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OZET

Pestisitler, tarimsal, endiistriyel, evsel ve savag amaglariyla sik olarak kullanilan kimyasallardir. Tarimda
kullanilmasindaki artigtan dolayi, pestisitler en 6nemli gevresel kirleticiler arasinda yer almaktadir. Pestisitler
amperometrik, potansiyometrik, konduktometrik transduser ve alan etkili transistérler kullanilarak tespit
edilebilir. Pestisit tayini ic¢in gelistirilen biyosensorlerde; enzim, antibadi, hiicre ve DNA teknikleri
kullanilmustir. Pestisitlerin enzimatik tespiti, secilen enzimin aktivitesinin inhibisyonuna dayalidir. Enzimlerin
disinda canli mikroorganizmalar (alg, bakteri, maya ve funguslar) biyosensorler i¢in biyokatalitik element olarak
kullanilabilir. Ayrica pestisit analizlerinde, guanin oksidasyonuna dayali DNA biyosensorleri de
kullanilmaktadir. Biyosensorler, pestisitlerin 6l¢iildiigii HPLC/DAD, LC/MS/MS ve GC/MS gibi ileri kimyasal
analiz teknikleri ile karsilastirildiginda hassas bulunmusglardir. Bu ¢alisma, giiniimiize dek pestisit analizlerinde
biyosensor kullanimi ile ilgili bilimsel literatiirii irdelemekte ve daha dnce yapilan metodlar1 karsilastirmaktadir.

Anahtar kelimeler: Biyosensor, Pestisit Analizi, Su Kalitesi izleme, Su Kirliligi Kontrol Yénetmeligi

APPLICATION OF ELECTROCHEMICAL BIOSENSORS IN
PESTICIDE ANALYSIS

ABSTRACT

Pesticides are agents widely used for agricultural, industrial, household and warfare purposes. Because of their
increasing use in agriculture, pesticides are among the most important environmental pollutants. Pesticides can
be detected by using amperometric, potantiometric, conductometric transduser and field effect transistor.
Enzyme, antibody, cell and DNA techniques have been used in biosensors which were developed for pesticide
analysis. The enzymatic detection of pesticides are based on inhibition of enzymatic activity of selected
enzymes. Apart from enzymes, living microorganisms (alg, bacteria, yeast and fungus) can be used as an
biocatalitic element for biosensors. DNA biosensors based on guanin oxidation are also used in pesticide
analysis. Biosensors, when compared with advanced analytical techniques such as HPLC/DAD, LC/MS/MS and
GC/MS have been found more sensitive. This study examines the literature regarding the use of biosensors in
pesticide analysis and compares the previously used methods.
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1. GIRIS

Pestisit, tarimsal miicadele amaci ile kullanilan tiim ilaglarin ortak adidir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Orgiitii (FAO) tarafindan yapilan tamim su sekildedir; “insan veya hayvanlarda olusabilecek hastaliklar1 tasiyic;
gidalarin, tarimsal {riinlerin, ahsap ve ahsap triinlerinin veya hayvan yemlerinin iiretimi, iglenmesi, taginmasi,
depolanmasi ve/veya pazarlanmasi sirasinda bu uygulamalar1 olumsuz etkileyecek her tiirlii zararlinin 6nlenmesi,
yok edilmesi veya kontrol altina alinmasi amaciyla veya hayvanlar iizerinde veya viicutlarinda bulunabilecek
zararlilarin kontrol altina alinmasi amaciyla kullanilan maddelerdir[1]. Pestisit deyimi, insektisit (bocek
oldiirticii), herbisit (yabani ot 6ldiiriicit), fungusit (kiif 6ldiiriicii), rodentisit (kemirgen 6ldiriicii) vb. seklinde
smiflandirilan kimyasal maddelerin tiimiinii kapsamaktadir [2].

Diinyada tarim ilaci tiretimi 3 milyon ton, yillik satis tutart ise 25-30 milyar $ arasinda degismektedir. Diinya
pestisit pazarinda tonaj olarak yilda %1 civarinda bir biiylime beklenmektedir. Herbisitler tarim ilaglar1 iginde %
47'lik bir payla birinci siray1 almaktadir. Bunu %29 ile insektisitler izlemekte, fungisitlerin ise % 19'luk bir pay1
bulunmaktadir. Herbisitler ve insektisitler, kullanimin %70'den fazla bir boliimiinii kapsamaktadir. Diger pestisit
gruplari ise %5'lik bir paya sahiptir. Parasal olarak degerlendirildiginde tiiketimin %3 1’ini insektisitler, %26’sin
herbisitler, %20’sini de fungisitler olugturmaktadir [3]. Tiirkiye’de tarim ilaci tiiketimi ortalama 33.000 tondur.
Bu miktarin %47’sini insektisitler, %24’{inii herbisitler, %16’sim1 fungisitler, %13’{inii de diger gruplar
olusturmaktadir. Bu pestisitlerin yillik satis tutar1 da yaklasik 230-250 milyon dolardir [3].

Gidalardaki pestisit kalintilarinin uzun siire alinmasiyla uzun vadede akciger hastaliklari, kanser, beyinde ve
periferal sinir sisteminde harabiyet, karaciger, kalp, endokrin, tireme sistemi ve bobrek hastaliklar1 olugmaktadir.
Bunlarin yani sira teratojenik, mutajenik, hematolojik, metabolik ve alerjik etkileri olan pestisitler de vardir.
Pestisitlerin insanlarda yaptiklari bu etkilerin yani sira hayvanlar {izerinde de olumsuz etkileri mevcuttur.
Pestisitlerin kiimes hayvanlari ve kuslarda yumurta kabuklarinin incelmesine neden oldugu ayrica dogada
kuslarin iireme ve g¢ogalmalarini engelledigi bilinmektedir. Pestisitlerin bu olumsuz etkileri kimyasal yapi,
uygulama ve kullanma sikligi gibi faktorlere baghdir [4,5]. Pestisitlerin su ortaminda toksisitesi, ayni anda her
yerde bulunmasi ve siirekliligi ¢evrede Avrupa Birligi’ni farkli ¢evresel sulardaki pestisit konsantrasyonun
simirlanmasina yoneltmistir. Insanlarin tiikettigi suyun kalitesi Direktif 98/83/EC ile tek pestisitler icin 0,5 pg/l
olarak smirlanmistir [6]. Ayrica pestisitlerin aktif maddelerinin, par¢alanma ya da reaksiyon tiriinlerinin kaynak
ve igme/kullanma sularinda olabilecek maksimum limit degeri her bir pestisit igin 0,1 pg/l, toplam pestisit i¢in
0,5 pg/’dir. Yiizeysel ve yer alt1 sularinda aldrin, dieldrin, heptaklor ve heptklor epoksit bulunmasi halinde ise
limit deger 0,03 pg/I’dir [7].

Biyosensorler, pestisitlerin tespiti i¢in olduk¢a kullaniglidir ve uzun zamandir aragtirma alanlarinda siklikla
kullanilmaktadir 8, 9, 10]. Biyosensorler (biyoalgilayicilar), biinyesinde biyolojik bir duyargaci bulunan ve bir
fizikokimyasal c¢evirici ile birlestirilmis analitik cihazlar olarak tamimlanmaktadir. Biyosensorler biyolojik
sistemlerle birlestirilmis sensdr sistemleridir. Tki kisimdan olusur; birinci kisim biyokomponentler (reseptdr),
ikinci kisim fiziksel komponentlerdir (transduser) (Sekil 1). Biyolojik algilayici eleman hedef analit ile segici
olarak etkilesimde bulunan biyokatalistler (enzim, mikroorganizma, doku malzemeleri) veya biyoligantlar
(antikor, niikleik asit, lektin) olabilmektedir. Transduser ise hedef analit ile biyolojik algilayici arasindaki
etkilesime bagli olarak ortaya ¢ikan fiziksel cevabi Olgiilebilir bir sinyale donistiirmektedir. Analit ile
biyoreseptor arasinda olusan kimyasal reaksiyon renk degisimi, 1sima, 1s1 olusumu, bir osilatériin frekansindaki
degisim veya iletkenlik 6zelligindeki degisim gibi bir sinyal {iretmektedir [11].

Biyoreseptor Transduser
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biyolojik reseptorler

Sekil 1. Biyosensorlerin sematik gosterimi [12, 13]
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Bu derlemenin amaci onemli bir gevre kirletici olan pestisitlerin elektrokimyasal olarak tespit edilmesini
irdelemektir. Derlemenin kapsami elektrokimyasal biyosensorlerin dizayni igin gerekli biyoreseptorlerin tipleri
ve elektrokimyasal 6l¢iim metodlarini igermektedir.

2. PESTISIT ANALIiZ METODLARI

Pestisit analiz metotlart genel olarak 4 grup altinda asagidaki sekilde tanimlanmuistir.

2.1. Amperometri

Amperometri genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim siddetinin 6l¢iimiinii esas alir. S6z konusu akim
yogunlugu calisma elektrodunda yiikseltgenen ya da indirgenen elektroaktif tiirlerin konsantrasyonunun bir
fonksiyonu olarak tanmimlanir. ikinci elektrot referans elektrot olarak is goriir. Kalibrasyondan sonra, akim
yogunluklarindan ilgili tiirlerin konsantrasyonlariin belirlenmesinde yararlamlir. Iletici sistem olarak bir
amperometrik sensoriin kullanilmast durumunda potansiyometrik sensorlerden en biiyiik fark, tiriinlerden sinyal
olusturan tiiriin elektrot yiizeyinde tiiketilmesidir [14].

Amperometrik immunosensorler, sabit elektriksel potansiyelde elektrot yiizeyinde elektroaktif tiirlerin 6zellikle
antijen-antibadinin yiikseltgenip indirgenmesiyle konsantrasyona bagli akimi dlgerler. Akim direk olarak antijen-
antibadi baglanmasi ile orantilidir [8].

2.2. Potansiyometri

Potansiyometri bilindigi gibi en genel anlamda ¢alisma ve referans elektrot arasindaki potansiyel farkinin
Ol¢limiinii esas alir. Elektrot potansiyelinin belirlenmesi dogrudan analit konsantrasyonunu tanimlar. Elde edilen
sinyal Nerst Kanunu uyarinca konsantrasyonunun logaritmas: ile orantilidir. Potansiyometrik o6l¢iimlerde
kullanilan temel sensorler pH ya da tek degerlikli iyonlara duyar cam elektrotlar, anyon ya da katyonlara duyar
iyon secimli elektrotlar ve karbondioksit ya da amonyaga yonelik gaz duyar elektrotlardir [14].

Potansiyometrik immunosensdrler antibadi-antijen spesifik baglanmadan sonra olusan potansiyel degisimlerin
Olciilmesine dayanir [8].

2.3. Alan Etkili Transistorler

Alan etkili transistor (FET) ve o6zellikle iyon duyarli FET’ler (ISFET) biyosensorlerin gelisiminde temeli
olusturmaktadir. Temel sensor olarak metal oksit yari iletken alan etki transistorlerini (MOSFET) yada iyon
duyar alan etki transistorlerini (ISFET) esas alan bu tiir enzim sensorleri, enzim ile alan etki transistorlerinin
birlestirilmesini ifade edecek sekilde enzim alan etki transistorleri(ENFET) olarak adlandirilirlar.

MOSFET lerin, gazlarin Olgiimiine uygun hale getirilmesiyle olusan gaz duyar sensorlerde(GASFET)
adsorblanan gaz molekiillerinin disosiyasyonu ve olusan yiikiin oksit tabakasina transferi temel ilkeyi olusturur.
Bu durum tabanin dielektrik sabitini degistirerek ve drain akimda bir modifikasyona yol agarak 6lglime imkan
verir [8].

2.4. Kondiiktometri

Cozgen icinde gergeklesen biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda elektriksel iletkenlikte degisimin Slglilmesine
dayanir. Birgok enzimatik reaksiyonlar iyon konduktometrik veya impedimetrik aletler dlgiilebilir.
Bir immunosensorde, elektrot yiizeyine antibadi-antijen etkilesiminden kaynaklanan elektriksel iletkenlik
Olciilerek tespit gergeklestirilir [15,16].

3. PESTIiSIiT OLCUMUNDE KULLANILAN BiYOSENSOR TIPLERI

Biyosensorlerin ¢esitli ortamlarda (toprak, hava, aritma tesisi) kirleticilerin konsantrasyonlarin1 6lgme ve
izleme potansiyeli yaninda bu tekniklerin konvansiyonel analiz metotlarina gére daha ucuz olmasi ve ortamda
Kirleticinin davraniginin siirekli izlenebilmesi gibi ¢ok 6nemli avantajlari vardir. Kirleticilerin aninda analiz
edilebilmesi, Ozellikle aritma reaktdrlerinin otomatik kontroliinde rahatlikla kullanilabilir veya ortamdaki
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kirleticinin siirekli izlenmesi ile gerekli dnlemlerin alinabilmesine izin verir. Konvansiyonel analiz metotlar
oldukga pahali, uzun zaman alan ve uzmanlik gerektiren tekniklerdir. Buna karsin biyosensorler diisiik maliyetli
ve taginabilir olduklarindan yerinde analiz imkan1 saglayan, hassas ve giivenilir biyoanalitik sistemlerdir [17].

3.1. Enzim Bazh Biyosensorler

Enzimler, canli hiicrelerde iiretilen substratlar1 katalizleyen organik katalistlerdir. Enzim bazli sensorler,
temelde enzim katalizli reaksiyonlarin cevabini 6lger; her fiziksel 6l¢iim bu reaksiyonun hizi ile iligkilidir ve
tespitte kullanilir. Elektrokimyasal tranduserler kullanarak enzim aktivitesi izlemede cesitli prosediirler
kullanilmistir. Bu  aktivitenin degerlendirilmesinde enzimatik reaksiyonlarda elektroaktif iiriinler veya
kosubstratlarin direk 6l¢iimiinii icerir. Bunun tespiti sentetik mediyator kullanilarak indirek olarak elektrolit tiir
ile elektrot arasindaki elektron transferiyle saglanir. Pestisit tespiti igin katalitik aktiviteye veya reaksiyon
inhibisyonuna dayali bir¢ok biyosensdrler bulunmaktadir. Pestisitlerin direk tespiti i¢in organofosfor hidrolaz
enzimi siklikla kullanilir.

Organofosfor hidrolaz (OPH), organofosfor hidrolizleyici enzimdir; genis substrat spesifikligine sahiptir ve
birgok organofosfor (OP) pestisitleri hidrolizler (Or: parakson, paratiyon, koumafos, diazinon, dursban).
Organofosfor asit hidrolaz organofosfor bilesiklerin hidrolizini katalizler, P-O, P-F, P-S veya P-CN baglarinin
ayrilmasi ile iki proton ve alkol iiretir; bircok durumda kromoforik ve/veya elektroaktiftir. Olusan hidrojen
iyonu, potansiyometrik olarak takip edilir. Organofosfor hidrolaz, hidroliz iirlinlerinin oksidasyon ve rediiksiyon
akiminin amperometrik transduser ile gdzlenmesi ile birlestirilebilir.

Organofosfor hidrolaz enzimi, parakson ve paratiyonun tespiti i¢in biyosensor olarak kullanilmistir. Sensoriin
transduser yapisi, ¢ip duyarh kapasitif elektrolit iletici yar1 iletkenden olusur, bu pH degisimiyle organofosfat
bilesiklerin OPH ile katalizlenmesine neden olur [8].

Sudaki organofosfat pestisitlerin tayini OPH ve akis enjeksiyon amperometrik biyosensor kullanarak
gerceklestirilmistir. Organofosfat pestisitler aktif amino propil cam boncuklar {izerine immobilizlenmistir.
Calisma elektrodu olarak karbon pasta elektrot, referans elektrot olarak Ag/AgCl, yardimci elektrot paslanmaz
celik elektrot kullanilmistir. Amperometrik sensér cevabi parakson ve metil paratiyon i¢in sirasiyla 120 uM ve
140 pM’dir. Her iki analit i¢in tespit limiti 20 nM’dir [18].

Yeni dual amperometrik/potansiyometrik biyosensor ¢ip ile immobilize enzim OPH kullanarak organofosfor
pestisitler tespit edilmistir. Biyosensor ¢ipin amperometrik ve potansiyometrik transduserler ince film teknikleri
vasitastyla hazirlanmigtir. Parakson, paratiyon, diklorvos ve diazinon benzeri organofosfor pestisitlerin farkli
gruplar1 pM konsantrasyon sinirinda tespit edilmistir [19].

Dual transduser akis enjeksiyon biyosensor tespit sistemi, OP ndrotoksinlerin gézlenmesinde kullanilmustir.
Biyosensorler, OPH’a dayalidir. OPH, paratiyonun hidrolizini katalizler, oksitlenebilir p-nitrofenol ve organik
asit {iretir. Potansiyometrik biyosensorlerin aktivitesi pH degisimi ile iliskilidir [8].

Yukarida 6zetlenen ¢alismalara ilave literatiirdeki mevcut direk tespit érnekleri Tablo 2.1°de ve indirek tespit
ornekleri de Tablo 2.2°de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Pestisitlerin enzimatik biyosensorler ile direk tespiti

Analit Enzim Tespit Limiti Sistem Referans

Di-isopropil Organofosfor asit | Kesikli ve akis enjeksiyon igin sirasiyla | Amperometri [20]

fluorofosfatlar anhidrolaz 10 ve 12,5 uM

Paratiyon Paratiyon hidrolaz | 1 ng/ml Amperometri [21]

Paratiyon/ Paratiyon hidrolaz | 15/20 nM Amperometri [22]

Parakson

Parakson/metil | Organofosfor 20 Nm Amperometri [18]

paratiyon hidrolaz

Organofosfor Organofosfor Parakson ve diklorvos igin sirasiyla 2 | Amperometri/ [23]

norotoksin hidrolaz uM ve 6 uM (potansiyometrik); 70 nM | Potansiyometri
parakson (amperometrik)

Pestisitlerin indirek enzimatik tespiti i¢in kolinesteraz, tirozinaz, askorbat oksidaz, asetolaktat sentaz ve
aldehid dehidrogenaz gibi se¢ilmis enzimlerin aktivitesinin inhibisyonuna dayalidir. Boyle bilesikler, bazi
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enzimlerle kararli bilesikler olusturabilir. Bu ylizdendir ki, bu pestisitler yapisal olarak substratlara benzer,
boylece enzimin aktif merkezini bloklar ve aktivitesini inhibe eder. Inhibisyon substratin varligindan
bagimsizdir. Enzimatik biyosensorler ¢esitli elektrokimyasal sinyal transduserler, enzim immobilizasyonunda

farkli metotlar ve gesitli analiz metotlar1 kullanarak gerceklestirilir [8].

Tablo 2. Pestisit indirek tespiti i¢in enzimatik biyosensorler

Analit Substrat Enzim Tespit Limiti Referans

Triklorfon Butirilkolin Butiriltiyokolin <0,1 uM [25]
esteraz

Koumafose/triklorfon/ | Tiyokolin Tiyokolin esteraz 0,02/0,4/0,3/0,08 | [26]

metiyokarb ug/ml

Karbaril Asetilkolin Asetil tiyokolin | 5.10-5 mol/I [31]
esteraz

Karbafuran Asetilkolin Asetil tiyokolin | nM [27]
esteraz

Maltiyon Asetilkolin Asetil tiyokolin | 0,03 ng/ml [32]
esteraz

Triazofos Asetilkolin Asetil tiyokolin | 0,01 uM [33]
esteraz

Paraokson/klorprifos p-aminofenol Kolin esteraz 19,1/1,24 Nm [34]

etilokson

Klorprifosmetil/ Tiyokolin Tiyokolin esteraz 2,10-8, 5.10-8 ve | [35]

koumafos/karbofuran 8.10-8

Karbofuran/ parakson | Asetilkolin/ Asetilkolin 0,2ve 0,6 nM [36]

Buturilkolin esteraz/Butirilkolin

esteraz

Klorprifos etil okson Tiyokolin Kolin esteraz 1 ppb [37]

Diklorvos/karbofuran | Asetilkolin/ Tiyokolin | Kolin esteraz/ kolin | 1,3.10-3/0,01 ppb | [38]
oksidaz

Karbaril/Karbofuran Asetilkolin/ Tiyokolin | Asetilkolin  esteraz/ | 2 pg/ml [39]
kolin oksidaz

Triklorofon Asetilkolin/ Kolin esteraz/ Kolin | 5 ng/ml [40]

Tiyokolin/H202 oksidaz/peroksidaz

Aldikarb Glikoz-6-P/glikoz Asit fosfotaz/ glikoz | 40 pg/ml [41]
oksidaz

Metil Monofenol Tirozinaz 6/19/5/10 ppb [29]

paratiyon/diazinon/

karbafuran/karboy

Triazin Monofenol Tirozinaz 0,5.10-9 mol/l [42]

Diazinon/diklorvos Monofenol Tirozinaz 5ve 75 uM [43]

Ziram/diram/¢inko Monofenol Tirozinaz 0,074/1,3/1,7 uM | [44]

dietilditiyokarbamat

Zineb Propinoaldehid Aldehid 8 ppb [45]
dehidrogenaz

Herbisit Priivat Asetolaktat sentaz 1 uM [46]

Etil parakson Askorbat Askorbat oksidaz 1 ppm [30]

Asetilkolin (ACh) veya Butirilkolin (BuCh) substrat olarak kullanildiginda, reaksiyon {irtinleri kolin ve organik
asittir. Kolin, elektrokimyasal olarak aktif degildir, enzim aktivitesinin degisimi, biyosensor yiizeyinde asit
tretimi ile tespit edilir. Asetiltiyokolin (ATCh) veya butiriltiyokolin (BuTCh) yapay substrat olarak
kullanildiginda reaksiyon tirtinleri tiyokolin (TCh) ve bir organik asittir. Tiyokolin anodik olarak platin elektrot
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veya modifiye elektrotlar kullanilarak oksitlenebilir [24]. Sekil 2’de asetilkolin esteraz kullanilarak hazirlanan
bir biyosensoriin cevabi ve pestisit ¢dzeltisinde asetilkolin esteraz enziminin inhibisyonu ile ilgili 6l¢iim stratejisi
mevcuttur [41].

(A 7 N
2 F AChE + . :
(CH3);NCH,CH,SCOCH; — (CH3);NCH,CH,SH + CH3;COOH
Asetiltiyokolin Tiyokolin

3
2(CH3) l’tl('H CH>SH elektrot  SCH2CHaN(CHj)y + 2HY + 2¢”
2(CH3)3 2CH:! 4

<l ~ + “
Tiyokolin (Yukseltgenme) SCH,CH2N(C Hs);

indirgenme
L J
(B)
Asetiltiyokolin —(CHN'(CH,), Asetiltiyokolin - S—(CHa:N"(CHy),

kiorir S—(CH,),N* (CH,), klorr S—(CH,).N"(CH,),

Electrode

Kalan enzim aktivitesinin
tayini

Enzim aktivitesinin tayini Pestisit ile inhibisyon

Sekil 2. (A) Asetilkolin esteraz kullanilarak hazirlanan bir biyosensoriin cevabi (B) pestisit ¢ozeltisinde
asetilkolin esteraz enziminin inhibisyonu ile ilgili 6l¢iim stratejisi [41]

Butirilkolin esteraz dayali potansiyometrik biyosensorler enzimin glutaraldehid ile elektrot yiizeyinde
elektropolimerize polietilenimin filmin aglastirilmasi ile gelistirilmistir. Enzim inhibisyonuna dayali olarak
trikloorfon tespit edilmistir. Tespit limiti 0,1 pM’dan kiigiiktiir [25].

Kolin esteraz sensorlere dayali camsi karbon ve planar epoksi grafit elektrotlarin elektrot yiizeyi polianilin
tabakalar ile hazirlanmistir. Polianilin, yiiksek isletim kararligi ve duyarliligi saglar. Tespit limitleri koumafos,
triklofon, aldikarb, metiyokarb i¢in sirasiyla 0,02, 0,04, 0,03, 0,08dir [26].

Planar altin elektrot yiizeyine, asetilkolin esterazin (AChE) adsorpsiyonu ve stabilizasyonu arttirmak igin
elektrodepolanmis altin nanopartikiiller kullanilmigtir. Asetiltiyokolin immobilize enzim ile tiyokoline
doniistiirtilir. Nanopartikiil tabaka varliginda, asetiltiyokoline sensér cevabi onemli derecede azalir ve
elektrodun kullanimint sinirlanir. Bu sensor ile karbofuran nM konsantrasyonunda tespit edilmistir [27].

Bunlarin disinda bi-enzimatik biyosensorler kullanilarak kolinesterazlar, kolin oksidaz (CHO) ile
birlestirilmistir. Kolinin oksidayonu kolin oksidaz tarafindan katalizlenir, reaksiyon sirasinda oksijen tiiketilir ve
H,0, iiretilir. Bdylece, bunlarinin birinin konsantrasyonundaki degisim bienzimatik cevabin temelidir. Oksijen,
Clark elektrot ile H,O, platin, grafit, screen printed elektrot ile 6l¢iiliir [8].

Asetilkolin esteraz ve kolin oksidaz enzimleri yiiksek duyarlilik, genis lineer sinir ve diisiik tespit limitleri ile
organofosfat bilesiklerin analizlenmesini saglarlar. Biiylik ylizey alani saglayan karbon nanotiipler kullanilarak
organofosfat pestisitler tayin edilmistir [28].

Tirozinaz enzimi (polifenol oksidaz), monofenolii o-difenollere ve ileride o-kinonlara oksitlenmesini katalizler.
Reaksiyon prosesi, kinonun indirgenmesi ile amperometrik olarak takip edilebilir. Karbamat ve organofosfor
pestisitlerin tespiti i¢in optimize edilmis biyosensorlere ornek bir biyosensér Yaico ve arkadaglart (2007)
tarafindan gelistirilen enzimatik olarak jenere edilmis kinoid iirlinlerin elektroindirgenmesine dayali screen
printed biyosensordiir. Kompozit elektrot, ko-fitalosiyanin modifiye seliiloz grafit kompozitin elektrokimyasal
transduser olarak polikarbonat destege immobilizasyonu ile hazirlanir. Tirozinaz biyosensor enzimin kompozit
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elektrot ylizeyine glutaraldehit ve sigir serum albumin (BSA) ile ¢apraz baglanmasiyla hazirlanmistir. Sonuglar,
metil paratiyon ve karbofuran enzim prosesinde yarigmali inhibisyonuna neden olur; diazinon, karbaril igin 10-
50 ppb olarak bulunmustur [29].

Organofosfor pestisitler, askorbat oksidaz enziminin aktivitesinin inhibisyonu ile tespit edilebilir. Denklem
1’de de goriildiigii gibi askaorbat oksidaz askorbati oksitleyerek dehidroaskorbat ve suya doniistiirtir.
Askorbat + O, —Dehidroaskorbat +H,0 (D)

Etil paraksonun tespiti icin salatalik dokusu (askorbik asit oksidaz bakimindan zengin), teflon ve naylon
membran arasina immobilizlenerek Clark tip oksijen elektrota ataclanir. Biyosensor, etil paraksonun askorbik
asit oksidazin inhibisyonuna dayalidir. Lineer cevap 1-10 ppm arasindadir [30].

3.2. Hiicre Bazlh Biyosensorler

Canli mikroorganizmalar (alg, bakteri, maya ve funguslar) biyosensorler i¢in biyokatalitik element olarak
kullanilabilir. Mikrobiyal (tiim hiicre veya hiicrenin bir kismi) biyosensorler, bazi uygulamalar i¢in basit ve
ucuzdur, enzimlerin eliminasyonu ve saflastirilmasini gerektirmez, enzim igin gerekli kofaktorii saglar [8].

p-nitrofenil-substitute organofosfatin direk tespiti i¢in amperometrik mikrobiyal biyosensorler gelistirilmistir.
Biyosensor p-nitrofenol yikicidan olugur. Pseudomonas putida JS444, karbon pasta elektroda immobilize hiicre
yiizeyinden organofosfor hidrolazi immobilizler. Ara yiizeyin elektrooksidasyon akimi Ol¢iliir ve
organofosfatlarin konsantrasyonu ile orantilidir. Optimum operasyon kosullart altinda paraokson, metil
paratiyon, ve paratiyonun tespit limitleri sirasiyla 0,28; 0,26; 0,29 ppb’dir [47].

Biyoreseptor olarak Chlorella vulgaris mikroalg kullanarak bienzimatik konduktometrik biyosensor
gelistirmigler. Alg, sigir serum albumin (BSA) membran igine glutaraldehit ile depolanir ve konduktometrik
elektrotla birlestirilir. Yerel iletkenlik degisimleri alg alkalin fosfataz ve asetilkolin esteraz aktiviteleri ile
gerceklesir. Pestisitler i¢in i¢ deneyler paratiyon metil ve karbofuranin tersine paraokson metilin Chorella
vulgaris asetilkolin esterazi inhibe ettigini gosteriyor [48].

Organofosfor pestisitlerin tespitine yonelik biyosensorlere baska bir drnek, hiicre yiizeyinde ifade edilen
organofosfor hidrolazin genetik mithendislenmis hiicre ile hazirlanmis karbon pasta elektrodudur. Organofosfor
hidrolaz enzimiyle parakson, paratiyon ve metil paratiyon p- nitrofenole hidrolizlenir. Karbon transduserde
anodik olarak 6lgiilen oksidasyon akimiyla tespitler saglamr. Miikemmel depo stabilitesine, 45 giin 40 °C’de
saklandiginda %100 orijinal aktiviteye sahiptir [49].

Biyosensor, polikarbonat membran tizerine Escherichia coli kiiltiiriiniin depolanmast ile hazirlanir ve membran
cam elektroda O-ring ile tutturulmustur. Paraokson, paratiyon, metil paratiyon ve diazinon igin cevaplar
incelenmistir; tespit limitleri her analit i¢in 3 pM’dir [50].

3.3. DNA Bazh Biyosensorler

Guanin oksidasyonuna dayali DNA biyosensorler pestisitlerin analizlerinde kullanilmistir. DNA sensorleri,
DNA molekiiliiniin gesitli bilesiklerle birlesmesi ve DNA redoks 6zelliklerinde (guaninin oksidasyonu) veya
DNA tabaka iizerinde elektro-aktif analitin eklenmesiyle hazirlanir. Voltametri, potansiyometri sik kullanilan
elektrokimyasal tekniklerdir.

Polipirol-polivinil sulfonat (ds-CT-DNA-PPy-PVS) filme tutuklanmus ¢ift iplikli dana timus deoksiriboniikleik
asid, indium-tin-oksid (ITO) kaplanmis cam tabakaya fabrike edilmistir. Bu biyosensér ile klorprifos 0,0016-
0,025 ppm ve malatiyon 0,17-5 ppm olarak tespit edilmistir [51].

Polianilin (PANI) polivinil sulfonat bazli DNA biyosensorler elektrokimyasal tutuklama teknigi ile indium tin
oksid (ITO) kullanilarak fabrike edilir. Cift iplikli dana timiis biyoelektrotlar kare dalga voltammetri Fourier
transform infrared spektroskopi, tarama elektron mikroskopi ve elektrokimyasal empedans teknikler kullanarak
karakterize edilmistir. Bu PANI-PVS/ITO biyoelektroda tutturulmus dsCT-DNA’nin kullanildigi biyosensorler
klorprifos ve malatiyonun tespit limitlerini sirastyla 0,5 ppb ve 0,01 ppb olarak tespit etmisler. Cevap stiresi 30
saniye, biyosensor 6 ay stabildir [52].

Diinyamizda, biyosensorlerde biyoreseptor olarak kullanilmaya aday bir ¢ok biyolojik materyal bulunmaktadir.
Enzimler, hiicreler ve genetik materyal (DNA) en sik kullanilan biyoreseptdrlerdir. Herhangi bir biyomateryalin
biyoreseptdr amacgli kullanimi igin tek kosul, materyalin istenilen analiti bir sekilde 6zgiin olarak tanima
kapasitesine sahip olmasidir. Enzim bazli biyosensorlerde, biyoreseptor olarak kullanilan enzimler en gok
bilinendir. Enzimlerin substratlarina kars1 oldukga yiiksek bir 6zgilinliigii, afinitesi mevcuttur. Binlerce kimyasal
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arasindan ilgili olduklart substrati se¢er ve reaksiyonu katalizlerler. Tabi tiim diger reaksiyonlarda oldugu gibi
enzimatik reaksiyonlarda da ortamin sicakligi, pH’s1, iyonik kudreti ve diger ¢evre sartlart 6nemli rol oynar.
Olumsuz kosullar enzimin aktivitesini yitirmesine ve bundan dolay1 tayinin ger¢eklesmemesine neden olur. Bu
sebepten dolayr enzim bazli biyosensorlere altenatif hiicre bazli biyosensorler kullanilmaktadir. Reaksiyonu
gerceklestirecek olan enzim, hiicre icinde bulundugundan dig ortamdaki kosullardan etkilenmez ve ayrica
enzimin saflastirmasi gibi zor ve maliyetli basamaklarin kullanilmasina gerek kalmaz.

3.4. Tartisma

Bir biyosensoriin hazirlanmasi i¢in elektrotlara, analiz edilecek maddeyi 6zgii enzim gibi bir biyoreseptore ve
elektrokimyasal 6l¢iim cihaza ihtiya¢ duyulur. Bu gerekli ekipmanlar, GC, HPLC ve LC/MS/MS sitemlerinden
daha ucuzdur [8].

Pestisit dl¢limlerinde kullanilan GC-MS, HPLC ve LC/MS/MS gibi yiiksek maliyetli cihazin teminin yani1 sira
farkli 6rnek matrikslerinde komplex ve zaman alici 6rnek hazirlama gerekliligi uygulamalarda analizleri
kisitlayict en 6nemli faktordiir. Ayrica bu cihazlarin kullanimi igin kalifiye bir personel de gereklidir [8,53].
Klasik metotlarin ¢alisilmasinda bu dezavantajlarin bulunmasindan dolay1 biyosensorler pestisitlerin tayininde
literatiirde siklikla kullanilmaktadir. Cesarino ve arkadaglart (2012), lahana, brokoli ve elmada karbaril ve
metomil pestisitleri elektrokimyasal asetilkolin biyosensorii ve HPLC/DAD kullanarak tespit etmiglerdir.
Sonuglar karbaril i¢in elmada sirastyla 1,68 ve 1,59 umol/L'l, metamil i¢in lahanada sirasiyla 2,33-2,22 pmol/L-
1 ve brokolide 1,85-1,75 pmol/L™ olarak tespit edilmistir [54].

4. SONUC

Bu derlemede, biyosensorlerin dnemli bir gevre kirletici olan pestisitlerin elektokimyasal tespitindeki kullanimi
orneklerle agiklanmistir. Biyosensorler kolay hazirlanma, diisiik maliyet ve yerinde analize imkan sagladigindan
gevre Kkirleticilerin analizinde GC, HPLC ve LC/MS/MS gibi klasik metotlara alternatiftir. Cesarino ve
arkadaslar1 (2012) nin biyosensor ve yiiksek analitik karsilastirmali 6l¢iim sonuglart (elektrokimyasal asetilkolin
biyosensoriic ve HPLC/DAD kullanarak) biyosensorlerin konvensiyonel sistemler yerine kullanilabilirligini
gostermektedir [54].Yerinde analiz, kirligin aninda tespit edilmesini saglar, boylece laboratuvara transfer
maliyeti gerektirmez. Bu avantajlarindan dolay1 biyosensorler gevresel analizlerde ve proses kontrollerinde
basarili bir rol oynarlar. Akuatik ¢evrede biyosensorler kullanarak pestisit ve herbisit analizlerine ornekler
yukarida verilmistir. Ayrica, tek kullanimlik biyosensorler, minyatiirizasyon ve diisiik maliyet gibi bazi ilave
avantajlar sagladigindan gelecek vaad etmektedir.
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