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Dinyada yaygin olarak kullanilan pestisitler, tarimsal, endustriyel, evsel ve savas malzemeleri olarak kullanilan
kimyasallardir. Pestisitler pek ¢ok saglik sorunu ile ilgili olmasina ragmen, bu kirleticilerin izlenmesi ve tanimlanmasinda
ciddi bir eksiklik bulunmaktadir. Yiksek performansli sivi kromatografisi, kapiler elektroforez ve kitle spektrometresi
gibi klasik kromatografik yéntemler gidalardaki pestisit analizlerinde etkili ydntemlerdir. Bununla birlikte, bu ydntemlerin
karmasik suregler, zaman alici hazirlik adimlari, pahal ekipman ve uzman personel gereksinimleri agisindan onemli
sinirlamalari vardir. Biyosensorler, basitlik, yiksek hassasiyet, kisa analiz siresi ve disuk analiz maliyeti ve ayni
zamanda gergek zamanl 6lglimlere uygulanabilirligi nedeniyle pestisitlerin tayini igin tercih edilen cihazlardir. Onbes
yildan fazla bir suredir, gida kontroli ve guvenligi icin pestisit kalintilarini izlemek icin enzim inhibisyonuna dayali
biyosensoérler gelistiriimistir. lletken polimerler bu pestisit biyosensorlerinin yapiminda kullaniimaktadir. Bu galismada
pestisit tayini icin kullanilan biyosensoérler ile ilgili bilgi verildikten sonra asetilkolin esteraz enziminin inhibisyonuna dayali
iletken polimer temelli biyosensarler ile ilgili calismalar derlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Pestisit, iletken Polimer, Biyosensor, Enzim, Gida, Su

Acetylcholinesterase Inhibition Based Biosensors Developed by Using Conducting Polymers
for Pesticide Analyses

ABSTRACT

Pesticides commonly used worldwide are chemicals used as agricultural, industrial, domestic and war materials.
Although pesticides are very strongly associated with many health problems, there is a serious lack of monitoring and
identification of these pollutants. Conventional chromatographic methods such as high performance liquid
chromatography, capillary electrophoresis and mass spectrometry are effective methods for pesticide analysis in foods.
However, these methods have considerable limitations in terms of complex processes, time-consuming preparatory
steps, expensive equipment and expert staff requirements. Biosensors are preferred devices for the determination of
pesticides because of their simplicity, high sensitivity, short analysis time and low analysis cost, as well as their
applicability to real time measurements. For more than fifteen years, biosensors based on enzyme inhibition have been
developed to monitor pesticide residues for food control and safety. Conductive polymers have been used during
constructions of these pesticide biosensors. In this study, studies on biosensors used for pesticide analyses were
summarized and then researches on acetylcholinesterase inhibition based biosensors developed by using conducting
polymers for pesticide analyses were reviewed.
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GiRiS

Dinya genelinde yaygin olarak kullanilan pestisitler,
tarim, endustri, evsel ve savas malzemesi olarak
kullanilan  kimyasallardir.  Tarim ve  endustride
kullaniimasindaki artistan dolayi, pestisitler en 6nemli
cevresel kirleticiler arasinda yer almaktadir. Bu bilesiklere
uzun slreli maruz kalma nedeniyle ¢ok ciddi cevre
sorunlari  ortaya ¢lkmaktadir. Organofosforlu ve
karbamatli insektisitlerin yogun olarak kullanimlari,
gidalarin ve yer alti sularinin kirlenmesine neden

olmaktadir. Pestisitlerin ($ekil 1) hava, su, toprak ve
organizmalarda dagilmalari gesitli fiziksel, kimyasal ve
biyolojik degisikliklere yol agmaktadir. Ayni zamanda,
pestisitler ¢cok kolaylikla oral, dermal ve solunum yoluyla
adsorbe edilerek vicutta dokulara hizlica
dagilabilmektedirler. Organofosforlu ve karbamatl
pestisitlerin toksisitesi pestisitin kimyasal yapisina gore
degisiklik gostermektedir [1, 2]. Bu pestisitlerden
bazilarinin molekuler yapilari Sekil 1’de verilmektedir [3].
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Sekil 1. Bazi organofosforlu ve karbamatli pestisitlerin molekuler yapilari [3]

Pestisitler cevreye kasith olarak salinirlar ve cesitli
prosesler sonucu da kirlilik yaratirlar. Pestisitlerin birgok
saglik problemi ile ¢cok kuvvetli iliskisi olmasina ragmen,
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bu kirleticilerin izlenmesinde ve tayininde ciddi eksiklik
bulunmaktadir. Yiksek performansli sivi kromatografisi,
kapiler

elektroforez ve kitle spektrometresi gibi
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geleneksel kromatografik metotlar gidalarda pestisit
analizi igin etkili yontemlerdir. Ancak kompleks prosesleri,
zaman alici 6n hazirlik agsamalari, pahali cihazlara ihtiyag
duyulmasi ve uzman personel gerektirmesi acisindan
oldukga fazla kisittamalari vardir. On bes yildan fazla bir
suredir gida kontrol ve gulvenligi acisindan pestisit
kalintilarinin izlenmesi icin basit, hizli ve ultra hassas
cihazlar olan asetilkolinesteraz inhibisyonuna dayali
biyosensorler  gelistirimektedir. Bu  biyosensorler,
numune hazirlamayl basitlestirerek veya ortadan
kaldirarak islem basina maliyette dnemli dususle birlikte
yerinde ve gergek zamanli yapilmasi gereken testleri
daha kolay ve hizli bir hale getirerek klasik analitik
yontemlerin yerini alma potansiyeline sahiptir. Ayrica bu
cihazlar kolaylikla minyatirize edilebilirler ve kompleks
matrikslerde diger bilegiklerin yapabilecegi girisimlere
karsi da duyarldirlar. Enzimatik biyosensorler,
pestisitlerin, fosforlu ve karbamatli siniflarini izlemede
asetilkolinesteraz (AChE) ve onun substrati asetilkolin
(ACh) arasindaki enzimatik reksiyonu inhibe ederek
izlenmesine imkan saglar. Bu bilesikler, enzimin aktif
estearik  bolgesine  baglanarak fosforilasyon ve
karbomilasyon yoluyla AChE’In katalitik Uglustindeki
(histidin, serin ve aspartik asit) serin kalintisini bloke
ederek biyokatalitik aktivitesini inhibe eder [4].

ASETILKOLINESTERAZ (AChE)

Asetilkolin sinir ve kaslarin ¢akistigi kavsaklarda, i¢ organ
motor sistemlerindeki lenf bezlerinde ve merkezi sinir
sisteminin ¢esitli bolgelerinde bulunan sinir hicresi
ileticisidir [5] (Sekil 2). Kolinerjik iletimin islevi hakkinda
¢ok sey bilinmesine karsin, merkezi sinir sisteminde

ACh'nin  etkileri iyi anlagsilamamistir.  Asetilkolin,
noronlarda kolinasetiltransferaz ile kolin ve
asetilesteraz’dan  sentezlenir.  Yapilan calismalar
asetilkolinin  bireysel noéronlarin  hizini  etkiledigini

gOstermektedir. Asetilkolin, asetilkolinesteraz enzimi ile
kolin ve asetik asite hizlica hidroliz olur. AChE tipik olarak
sinir, kas ve bazi kan ile ilgili hicrelerde sentezlenir.
Enzim, uyarilabilen dokularda, hem sinir hem de kaslarin
hicre disinda lokalize olmustur. AChE inhibitorleri,
Alzheimer hastaligi, glokom, diiz kas zaafiyeti ve otonom
sinir sistemi fonksiyonlarinin gesitli bozukluklarinin
tedavisinde kullanilir [6]. AChE’In katalitik aktivitesi ¢ok
yuksek olmakla birlikte saniyede 25.000 ACh molekllini
kolin ve asetik asite donusturar. Olusan kolin, yeni ACh
molekullerini olusturmak Uzere tekrar sinir merkezlerine
aktarihr [7].
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Sekil 2. Asetilkolinin molekdler yapisi

AChE aktif bolgesini katalitik olarak koordine olmus ¢
onemli amino asitin (histidin, serin ve aspartik asit
karakterize ettigi hidrolaz ailesine ait bir enzimdir [8, 9].
Enzim katalizi, G¢linin anyonik baglanma tarafinin,
ACh’nin pozitif yukli amonyum grubunu c¢ekmesiyle
meydana gelir. Serin hidroksil grubu, Gg¢lideki komsu
histidin grubu tarafindan deprotonasyonundan sonra
estere saldirir [10]. Pestisitler gibi inhibitérler varliginda
aktif bolgede bulunan nikleofilik serin hidroksil grubu,
pestisitte bulunan fosfor atomuna kovalent bagla
baglanir. Benzer durum karbamatlarin karbonil karbonu
ile de yasanir [11, 12]. Dolayisiyla, organofosfat ve
karbamatlarin tayini igin asetilkolinesterazin inhibisyonu
prensibi ¢ok sik kullaniimaktadir [13-16].
ENZIM iNHIBISYONU TEMELLI
BiYOSENSORLERIN GELISIiMi

Biyosensor, fizikokimyasal bir transduser (enerji aktarimi
yapan sistem) igine entegre edilmis biyolojik bir materyal
veya biyolojik olarak turetilmis bir algilama elemani iceren
kompakt bir analitik cihaz olarak tanimlanabilir. Bu
sekilde gelistirilen bir cihazin amaci, bir veya birden fazla
analitle orantili olan surekli bir elektronik sinyal Gretmektir
[17]. Biyosensor kavrami ilk kez Profesor Leland C. Clark
Jr. tarafindan 1956 yilinda oksijen elektrodu ile
tanimlanmistir (Sekil 3) [18]. Clark bu galismayi temel
alarak vucutta Olcllebilen analit arahgini arttirmak
amaciyla, 1962’'de New York Bilim Akademisi
sempozyumunda membran igerisine sandvi¢ edilen
enzim iletim mekanizmalari ile elektrokimyasal
sensorlerin  (pH, polarografik, potansiyometrik veya
iletkenlik) nasil daha akilli yapilabilecegi konusundaki
c¢alismasini sunmustur. Clark, oksijen elektroduna, diyaliz
membran  kullanarak glukoz oksidazi tutturarak
hazirladigi sistem ile oksijen derisimindeki azalmanin
glukoz derigimi ile orantili oldugunu gdstermistir. Clark ve
Lyons vyayinladiklari bu makalede, birgok yazarin
yanhslikla, Updike ve Hicks [19]'e atifta bulundugu
"enzim elektrodu" terimini ilk kez kullanmislardir [20].
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Sekil 3. Clark oksijen elektrodunun sembolik gésterimi [18]
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Literatlrde, glukoz tayini igin glukoz oksidaz enziminin
kullanildigi biyosensorler gibi, enzimlerin substratlarini
tayin etmeye yonelik birgok calisma mevcuttur. Son
zamanlarda enzim inhibisyonu vyoluyla bilesiklerin
biyosensoérler ile tayini konusunda yapilan galismalarin
da sayisi artmaya baglamistir. Bu tip biyosensorlerin
calisma prensibi inhibitor varliginda ve yoklugunda
enzimatik aktivitenin dlgilmesine dayanir. Klinik anlamda
enzim inhibisyonu oldukga 6nem tasimaktadir. Cunku
biyolojik birgok reaksiyonun katalizienmesi enzimler
Uzerinden gergeklesmektedir. Kullanilan ilaglarin uygun
dozda alinmamalari, pestisitlerde oldugu gibi toksik etki
yaratmaktadir.

Enzim inhibisyonuna dayanan biyosensorler ile ilgili ilk
calisma, Guilbault ve arkadaslar tarafindan yapilmis ve
1962’de Analytical Chemistry dergisinde yayinlanmistir
[21]. Bu galismada elde edilen ve biyolojik olarak hassas
olan cihaz, kolinesteraz enzimi kullanilarak
organofosforlu bilesiklerin tayini igin kullanilmistir. Bu
tarihnten sonra da enzim inhibisyonu temelli birgok
calisma literatlre girmistir.

ENZiM iNHIBISYONU

Enzim ve inhibitor arasindaki etkilesim genellikle
kompleks bir yapidadir. Yuksek hassasiyete sahip,
inhibisyona dayali bir enzim senséri icin enzim ve
substrat derigimi ve inkiibasyon suresi gibi bazi anahtar
parametrelerin optimizasyonunun yapilmasi
gerekmektedir. Bunun yaninda enzim ve toksik bilesik
arasindaki etkilesim sonucu olarak ortaya g¢ikan
inhibisyonun tipi de énem arz etmektedir. inhibisyon
cesitleri, geri donusumsuz (irreversible) ve tekrarlanabilir
(reversible) inhibisyon olarak siniflandirilabilir. Bu
inhibisyon turlerinin mekanizmalari asagida
tanimlanmaya caligiimistir.

Geri Déniigiimsiiz (Irreversible) inhibisyon

Geri donlUsumsulz inhibisyon inhibitér ve enzimin aktif
merkezi arasinda olusan kovalent bagin varhgi ile
belirlenebilir (1). Kovalent baglanma sonucunda enzim
inaktif hale gelmektedir [22]. Geri donUslimsulz terimi,
enzim-inhibitér kompleksinin ayrismasinin ancak enzimin
yok edilmesiyle, hidroliziyle ya da oksidasyonu ile
sonuglandiini ifade etmektedir. Bu islem genellikle
asagidaki esitlikte oldugu gibi kademeli olarak devam
eder;

Kg Kp
+ —> +
E+S ES —» E+P
+IlT K;
e K inaktif G
. \J
)
Tekrarlanabilir inhibisyon
Tekrarlanabilir inhibisyonda, geri donisimsiz

inhibisyonun aksine inhibe edilen enzim, tampon ya da
suyla basit bir ylkama ile orijinal etkinligini geri
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kazanabilir. Bu tip inhibisyonlarda substrat
konsantrasyonunun ya da inhibitbre oranla enzim
konsantrasyonunun arttirilmasi ile enzim inhibitor iligkisi
tersine cevrilebilmektedir. Literatlrde cesitli
tekrarlanabilir  inhibisyon tirlerine rastlanmaktadir.
Bunlardan ilki, inhibitdriin (i) enzimin aktif bdlgesine
substratla (S) yarisarak baglandigi yarismali (kompetitif)
inhibisyondur (2).

K Kp
—>
E+S ES — »E+P
El

)

ikincisi, substratla yapisal benzerligi olmayan inhibitoriin,
substratla ayni bdlgeye baglanmadigi, ya serbest enzime
ya da ES kompleksine baglanarak reaksiyonu
yavaslattigi yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyondur (3).
Yani substrat ve inhibitor birbirleri ile hi¢ yarismazlar.

K Kp
‘ ‘
EtS —» ES — »E+P

+]ﬂ Ki +[lTK1
Ks

Ei+S —* EIS 3)
Yarigmali ve yarigmasiz inhibisyonlar enzim kinetigini
farkll sekillerde etkilerler [23]. Yarigmali inhibisyon
maksimum hizi (Vmax)'t degistirmez fakat Michaelis
Menten sabitini (Kw) yi arttirir, bununla birlikte yarismasiz
inhibisyonda Kv dedismez ancak Vmax diser.

Karigik (mix) inhibisyon olmasi durumunda, inhibitor
enzim ve enzim-substrat kompleksine farkli bir iliski ile
baglanir (4).

Ks Kp
E+S —» ES — p E+P
+ iﬂ Ki + iﬁ(mi
Ei+S <«—X EIS 4
Yarismasiz (unkompetitif) inhibisyonda ise inhibitor

sadece enzim-substrat kompleksi olustugu zaman ES
kompleksine baglanarak triin olusumunu sonlandirir (5).

Ks Kp

E+Ss —* ES —E+P
EiS
®)
Sekil 4. yukarida anlatlan geri donilemez ve
tekrarlanabilir  inhibiyon tirlerini sematize ederek

Ozetlemektedir [24].
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Sekil 4. Enzim inhibisyonuna dayali biyosensor kullanilarak geri dénisumsuz ve
tekrarlanabilir inhibitdr tespiti igin farkli protokoller (Amine ve ark. [24]'dan adapte

edilmigtir)
ILETKEN POLIMERLER

iletken polimerler, son yillarda en sik ¢aligilan materyaller
arasinda yer almaktadir (Sekil 5). Sarj edilebilen piller,
optik cihazlar, elektrolitik kapasitorler, glnes pilleri,
sensor ve biyosensor calismalari bu materyallerin
uygulama alanlari arasinda en iyi bilinenleridir [25-28].
Ayrica, iletken polimerlerin elektrokimyasal olarak
biriktirilmeleri kolay oldugu icin elektrot ylizeyinde duyarli
bir tabakanin olusmasini saglamaktadirlar. Bu 6zellikleri,
iletken polimerleri biyosensorlerde elektron iletim
mekanizmasi (transducer) olarak kullanimlarini tercih
edilir hale getirmektedir. Molekdler olarak elektronik olan
bu materyaller polimer tabakanin kalinhgi, elektriksel
Ozellikler ve biyoaktif molekdllerin yapiya tutturulabilmesi
gibi farkli parametrelerin kontroliind mimkin kilmaktadir.
Dahasi, iletken  polimer temelli biyosensorler
biyouyumluluk, hicre i¢i uygulanabilme, ilag ya da
metabolitlerinin salinimlarini kontrol altinda tutabilme ve
minyatlrize edilebilme gibi 6zellikleri nedeniyle ideal bir
biyosensor igin ihtiyag duyulan 6zellikleri kargilamaktadir.
Bu amacla en sik calisilan iletken polimerler polianilin,
politiyofen, polipirol (PPy) ve bunlarin tlrevleridir.

iletken polimerler konusundaki ¢alismalar ilk kez College
of London Hastanesinde profesor olan Dr H. Letheby’in
1862'de iletken polimerlerin  kimyasal reaksiyon
davraniglarini analiz etmesiyle baslamistir. Anilin stlfatin
elektropolimerizasyonu konulu Journal of the Chemical
Society dergisinde yayinlanan c¢alisma, anilin silfatin
elektropolimerizasyon ile platin elektrot Gzerine mavimsi
bir kati tabaka haline geldigini gostermistir [29].
Sonrasinda, Natta ve arkadaslari 1958’de
Al(Et)s/Ti(OPr)s baglaticisi kullanarak asetileni ilk kez
polimerlestirmislerdir. Elde edilen polimer ylksek
kristallige ve vylksek molekdl agirhgina sahiptir.
Kullanilan bu yontem ile elde edilen bilesigin havaya karsi
duyarh olmasi, ufalanmasi ve ¢6zinmez olmasindan
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dolayl ¢ok fazla dikkat gekmemistir [30]. Bu bilesik
1967’ye kadar bilimsel bir merak olarak kalmigtir. Tokyo
Teknoloji Enstitisi ogrencisi olan Hideki Shirakawa,
deneysel bir hata sonucu poliasetileni giimus renkli bir
film olarak sentezlemistir. Bu sentezde Ziegler Natta
katalizériinin olmasi gerekenden 1000 kat daha fazla
kullanildigi farkedilmistir. Shirakawa, MacDiarmid ve
Heeger, 1977 yilinda yaptiklari ¢alismalarinda Ziegler-
Natta katalizér kullanilarak metalik goruintiide olmasina
ragmen yeterince iletken olmayan, gumuis renkli
poliasetilen filmlerin klor, brom ve iyot buharlariyla
muamelesi sonucu mekanik 6zelliklerinin iyilestigini ve ilk
hallerinden 10° kat daha fazla iletken olabildiklerini
gormuslerdir [31]. Kullandiklari bu yontemle dop edilmis
poliasetilenin iletkenligi 10° S/m’ye kadar gikmistir. Elde
edilen bu iletkenlik degeri bilinen en iyi yalitkan
materyallerden biri olan teflonun iletkenligi (102 S/m)’den
¢ok c¢ok yuksektir ve metallerin iletkenlik degerine
yakindir. Bu gelismeler sonucunda “iletken Polimer”
terimi ortaya atilmistir [32]. Shirakawa, MacDiarmid ve
Heeger ise iletken polimerler konusunda yaptiklari
calismalardan dolayi 2000 yilinda Kimya Nobel Odiiliinii
kazanmiglardir.

ILETKEN POLIMER TEMELLI
ASETILKOLINESTERAZ INHIBISYONUNA DAYALI
PESTISIT BIYOSENSORLERI

Gida ve sulardaki dustk pestisit seviyelerinin strekli
olarak izlenmesi, insanlik agisindan 6nemli bir faaliyet
haline gelmigtir. Pestisit seviyelerinin izlenmesi siklikla
yerinde 6lcim saglayabilecek, gercek zamanli, ¢ok hizli
ve ¢ok dislUk konsantrasyon diizeylerinde tepki
verebilecek yeni analitik teknikler gerektirmektedir. Bu
alandaki en umut verici arastirma alanlarindan biri de
enzim sensorleridir. Enzim sensorlerinde tranducer
olarak kullanilan iletken polimerler ise yukarida anlatilan
Ozelliklerin  saglanmasi  agisindan esi  bulunmaz
materyallerdir.
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Sekil 5. Sik galisilan bazi iletken polimerlerin molekiler
yapilari

Bu konu ile ilgili yapilan ilk galismalardan birinde, islenmisg
polianilin ile modifiye edilmis, camsi karbon ve duzlemsel
epoksi grafit elektrotlara dayanan kolinesteraz
(asetilkolinesteraz  ve butirilkolinesteraz) sensorleri
gelistirilmis ve pestisit tayininde kullaniimaya g¢ahsiimigtir.
Elektrot ylzeyini polianilinle modifiye etmenin pestisitlere
kargi ylksek operasyonel kararliik ve hassasiyet
sagladigr belirtiimistir. Elde edilen tespit sinirlar
(komafos igin 0.002 mgL™*, triklorfon igin 0.04 mgL?,
aldikarb igin 0.03 mgL?, metiokarb igin 0.08 mgL™),
hazirlanan elektrotlarin  sulardaki esik seviyerdeki
kirleticileri bile tespit edebilmelerini mimkin kilmaktadir
[33].

Somerset ve ark. [34], lzeri oncelikle kendi kendine
kurulmus tek tabaka merkaptobenzotiazol daha sonrada
icerisine  asetilkolinesteraz  tutuklanmig  polianilinle
modifiye edilen altin elektrodu organofosfatli pestisit
tayini igin gelistirmis ve degerlendirmislerdir. Voltametrik
sonuglar, %2 (v/v) 0.05 M fosfat tampon ve 0.1 M KCI (pH
7.2) c¢ozeltisi igeren organik bir ¢ozlicu igerisinde,
anaerobik sartlar altinda Au/MBT/PANI/AChE/PVAc
ince-film biyosensoérinun asetiltiyokolin substrati ilavesi
ile formal potansiyel degerinin anodik olarak kaydigini
gOstermistir.  Tespit sinirlari ise aseton-salin fosfat
tampon ¢ozeltisinde diazinon igin 0.147 ppb ve fention
icin 0.172 ppb, etanol-salin fosfat tampon ¢ozeltisinde ise
diazinon icin 0.180 ppb ve fention i¢cin 194 ppb olarak
belirlenmigtir.

Yapilan baska bir calismada, sebzelerde en sik kullanilan
iki pestisit olan metilparatiyon ve klorprifos tayini icin
elektrokimyasal bir biyosensor tanimlanmistir. Altin
Uzerine tiyol sonlandirimis tek iplikli oligonikleotid
(ssDNA) ile kaplanmig tek duvarli karbon nanottplerin
(SWCNT) kendi kendine kurulmus tek tabakalari (SAMs),
asetilkolinesteraz immobilizasyonu igin nano boyutta
polianilin hazirlamak tzere kullaniimigtir. Bu biyosensor
icin anahtar basamak, elektrot ylizeyi civarinda pH’daki
kiguk degisikliklere neden olan AChE-asetilkolin
enzimatik reaksiyonudur. Pestisitler enzim
reaksiyonunun  inhibe  olmasi  Uzerinden tayin
edilmektedir. Metilparatiyon ve klorprifos tayini igin
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dinamik aralik 1.0x10*! ve 1.0x10°M (0.6 < SD< 3.5)
arasinda iyi bir tekrarlanabilirlik ve kararlilik géstermistir.
Hazirlanan biyosensor nehir suyuna metilparatiyon ve
klorprifos katki yapilarak, bu pestisitlerin tayinini yapmak
Uzere kullaniimigtir. Metilparatiyon ve klorprifos igin
1.0x10'? M olarak bulunan tespit sinirlari Avrupa
Cevresel Subesi ve diger c¢evre koruma orgutleri
tarafindan tavsiye edilen maksimum kirlilik seviyesinin de
altindadir [35].

Chauhan ve ark. [36] altin (Au) elektrot U(zerine
¢inkostilfur (ZnS) nanopartikdlleri (ZnSNPs) ve poli(indol-
5-karboksilik asit)'in elektrokimyasal olarak biriktirilmis
nanokompozitinin Uzerine fare beyninden izole edilmis
asetilkolinesteraz  immobilize edilerek hazirlanmis
organofosforlu bilesiklerin tayini igin ylksek hassasiyete
sahip amperometrik yeni bir biyosensor dizayn
etmiglerdir. Asetilkolinklorlr varhiginda, ZnSNPs dusuk
potensiyellerde  elektron  transfer  reaksiyonlarini
hizlandirr ve enzimatik olarak olugan tiyokolinin
elektrokimyasal oksidasyonunu katalizler. Boylece tespit
hassasiyeti artmaktadir. Optimum kosullar altinda (fosfat
tamponu, pH 7.5 ve 30°C), asetilkolinesterazin malatiyon
ve klorprifos ile inhibisyonu bu pestisitlerin, sirasiyla, 0.1-
50 nM ve 1.5-40 nM derisim araliklarinda orantilidir.
Geligtirilen  biyosensor katkilanmis  musluk  suyu
numunelerinde kabul edilebilir bir dogrulukla (%95-100)
malatiyon ve Kklorprifosu tayin edebilmisti. Enzim
elektrodun uzun bir depolama kararliigi (4°C'de
depolandiginda, 2 ay igerisinde baslangi¢ aktivitesinin
%50’si kalir) vardir.

Konu ile ilgili gbze c¢arpan calismalardan biri de Ekiz
Kanik ve ark. [37] tarafindan asetilkolinesteraz ve
kolinesterazin iletken polimer poli (SNS-NH) filmler
Uzerine kovalent baglanma teknigiyle birlikte immobilize
edilerek pestisit tayini icin kullanildiklari c¢alismadir.
Elektrokimyasal polimerizasyon, Ug¢ elektrotlu hicrede
donusimll voltametri teknigiyle gerceklestiriimistir. Elde
edilen asetilkolin biyosensorinin karakterizasyonu pH,
enzim yuklemesi, lineer cevap araligi ve raf Omru
optimize edilerek yapilmistir. Lineer aralik 0.12-10 mM
aras! ve raf 6mri 4 hafta olarak belirlenmistir. Hassasiyet
2.19 pAmMIcm?dir. Dizayn edilen biyosensor
katkilanmig musluk suyunda paraokson etil tayini icin test
edilmistir. Sonuglar ticari kantitatif bir ydntem olan HPLC-
DAD ile karsilastirlmistir. Her iki yontemle elde edilen
sonuglarin lineer korelasyonu (R? = 0.998) olarak elde
edilmigtir.

Ayni calisma grubunun yeni bazi arastirmacilarla yapmig
oldugu bir diger calismada organofosforlu pestisitlerin
tayini igcin ¢ok duvarli karbon nanotlip kullanarak
sentezledikleri iletken polimer esasli yeni bir
amperometrik biyosensor geligtirilmigtir [38].
Asetilkolinesteraz, modifiye edilmis grafit elektroda
kovalent  baglanma ile immobilize edilmistir.
Karbonnanotipler  elektrokimyasal  uygulama ile
fonksiyonellestiriimistir.  Poli(4-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-
pirol-1-yl)benzenamin) (poli(SNS-NH)) iletken polimeri
biyomolekil immobilizasyonu igin matriks 0Ozellikleri
incelenmek  Uzere elektropolimerizasyon  yoluyla
sentezlenmistir. Segilen bu yontem, elektron transfer
hizini daha dusuk potansiyellerde (+100 mV, Ag referans
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elektroduna karsi) arttirmis ve  asetiltiyokolinin
elektrokimyasal oksidasyonunu c¢ok etkili bir bigcimde
katalizlemistir. Taramali elektron mikroskopisi (SEM), X-
ray fotoelektron spektroskopisi (XPS), temas agisi
Olcimleri ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi
(EIS), donusumli voltametri (CV) teknikleri, ylzey
morfolojileri ve elektrokimyasal karakterizasyonlarinda
meydana gelen degisiklikleri izlemek Gzere kullaniimistir.
Onerilen biyosensér hizli cevap siiresi (6s), genis bir
lineer aralik (0.05 mM and 8.00 mM) ve asetiltiyokolin igin
yliksek hassasiyetle (24.16 pA mM-1cm2) beraber diisik
tespit siniri (0.09 mM) vadetmektedir. AChE’in enzimatik
aktivitesi Uzerine paraokson, paratiyon ve klorfenvinfosun
etkisi tayin edilmigtir. Biyosens6r daha sonra pestisit
katkilanmis musluk suyunda pestisit tayini icin test
edilmistir. Sonuglarin, HPLC/DAD teknigi ile elde edilen
sonuglar ile uyumlu oldugu anlasiimistir.

Bir baska galismada [39] ise; gekirdek kabuk nanoyapll,
igne benzeri polianilin ile kaplanmig oyuk karbon
kirelerle (HCS@PANI) hazirlanmis kompozitler tzerine
asetilkolinesterazin immobilize edilmesi yoluyla yeni bir
elektrokimyasal biyosensor dizaynedilmistir. Hazirlanan
biyosensor asetilkolinesterazin

kemisorpsiyon/desorpsiyon prosesinin indikatdr olarak
kullaniimasini temel alarak malatiyonun hizli tayini i¢in
kullanilmistir. Nanokompozit, yliksek spesifik ylzey alani
ve kimyasal islevsellik gdstermenin yaninda glglu
elektrokimyasal aktiviteye de sahipti,. HCS@PANI
nanokompoziti izerine AChE’in adsorbe edildikten sonra
AChE/HCS@PANI biyosensoriniin asetiltiyokolin kloriire
karsi elektrokimyasal katalizi malatiyon varliginda inhibe
edilmigtir. Malatiyon tayini igin gelistirilen biyosensor, 1.0
ngmL? - 10 ugmL™? malatiyon lineer derigsim araliginda
0.16 ngmL™? ile dislk tespit sinir géstermistir. Bununla
birlikte, gelistirilen biyosensorin yiksek segicilik ve iyi
tekrarlanabilirlige sahip oldugu ve malatiyon tayini igin
kullanilabilir oldugu gosterilmistir. AChE immobilizasyonu
ve asetiltiyokolin katalizi i¢cin hassas bir tabaka olan
HCS@PANI  nanokompoziti  kullanilarak  &nerilen
metodun, yiksek hassasiyete sahip pestisit tayinleri
konusunda potansiyel oldugu gdsterilmigtir.

Asetilkolinesteraz inhibisyonuna dayali pestisit tayini ile
ilgili geligtirilen iletken polimer esasl diger bazi
biyosensor galismalarina ait gerekli bazi bilgiler Tablo
1'de 6zetlenmektedir.

Tablo 1. Pestisit tayini icin gelistirilen iletken polimer esasli AChE inhibisyonuna dayali biyosensorler

Inkiibasyon

Elekirot Materyali Analiz Teknigi  TMODIZASYON oo Simin Lineer Aralik Analitinhibitsr Siresi KAk o nak
metodu (dakika) (glin)
Karbon nanotiibe enkapsiile edilmig . . 0.01-0.5ug/mL ve ]
polipirol ve polianilin kopolimeri Amperometrik  Adsorpsiyon 1.0 ng/mL 1-25ugimL Malatiyon 15 30 [40]
1.1 ppb paraokson
Capraz (parackson)  0.1-12.5ppb ve 12.5-150ppb
Polipirol Amperometrik  baglama ve f(g:ggm"n 60 120 [41]
Tutuklama 0.12 ppb karbofuran
(karbofuran) 0.025-2 pph ve 5-50 ppb
Altin-polipirol/camsi karbon elektrot Dénigtimld . - g 3 ’ .
(Au-PPYIGCE) Voltametri Adsorpsiyon 2 ngmL 0.005-0.12 ve 0.5-4.5 pg/mL Metil paratiyon 12 30 [42]
1.4 ymollL karbaril

Camsi karbon/cok duvarl karbon Kronoampero- (karbaril) 9.9-49.6 pmoliL

nanotiip/polianilin metrik Adsorpsiyon Metomil, karbaril 10 60 [43]

(GC/MWCNT/PANI) 0.95 pmollL metomil

(metomil) 4.9 ve 29.2 pmoliL

Poli(3,4-etilendioksitiyofen) PP -

‘polistirensilionat [\’foﬂ‘l“a?_:';”l:'f t&f&f;ﬁ:a 4.4x100 M 3.3%109-7.6x107 M Klorpirifos-okson 10 10 [44]

(PEDQT.PSS)
SONUGC adsorbsiyon, gapraz baglama ve polimer matriks igerisine

tutuklama gibi farkli yontemler kullaniimistir. Son yillarda

Biyosensorlerin  basit  kullanim  Ozellikleri, yUksek asetilkolinesteraz inhibisyonuna dayali iletken polimer

duyarhlik, kisa analiz slresi, dusuk analiz maliyeti ve
gercek zamanl Olgiimlere uygulanma potansiyelleri gibi
Ozellikleri nedeniyle gida isleme endustrisinin de iginde
bulundugu birgok alanda genis uygulama alanlari
bulunmaktadir. Gida endustrisinde gidalarda
bulunabilecek kalinti pestisit miktarlarinin rutin olarak
belilenmesi insan saghgr agisindan son derece
onemlidir. Pestisit tayini igin kullanilan yontemlerin bir
bolima zaman alici, nitelikli is glict gerektiren ve pahali
yontemlerdir. Pestisit tayininde biyosensorlerin kullanimi
Onemli bir alternatif olarak gorilmektedir. Pestisitlerin
fosforlu ve karbamatl siniflari, enzimin aktif estearik
bdlgesine baglanarak fosforilasyon ve karbomilasyon
yoluyla AChE’in katalitik Gg¢lustindeki ((histidin, serin ve
aspartik asit) serin kalintisini bloke ederek biyokatalitik
aktivitesini  inhibe  etmektedirler.  Asetilkolinesteraz
inhibisyonuna dayali pestisit biyosensori gelistiriimesi ile
ilgili  calismalarda enzim immobilizasyonu igin

esasli pestisit biyosensori geligtiriimesi ile ilgili
calismalarda artis dikkati cekmektedir. Bu ¢alismalarda
asetilkolinesteraz inhibisyonuna dayali biyosensorler
kullanilarak farkl pestisitlerin yiksek hassasiyetle tespit
edilebildigi ve sonuglarin referans metotlarla uyumlu
oldugu gosterilmistir. Yine de yapilan c¢alisma sayisi
yeterli olarak gériilmemektedir. iletken polimerlerin,
bunlarin tirevlerinin, kopolimerlerinin ve kompozitlerinin
asetilkolinesteraz inhibisyonuna dayali biyosensdrlerde
transducer olarak kullanimlari yayginlastiriimahdir. Konu
ile ilgili olarak yapilacak yeni galismalarla hizl, kullanim
kolayhgi olan, ekonomik, kararli ve dislk tayin sinirlarina
sahip ideal pestisit biyosensdrlerinin gelistiriimesi gelecek
vadetmesi agisindan dnemli gorilmektedir.
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