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In this study nano enzyme system based sensor has been developed for detection of nerve agents
used in chemical weapons production. The chemical substances forming the nerve agents are
included in the group of organophosphorus compounds. Paraoxon was used as the organophosphorus
compound. Paraoxon molecule irreversibly inhibits the acetylcholinesterase enzyme (AChE). In this
respect, it is preferred because of its similarity to nerve agents.
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Figure A. Graphical representation of the study

Purpose: The aim of this study is to develop a sensor that can simultaneously determine the nerve
agent molecule in the environment. For this purpose, a sensing layer based on the interaction between
the AChE enzyme and the nerve agent has been developed.

Theory and Methods: Paraoxon molecule irreversibly inhibits the acetylcholinesterase enzyme
(AChE). In this respect, it is preferred because of its similarity to nerve agents. In the sensor system,
nano enzyme synthesized according to photosensitive cross-linking method with ruthenium based
amino acid monomers was used as sensor layer. The fluorescence spectrum of the obtained nano
enzyme was taken and observed to show fluorescence. As a result of the analyzes, working conditions
were determined as wavelength of 300 nm and pH of 7,4.

Results: The fluorescence intensities of the paraoxon samples, which ranged from 0.01 ppm to 200
ppm, were measured after interaction with the nano-enzyme at 300 nm wavelength and 7.4 pH.
Calibration graph is drawn by using the obtained data. According to the experimental results, the
LOD value of the sensor system based on the Nano AChE enzyme was calculated as 6,0x10 M, and
the LOQ was calculated as 6.98x108M.

Conclusion: The fluorescence intensities obtained in the study were transferred to the calibration
graph. In the graphic obtained, a close relationship was observed and the regression coefficient was
found to be 0.9692. In order to calculate LOD and LOQ , blank solutions were prepared and 5
different measurements were taken. As a result of the calculations, the LOD value was 6.0x10¢ M
and the LOQ value was 6.98x10¢ M. These results show us that with the developed method, very
low amounts of paraoxon samples can be analyzed.
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Bu ¢alismada; kimyasal silah yapiminda kullanilan sinir ajanlarinin algilanmasina yonelik nano
enzim sistemi temelli sensor gelistirilmistir. Sinir ajanlarimi olusturan kimyasal maddeler
organofosforlu bilesik grubu icerisinde yer almaktadir. Calismada organofosforlu bilesik olarak
paraokson kullanilmigtir. Paraokson molekiilii asetilkolinesteraz enzimini (AChE) geri
doniisiimsiiz olarak inhibe etmektedir. Bu yOniiyle sinir ajanlarina benzemesinden dolay tercih
edilmistir. Sensdr sisteminde algilayici tabaka olarak rutenyum tabanli aminoasit monomerleriyle
fotosensitif ¢apraz baglama yontemine gore sentezlenen nano enzim sistemi kullanilmigtir. Elde
edilen nano enzimin floresans spektrumu alinnmus ve floresans 6zelligi gosterdigi gozlemlenmistir.
Yapilan analizler sonucunda ¢alisma kosullar1 300 nm dalga boyu ve 7,4 pH olarak belirlenmistir.
300 nm dalga boyu ve 7.4 pH degerinde, 0.01 ppm ile 200 ppm arasinda degisen paraokson
numunelerinin nano enzim ile etkilestikten sonraki floresans siddetleri 6l¢lilmiistiir. Elde edilen
veriler kullanilarak kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Deneysel sonuglara gore, Nano AChE enzimi
temelli sensér sisteminin LOD (Gozlenebilme Sinirt) degeri 6,0x108 M, LOQ (Tayin Siir1)
degeri 6,98x10® M olarak hesaplanmistir. Geligtirilen bu nano enzim sistemi temelli sensor ile
eser miktarda analit igeren numunelerin analizini yapmak miimkiindjir.

Development of Nano Ache Enzyme Based Sensor for
Determination of Nerve Agents Used in Chemical Weapons

Abstract

In this study; Nano enzyme system based sensor system has been developed for detection of nerve
agents used in chemical weapons production. The chemical substances forming the nerve agents
are included in the group of organophosphorus compounds. Paraoxon was used as the
organophosphorus compound. Paraoxon molecule irreversibly inhibits the acetylcholinesterase
enzyme (AChE). In this respect, it is preferred because of its similarity to nerve agents. In the
sensor system, nano enzyme system synthesized according to photosensitive cross-linking
method with ruthenium based amino acid monomers was used as sensor layer. The fluorescence
spectrum of the obtained nano enzyme was taken and observed to show fluorescence. As a result
of the analyzes, working conditions were determined as wavelength of 300 nm and pH of 7,4.
The fluorescence intensities of the paraoxon samples, which ranged from 0.01 ppm to 200 ppm,
were measured after interaction with the nano-enzyme at 300 nm wavelength and 7.4 pH.
Calibration graph is drawn by using the obtained data. According to the experimental results, the
LOD value of the sensor system based on the Nano AChE enzyme was calculated as 6,0x10% M,
and the LOQ was calculated as 6,98x10-8M.

1. GIRiS INTRODUCTION)

Toksik etkileri sonucunda canlilari; 6ldiirme, yaralama veya temel yasam fonksiyonlarini bozarak etkisiz
hale getirme gibi 6zelliklere sahip kimyasal maddelere genel olarak kimyasal savas ajan1 denilmektedir.
1993 yilinda imzalanan Kimyasal Silahlar S6zlesmesine gore; kimyasal savas ajanlarmi yaymak igin
kullanilan her tiirlii techizat kimyasal silah olarak tanimlamistir. Bu silahlar; insanlari 6ldiirmenin yaninda,
bitkisel, hayvansal besin stoklarini bulas ile kullanilamaz hale getirme, ekonomik degeri yliksek hedefleri
islemez hale getirme, asker-sivil personeli koruyucu giysi, ara¢ kullanmak zorunda birakarak hareket
kabiliyetlerini azaltma ve askeri birlikleri istenilmeyen yonlere sevk etme gibi amaglarla kullanilmaktadir
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[1]. Kimyasal savas ajanlari viicuda deri, solunum sistemi, sindirim sistemi ve gozler yoluyla
girebilmektedir. Bunlar; gaz, buhar, aerosol halinde solunduklarinda burun ve agiz yoluyla viicuda
alinmaktadirlar. Sivi veya kat1 haldeki kimyasal ajanlar genel olarak deriyle temas ettiklerinde etkilerini
gostermektedirler. Kimyasal silahlarda kullanilan kimyasal savas ajanlari; fiziksel 6zelliklerine, kimyasal
ozelliklerine, askeri kullanim amaglarina, toksik oOzelliklerine ve etkilerine gore farkli simiflara
ayrilabilmektedir. Genel olarak kimyasal savas ajanlari toksikolojik 6zelliklerine gore siniflandirilmaktadir.
Toksikolojik 6zelliklerine gore kimyasal savas ajanlari; sinir ajanlari, yakici ajanlar, kan zehirleyici ajanlar,
bogucu ajanlar, 6ldiiriicii olmayan kimyasal ajanlar olarak 5 farkli sinifa ayrilmaktadir [2].

Sinir ajanlarmin kesfi daha etkili pestisit gelistirmek i¢in yapilan caligmalara dayanmaktadir. Hem
pestisitlerin hem de sinir ajanlarinin molekiil yapilari organofosforlu bilesiklere dayanmaktadir. Sinir
ajanlan ilk kez II. Diinya Savasi’dan once gelistirilmeye baglanmustir. II. Diinya Savasi esnasinda ve
sonrasinda yeni ve daha etkili ajanlar iiretmek igin ¢aligmalar artarak devam etmistir. Ik bulunan sinir ajan
tabundur. Ilerleyen yillarda ise sarin, soman ve VX ajanlar1 gelistirilmistir. Bilinen bazi sinir ajanlar ise;
Tabun (GA), Sarin (GB), Soman(GD), Siklosarin (GF), VX, VR-55, Goman, TGD’dir. Sinir ajanlarina
maruz kalindiginda olusacak etkiler; burunda sebepsiz yere akinti, tiikiiriik salgilanmasinda artis, zor nefes
alip verme, gogiiste sikisma hissi, goz bebeklerinde kiiciilme, gérmede bulaniklik, bas agris1 ve bas
donmesi, asir1 terleme, kusma, ¢irpinma, kaslarda kasilma olarak siralanabilir. Sinir ajaninin yarattig etki,
maruziyet sekline gore degismektedir. Sadece ylizeysel bir temasta ortaya ¢ikan belirtiler ile viicuda
emilimi sonucu ortaya ¢ikan belirtiler farklilik gostermektedir. Sinir ajanlarininda yapisini olusturan
organofosforlu bilesikler viicuttaki etkilerini sinir iletisini engelleyerek gosterirler. Bu bilesikler yapilar
bakimindan genel olarak esterler, amidler ve fosforik asidin tiiol tiirevleridir. Organofosforlu bilesikler lipid
¢Oziiniirliige sahiptirler [3]. Bundan dolay1 deri, mukoza, konjoktiv ve solunum yollar tarafindan viicuda
alinirlar. Bu bilesikler hayvan ve insan tibbinda ilag olarak, tarimsal uygulamalarda pestisit olarak ve askeri
amagclarla ise kimyasal savas ajani olarak kullanilmaktadirlar [4]. Organofosforlu bilesiklerin genel
kimyasal yapilari su sekildedir; molekiilin merkezinde fosfor atomu bulunmakta ve fosfor atomu oksijen
veya siilfiir ile ¢ift bag yapmaktadir. Genel kimyasal yapida bulunan R1-R2; hidrojen, alkil (siklik yap1
dahil), aril, alkoksi, alkiltiyol ve amino gruplarini temsil etmektedir [2,5]. X ise halojenleri, siyano ve tiyol
gruplarimi ve inorganik-organik asitleri temsil eder. Organofosforlu bilesiklerin genel kimyasal yapis1 ve
sarin molekiiliiniin kimyasal yapis1 Sekil 1.”de gosterilmistir.

Sekil 1. (a) Organofosforlu bilesiklerin genel molekiil yapisi, (b) Sarin molekiilii

Organofosforlu bilesikler (OPB) viicuttaki etkilerini asetilkolinesteraz enziminin inhibisyonu tizerinden
gostermektedir. OPB’ler AChE (Asetilkolinesteraz) enziminin aktif bolgesinde bulunan serin amino asitine
baglanarak enzim tarafindan hidrolize edilirler [6]. Boylece enzimin aktif bolgesi fosforillenmis olur [7].
AChHE enzimi ile OPB’ler arasindaki reaksiyon iki basamakta gerceklesir. Oncelikle geri doniisiimlii enzim-
inhibitor kompleksi olusur [§8]. Bu kompleksin olusum hizi organofosforlu bilesigin yapisina, molekiil
biiyiikliigline ve alkil gruplarina baglidir. Geri doniisiimlii kompleks olusumundan sonra yapidaki alkil
grubunun —OH ile yer degistirmesi sonucu geri doniisiimsiiz kompleks meydana gelir. Bu olay eskime
olarak adlandirilir (Sekil 2.) [9].
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Sekil 2. Organofosforlu bilesikler ile AChE arasindaki reaksiyon

Paraokson; molekiil kiitlesi 275.2 g/mol ve kapali formiilii C10H14NOgP olan bir organofosforlu bilesiktir.
Kimyasal adi o,o-dietil-0-p-nitrofenil fosfattir. Paraokson molekiilii insan viicudunda asetilkolinesteraz
(AChE) enzimi inhibitorii olarak davranir [10]. Paration molekiiliiniin aktif metabolitidir. AChE enzimini
inhibe etme yetenegi c¢ok giicliidiir [9]. Insektisitler arasinda inhibisyon acisindan en kuvvetli
organofosforlu bilesiklerden birisidir [12,13,14]. Sinir ajan1 sarin molekiiliiniin %70 kuvvetindedir ve
canlilarda toksik etkilere yol agacagindan dolay:r kullanimi kisitlidir. Deri tarafindan emilimi oldukca
kolaydir [15]. Paraoksonun molekiil yapist Sekil 3’te verilmistir.
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Sekil 3. Paraoksonun (O,0-dietil-O-p-nitrofenil fosfat) molekiil yapisi

Kimyasal sensorler numune igerisindeki analitin derisimine bagl olarak elde ettikleri kimyasal bilgiyi
sinyale doniistiiren sensor sistemleridir. Elde edilen kimyasal bilgi analitin sensor ylizeyinde girdigi bir
reaksiyon araciligiyla veya ortamin degisen fiziksel Ozellikleri yardimiyla elde edilebilir. Kimyasal
sensorler algilayici kismmin &zelliklerine gore siniflandirilabilir [16]. Kimyasal reaksiyonun olmadigi
sadece ortamdaki fiziksel degisimlerden yararlanarak dl¢lim yapilan kimyasal sensorler mevcuttur. Bu tarz
kimyasal sensorlerde absorbans degisimi, floresans degisimi, refraktif indeks, iletkenlik, sicaklik ve kiitle
degisimi Olciilmektedir. Analit ortam ile algilayici tabaka arasindaki reaksiyon sonucu meydana gelen
degisikliklerden yararlanarak da Glglim yapilabilir [17]. Bu sensorler kimyasal ilkeye dayali kimyasal
sensorler olarak adlandirilabilirler. Algilayici tabakada biyolojik bir molekiiliin oldugu ve meydana gelen
sinyalin biyokimyasal bir siire¢ sonucunda elde edildigi kimyasal sensorlere ise biyokimyasal sensor
denilmektedir [18-23].

Nanoteknoloji kavraminda gegen “Nano” 6n eki Latinceden gelmektedir ve “ciice, ¢ok kii¢iik” anlaminda
kullanilmaktadir. Kimya alaninda nano kelimesi uzunluk kavraminda nanometreyi ifade etmektedir [24].
Nanometre metrenin milyarda bir biiyiikliigiine karsilik gelmektedir [25]. Nanometre ifadesinin boyutsal
olarak daha iyi anlagilmasi bakimindan degisik biiyiikliiklere sahip varliklarin kiyaslanmasindan
yararlanilabilir. Ornegin; bir kagidin kalinligr yaklasik 100000 nm, insan sag teli yaklasik 25000 nm, DNA
sarmali 2 nm civarindadir. Madde kiigiildiikge 6zelliklerinde de degismeler meydana gelmektedir. Boyutlar
azaldikca maddenin kuantum davraniglart maddenin fiziksel Ozelliklerinin belirlenmesinde 6n plana
¢ikmaktadir. Nano boyuttaki maddelerde, atom yapisinin, bagli atomlarin cinsinin, yapinm biyiikliigliniin
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maddenin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri {izerinde biiyiik etkileri oldugu goriilmektedir. Bu duruma 6rnek
olarak karbon atomlar1 gosterilebilir. Karbon atomlarindan olusan bir elmas kristali yalitkan &zellik
gosterirken, karbon atomu ise yliksek derecede iletkenlik 6zelligine sahiptir [25]. Nanoteknoloji; boyutlari
nanometre seviyesinde olan ve Ozellikleri agisindan degerlendirdiginde ¢ok biiyiik avantajlar saglayan
malzemelerin tiretimini ve gelistirilmesini tanimlamaktadir [26]. Nanoteknoloji ile amaglanan, istiin
ozelliklere sahip malzemeler ve sistemler iireterek bunlar1 nano boyutta elde edilebilir kilmaktir. Suan
kullanilmakta olan nanoteknoloji kavrami 1959 yilinda Amerikan Fizik Toplulugu’na konusma yapan
Richard Feymann tarafindan ortaya konulmustur. Baglig1 “En altta biraz yer var” olan konusmasinda giiniin
birinde kalin ansiklopediklerin toplu igne ucundan kiigiik alana sigdirilacagini ifade etmistir. Ilerleyen
yillarda yaptig1 ¢caligmalarla Nobel 6dili almistir. 1981 yilinda taramali tiinel mikroskopunun (STM) icad1
ve 1984 yilinda atomik kuvvet mikroskopunun (AFM) icadiyla nano boyutta 6l¢liim yapilmaya baglanmistir
[25].

Makro boyuttaki bir malzemenin nano boyuttaki 6zellikleri incelendiginde bir¢ok 6zelliginde farkliliklar
oldugu belirlenmistir. Nano boyutu somut olarak canlandirmak gerekirse on tane yan yana konulmus
hidrojen atomu bir nanometre, DNA molekiilleri yaklagik olarak 2 nm, viriis 150 nm, biyolojik hiicrelerin
cap1 ise bin nanometredir [27]. Nanoteknolojik malzemeler olarak tanimlanan yapilar; nanokristaller,
nanopartikiiller, nanotiipler, nanoteller, nanogubuklar veya nano ince filmler gibi farkli siniflara
ayrilmaktadir. Boyutsal olarak 100 nm ve daha kiiclik olan toz halindeki maddelere nanopartikiiller
denilmektedir. Nanopartikiillerin diger maddelerden en 6nemli farki ve iistiinliigii; kuantum boyut etkileri,
elektronik yapilari ile boyutlari arasindaki iliski, yiiksek yiizey/hacim orami olarak siralanabilir [25, 28].
Gilinlimiizde kullanilan malzemelerin ve teknolojilerin nano boyuta tasinmasi ile birlikte nanotasiyicilar,
sensorler, nanomakinalar ve yiiksek kapasiteli veri depolama hiicreleri gibi 6zgiin 6zelliklere sahip
kiigiiltiilmiis cihazlarin iiretilmesinin 6nii agilmistir [29]. Nanopartikiiller 6zelliklerine gore en basit sekliyle
su sekilde siiflandirilabilir; karbon bazli nanopartikiiller (karbon nanotiipler), metal bazli nanopartikiiller
(altin kolloidler, nanogubuklar), yar1 iletken bazli nanopartikiiller (kuantum noktalar1 vb.). Nanopartikiiller
yapilar geregi kararsizdirlar. Kararsizlik nedeniyle ¢ozeltileri hazirlanirken topaklanma olusumu meydana
gelir ve homojen c¢ozeltilerinin hazirlanmasint zorlastirir. Bunun 6niine ge¢mek i¢in farkli sentez
yontemleri ve farkli yiizey modifikasyonlart gelistirilmistir. Cozelti hazirlanacakken ortama yiizey aktif
maddeler ilave edilerek topaklanma onlenebilmektedir [30]. Nanopartikiillerin tiretim yaklagimlar1 Sekil
4’te gosterilmektedir.
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Sekil 4. Nanopartikiil iiretiminde kullanilan yéntemler

Nanopartikiillerin elde edilme ydntemlerini smiflandirirken boyutsal yap1 temel alinabilecegi gibi,
baslangi¢ fazlarindan yola ¢ikarak siniflandirmakta miimkiindiir. Buna gére buhar, sivi ve kat1 yontemler
olarak da ii¢ farkli teknik ortaya c¢ikmaktadir. Nanopartikiillerin baslangi¢ maddelerine gore iiretim
yontemlerinin sematik gosterimi Sekil 5’te verilmistir.
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Sekil 5. Nanopartikiillerin baslangi¢ fazlarina gore tiretim yontemleri

Bu c¢aligmada nanopartikiil elde edilirken rutenyum tabanli amino asit monomerleriyle fotosensitif ¢apraz
baglama ve ANADOLUCA yontemi kullanilmigtir. ANADOLUCA yéntemi (ANADOLUCA-AmiNoAcid
(monomer) Decorated and Light Underpining Conjugation Approach) rutenyum tabanli, 15182 duyarls,
amino asit monomer ve oligomerlerinin sentezi, 1siga duyarli proteinlerin konjugasyonu ve capraz
baglanmalari siire¢lerinde kullanilmak lizere gelistirilmistir [31]. ANADOLUCA yonteminde; proteinlerde
bulunan sistein, triptofan ve tirozin aminoasitleri ile rutenyum tabanli amino asit monomerlerinin arasinda
capraz bagl konjugasyon islemleri gerceklestirilmektedir. Bu yontemin getirdigi en 6nemli avantajlardan
bir tanesi, elde edilen 1s18a duyarli monomerlerin nano ve mikro yapilarda denatiire olmadan
kullanilabilmesidir. ANADOLUCA yontemi, silika materyallere, siliperparamanyetik partikiillere,
nanokristallere, karbon nanotiiplere, Ag/Au nanopartikiillere ve Au yiizeylerine protein entegrasyonu yani
sira proteinimsi polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda ve ilgili yiizeylerle entegrasyonuna da
uygulanabilir. ANADOLUCA, yeniden ayrilabilir kat1 faz sistemleri, teranostikler (ayni1 anda tani ve tedavi
olanagi), nanoprotein tasiyicilar, reseptor hedefli nanokargolar, biyosensorler, biyokataliz uygulamalari,
yonetilebilir gdriintiileme ve algilama teknolojileri gibi alanlarda kullanilabilen yeni nesil
nanobiyokonjugantlarin olusturuldugu bir yontemdir [32]. ANADOLUCA; pH ve sicakliktan bagimsiz,
kataliz ve tayin amaciyla kullanilabilen bir yontemdir. Bu teknikle elde edilen nano-biyokonjugantlarda
bulunan proteinlerin fonksiyonu ve konformasyonlari etkilenmez [31]. Bu ¢alismada, paraokson
molekiiliinii segici olarak taniyan ve baglayan nano AChE enzim sistemi temelli sensor gelistirilmistir.
Gelistirilen sensoriin performansinin degerlendirilmesi maksadiyla literatiir incelenmistir [33-36]. Bu
inceleme esnasinda yapilan ¢aligmalarin biiyiik kisminda organofosfatlarin hidrolizinden yararlanildigi ve
bunun sonucundaki degisimlerin analizin temelini olusturdugu gorilmiistiir.

2. MATERYAL VE METOT (MATERIEL AND METHOD)

Calismalarda kullanilan tiim kimyasallar Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) firmasindan temin edilmistir. Saf
su elde etmek i¢cin Thermo Scientific Barnstead™ Smart2Pure™ saf su cihazi kullanilmistir. Kullanilan saf
suyun iletkenligi 18 megaohmem™ dir. Floresans dlgiimleri Varian Cary Eclipse marka spektroflorometre
cihazi ile yapilmustir.

2.1. Nano AChE sentezi ve karakterizasyonu (Nano AChE synthesis and characterization)

Nano AChE enzimi elde edilirken mikroemiilsiyon polimerizasyon teknigi kullanilmistir. Bu teknik
ANADOLUCA metodundaki prosediire gore uygulanmistir[31]. Oncelikle mikroemiilsiyon
polimerizasyon ortami hazirlanmistir. Bunun i¢in 0,5 g polivinil alkol 45 mL deiyonize suda dispers
edilmistir. 150 pL 1000 ppm AChE, (MATyr)2Ru(bipyr): ile etkilestirilmis ve hazirlanan dispersiyon
ortamina ilave edilmistir. Dispersiyon ortami 1 saat azot ortaminda bekletilmistir. Daha sonra
polimerizasyonda baslatici olarak kullanilan amonyum persiilfat (APS) reaksiyon ortamina ilave edilmistir.
Polimerizasyonun gerceklesmesi icin hazirlanan karisim, azot ortaminda ve giin 1518ina maruz kalacak
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sekilde oda sicakliginda 48 saat beklemeye birakilmistir. Polimerlesmenin ger¢eklesmesinin ardindan elde
edilen nano AChE enzimleri 10000 rpm devirde santrifiijjlenerek reaksiyon ortamindan alinmistir.
Akabinde nano AChE enzimleri 5 kez deiyonize su ile yikanmustir. Elde edilen nano AChE enziminin yapisi
Sekil 6°da verilmigtir.

(MATyr)2Ru(bipyr)

Asetilkolin esteraz
enzimi

Sekil 6. Nano AChE yapist

2.2. Nano AChE enziminin paraokson ile etkilesiminin incelenmesi (Investigation of the interaction
of nano AChE enzyme with paraoxon)

Nano AChE ile paraoksonun etkilesiminin incelenmesi maksadiyla 0,01-200 ppm arasinda degisen
derisimlerde numuneler hazirlanmistir. Nano AChE enziminden 100 pL, paraokson ¢ozeltilerinden 1 mL
almarak toplam karisim deiyonize su ile 3 mL’ye seyreltilmistir. Elde edilen ¢ozelti floresans cihazinin
kiivetine konulmus ve dlgiimler almmugtir. Olgiimler yapilirken numune 300-625 nm dalga boyu araligida
degisen 1sinlarla uyarilmig ve maksimum siddet elde edilen dalga boyu ¢alisma i¢in se¢ilmistir.

2.3. Uygun ¢alisma pH’sinin belirlenmesi (Determination of the optimum pH)

100 pL nano AChE iizerine 1 mL 150 ppm paraokson ¢ozeltisi eklendikten sonra farkli pH’lardaki tampon
¢ozeltiler ile toplam hacim 3 mL’ye seyreltilmistir. Elde edilen ¢6zelti ¢alisilan dalga boyundaki 1smnla
uyarilarak floresans siddetleri karsilagtirilmisgtir.

3. BULGULAR VE TARTISMA (RESULTS AND DISCUSSION)

3.1 Nano AChE enzimi ile numune analizinde ¢alisilacak dalga boyunun belirlenmesi (Investigation
of wavelength to be studied with Nano AChE enzyme)

Nano AChE enzimiyle paraokson etkilesimini floresans spektrofotometresi yardimiyla incelemek icin
oncelikle ¢aligilacak dalga boyu belirlenmistir. Bunun igin 150 ppm paraokson i¢geren numunenin 300 nm
ile 625 nm arasinda degisen dalga boylarinda floresans siddetleri 6l¢tilmiistiir. Analiz yapilirken tampon
¢ozelti olarak olarak HEPES (pH=7,4) kullanilmistir. 150 ppm paraokson i¢ceren numunenin 300 nm dalga
boyundaki floresans spektrumu Sekil 7°de verilmistir.
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i

20 + 300 nm,20.162 a.u

Nididet {2}

o 100 200 200 400 500 800

Dalga Bovu (nm)

Sekil 7. 150 ppm paraokson i¢eren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans spektrumu

150 ppm paraokson iceren numunenin 310 nm dalga boyundaki floresans spektrumu Sekil 8’de verilmistir.

30

310 nm, 17.706 a.u

Siddet (aaw)

0 100 200 300 400 500 600

Dalga Boyvu (nm)
Sekil 8. 150 ppm paraokson i¢eren numunenin 310 nm dalga boyundaki floresans spektrumu

150 ppm paraokson iceren numunenin 350 nm dalga boyundaki floresans spektrumu Sekil 9°da verilmistir.
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30

5

0

Siddet (a.w)

350 nm, 9.785 a.u.

o 100 200 300 400 300 00

Dalga Boyu (nm)

Sekil 9. 150 ppm paraokson i¢eren numunenin 350 nm dalga boyundaki floresans spektrumu

150 ppm paraokson i¢eren numunenin 625 nm dalga boyundaki floresans spektrumu Sekil 10’da verilmistir.

20

Siddet (aw)
W

625 nm, 2.337 a.n.

A

o 100 200 SO0 &00 SO0 GO0 FO0 B0

Dalga Boyu (mm)

Sekil 10. 150 ppm paraokson iceren numunenin 625 nm dalga boyundaki floresans spektrumu

Elde edilen sonuglar incelendiginde en yiiksek floresans siddetini veren dalga boyunun 300 nm oldugu
goriilmiigtiir. Bundan sonraki dlgiimlerde calisilacak dalga boyu olarak 300 nm belirlenmistir.

3.2. Nano AChE enzimi ile numune analizinde calisilacak pH’nin belirlenmesi (Determination of pH
to be studied in sample analysis with nano AChE enzyme)

Analizler esnasinda ¢alisilacak pH’nin belirlenmesi amaciyla cesitli pH degerlerine sahip tampon ¢ozeltiler
hazirlanmistir. 100 puL nano AChE, 150 ppm paraokson ¢ozeltisinden 1 mL alinmis ve hazirlanan tampon
cozeltilerle hacim 3 mL’ye seyreltilmistir Farkli pH degerlerine sahip olarak hazirlanan her bir numune
¢ozeltisi 300 nm dalga boyuna sahip 1s1nla uyarilarak floresans siddetleri l¢iilmiistiir. Olgiimler sonucunda
elde edilen veriler Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Farkli pH degerlerinde elde edilen floresans siddetleri
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ppm(mg/L) pH Intensity

(a.u.)

150 2 5,571

150 3 9,623
150 4 11,818
150 5 13,456
150 6 18,314
150 7 20,162
150 8 19,115
150 9 17,631
150 10 14,711
150 11 12,336
150 12 11,071

Elde edilen 6l¢iim sonuglar grafige gecirilmistir (Sekil. 11). Ol¢iim sonuglari incelendiginde en yiiksek
floresans siddetinin pH 6-8 arasinda elde edildigi gorilmiistiir. Bundan dolay1 bundan sonraki analizlerde
HEPES (pH=7,4) tamponu kullanilmasina karar verilmistir.

25

20

i5

Siddet (a.u.)

10

Sekil 11. Olciim sonuclarma pH etkisi

3.3 Nano AChE enzimi ile artan derisimdeki paraokson arasindaki etkilesimin incelenmesi
(Investigation of the interaction between nano AChE enzyme and paraoxon at increasing

concentration)

Farkli derigimlerdeki paraokson ile nano AChE etilesimini incelemeden once ¢alisilacak pH ve dalga
boyunu belirlemistik. Simdi ise belirlenen ¢aligma sartlarinda 0,01 ppm ile 200 ppm arasinda degisen
paraokson numunelerinin floresans siddetleri 6l¢iilmiistiir. 0,01 ppm paraokson i¢eren numunenin 300 nm
dalga boyundaki floresans spektrumu Sekil 12°de verilmistir.
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30

20

Sicdet (aun)

300 nm, 0.645 aw.
F_ 3

o 100 200 A00 400 s00 GO0 700 aoo

Dalga Boyu (nm)

Sekil 12. 0,01 ppm paraokson i¢eren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans spektrumu

0,1 ppm paraokson igeren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans spektrumu Sekil 13’de verilmistir.

Siddet (aw)

300 nm, 3.943 a.u

o 100 200 300 400 500 500 700 80O
Dalga Bovu (mm)

Sekil 13. 0,1 ppm paraokson i¢eren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans spektrumu

1 ppm paraokson i¢eren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans spektrumu Sekil 14’de verilmistir.
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30

a3

15

Siddet (au)

300 nm, 7.325 aw.

o 100 200 300 400 S00 600 700 800
Dalga Boyu (nm)

Sekil 14. 1 ppm paraokson iceren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans spektrumu

10 ppm paraokson i¢eren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans spektrumu Sekil 15’de verilmistir.

30

Sididet (o)

300 nm, 11.313 au.

(1] 100 200 300 400 S00 600 700 80O
Dalga Boyvu (nm)

Sekil 15. 10 ppm paraokson i¢eren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans spektrumu

50 ppm paraokson igeren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans spektrumu Sekil 16°da verilmistir.
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30

300 nm, 17.374 a.u.

o
o 100 200 300 400 S00 600 700 BDO

Dalga Boyu (nm)

Sekil 16. 50 ppm paraokson i¢eren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans spektrumu

100 ppm paraokson i¢eren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans spektrumu Sekil 17°de verilmistir.

Siddet (au)

30

20 300 nm, 19.323 a.u.

15

10

100 200 300 400 500 s00 700 800

Dalga Boyu (nm)

Sekil 17. 100 ppm paraokson iceren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans spektrumu

150 ppm paraokson i¢ceren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans spektrumu Sekil 18’de verilmistir.
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30

2 -

20 300 nm, 20.162 a.u.
2
L
X s
=
o

10

5

0

0 100 200 300 400 500 600 700 800

Dalga Boyu (nm)
Sekil 18. 150 ppm paraokson iceren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans spektrumu

200 ppm paraokson iceren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans spektrumu Sekil 19'da
verilmistir.

300 nm, 21.633 a.u.

Siddet {a.n)

o 100 200 00 450 500 GO0 700 aDo

Dalga Bova (am)

Sekil 19. 200 ppm paraokson iceren numunenin 300 nm dalga boyundaki floresans spektrumu

Farkli konsantrasyonlarda paraokson numuneleri igin elde edilen 6lglim sonuglari toplu olarak Tablo 2'de
gosterilmektedir.
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Tablo 2. Paraokson numunelerine ait floresans siddetleri

Floresans
pPpm(mg/L) Siddeti
(a.u.)
0.01 0,645
0.1 3,943
1 7,325
10 11,313
50 17,374
100 19,323
150 20,162
200 21,633

219

3.4 Floresans olciimleri sonucunda elde edilen paraoksona ait kalibrasyon grafigi (Calibration graph
of paraoxone obtained as a result of fluorescence measurements)

Paraoksonun farkli derisimlerdeki numuneleriyle alinan floresans Olciimleri grafige gecirilmistir. Elde

edilen grafik Sekil 20°de gosterilmistir.
25
+

20 *
g 15
3 il A~
- /|
§ A
.CE" 10

y=-49265x+ 35,715
R*=0,9692

3 35 4 45 5 55

-log (C)

6,5 7 7.5

Sekil 20. Farkl derisimlerdeki paraokson numunelerine ait kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon dogrusu igin paraoksonun ¢alisilan en yiiksek derisimi olan 7,2x10* mol L? degerine kadar
floresans spektroskopisinde dogrusala yakin bir iligki gézlenmis ve elde edilen regresyon katsayisi 0,9692
olarak bulunmustur. LOD (G6zlenebilme Simir1) ve LOQ (Tayin Sinir1) hesaplanmasi maksadiyla blank
(kor) ¢ozeltileri hazirlanarak 5 farkli 6l¢iim alinmustir (Tablo 3).
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Tablo 3. Blank ¢ozeltilerden alinan él¢iim sonuclar

Ol¢iim Numarasi Floresans Siddeti (a.u.)
1 0,32
2 0,37
3 0,35
4 0,41
5 0,29

Alman 6l¢lim sonuglarinin ortalamasi 0,348, standart sapma ise 0,046 olarak hesaplanmistir. Bulunan
standart sapma degerinden yararlanilarak LOD ve LOQ degerlerine gecilmistir. Yapilan hesaplamalar
sonucunda LOD degeri 6,0x10® M, LOQ degeri 6,98x10® M olarak bulunmustur.

4. SONUC (CONCLUSION)

Bu calismada, kimyasal silah yapiminda kullanilan sinir ajanlarinin algilanmasina yoénelik nano enzim
sistemi temelli sensor gelistirilmistir. Nanopartikiil olarak rutenyum tabanli aminoasit monomerleriyle
fotosensitif c¢apraz baglama (ANADOLUCA) yontemine goére sentezlenen nano enzim sistemi
kullanilmigtir. Nano AChE enzimi elde edilirken mikroemiilsiyon polimerizasyon teknigi kullanilmstir.
AChE, (MATyr):Ru(bipyr): ile etkilestirilerek mikroemiilsiyon polimerizasyon ortami hazirlanmistir.
Baslatici olarak ise APS kullanilmigtir. Elde edilen nano enzimin floresans spektrumu alinmis ve floresans
ozelligi gosterdigi gozlemlenmistir. Daha sonra nano enzim sisteminde ¢alisilacak dalga boyunu belirlemek
maksadiyla 300-625 nm araliginda AChE nano enzimi 150 ppm paraokson ile etkilestirilmis ve floresansin
en cok degistigi dalga boyu ¢alisilacak dalga boyu olarak secilmistir. Yapilan dl¢timlerde calisilacak dalga
boyu olarak 300 nm belirlenmistir. Daha sonra ¢aligma pH’sin1 belirlemek maksadiyla pH 2-12 arasinda
150 ppm paraokson numunesi igin Olglimler almmis ve en uygun pH’nin 6-8 arasinda oldugu
gozlemlenmistir. Bu maksatla tampon ¢ozelti olarak HEPES (pH=7,4) kullanilmigtir. 300 nm dalga boyu
ve 7,4 pH degerinde, 0,01 ppm ile 200 ppm arasinda degisen paraokson numunelerinin nano enzim ile
etkilestikten sonraki floresans siddetleri dlglilmiistiir. Elde edilen floresans siddetleri kalibrasyon grafigine
gecirildi. Elde edilen grafikte dogrusala yakin bir iliski gézlenmis ve elde edilen regresyon katsayis1 0,9692
olarak bulunmustur. LOD (G6zlenebilme Sinir1) ve LOQ (Tayin Sinir1) hesaplanmasi maksadiyla blank
(kor) ¢ozeltileri hazirlanarak 5 farkli 6l¢iim alimmustir. Hesaplamalar sonucunda LOD degeri 6,0x10% M,
LOQ degeri 6,98x10® M olarak bulunmustur. Bu sonuglar bize gostermektedir ki gelistirilen yontemle ¢ok
diisiik miktarlardaki paraokson numunelerinin analizi yapilabilmektedir.
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