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Ozet: Pestisitler, tarim alan1 basta olmak iizere iiriinlerde istenmeyen organizmalarin yok
edilmesinde yiizyillardan beri kullanilan kimyasallardir. Ozellikle tarim sektériindeki
kullanim artisindan dolayi, pestisitler en O6nemli cevresel Kkirleticiler arasinda yer
almaktadir. Pestisitlerin diinyada yayginlasan kullanimlari, bu maddelerin g¢evresel
analizlerine gosterilen ilgiyi arttirmaktadir. Pestisit analizleri genellikle GC ve HPLC gibi
yontemler ile gerceklestirilmektedir. Ancak bu metodlar genellikle bir takim 6n islemleri
gerektirmektedir ve yerinde analizler icin kullanimlar1 uygun degildir. Enzim
inhibisyonlarini temel alan biyosensor sistemleri ise bu amaca yonelik oldukea kullanish
sistemlerdir. Bu nedenle bu calismada polianilin (PANI) iletken polimer kullanilarak
deltametrin tayini icin katalaz (CAT) inhibisyonu esasli bir biyosensor gelistirildi.
Gelistirilen biyosensoriin optimizasyonu ve karakterizasyonuna iliskin parametreler
incelenerek, deltametrin varliginda lineer inhibisyon aralig1 belirlendi. Deltametrin i¢in
biyosensoriin standart sapma ve varyasyon katsayilar sirasiyla + 0,0353 ve % 2,33
olarak hesaplandi. Gelistirilen biyosensoriin deltametrin tayin sinir1 0,5-2,5 uM olarak
belirlendi. Calismanin son kisminda, CAT temelli PANI biyosensori ile atik su
orneklerinde deltametrin tayini gerceklestirilerek, elde edilen sonuglar spektrofotometre
ile elde edilen verilerle kiyaslandi.

Catalase Immobilized PANI Biosensor for Detetion of Deltamethrine

Keywords Abstract: Pesticides are chemicals that have been used for centuries in the destruction of
Deltamethrine, unwanted organisms in products, especially in agriculture. Pesticides are among the most
Pesticide, important environmental pollutants, especially due to the increased use in the
Cgtalase, agricultural sector. The widespread use of pesticides in the world, increases the interest
Biosensor . . . .
for environmental analysis of these substances. Pesticide analyzes are usually carried out
by methods such as GC and HPLC. However, these methods often require some pre-
treatments and are not suitable for on-site analysis. Biosensor systems based on enzyme
inhibition are quite useful systems for this purpose. For this reason, a biosensor based on
catalase (CAT) inhibition was developed for deltamethrin using polyaniline (PANI)
conductive polymer. By examining the parameters for the optimization and
characterization of the developed biosensor, the linear inhibition interval in the presence
of deltamethrin was determined. The standard deviation and variation coefficients of the
biosensor were calculated as + 0.0353 and 2.33%, respectively, for deltamethrin.
Detection limit of deltamethrin in the developed biosensor was determined as 0.5-2.5 uM.
In the last part of the study, the results obtained for determination of deltamethrine in
waste water samples by using CAT-PANI biosensor were compared with
spectrophotometer results.
1. Giris oldiriicii), rodentisit (kemirgen o6ldiiriicii) vb.
seklinde siniflandirilan kimyasal maddelerin tiimiinii
Pestisitler, zararli organizmalari engellemek, kontrol kapsamaktadir [1]. Pestisitlerin ¢ogu hedef
altina almak ya da zararlarini azaltmak i¢in kullanilan organizmaya spesifik etkinlik gosteremedikleri icin
kimyasallardir. Pestisit deyimi, insektisit (bdcek hedef organizma disindaki organizmalarda da
6ldiiriicii), herbisit (yabani ot 6ldiirticii), fungusit (kiif cesitli hastaliklara yol acar, hatta 6ldiiriicii olabilirler.

644

*ilgili yazar: haticepaluzar@trakya.edu.tr


https://tr.wikipedia.org/wiki/Hastal%C4%B1k

H.Paliizar, H.M. Ozcan / Katalaz Temelli PANI Biyosensérii ile Deltametrinin Belirlenmesi

Bircok pestisit insanlar icin de zararhidir. Insanlarin
pestisit kalintilar1 bulunduran gidalan tiiketmesi
yaygin hastaliklara ve rahatsizliklara sebep olur.
Pestisitlerin  ve  etken  maddelerinin  akut
toksik etkileri vardir. Gidalardaki pestisit
kalintilarinin uzun siire alinmasiyla uzun vadede
akciger hastaliklar, kanser, beyinde ve periferal sinir

sisteminde harabiyet, karaciger, kalp, endokrin
sistemi, tlireme sistemi ve bobrek hastaliklan
olusmaktadir. Bunlarin yani sira teratojenik,

mutajenik, hematolojik, metabolik ve alerjik etkileri
olan pestisitler de bulunmaktadir. Pestisitlerin
insanlarda neden olduklar1 bu etkilerin yam sira
hayvanlar iizerinde de olumsuz etkileri mevcuttur.
Ornegin kiimes hayvanlar1 ve kugslarda yumurta
kabuklarinin incelmesine neden oldugu ayrica
dogada kuslarin iireme ve ¢ogalmalarini engelledigi
bilinmektedir. Pestisitlerin bu olumsuz etkileri
kimyasal yapi, uygulama ve kullanma siklhig1 gibi
faktorlere baghdir [2,3].

Pestisit kalintilarinin en 6nemli kaynagi gidalardir.
Bu nedenle 1960 yilinda FAO ve WHO tarafindan
“pestisit kalintilar1 kodex komitesi” kurulmustur. Bu
komitenin calismalarnn sonucunda, konuyla ilgili
tanimlamalar yapilmis ve bilimsel arastirma
verilerine dayanarak gidalarda bulunmasina izin
verilen maksimum kalinti  degerleri (MRL)
saptanmistir [4]. MRL degeri, her bir pestisit i¢in
gidalarla birlikte alinabilecek saglik agisindan risk
tasimayan maksimum pestisit miktarini belirtmek
icin kullanilir. Dolayisiyla, bu degerin tizerindeki
pestisit kalintilar1 iceren gidalar insanlar ve
hayvanlar i¢in risk teskil eder [5].

Pestisit analizleri genellikle gaz kromatografisi (GC)
ve yiiksek basing sivi kromatografisi (HPLC) gibi
yontemler ile gerceklestirilmektedir. Ancak bu
metodlar genellikle bir takim 06n islemleri
gerektirmektedir ve yerinde analizler igin
kullanimlar1 uygun degildir. Biyosensorler kolay
hazirlanmasi, diisiik maliyetli olmasi ve yerinde
analize imkan vermesi nedeniyle ¢evre Kkirleticilerin
analizinde GC, HPLC ve LC/MS/MS gibi Kklasik
metotlara alternatiftirler. Ozellikle enzim
inhibisyonlarini temel alan biyosensor sistemleri bu
amaca yonelik oldukg¢a kullanish, ucuz, ¢abuk ve
pratik sistemlerdir (6,7,8,9,10,11,12).

Deltametrin piretroit grubu bir insektisittir ve Trakya
Bolgesinde tarimsal miicadelede yaygin olarak
kullanilmaktadir. Diger insektisit tiirlerinde oldugu
gibi hedef organizmalarin yani sira hedef olmayan
canlilarda da toksik etkileri saptanmistir (13). Ancak
piretroit grubu bir pestisit olan deltametrin’in zararh
etkileri ve yarilanma siireleri ele alindiginda
organoklor, organafosfat ve karbamat sinifi
pestisitlere gore daha az toksik olmasi, uzun yillar
yasaklanmadan kullanilabilirligi oldugunu
diisiindiirmektedir.
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Bu amag¢ dogrultusunda, bu ¢alismada PANI iletken
polimer kullanilarak deltametrin tayini icin CAT
inhibisyonu esash bir biyosensor gelistirildi.

2. Materyal ve Metot

Deltametrin tayini i¢in CAT inhibisyonu esash
biyosensér  gelistirmek  amaciyla  yaptigimiz
denemelerde kullanilan CAT (sigir karacigerinden,
liyofilize toz, 210,000 iinite/mg protein), H202, anilin,
glutaraldehit (GLT) (%25), deltametrin ve diger tiim
kimyasallar ~ Sigma-Aldrich’'ten = temin  edildi.
Calismalar icin Palm Sens  Elektrokimyasal
Biyosensor Arayiizii (Hollanda), CHI 112 Platin (Pt)
Calisma Elektrodu (A.B.D), CHI 115 Pt Tel Yardimci
Elekrot (A.B.D) ve CHI 111 Ag/AgCl Referans Elekrot
(A.B.D) kullanildi. Kullanilan diger tiim kimyasallar
analitik safliktadir.

2.1. Biyosensoriin hazirlanmasi

Biyoaktif tabakayr hazirlamadan once, Pt elektrot
yuzeyi, mikrofiber bez lizerinde gamma aliimina tozu
lizerine birka¢ damla bidistile su damlatilip, eleltrot
ylzeyinin bu bulamag iizerinde gezdirilmesi ile
mekanik olarak temizlendi. Pt elektrot bidistile suyla
durulandiktan sonra adsorblanmis partikiilleri
uzaklastirmak icin sirasiyla onar dakika etanol ve
bidestile su icerinde sonikatérde bekletildi. Pt
elektrodun  ylizeyinin  elektrokimyasal olarak
temizlenmesi icin 0,1 N HCl ¢6zeltisi icerisinde +1,0V-
-1,0V  potansiyel araliginda 15  dongiisel
voltammogram alindu.

Pt elektrodun anilin ile elektropolimerizasyonu icin,
3’li elektrot sistemi (Pt calisma elektrodu, Ag/AgCl
referans elektrodu, Pt yardimci elektrot) kullanildi.
Anilin polimerizasyonu i¢in Pt calisma elektrodu 0,2
M anilin ¢o6zeltisine (0,1 M HCl igerisinde)
daldirilarak -0,2 - +0,9 V potansiyel araliginda tarama
hizi 0,05 Vst olacak sekilde 20 tarama yapildi.
Elektropolimerizasyonun tamamlanmasinin
ardindan, PANI kaplanmis Pt elektrot (PtE-PANI)
destile suyla yikanarak baglanmamis molekiiller
ylizeyden uzaklastirildi. Calisma elektrodu yiizeyi bu
asamada PANI nedeniyle yesil renk aldi. Sonra, PtE-
PANI % 2,5°1ik GLT (pH: 7,0, fosfat tamponunda)
¢Ozeltisinde oda sicaklifinda 1 saat bekletildi.
Bekleme siiresinin ardindan elektrot distile suyla
yikandi ve azot gazi gegirilerek kurutuldu. Son olarak
PANI-GLT kaplh c¢alisma elektroduna enzim
immobilizasyonu i¢in elektrot 20 mg/mL CAT iceren
pH: 7, 50 mM fosfat tamponunda hazirlanmis 3 mL
enzim ¢o6zeltisine daldirildi ve 30 dk herhangi bir
karistirma uygulanmadan bekletildi. Bu siirenin
sonunda elektrot yilizeyine baglanmayan enzim
molekiillerinin uzaklastirilmas1 amaciyla saf su ile
yikandi ve kullannm zamanina kadar +4 C da
bekletildi.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Toksik
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2.2. CAT biyosensoériiniin ¢calisma ilkesi

CAT, H202’i su ve oksijene ¢ok hizli bir gsekilde
pargalayan oldukga aktif bir enzimdir.

H20: + CAT- Fe (1I[)-»Hz0 + CAT- Fe (IV)
H202 + CAT- Fe [IV]>H20 + 02+ CAT- Fe [III]

H202 tayini CAT enzimi varliginda olusan enzimatik
reaksiyon siiresince olusan 02 molekiiliiniin
Olctilmesi esasina dayanmaktadir [5].

Amperometrik ol¢ciimler Palm Sens Elektrokimyasal
Biyosensor Arayiizii, modifiye edilmis Pt Calisma
Elektrodu, Pt Karsit Elekrot ve Ag/AgCl Referans
Elekrot ile gerceklestirildi. Olgiimler 30 °C’de
manyetik karistiriciyla elektrokimyasal termostatik
hiicrede gerceklestirildi. H202 stok c¢ozeltisinden
seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda kullanilarak
olciimler alindi. Olgiimler 15 mL 0,1 M pH:7,0 fosfat
tamponu icerisinde gerceklestirildi. H202’in bilinen
konsantrasyonu substrat olarak eklendikten sonra
akim degisimi sabitlenene kadar beklenip bu deger
kaydedildi (o).

Son yillarda pestisitlerin CAT enzimini inhibe ettigini
gosteren bircok calisma rapor edilmistir [6, 7, 8, 9].
Bu ¢alismada da Deltametrinin CAT biyosensoriiniin
aktivitesine etkisinin incelenmesi i¢in 0.5-2.5 pM
konsantrasyon araliginda olacak sekilde deltametrin
reaksiyon hiicresine ilave edildi ve CAT biyosensorii
Olctim almadan 6nce inhibisyon i¢cin bu ortamda 10
dk  bekletildi. Daha sonra ortama farkh
konsantrasyonlarda H202 eklenerek ol¢iimler alind
(I1). Substrat ilavesi ile elde edilen biyosensor cevabi
(Io) ve pestisit ilavesi ile elde edilen biyosensor
cevabr (I1) Sekil 1'de gosterildi. Elde edilen
verilerden  yararlanarak  deltametrinin =~ CAT
biyosensoriinii hangi dl¢iide inhibe ettigi hesaplandi
(% 1) [14, 15].

%l = ";;(’)1 *100

(1)

Bir 6l¢timden digerine gecerken c¢alisma elektrodu 1
mM 2-Piridin aldoksim metil iyodiir (2-PAM) ¢ozeltisi
icerisinde 15 dk bekletildi.

Currentiya

Timels
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Sekil 1. Biyosensoriin 6lciim grafigi. lo: substrat ilavesi ile
elde edilen biyosensor cevaby, I1: pestisit ilavesi ile elde
edilen biyosensor cevabi.

3. Bulgular

3.1. Biyoaktif tabakanin optimizasyonu

Biyoaktif tabakanin optimizasyonu calismalarinda,
enzim miktar, anilin konsantrasyonu, GLT yiizdesi ve
polimerizasyon i¢in dongli sayisinin optimum
degerleri belirlendi.

Enzim miktarinin optimizasyonu icin denemeler,
30°C'de ve fosfat tamponunda (pH:7,0; 50mM)
gerceklestirildi. Elektropolimerizasyon dongii sayisi
(20 dongii) , GLT miktan (% 2,5) ve anilin miktar:
(0,2 M) sabit tutularak enzim miktarlann 10; 20 ve
30mg/mL olarak degistirildi. Yapilan denemelerde
50; 75; 100; 125 ve 150 pM lik H202 derisimleri i¢in
Olctimler alind1 ve sonuglar Sekil 2’de verildi. Elde
edilen verilere gore, 30 mg/mL enzim kullanilmasi
durumunda elektrot yiizeyindeki enzim tabakasinin
kalinlign artmis ve difiizyon hizi diismiistiir. Bu
yizden 30mg/mL enzim kullanildiginda biyosensor
cevaplarinda diisiis gozlendi. 10mg/mL enzim
kullanilmasi durumunda ise; yeteri kadar enzim
baglanamadig icin digerlerine gore diisiik biyosensor
cevabr gozlendi. 20mg/mL ve 30mg/mL enzim
kullanildiginda regresyon katsayilar ytliksek grafikler
elde edildi. 20 mg/mL enzim kullanilmasi durumunda
elde edilen grafigin biyosensér cevaplarinin ve
regresyon katsayisinin daha yiiksek olmasi nedeniyle
en uygun enzim miktar1 20mg/mL olarak secildi.

+he

Sekil 2. Enzim miktarinin biyosensor cevabi tizerine etkisi.
(o) 10 mg/mL enzim; (4 20 mg/mL enzim; (¢) 30 mg/mL
enzim kullanilarak hazirlanan biyosensor.

Anilin konsantrasyonunun biyosensér cevabina
etkisini incelemek icin elektropolimerizasyon déngu
sayist (20 dongii) , GLT miktan (% 2,5) ve enzim
konsantrasyonu (20 mg/mL) sabit tutularak 0,1 M;
0,2 M ve 0,3 M anilin kullanilmasiyla ii¢ farkh
biyosensor hazirlandi. Denemeler, 30°C’de ve fosfat
tamponunda (pH:7,0; 50mM) gergeklestirildi.
Sonuclar Sekil 3'de verildi.
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Sekil 3’deki grafikten goriildiigl lizere, 0,1 M Anilin
kullanilmasi durumunda yeterli polimer olusumu
saglanamadigi icin enzimin immobilizasyon ytizdesi
diismiis ve bu nedenle biyosensoér cevabi diisiik
bulunmus ve regresyon katsayisi diisiik olan bir
grafik elde edilmistir. 0,3 M Anilin kullanilmasi
durumunda ise anilinin olusturdugu polimerdeki
amino gruplarinin fazla olmasi sonucunda bu gruplar
kendi aralarinda bag yapmis ve enzimin
baglanabilecegi amino grubu sayisi azalmis bu
nedenle regresyon katsayisi yeterince iyi olmayan bir
grafik elde edilmis olabilir. Biyosensor cevaplarinin
yiksek olmasit ve dogrusalligin daha yiiksek
olmasindan dolayr en uygun anilin miktar1 0,2 M
olarak belirlendi.

L

Sekil 3. Anilin konsantrasyonunun biyosensor cevabi
lizerine etkisi. (¢) 0,1 M Anilin; (4 0,2 M Anilin; (¢) 0,3 M
Anilin kullanilarak hazirlanan biyosensor.

GLT miktarinin optimizasyonu i¢in denemeler,
30°C’de ve potasyum fosfat tamponunda (pH: 7,0;
50mM) gerceklestirildi. Elektropolimerizasyon déngii
sayist (20 dongi), anilin konsantrasyonu (0,2 M),
GLT’de bekletme siiresi (30 dk) ve enzim miktar1 (20
mg/mL) sabit tutularak GLT miktarlar1 % 1, % 2,5 ve
% 5 olarak degistirildi.

'y

Sekil 4. GLT miktarinin biyosensor cevabi lizerine etkisi.
(¢) % 1'lik GLT kullanilarak hazirlanan biyosensor, (A)
%2,5’lik GLT kullanilarak hazirlanan biyosensor; (o) %
5’lik GLT kullanilarak hazirlanan biyosensor.

Sekil 4'de gorildigi  tzere, %5’lik  GLT
kullanildiginda asir1 ¢apraz baglanma sonucu GLT in

647

enzim yapisina zarar vermesinden dolay1 biyosensor
cevaplar1 yeterince iyi olmayan bir grafik elde
edilmistir. % 1 ve %2,5lik GLT kullanildiginda
regresyon Kkatsayilari yliksek olan grafikler elde
edildi. %2,5lik GLT icin elde edilen grafigin
biyosensor cevaplarinin ve regresyon katsayisinin
daha yiiksek olmasi nedeniyle %2,5'lik GLT uygun
gorildi.

Elektropolimerizasyonun dongii sayisinin biyosensor
cevabi lizerine etkisini incelemek i¢cin denemeler, 30
°C’'de fosfat tamponunda (pH:7,0, 50 mM), anilin
konsantrasyonu (0,2 M), GLT miktan (%2,5), GLT’de
bekletme siiresi (30 dk) ve enzim miktar1 (20
mg/mL) sabit tutularak déngii sayilar1 10, 20 ve 30
dongtli olarak degistirilerek gerceklestirildi.

Sekil 5 den gorildigi tlzere, 30 dongi ile
gerceklestirilen  elektropolimerizasyon  sonucu,
regresyon katsayisi ve biyosensor cevaplar diisiik
olan bir grafik elde edildi. 10 dongii ve 20 dongii ile
gerceklestirilen elektropolimerizasyonlarin ardindan
elde edilen grafiklerin dogrusalliklar1 iyi olmasina
ragmen, biyosensor cevaplarinin yiiksek olmasi
sebebiyle 20 dongti ile yapilan elektropolimerizasyon
daha uygun goriildii. Sekli 6 da 20 dongiiye ait
voltogram verildi.

+ e

Sekil 5. Elektropolimerizasyon dongii sayisinin biyosensor
cevabi lizerine etkisi. (¢) 10 dongii; (a) 20 dongt; (¢) 30
dongii.
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Current/imA

Potential/V

Sekil 6. Anilin siklik
voltamogrami.

3.2. Calisma kosullarinin optimizasyonu

elektropolimerizasyonunun

Enzim veya proteinlerin elektrokatalitik aktiviteleri
sicaklik ve pH degerinden oldukca etkilenmektedir.
Bu nedenle ¢alisma kosullarinin optimizasyonunda,
sicakligin  biyosensor cevabi iizerine etkisini
incelemek icin, hazirlanan biyosensor ile farkh
sicaklik degerlerinde (20, 25, 30, 35 ve 40 °C)
Olctimler alindi. Optimum sicaklik degerinin
belirlenmesi icin 6l¢limler 50 mM fosfat tamponunda
(pH:7,0) ve -0,3 V sabit potansiyelde, anilin
konsantrasyonu 0,2 M, enzim miktar1 20mg/mL,
elektropolimerizasyon  doéngli  sayist 20 ve
glutaraldehit ylizdesi %2,5 olarak sabit tutularak 100
uM H:20:2 varliginda gergeklestirildi.

Sekil 7. Biyosensor cevabi iizerine sicakligin etkisi.

Sekil 7’de de gorildiigi gibi CAT i¢in optimum
sicaklik 30 °C bulundu. Normalde CAT’in ¢alisma
araligr 25-35 °C’'dir [16]. Elde edilen sonu¢ enzimin
serbest haldeki c¢alisma sicakliginin immobilizasyon
yontemlerinden etkilenmediginin gostergesidir.

Biyosensor cevabi  lizerine pH'in  etkisinin
incelenmesi icin de farkli pH degerlerinde (pH 6,0;
6,5 7,0, 7,5 ve 8) hazirlanan fosfat tamponlar
(50mM)  kullanillarak  6lgiimler alindi.  pH'in
biyosensor cevabi lizerine etkisini incelemek igin
Olgiimler 50 mM fosfat tamponunda (pH:7,0) ve -0,3
V  sabit potansiyelde gergeklestirildi. Anilin
konsantrasyonu 0,2 M, Enzim miktar1 20mg/mL,
elektropolimerizasyon  doéngli  sayist 20 ve

glutaraldehit ylizdesi %2,5 olarak sabit tutularak 100
uM H202 varhiginda gergeklestirildi. pH'1n biyosensor
cevabr lzerine etkisi incelendiginde sekil 8’de
gorildigi gibi optimum pH: 7,0 bulundu. Bu sonug
CAT enziminin serbest haldeki optimum pH degeriyle
uyumlu oldugundan immobilizasyon yodnteminin
enzimin optimum pH degerini fazla degistirmediginin
de gostergesidir.

Sekil 8. Biyosensor cevabi iizerine pH'in etkisi.
3.3. Biyosensoériin karakterizasyonu

CAT biyosensoriiniin calisma kosullarinin
optimizasyonundan sonra optimum kosullarda H202
tayinine iliskin dogrusal tayin aralifinin belirlenmesi
amaciyla ol¢iimler gergeklestirilerek standart grafik
elde edildi. 50; 75; 100; 125; 150; 175; 200; 225; 250;
275 ve 300 uM’ Ik H202 konsantrasyonlar:
kullanilarak dogrusal 6l¢iim aralig1 saptandi. Sonuglar
Sekil 9’da verildi.

Sekil 9. H20:2 i¢in dogrusal tayin aralig:.

Dogrusal tayin araliginda bulunan 100 pM H20:2 igin
arka arkaya on 6l¢iim alindi. Olgciimlerden elde edilen
sonuglar kullanilarak biyosensore iliskin ortalama
deger ( X ), standart sapma (S.S) ve varyasyon
katsayisi (V.K) hesaplandi. Elde edilen sonuglar Tablo
1’de verildi.

Tablo1. Biyosensoriin tekrarlanabilirligi.
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= Dogrusal Tayin
Substrat Eu)l\(/l))' ((3;[)) [X%K)) aralik limiti
(M) (M)
100 pM
H202 9246 232 251 50-300 25
(n=10)
Gelistirilen biyosensoriin optimizasyon
calismalarindan sonra deltametrin’in farkh

konsantrasyonlarinda (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 ve 2,5 uM)
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6lciimler alinarak % inhibisyon degerleri hesaplandi
ve deltametrin icin dogrusal kalibrasyon grafigi elde
edildi. Olgiimler optimum kosullarda hazirlanan
biyosensor ile 30°C’de fosfat tamponunda (pH: 7,0;
50 mM) 100 uM H20: icin gergeklestirildi.
Deltametrin i¢in dogrusal kalibrasyon grafigi Sekil
10’da verildi.

Sekil 10. Deltametrin icin dogrusal kalibrasyon grafigi.
Dogrusal tayin sinirlarinin ortasinda bulunan 1,5 pM
deltametrin ile inhibe edilen CAT biyosensori
kullanilarak, 100 pM H:02 varhiginda arka arkaya
sekiz 6lciim alind1. Olciimlerden elde edilen sonuglar
kullanilarak biyosensore iliskin ortalama deger ( X ),
standart sapma (S.S) ve varyasyon katsayisi (V.K)
hesaplandi. Elde edilen sonuglar Tablo 2’de verildi.

Tablo 2. Deltametrin tayini i¢in hazirlanan biyosensoriin
tekrarlanabilirligi.

< Dogrusal Tayin
inhibitor % ’12) gﬁ;]] ((‘,’J}g) aralik limiti
" (uM) (uM)
1,5 pM
Deltametrin 1,517  #0,0353 2,33 0,5-2,5 0,35
(n=8)

X =1,517 uM, standart sapma (S.D.) * 0,0353,
varyasyon katsayisi1 (C.V.) % 2,33 olarak belirlendi.
Varyasyon katsayisinin % 5’in altinda hesaplanmasi
gelistirilen bu biyosensoriin  kullanilabilirligini
gostermektedir.

Gelistirilen biyosensor, depo karaliliginin incelenmesi
icin -4 °C’de depolandi. 20 giin boyunca her giin 100
uM H202 ve 1,5 pM deltametrin varliginda ol¢iimler
gerceklestirildi. Elde edilen olgiimler sonucunda, 6
glin gecmesine ragmen aktivitede sadece %15,2’lik
bir diisiis goriiliirken 20 glinlin sonunda aktivitede
%>58,4'lik bir dusiis kaydedildi.

3.4. Hazirlanan biyosensoérle atik su 6rneklerinde
deltametrin tayini

Deltametrin tayini i¢in gelistirilen biyosensoérle atik
sularda bulunan deltametrinin 6l¢lilmesi amaciyla
Meri¢ nehrinden su numunesi alindi. Standart ekleme
metoduyla su numunesinde deltametrin tayini yapildi
[17, 18]. Su numunesine, ilk 6nce olusabilecek
girisimleri engellemek amaciyla pestisit
ekstraksiyonu yapildi. Pestisitlerin ekstraksiyonu icin
supelco kati-faz ekstraksiyon aparati kullanilarak
negatif basing altinda pestisitler suda Cis’e
(octadecylsilica) adsorbe edilerek ayrnldi [19].

Boylece su numunesinde pestisitler disinda
inhibisyona  sebep olabilecek bir kimyasal
birakilmadi. Gelistirilen biyosensorle su

numunesinde arka arkaya 5 o6lglim alindi ve elde
edilen degerler Tablo 3’te verildi.

Tablo 3. Atik su 6rneklerinin analiz sonuglar1 (n=5)

Eklenen Biyosensorle Spektrofotometre
Deltametrin  dlciillen (uM) ile olgiilen (uM)
(M)
1,0 0,987+0,0278 1,012+0,0126
1,5 1,517+0,0353 1,507+0,0246
2,0 2,121+0,0427 2,076+0,0175

4. Tartisma ve Sonug¢

Glinlimiizde pestisit tayini icin kullanilan GC, HPLC ve
LC/MS/MS gibi yontemlerin pahali sistemler
olmalari, uzun analiz siirelerine sahip olmalar1 ve
yetismis eleman ihtiyaci gostermeleri nedeniyle, son
yillarda bu amag¢ icin biyosensdr sistemlerinin
gelistirilmesi olduk¢a 6nem kazanmistir.

Literatiirde pestisit tayini icin enzim kaynagi olarak
asetil kolinesteraz’in kullanildig1 biyosensorlere sikca
rastlanmaktadir (6,8,10) ancak bu enzimin pahal
olmasi nedeniyle alternatif enzim kaynaklarinin
bulunmasi  6nem  kazanmistir. Bu nedenle
calismamizda pestisit tayinine yonelik biyosensor
gelistirilmesinde alternatif enzim olarak CAT enzimi
onerildi. CAT enzimi olduk¢a hizh katalitik aktiviteye
sahip ve kolay temin edilebilen bir enzimdir. Daha
onceki literatiir ¢alismalarinda pestisitlerin CAT
aktivitesi lizerine etkileri rapor edilmistir (20, 21, 22,
23).

Tablo 4. Pestisit tayinine yonelik gelistirilen baz
biyosensorlerin karakteristikleri

Elektroaktif  Lineer aralik

Hedef Analit Sensor tipi materyal [derisim] Ref.
Enzim
. sensori 1.5x109 -
Chloropyrifos (Kolin ZnS NPs 4x10-8 M [24]
esteraz)
Enzim
Paraoxon sensori CoPc-Prussian 7.3x10-9 - [25]
(Kolin blue 1.8x10-8M
esteraz)
Enzim
. sensori 2x10-10 -
Dichlorvos (Kolin CoPc 10-8 M [26]
esteraz)
Enzim
sensori 5x10-9 -
Carbaryl (Kolin QDs 25x10-7 M [27]
esteraz)
Methyl SEEELTH AuNPs - 19x108- 0
! ) -7
parathion (Hidrolaz) MWCN-QDs 7.6x10-7M
Enzim 7
Paraoxon sensori SWCNT 510 _ [29]
: 8.5x10-°M
(Hidrolaz)
. 1,2-
Enzim naphthoquinon
Dichlorvos sensori p q <8x10°* M [30]
o e-4-sulfonate
(Tirozinaz)

(NQS)

649



H.Paliizar, H.M. Ozcan / Katalaz Temelli PANI Biyosensérii ile Deltametrinin Belirlenmesi

Enzim

e 2.3x10-8 -
Carbofuran s'ens'oru CoPc 407%10-7 M [31]
(Tirozinaz)
i 5 5 -10 _ -6
Deltametrin  MPedmetrik b yppaze 10701070 gy
sensor M
Deltametrin Affm..lt? Fe304 MNPs 0.01- [33]
sensori 1 ng/mL
. Affinite 0.053-
Deltametrin sensbril CdTe QDs 46 pg/mL [34]
Enzim
Deltametrin sensori PANI-GLT 0’5_, Bu
25x10¢M calisma
(Katalaz)

Sonuc olarak, alternatif enzim olarak CAT1n pestisit
tayini icin kullanilabilirliginin incelendigi bu
calismada PANI iletken polimer kullanilarak
deltametrin tayini icin CAT inhibisyonu esash bir
biyosensor gelistirildi. Yapilan literatiir calismalari
sonucunda pestisit tayinine yonelik gelistirilen
biyosensorlerin karakteristikleri Tablo 4’te rapor
edilmistir. Tablo 4 incelendiginde, deltametrin
tayinine yonelik az sayida biyosensor calismasina
rastlanmis olmasi ve bu c¢alismalar arasinda enzim
temelli bir biyosensoriin  olmamasi  yapmis
oldugumuz ¢alismanin 6nemini de arttirmaktadir.

Gelistirilen ~ biyosensoriin  optimizasyonu  ve
karakterizasyonuna iliskin parametreler incelendi.
Biyoaktif tabakanin optimizasyonu c¢alismalarinda
optimum enzim miktari, GLT miktari, anilin miktar:
ve dongli sayisi incelendi ve optimum sonuglar
sirasiyla 20mg/mL; % 2,5; 0,2 M ve 20 dongii olarak
bulundu.  Biyosensoriin  ¢alisma  kosullarinin
optimizasyonu i¢in optimum sicaklik ve optimum pH
incelendi ve sonuglar sirasiyla 30 °C ve pH: 7,0 (50
mM, fosfat tamponu) oldugu tespit edildi.

Boylece, deltametrin tayini i¢in CAT inhibisyonu
esasl iyi analitiksel 6zelliklere sahip, tekrarlanabilir,
uygun tayin sinirina sahip ve hizli sonug¢ verebilen
(30 sn) bir biyosensor gelistirildi. Aym1 zamanda
hazirlanan biyosensériin  H202 tayini iginde
kullanilabilecegi gosterildi.
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