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PARAOKSON TAYININE YONELIK REFLEKTOMETRIK GIRiSiIM SPEKTROSKOPISi
TEMELLI SENSOR GELISTIiRILMESI

Sibel EMIR DILTEMIZ ! *, 0zan YAGMUROGLU !

1 Kimya Boliimii, Fen Fakiiltesi, Eskisehir Teknik Universitesi, Eskisehir, Tiirkiye
OZET

Bu ¢alismada, paraokson molekiiliinii tanima bolgelerine sahip reflektometrik girigim spektroskopisi (RIfS) temelli sensor
sistemleri gelistirilmigtir. Bu amagla ilk olarak RIfS cihaz1 ile uyumlu karboksimetildekstran (CMD) biyogip yiizeylerinin
aktivasyonu gergeklestirilmistir. Aktivasyon igleminde 3-dimetilaminopropil-N'-etilkarbodiimid (EDC) ve N-hidroksistiksinimid
(NHS) ¢ozeltileri kullanilmugtir. Biyogip yiizeyinin aktivasyonu saglandiktan sonra Asetilkolinesteraz (AChE) enzimi biyogip
yiizeyine immobilize edilmis ve hazirlanan biyogip farkli derisimlerdeki paraokson ¢ozeltilerinin analizi igin kullanilmugtir. Elde
edilen verilere gore RIfS spektroskopisi temelli olarak paraokson molekiiliiniin ¢alisma araligi 1.97x107 - 5.4x10** M olarak, LOD
(Gozlenebilme Sinir1) degeri 9.9x108 M ve LOQ (Tayin Sinir1) degeri 1.97x107 M olarak hesaplannusgtir.

Anahtar Kelimeler: Paraokson, Reflektometrik girisim spektroskopisi (RIfS), Sensor, Organofosforlu bilesikler

DEVELOPMENT OF REFLECTOMETRIC INTERFERENCE SPECTROSCOPY BASED
SENSOR FOR PARAOKSON DETERMINATION

ABSTRACT

In this study, reflectometric interference spectroscopy (RIfS) based sensor systems, which have particular recognition site
toward to paraoxon molecule was developed. For this purpose, first, the activation of the Carboxymethyldextran (CMD) chip,
which compatible with the RIfS, has been completed. 3-Dimethylaminopropyl-N'-ethylcarbodiimide (EDC) and N-
hydroxysuccinimide (NHS) solutions were used in the activation process. After activating the biochip surface, the
Acetylcholinesterase (AChE) enzyme was transferred to the immobilization step. Afterward, the AChE enzyme immobilization
was accomplished on the biochip surface, and analysis of paraoxon solutions in different concentrations was performed.
According to the obtained results, the working range of the paraoxon molecule based on RIfS spectroscopy had been calculated
as 1.97x107 to 5.4x10™* M, the LOD value as 9.9x108 M and the LOQ as 1.97x107 M.

Keywords: Paraoxon, Reflectometric interference spectroscopy (RIfS), Sensor, Organophosphorus compounds

1. GIRIS

Organofosforlu bilesikler viicuttaki etkilerini sinir iletisini engelleyerek gosterirler. Bu bilesikler
yapilar1 bakimindan genel olarak esterler, amidler ve fosforik asidin tiyol tiirevleridir. Organofosfatlar
lipid ¢oziiniirliige sahiptirler [1]. Bundan dolay1 deri, mukoza, konjonktiva ve solunum yollar1 tarafindan
viicuda alnirlar. Ayrica hayvan ve insan tibbinda kimyasal ajan veya ilag olarak sinir sistemi
caligmalarinda ve askeri amaglarla kimyasal savas ajani olarak da kullanilmaktadirlar [2]. Bu grup
kimyasallar en yaygin sekilde pestisit, insektisit, akarisit vb. olarak kullanilirlar ve ticari olarak kolayca
elde edilebilirler [3, 4]. Organofosforlu bilesiklerin genel kimyasal yapist Sekil 1’de gosterildigi gibidir
ve molekiiliin merkezinde fosfat atomu bulunmaktadir. Genel kimyasal yapida bulunan R1 ve R2,
hidrojen, alkil (siklik yap1 dahil), aril, alkoksi, alkiltiyol ve amino gruplarin1 X ise halojenleri, siyano ve
tiyol gruplarini ve inorganik-organik asitleri temsil etmektedir [5, 6].
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Sekil 1. Organofosforlu bilesiklerin genel kimyasal yapisi

Organofosforlu bilesikler viicuttaki etkilerini asetilkolin esteraz enziminin inhibisyonu {izerinden
gostermektedir. Organofosforlu bilesikler AChE enziminin aktif bolgesinde bulunan serin amino asitine
baglanarak enzim tarafindan hidrolize edilirler [7]. Boylece enzimin aktif bolgesi fosforillenmis olur
[8]. AChE enzimi ile organafosforlu bilesikler arasindaki reaksiyon iki basamakta gerceklesir. Oncelikle
geri doniisiimlii enzim-inhibitér kompleksi olusur [9]. Bu kompleksin olusum hizi organofosforlu bilesigin
yapisina, molekiil biiyiikliigiine ve alkil gruplarina baglidir. Geri doniistimlii kompleks olusumundan sonra
yapidaki alkil grubunun —OH ile yer degistirmesi sonucu geri doniisiimsiiz kompleks meydana gelir. Bu
olay “eskime” olarak adlandirilir ve Sekil 2’de gosterildigi gibi gergeklesir [10].
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Sekil 2. Organofosforlu bilesikler ile AChE arasindaki reaksiyon

Paraokson, molekiil agirligi 275.2 g mol? ve kapali formiilii C10H14NOgP olan bir organofosforlu
bilesiktir. Kimyasal adi 0,0-dietil-0-p-nitrofenil fosfattir. Paraokson molekiilii insan viicudunda AChE
enzimi inhibitorii olarak davranir [11]. Paration molekiiliiniin aktif metabolitidir ve AChE enzimini
inhibe etme yetenegi ¢ok giicliidiir [12]. insektisitler arasinda inhibisyon agisindan en kuvvetli
organofosforlu bilesiklerden birisidir [13-15]. Paraokson, sinir ajani sarin molekiiliiniin % 70
kuvvetindedir ve deri tarafindan emilimi oldukg¢a kolay olmasi nedeniyle canlilarda toksik etkilere yol
acacagindan kullanimi kisithdir [16]. Paraokson molekiiliiniin kimyasal yapis1 Sekil 3’de verilmistir.
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Sekil 3. Paraokson molekiiliiniin kimyasal yapisi

Kimyasal sensoérler numune igerisindeki analitin derisimine bagli olarak elde ettikleri kimyasal bilgiyi
sinyale doniistiiren sensor sistemleridir. Elde edilen kimyasal bilgi analitin sensor ylizeyinde girdigi bir
reaksiyon araciligiyla veya ortamin degisen fiziksel 6zellikleri yardimiyla elde edilebilir. Kimyasal
sensorler algilayici kisminin  6zelliklerine goére smiflandirilabilir [17]. Herhangi bir kimyasal
reaksiyonun olmadigi, sadece ortamdaki absorbans degisimi, refraktif indeks, iletkenlik, sicaklik ve
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kiitle degisimi gibi fiziksel degisimlerden yararlanarak 6l¢iim yapilan sensér sistemleri de mevcuttur.
Analit ortami ile algilayici tabaka arasindaki reaksiyon sonucu meydana gelen degisikliklerden
yararlanarak ol¢iim yapilabilir [18]. Bu sensorler kimyasal ilkeye dayali kimyasal sensorler olarak
adlandirilabilirler. Algilayic1 tabakada biyolojik bir molekiiliin oldugu ve meydana gelen sinyalin
biyokimyasal bir siire¢ sonucunda elde edildigi kimyasal sensorlere ise biyokimyasal sensor adi
verilmektedir [19, 20].

Reflektometrik girisim spektroskopisi beyaz 1s18in ince yiizey iizerinden yansimasi temeline dayanan,
etiketlemeye ihtiyag duymayan bir tayin metodudur. Bu yontemde kullanilan biyogipler cam yiizeye
sahiptir. Tipik bir biyog¢ip 6rnegi Sekil 4’de verilmistir.

Sekil 4. CMD biyogip

Biyocip yiizeyinin cam olmasi fonksiyonel gruplarin baglanmasini kolaylagtirmaktadir. Biyogip
yiizeyine immobilize edilen ligand ile analit molekiilii etkilesime girdiginde biyogip yiizeyinin kalinlig
artar ve bunun sonucunda da sensorgramda degisim meydana gelir. Biyogip yiizeyine ligand olarak
antijenler, antikorlar, proteinler, peptitler, niikleik asitler, aptamerler immobilize edilebilir. Cam yiizeye
ligand immobilizasyonu ve analit ile etkilesiminin sematik gosterimi Sekil 5a ve Sekil 5b’de verilmistir.

Biyocip yiizeyine ligand molekiiliiniin immobilizasyonundan sonra analit molekiilleri ligand
molekiillerine segici bir sekilde baglanir. Bunun sonucunda sensor yiizeyinde bir kalinlik artis1 meydana
gelmis olur ve yiizeyin kirilma indisinde degisim olur. Bu durum Sekil 5c¢’de gosterilmistir. Optik
kalinlikta meydana gelen degisim girisim sensorgraminda degismeye yol agar ve bu sayede analit
molekiiliiniin baglanma davranisi izlenir, baglanan analit miktari1 i¢in nicel bilgi almak miimkiin olur.

Biyogcip ylizeyine analit molekiilleri baglanmaya bagladiginda reflektometrik girisim spektrometresi
cihazinda sinyal artisi meydana gelmektedir. Sinyalin arttig1 bu siirece baglanma siireci denilmektedir.
Numune analizi sona erdikten sonra biyogip ylizeyine baglanan analit molekiillerinin uzaklastirilmasi
basamagina gecilmektedir. Bu siirece ise ayrilma siireci denilmektedir. Biyogip yiizeyinden baglanan
tiim analit molekiillerinin uzaklagtirilip analiz 6ncesi duruma doniilmesine ise yenileme (rejenerasyon)
adi verilmektedir (Sekil 5d).

Paraokson tayinine yonelik olarak yapilmus literatiir ¢aligsmalar1 incelendiginde elektrokimyasal sensor
sistemlerinin, kuantum nokta nano sistemlerinin, kromatografik yontemlerin, spektroskopi temelli
caligmalarin ve molekiil baskil1 polimer sistemleri ile modifiye edilmis kuvars kristal mikroterazi temelli
caligmalarin bulundugu goriilmektedir. Yapilan calismalarin biiyiikk kisminda organofosfatlarin
hidrolizinden yararlanilmig ve hidroliz sonucunda meydana gelen tepkime bilesenlerinin derigim
degisimleri analizin temelini olusturmustur [21-25]. Literatiirde cesitli organofosfatlarin tayini i¢in
reflektometrik girisim spektroskopisi temelli yapilmis ¢alisma bulunmakta fakat paraoksan tayini i¢in
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir [26]. Bu ¢alismada, paraokson molekiiliinii taniyan ve baglayan
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karboksimetildekstran modifiye edilmis biyogipler kullanilarak asetilkolin esteraz enzim temelli
reflektometrik girisim spektroskopisi (RIfS) sensdr sistemi gelistirilmistir.

. Analit
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immobilize Ligand
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# Faman

Eikilegim Siireci

(d)
Sekil 5. (a) Ligand immobilize biyogip (b) Analit ile etkilestirilen biyocip (c) Analit ile etkilesimden sonra yilizey
morfolojisindeki degisim (d) Reflektometrik girisim spektroskopisi 6l¢iim basamaklar1

2. MATERYAL VE METOT

Deneysel ¢alismalarda kullanilan Paraokson, Asetilkolin esteraz (AChE), N-hidroksisiiksinimid (NHS),
(3-Dimetillaminopropil)-N'-etilkarbodiimid (EDC), Glisin, HCI, Etanolamin ve 4-(2-hidroksietil)-1-
piperazinethansiilfonik asit Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) firmasindan temin edilmistir. Diger biitiin
kimyasallar ve biyokimyasallar analitik saflikta olup, Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan
saglanmustir. Reflektometrik girisim spektroskopisi 6lgtimleri i¢in Analytic Jena marka, Biaffinity (Jena,
Almanya) model spektrofotometre ve yine Biaffinity cihazi ile uyumlu karboksimetildekstran modifiye
biyogipler kullanilmigtir. pH dl¢limleri WTW Series InoLab pH730 model pH metre ile yapilmustir.
Deneylerde kullanilan su; yiiksek akigli seliiloz membranli Barnstead (Dubuque, [A) Ropure LP® ters
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ozmoz lnitesinde isleme tabi tutulduktan sonra Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloidal
uzaklagtirma ve dolgulu iyon degisim sistemi kullanilarak saflagtirilmistir. Elde edilen saf suyun
iletkenligi 18 megaohm/cm'dir.

2.1. Karboksimetildekstran (CMD) Biyog¢ip Yiizey Aktivasyonu

AChE enzim immobilizasyonu oncesinde sensor yiizeyinin aktivasyonu i¢in RIfS cihazina ilk olarak
yikama biyogipi yerlestirilmis ve cihaz saf su ile 10 dakika boyunca yikama islemine tabii tutulmustur.
Ardindan 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansiilfonik asit (HEPES) tamponu sistemden 10 dakika
boyunca gegirilerek nano boyuttaki akis kanallar1 tampon sistemi ile doygun hale getirilmistir. Sisteme
immobilizasyon yapilacak olan CMD biyogip yerlestirilmis ve akis hiz1 5 uLL. min olarak ayarlanarak
biyocip tizerindeki iki kanaldan gegirilmistir.

Tampon gegisinden sonra 0.1 M N-hidroksistiksinimid (NHS) ve 0.1 M 3-dimetilaminopropil-N'-
etilkarbodiimid (EDC) ¢ozeltileri hacimce 1:1 oraninda karistirilmis ve bu karisimin 70 pL’si 5 pL min®
! akis hizinda CMD biyogip ile etkilestirilerek amid temelli bir aktivasyon gergeklestirilmistir.
NHS/EDC ¢ozeltisinin biyogip yiizeyinden gegisi bittikten sonra yiizey aktivasyonu tamamlanmustir.
Yiizey aktivasyonunun sematik gosterimi Sekil 7°de verilmistir.
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Sekil 6. CMD biyogipin ylizey aktivasyonunun sematik gésterimi
2.2. CMD Biyocip Yiizeyine AChE immobilizasyonu

Yiizey aktivasyonu tamamlandiktan sonra, ¢oziicii olarak HEPES tamponu kullanilarak 1,33x10° M
AChE enzim ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti akis hiz1 5 pL min? ve hacim 200 pL olacak
sekilde aktive edilen biyogip ile etkilestirilmistir. Bu asamada ¢6zelti akis1 biyogip tizerindeki tek kanaldan
gecirilecek sekilde yapilmistir. Béylece biyogip yiizeyinin bir boliimiine enzim immobilize edilmeyerek
referans ylizey olusumu saglanmistir. Bu ¢aligma kosullart altinda enzim ¢6zeltisi biyogip ylizeyinden 40
dakika boyunca gecirilmistir. Enzim gecisi tamamlandiktan sonra enzimin spesifik olmayan baglanma
bolgelerini kapatmak amaciyla etanolamin ¢ozeltisi akis hizi 5 uL min™ ve hacim 70 pL olarak ayarlanarak
biyogip yiizeyinden gegirilmistir. Immobilizasyon isleminin bitiminden sonra temel sinyalde olusan
degisim incelenerek immobilizasyonun gerceklesip gergeklesmedigine karar verilmistir.

2.3. Hazirlanan Sensorlerin Paraokson Tayininde Kullanilmasi

Biyogip yiizeyine AChE enzim immobilizasyonu gergeklestirildikten sonra farkli derisimlerde
paraokson ¢dzeltilerinin analizi yapilmustir. Olgiim yapilmaya baslanmadan dnce enzim immobilize
biyogip cihaza 6l¢iim pozisyonunda yerlestirilmis ve 10 dakika boyunca 10 pL min? akis hizinda
HEPES tamponu ile muamele edilerek yiizeyin doygunluga ulagmasi saglanmistir. Ardindan RIfS
cihazinin farkli giris portlarina sirastyla 200 pL farkli derisimlerdeki paraokson ¢ozeltileri, 50 pL glisin
ve 50 uL HCI ¢ozeltisi yerlestirilerek deneysel 6l¢iim basamaklari gergeklestirilmistir. Paraokson
molekiillerinin AChE immobilize biyog¢ip ylizeyine baglanma miktar1 sinyaldeki artis miktarindan
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belirlendikten sonra gegirilen glisin ve HCI ¢ozeltileri ile biyogip ylizeyinin rejenerasyonu saglanmstir.
Bu sekilde ardisik olarak farkli paraokson derisimleri i¢in 6l¢iimler alinmistir.

3. BULGULAR
3.1. AChE immobilize CMD Biyog¢ipin Sensorgraminin Alinmasi

AChE enzimi biyogip yiizeyine baglandiginda yiizeyin kirtlma indisinde degisim olacagindan elde
edilen sensorgramda artis beklenmektedir. Elde edilecek artis immobilizasyon isleminin gergeklestigini
gosterecektir. Bu nedenle AChE enziminin immobilizasyonu sirasinda CMD biyogipe ait sensorgram
almmustir. Elde edilen sensorgram Sekil 7°de gosterildigi gibidir ve girisim siddetindeki 200 IU birimlik
artis immobilizasyonun basari ile gergeklestirildigini gostermektedir.

Girigim Siddeti (1U)

Zaman (s)

Sekil 7. AChE enzim immobilizasyonu sonucu elde edilen sensorgram
3.2. Farkh Derisimlerdeki Paraokson Cozeltilerinin Sensorgramlarinin Alinmasi

Hazirlanan AChE immobilize CMD biyogip yiizeyi, farkli derisimlerde paraokson c¢ozeltileri ile
etkilestirilmis ve artan derisimlerdeki (3.6x10% M-5.4x10* M) paraokson ¢ozeltileri i¢in elde edilen
sensorgram verileri Sekil 8(a-g)’de verilmistir. Sensorgramlardan goriildiigii gibi paraokson derigimi
arttikca yiizeye baglanan paraokson miktar1 artmakta ve dolayisiyla yiizey kalinhig1r degismektedir.
Bunun sonucunda biyogipin kirma indeksi degigsmekte ve bu sonug girisim siddetinde artis olarak ortaya
¢ikmaktadir.
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Sekil 8. (a) 3.6x108 M paraokson ¢dzeltisi (b) 3.6x107 M paraokson ¢dzeltisi (c) 3.6x10°® M paraokson ¢dzeltisi (d) 3.6x10°
M paraokson ¢ozeltisi (¢) 1.8x10* M paraokson ¢ozeltisi (f) 3.6x10* M paraokson ¢dzeltisi ve (g) 5.4x104 M
paraokson ¢zeltisi i¢in elde edilen sensorgramlar.

3.3. RIfS él¢iimleri Sonucunda Paraokson I¢in Kalibrasyon Grafiginin Cizilmesi

Paraoksona ait farkli derisimlerdeki numuneler i¢in alinan 6l¢lim sonuglari asagidaki Tablo 2’de
verildigi gibidir.

Tablo 2. Paraokson ¢ozeltileri i¢in elde edilen 6lgtim sonuglart

ppm (mg L) Molarite (M) -log (C) 19]
0.01 3.6x108 7.44 7

0.1 3.6x107 6.44 35

1 3.6x106 5.44 70

10 3.6x10° 4.44 111

50 1.8x10* 3.74 135

100 3.6x10* 3.44 155

150 5.4x10* 3.27 165

Bu o6l¢iim sonuglarma gore cizilen kalibrasyon grafigi Sekil 9’da verilmistir. Olgiimler iic kez
tekrarlanmis ve her bir veri seti i¢in ortalama degerler ve standart sapmay1 hesaplamak iizere standart
istatistiksel yontemler uygulanmustir. Giiven aralifi % 95 tutulmustur.
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Sekil 9. Reflektometrik girisim spektroskopisinde farkli derisimlerdeki paraokson numunelerine ait kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon dogrusu igin paraoksonun galisilan en yiiksek derisimi olan 5.4x10* M degerine kadar
reflektometrik girisim spektroskopisinde dogrusal bir iliski oldugu gozlenmis ve korelasyon katsayisi
0.9917 olarak bulunmustur. LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasi amaciyla kor ¢ozeltisi igin 5 farkli
Olglim alinmis ve alinan 6lglim sonuglarina ait standart sapma degerinin 3.3 katinin kalibrasyon
grafiginin egim degerine oran1 LOD degerinin, 10 katinin kalibrasyon grafiginin e§im degerine orani
LOQ degerinin hesaplanmasinda kullanilmistir. Yapilan hesaplamalar sonucunda LOD degeri 9.9x10°8
M, LOQ degeri 1.9x10” M olarak bulunmustur.

4. TARTISMA VE SONUC

Bu caligmada, paraokson molekiiliinii taniyan ve baglayan reflektometrik girisim spektroskopisi (RIfS)
temelli sensor sistemi gelistirilmistir. Bu amagla ilk olarak CMD biyogip yilizeyine AChE enzim
immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Immobilizasyon islemine baslamadan 6nce CMD biyogip
ylizeyinin  aktivasyonu gerceklestirilmistir. Bunun i¢in CMD  biyogip ylizeyinden 3-
dimetillaminopropil-N'-etilkarbodiimid ve N-hidroksisiiksinimid ¢ozelti karisimi gegirilmistir. Yiizey
aktivasyonu tamamlandiktan sonra biyogip yiizeyinden 5 pL min? akis hizinda ve 200 pL hacminde
1,33x10° M AChE ¢ozeltisi gegirilmistir. Enzim immobilizasyonundan sonra biyogip yiizeyinden
etanolamin ¢ozeltisi gegirilerek spesifik olmayan baglanma bolgeleri kapatilmistir. Immobilizasyon
isleminin bitiminden sonra temel sinyalde olusan degisim incelenerek immobilizasyonun gergeklesip
gerceklesmedigi kontrol edilmistir. Sinyalde goriilen artis, immobilizasyonun bagarili bir sekilde
tamamlandigin1 gostermistir. Biyogip yiizeyine AChE enzim immobilizasyonu gerceklestirildikten
sonra farkli derisimlerde paraokson ¢ozeltilerinin analizi yapilmistir. Bu amagla 3.6x108M-5.4x10* M
arasinda degisen derisimlerde paraokson ¢ozeltileri kullanilmistir. Elde edilen 6l¢tim sonuglart grafige
gegirilerek kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Reflektometrik girisim spektroskopisinde elde edilen
kalibrasyon grafigi i¢in paraoksonun ¢alisma araligi 1.9x107" M-5.4x10* M olarak ve elde edilen grafige
ait korelasyon katsayist1 0.9917 olarak bulunmustur. LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasi
maksadiyla kor ¢ozeltileri hazirlanarak 6l¢iim alinmistir. Yapilan hesaplamalar sonucunda LOD degeri
9.9x10% M, LOQ degeri 1.97x107 M olarak bulunmustur. Bu sonuglar géstermektedir ki gelistirilen
RIfS temelli yontem kullanilarak ¢ok diisiik miktarlardaki paraokson tayini yapilabilmektedir. Ayrica
paraokson digindaki diger organofosfat bilesikleri de viicut igerisinde asetilkolin esteraz enzimini inhibe
etme Ozelligine sahip oldugu igin gelistirilen asetilkolinesteraz enzimi immobilize edilmis bu RIfS
sensOr sistemi, paraokson disindaki organofosfat bilesiklerininde de tayini i¢in de kullanilabilir
niteliktedir.
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