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OZET

Bu ¢aligmada, insan serum albiimin nanopartikiiller (HSA NP) ve elektrobiriktirilmis yiizey aktif polisetiltrimetil
amonyum bromiir p(CTAB) film kaph grafit elektrotlar (PGE) tehlikeli bir ¢evresel kirletici olan metil paratiyonun
(MP) hassas ve segici tespiti igin elektrokimyasal sensor olarak kullanildi. Elde edilen HSA NP/p(CTAB)/PGE
mikroskopik ve elektrokimyasal olarak karakterize edildi. Diferansiyel puls voltametri (DPV) teknigi ile MP i¢in
elde edilen dogrusal ¢alisma araligi 0,01-0,1 uM ve gézlenebilme sinir1 ise 6 NM olarak tespit edildi. MP tespiti
i¢in gelistirilen enzim kullanim1 gerektirmeyen ve basit hazirlama stratejisine sahip HSA NP/p(CTAB) tabanl
elektrokimyasal sensor, ¢gevre koruma ve gida giivenligi agisindan izleme siirecini de basitlestirme potansiyeline
sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Organofosforlu pestisit, Albiimin nanopartikiil, Surfaktant polimer, Elektroanaliz, Sensor.

Human serum albumin nanoparticles/surfactant polymer based sensor
for the non-enzymatic electroanalysis of methyl parathion

ABSTRACT
In this study, human serum albumin nanoparticles (HSA NP) and electrodeposited surfactant polycetyltrimethyl
ammonium bromide p(CTAB) film coated graphite electrodes (PGE) were utilized as an electrochemical sensor
for the sensitive and selective detection of a hazardous environmental pollutant, methyl parathion (MP). The
fabricated HSA NP/p(CTAB)/PGE was characterized microscopically and electrochemically. The linear working
range obtained for the MP was determined as 0.01-0.1 uM and the detection limit as 6 nM by differential pulse
voltammetry (DPV) technique. The HSA NP/p(CTAB) based electrochemical sensor developed for MP detection
with a simple preparation strategy and did not require the use of enzymes and has the potential to be applied in
environmental protection and food safety monitoring processes.
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|. GIRIS

Pestisitler, iilkemizde ve diinyada tarimsal {riinleri istila eden ¢esitli zararlilar1 kontrol etmek igin
siklikla kullanilmaktadir. Metil paratiyon (MP), organofosforlu bir pestisittir, diisiik fiyat ve yiiksek
aktivitesi nedeniyle tarimsal tiretimde yaygin olarak kullanilmaktadir [1]. Zehirli ¢evresel etkileri olan
kalic1 pestisit tiirii olarak siniflandirilmasina ragmen, yogun ve bilingsizce kullanimlari, ¢evre ve insan
sagligl agisindan ciddi risklere neden olmaktadir. Ozellikle, yeralti suyu ve gida numunelerinin
kirlenmesine yol agan organofosforlu pestisitler (OP’ler), giiglii asetil kolinesteraz (AChE)
inhibitorleridir [2]. Organofosfor yapisinda bilesiklerin akut toksisite mekanizmasi, sinir dokusunda
asetilkolinesteraz enziminin inhibisyonuna neden olmakla beraber, pestisitlerin plazma proteinlerine
yiiksek baglanma afinitesi de mevcuttur. MP, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan 'Kategori Ia' (asir1
toksik) olarak siniflandirilan bir organofosfor insektisit sinifina dahil edilmistir [3]. MP’nin,
ndrosinozlardaki enzimlerin inhibisyonuna, sinir uglarinda asetilkolin birikimine, sinapslarda
reseptorlerin asir1 uyarilmasina ve sonugta sinir sisteminin hasar gérmesine neden oldugu belirtilmistir
[4]. Bununla beraber, cilt ile temas, inhalasyon veya yutulmalari, ciddi kolinerjik toksisiteye neden
olabilmektedir. Avrupa Birligi'ne (AB) gore, icme suyu ve bitki kaynakli gidalarda bulunabilecek tek
bir pestisit miktar1 ve bunlarin ilgili bilesiklerinin kabul edilebilir maksimum izin verilen
konsantrasyonlar1 sirasiyla, 0,1 pg.L™* ve 0,5 ug.L™* 'dir [5]. Bu nedenle, gidalarda MP kalintilarinin
tespiti icin dogrudan, hassas, hizli ve giivenilir yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Halihazirda, pestisit tayini i¢in gaz kromatografisi, kiitle spektrometresi ve azot-fosfor detektorleri, alev
iyonlasma detektorleri, ultraviyole detektorleri, diyot dizisi detektorii gibi hassas ve spesifik
dedektorlere bagli yiiksek performansli sivi  kromatografisi gibi ¢esitli analitik yontemler
kullanilmaktadir [6-10]. Bu yontemler yiiksek hassasiyet ve dogrulukta analizlere imkan saglamalarina
ragmen, genellikle zaman alic1 karmasik numune 6n islemleri, yiiksek maliyet, egitimli teknik personel
gibi gereksinimlere sahiptir ve yerinde (in-situ) analiz i¢in uygun degildir. Elektroanalitik yontemler
hizli, basit, portatif ve ucuz olmalari nedeniyle MP tespiti i¢in avantajlidir [11,12]. Literatiirde, OP'lerin
saptanmasi i¢in modifiye edilmis elektrotlara ve AChE'nin enzimatik reaksiyonunun inhibisyonuna
dayanan ¢ok sayida enzim temelli elektrokimyasal biyosensor tasarlanmis ve gelistirilmistir [13-15].
Bununla birlikte, ortamin enzim gereksinimi bityiik 6l¢tide kritiktir, kullanilan enzimler pahalidir, ticari
olarak temini zor ya da karmasik saflagtirma agamalar1 gerektirir. Sicaklik, basing, saklama kosullari ve
enzim aktivitesi gibi enzim kullanimi i¢in deneysel kosullarin iyi bir sekilde kontrol edilmesi gerekliligi,
OP'lerin tespiti i¢in enzim bazli elektrokimyasal biyosensorlerle ¢aligmayi zorlastirir. Bu nedenle, hassas
6l¢lim ve diistik tespit limitlerine imkan saglayabilecek 6zellikte ve OP'leri yiizeylerine adsorplayabilen
aktif malzemelerin kullamimiyla enzimatik olmayan elektrokimyasal sensorlerin gelistirilmesi biiyiik
dikkat ¢cekmistir [16].

Nanomalzemeler, enzimatik olmayan elektrokimyasal sensorleri iiretmek igin potansiyel adaylardir.
Nanoboyutta malzemeler algilama arayiizii olarak kullanildiginda, genis hacim/ylizey alanlar1 sayesinde
analit immobilizasyonunu kolaylastirabilir. Ayrica benzersiz fizikokimyasal Ozellikleri sayesinde
yiiksek sinyal/giiriiltii orani ile pestisitlerin oldukga spesifik ve hassas analizine olanak saglar [17].

Biyolojik bilesenlere dayanan biyo-nano arayiizlerin kesfi ve gelistirilmesi kimya, malzeme bilimi ve
biyoloji alaninda pratik 6neme sahiptir. Proteinler, biyolojik olarak kolayca bozunabilme ve metabolize
olma ve modifiye edilebilmelerini saglayan ¢ok sayida fonksiyonel gruba sahip olmalar1 ve iyi
biyouyumluluklar1 nedeniyle nanopartikiil elde edilmesinde 6nemli bir ¢ikis maddesidir ve biyomedikal
uygulamalar i¢in verimli bir yol sunar [18]. Insan viicudunda en bol bulunan insan serum albiimin (HSA)
proteini, ucuz ve kolay ulasilabilir olmasi, toksik olmamasi, kolay saflastirilabilirligi, yiizey fonksiyonel
gruplan iizerinden kolayca modifiye edilebilirligi nedeniyle nanopartikiil iiretiminde tercih edilen
onemli bir adaydir [19-21]. Pestisitlerin proteinlere baglanmasi, ekotoksikoloji ve g¢evresel risk
degerlendirilmesi amaciyla pestisit biyosensdrlerinin hazirlanmasinda kullanilabilir. Biyosensor
deneyleri, kimyasallarin hedef organizma iizerindeki toksik etkilerinin ve toksisitenin altinda yatan
molekiiler mekanizmalarin Sl¢limlerini saglayabilir. Silva ve grubu, MP gibi organofosforlu yapida
pestisitlerin HSA ve BSA gibi proteinlere yiiksek afinite gosterdigini bildirmistir [22].
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Alblimin temelli nanopartikiil hazirlama siireci karmasik degildir. Bir desolvasyon ve ¢apraz baglama
teknigi ile bir araya getirildiginde, protein konsantrasyonu, pH, ¢6ziicii gibi parametrelerin kontrolii ile
iyi tanimlanmig boyut araliginda (50 ila 300 nm) HSA nanopartikiiller (HSA NP'ler) elde edilir [23,24].
Literatlirde, teshis ve hedeflemeye yonelik yilizey islevsellestirilmis HSA NP'ler kontrollii salim
calismalarinda ilag tasiyici sistemler ve goriintiileme ajanlar olarak kullanilmistir [25-27]. Cok sayida
islevsel kimyasal kisim igeren biyouyumlu HSA NP'ler, viicuttaki enzimleri ve ndrotransmitter
reseptorleri (AChE inhibitorii gibi) hedef alan OP’lerin elektrokimyasal tayini i¢in umut verici etkin bir
araylizey olarak kullanilabilir. Ancak litearatiirde, HSA NP'ler veya kompozitlerinin herhangi bir
elektrokimyasal biyosensor uygulamasina rastlanmamusgtir. Ayrica, yiizey aktif maddeler (surfaktant),
elektron transferini hizlandirmak ve elektrot ylizey alanini arttirmak icin, elektrokimyasal algilama
platformlarinda kullanilan baska bir tiir malzemedir. Bu baglamda, nanomateryallerle birlestirilmis
yiksek hassasiyet ve segicilik gibi iistiin 6zelliklere sahip katyonik bir yiizey aktif madde olan
setiltrimetil amonyum bromiir (CTAB), miikemmel katalitik aktivite, farkli analitlerin tespitine yonelik
biyosensorleri gelistirmek igin son zamanlarda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir [28,29].

Bu ¢alismada HSA NP’ler desolvasyon teknigi ile sentezlendi. HSA NP’lerin polisetiltrimetil amonyum
bromiir p(CTAB) elektrokaplanmis grafit elektrotlar (PGE) iizerine adsorplanmalari ile OP’1i bir pestisit
algilanmasina yonelik protein temelli sensor hazirlandi (Sekil 1). Sensor yiizeyi mikroskopik ve
elektrokimyasal olarak incelendi. HSA NP/p(CTAB)/PGE, model olarak nitroaromatik bir OP bilesigi
olan MP tayini i¢gin ilk defa denendi. HSA NP/p(CTAB)/PGE’nin MP i¢in cevabi doniisiimli voltametri
(CV) ve diferansiyel puls voltametri (DPV) teknikleri ile elektrokimyasal olarak incelendi. Hazirlanan
nanokompozit bazli elektrokimyasal sensér OP yapida pestisitlerin basit, hassas ve segici tayininde
onemli bir firsat sunmaktadir.
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Sekil 1. MP nin elektrokimyasal tayini icin HSA NP/p(CTAB)/PGE sensoriin basamak basamak hazirlanmasi ve
ol¢iim prensibi.
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II. MATERYAL VE YONTEM

A. KIMYASALLAR VE COZELTIiLER

Metil paratiyon (MP), setiltrimetil amonyum bromiir (CTAB), insan serum albiimin (HSA),
gluteraldehit ve sulfiirik asit (H2SO4) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan temin edildi. Borik asit,
asetik asit ve fosforik asit Merck (St. Louis, MO, ABD)’ten elde edilmistir. Tiim kimyasallar analitik
saflikta olup herhangi bir islemle muamele edilmedi.

5,0 mM Ks[Fe(CN)g)/Ks[Fe(CN)g] (1:1) ¢ozeltisi 0,1 M KCl igerisinde hazirlandi. 5 mmol Lt MP stok
coOzeltisi etanol icerisinde ¢oziilerek hazirlandi ve ¢alisma konsantrasyonu araliginda MP ¢ozeltileri
Britton-Robinson tampon ¢ozeltisi (BRT) ile seyreltildi. 0,045 mol L CTAB g¢ozeltisi 0,1 M H2SO4
igerisinde hazirlandi.

Elektrokimyasal 6lgtimlerde destek elektrolit olarak kullanilan 0,1 M Britton-Robinson tampon ¢6zeltisi
0,04 mol L fosforik asit, 0,04 mol L* asetik asit ve 0,04 mol L borik asit karistirilarak ultra saf su
icinde hazirland1 ve pH’s1 0,2 M NaOH c¢ozeltisi ile istenilen degere ayarlandi. Coziinmiis oksijeni
¢ozeltiden uzaklastirmak i¢in, her elektrokimyasal 6l¢iimden once 5 dakika boyunca saf azot gazi
elektrolit ¢ozeltisinden gegirildi.

B. CIHAZLAR

Dontigtimlii voltametri (CV) ve diferansiyel puls voltametri (DPV) o6l¢iimleri CHI-660C (CHI
Instruments) model potansiyostatta ticlii elektrot sisteminde kaydedildi. Calisma elektrodu olarak ¢iplak
kalem grafit elektrot (PGE) veya HSA NPs/p(CTAB) modifiye PGE, referans elektrot olarak glimiis
giimiis kloriir (Ag/AgCl) ve karsit elektrot olarak platin tel kullanildi. Modifiye elektrotlarin morfolojisi
taramal1 elektron mikroskopu (SEM) (Tescan GAIA 3 FIB-SEM/Czech Republic) kullanilarak
aydinlatild.

C. p(CTAB) KAPLI PGE HAZIRLANMASI

Calisma elektroduna (PGE) deneyler 6ncesi herhangi bir elektro/kimyasal 6n-igslem uygulanmadi. Tek
kullanimlik PGE’ler {iizerine p(CTAB) film biriktirilmesi i¢in 0,045 M CTAB iceren 0,1 M
H>SO igerisine daldirilan PGE ile -0,8 V ila 1,2 V potansiyel araliginda (Ag/AgCl'ye kars1) 10 dongii
déniisiimlii voltamogram (CV) kaydedildi. Elde edilen elektrot gece boyunca oda sicakliginda kurutuldu
ve p(CTAB)/ PGE olarak adlandirildi.

D. INSAN SERUM ALBUMIN NANOPARTIKULLERIN (HSA NP) HAZIRLANMASI

Insan serum albiimin nanopartikiilleri (HSA NP), Langer ve grubunun bildirdigi kontrollii desolvasyon
yontemine gore hazirlandi [30]. Bunun i¢in, 50 mg mL* albiimin ¢6zeltisi ultra saf suda hazirlandi. HSA
sulu ¢ozeltisine bir organik ¢oziicii eklendiginde, karisimin dielektrik sabiti azalir ve daha kiiglik
partikiiler yapinin olugmasini saglar. Bunun igin, albiimin soliisyonuna sabit karistirma hizinda (550
rpm) etanol eklendi. Desolvasyon iglemi soliisyonun rengi bulaniklagana kadar devam ettirildi. Ardindan
nanopartikiillerin ¢apraz baglanmasi i¢in gluteraldehit (% 8) eklendi. Protein kaynakli nanopartikiilleri
stabilize etmek i¢in glutaraldehit yaygin olarak kullanilir [30,31]. Cozelti, 24 saat 600 rpm sabit karigma
hiz1 ile oda 1sisinda karistirildi. Son asamada ise elde edilen siispansiyon 12000 rpm’de 30 dakika
santrifiijlendi ve ardindan elde edilen nanopartikiiller ultrasaf su ile 3 kez yikandiktan sonra
liyofilizatorde dondurularak kurutuldu. HSA NP’ler 50 ile 100 nm dolayinda ortalama biyiikliige sahip
kiiresel formda elde edildi.
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E. HSA NP/p(CTAB)/PGE’NIN HAZIRLANMASI

p(CTAB) elektrokaplanmis PGE, HSA NP siispansiyonuna 1 saat boyunca daldirildi ve ardindan
kurutuldu. MP tayininde kullanilacak bu sensor, HSA NP/p(CTAB)/PGE olarak isimlendirilmistir. HSA
NP/p(CTAB)/PGE’nin performansmin degerlendirilmesinde, modifikasyon sirasinda HSA NP
immobilizasyon siiresinin incelenmesi MP’nin voltametrik cevabi {izerindeki etkisinin arastirilmasinda
o6nemli bir adimdir. En yiiksek MP pik akimi, 60 dak HSA NP adsorpsiyonu ile elde edildi. Daha uzun
immobilizasyon siirelerinde ise daha fazla nanopartikiil yiikklenmesi sonucu elektrot direncini arttirarak
yiizeyin stabilitesinin azalmasina neden oldugundan, pik akimlarinda azalma gézlendi.

F. HSA NP/p(CTAB)/PGE ILE MP iCIN ELEKTROKIMYASAL OLCUMLER

MP'nin elektrokimyasal 6zellikleri HSA NP/p(CTAB)/PGE ile CV ve DPV teknikleri kullanilarak
arastirildi.

Dontigiimlii voltamogramlar (CV) 10 uM MP igeren N, gazina doygun BRT destek elektrolit sisteminde
0,6 Vila-0,9 V (Ag/AgCl’ye kars1) araliginda 50 mV s™! tarama hizinda gergeklestirildi.

Diferansiyel puls voltametri (DPV) 6lgiimleri ise farkli derisimlerde MP iceren N.’ye doygun BRT
(optimum, pH 4.0) i¢ine daldirilan HSA NP/p(CTAB)/PGE ile (optimum, 90 s) sabit karigtirma hizinda
on-derigtirme yapildiktan sonra 0 V ile -1,0 V (Ag/AgCl’ye kars1) araliginda, 50 ms puls siiresi, 50 mV
puls yiiksekligi, 4 mV puls genligi parametreleri kullanilarak elde edildi.

I1l. BULGULAR VE TARTISMA

HSA NP/p(CTAB)/PGE yiizeyin hazirlanmas1 ve MP’nin tespiti i¢in yapilan ¢alismalardan elde edilen
sonuglar ve ilgili tartismalar agagida ayrintili bir bigimde verildi.

A. CTAB ELEKTROBIRIKTIRILMESI VE HSA  NP/p(CTAB)/PGE
KARAKTERIZASYONU

Kimyasal olarak modifiye edilmis elektrotlarin hazirlanmasi ve elektrot yiizeylerinde polimerik film
gelistirilmesinde doniisiimlii voltametri (CV) yontemi yaygin olarak kullanilir. Sekil 2, 0,045 M CTAB
iceren 0,1 M H,SO, ¢ozeltisinde daldirilan PGE fizerine CTAB elektrobiriktirilmesini gosteren 10
dongii doniistimlii voltamogrami gdstermektedir. CTAB derisimi kritik misel konsantrasyonunun
iizerinde tutuldugunda (1 mM) ve asidik ortamda elektrot yiizeyi elektropolimerlestirilmis CTAB
(p(CTAB) ile kaplanabilir [29,32]. Gergeklesen proseste, anodik yonde 1,05 V’da (Ag/AgCl’ye karst)
bir yiikseltgenme piki ve geri dongiide ise 0,85 V’da (Ag/AgCl’ye karst) indirgenme piki elde edildi.
Elektrobiriktirme sirasindaki elde edilen elektrokimyasal davranis, CTAB’in cams1 karbon elektrot
tizerine elektropolimerizasyonun incelendigi Zhang ve grubunun rapor ettigi calisma ile uyumludur [29].
Literatlirde, bu islemin, elektroyiikseltgenme yoluyla CTAB'nin kuvvetli hidrofobik grafit yiizeyi
tizerindeki ardigik  elektrokimyasal interkalasyonundan kaynaklandigi  bildirilmistir  [32].
Elektrokimyasal depozisyon esnasinda dongii sayis1 arttik¢a indirgenme pik akimlarinin arttig ve grafit
yiizeyde sar1 bir film olusumu gézlendi. Ardindan, p(CTAB) fonksiyonellestirilmis araylizeye HSA
NP’ler fiziksel adsorpsiyon ile bagland:.
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Sekil 2. 0,1 M HySO0y4 igerisinde grafit elektrot iizerine p(CTAB) kaplanmasini gosteren doniisiimlii voltamogram
(Ei): = 0,8V, E(E): 1,2V (vs. Ag/AQCI). Tarama hizi (SR): 100 mV s,

Modifikasyon sirasinda yiizeyin morfolojik degisimini gosteren SEM goriintiileri Sekil 3A’da verildi.
Modifiye edilmemis PGE’nin tabakali grafit yiizeyinin (Sekil 3A.a), misel benzeri p(CTAB) filmi ile
homojen olarak kaplandigi ve piiriizlii bir yap1 sergiledigi anlasildi. (Sekil 3A.b). Nanapartikiillerin
yiizeye yerlesmesinin ardindan, Sekil 3A.c-d’de sirasiyla yiiksek ve diisiik biiyiitme oranlarinda HSA
NP/p(CTAB) kapli PGE yiizeylere ait SEM goriintiileri verildi. Polimerik film tizerine adsorplanan HSA
NP’ler ise yaklasik 100 nm ¢apinda iig-boyutlu olduke¢a diizgiin kiiresel yapisin1 korurken yiizeyde tek
tabaka ve homojen olarak dagildigi goériilmiistiir. Modifiye edici filmin kimyasal bilesimi, Enerji
Dagilimh X-151m1 Spektroskopisi (EDS) kullanilarak degerlendirildi. PGE kil ve grafit icerigine baglh
olarak baglica C, O, Si’den olusur. EDX analizinde (Sekil 3B), C, O, N ve Br varligi, PGE iizerinde
biriktirilen p(CTAB) filmin kimyasal bilesimini dogruladi. Modifikasyon asamalar1 esnasinda sensor
platformunun elektrokimyasal davranisi ve yiizeyin iletkenligi ise [Fe(CN)g]** redoks ¢ozeltisi
kullanilarak CV ile incelendi (Sekil 3C). Ciplak PGE’ye gore (Sekil 3C.a) yiizeye iletken p(CTAB)
filmin elektrodepozisyonu (Sekil 3C.b) redoks ¢iftinin katodik pik akiminda artisa neden olmustur.
Randles-Sevcik denklemine gore, yiizeye kaplanan film yapisinin efektif yiizey alanini arttigi
anlasilmigtir [14]. Elde edilen yanitin artan Fe(III)/Fe(II) redoks prosesinin yanisira yapida bulunan
bromiir iyonlarinin redox davranigina neden oldugu seklinde yorumlandi. Literatiirde, benzer
voltametrik davranig, farkli malzemelerle birlestirilmis CTAB modifiye elektrotlarda da elde edilmistir
[28]. Bu film iizerine iletken olmayan HSA NP kaplanmasi ise, bu elektroda ait CV’de 0 V (Ag/AgCl’ye
kars1) civarinda [Fe(CN)s]* 7 redox ¢iftine ait olmayan tersinir pikin yok olmasina neden oldu ve efektif
yiizey alaninin yiiksek kalmasini sagladi. Boylelikle, elde edilen elektriksel olarak iletken ve analit
adsorpsiyonuna imkan saglayabilecek 6zellikte HSA NP/p(CTAB)/PGE yiizeyin OP pestisit tayini i¢in
uygun olacagi anlasildi ve sensor performanst MP kullanilarak incelendi.
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Sekil 3. (A) SEM goriintiileri; (a) Modifikasyon dncesi PGE, (b) p(CTAB) kapli PGE, (c-d) yiiksek ve diisiik
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0,1 M KCl igeren 5,0 mM [Fe(CN)e*'*] redoks ¢ozeltisindeki CV diyagramlari: (8) ¢iplak PGE, (b) p(CTAB)
kapli PGE, (¢) HSA NP/p(CTAB) kapli PGE (Tarama hizi: 50 mV s~ 1).

ip (uA)

——a) PGE
D) p(CTAB)/PGE
¢) HSA NP/p(CTAB)/PGE
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B. HSA NP/P(CTAB) KAPLI PGE ILE MP’NIN VOLTAMETRIK DAVRANISI

Albiiminin iyi tanimlanmis birincil yapis1 ve yiiksek miktarda ytlikli amino asit igerigi (6rnegin lizin)
nedeniyle, albiimin bazli nanopartikiiller, diger bilesiklere gerek kalmadan pozitif veya negatif yiikli
molekiillerin elektrostatik adsorpsiyonuna imkan verebilir [33,34]. Pestisitlerin izlenmesi i¢in hizl,
verimli ve siirekli bir elektrokimyasal analiz metodu gelistirmek amaciyla MP’nin voltametrik
davranisini incelemek igin 6ncelikle N>’ye doygun BRT ortaminda CV uygulandi. Sekil 4A°da verilen,
HSA NP/p(CTAB) modifiye elektrotta elde edilen 2 dongii doniisiimli voltamogramda gosterildigi gibi,
10 uM MP ilk katodik dongii sirasinda nitro grubunun (—NO>) hidroksilamine (-NHOH) indirgenmesi
sonucu -0,69 V<da (I) (Ag/AgCIl’ye kars1) keskin tersinmez katodik bir pik sergiledi. Buna gore, ilk
dongitide sadece bir indirgenme ve ylikseltgenme varlig, ikinci dongiide ise, ara {iriiniin indirgenmesine
denk gelen ek bir indirgeme piki gbzlendi. Tekrarlayan dongii sirasinda, bu pik akiminda bir azalis,
ayrica nitroso (—-NO) ve hidroksilaminin redoksuna denk gelen -0,025 V (II) ve —0,180 V (III) 'te ise bir
cift yari-tersinir pik gozlendi [35] (Sekil 1). -0.69 V’da gozlenen indirgenme pik akimimin ikinci
dongiiden itibaren azalmasi, MP’nin elektrokimyasal reaksiyon siiresince tiiketilmesi ve reaksiyon
tiriinliniin ylizeye adsorplanmasindan kaynaklanir [35,36]. Bu redoks pikleri nitroaromatik bilesikler igin
bildirilmis diger ¢alismalarla uyumludur [36]. Goriilebilecegi gibi, HSA NP/p(CTAB)’in, MP'nin
immobilizasyonu ve elektrokimyasal algilanmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegi anlasildi.

Sekil 4B'den anlasildigi iizere, modifiye edilmemis PGE’ye gore (Sekil 4B.a), ylizeyde HSA
NP/p(CTAB) varlig1 (Sekil 4B.b) MP i¢in daha gelismis elektrokimyasal sinyal elde edildigi belirlendi.
Burada, MP'ye kars1 cevabin yiiksek olusu protein temelli nanopartikiil (HSA NP) ve yiizey aktif temelli
kompozit tabakasi (p(CTAB)) bilesiminin sagladig1 iyi iletkenlik ve genis etkili yiizey alanlarina
atfedildi. MP’nin plazma proteini olan HSA'ya yiiksek afinite baglanma bolgesinin, bu molekiiliin
hidrofobik bogsluk bolgesinde bulunan tek triptofani {izerinden oldugu agiklanmistir ve hidrofobik
kuvvetlerin, pestisit-albiimin kompleksinin olusumu iizerinde 6nemli bir etkisi olabilecegi bildirilmistir
[22].
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Sekil 4. 10 uM MP igeren BRT (pH 7.0) igerisinde (A) HSA NP/p(CTAB)/PGE ile elde edilen ilk 2 dongiiye ait
donitisiimlii voltamogramlar ve (B) Modifiye edilmemis PGE (a) ve HSA NP/p(CTAB) modifiye PGE (b) ile elde
edilen doniigiimlii voltamogramlar. (Ei): 0,6 V, (Er): -0,9 V. Tarama hizi (SR): 50 mV s/,

C. MP’NIN VOLTAMETRIK CEVABINA PH’NIN ETKIiSi

Sekil 5, 10 uM MP varliginda, degisen pH‘larda (4,0-8,0 arasinda) BRT ¢ozeltilerinde HSA
NP/p(CTAB)/PGE’de elde edilen tersinmez MP pik potansiyeline (Epc) karsi pik akimlarini (Ipc)
gosteren CV egrilerini gostermektedir. MP nin indirgenmesinde H* katilimina bagl olarak en gelismis
sinyal pH 4,0’de elde edildigi sonucuna varildi. Bazik ortamlarin ise MP’nin bozunmasina ve akim
siddetinin azalmasina neden oldugu belirlendi [37]. Bu nedenle pH 4,0 BRT ortami, sonraki deneyler
icin optimal bir kosul olarak kabul edildi. Ayrica, tersinmez katodik pik potansiyeli ile pH arasinda
lineer bir cevap elde edildi:

Epc (V) =—0,0415 pH — 0,377 (R? = 0.996) 1)
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Bu denklemin 41,5 mV/pH’lik egim degeri Nernst denkleminin (—0,0592 pH) tipik degerine yakindir.

Bu ise, MP'nin elektro-indirgenme ve yiikseltgenmesinde elektron ve proton sayisinin esit olarak
aktarildigini gosterir [38].

5 qempH 4.0
mm pH 5.0
J=—rHs60

pH7.0 /\

< 5
=
= Epc (V) = -0.0415 pH - 0.377
o 050 RE:OESG 4
- S -0.60 "
-10- = -
8 -0.65
pH -0.70 I .
—_—
8.0 4.0 DS
15+ oH

10 -08 -06 04 02 00 02 04 06
E(V) vs Ag/AgClI

Sekil 5. 10 uM MP igeren farkli pH’larda BRT ¢ozeltilerinde (pH 4,0-8,0) HSA NP/p(CTAB)/PGE de elde
edilen CV egrileri. (icteki grafik: pHya karst Epc grafigi.)

10

y

ip (WA)

-10

-15

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Tarama Hizi (Vs™)

10 08 -06 -04 -02 00 02 0.4 06
E(V) vs Ag/AgCI

Sekil 6. 10 uM MP iceren pH 4,0 BRT ¢ozeltisinde HSA NP/p(CTAB)/PGE 'de farkl tarama hizlarinda (10-200
mVs?) elde edilen CV egrileri. (icteki grafik: Tarama hizina kars: akim (ipc) grafigi).
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D. MP’NiN VOLTAMETRIK CEVABINA TARAMA HIZININ ETKIiSi

Sekil 6, HSA NP/p(CTAB)/PGE ile pH 4,0 BRT'de tarama hizinin MP'nin pik akimi (Ip) tizerindeki
etkisini incelemek igin 10-200 mVs™! araliginda kaydedilen voltammogramlari gostermektedir. Katodik
pik akimlarinin, tarama hizi ile dogrusal olarak artmasi, MP'nin indirgenme kinetiginin adsorpsiyon
kontrollii davranig gosterdigi  seklinde yorumlandi [39]. Ayrica, artan tarama hiziyla pik
potansiyellerindeki kayma, indirgenme reaksiyonunun tersinmez oldugunu gosterdi.

E. HSA NP/P(CTAB)/PGE’NIiN MP TESPITi iCiN ANALITiK PERFORMANSI

HSA NP/p(CTAB)/PGE iizerinde MP'nin elektrokimyasal davranisi CV ile aydinlatildiktan sonra
MP’nin hassas tayini i¢in diferansiyel puls voltametrisi (DPV) elektrokimyasal kantitatif yontem olarak
uygulandi DPV, cok sayida elektroaktif bilesigin belirlenmesi i¢in kullanilan kapasitif akima karsi
arttirilmis sinyal/giiriiltii oran1 avantajini sunan hassas elektroanalitik tekniklerden biridir [40]. BRT (pH
4,0) igerisinde 0,1 uM MP'nin 0 V ila-1,0 V potansiyel araligindaki diferansiyel puls voltametrik yaniti
-0,460 V'de (Ag/AgCl'ye karsi) keskin ve iyi tammmlanmig bir pik sergiledi (Sekil 7). MP igermeyen
BRT’de alinan voltamogramda ise bu pike rastlanmadi.

T

ip (LA)

-6 . . r ; . T v T r
-1.0 -0.8 -0.6 0.4 -0.2 0.0

E(V) vs Ag/AgCI

Sekil 7. HSA NP/p(CTAB)/PGE de (a) MP igermeyen ve (b) 0,1 uM MP i¢eren pH 4,0 BRT de alinan DPV
egrileri. (Ei): OV, (Eq): -1,0 V. Puls siiresi : 50 ms, puls yiiksekligi: 50 mV, puls genligi: 4 mV, puls siiresi: 5 s.
Onderistirme: 90 s.

Sekil 8A, MP'nin kantitatif analizi i¢in artan derisimlerde pestisit igeren ¢dzeltide kaydedilen tipik DPV
piklerini gostermektedir. Olgiilen pik akim degerleri, MP’nin 0,01 ila 0,1 uM arasinda derisimleri i¢in
dogrusallik gosterdi (Sekil 8B).

Elde edilen dogrusal kalibrasyon grafiginin denklemi;
I (LA) =25,63(uM) + 0,9998 (R?=0,98) 2
Gozlenebilme sinir1 (LOD) ise 6 nM olarak hesaplands;

LOD =3 xsb/m 3)
s: bos ¢Ozeltide alinan voltamogramlarin standart sapma degeri (n=3)
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m: kalibrasyon grafiginin egimi.
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Sekil 8. (A) HSA NP/p(CTAB)/PGE ’de farkii konsantrasyonlarda MP igeren (a-f: 0,01- 0,1 uM) pH 4,0 BRT de
alman DPYV egrileri. (Diger parametreler Sekil 7 ile aymidir.) (B) MP i¢in dogrusal kalibrasyon grafigi.

HSA NP/p(CTAB)/PGE’nin MP i¢in elde edilen analitik performansi, literatiirde MP’nin tayininde
kullanilan diger enzimatik ve enzimatik olmayan farkli nanomalzemelerle rapor edilmis bazi sensorler
ile kargilagtirilmasi Tablo 1°de 6zetlendi. Anlasildigi iizere gelistirilen sensdr, MP icin genis bir dogrusal
calisma aralig1 ve oldukga diisiik bir gézlenebilme sinir1 degeri gosterdi ve bu sonuglar literatiirde rapor
edilmis diger caligmalarla kiyaslanabilir diizeydedir. Dolayisiyla, gelistirilen HSA NP/p(CTAB)/PGE
sensoriin hazirlama kolayligi, diisiik maliyeti ve MP’ye yiiksek afinitesi, MP’nin enzim gerektirmeyen
hizl1 ve hassas elektrokimyasal tayini i¢in oldukg¢a elverislidir.

493



Tablo 1. MP tayini igin dnerilen sensortin rapor edilen diger elektrokimyasal sensdrlerle karsilastiriimasi.

Elektrot Elektrokimyasal MP LOD Kaynak
Teknik (Dogrusal
Aralik)
ZrO;NPs-GNs/GCE SWv 0,006-3,08 uM 2,05 nM [41]
Stearik asit modifiye GCE DPV 2,07 -12,42 uM 0,95 uM [40]
Gemini surfaktant-interkale kil- SWvV 0,4-8,5uM 0,7 nM [42]
modifiye GCE
CuO-TiO2-dekore GCE DPV 0-7,60 uM 0,0046 uM [43]
MIP-IL-EGN/GCE DPV 0,010-7,0 uM 6 nM [44]
Au-ZrO,-GNs/GCE SWV 0,0038-9,12 uM 3,8nM [37]
BCL@MOF nanofiber/kitosan/GCE DPV 0,1-38 uM 0,067 uM [45]
ITO/(GPDDA/GPSS)1(AuNP/GPSS)10 DPV 1,90-228 uM 2,93 uM [46]
AChE-Au-PPY/GCE cv 17,6-412 nM/ 6,8 nM [13]
1,7-15,45 uM
BSA/AChE-Glu-s-SWCNTs/GCE SWv 1x1071M - 3,75x101' M [14]
5x107°M
AChE/SF/IMWNTSs/GCE Amperometri 3,5uM -2,0 mM 60 nM [47]
HSA NP/p(CTAB)/PGE DPV 0,01- 0,1 uM 6 nM Bu
caligma

Zirkon nanopartikiil dekore grafen nanotabakalar (ZrO,NPs-GNs); kare dalga voltametri (SWV); diferansiyel puls voltametri (DPV); bakir
oksit- titanyum dioksit (CuO—TiO,); molekiiler baskili polimer-iyonik sivi-grafen kompozit film kapli cams: karbon elektrot (MIP—IL—
EGN/GCE); cams1 karbon elektrot {izerinde altin ve zirkon nanokompozit modifiye grafen nanotabakalar (Au-ZrO,-GNs/GCE); metal-organik
gergeveler (MOFs); BCL: Burkholderia cepacia Lipaz, Grafen Nanoplateletler ve Altin Nanopartikiillerin Katman Tabanli Filmleri
(GPDDA/GPSS)1(AuNP/GPSS);0 ; Indiyum kalay oksit (ITO); asetilkolinesteraz-altin-polipirol kapli camsi karbon elektrot (AChE-Au—
PPy/GCE); doniisiimlii voltametri (CV); tek duvarli karbon nanotiip/glutaraldehit ¢apraz baglh asetilkolinesteraz sarilmis sigir serum albiimin
nanokompozitler (BSA/AChE-Glu-s-SWCNTs/GCE); asetilkolinesteraz/ipek fibroin/gok duvarli karbon nanotiipler ile modifiye camsi karbon
elektrot (AChE/SF/MWNTs/GCE).

HSA NP/p(CTAB)/temelli sensoriin giin-igi tekrar iretilebilirligi % 6,2 (n=5) bagil standart sapma
(RSD) ile yiiksek dogruluk gosterdi.

Algilama seciciligi, gelistirilen elektrokimyasal sensoriin degerlendirilmesinde bir baska Onemli
parametredir. CO3%, PO43", SO4*7, NOs~, APF*, Na* ve NH,* gibi girisim yapabilecek tiirler, su iginde
MP ile bir arada bulunabilir. HSA NP/p(CTAB)/PGE ile DPV o6l¢limleri, 0,05 uM MP ile ayni ortamda
200-kat fazla derisimde iyon igeren pH 4,0 BRT de gerceklestirildi. Diger iyonlarla bir arada oldugunda,
MP igin dlgiilen pik akimindaki % bagil degisim Sekil 9°da gosterildigi gibi grafige gegirildi. Sensor
cevabmin % bagil degisiminin en yiiksek % 15 etkiye neden oldugu, bu nedenle tiirlerin, MP’nin
elektrokimyasal tespiti lizerinde neredeyse ¢ok fazla etkiye neden olmadigi anlasildi. Bu durum,
sensoriin MP’nin elektrokimyasal tespiti tizerindeki segiciliginin iyi oldugunu gosterdi.
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Sekil 9. HSA NP/p(CTAB)/PGE ile 0,05 uM MP cevabina farkly iyonlarin etkisini gosteren bar grafigi (Her iyon
icin derigim: 10 uM).

V. SONUC

Ozetle bu calismada, tek kullanimlik grafit elektrotlar iizerine elektrobiriktirilmis p(CTAB) tabakasi
tizerine dekore edilmis HSA NP’ler ile 6nemli bir gevresel kirletici olan MP’nin tayini ig¢in bir
elektrokimyasal sensor gelistirildi. Yiizeyde bulunan albiimin temelli nanopartikiillerin MP’ye yiiksek
afinitesi ve yiiksek adsorplama kapasitesine sahip yiizey aktif madde tabanli p(CTAB) filmin birarada
bulunmasi MP tayini i¢in sinerjik etki olusturdugu anlagilmaktadir. Gelistirilen HSA NP/p(CTAB)/PGE,
farkli inorganik iyonlarin varliginda bile MP'ye kars1 genis dogrusal cevap aralifi, diisiik gézlenebilme
sinir1, iyi hassasiyet ve segicilik ile miikemmel elektrokatalitik aktivite gosterdi. Gelistirilen sensoriin
literatiirde belirtilen MP tayini i¢in enzimatik ve ¢esitli nanomalzemelere dayanan diger bazi sensorler
ile yarisacak ozellikte oldugu tespit edildi. Iyi bir tekrar iiretilebililik gdsteren bu sensoriin MP'nin
pratikte hassas, segici ve yerinde tespiti i¢in kullanilabilecegi ongoriillmektedir.
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