varliginda bozunmas: nedeniyle yeni iletken
polimerlerin sentezlenmesine yonelik ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda 6zellikle
polianilin (PANI), polipirol (PPy), politiyofen (PT) ve benzeri polimerler 6ne
cikmustir. 1P’ler iki farkli yéntem olan kimyasal yontemlerle ve elektrokimyasal
yontemlerle sentezlenebilmektedirler. Giintimiizde iletken, kararli ve ¢oziinebilen
bircok [P’ler sentezlenerek, farkli uygulamalarda kullanilmas: saglanmustir.
Polimerlerin fiziksel ve kimyasal ozelliklerinden dolayi, yeni iletken polimer
tasarimlar1 hedef haline getirilerek, tasarlanan monomerler (polimerin en kiigiik yap1

tas1), enerji depolamasi, elektrokataliz, biyoelektrokimya, sensorler, elektrokromik



ekranlar gibi birgok alanda ilerleme saglamistir. Bazi IP’lerin yapilar1 Sekil 2.1°de

gosterilmektedir.
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Sekil 2.1 Bazi iletken polimerlerin yapisi

2.2 Tletken Polimerlerin Sentezi

Kimyasal ve elektrokimyasal polimerizasyon yontemleri iletken polimerlerin
sentezinden en ¢ok tercih edilen yontelerdir. Bu yontemler disinda fotokimyasal
polimerizasyon, metatez polimerizasyonu, emiilsiyon polimerizasyonu, katilma
polimerizasyonu, kati faz polimerizasyonu, plazma polimerizasyonu ve piroliz
yontemi gibi farkli yontemlerde iletken polimerler sentezinde kullanilmaktadir. IP’leri
sentezlemek i¢in gesitli yontemler mevcuttur, ancak en 6nemli yontem uzun s-elektron
konjligasyonuna sahip polimer zincirlerinin elde edildigi sentez yontemidir (Kumar ve
Sharma, 1998).

2.2.1 Kimyasal Polimerizasyon

Kimyasal polimerlesme yontemi, monomerin uygun bir ¢oziicii, sicaklik ve
katalizor esliginde bir asit, baz ya da tuzla indirgenip yiikseltgenmesi ile
gerceklestirilir. Kimyasal sentezde asidik ortamda yiikseltgen bir ajan olarak

amonyum peroksidisiilfat, demir iyonlari, potasyum dikromat, amonyum persiilfat,



hidrojen peroksit, serik nitrat gibi maddeler kullanilir (Campos ve ark., 1999;
Malinauskas, 2001). Bu yontemde katalizor monomer ile reaksiyona girerek once
oligomer daha sonra ise oligomerlerin birlesmesiyle de polimer olmusumu saglanir.
Kimyasal polimerlesme ¢ok miktar polimerin iiretimine olanak saglasa da sentez
ortamindan meydana gelen yan iriinlerin uzaklastirlma problemi nedeniyle

dezavantajli olmaktadir.

2.2.2 Elektrokimyasal Polimerizasyon

Elektropolimerizasyon, elektroda disardan bir potansiyel uygulanarak, bir
destek elektrolit ¢ozeltisi igerisinde ¢dzlinen monomerin yiikseltgenmesiyle radikal
katyonlarin olusumunu kapsamaktadir. Calisma elektrodu olarak altin, platin, grafit,
karbon disk elektrot gibi ¢esitli elektrotlar kullanilabilmektedir. Cogu konjiige
polimerler elektrokimyasal yontemle elde edilebilmektedir. Elektropolimerizasyon

potansiyostatik, galvanostatik ve potansiyodinamik gibi metotlarla yapilabilmektedir.

Elektrokimyasal polimerizasyon diger polimerizasyon c¢esitlerine gore
reaksiyonun oda sicakliginda gergeklesebilmesi, polimer film kalinliginin kontrol
edilebilmesi, disiik maliyetli olmasi, uygulanan potansiyelin kontrolii ile yan
reaksiyonlarin Onlenebilmesi, yiiksek saflikta triinlerin eldesi ve az miktarda

monomer kullanimini gerektirmesi gibi avantajlari bulunmaktadir (Ugan, 2015).

[P’lerin anodik elektrokimyasal polimerizasyonu, asagidaki basamaklari takip

ederek gerceklesmektedir (Chandrasekhar, 1999).

1) Baslangi¢ basamagi, monomerin elektrokimyasal ylikseltgenmesiyle radikal katyon

olusumu.

2) Biiylime basamagi,

(a) iki radikal katyonun birlesmesi ve yapidan iki protonun ayrilarak dimer olusumu.
(b) dimerin elektrokimyasal yiikseltgenmesiyle dimer radikal katyon olusumu.

(c) dimer radikal katyonun, monomer radikal katyonla birlesmesi ve yapidan iki

protonun ayrilarak trimer olugumu.

b ve ¢ basamaklarmin tekrariyla oligomerlerin ve polimerlerin olusumu.



3) Sonlanma basamagi, elektrot ¢evresindeki reaktif radikal tiirlerin bitmesiyle zincir

biiylime igleminin sonlanmasi

Elektropolimerizasyon, genel bir ECE (Elektrokimyasal-Kimyasal-
Elektrokimyasal) basamaklarinin biribirini takip ederek ilerlemesiyle elektroaktif

polimer olugmasi ve elektrot yiizeyinde film olusturmasina dayanmaktadir (Sekil 2.2.).
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Sekil 2. 2 Tiyofenin elekrokimyasal polimerizasyon mekanizmasi

2.3 Biyosensorler

Biyosensorler; hedef analitin konsantrasyonuyla orantili olarak 6lgiilebilir bir
sinyal {lreten, genellikle analitlerin taninmasini saglayacak olan biyolojik tani
materyalini igeren ve biyolojik etkilesimlerden tiiretilen sinyalleri bir fizikokimyasal

cevirici yardimiyla 6lgen analitik cihazlardir (Paddle,1996).

Biyosensorlerin tarih¢esi 1950’11 yillarin ortalarinda L.C. Clark’in Cincinnati
Hastanesi’nde (Ohio, ABD) bir ameliyat esnasinda kanin oksijen miktarini bir elektrot
yardimi ile izlemesiyle baglamaktadir. Clark’in gelistirdigi bu calisma kalp
ameliyatlarinda kullanilan ilk biyosensor olmustur (Clark Jr, 1956). Sonrasinda ise
yine Clark ve arkadaslari 1962 yilinda glikoz oksidaz (GOx) enzimini ve oksijen
elektrodunu bir arada kullanarak kanin glikoz seviyesini 6l¢gmeyi basarmislardir. Bu

calismalar biyosensor arastirmalarinin baslangicit olmustur (Wang, 1999). Diyabet
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hastalari i¢in kan ve idrarda glikoz tayini eden GOXx elektrodu ticari olarak ilk iiretilen
biyosensor olup 1975 yilinda Yellow Springs Instruments firmasi tarafindan Model
23A YSI olarak piyasaya siirilmistiir. Bu ticari triiniin 6lgtim prensibi, enzimatik
reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksitin amperometrik olarak 6l¢iimiine
dayanmaktadir. Daha sonraki yillarda biyosensorlerin minyatiire edilmesi ve
basitlestirilmesi ile ¢ok daha pratik kandaki glikoz miktarin1 Glgebilecek cihazlar

tasarlanmis ve piyasaya sunulmustur.

IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)’a gore
biyosensor, “bir ¢evirici ile dogrudan temas halinde bulunan, bir biyolojik tanima
eleman1 kullanarak ayrintili kantitatif ya da yar1 kantitatif analitik bilgi temin edilen,
kendi kendine yetebilen entegre bir cihaz” olarak tanimlanmaktadir. Ayn1 zamanda
biyosensorler, hiicreler, hiicre reseptorleri, membranlar, organeller, enzimler, dokular
ve organizma gibi biyolojik malzemelerin, bir “cevirici” ile birlestirilmesi ya da temas
halinde bulunmasi ile olusan analitik cihazlardir. Kimyasal ve biyolojik maddeleri
hizli analiz ve algilama yetenegine sahip olan biyosensorler, sahip olunmak istenen
ana bilgiyi, ¢evirici yardimi ile “sinyal” ad1 verilen iirine ¢evirmektedir (Thevenot ve
ark., 2001).

R ‘ e Biyosenlslﬁr
” ’ sinyali
(e o @ :

Analit Elektriksel sinyal yiikseltici Veri isleme

Sekil 2.3 Biyosensoriin sematik gosterimi

2.3.1 Biyosensorlerin Simiflandirilmasi
Biyosensorler sinyal gevirici ve biyobilesenin tiirline gore farkli sekillerde
siniflara ayrilmaktadirlar. Bir biyosensor sinyal ¢eviricinin tiiriine gore optik, Kiitle, 1s1

ol¢tim sistemleri ve elektrokimyasal olmak tizere siniflandirilabilmektedir.

Optik biyosensorler, optik lifler {izerine belirlenen uygun bir yontem ve
molekiiliin ~ immobilize  edilmesiyle hazirlanan  ol¢lim  aygitlart  olarak

tanimlanmaktadir. Olgiilen sinyal, 151310 yansimasi, sagilim1 veya yayilmasi sonucu



olusan kimyasal ya da fizikokimyasal bir degismeden kaynaklanabilmektedir. Enzim
esaslt hazirlanan optik biyosensorler temelde adsorbsiyon, floresans, biyoliiminesans

gibi temel ilkeler ¢erc¢evesinde ¢alisirlar (Can, 2010).

Termal biyosensdrlerde bir enzimatik reaksiyon sirasinda entalpi degisiminden
yararlanarak analit miktarinin tayini prensibinden yararlanilir. Cok kiigiik sicaklik
degisimleri termal olarak izole ortamlarda termistor veya termofiller yardimiyla takip
edilmektedir. Analitin biyomolekiil ile etkilesimi sonucunda meydana gelen sicaklik
degisimleri ile analitin konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliskiden yararlanilarak

Ol¢timler izlenmektedir.

Piezoelektrik biyosensorler, kiitle-frekans doniistiiriiciilerine duyarlidir. Diger
bir deyisle, aktif ylizey ile temas halinde olan analitlerin yogunlugu, viskozitesi veya
kiitlesindeki degisiklikleri algilarlar. Kuvartz kristal mikrodenge (QCM) olarak da
bilinmektedirler. QCM sisteminde kullanilmakta olan kuvartz kristallerin yiizeyine

baglanan madde miktarina gore sinyal tiretilir.

Bu tir biyosensorlerin  hepsinin belirli dezavantajlar1  vardir. Optik
biyosensorler ¢ok hassas olmalarina ragmen bulanik ortamlarda kullanilamazlar.
Termal biyosensorler ¢ok az 1s1 degisimi durumunda sonu¢ veremez ve kullanimi
kolay degildir. Bu nedenle, elektrokimyasal biyosensorler, diger tiirlerin karsilastigi
dezavantajlarin ¢ogunun listesinden gelme potansiyeline sahip olduklar1 i¢in en ¢ok
tercih edilen biyosensér tiirii olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin, bulanik ortamlarda
calisilabilme elektrokimyasal sensorlerin en 6nemli avantajlarindan biridir (Thevenot
ve ark., 2001). Elektrokimyasal biyosensorlerin kullanimi kolaydir ve segici, hassas,
hizli ve diisiik maliyetli analiz sunarlar. Ayrica, diger biyosensor tiirleri arasinda
gercek Orneklerdeki performanslarmin yiiksek olusu nedeniyle elektrokimyasal

biyosensorler oldukga sik kullanilmakta ve ilgi gekmektedir (Song ve ark., 2016).

2.3.1.1 Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, literatiire kazandirilan ilk biyosensor gesidi
olmasi nedeniyle diger tiirlere kiyasla bilinen en eski biyosensorlerdir (Clark ve Lyons,
1962). Elektrokimyasal biyosensorler, bir biyokimyasal etkilesim sirasinda
elektrokimyasal tiirlerin harcanmasi veya olusmasi sirasinda ortaya ¢ikan elektroaktif

sinyalin 6l¢iilmesi temeline dayanir. Elektrokimyasal biyosensorler ¢eviricinin tiiriine



gore dort sinifa ayrilmaktadir (a) Amperometrik Biyosensorler; b) Potansiyometrik
Biyosensorler; c) Iletkenlik Biyosensorler; d) Impedimetrik Biyosensorler).
Elektrokimyasal tepkimeler sonucunda, elektrotlar arasindaki ortamin akimindaki
degisiklik (amperometri), Olgiilebilir potansiyel farki (potansiyometri), olgiilebilir
elektriksel iletkenlik degisimi (kondiiktometri) veya elektrot ile ¢ozelti ara yiizeyinde
elektron aktarimina karsi olan direncin Olgiilmesi (impedimetrik) prensibine gore
meydana gelmektedir (Colak, 2014). Elektrokimyasal biyosensorler bir¢ok avantaja
sahip olmalarindan dolay1 (hizl, pratik ve ekonomik olmalar1 vb.) diger fiziksel

bilesenlere sahip tiirlere gore daha fazla tercih edilmektedir.

2.3.1.1.1 Amperometrik Biyosensorler

Amperometrik biyosensorlerin gelistirilmesine biiyiik 6nem verilmistir ve en
¢ok tercih edilen biyosensor c¢esitlerinden bir tanesidir. Clark ve Lyons’un
amperometrik biyosensor ¢aligmalar1 farkli enzim tiirleri ile genis uygulama alanina
sahip olmustur (Clark ve Lyons, 1962). Genel anlamda amperometri, sabit bir
potansiyeldeki akim siddetinin Olgimii temeline dayanmaktadir. Amperometrik
biyosensorler, analit ile biyobilesen arasindaki biyoetkilesim sonucu tepkimeye giren
veya olusan tiirlerin yiikseltgenme ya da indirgenmesine bagli olarak akimda meydana

gelen degisikligin 6l¢iildigi sistemlerdir (Soylemez ve ark., 2017).

Enzim tabanli amperometrik biyosensorler medyatoriin yapisina ve enzim
immobilizasyon yontemine bagli olarak birinci, ikinci ve tgiincii nesil olarak
simiflandirilabilirler. Bu farkli yaklagimlarin sematik gdsterimi  Sekil 2.4'de
verilmistir. Amperometrik biyosensorlerin tasarimi igin, redoks enzimi ve elektrotlar
arasindaki elektronik baglanti, enzimatik reaksiyonlar sirasinda tiiketilen ya da olugan
tirlerin (birinci nesil biyosensorler) elektroaktivitesine, enzimin aktif merkezi ile
elektrot yiizeyi arasinda elektron transferini saglayan aracilarin (medyator) varligina
(ikinci nesil biyosensorler) veya medyatorsiiz olarak enzimin aktif merkezi ile elektrot
yiizeyi arasindaki elektron transferin dogrudan (iiglincii nesil biyosensorler) olmasi

prensiplerine gore tanimlanmaktadir.

Birinci nesil enzim bazli amperometrik glikoz biyosensorlerinde, oksijenin
hidrojen peroksite indirgenmesi ve substratin {irliniine donistiiriilmesi takip

edilmektedir. Oksijen molekiilii (O2), GOX-FAD rejenerasyonu i¢in elektron alicisi



olarak kullanilir. Bu nesil, O> tiiketiminin veya H2O2 olusumunun &lgiilmesine izin
verir. Sabit potansiyel altinda biyosensdr cevaplari, reaksiyon ortamindaki O:
konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Birinci nesil enzim bazli elektrotlarda, hidrojen
peroksitin oksidasyonu (+0.68 V) takip edilir (Gerard ve ark., 2002). Yiiksek
potansiyel uygulamasi, birinci nesil biyosensorlerin 6nemli bir dezavantajidir (Albery
ve ark., 1987; Karyakin ve ark., 1995). Bu dezavantajin iistesinden gelmek igin, birinci
nesil biyosensor sistemleri, kiigtik redoks aktif molekiiller olan, enzimin aktif merkezi
ile elektrot yiizeyi arasinda elektron transferini saglayan aracilar (medyator)

kullanilmaktadir.

Aracilar (ferrosen tiirevleri, ferrosiyaniir, iletken organik tuzlar ve kinonlar),
enzimlerin redoks aktif merkezi ile elektrot yiizeyi arasinda elektron transferi saglayan
kiiciik redoks aktif molekiillerdir. ikinci nesil enzim bazl1 biyosensérler, oksijen yerine
“medyator” olarak adlandirilan malzemeleri kullanarak elektron transferini takip eder.
Medyatorler, ¢ozelti ortamina eklenebilir ya da enzim ile birlikte tastyict yiizeye
immobilize edilebilirler. Medyatorlerin immobilizasyonu diger tekniklere gore daha
kullanish yontemdir (Singh ve Singh, 2019). Medyatorlerin kullanilmasi birinci nesil
biyosensorlerin problemlerini ¢ozse de, medyatdrlerin yiizeyden akmasi ve girisim
problemleri sistemin en biiylik dezavantajidir (Astolti ve digerleri, 2005); Bu nedenle,

bu sorunu ¢6zmek i¢in tigiincii nesil biyosensorler gelistirilmistir.

Uciincii nesil biyosensdrlerde, enzim ve elektrot arasindaki elektron transferi,
medyatér yoklugunda dogrudan olarak substratin {iriine katalitik doniistimi ile
ilgilidir. Bu sistemde enzimin redoks merkezi ile elektrot yiizeyi arasinda direkt bir
etkilesim bulunmaktadir. Enzimin redoks potansiyeline daha yakin olan potansiyel
araliginda calisabildikleri i¢in tstiin se¢icilik sunarlar. Ek olarak, ortamda herhangi bir

ilave reaktifin olmamasi reaksiyon sistemini basitlestirmektedir (Zhang ve Li, 2004).

10



A B C

Sekil 2.4 1. nesil (A), 2. nesil (B) ve 3. nesil (C) enzim bazli amperometrik
biyosensorlerin ¢alisma prensibi (Soylemez ve Kurbanoglu, 2021)

2.4 Tletken Polimerlerin Biyosensér Uygulamalarindaki Onemi

Konjuge polimer modifiye yiizeyler, biyomolekiillerin elektrot yiizeylerinde
konumlanabilmesi i¢in uygun bir platform sunar. Farkli amaglar igin iretilmis
biyosensorlerin  duyarliligini, kararlihigint  ve segiciligini  gelistirmek i¢in
kullanilabilirler (Otero ve ark., 2012). Biyosensor tasariminda iletken polimerlerin
kullanilmasi, elektronlar konjuge m elektron omurgalar: {lizerinde serbestge hareket
edebildiginden, biyomolekiillerin elektrokatalitik 6zelliklerini gelistirir (Ahuja ve ark.,
2007). Dolayisiyla, bu 6zellik hizli elektron transferini iyilestirmekte ve gevirici ile
biyomolekiil arasindaki dogrudan iletisimi saglamaktadir (Vidal ve ark., 2003). Ek
olarak, iletken polimer ile modifiye edilmis yiizeyler, elektrot yiizeyindeki enzimlere
stabilite saglar (Schuhman, 1995). Enzim immobilizasyonu stratejisinde, 6nemli bir
faktor, enzim aktivitesini kaybetmeden uzun vadeli stabilite i¢in biyomolekiilii elektrot
ylizey tizerinde tutmaktir. Bu nedenle, iletken polimerler dstiin ozellikleri igin

miitkemmel adaylardir.

Iletken polimerler, elektropolimerizasyon teknigi kullanilarak elektrot
yiizeyinde polimer filmin kalinlig1 diizenlenerek elde edilebilirler. Ayrica, IP'ler oda
sicakliginda elektrokimyasal olarak iiretilebilir ve polimer iiretmek icin sert kosullar
olusturmaya gerek yoktur. IP'lerin elektropolimerizasyonu sirasinda, Pt-, Au- veya C-
tabanl elektrotlar veya ITO kapli camlar gibi ¢esitli elektrot yiizeylerinde olusabilirler.

Ayrica, kat1 substratin boyutundan ve seklinden bagimsiz olarak bu tiir yiizeylere tam
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olarak olusturulabilirler. Bu 6zellikler, biyolojik sistemin yiiksek tekrarlanabilirligini
ve biyosensor uygulamalart igin substrat yiizeylerin kolay olusumunu saglar. Bu
baglanma, elektrot yilizeyinde uygun bir {i¢ boyutlu matriks olusturarak enzim
aktivitesinin uzun slire korunmasina yol agar. Polimer yapis1 farkli fonksiyonel gruplar
(karboksil, amino, alkil vb.) igerebilir. Ayrica, istege bagh olarak, IP ile modifiye
yiizeyler dendrimerler, karbon nanotiipler, veya amino asitler gibi farkli malzemelerle
modifiye edilerek biyosensor performansi iyilestirilebilir. EK olarak, IP'lerin biyolojik
molekiiller ile biyouyumlu 06zelligi nedeniyle biyokimyasal reaksiyonlar icin
kolaylikla kullanilabilirler ve dolayisiyla biyomolekiiller aktivitelerini uzun siire

koruyabilirler (Adeloju ve Wallaceb, 1996).

2.5. Enzimler

Enzimler proteinlerden olusmus, aktivasyon enerjisini diislirerek kimyasal
reaksiyonlar1 hizlandiran ancak reaksiyon sonunda hi¢ bir degisiklige ugramayan
biyolojik katalizorlerdir (Keha ve Kiifrevioglu, 2009). Enzimlerin katalizoér olarak
katildiklar1 tepkime tiirlerine ve substratlara kars1 segici olarak davranmalari 6nemli
ozelliklerinden biridir. Enzimler sadece protein yapili olduklar1 zaman apoenzim adim
alirlar. Apoenzime yardimer bir kisim eklendigi zaman farkli adlandirilirlar bu
yardime1 kisim mineral ise kofaktor, vitamin ise koenzim adini alirlar (Nelson ve Cox,
2005). Bir apoenzim tiirii sadece bir koenzim ya da kofaktor ile galisabilirken, bir
koenzim ya da kofaktor birden ¢ok apoenzimle ¢alisabilir. Enzim etkinligini arttiran

maddelere aktivator, enzim etkinligini azaltan maddelere ise inhibitor ad1 verilir.

Enzimler, substratlari i¢in yiiksek segicilikleri agisindan ideal bir katalitik giice
sahiptir. Enzimler, genellikle biyokatalizorler olarak tanimlanan karmasik proteinler
olarak adlandirilir. Hem katalize ettikleri reaksiyonlar hem de substratlar olarak
bilinen reaktan sec¢imi i¢in oldukga spesifiktirler. Enzimler gida, kagit, deri, tarim ve
tekstil endiistrileri gibi bircok uygulamada yaygin olarak kullanilmaktadir. Aym
zamanda, kimya ve farmakolojik endiistrilerdeki hizli bilimsel ilerleme, bilim
adamlarina enzim teknolojisini benimseme konusunda ilham vermektedir. Yaklagsik
12000 Da ile milyon Da arasinda degisen molekiiler agirliklara sahiptirler. (Alexander
ve ark., 2017).
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Enzimlerin c¢ogu sadece polipeptitlerden olusur ve bazilar1 amino asit
uzantilarindan baska kimyasal grup igermez. Enzimler, ana bilesenleri amino asitler
olan biyomolekiillerdir. Amino asitler, bir karbon atomuna bagli bir amino grubu (-
NH>), bir hidrojen (-H), bir karboksil grubu (-COOH) ve bir degisken yan gruptan (-
R) olusur. Cok sayida enzim, koenzim ad1 verilen spesifik ve diisiik molekiiler agirlikli
bir organik molekiil igermektedir. Ayrica, bazi durumlarda bir dizi enzim, aktivitesi
i¢cin hem koenzim hem de bir veya daha fazla metal iyonu saglar ki buna holoenzim
denir. Apoenzim, bir holoenzimin protein kismi olarak da tanimlanir. Bu baglamda,
bir koenzim, apoenzime kovalent veya kovalent olmayan bir sekilde baglanabilir.
Koenzim sikica ve kalict olarak baglanirsa prostetik grup olarak tanimlanir. Protetik
gruplar1 organik (vitamin, seker veya lipid gibi) veya inorganik (metal iyonu gibi)
olabilir. Iki kategoriye ayrilabilirler: koenzimler ve kofaktorler. Koenzimlerin
vitaminlerle biyosentetik olarak iligkili oldugu diistiniilebilir. Kofaktorler, bir enzimin
katalizor olarak aktivitesi igin gerekli olan Fe?*, Mg?*, Mn?*, Zn?* gibi protein olmayan
kimyasal bilesikler veya metalik iyonlardir (Alexander ve ark., 2017; Bhagavan ve
ark., 2011).

Katalizledikleri tepkimenin tiiriine gore enzimler alti ana grupta
incelenmektedir. Oksidorediiktazlar (Yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarini
kataliz ederler); Transferazlar (Fonksiyonel gruplarin transferini katalize ederler
(6rnegin, amino ve fosfat gruplart)); Hidrolazlar (hidroliz reaksiyonlarin1 katalize
ederler); Liyazlar (bir grubun ¢ift bag tizerinden eklenmesini Kkatalize ederler;
[zomerazlar (Cift bag olusum ve katilma reaksiyonlarimi katalize ederler ve son olarak
Ligazlar (pirofosfat bagmin hidrolizi ile birlestirilmis iki molekiil arasindaki bag

olusumunu katalize ederler).

2.5.1 Asetilkolinesteraz Enzimi

Asetilkolinesteraz (AChE, EC 3.1.1.7), noérotransmitter bir madde olan
asetilkolin’in asetat ve Kkoline hidrolizini katalizleyen, hidrolaz sinifina ve
karboksilesteraz ailesine ait bir enzimdir. Asetilkolinesteraz organizmada; kolinerjik
noronlar, kolinerjik sinapslar, noromiiskiiler kavsak, eritrositler, akciger, dalak ve
beyin gri maddesinde bulunmaktadir. Kolinerjik sinapslarda uyartilarin iletimini

sonlandirdigindan  norotransmisyon  esnasinda  6nemli rol  oynamaktadir.

13



Kolinesterazlar; kolinerjik ndronun yapimi icin gerekli olan asetilkolinin, kolin ve

asetik asite hidrolizini katalizleyen bir enzim tiiridiir (Pohanka, 2011).

Boceklerde ve omurgalilarda bulunan kolinesterazlarin genellikle iki ¢esidi
vardir: Asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE). Agirlikli olarak kolin
esterlerini hidrolize eden spesifik AChE enzimi beyin, sinir ve kirmizi kan
hiicrelerinde yiiksek miktarlarda bulunurken, spesifik olmayan “pseudo” kolinesteraz
olarak da adlandirilan ve kan serumunda, pankreasta, karacigerde ve merkezi sinir
sisteminde yer alan BChE, diger esterleri ve kolin esterlerini hidrolize etmektedir
(Kaplay,1976; Rao ve ark., 2007).

AChE ilk defa 1938 yilinda elektrik baliginin (Torpedo marmoreta) elektrik
organindan ekstraksiyon yoluyla elde edilmistir (Glven, 2000). Enzimin aktif
bolgesinin iki alt birimi vardir. Bunlardan biri serin, histidin ve glutamat
kalintilarindan olusan katalitik (esteratik) bolge digeri ise kolin baglama cebidir. Bu
birimler substrat doniisimiinii ve inhibitéor baglanmasin1 kolaylastirmaktan
sorumludur. AChE’in en 6nemli substrati asetilkolindir ve bu substratin1 biiyik bir
hizla hidrolize etmektedir. Bunun disinda agil gruplar asetat ve propiyonattan daha
uzun olan kolin esterleri de AChE tarafindan substrat olarak kullanilmaktadir. AChE
oldukga yiiksek bir aktiviteye sahiptir; her bir molekiil enzim saniyede yaklasik olarak
25.000 asetilkolin pargalar. Sekil 2.5’de enzimin kataliz reaksiyonu gosterilmektedir.

Uriin olarak asetat ve kolin olusur.

GHa j\ o HsC
. AChE N

H3C 3 H3C
asetilkolin asetik asit kolin

Sekil 2.5 AChE’nin kataliz reaksiyonu (Koganci ve Aslim, 2016)

2.6 Biyosensorlerde Kullanilan immobilizasyon Yontemleri

Enzim immobilizasyonu, enzimlerin aktif bolgelerini muhafaza ederek, siirekli
olarak kullanilmas1 amaciyla ¢esitli matrikslere baglanmasiyla hareketinin
sinirlandirilma islemidir. Farkli uygulama alanlarinda kullanilmak {izere enzimlerin
cesitli matrikslere tutunumu icin ¢ok sayida teknik gelistirilmistir. Biyosensor

alanindaki gelismelerin artmasiyla birlikte enzim aktivite kaybi, enzim omrii ve
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stabilitesi ile ilgili sorunlar da ortaya ¢ikmaktadir. Bu problemlerin iistesinden gelmek
icin farkli immobilizasyon stratejileri gelistirilmistir. Bir ylizeyde enzim
immobilizasyonu yapilirken uygulanan yontem elektrokimyasal cihazin performansi
ile ilgilidir (Garcia-Galan ve ark., 2011). Adsorpsiyon, kovalent baglama, ¢apraz
baglama, tutuklama ve kapsiilleme hem avantajlart hem de dezavantajlari olan ana
immobilizasyon stratejileridir. Immobilizasyon yéntemlerinin smiflandirilmas: Sekil
2.6'da 6zetlenmistir. immobilize enzimler bir¢ok ydnden avantaja sahiptirler. Bunlar
su sekilde siralanabilmektedir: Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca
uzaklagtirilabilmeleri; ¢evre kosullarina (pH, sicaklik v.b.) kars1 serbest enzimlerle
karsilastirildiginda dayanikli olmasi; birden fazla kez ve uzun siire kullanilabilir
olmasi; dogal enzimlere gore daha kararli olmasi ve birbirini izleyen ¢ok adiml

reaksiyonlar i¢in uygun olmasi.

Adsorpsiyon yontemi, biyomolekiillerin film veya tabaka yiizeyine adsorbe
edilmesi, immobilizasyonun en basit yontemidir (F. Scheller ve Schubert, 1992). Bu
yontemin basit olmasinin yani sira enzim molekiiliinde ve aktif bolgesinde neredeyse
hi¢ hasar ve konformasyonel degisiklik meydana getirmeyen bir immobilizasyon
yontemidir. Bu yontemin dezavantaji yiizey ile enzim arasindaki zayif etkilesim

nedeniyle adsorbe olan biyobilesenin hizla desorbe olmasidir.

Kovalent bag, enzim ile tasiyici arasinda kovalent baglarin olusturuldugu, en
yaygin kullanilan immobilizasyon yontemidir. Proteinin immobilize edilecegi
reaksiyon tipi se¢ilirken ilgili maddelere dikkat edilmelidir: Enzim aktivitesi baglanma
reaksiyonu kosullarinda kaybolmamali ve enzimin aktif alam1 kimyasallardan
etkilenmemelidir. Karboksil, amino, hidroksil ve siilfhidril gruplarinin, enzim ve
kovalent baglayici arasinda siki kovalent bag olusturmak igin fonksiyonel gruplar
olarak kullanilabilir olmasi bu ydntemin en onemli avantajidir. Ancak, kovalent
baglama yontemi genellikle pahalidir ve bu ydntem, enzimin konformasyonunu
degistirebilir ve ayrica enzimin aktif bolgesini etkileyerek enzim aktivitesinin kaybina

neden olabilir.

Capraz baglama ydnteminde, protein molekiilleri birbirleriyle veya islevsel
olarak inert bagka bir proteinle (6rnegin albiimin veya jelatin) capraz baglanabilir. Bu

yontemin avantajlar1 basitligi ve biyomolekiillerin giiclii kimyasal baglanmasidir. Ana
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dezavantaji, enzimlerin kristalizasyonu i¢in gereklilik ve proteinin katalitik olarak
temel bolgelerindeki kimyasal degisikliklerden dolay: aktivite kayiplart olasiligidir
(Garcia-Galan ve ark., 2011).

Diger yontemler olan tutuklama ve kapsiilleme yontemlerinde enzimin
kimyasal modifikasyonuna gerek yoktur ve bu nedenle nispeten kolay yontemlerdir.
Bu yontemler, enzimin bir jel veya membran matrisine bagli olmamasi nedeniyle

digerlerinden farklidir.

| : | | | ......... Kmalem ........ E

[ ] Baglama
I ~g / I .................................
\ / I ' Capraz Baglama ‘
| L ga Se—
/ —"

Sekil 2. 6 Enzim immobilizasyon yontemleri

2.7 Asetilkolinesteraz Inhibitorleri

AChE inhibitorleri asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederler. II. Diinya
Savagi’na kadar sadece geri doniisiimlii kolinesteraz inhibitorleri bilinmekteyken II.
Diinya Savasi sirasinda yiiksek miktarda toksik bilesige sahip ve uzun siirebilen etkili
kullanighi geri doniislimsiiz kolinesteraz inhibitorleri gelistirilmistir. Kolinesteraz
inhibitorleri klinik olarak sinirsel rahatsizliklar olarak da bilinen, 6zellikle Alzheimer
hastalig1 olmak iizere myastenia gravis ve glokom gibi hastaliklarda yaygin olarak

kullanilmaktadirlar (Singhve ark., 2013).

AChE enziminin anyonik ozellige sahip bdlgesini inhibe eden ajanlar geri
doniisimlii inhibitorlerdendir. Bunlardan ise yarismali veya yarismasiz olarak geri
doniisiimlii AChE inhibitorleri tedavi amach kullanilir. Bu inhibitorlere karbamatlar,
neostigmin, pyridostigmine, rivastigmin, donepezil 6rnek olarak verilebilir (Ali ve
ark., 2018). AChE enziminin esterik 6zellige sahip bdlgesini inhibe eden ajanlarsa geri

doniisiimsiliz inhibisyona neden olmaktadirlar. Bunlardan yari-geri doniisiimlii ve geri
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dontisimsiiz AChE inhibitorleri genellikle kimyasal yapili silahlar ve pestisitlerin
yapiminda kullanilir. Bu inhibitorlere organofosfatlar, ekotiofat,
diizopropilfluorofosfat, cadusafos, klorprifos, siklosarin, diklorvos, dimethoat, sarin,
soman, malathion, parathion, aldicarb, karbofuran, pirimicarb ve kumarinler 6rnek
olarak verilebilir (Pohanka, 2012).

2.7.1 Pestisitler

Pestisit, insan, hayvan viicudu, bitki {izerinde veya c¢evresinde yasayan, besin
kaynaklarinina zarar verip tretimi olumsuz etkileyen bocek, kemirici, yabani o,
mantar gibi canlilarin zararlarini en aza indirmek i¢in kullanilan kimyasal maddelere
verilen genel bir addir (Meister, 1999). Diinya Saghk Orgiitii’niin tanimina gore
pestisitler; bocekler, kemirgenler, mantarlar ve istenmeyen bitkiler (yabani otlar) dahil

zararli organizmalari 6ldiirmek i¢in kullanilan kimyasal bilesiklerdir.

Pestisitler ¢ok eski yillardan bu yana hayatimizda tarimsal triinleri korumak
amactyla yer almaktadir. Ornegin, Siimerliler bocekleri ve akarlar1 kontrol altinda
tutmak igin kiikiirt kullanmiglardir (Bernardes ve ark., 2015). Cinliler ise arsenik ve
civa bilesenlerini viicut bitlerinden korunmak ve agaglar1 bocekelerden korumak igin

pestisitlerden yararlanmislardir.

Ik olarak 1876 yilinda sentezlenen dikloro difenil trikloroethan (DDT) ise 2.
Diinya Savasi’ndan sonra zararli organizmalarla miicade etmek i¢in kullanilmaya
baslanildi. DDT ilk kullanildig1 zaman insan sagligi ve uygulandigi canl disindaki
diger canlilar icin zararsiz, etkili ve ucuz bir kimyasal olarak goziiktiiglinden ¢ok
cesitli tlirevleride tretildi. 1962 yilinda Rachel Carson yazdig: “Silent Spring” isimli
kitabinda DDT nin ¢evre, insan ve diger hedef organizma disindaki canlilar tizerindeki
etkilerinden bahsederek, DDT kullaniminin kisitlanmasina dair toplumda bir biling
olusturdu. 1967 yilinda ise kus yumurtalarinin kabuklarindaki cabuk kirilma ve
incelmenin DDT kullanimiyla dogrudan iliskili oldugu Ingiliz bir arastirici tarafindan
kanitlandi. DDT’nin hedef organizmalar disinda kuslar, baliklar ve diger hayvanlar
tizerindeki olumsuz etkileri, ekosistemdeki kaliciliginin yiiksek olmasi gibi zararh
etkileri g6z 6niinde bulundurularak, 1972 yilinda Birlesik Devletlerde ve sonrasinda

diger iilkelerde DDT kullanim1 yasaklanmaya baslandi (Bernardes ve ark., 2015).

17



Sonradan yapilan ¢esitli arastirmalar, DDT nin akut ve kronik hastaliklara
neden oldugu, kanser riskini arttirdig1 ayrica diyabet ve karaciger hastaliklarina sebep
oldugunu gostermistir (Tang ve ark., 2014; Li ve ark., 2017). DDT nin bu zararl
etkileri arastirmalar sonucunda goz oniinde bulundurularak daha zararsiz ve daha
giivenli pestisitlerin {iretilmesi i¢in ¢alismalar baslatilmis sonucunda organoklorlu,
organofosforlu, karbamatli ve piretroid tiirevi sentetik pestisitler ortaya ¢ikmistir

(Bernardes ve ark., 2015; Mcafee, 2017).

2.7.1.1 Organofosforlu Pestisitler

Organofosfatlar (OP) organik fosforlu bilesikler i¢in kullanilan genel bir
terimdir. Bu pestisitlerin ¢ogu insektisit olarak kullanilmaktadir. Klorpirifos, diazinon
ve malation en ¢ok bilinen OP’lerdir (S.V. Kumar ve ark., 2010; Waksmundzka ve
ark., 2010). OP’lerin Schrader tarafindan 1937 yilinda genel yapilari ortaya
konulmustur. Bir fosfor, siilfiir ya da oksijen atomuyla ¢ift bag kurmakta, yan gruplar
ise genelde alkoksi gruplarindan olusmaktadir (Costa, 2017). Pestisitlerin genel yapisi
(A) ve AChE biyosensorlerinde kullanilan ¢esitli OP bilesikli pestisitlerin yapilari (B)
Sekil 2.7°de verilmistir.

OP pestisitler, 6zellikle I1. Diinya Savasindan sonra tinlenmis ve su anda diinyada en
cok kullanilan pestisit gruplar: arasinda yerini almigtir (Costa, 2017). Ozellikle organik
Klorlu pestisitlerle kiyaslandiginda organizma iizerinde daha az toksik etkilere sahip
olmasi ve dogada kaliciliginin alt1 ay gibi kisa bir siire olmasi sebebiyle sik¢a tercih

edilmeye baslanmistir (Reynoso ve ark., 2019).
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Sekil 2.7 Pestisitlerin genel yapisi (A) ve AChE biyosensorlerinde kullanilan
isitlerin yapilar1 (B) (Pundir ve Chauhan, 2012)

cesitli OP bilesikli pest

AChE'in aktif bolgesinde,
hidrolizini katalize eder ve koline
(Periasamy ve ark., 2009; Fukuta,

OP'ler tarimda, tipta, endiistride ve kimyasal savasta yaygin olarak kullanilmaktadir.
OP'ler yiiksek toksisite sergilerler ve ortamdaki varliklari, AChE'nin aktif bolgesinde
stabil bir kompleks olusturarak AChE'nin katalitik aktivitesini geri doniisiimsiiz olarak

in oliimciil olabilir (Fukuto, 1990). Inhibisyon

engelledikleri i¢in insan saglhigi i¢

mekanizmasi sirasinda serin kalintis1 bloke edilir. Ortaya ¢ikan yiiksek asetilkolin

tiretimi, asetilkolin seviyesi aktif A

tepkisine miidahale eder. Bu nedenl

bir serin kalintisi, norotransmiter asetilkolinin
rjik sinapslarda “impulse” iletimini sonlandirir

1990). Kolinesteraz inhibitorleri olarak bilinen

ChE'nin mevcudiyetine bagl oldugundan, beyin

e, ortamdaki OP'lerin tespiti 6nemlidir ve son on
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yilda yogun ilgi gérmiistiir. Pestisitlerin kimyasal yapisina bagli olarak farkl toksisite
seviyeleri gosteren ¢ok sayida organofosfat ve karbamat pestisitleri bulunmaktadir

(Chapalamadugu ve Chaudhry, 1992; Dikshith, 1991). OP pestisit olan Chlorpyrifos’a
ait AChE inhibisyonu Sekil 2.8’de gosterilmistir.

cl
N S
oH 4 c—</ O—P—OCH,CH;
= OCH,CHj;
c1

Asetilkolinesteraz Chlorpyrifos

inhibisyon prosesi

\J

Cl
S N
] = 5 / \
O—P—OCH)CH; + Cl
OCH,CHj; —

OH
0|

AChE-inhibitor kompleksi

Sekil 2.8 Chlorpyrifos pestisiti tarafindan asetilkolinesterazin inhibisyonu
(Racakova ve ark., 2006’dan adapte edilmistir).

2.7.1.2 Pestisitlerin Cevre ve Canhlar Uzerindeki Etkileri

Pestisitler genel olarak zararli kimyasallar olduklarindan dolay1 sadece hedef
organizmalar1 degil hedef dis1 tiim organizmalar1 etkilemektedirler. Pestisitlerin yol
acti@1 bu zararlar yanlis kullanim ve gereginden fazla kullanim sonucunda daha biiyiik
sorunlara neden olurlar. Yapilan arastirmalarin ¢ogu pestisitlerden en ¢ok etkilenen

bdcek tiirliniin bal arilar1 oldugunu gosterir.

Pestisitlerin biiyiik bir kism1 uygulama sonrasinda bitki, toprak ve su ortaminda
uzun slire bozulmadan kalabilir ve canlilarin metabolizmasinda birikebilirler.
Pestisitler hedef organizmaya uygulandig1 sirada bir kismi buharlasma ve dagilma
nedeniyle kaybolurken, diger kismi bitki lizerinde ve toprak ylizeyinde kalmaktadir.
Havaya sagilan pestisitler riizgarlarla baska ortamlara taginabilir; yagmur, sis veya kar
yagistyla tekrar yeryiiziine donebilir. Bu dongii sonrasinda pestisitler yer alt1 ve yer

uistiindeki sulara bulagirlar, piistiirtme sonucu havaya karisan kalintilar insan ve diger
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canlilara solunum sonrasi ulasabilirler. Bundan dolay: pestisitler ¢evre ve canlilar igin

cok biiyiik bir risk olugturmaktadir.

Pestisit uygulamalarinda kullanilan miktarin %0,1’den az bir boliimii hedef
organizmaya ulasirken diger boliimii ekosisteme karismakta ve ekosistemde
dengelerin bozulmasina neden olmaktadir (Yildiz ve ark., 2005). Bitkilerin tam
ciceklenme doneminde uygulanan kimyasal maddeler arilar vb. diger canlilar
tarafindan direkt olarak biinyelerine alinmakta ve bu canlilar hareket etmeleri
sonucunda hedef olmayan organizmalara dolayli yolla tasinmaktadir. Bu sekilde
pestisitlerin besin zinciri yapisina girmesi miimkiin olmakta ve bu dongii nedeniyle bir

¢ok kanatli canli 6liimiine de neden olunmaktadir (Y1ldiz ve ark., 2005).

Pestisitlerden en ¢ok etkilenen bir diger canli grubu ise kuslardir. Ozellikle de
topraktan beslenen kuslarin pestisitlere direkt olarak maruz kaldigi i¢in dokularinda
ilag kalint1 miktar1 fazlaligindan dolay1 6ldirticii etkisinin diginda, karaciger, bobrek,
tireme ve diger organlarin islevlerinin bozulmasina da yol agtigi, hayatta kalma
direnglerini azalttigi ve g¢ogalma potansiyellerini olumsuz yonde etkiledigi de

bilinmektedir (Balkaya, 2000).

Pestisitlerin baliklar iizerindeki etkisi ise dogrudan dliimlere neden olabildigi
gibi sudaki oksijen mitarinda degisime sebep oldugu i¢in dolayli olarak da dliimlere
yol agarlar. Ayrica pestisitlerin zararlilarina maruz kalan baliklar aveir baliklar
tarafindan kolaylikla avlanilmakta ve su ekosisteminindeki bu dongiiyii olumsuz

etkilemektedirler (Balkaya, 2000).

Insanlarin pestisitleri bilingsiz ve gereginden fazla kullanmasi dogadaki kuslar
ve baliklar disinda kedi, kopek, bir ¢ok ¢iftlik hayvan1 ve diger otgul canlilar1 da
olumsuz etkilemektedir (Sunding, 2000).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Reaktifler

Asetilkolinesteraz (AChE, EC 3.1.1.7, 518 U/mg kat1, Electrophorus electricus
(electric eel), Asetiltiyokolin kloriir (AThCI), >99% (TLC), diklorometan (DCM),
gluteraldehit (%25, v/v), lityum perklorat (LiClO4), sodyum perklorat (NaClOs),
sodyum asetat (NaCH3COO), asetik asit (CHsCOOH), sodyum hidrojen fosfat
(Na2HPO4.2H20), sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4.2H20), potasyum Kloriir
(KCI), sodyum Kloriir (NaCl), glikoz, parokson pestisiti ve 2,2'-(9,9-Dioctyl-9h-
Fluorene-2,7-Diyl)bisthiophene (BT) monomeri deneysel ¢alismalarda kullanilmak
lizere Sigma-Aldrich’ten satin alindi. Askorbik asit, sitrik asit, asetaminofen, iire,
etanol, asetonitril (ACN), potasyum ferrisiyaniir Ks[Fe(CN)s] ve potasyum
ferrosiyaniir Ks[Fe(CN)s] Merck’ten temin edildi.

Yukarida adlar1 verilen tim kimyasallar ticari kaynaklardan satin alind1 ve

deneylerde kullanilan tiim maddeler analitik safliktadir.

3.2 Kullanmilan Cihaz ve Sistemler

Elektrokimyasal deneyler; amperometrik 6l¢iimler ve doniisimlii voltametri
calismalar1 Ivium PocketSTAT Potentiostat (Ivium Instruments, Houten, Netherlands)
kullanilarak gergeklestirildi. BT monomerinin doniisiimlii voltametri yontemi ile
sentezlenen polimerinin elektrokimyasal ¢alismalari li¢ elektrotlu sistem kullanilarak
yapildi. Calisma elektrodu (CE) olarak grafit ¢ubuk elektrot (Ringsdorff Werke
GmbH, Bonn, Almanya, tip RW001, 3.0 mm ¢apinda), karsit (yardimer1) elektrot (KE)
olarak platin (Pt) (Aldrich) ve referans elektrot (RE) olarak da giimiis elektrot (Ag)
(Aldrich) kullanildi. Amperometrik 6lgtimler de ayni ii¢ elektrotlu sistem kullanilarak
gerceklestirildi. Ttim deneyler oda sicakliginda cam hiicreler i¢erisinde gergeklestirildi
(n=3). Amperometrik analizler sirasinda konvektif taginimin saglanmasi i¢in 6lgiim
hiicresi igerisinde manyetik bar ve karistirma i¢in manyetik karistirici cihaz kullanildi.
Amperometrik ol¢iimlere ait cevaplar ii¢ 6l¢iimiin ortalamasi olarak verildi ve standart
sapmalar £SD olarak kaydedildi. Taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri ile
enerji dagilimli X-151m1 spektroskopisi (EDX) deneyleri Ordu Universitesi Merkezi
Arastirma Laboratuvar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde bulunan Hitachi SU

1510 (Hitachi, Almanya) ile gergeklestirildi.

22



3.3 Cozeltilerin Hazirlanmasi

BT monomer ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 2,2'-(9,9-Dioctyl-9h-Fluorene-2,7-
Diyl)bisthiophene (BT) monomer ¢ozeltisi ACN ile 103 M derisiminde hazirland: ve
destek elektrolit olarak 0.1 M sodyum ve lityum perklorat kullanildi.

5 mM ferri-ferrosiyaniir [Fe(CN)e>™*] igeren 0.1 M KCl ¢ozeltisinin
hazirlanmasi: 5 mM potasyum ferrisiyaniir ve potasyum ferrosiyaniir igeren 0.1 M KC1

¢oOzeltisi saf su (destile su) ile hazirlandi.

50 mM fosfat tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 50 mM sodyum hidrojenfosfat
ve sodyum dihidrojenfosfat i¢erecek sekilde saf su ile hazirlandi. Cozeltilerin pH’lar

7.0 olacak sekilde NaOH ile gergeklestirildi.

Asetilkolinesteraz (AChE) enzim ¢ozeltisinin hazirlanmasi: Asetilkolinesteraz
enzimi, son derisim 1 pL AChE 0.5 Unite olacak sekilde pH 7 fosfat tamponunda
¢ozilldii ve stok asetilkolinesteraz c¢ozeltisi hazirlandi. Stok enzim ¢ozeltileri

kullan1lmadig1 zamanlarda —20 °C’de sakland.

Gluteraldehit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: %50 stok gluteraldehit ¢ozeltisinden
10 pL alindi, 990 mL saf su ¢ozeltisi igerisine ilave edildi ve % 0.5 gluteraldehit igeren

bu ¢6zelti gapraz baglayici ajan olarak kullanildi.

Asetiltiyokolin kloriir (AThCI) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: Kati asetiltiyokolin
Kloriirden belirli miktarda tartilarak derisimi 2.0 M olacak sekilde pH 7 fosfat
tamponunda hazirlandi. Farkli derisimlerdeki AThCI ¢ozeltileri, belirli hacimlerde

stok ¢ozeltiden alinarak fosfat tamponuyla seyreltilerek taze hazirlandi.

Parokson pestisit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 3.63x107 M parokson pestisit stok
cozeltileri metanol kullanilarak hazirlandi. Istenilen derisimler pH 7 fosfat tampon

cozeltisi ile seyreltilerek kullanildi.

Girisim ¢alismalari i¢in askorbik asit, sitrik asit, {ire, sodyum kloriir, potasyum
kloriir ve parasetamol ¢ozeltilerinin hazirlanmasi: Girisim c¢aligmalar1 i¢in askorbik
asit, sitrik asit, iire, glikoz ve parasetamol (asetaminofen) ¢ozeltileri derisimleri 0.25
M olacak sekilde hazirlandi. Istenilen son derisime pH 7 fosfat tamponu ile seyreltilip
kullanildi.
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3.4 Poli(BT)/AChE Biyosensoriin Hazirlanmasi

Oncellikle grafit cubuk elektrot yiizeyleri farkli boyutlardaki elektrot
temizleme Kkiti kullanarak temizlendi ve temizlenen elektrot yiizeyi saf su ile yavasga
yikand. iletken polimer, poli(BT), elektrokimyasal polimerizasyon yontemi ile daha
once zimparalanmis ve temizlenmis grafit elektrotlar tizerinde sentezlendi. BT
monomerinin yapist ve BT monomerinin elektrokimyasal polimerizasyonu gosterimi

Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Elektropolimerizasyon

/ \ /\
S 0.0 S NaClO 4/LiClO 4/ACN)

2,2'-(9 9-dioctyl-9H-fluorene-2,7- Poli(BT)
diyl)bisthiophene
(BT)

Sekil 3.1 BT monomerinin elektrokimyasal polimerizasyonu
Monomerin elektrokimyasal polimerizasyonu 1x10 M monomer igeren 2.0
mL 0.1 M NaClO4/LiCIO4/ACN destek elektrolit-¢ziicii  karisiminda
polimerlestirildi. Dontisiimlii voltametri teknigi ile polimerizasyon 0 V ile 1.3 V
arasinda 100 mV/s tarama hizinda 10 dongii gergeklestirildi. Polimerizasyondan sonra
polimer kapl elektrot yiizeyi organik safsizliklardan kurtulmak i¢in saf su ile yikandi.

Polimerizasyonun 10 dongii doniisiimsel voltamogrami Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Elektropolimerizasyonun ardindan polimer kapl elektrotlarin iizerine enzim
immobilizasyonu gergeklestirildi. AChE’nin immobilizasyonu i¢in 7 pL AChE
cozeltisi poli(BT) kapl grafit elektrot yiizeyine damlatildi. Daha sonra 5 pL. %0.5’1ik
glutaraldehit ¢ozeltisi elektrot yiizeyine damlatildi. Hazirlanan elektrot, oda
sicakliginda 2 saat bekletildi. Enzim elektrot, serbest enzim ve ¢apraz baglayict
ajandan kurtulmak igin saf su ile yikandi. Cozeltiler, biyosensorlerin hazirlanmasinin
oncesinde taze hazirlandi. Elektrotlar kullanilmadigi zamanlarda +4 °C’de
buzdolabinda muhafaza edildi. Poli(BT)/AChE biyosensor sematik gosterimi Sekil
3.2'de gosterilmistir.
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Elektropolimerizasyon ACHE immobilizasyonu
Ce—— —
i AchE
Grafit elektrot Poli(BT) kapli grafit elektrot Poli(BT)/AChE

Sekil 3.2 Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin hazirlanmasinin sematik gésterimi

3.5 Hazirlanan Biyosensériin Amperometrik Ol¢iim Prensibi

Amperometrik olgtimler, igerisinde 10 mL 50 mM pH 7 fosfat tamponu
bulunan cam bir hiicrede devamli ve sabit bir manyetik karistirma altinda
gerceklestirildi. Gelistirilen biyosensor sistemine ait cevaplar Al (pA) olarak
belirlendi. Hazirlanan biyosensor dlglimleri sabit bir potansiyel altinda (+0.6 V Ag
elektrota karsi) yapildi. Akim denge durumuna ulastiginda substrat ¢ozeltisi (AThCI)
uygun miktarda hiicre igerisine yavasca eklendi ve akim degisimi takip edildi. Sensor
cevabi substrat ilavesinden 6nce ve substrat ilavesinden sonraki denge durumundaki
akimlarin arasindaki fark olarak tanimlandi ve akim Al (nA) olarak kaydedildi. Bir
Olciimden sonrakine gegmeden Once, elektrot saf su ile yikanip ¢aligma tamponunda
kisa bir siire bekletildi. Her 6lgtim ii¢ kere tekrarland1 ve sonrasinda standart sapma
(SD) hesaplandi. Substrat eklenmesiyle enzimatik reaksiyonuna bagl degisimi ve

amperometrik 6l¢lim sistemin sematik gosterimi Sekil 3.3’de gosterilmistir.

Gelistirilen biyosensor sisteminde; AChE varhiginda gergeklesen enzimatik
reaksiyon sonrasinda olusan elektroaktif tiyokolinin elektrokimyasal 6l¢iimi temel
alindi. 50 mM pH 7 fosfat tampon ¢o6zeltisinde hazirlanan stok AThCI substrat
¢ozeltisinden farkli derisimlerde 6l¢im ortamina eklendi ve elektrokimyasal sinyal
takibi yapild1 (Cancar ve ark., 2016; Kesik ve ark., 2014).

Elektroaktif tiyokolinin takibine yonelik reaksiyon mekanizmasi agagidaki

gibidir (Aldridge, 1950):

AChE
Asetiltiyokolin kloriir + H,0 — tiyokolin (ind) + asetik asit + Cl~

anodik oksidasyon

2 Tiyokolin (ind.) tiyokolin (oks.) + 2e~ + 2H*
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Sekil 3.3 Substrat eklemeden Once ve sonra enzimatik reaksiyona bagl akim
degisimi ve amperometrik 6l¢tim sistemi
3.6 AChE Temelli Biyosensor Optimizasyon Calismalar:

Biyosensér caligmalar1  iki asamada gergeklestirilmistir. 1lk  kisim
Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin - gelistirilmesi, ikinci kisim ise pestisit tayin
calismalarindan olusmaktadir. Calismanin ilk asamasi olan Poli(BT)/AChE
biyosensoriin optimizasyonunda biyosensoriin cevabina etkisi olabilen parametreler
incelenmistir. Sonrasinda ise optimum sartlarda olusturulan biyosensor kullanilarak

parokson pestisit calismalari gerceklestirilmistir.

3.6.1 Calisma Potansiyelinin Biyosensor Cevabina EtkKisi

AChE biyosensorlerinde calisma potansiyelinin akima etkisini belirlemek
amaci ile Poli(BT)/AChE icin calisma potansiyeli arastirildi ve sonuglar birbiriyle
kiyaslandi. Olgiimler fosfat tamponunda (pH 7.0; 50 mM) ve 25 °C‘de gerceklestirildi.
Sabit uygulama voltajinin belirlenmesinde +0.3, +0.4, +0.6, +0.7 ve +0.8 V arasindaki
voltaj degerleri sisteme uygulandi ve elde edilen sonuglarla potansiyel ve %
biyosensor cevabi arasinda grafik ¢izildi. Sonug olarak +0.6 V optimum uygulama

potansiyeli olarak belirlenmistir.

3.6.2 Poli(BT) Film Kalnhg: Belirlenmesi

AChE enziminin poli(BT) iletken polimerinin yiizeyine etkin baglanmasini
saglamak i¢in, polimer kalinlig1 optimize edilmistir. Dongii sayisi, polimer
yiizeyindeki yiik sayisin1 dolayisiyla polimer filminin kalinligini belirlemektedir.
Diger parametreler sabit tutularak farkli dongii sayilar1 (5, 10, 20, 30, 40 ve 50) ile

hazirlanan elektrotlarin amperometrik cevaplart karsilastirilmistir. Elde edilen
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sonuglarla dongili sayist ve % biyosensor cevabi arasinda grafik ¢izildi. En yiiksek
amperometrik sinyale sahip biyosensore gore optimum deger 10 dongii olarak

bulunmustur.

3.6.3 Enzim Miktarimn Belirlenmesi

Diger parametreler sabit tutularak enzim miktari ile sensor yanit1 arasindaki
iliski arastirildi. Biyoaktif tabakadaki enzim miktarini belirlemek tizere, polimer filmi
(10 dongii) sabit tutularak enzimin farkli miktarlarinin biyosensor cevabi tizerine etkisi
incelendi. Bu amagla 3, 4, 5, 7, 8 ve 9 uL enzim igeren biyosensorler hazirlandi ve
Ol¢iim sonuglar1 karsilastirildi. Elde edilen sonuglarla enzim miktar1 ve % biyosensor
cevabi arasinda grafik ¢izildi. Farkli miktarda enzim ile hazirlanan elektrotlar

karsilastirildiginda optimum enzim miktar1 7 pL enzim olarak belirlenmistir.

3.6.4 Capraz Baglayic1 Miktarimin Belirlenmesi

Glutaraldehit (GA), biyosensor hazirlanmasinda ¢apraz baglama ajani olarak
kullanilmistir. Poli(BT) matris ve enzimler arasindaki etkilesime ek olarak, yiiksek
aktiviteye sahip GA esliginde enzim immobilizasyonu desteklenmistir. Capraz
baglama 6zelligi ile immobilizasyon sonucunda uygun enzim konformasyonu saglanir.
Yapilan deneylerle elde edilen sonuglarla GA ve % biyosensor cevabi arasinda grafik
¢izildi. % 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 ve 1.5 GA degerleri test edilmistir ve optimum deger
% 0.5 GA ile elde edilmistir.

3.6.5 pH Optimizasyonu

Biyosensoriin optimum pH*in1 belirlemek amaciyla pH: 6; 6,5; 7; 7.5 ve 8 olan
50 mM fosfat tamponlar1 kullanilarak en iyi biyosensor cevabinin hangi pH degeri ile
alindig1 belirlendi. Biyosensoriin tampon cozeltilerine iyi adapte olmasi i¢in bir
tampondan digerine gegilirken o tamponda bir siire bekletildi. Elde edilen sonuglarla
pH ve % biyosensor cevabi arasinda grafik ¢izildi. Amperometrik dl¢timler sirasinda

elde edilen en yiiksek cevaba gore optimum pH degeri 7 olarak tespit edildi.

3.6.6 Pestisit Inkiibasyon Siiresi Tespiti

Enzim elektrotun pestisit maruziyetindeki inkiibasyon siiresinin belirlenmesi
asamasinda, reaksiyonun 5, 10, 15 ve 20 dak.’larinda pesitisit maruziyeti
gergeklestirildi ve elde edilen sonuglarla inkiibasyon siiresi ve % inhibisyon arasinda

grafik ¢izildi. En uygun inkiibasyon siiresi 10 dak. olarak kabul edildi.
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3.7 Poli(BT) ve Poli(BT)/AChE Modifiye Edilmis Yiizeylerin Elektrokimyasal ve
Morfolojik Karakterizasyonu

Poli(BT) ve Poli(BT)/AChE vyiizey morfolojileri taramali elektron
mikroskopisi (SEM) ile daha ayrintili olarak incelendi. Ilaveten, modifiye elektrot
yiizeylerde etkin elektroaktif yilizey alanini karakterize etmek igin, dongiisel
voltammetri (CV) teknigi kullanildi. Bu yontemde, gerceklestirilen deneyler, 100
mV/s tarama hiz1 ile -0.4 ile 0.6 V arasindaki potansiyelde 5 mM Fe (CN)e>/* 0.1 M
KCI ve 50 mM pH 7 fosfat tampon ¢o6zeltisi igeren bir ¢ozeltide gergeklestirildi.
Randles-Sevcik denklemi kullanilarak, her yiizey modifikasyonunun elektroaktif
yiizey alanlar hesaplandi.

1 3 1

I, = 2.69x10°ADznzvzC
n; redoks reaksiyonda katilan elektron sayisi, A; elektrot alan1 (cm?), D; soliisyondaki
molekiiliin difiizyon katsayis1 (cm?s™?), C; y1gin ¢ozeltideki prob molekiiliiniin

konsantrasyonu (molcm™3) ve v; tarama hiz1 (Vs ™3).

3.8 Biyosensoriin Analitik Karakterizasyonuna Iliskin Cahsmalar

Biyosensoriin ¢alisma kosullar1 optimizasyonundan sonra bir biyosensor
hazirlanip AThCI’nin farkli konsantrasyonlarina kars: standart grafik ¢izildi. Olgiimler
optimizasyon esnasinda tespit edilen 10 dongii kaplanmis polimer, 7 pL enzim ve
%0.5’lik glutaraldehit ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan biyosensdrle oda sicakliginda
50 mM pH 7 fosfat tampon ¢ozeltisinde gergeklestirildi. Lineer tayin araligi, tayin
limiti (LOD) ve sensoérlerin duyarliligi gibi cesitli analitik parametreleri belirlemek

icin kalibrasyon egrileri kullanildi.

Gelistirilen Poli(BT)/AChE biyosensoriin tespit edebildigi en diigiik substat
konsantrasyonunu (LOD) belirlemek tizere standart grafikteki en diisiik konsantrasyon
degeri olan 0.0125 mM AThCI konsantrasyonu i¢in ard-ardina dlgtimler alindi. LOD=

(3xStd sapma)/egrinin egimi formiilii kullanarak tayin limiti hesaplandi.

Duyarlilik en 6nemli analitiksel karakterizasyon parametrelerinden biridir.
Dogru denkleminin egimi, duyarlilik parametresi olarak rapor edilebilmektedir. Elde
edilen dogru denkleminin egiminin elektrot alanina boéliinmesi ile duyarlilik degeri

mM/pAcm? olarak rapor edildi.
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Gelistirilen biyosensor ile elde edilen sonuglarin tekrarlanabilir olup
olmadigini belirlemek i¢in optimum kosullarda, 4.0 mM AThCI konsatrasyonu igin
arka arkaya en az 7 &l¢iim alindi. Ol¢iimlerden elde edilen sonuglaran standart sapma
(S.S) ve yiizde varyasyon katsayisi (%V.K) hesaplamasi ile gelistirilen biyosensoriin
tekrar kullanilabilirligi belirlenmis oldu.

Ayni kosullarda hazirlanan 3 farkli elektrodun standart sapma (S.S) ve

varyasyon katsayisi1 (V.K) hesaplanarak tekrar tiretilebilirligi arastirildi.

Raf omrii stabilitesini arastirmak i¢in optimize edilmis biyosensor, aktivite
kayb1 gozlemlenene kadar belirli miktarda giin boyunca kullanildi. Biyosensorler

kullanilmadiklar1 zaman +4 °C'de saklandi.

Girisim deneyi calismalari i¢in electroaktif ve genel girisimci bilesikler olarak
bilinen tiirler Poli(BT)/AChE biyosensoriin cevabi lizerindeki girisim etkisini
incelemek iizere kullanildi. Bilesiklerin girisim etkileri, akim seviyelerindeki

farkliliklari standart AThCI ¢6zeltisininki ile kiyaslandi.

3.9 AChE Inhibisyon Deneyleri

3.9.1 Hazirlanan Biyosensoriin Pestisit Tayinine Yonelik Elektrokimyasal Ol¢iim
Prensibi

Pestisit tespiti, Sekil 3.4'de gosterilen iki asamali bir prosediirle
gerceklestirildi. Inhibitdr maruziyetinden dnce, biyosensériin AThCI substrati icin ilk
amperometrik yanit1 Ip olarak kaydedildi. Daha sonra enzim elektrotu 5 mL standart
pestisit soliisyonunda (model inhibitor olarak parokson kullanildi) 10 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra biyosensér saf su ile yikandi. Biyosensor, hafif manyetik
karistirma altinda 5 mL fosfat tampon pH 7 iceren hiicreye aktarildi ve amperometrik
6l¢tim sirasinda AThCI enjekte edildi. Elde edilen akim degisimi |1 olarak kaydedildi.
Enzimin aktif bolgelerinin bloke edilmesi nedeniyle biyosensor yanitindaki azalma,

asagidaki denklem kullanilarak inhibisyon yiizdesi (% I) olarak hesaplandi.

I, —1
%I = 01 1 x 100
0
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Sekil 3.4 Pestisit tayini i¢in amperometrik 6l¢iim sistemi

3.9.2 Siit ve Cesme Suyu Orneklerinde AChE Biyosensorii ile Pestisit Analizi

Hazirlanan enzim elektrodunun siit ve ¢esme suyu orneklerinde parokson tayini
yapilabilmesi i¢in standart ekleme yontemiyle, her bir numune igin % geri kazanim
degerleri hesaplandi. Siit 6rneklerinde pestisit parokson tayini i¢in basit bir seyreltme
yontemi kullanildi; 2.5 mL siit ve 2.5 mL pH 7 fosfat tamponu karistirildi ve ardindan
karisima gesitli  konsantrasyonlarda parokson eklendi. Parokson pestisiti i¢in
kalibrasyon egrileri ¢izildi ve bu verilere dayanarak siit numunelerindeki pestisit
icerigi ilgili kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplandi. Cesme suyu numuneleri
pestisit analizinde herhangi bir 6n isleme tabi tutulmadan dogrudan kullanildi ve
pestisit igerigi siit 6rneklerinde oldugu gibi ayni sekilde kalibrasyon egrisi kullanilarak

hesaplandi. Sekil 3.5’de parokson yapis1 gosterilmistir.

'
—_ -P--

Sekil 3. 5 Parokson pestisitinin yapisi
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu calismada organofosforlu pestisit tayini i¢in iletken polimer tabanli yeni bir
biyosensor gelistirilmistir. Deneylerde amag poli(2,2'-(9,9-Dioctyl-9h-Fluorene-2,7-
Diyl)bisthiophene) (Poli(BT))’i grafit elektrot yiizeylerine elektrokimyasal yontem
kullanarak kaplamak, etkin asetilkolinesteraz (AChE) enzim immobilizasyonu
saglamak, modifiye elektrotlar1 karakterize etmek ve ornek numunelerde parokson
pestisit tayininde kullanmaktir. Deneylerde elektropolimerizasyon yontemi olarak
dontisimlii voltametri (CV) teknigi kullanilarak iletken polimer modifiye yiizeyler

elde edilmistir.

Modifiye elektrot yiizeylerin elektrokimyasal cevaplari redoks probu igeren 0.1
M KCl ortaminda CV ile incelenmistir. Ayni elektrotlarin yiizey morfolojileri ise farkli
biiyiitmelerde taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. Ek olarak, enerji

dagilimli X-1511 spektroskopisi (EDX) sonuglarindan da faydalanilmistir.

Biyosensor cevaplart amperometrik yontem kullanilarak ti¢ elektrotlu sistem
ile gerceklestirilmistir. Parokson tayini i¢in Oncelikle AThCI tayinine yonelik bir
biyosensor gelistirilmistir. Gelistirilen biyosensor sisteminde; AChE varliginda
gerceklesen enzimatik reaksiyon sonrasinda olusan elektroaktif tiyokolinin
elektrokimyasal 6l¢ciimii temel alinmistir. Hazirlanan biyosensériin en iyi ¢alisma
kosullar1 belirlenmis ve performansin etkileyen faktorler incelenmistir. Daha sonra
gergek ortamlarda olas1 girisim etkisine sahip olabilecek kimyasallarin pestisit tayini
tizerine etkileri incelenmis ve hazirlanan modifiye elektrot siit ve c¢esme suyu
orneklerinde pestisit tayininde kullanilmistir. Ilerleyen boliimlerde ilgili calismalar
sekillerle birlikte verilmistir. Parokson tayini i¢in Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin

olusumunun sematik gosterimi Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1 Parokson tayini i¢in Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin olusumunun sematik

gosterimi
4.1 Elektropolimerizasyon ile Poli(BT) Sentezi

Iletken polimer, poli(BT), elektrokimyasal polimerizasyon ydntemi ile daha
Once zimparalanmig ve temizlenmis grafit elektrotlar {lizerinde sentezlenmistir.
Polimer dongiisel voltametre ile 0.1 M NaClO4/LiCIO4/ACN elektrolit/¢oziici
igerisinde elektrot tizerine 0 V ve +1.3 V arasinda 10 dongii gerceklestirilmistir. Sekil
4.2°den goriilecegi gibi her dongii de akim siddetinin artmasi monomerin elektrot
yiizeyinde polimerlestigini  gostermektedir. BT monomerinin  yiikseltgenme
potansiyeli 1.1 V olarak belirlenmis olup polimerin yiikseltgenme ve indirgenme
potansiyelleri sirasiyla 0.98 ve 0.86 V olarak bulunmustur. Polimerizasyondan sonra
polimer kapli elektrot yiizeyi organik safsizliklardan kurtulmak igin saf su ile
yikanmugtir. Polimerizasyonun ilk 10 dongiisti Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2 BT nin grafit iizerinde 100 mVs-1 tarama hizinda elektrot yiizeyine 0.1 M
NaClO4/LiCIO4/ACN elektrolit-¢oziicii sisteminde polimerlesmesinin
doniistimsel voltamogrami (Dongii say1s1 10)

4.2 AChE Esash Amperometrik Biyosensor Optimizasyonu Sonuclari

Gelistirilen bir biyosensdr uzun vadede kullanima yonelik tasarlanmali ve
gercek Ornek uygulamalar: igin kararli ve tekrar tretilebilir olmalidir. Boyle bir
biyosensor elde etmek i¢in biyosensoriin performansini etkileyen tiim kosullar (uygun
calisma potansiyeli, poli(BT) filminin kalinligi, glutaraldehit miktari, pH degeri)
optimize edilmelidir. Bu nedenle, biyosensor cevabini etkileyen biitiin parametreler

optimize edilmis ve dlglimler esnasinda sabit tutulmustur.

Ozellikle enzim bazli biyosensdrlerde, uygun immobilizasyon matrisin segimi
biyosensoriin performans: agisindan énemli bir yere sahiptir. lyi tasarlanmis bir
matriks ile biyomolekiillerin ii¢ boyutlu yapist korunarak uzun raf omriine sahip
biyosensorler elde edebilmek miimkiindiir. Iletken polimerler, enzimi gevirici
yiizeyinde sabitlerken ayn1 zamanda da enzimlerin en uygun bir konformasyon

yapisinda konumlanmalarini sagladigindan bu baglamda ideal adaylardir.
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Bu ¢aligmada, AChE biyosensorlerinin optimizasyonuna iliskin ¢alismalarda
cesitli parametrelerin biyosensor cevabina etkisi incelenmistir. Bu amagla, hazirlama
ve calisma kosullarinin optimizasyonuna yonelik olarak enzim miktarinin, polimer
film kalinhiginin, calisma potansiyelinin ve pH’in biyosensdr cevabimna etkisi

arastirilmastir.

4.2.1 Uygulama Potansiyelinin Belirlenmesi

Calismanin hem biyosensor optimizasyon asamasinda hem de pestisit
caligmalarinda kullanilmak tizere +0.3 V ile +0.8 V arasinda degisen uygulama voltaj
degerlerinde 6l¢iimler yapilmistir. Sekil 4.3 incelendiginde ¢alisma potansiyeli +0.3
V’dan +0.8 V’a dogru arttikca akim degerlerinin arttig1 gézlenmistir. Fakat analiz
orneklerinde bulunabilecek elektroaktif girisim yapabilecek maddeler yiiksek ¢alisma
potansiyellerinde kolaylikla yiikseltgenip girisim etkisi yapabilmektedir (Zhang ve
ark., 2007). Bu nedenle galismada 6lgtimlerdeki tekrarlanabilirligin yiiksek oldugu ve
girisim etkilerinin en az olabilecegi +0.6 V ¢alisma potansiyeli olarak segilmistir
(Sekil 4.3.). AChE temelli biyosensor ¢alismalari incelendiginde, pestisitlerin tespiti
icin tasarlanan AChE sensorlerinin ¢ogu, enzimatik iirin olan tiyokolinin yiiksek bir
potansiyel gerektirdiginden +0.6 ila +0.8 V araliginda calistig1 goriilmiistiir. Bu tez
kapsaminda, sistem potansiyeli olan +0.6 V de literatiir ile uyumlu olup, olas1 bir
girisim etkisi olmadan siit ve ¢esme suyu numunelerinde rahatlikla analiz
yapilabilmistir. Ayrica, en diigiik standart sapmaya sahip 6l¢iim sonuglar1 ve kararl

amperometrik sinyaller bu potansiyel degeri uygulandiginda elde edilmistir.
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Sekil 4.3 Calisma potansiyelinin belirlenmesi (50 mM, pH = 7 fosfat tamponu, 25
°C). Hata ¢ubuklari, ii¢ 6l¢iimiin standart sapmasin1 (SD) gostermektedir
([ATNhCI]: 4.0 mM)

4.2.2 Poli(BT) Film Kalinhgmnin Belirlenmesi

AChE enziminin poli(BT) iletken polimerinin yiizeyine etkin baglanmasini
saglamak i¢in, polimer kalinlig1 optimize edilmistir. Bu olay, elektropolimerizasyon
esnasinda gerceklesmistir. Dongii sayisi, polimer yiizeyindeki yiik sayisint dolayisiyla
polimer filminin kalinligin1 belirlemektedir. Diger parametreler sabit tutularak farkli
dongii sayilart (5, 10, 20 ve 30) ile hazirlanan elektrotlarin amperometrik cevaplari

karsilastirilmistir.

Optimum dongii sayisinin belirlenmesi i¢in potansiyometrik dongii sayisi 5,
10, 20 ve 30 olarak degistirilmistir. Elde edilen sonuglarla polimer dongii sayis1 ve %
biyosensor cevabi arasinda grafik ¢izilmistir. En yiiksek amperometrik sinyale sahip
biyosensore gore optimum dongili sayist 10 olarak bulunmustur (Sekil 4.4). Sekil
4.4%ten gorildigi gibi dongii sayis1 20 ve 30 olan polimerlerle elde edilen enzimatik
biyosensorlerdeki akim degerleri optimum deger kullanildiginda elde edilen akim
degerlerine oranla oldukga disiiktiir. Polimer film elektrot yiizeyinde ¢ok kalin

oldugunda, grafit elektrot yiizey ile enzim molekiillerinin aktif bolgesi arasindaki

35



mesafe istenmeyen sekilde fazla olmakta ve bu da substratin enzim molekiili ile
etkilestiginde enzimatik reaksiyon sonucu aciga c¢ikan elektronlarin transducer
ylizeyine uygun bir sekilde transfer olamamasina neden olabilmektedir. Ya da tam tersi
bir durum oldugunda, ¢ok ince polimer filmlerle elde edilen biyosensorlerde enzim
molekiilii gevresel kosullardan yeterli derecede korunamayabilmektedir (Soylemez ve
ark., 2017). Sonug olarak optimum degerle elde edilen biyosensoriin digerlerine gore

daha iyi sonug verdigi bulunmustur.
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Sekil 4.4 Poli(BT) kalinliginin biyosensore etkisi (50 mM, pH = 7 fosfat tamponu,

25 °C)
4.2.3 Enzim Miktariin Belirlenmesi

Biyosensor performansini etkileyen parametrelerden biri de enzim miktaridir.
Calismanin bu kisminda diger bilesenler sabit tutularak farkli miktarlarda AChE iceren
biyosensorlere iliskin sonuglar verilmektedir. Hazirlanan AChE biyosensorleri ile
farkli enzim miktarlar1 ve % biyosensor cevabi arasinda grafik olusturulmustur. Sekil
4.5°den gorildigi gibi 3, 5 ve 9 uLL AChE ile hazirlanan enzimatik biyosensorlerle
elde edilen % biyosensor cevabt 7 uL. AChE kullanilarak elde edilen % biyosensor
cevabina oranla oldukg¢a diisiiktiir. Bu nedenle 7 uL. AChE sahip biyosensorler ile

calismalara devam edilmistir.
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Sekil 4.5 Enzim miktarmin biyosensor yanitina etkisi (50 mM, pH = 7 fosfat
tamponu, 25 °C).

4.2.4 Capraz Baglayic1 Miktarimin Belirlenmesi

Glutaraldehit (GA), biyosensor hazirlanmasinda ¢apraz baglama ajani olarak
kullanilmigtir. GA, Poli(BT) matriks yiizeyinde konumlanan enzim molekiiliiniin
uygun konformasyonunda olmasini saglamaktadir. Yapilan deneylerle, %0.1, %0.25,
%0,5, %0.75 ve %1.0 GA degerleri test edilmis ve optimum deger % 0.5 GA ile elde
edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Biyosensor yanitina ¢capraz baglayici (GA) etkisi (50 mM, pH =7
fosfat tamponu, 25 °C)

4.2.5 pH Optimizasyonu

Enzimler protein yapisindaki molekiiller olduklarindan katalitik aktiviteleri
ortamin pH degerinden 6nemli oranda etkilenmektedir. AChE biyosensorlerinin
optimum pH degerini belirlemek amaciyla Poli(BT)/AChE biyosensorleri ile farkli pH
degerlerine sahip tampon c¢zeltilerde amperometrik olgimler gergeklestirilmistir.
Yapilan denemeler sonucunda pH ve % biyosensdr cevabi arasinda ¢izilen optimum
pH grafigi Sekil 4.7°de verilmistir. Goriildiigii tizere sistem i¢in optimum pH degeri 7
olarak bulunmustur. Bu sonuglar literatiirde yer alan AChE biyosensorlerdeki pH

degeri ile uyumludur (Kesik ve ark., 2014; Chauhan ve ark., 2016).
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Sekil 4.7 pH degisiminin biyosensore etkisi (50 mM, pH 7 fosfat tamponu, 25 © C)

4.3 Poli(BT) ve Poli(BT)/AChE Modifiye Edilmis Yiizeylerin Elektrokimyasal ve
Morfolojik Karakterizasyonu

Optimum kosullarda hazirlanan Poli(BT) ve Poli(BT)/AChE modifiye
elektrotlarin yiizey karakterizasyonu ve elektron transferi mekanizmalarini arastirmak
amaciyla, dongisel voltametri (CV) teknigi kullanilmistir. Modifiye edilmemis
elektrot modifiye elektrotlarla kiyaslamalar yapilmistir. Ayrica, modifiye ylizeylerdeki
morfolojik degisimler de taramali elektron mikroskobu (SEM) ile karakterize
edilmigtir. Enerji dagilimli X-1511 spektroskopisi (EDX) ile de elementel dagilim

incelenmistir.

Cozelti igindeki elektrot yiizeyi ve tiirler arasindaki elektron transfer
mekanizmasini incelemek amaciyla, dongiisel voltametri deneyleri 5 mM [Fe(CN)s]*
/4 varhginda gerceklestirilmistir. Ciplak, Poli(BT) ve Poli(BT)/AChE modifiye grafit
elektrot icin, [Fe(CN)e]>™* yiikselgenme-indirgenme pikleri  Sekil 4.8°de

gosterilmistir.

Ortalama elektroaktif ylizey alam1 Randles-Sevcik esitligine gore

hesaplanmistir. Bu esitlige gore, pik akimlarindaki artisin etkin yiizey alanlarindaki
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artigla iligkili oldugu bilinmektedir. Elektroaktif yiizey alani, ¢iplak elektrot i¢in 0.186
cm?, Poli(BT) ve Poli(BT)/AChE igin ise sirastyla 0.124 cm? ve 0.07 cm? olarak
hesaplanmistir. Bos elektrot icin CV degerlerine bakildig1 zaman redoks mediyator
varliginda dontisimli  oksidasyon ve rediiksiyon pikleri keskin bir sekilde
goriilmektedir (Sekil 4.8). Ciplak grafit elektrota kiyasla poli(BT)'de elektrot yiizeyine
bir tabaka eklenmesi nedeniyle oksidasyon akiminda diisiis gézlemlenmistir. Elektrot
ylizeyi lizerinde art arda katman olusumu, farkli ara yiizey yapilarina neden olmustur.
Sonraki adimda, elektrot yiizeyinin Poli(BT)/AChE ile modifikasyonu sonrasinda pik
akimlarinda belirgin bir azalma oldugu gorilmektedir. Her ne kadar yiizey iletken
polimer ile kaplanmis olsa da yalitkan Ozellige sahip biyomolekiiliin yiizeyde
bulunmasi iletkenlikte azalmaya neden olmustur. Ancak, biyomolekiil modifiyeli
elektroaktif ylizey alani etkin elektron transferi i¢in yeterlidir. Ayrica, pik akimlarinda
azalmasimin olmasi grafit elektrot yiizeyinde modifikasyon adimlarinin basartyla

gergeklestigini kanitlamaktadir.

04l Bos grafit elektrot (GE)
|| —— GE/Poli(BT)
+| —— GE/Poli(BT)/AChE
0.2+
< |
E
- 0.0+
0.2+
-0.4 } ' | : l : I , : : }

I I
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
Potansiyel (V)

Sekil 4.8 Bos grafit elektrot, Poli(BT) ve Poli(BT)/AChE’in sirasiyla dongiisel
voltagramlari

Poli(BT) ve Poli(BT)/AChE modifiye yiizeylerin morfolojisi incelenmek
tizere, SEM goriintiileri alinmustir. Sekil 4.9°da sirasiyla farkli biiyiitmelerde Poli(BT)
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modifiye elektrot (Sekil 4.9 A-B) ve Poli(BT)/AChE modifiye elektrot (Sekil 4.9-C-
D)’a ait SEM goriintiileri verilmektedir. Sekil 4.9’da gosterildigi tizere modifiye
yiizeylerin homojen film dagilimina sahip oldugu gézlenmistir. Poli(BT) nin elektron
yiizeyine homojen bir sekilde kaplandigi gozlenmistir (Sekil 4.9.A-B). AChE
enziminin Poli(BT)/Grafit elektrodu yiizeyine immobilizasyonundan sonra yiizey
morfolojisinin tamamen degistigi ve enzimlerin yiizeyde ikinci bir tabaka olarak
kaplandig1 tespit edilmistir (Sekil 4.9.C-D). Ayrica, yapilardaki elemental dagilim
EDX analiz sonuglar ile Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de gosterilmistir. Polimerik yap1 ve
polimer kapli elektrot yiizeyindeki biyomolekiiliin varligt EDX analizi ile de

aydmlatilmistir.

Sekil 4.9 A ve B Poli(BT) (5000x ve 10000x biiyiitmede); C ve D Poli(BT)/AChE igin
(5000x ve 10000x biiyiitmede) SEM goriintiileri
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Sekil 4.10 Poli(BT) modifiye elektrot icin EDX analiz sonuglar1
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Sekil 4.11 Poli(BT)/AChE modifiye elektrot icin EDX analiz sonuglari
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4.4 Poli(BT)/AChE Biyosensoriiniin Analitik Uygulamalari
4.4.1 Kalibrasyon Egrisi Ve Dedeksiyon Limiti

Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin AThCI igin kalibrasyon egrileri Sekil 4.12° de
gosterilmistir. Amperometrik Glgtimler, optimum kosullarda hazirlanan Poli(BT)
modifiyeli grafit elektrot ile gercgeklestirilmistir. Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin
0.025-4.0 mM dogrusal AThCI konsantrasyonu araligindaki kalibrasyon denklemi
y=1.1779x+0.4742 (R?>=0.99) olarak bulunmustur. Ayn1 zamanda Kw (gdzlenen) ve
Imax degerleri Linewaver—Burk esitligine gore hesaplanmistir.  Poli(BT)/AChE
biyosensorii i¢in bu degerler sirastyla 0.21 mM ve 2.77 pA olarak bulunmustur. Bu tez
kapsaminda hesaplanan Kwm degeri literatiir o6rnekleri ile karsilagtirildiginda
(polietilenimin/AChE (1.5 mM) (Vakurov ve ark., 2004); AChE PbO/TiO./Ti/AChE
(1.34 mM) (Wei ve ark., 2009); karbon past elektrota entrap edilen AChE (1.12 mM)
(Di ve ark., 2011); poli(FBThF)/f-MNPs/AChE (0.7311 mM) (Cancar ve ark., 2016);
Karbon nanotiip modifiyeli GC/AChE (1.75 mM) (Liu ve Lin, 2006) ve MWCNT-
modifiyeli poli(SNS-NH2) (1.038 mM) (Kesik ve ark., 2014) daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Sonuclara gore, tasarlanan biyosensordeki elektrot ylizeyinde bulunan

AChE’ 1 substrata yiiksek ilgi gosterdigi sdylenebilir.

Poli(BT) her ne kadar yiizeyinde enzim ile kovalent bag yapabilecek
fonksiyonel grup barindirmasa da polimer yapisinda alkil gruplarin bulunmasi
sayesinde enzim molekiiliindeki hidrofobik kisimlar ile etkin sekilde etkilesime
girebilmektedir. Ayrica, polimerdeki aromatik gruplar ile enzimdeki aromatik yapilar
giiclii n-w etkilesimlere sahiptirler. Boylece, tiim bu etkilesimler biyomolekiillerin ii¢
boyutlu yapilarinin korunmasmi saglarken ayni zamanda da iyi bir enzim
immobilizasyonu igin etkin bir matriks meydana getirmektedir. Ilaveten, enzim
immobilizasyonu sonrasinda meydana gelen yapilar iizerindeki gdzenekler, substratin

difizyonunu kolaylastirdig1 diisiiniilmektedir.

Poli(BT)/AChE biyosensoriintiin alt tayin sinirinin belirlenmesi amaciyla
gbzlenebilme sinir1 olarak da tanimlanan dedeksiyon limiti (LOD) hesaplanmalidir.
Bu amagla, Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin kalibrasyon egrisinin en kiigiik degeri
olan 0.025 mM AThCI konsantrasyonuyla art arda alian dlgimler ile kalibrasyon
denklemi kullanilarak LOD hesaplanmistir. Bunun sonucunda LOD yani biyosensoriin

tayin edebilecegi en kii¢iikk deger 0.015 mM olarak bulunmustur. Biyosensoriin
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hassasiyet degeri ise 19.12 pAmM™cm™ olarak hesaplanmistir. Hesaplanan hassasiyet
degerinin literatiir 6rnekleri ile karsilagtirildiginda cGO-NTA-Ni-AChE (2.23 pAmM~
1y (zhang ve ark., 2014); AChE/CPE (0.69 nAmM™) (Di Tuoro ve ark., 2011);
AChE/hybridpolymer/MWCNT (0.093 pAmM-tcm’) (Ivanov ve ark., 2012) ve AChE-
FesOsNPs/c-MWCNTs (0.402 mA/uM) (Chauhan ve ark., 2012) gelistirilen

biyosensoriin yliksek hassasiyete ve uzun siirede kullanim potansiyeline sahip oldugu

goriilmektedir.
3-35 T [ 5‘0 s 1.:)0 200
? Zaman (s)
=
4 1.94 +
0.57 + y = 1.1779x + 0.4742
R?=0.99
[l " ] 3 ] 3 [l
I ' I ' I ! I
0.02 0.1 2 4

Asetiltiyokolin kloriir (mM)

Sekil 4. 12 Poli(BT)/AChE ile hazirlanan biyosensoriiniin AThCI kalibrasyon egrisi
(50 mM, pH 7 fosfat tamponu calisma ortami; 25 °C, +0.6 V calisma
potansiyeli; hata gubuklari {i¢ 6l¢ciimiin standart sapmasini gosterir)

4.4.2 Tekrarlanabilirlik ve Operasyonel Kararhhk

Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin belirli AThCI konsantrasyonunda alinan 10
tekrarli 6l¢iim sonucunda hesaplanan 6l¢iimlerin standart sapmalar1 (S.S.) ve yiizde
varyasyon katsayist (%V.K.) hesaplanmigtir. AThCI konsantrasyonuyla alinan
sonuglara gore, S.S.: £0.16 ve %V.K.: % 3.6 olarak hesaplanmistir. Operasyonel
kararlilik analizi igin gelistirilen biyosensor ile belirli AThCI konsantrasyonunda
belirli siire boyunca tekrarli 6l¢iimler alinarak gerekli hesaplamalar yapilmistir. Bunun
sonucunda biyosensor kararliliginda 24 saat boyunca herhangi bir diisis
gozlenmezken; 96 saat sonra % 10, aktivite kaybi gézlenmistir. 18 giiniin sonunda ise

gelistirilen Poli(BT)/AChE biyosensoriin cevabinin yaklasik % 82’sini korudugu
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goriilmiigtiir.  Hazirlanan  biyosensoriin -~ kararliligin =~ iyi  olmasi  elektrot
modifikasyonunda kullanilan Poli(BT)’nin AChE’in enzimatik aktivitesini korumasi
icin uygun bir mikrogevre olusturmasi ile iligskilendirilebilir. Literatirde AChE
biyosensorleri ile ilgili ¢alismalar incelendiginde farkli raf 6mriine sahip elektrotlar
bulundugu goriilmistiir (Zhang ve ark., 2019; Li ve ark., 2017; Cancar ve ark., 2016).
Gelistirilen biyosensorlerin raf omirlerinin birbirinden farklilik gdstermesinin
immobilizasyon yontemi ve matriks segimi ile ilgili oldugu séylenebilir. Biyosensoriin

analitik performans degerleri Cizelge 4.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1 Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin analitik performans degerleri

Parametre Sonu¢
Kwm 0.21 mM
Dogrusal aralik 0.025-4.0 mM
Hassasiyet 19.12 pA mM™*cm?
Dedeksiyon limiti 0.015 mM
Operasyonel kararlilik % 10 azalma (96 saat sonra)

4.4.3 Girisimci Etkisi

Enzimatik biyosensorlerdeki en kritik noktalardan biri, gercek orneklerin
kompleks matriksinde bulunan diger bilesiklerin girisim etkisini dnlemeye ¢aligmaktir.
Bu nedenle, Poli(BT)/AChE biyosensoriinde girisim etkisinin analizi i¢in 6lgim
hiicresinde son konsantrasyon AThCI ve her biri 0.25 mM olacak sekilde parasetamol,
askorbik asit, sitrik asit, glikoz, iire, KCI ve NaCl ayr1 ayr1 substrat olarak eklenerek
Sekil 4.13” deki grafik elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, substrat olarak
eklenen kimyasal bilesiklerin AThCI karsilagtirildiginda Poli(BT)/AChE biyosensorii

tizerinde herhangi bir girigim etkisi gostermedigi gdzlenmistir.
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Sekil 4.13 Baz1 kimyasal bilesiklerin biyosensor cevabina etkisi (50 mM, pH 7 fosfat
tamponu icerisinde; 25 °C, +0.6 V calisma potansiyeli)
4.5 AChE Inhibisyon Deneyleri
4.5.1 Poli(BT)/AChE Biyosensorii ile Parokson Tayini
Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin  olusturulmasindan sonra, AChE'ye karsi
pestisit duyarliligini arastirmak i¢in model inhibitor olarak parokson kullanilmustir.
Pestisit analizinde en 6nemli parametrelerden biri inkiibasyon siiresidir. Gelistirilen
biyosensor, belirli bir konsantrasyonda standart pestisit ¢ozeltisine birka¢ dakika
daldirilmis ve biyosensor tepkileri arastirtlmistir. Maruziyetin ardindan, pestisitler
AChE'nin serin aktif bolgesine kovalent olarak baglanmaktadir. Serin hidroksil
grubunun pestisitte bulunan fosfat grubu tarafindan bloke edilmesi, biyosensor
yanitinda azalmaya neden olmaktadir. Dolayisiyla bu inhibisyon, enzimin
aktivitesinde de bir azalmaya yol agmaktadir. Baska bir deyisle, inkiibasyon siiresi,
enzim ile inhibitor arasindaki reaksiyon icin gereken siiredir. Uzun kulugka siireleri,

analizi oldukca yavaslatmaktadir.

Enzim inhibisyonu i¢in optimum zaman araligini arastirmak i¢in optimize
edilmis biyosensor belirli bir siire i¢in ayr1 ayr1 belirli konsantrasyona sahip pestisit
¢ozeltisine daldirilmistir. Gelistirilen biyosensor 0.01 uM parokson ¢ozeltisinde 5, 10,

15 ve 20 dakikalik farkli inkiibasyon siirelerinde bekletilmistir. Daha sonra 4 mM
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AThCI substratina karsi amperometrik cevabi izlenmistir. 10 dk. inkiibasyon siiresi
uygun bulunmus ve daha sonraki ¢alismalarda kullanilmigtir (Sekil 4.14). Bu siireden
sonra enzim inhibisyon derecesinin azaldigi ve sonrasinda ise sabitlendigi
goriilmiistiir. Hazirlanan biyosensor 10 dk. pestisit ¢ozeltisinde bekletildikten sonra %
25.72 inhibisyon gozlenmistir (Sekil 4.14). Ancak, parokson pestisiti i¢in maksimum
inhibisyon derecesi %100 olmadigi1 gézlenmistir. Bu gozlemin, pestisitlerin enzimin
baglanma bdlgeleriyle olan baglanma dengesine baghi oldugu bildirilmektedir.

Dolayisiyla; pestisitlerin tespiti i¢cin optimum kulucka siiresi olarak 10 dakika

secilmistir.
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Sekil 4.14 Poli(BT)/AChE biyosensoriinde inhibisyon inkiibasyon siiresi
optimizasyonu

Biyosensoriin tespit limiti ve lineer ¢alisma araligi parokson pestisiti igin
incelenmistir. Bu amagla, sensor farkli konsantrasyonlarda 10 dk. siireyle pestisit
cozeltisine daldirildiktan sonra yiizde inhibisyon hesaplanmistir ve pestisit icin
kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 4.15). Enzim aktivitesi inhibitorler tarafindan
azaltildigindan, pestisit ¢ozeltilerinin konsantrasyonunun artmasi algilanan biyosensor
sinyallerinde azalmaya yol agmistir. Optimum deneysel kosullar altinda, parokson

pestisiti i¢in farkli duyarliliklara sahip iki dogrusal aralik g6zlenmistir. Paraokson
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inhibisyonu, 0.99 lineerizasyon katsayisi ile 0.5-1 pg/L ve 1-14 ng/L araligindaki
konsantrasyonuyla orantili oldugu bulunmustir. Pestisit ve enzimin aktif bolgeleri
arasinda kurulan denge nedeniyle maksimum inhibisyon %100 degildir. Ayrica
mevcut biyosensoriin tespit limitleri, paraokson i¢in 0.033 pg/L olarak bulunmustur
ve bu degerin literatiir 6zetinde verilen ¢alismalarla kiyaslanabilir diizeyde oldugu
goriilmiistiir. Ornegin, sisteamin modifiyeli altin baski elektrot {izerine immobilize
edilen AChE biyosensorii'niin LOD degeri paraokson i¢in 2 pg/L (Arduini ve ark.,
2013); polipirol polimeri igerisine hapsedilen AChE elektrodu i¢in LOD degeri 1.1
ug/L (Dutta ve Puzari, 2014) ve karbon pasta elektrot iizerine jelatin membran i¢inde
yakalanan AChE i¢in ise LOD degeri 0.86 pg/L (Di Tuoro ve ark., 2011) olarak rapor
edilmistir. Ilaveten, literatiirde parokson tayinine yonelik mevcut AChE temelli

biyosensor caligsmalar detayl bir sekilde Cizelge 4.2 de 6zetlenmistir.

60 +
c Py y=1.117x + 43.749
S 404 R2=0.99
2]
2
c q
=
R
20 + y = 84.767x - 40.203
Rz2=0.99
0+
| 4 t = i ' :
0 5 10 15

[Parokson] (ng'1)

Sekil 4.15 Parokson i¢in kalibrasyon egrisi (50 mM, pH 7 fosfat tamponu igerisinde;
+0.6 V calisma potansiyeli, 10 dk. inkiibasyon siiresi)
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Cizelge 4.2 Literatiirde parokson analizine yonelik AChE biyosensorleri

- Dedeksi
Elekjcr_ot Metot Dogrusal yon Uygula Referans
modifikasyonu aralik limiti masi
0.005-0.1
f-MWCNT/poly(SNS-  Amperome g\f(le_ 2.46 Cesme (Kesik ve ark.,
NH.)/AChE trik 0.1 glL- ng/L suyu 2014)
10 g/L
AuNPs-MoS2- 0.005—
reducedgraphene DPV 0450 00014 Sebze o ark., 2020)
oxide/polyimide /L pg/mL suyu
flexible film (rGO/PI) HE
Amperome 0.86-22.93 0.86 Cesme (Tuoro ve ark.,
Paste carbon electrode trik ug/L ng/L. suyu 2011)
Cellophanemembrane/  Amperome 1.45 UM 1.45- i (Rekha ve ark.,
AUuE trik M 7.26 uM 2008)
PVA-ShQ Amperome i 1.91x i (Andreescu ve ark.,
polymer/SPE trik 102 uM 2002)
. . Amperome 0.127- 0.127 i (Sinha ve ark.,
Zinc oxide sol-gel/SPE trik 5.010 uM M 2010)
Musluk
Single-walled CNTs- Amperome 6.36x 107- 0.01 uM ve (lvanov ve ark.,
COPC/SPE trik 0159 puM K kopiiklii 2011)
su
Poly(allylamine Elma,
-6_ -
hydrochloride)/CdTe Optik 1.0x 10 1.(35x 100 Fasulye, (Zheng ve ark.,
1.0 uM uM Cesme 2011)
QDs/glass
suyu
Cesme,
Amperome 1 nM-5 nehir ve (Lang ve ark.,
AChE/AUNRs/GCE trik M 0.7 nM deniz 2016)
sular1
0.1-125p
PPy-AChE-Geltn- Amperome gV/eL 1.1 gl i (Dutta ve Puzari,
Glut/Pt trik 12.5-150 2014)
png/L
0.05-5
poly(FBThF)/f- Amperome K \g//L 0.022 Cesme (Cancar ve ark.,
MNPS/AChE trik © ng/L suyu 2016)
5-9.28
png/L
0.5-1 pg/L Cesme
Poly(BT)/AChE :[Dr\irlr(merome ve 0.0/3L3 suyu ve Bu ¢alisma
1- 14 pg/L HE st
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4.5.2 Ornek Uygulama

Cesme suyu ve siit orneklerinde standart ekleme yontemi ile parokson igeren
numuneler hazirlanmig ve parokson tespiti i¢in biyosensorlerin uygulanabilirligi
aragtirtlmistir. Paraokson tayini igin ¢esme suyu orneklerine on islem yapilmamaistir.
Siit numunelerinde basit bir seyreltme yontemi kullanilmistir; 2.5 mL siit ve 2.5 mL
pH 7 fosfat tamponu karistirilmistir ve ardindan karisima paraokson eklenmistir.
Sonuglar Cizelge 4.3’de ayrintili olarak verilmistir. Elde edilen yiiksek geri kazanim
degerleri hazirlanan Poli(BT)/AChE temelli amperometrik biyosensoriiniin belirtilen
orneklerde pestisit tayininde uygulanabilirliginin  olduk¢a iyi oldugunu
gostermektedir. Buna gore, diger girisim etkisi gosterebilecek kimyasal tiirler ortamda
bulunurken herhangi bir girisim olmaksizin gergek orneklerde pestisit tayini
yapilabilabilecegi sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.3 Musluk suyu ve siit Orneklerinde parokson tayini geri kazanim
calismalarinin sonuglari.

-- Eklenen Bulunan parokson Geri kazamim
Ornek matriksi parokson (ng/L) (%)
(ng/L) ne
Cesme suyu 0.8 0.76 95.0
Siit 0.8 0.79 98.75

50



5. SONUC ve ONERILER

Tarimsal uygulamalarda etkin olarak kullanilan pestisitlerin besin zinciri
tizerindeki yan etkilerinin zararlar1 agikc¢a bilinmektedir. Bu pestisitler kolinesteraz
enzimlerinin aktivitesini inhibe ederek, merkezi sinir sisteminde ¢esitli hasarlara yol
acmakta ve sergilemis olduklar1 ndrotoksik etki ile sinirsel iletileri engellemektedirler.
Sonug olarak da sinir iletisimi daha az verimli olmakta ve bu da beyin ve viicut
fonksiyonlarinda gerilemeye neden olmaktadir. Dolayisiyla, bu grup pestisitlerin
analizleri olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle, gaz ve likit kromatografisi ile ayirmadan
sonra kiitle spektrometrisi gibi geleneksel, pahali ve zahmetli yontemler yerine ¢abuk
sonug veren, yeni, ucuz ve pratik yontemlerin gelistirilmesi bir ihtiyag¢ haline gelmistir.
Son yillarda, kolinesteraz inhibitorlerinin elektrokimyasal olarak tayinlerinde enzime
dayali biyosensorler oldukga ilgi ¢ekici bir aragtirma sahasi haline gelmistir. Ancak,
enzime dayali biyodedektorlerle tayinlerinde karsilasilan ilk zorluk enzimin elektrot
yilizeyine konumlandirilmasidir. Bunun i¢in ¢esitli yollar bulunmaktadir. Biyosensor
hazirlanmasinda iletken polimerlerin kullanimi, biyosensorleri ¢ok daha kullanisls,
hassas ve pratik hale getirmektedir. Iletken polimerlerin biyosensdr teknolojisiyle
kombinasyonlari, enzimin elektrot yiizeyine pratik bir sekilde ve ¢cogu zaman tek
adimda immobilizasyonunu saglarken, hizli elektron iletimiyle elektrokimyasal cevap
siiresini kisaltmakta ve biyosensoriin kararligini artirmaktadir. Iletken polimer temelli
matrikslere fiziksel ya da kimyasal yollarla immobilize edilen enzimler, Kkatalitik
aktivitelerini koruyarak birden fazla kullanima olanak saglamaktadir. Iletken
polimerlerin kullanimiyla elektron transferinin en hizli sekilde saglanarak sensor
cevabina en hizli sekilde ulasilmasi ve geleneksel yontemlere alternatif hizli, ucuz ve

pratik bir dedektoriiniin tasarlanmasi hedeflenmistir.

Tez kapsaminda floren grubu igeren poli-2,2'-(9,9-dioktil-9h-floren-2,7-
diyl)bistiyofen Poli(BT) olarak adlandirilan polimerin sentezi elektrokimyasal
yontemle gerceklestirilmistir. Daha sonrasinda, Poli(BT) kapli grafit elektrot yiizeye
asetilkolinesteraz enzim immobilizasyonu yapilmistir ve elde edilen biyosensoriin
elektrokimyasal 6l¢iim sistemlerine entegrasyonu saglanmstir. Literatiirde farkl tiirde
birimler; benzimidazol, benzotriazol, karbazol, bitiyofen, floren ve 3,4 etilen
dioksitiyofen (EDOT), elektrokimyasal polimerizasyon, elektrokromik ve biyosensor

uygulamalar i¢in yaygin olarak kullamilmistir. Cok sayida elektroaktif polimerler
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arasinda poliflorenler, gostermis olduklar {istiin 6zellikler sayesinde elektrokimyasal
uygulamalarda siklikla tercih edilmektedir. Elde edilen sonuglara gore, Poli(BT)
polimerinin elektrot yiizeylere basarili bir sekilde modifiye edildigi ve AChE enzimi

i¢in 1yi bir immobilizasyon platformu olusturdugu sdylenebilmektedir.

AChE enzimi, model enzim olarak secilerek capraz baglayici ajan araciligiyla
grafit cubuk elektrot yiizeyinde Poli(BT) polimeri iizerine immobilize edilmistir.
Hazirlanan Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin yiizey karakterizasyonu CV ve SEM
teknikleriyle aydinlatilmistir. Ayrica, yapidaki elemental dagilim EDX analizleri ile
gosterilmistir. Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin analitik karakterizasyonu i¢in ATChCI
varliginda amperometrik 6l¢iimler alinmistir. Tiim bu 6l¢iimler, 10 mL fosfat tamponu
(50 mM, pH 7) olgiim hiicresinde gerceklestirilmistir. Bu olgiimlerde, reaksiyon
hiicresinde elektroaktif tiyokolinin takibine yonelik +0.6 V da izlenmesi temel
alinmustir. Ilgili potansiyel degerine gerekli optimizasyon calismasi neticesinde karar
verilmistir. Olgiimii etkileyecek tiim parametreler optimize edilmistir. Polimer film
kalinligininin biyosensor cevabi {izerine etkisini incelemek amaciyla farkli dongi
sayisina sahip polimerler elektrot yiizeylere kaplanmistir. Poli(BT)/AChE igin
optimum dongii sayis1 10 olarak bulunmustur. AChE miktarinin optimizasyonu icin
farkli AChE miktarlar1 Poli(BT) igeren elektrot yiizeylere immobilize edilerek,
biyosensOr cevaplart kaydedilmistir. Buna gore, en uygun AChE miktar1 7 pL
secilerek, diger ¢alismalar i¢in ayn1 miktarda AChE kullanilarak biyosensorler elde
edilmistir. Enzim immobilizasyonunda kullanilan GA konsantrasyonu da optimize
edilerek % 0.5 olarak bulunmustur. Gelistirilen biyosensor i¢in optimum pH
denemeleri de gergeklestirilmis ve Poli(BT)/AChE biyosensorii i¢in optimum pH 7
olarak bulunmustur. Optimizasyon ¢alismalarinin tamamlanmasindan sonra optimum
sartlarda hazirlanan biyosensoriin analitik karakterizasyonunun yapilmasi amaciyla
amperometrik  Ol¢iimler Poli(BT)/AChE modifiye edilen grafit elektrot ile
gerceklestirilmistir. Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin 0.025-4.0 mM dogrusal AThCI
konsantrasyonu arahigindaki kalibrasyon denklemi y=1.1779x+0.4742 (R?=0.99)
olarak bulunmustur. Ayni zamanda Kwm (gozlenen) ve Imax degerleri hesaplanarak
sirastyla 0.21 mM ve 2.77 pA olarak belirlenmistir. Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin
LOD ve hassasiyet degerleri ise sirasiyla 0.015 mM ve 19.12 pAmM*cm olarak
hesaplanmustir. flaveten, poli(BT)/AChE biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi, belirli
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konsantrasyona sahip AThCI ile alinan sonuglara gore, S.S: £0.16 ve %V.K: % 3.6
olarak hesaplanmistir. Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin operasyonel kararlilik analizi
icin 4 mM AThCI konsantrasyonu ile olgiimler alinmistir. Buna gore, biyosensor
kararliliginda 24 saat boyunca herhangi bir diislis gézlenmezken; 96 saat sonra % 10
aktivite kaybi gozlenmistir. 18 gilinlin sonunda ise gelistirilen Poli(BT)/AChE
biyosensoriin cevabinin yaklasik % 82’sini korudugu goriilmiistiir. Poli(BT)/AChE
biyosensoriinde girisim etkisinin analizi i¢in 6l¢iim hiicresinde son konsantrasyon 0.25
mM olacak sekilde parasetamol, askorbik asit, sitrik asit, glikoz, iire, KCI ve NaCl ayr1
ayr1 substrat olarak eklendiginde, kimyasal bilesiklerin AThCI ile karsilastirildiginda
herhangi bir sinyal degisikligi meydana getirmedigi gozlenmistir. Buna gore, ilgili
kimyasal bilesiklerin Poli(BT)/AChE biyosensorii iizerinde herhangi bir girisim etkisi

gostermedigi sOylenebilmektedir.

Inhibisyon ¢alismalar1 igin biyosensdriin musluk suyu ve siit rneklerinde
pestisiti analiz etme kabiliyeti gosterilmistir. Bu amacla, dncelikle enzim inhibisyonu
icin inkiibasyon siiresi tespit edilmis ve 10 dakika olarak bulunmustur. Sonrasinda,
parokson i¢in kalibrasyon egrisi olusturulmus ve biyosensoriin iki lineer ¢alisma
aralig1 parokson pestisiti i¢in 0.99 lineerizasyon katsayisi ile 0.5 pg/L- 1 pg/L ve 1
ug/L - 14 ng/L olarak bulunmustur. Biyosensoriin tespit limiti ise 0.033 pg/L olarak
belirlenmistir. Poli(BT)/AChE biyosensoriiniin gercek oOrneklere uygulanabilirligi
amaciyla musluk suyu ve siit 0rneklerinde amperometrik pestisit tayini yapilmistir.
Elde edilen sonuglara gore herhangi bir girisim olmaksizin gercek orneklerde pestisit

tayini yapilabilabilecegi sonucuna varilmstir.

Literatiire bakildiginda iletken polimer temelli AChE modifiye ile olusturulan
organofosforlu pestisitlere yonelik az sayida ¢alisma oldugu goriilmektedir. Ayrica,
tez kapsaminda kullanilan Poli(BT) polimerinin kullanildig1 pestisit biyosensoriine
iliskin ¢alisma da bulunmamaktadir. Tez kapsaminda elde edilen tiim sonuglara gore,
Poli(BT) ile modifiye edilen elektrot yiizeylerinin  biyomolekiillerin
immobilizasyonunda basarili bir model oldugu sdylenebilmektedir. Elde ettigimiz iyi
bir biyosensor oOzelligine sahip olan ve uygulanmasi kolay bu biyosensoriin
gelistirilmesinde kullanilan Poli(BT) iletken polimere ilaveten farkli materyallerin
sisteme ilavesi ile biyosensor ozelliklerinin daha da iyilestirilebileceginin miimkiin

olabilecegi dusiiniilmektedir. Ayrica, tez kapsaminda elde edilen bulgular kullanilan
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iletken polimerin diisiik maliyetli, kararli ve iyi biyosensor performansi sergilemesi
gibi 6nemli etkileri g6z onilinde bulunduruldugunda farkli biyosensér uygulamalar

i¢in de yeni stratejilere olanak saglayacagi diistiniilmektedir.
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