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Kimya Anabilim Dali

OZET

Tarimda zararlilara kars1 yaygimn olarak kullanilan pestisitlerin, canlilar iizerinde
bircok olumsuz etki yarattigi bilinmektedir. Bu calismada, yaygin olarak kullanilan
baz1 pestisitlerin antioksidan savunma sistemi enzimlerinden katalaz, siiperoksit
dismutaz ve glutatyon peroksidaz enzim aktiviteleri tizerine etkileri ve bu etkinin 2-
PAM ile rejenere edilebilirligi incelendi.

Katalaz enzim aktivitesi tizerine pestisitlerin etkisinin ve bu etkinin 2-PAM ile
rejenerasyonunun incelenmesi igin yapilan denemeler sonucunda pestisitlerden lambda
cyhaloetrin i¢in 0.25-2.47 mM konsantrasyon araliginda katalaz enzim aktivitesi iizerine
% 25-90 inhbisyon belirlenirken; bu inhibisyon 2-PAM ile % 13-30 rejenerasyon
gosterdi. Malation 0.049-0.393 mM konsantrasyon araliginda % 1-88 inhibisyon ve 2-
PAM ile % 2-12 rejenerasyon gosterdi. Deltametrin 0.002-0.021 mM konsantrasyon
araliginda % 8-90 inhibisyon ve 2-PAM % 8-40 rejenerasyon gosterdi. Diklorvos 0.098-
0.980 mM konsantrasyon araliginda % 50-92 inhibisyon ve 2-PAM ile rejenerasyon
gostermedi.

Stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi iizerine pestisitlerin etkisinin ve bu etkinin
2-PAM ile rejenerasyonunun incelenmesi i¢in denemeler yapildi. Pestisitlerden lambda
cyhaloetrin  0.25-2.47 mM konsantrasyon araliginda siiperoksit dismutaz enzim
aktivitesi tizerine % 7-82 inhbisyon gosterdi. Malation 0.049-0.393 mM konsantrasyon
araliginda % 17-93 inhibisyon gosterdi. Deltametrin 0.002-0.021 mM konsantrasyon
araliginda % 35-9 inhibisyon gosterdi. Diklorvos 0.098-0.980 mM konsantrasyon
araliginda % 10-50 inhibisyon gosterdi. 2-PAM ile yapilan rejenerasyon denemelerinde,
calisgilan  pestisitlerle muamele edildiginde siiperoksit dismutaz enziminin

aktivitesindeki inhibisyonlarin rejenere olmadig goriildii.



Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi lizerine pestisitlerin etkisinin ve bu etkinin
2-PAM ile rejenerasyonu incelendi. Denemeler sonucunda, lambda cyhaloetrin 0.25-
2.47 mM konsantrasyon araliginda glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi lizerine % 2-
45 inhbisyon gosterdi. Malation sadece 0.393 mM konsantrasyonda % 18 inhibisyon
gosterdi. Deltametrin 0.002-0.021 mM konsantrasyon araliginda % 82-94 inhibisyon
gosterdi. Diklorvos 0.098-0.980 mM konsantrasyon araliginda % 95-97 inhibisyon
gosterdi. Calisilan pestisitlerle inhibe olan glutatyon peroksidaz enziminin 2-PAM ile
yapilan rejenerasyon denemelerinde rejenere olmadigi goriildii.

Denemeler sonucunda, c¢alisilan lic enzim arasindan, sadece katalaz enzimi tiim
pestisitlerin artan konsantrasyonlariyla dogru orantili inhibisyon ve 2-PAM ile
rejenerasyon gosterdi.

Bu ylizden, tezin amaclarindan biri olan bazi pestisitlerin tayini i¢in biyosensor
gelistirilmesinde, ¢alisilan dort pestisit i¢in de katalaz enzimi ile hazirlanan
biyosensoriin pestisitlerin tayininde kullanilabilirligi incelendi. Bunun i¢in Pt elektrot
iizerine anilin elektropolimerizasyonu yontemi kullanilmasiyla katalaz immobilize
edilerek biyosensor hazirlandi. Biyosensoriin  6n c¢aligsmalarla katalaz aktivitesi
kontrolleri yapildiktan sonra dort pestisit ile inhibisyonlar1 ve 2-PAM ile rejenerasyon
denemeleri yapildi. Sonug olarak deltametrin ve diklorvos pestisitlerinin tayini i¢in

hazirlanan katalaz biyosensoriiniin kullanilabilir oldugu goriildii.

Yil : 2013
Sayfa Sayisi : 142

Anahtar kelimeler : Katalaz, Siiperoksit dismutaz, Glutatyon peroksidaz, pestisit, 2-
PAM
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In Vitro Investigation of the Effects of Pesticides on Body Immune System Enzymes
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Chemistry

ABSTRACT

Pesticides used commonly in agriculture against pests, known to cause many
adverse effects on organisms. In this study, the effects of some pesticides used
commonly on antioxidant defense system enzymes including catalase, superoxide
dismutase anda glutathione peroxidase and availability of regeneration of the effect with
2-PAM were investigated.

As a result of assays carried out for investigation of the effects of pesticides on
catalase activity and regeneration of these effects with 2-PAM, 0.25 — 2.47 mM
concentration range for the lambda cyhalothrin showed 25 — 90 % inhibition and 13 —
30 % regeneration, respectively. 0.049 — 0.393 mM concentration range for malation
showed 1 — 88 % inhibition and 12 — 2 % regeneration, respectively. 0.002 — 0.021 mM
concentration range for deltamethrin, showed 8 — 90 % inhibition and 8 — 6 %
regeneration, respectively. 0.098 — 0.980 mM concentration range for dichlorvos,
showed 50 — 92 % inhibition, respectively and not to be regenerated with 2-PAM.

As a result of assays for investigation of the effects of pesticides on superoxide
dismutase and regeneration of these effects with 2-PAM, 0.25 — 2.47 mM concentration
range for the lambda cyhalothrin showed 7 — 82 % inhibition, respectively. 0.049 —
0.393 mM concentration range for malation showed 17 — 93 % inhibition, respectively.
0.002 — 0.021 mM concentration range for deltamethrin, showed 35 — 9 % inhibition,
respectively. 0.098 — 0.980 mM concentration range for dichlorvos, showed 10 — 50 %
inhibition, respectively. The regeneration operation of the superoxide dismutase treated
with pesticide seems not to be regenerated with 2-PAM.

As a result of assays for investigation of the effects of pesticides on superoxide
dismutase and regeneration of these effects with 2-PAM, 0.25 — 2.47 mM concentration

range for the lambda cyhalothrin showed 2 — 45 % inhibition, respectively. Only 0.393



mM concentration for malation showed 18 % inhibition. 0.002 — 0.021 mM
concentration range for deltamethrin, showed 82 — 94 % inhibition, respectively. 0.098
— 0.980 mM concentration range for dichlorvos, showed 95 — 97 % inhibition,
respectively. From the regeneration operation of the superoxide dismutase treated with
pesticide, were seen not to be regenerated with 2-PAM.

As a result of assays, between the three enzymes, only catalase enzyme showed
lineer inhibition with increasing concentration of all pesticides and regeneration with 2-
PAM.

One of the aims of the thesis that for the investigation of a biosensor for
determination of some pesticides, for studied four pesticides prepared biosensor by the
catalase enzyme was investigated for determination of pesticides. For this; the
biosensor was prepared by using aniline electropolymerization on Pt electrode and
immobilization of catalase.

With preliminary studies of biosensor, after controlling catalase activity, the
inhibiton with four pesticides and regeneration with 2-PAM were performed. As a
result, catalase biosensor prepared for the determination of pesticides were found to be

available for determination of deltamethrin and dichlorvos.

Year : 2013

Number of pages : 142

Keywords : Catalase, Superoxide dismutase, Glutathione peroxidase,
pesticide, 2-PAM
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BOLUM 1

GIRIS

Gilinitimiizde, bilingli toplumlar saglikli beslenmede bitkisel kaynakli besinlerin
oneminin farkindadirlar. Bunun yaninda diinya niifusunun hizli artis1 ile bitkisel besin
ihtiyacinin artmasi, her mevsim taze meyve sebzeye olan yogun talep dolayisiyla
seraciligin gelismesi, kiiresel 1sinmaya bagli iklim degisimleri ve diger ekolojik
degisimler, polikiiltiir tariminda bazi hastalik ve zararlilarin gelismesine, ¢esitlenmesine
uygun ortam saglamaktadir. Bunlarla miicadelenin en 6nemli yontemi, tarim ilaglarinin
kullanimidir. Sik kullanilan tarim ilaglar1 arasinda olan pestisitlerden organik fosforlu
insektisitler kullanimda ilk siralardadirlar.

Insanlar pestisitlerle cesitli sekillerde karsilasirlar. Tarim ilaglarni iiretenler,
pazarlayanlar, uygulayanlar ve nihayet pestisitli tarimsal {iriinleri tiikketenler olmak {izere
genis bir kitle pestisitlere farkli derecelerde akut ya da kronik olarak maruz kalirlar.
Organizmaya c¢esitli yollarla giren pestisitler, sinir sistemi, endokrin sistem, immun
koruma sistemi, karaciger, kalp ve kas gibi sistemleri olumsuz etkilemektedirler.
Etkilenen sistemler i¢inde Onemli bir sistem de insanlarin savunma sistemi yani
antioksidan sistemdir.

Pestisit zararlari konusunda bazi calismalar bulunmaktadir. Cevresel olarak
pestisitlerin 6nemi ve kullanimi, ilk ¢alismalardandir [1]. Tarim is¢ilerinin pestisitlerle
iligkili saglik problemleri arastirilmuistir [2]. Pestisitlerin karsinojenik etkileri de
incelenmistir [3]. Diger bir ¢aligma ile insan lipid peroksidasyonu iizerine fosfoamidon
insektisidinin etkisi incelenmistir [4]. Tiirkiye-i¢el'de kronik olarak pestisitlere maruz
kalan tarmm iscilerinin kan enzimlerindeki aktivite degisimleri incelenmistir [5].

Literatiirde taramalarindan anlasildig1 iizere bu alandaki ¢aligmalar olduk¢a sinirhidir.



Ulkemizde ¢ok saghkli bir denetim saglanamadigi i¢in kismen bilingsiz ve
yeterli dnlem alinmadan kullanilan pestisitlere bir sekilde hepimiz maruz kalmaktayiz.
Pestisit alindiginda; viicutta serbest zehir etkili radikallerin olusumu ve bunlarin
zehirsizlestirilmesi arasindaki dengeyi saglayan savunma antioksidan sistemi
enzimlerinin nasil etkilendigi ve aktivitelerinin nasil degistigi ilgili enzimlerin tiimii i¢in
tam olarak belirlenmemistir. Bu calisma ile pestisit cinsine ve miktarina bagl olarak,
antioksidan sistemi enzimlerinin, aktivite degisimlerinin incelenmesi ve hangi
enzimlerin ne kadar etkilenecegi in vitro’da arastirilmistir. Calisma alinacak sonuglarin
pestisitlerin savunma sistemine etkilerinin anlagilmasinda dnemli katki saglayacaktir.
Bu sonuclar dogrultusunda sagligin daha bilingli korunmasi i¢in yeni 6zel onlemler
alinmasi giindeme gelecektir.

Pestisit tayininde kullanima uygun biyosensorlerin gelistirilmesi i¢in, kaynak
enzim belirlenmesi de tezden beklentiler arasindadir. Ayrica bu tip biyosensorlerin
kolay ve ekonomik olarak hazirlanmasi yaninda, biyolojik sistemin spesifisitesi ve
duyarhiliindan yararlanilarak pestisit tayininde kullanilabilir bir biyosensor

gelistirilmesi 6nemlidir.



BOLUM 2

KURAMSAL TEMELLER

2.1.  Antioksidan Savunma Sistemleri ve Onemi

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bu tiirler sebebiyle ortaya ¢ikan hasarin
onlenmesi i¢in viicutta cesitli savunma mekanizmalari bulunur. ‘Antioksidan savunma
sistemleri’ ve ‘antioksidanlar’ diye bilinen bu smiflar; serbest radikalleri notralize edip,
sebep olduklar1 hasar1 tamir etmeye yardimci olur ve viicudun onlardan etkilenmesini en
aza indirir veya viicudun yenilenmesini saglarlar [6].

Antioksidanlar1 anlamak i¢in, notralize ettikleri serbest radikallerin kaynagi ve
neler yapabilecegi bilinmelidir. Mikro besin maddeleri olan antioksidanlar, yiyecekleri,
ozellikle yaglar1 oksidasyon ve bozulmaktan korurlar. Isimlerinden de anlasilacag gibi
oksijenin  diger maddelerle birlesmesini engelleyerek canlidaki maddelerin
oksidasyonunu engellerler. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunun devam
etmesini  engelleyerek  ve/veya reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipid
peroksidasyonunu inhibe ederler. Temelde, antioksidan sistem biitiin bunlar1; serbest
radikaller, hiicre zarina, niikleik asitlere (DNA) ve hiicre bilesenlerine saldirmadan 6nce
kendine ¢eker ve baglar. Antioksidan 6zelligi ile bilinen bircok madde vardir. Viicut, bu
maddelerin bir kismini kendi tiretirken, bir kismin1 6zellikle bitkilerden alir. Endojen
kaynakli (dogal) ve eksojen kaynakli olmak iizere baslica iki ana gruba ayrilabilen
antioksidanlari, ayni zamanda serbest radikalin olusumunu onleyenler ve mevcut
olanlar1 etkisiz hale getirenler seklinde ikiye, enzim olanlar ve enzim olmayanlar olarak
da yine ikiye aywrmak miimkiindiir. Hiicrelerde hem sivi hem membran kisimlarda

bulunabilirler.



(a) Endojen (Dogal) antioksidanlar:

-Enzimler: Katalaz (CAT), Siiperoksit Dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz
(GSH-Px)

-Enzim olmayanlar: B-karoten, E vitamini, Askorbik asit, sistein, albumin, bilurubin,
hemoglobin v.s.

(b) Eksojen antioksidanlar: Ksantin oksidaz inhibitorleri, NADPH oksidaz
inhibitdrleri [7].

Tablo 2. 1. Hiicre i¢i antioksidanlar [7,8]

CAT H,0;’in uzaklastirilmast

SOD Stiperoksit  radikalinin  katalitik ~ olarak

(Cu, Zn, Mn) uzaklagtirilmasi

GSH-Px H,O2’in  ve  lipit  hidroperoksitlerinin
uzaklastirilmasi

Tablo 2. 2. Membran antioksidanlar [7, 8]

Koenzim-Q | Baslica gdrevi enerji metabolizmasmndadir. Indirgenmis hali ile

antioksidan olarak gérev yapabilir.

Vitamin E Yagda eriyen zincir kirici antioksidandir. Plazmadaki lipoprotein

lipitlerini korur.

B-Karoten Yagda eriyen radikal temizleyicisidir ve Singlet oksijeni ortadan
kaldirir.

2.2.  Antioksidan Enzimler

Biyokatalizor de denilen enzimlerin ¢ok yiiksek katalizleme giicii vardir.
Organizmadaki sentez ve yikim tepkimelerinin hepsi enzim katalizorliiglinde

gerceklesmektedir. Bu durumda enzimler, canlilik olusumunun ve devaminin olmazsa




olmazidir. Enzimler organizma disinda da aktivite gosterebildiklerinden 6nemleri daha
da artmaktadir. Ilgili gen kontrolii ile iiretilen enzimler kendilerine 6zgii pH, basmng ve
sicaklik gibi sartlara sahiptirler. Giiniimiizde kimya, ilag, gida, boya, dericilik ve
temizleme sanayiinde enzimler yaygin olarak kullanilmaktadir. Tip, veterinerlik, tekstil
ve tarim endiistrilerinde, biyoteknoloji ve biyoloji bilim dallarinda da kullanilmaktadir.
En 6nemli antioksidan enzimler; siiperoksit anyonunu H,O;’e doniistiiren SOD, organik
peroksitleri detoksifiye eden GSH-Px ve H,0’i suya indirgeyen CAT dir ve bu endojen
antioksidan enzimler serbest radikalleri etkisiz hale getirirler. Bu durumda organizma

serbest radikaller ve aktif oksijenden etkilenmez [9].

2.2.1. Katalaz

CAT enzimi (E.C. 1.11.1.6) dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Indirgenme-
yiikseltgenme tepkimelerinde gorev yapan enzimlere oksidorediiktazlar denir ve CAT
enzimi oksidorediiktazlarin  hidroperoksidazlar sinifindadir. Hidroperoksidazlar,
hidrojen peroksit veya diger organik peroksitleri substrat olarak kullanirlar, bununla
beraber zararli peroksitlere karsi organizmay1 korur. Peroksitlerin birikmesi ile ortaya
cikan serbest radikaller membran yapisinin bozulmasina, ve bunun sonucu olarak kanser
olusumuna neden olur [10, 11, 12].

CAT, hem elektron verici hem de alic1 substrat olarak H,O, kullanir. CAT
enzimi H,0O,’in hiicresel bilesiklere zarar vermesini engeller. H,O,, CAT ile
parcalanmazsa canlida kalici hasarlara neden olan serbest radikali olusturur bu da

hidroksil radikalinin 6nculi olarak davranir.

CAT + H,0, — > CAT - H,0, (Kompleks I)
CAT -H,0, — CAT + 2 H,0 + O, (Katalaz aktivitesi)

CAT
2H,0p ——» 2H,0 + O,



Yukaridaki tepkimelerde goriildigi gibi CAT, H,O;’i substrat olarak, elektron
alicis1 ve elektron vericisi olarak kullanmaktadir [12, 13, 14, 15]. CAT, in vivo
ortamlarda genellikle peroksidaz olarak tercih edilmektedir. Kanda, mukoz
membranlarda, kemik iliginde, bobrek ve karacigerde CAT bulunur. Asil fonksiyonu
oksidazlar tarafindan ortaya ¢ikan H,O,’i bertaraf etmektir. Katalaz aktif merkezinde

Hem B veya Hem D gruplar1 icerir (Sekil 2.1.).

N

OH

Hem b

]
3

Sekil 2. 1. Katalaz enziminin Hem b ve Hem d gruplar1

CAT ve oksidaz aktivitesi bircok dokuda birlikte ¢alisir. Katalitik reaksiyonda
iki basamak vardir (Sekil 2.2.). Birinci basamakta katalaz Ferrik (Fe**) igerir, bilesik-1
(Porfirin Katyon Radikali olustururken peroksit molekiilii ile reaksiyon verir ve peroksit

indirgenir. Ikinci basamakta baska bir H,O, molekiilii yiikseltgenerek bilesik-1 dogal



haline gelir. Bu tepkimede H;0; hem elektron alicis1 hem de vericisi olarak gorev yapar
[16, 17, 18].

H,0, + Enz. - Fe®* ——» H,0 + O=Fe* —Enz.
Bilesik-1

H,0, + Enz. - Fe*=0 ——» 0, + Fe**—Enz.
Bilesik-2

HOOH H,O

@)&O
I,:é '+

o

O, + H,0 HOOH

Sekil 2. 2. Katalazin etki mekanizmasi [19]

2.2.2. Siiperoksit Dismutaz

SOD enzimi (E.C. 1.15.1.1) oksijen zehirlenmesine karst oOnemli bir
koruyucudur ve oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunur. SOD’un gorevi
stiperoksitin ~ zararli etkisinden aerobik organizmalar1 korumaktir. Siiperoksit
radikallerinin (O;"), H,0, ve oksijene hizlica dismutasyonunu katalizler. SOD’un
enzimatik aktivitesi ¢ok ytiksektir. [20, 21, 22, 23].



SOD
0, + 0" +2H" —— H,0, + O,

Kofaktor olarak icerdigi metal iyonuna gore {i¢ sinif dismutaz enzimi vardir:

(@ Cu ve Zn igeren dismutazlar genel olarak Okaryotik hiicrelerin
Kloroplastlarinda ve sitozoliinde bulunur. Tek disiilfit bagi ile birbirine bagl iki ayni alt
birimden olusur ve alt birim basina birer Zn ile Cu igerirler. Enzimin etkinligi i¢in Cu
mutlaka gerekli iken Zn; Ca?*, Co*, Hg?*" ile yer degistirebilir. Dismutasyon Cu ile
stiperoksit radikali arasindaki etkilesimle basarilir.

(b) Mn igeren dismutazlar prokaryotlarda ve mitokondri matriksinde bulunur.
Birbiri ile ayni iki alt birimden olusan ve her alt birimde bir atom Mn igeren
dismutazlardir.

(c) Fe igeren dismutazlar prokaryotlarda ve bazi bitkilerde bulunur. Yapist Mn
SODa benzerdir.

2.2.3. Glutatyon Peroksidaz

GSH-Px enzimi (E.C. 1.11.1.9) H,0, ve lipit peroksidasyonunda zincir kirici
etkiyi katalizler. GSH-Px enzimi reaksiyon srasinda indirgenmis glutatyonu (GSH)
elektron alicis1 olarak kullanir ve olusan okside glutatyon (GSSG) NADPH bagimli

GSH-Rd enzimi tarafindan rejenere edilir. Reaksiyonlar1 asagidaki gibi gosterilebilir.

GSH-Px
H0, + 2GSH — GSSG + 2 H0

GSH-Px
2GSH + ROOH — GSSG + 2H20 + ROH

GSH-Rd
GSSG + NADPH — 2GSH + NADP

Glutatyon (y-glutamil sisteinil glisin, GSH); tripeptittir ve serbest siilfidril grubu

icerir. GSH-Pxin katalizledigi reaksiyonla, hemoglobin ve membran lipitlerinin



peroksitlerle oksidasyonunu engeller. Bu tepkime hemoglobinin methemoglobine

oksidasyonunu azaltarak eritrositin dmriinii uzatir [24, 25].

2.3.  Serbest Radikaller

Alerji, kanser, diyabet, katarakt, ateroskleroz, ndrodejeneratif hastaliklar, gibi
bircok hastaligin patogenezinde rol oynayan serbest radikaller son zamanlarda en gok
caligilan konular arasindadir. Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla
eslenmemis elektron igeren atom veya molekiiller olup, bu elektronlarini paylasabilmek
adma hizla diger molekiillerle reaksiyona girerler [26, 27, 28].

Serbest radikaller enerji iiretimi, elektron transferi ve diger metabolik olaylarin
temelinde bulunurlar. Fakat radikallerle girilen reaksiyonda molekiillerin bir elektronu
eksildiginden onlar da reaktif hale gelir ve bu tepkime zincirleme devam ederken
kontrolsiiz bir davranis meydana gelirse hiicrede hasarlara sebep olur. Serbest radikaller
etkiledigi atomun dolayli olarak 0 atomu igeren maddenin gorevini yapamamasina
neden olur. Sonug olarak, etkilenen maddenin biyolojik 6nemine ve onun tamir edilip
edilememesine bagli olarak 6nemli veya Onemsiz kalic1 veya gecici etkiler gosterir.
Serbest radikaller hem normal metabolizmanin yan f{riinii olarak, hem de toksik
maddelerin etkisiyle olusabilmektedir [29].

Serbest radikal yaratan kaynaklar radyasyon, viriisler, giines 1sinlarinin bir kismi
olan ultraviole 1sinlar1, hava kirliligini yaratan fosil kdkenli yakitlarin yanma sonundaki
iirlinleri, sigara dumani, enfeksiyon, stres, yag metabolizmasi sonunda ¢ikan iirlinler
gibi hiicre metabolizmasinin toksik {iriinleri, bazi tahrip edici kimyasallar, hasere
kontrol ilaglar1 (pestisitler) ve birgok baska etkenlerdir. Cesitli fiziksel ve kimyasal
olaylar sebebiyle i¢inde bulundugumuz cevrede siirekli bir radikal iiretimi vardir,
hiicresel kosullarda da 6nemli bir miktar ve ¢esitlilikte radikal tiretimi vardir. Serbest
radikaller ii¢ temel mekanizma ile olusur:

1. Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi; Yiksek sicaklik ve yiiksek enerjiye

sahip elektromanyetik dalgalar sicaklik kimyasal baglar1 kirarlar. Kirilma esnasinda



bagdaki iki elektronun ayri atomlar tizerinde kalmasi homolitik kirilmadir. Her iki atom
iizerinde de paylasilmamis elektron kalir.

2. Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi; Radikal 6zelligi tasimayan bir
molekiil elektron kaybederken dis orbitalinde paylagilmamis elektron kalmasiyla radikal
olusur. Askorbik asit, GSH gibi hiicresel antioksidanlarin radikal tiirlere tek elektron
verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formu olusturmasi 6rnek gosterilebilir.

3. Normal Bir Molekiile Elektron Transferi; Radikal 6zelligi tasimayan bir
molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron olusmasi
radikal olusumuna sebep olabilir. Molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenerek,
radikal formu olan siiperoksitin olugmasi bu tiire 6rnektir. Biyolojik sistemlerde en fazla
bu yolla serbest radikaller meydana gelir [26, 27, 28]. Serbest radikaller pozitif yiiklii,
negatif yiikklii veya noétral olabilirler. Organik veya inorganik molekiiller seklinde

olabilirler.

2.4. Serbest Radikal Tirleri

Biyolojik sistemlerdeki serbest radikallerin en Onemlileri, oksijenden
olusanlardir. Bunlar, oksijenin kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metallerinin
iyonlari, nitrik oksit ve hidroksil radikalidir. Hidroksil radikali; oksijen, siiperoksit,
hidrojen peroksit ve gecis metallerinin iyonlarinin g¢esitli reaksiyonlariyla olusur.
Stiperoksit ve nitrik oksit enzimatik reaksiyonlarla siirekli iiretildigi i¢in temel radikaller
olarak kabul edilebilirler. Ayrica bunlar, biyolojik sistemlerdeki diger biitiin radikaller

ile radikal yapida olmayan reaktif tiirlerin olusumunu bagslatabilirler [7, 30].

2.4.1. Siiperoksit Radikali

Canlilarda olusan ilk ve temel radikal siiperoksit radikalidir (Siiperoksit Anyonu,
02"). Baglica tiretildigi mekanizmalar [31];
(a) Indirgeyici biyomolekiiller oksijene tek elektron verip kendileri

yiikseltgenirken siiperoksit radikali meydana gelir. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller,
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ferrodoksinler, indirgenmis niikleotitler vs. aerobik ortamda yiikseltgenirken siiperoksit
olusumuna sebep olurlar.

(b) Basta dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak tizere, enzimlerin Katalitik
reaksiyonlar1 esnasinda siiperoksit radikali olusabilir.

(c) Mitokondrideki enerji metabolizmasinda, tiiketilen oksijenin % 1-5 kadar1
sliperoksit yapimina sebep olur. Bunun nedeni NADH-dehidrogenaz ve koenzim-Q gibi
elektron tasiyicilardan oksijene elektron kacagmin olmasidir.

(d) Aktif hale gelen fagositik 16kositler, siiperoksit lireterek fagozom igine ve
bulunduklar1 ortama verirler. Hiicre kosullarinda iiretilen siiperoksit, yiikseltgeyici veya
indirgeyici etki gosterebilir. Aldig1 elektronu metal iyonuna, sitokrom-C ye veya bir

radikale verdiginde tekrar oksijene yiikseltgenir.
Sitc(Fe*) + 0,7 —» 0O, + Sitc (Fe*")
Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu da siiperoksit olusabilir.

Cu" + 0, — Cu*" + 0,"

2.4.2. Hidrojen Peroksit

Bu radikal siiperoksitlerin enzimatik ve enzimatik olmayan bozunumu veya

oksijenin enzimatik yolla iki elektronla indirgenmesi ile olusur.

O, +26 +2H — H0,

0" +e+2H — H,0;

H,O; yapisinda paylagilmamis elektron icermez, bu sebeple radikal 6zellik
tasimaz. H,O;’in yiikseltgeyici tiir olarak kabul edilmesinin sebebi demir, bakir gibi

metal iyonlar1 varhiginda hidroksil radikaline onciilik yapmasidir. H,O, ozellikle

proteinlerdeki Hem grubunun demiri ile reaksiyona girerek yiiksek oksidasyon
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seviyesindeki reaktif demir formlarini olusturur. Reaktif demir ¢ok giiclii yiikseltgeyici

ozelliklere sahiptir ve hiicre zarinda lipid peroksidasyonu baslatabilir [32].

Fe* + H.O, — Fe*" + OH +OH

2.4.3. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH) canlilarda iki mekanizma ile tiretilebilir:
(a) Iyonlastirici radyasyon etkisiyle sulu ortamda su molekiillerinin iyonlasmasi

ile olusur.

2H,0 — H,0" + ¢ + H,0*

Hidroksil radikali, uyarilmis su molekiiliiniin (H,O*) homolitik yikimiyla veya
H,O"’nin bir su molekiilii ile tepkimeye girmesiyle olusur. Bu reaksiyonlar ¢ok kisa
stirede gerceklesen reaksiyonlardir ve olusan OH, radyasyonun canlilardaki toksik
etkisinin baslica sorumlusudur.

(b) H20O; eksik indirgenmeye ugrarsa, -OH radikali olusur. H,O,’in tek elektron
ile indirgenmesi -OH radikalini ortaya ¢ikarwr. Bu indirgenmeyi Fe, Cu gibi metal
iyonlar1 katalizler. Askorbik asit, stiperoksit gibi indirgeyicilerin de bulundugu ortamda
okside metal iyonunun tekrar indirgenmesi sebebiyle H,O,’ten ‘OH yapimu siirekli bir
hal alir [7, 30].

H,O, + Askorbat (veya O,”) —— ‘OH + semidehidroaskorbat

2.4.4. Nitrik Oksit

Azot merkezli bir radikal olan Nitrik oksit (-NO), c¢cok onemli biyolojik
fonksiyonlar1 gerceklestirmek igin iiretilir. Azot atomuna ait paylasiimamis elektron
hem azot hem de oksijen atomu iizerinde delokalize oldugu i¢in tam olarak radikal

ozellik gostermez. Bu sebeple oldukg¢a uzun Omiirlidiir ¢linkii bildigimiz diger
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radikallere gore aktivitesi baskilanmaktadir. Viicudumuzda -NO sentezini saglayan
mekanizmalar olduk¢a kisithidir. Radikal aktivitesi disiiktiir ve -NO, metal ig¢eren
merkezler ve radikaller ile hizla reaksiyona girer. Ozellikle lipid radikallerle reaksiyona
girdiginde -NO antioksidan etki kazandrir. Oksijen radikallerinin aksine, nitrik oksidi
ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur. Aerobik ortamda -NO stabil
degildir. Derisiminin artmasi ile oksidasyonu hizlanir. Bu nedenle ortamdaki derigimi

ile kendi 6mrii arasinda ters bir orant1 vardir [7, 30].

2.4.5. Singlet Oksijen

Singlet oksijen (*O, ), ortaklanmamis elektronu olmadig: i¢in radikal olmayan
reaktif oksijen molekiiliidiir. Oksijenin enerjetik olarak uyarilan bu formunda reaktivite
cok yiiksektir. Aldig1 enerjiyi ¢evreye dalga enerjisi seklinde verip yeniden oksijene
donebilir. Baslica su mekanizmalarla viicutta olusabilir:

(a) Pigmentlerin (6rnegin flavin iceren niikleotidler) oksijenli ortamda 15181
absorplamasiyla,

(b) Hidroperoksitlerin metaller varligindaki tepkimelerinde,

(c) Kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda,

(d) Sitokrom P450 tepkimeleri, laktoperoksidaz enziminin etkileri sirasinda [26,
217, 28].

2.5. Serbest Radikallerin Etkisi

Mitokondrial, endoplazmik ve niikleer elektron transport sistemlerinde (sitokrom
P450), peroksizomlarda, monosit ve ndtrofillerin fagositozu gibi normal metabolik
olaylar sirasinda bol miktarda serbest radikal iretilir. Bir anlamda serbest radikaller,
solunum ve sindirim gibi normal viicut faaliyetlerinin zehirli atiklar1 durumundadir.
Aragtirmacilar, insan viicudundaki her hiicrenin giinde ortalama 10.000 serbest radikalin
hiicumuna ugradigmi belirtmektedirler. Eger serbest radikaller noétralize edilmezse;

hiicre membrani proteinlerini yikarak hiicreleri 6ldiirmek, membran lipit ve proteinlerini
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yok ederek hiicre membranini sertlestirip hiicre fonksiyonunu engellemek, niikleustaki
genetik kodu i¢inde tasiyan, hiicrenin iiretimini ve biiylimesini saglayan niikleik asite
(DNA) etki edip, DNA’y1 kirilma ve mutasyonlara agik hale getirmek, bagisiklik
sistemindeki hiicreleri yok ederek bagigiklik sistemini zorlamak, yaslanma ve kanser

gibi olaylara neden olabilirler [7, 8].

2.6.  Enzim inhibisyonu ve Rejenerasyonu

2.6.1. Enzim inhibisyonu

Enzim inhibisyonu, enzimatik bir tepkimenin hizinin inhibitér adi verilen bazi
maddeler tarafindan azaltilmasi1 veya tamamen durdurulmasidir. Bazi hastaliklarin
nedeni, bir enzimin islevini yerine getirmemesi olabilir; herhangi bir etken bir enzimi
inhibe ederek enzimin katalize ettigi kimyasal olay1r bozabilir veya bir farmakolojik
ajan, bir hastalig1 enzim inhibisyonu iizerinden tedavi edebilir.

Bazi ilaglar ve bir kisim kimyasal maddeler enzimlerin katalitik etkilerine engel
olurlar ki enzimlerin etkilerini 6nleyen maddelere enzim inhibit6rleri denir. Enzim

inhibitorleri ile enzim inhibisyonu tersinir veya tersinir olmayan olabilir.

Tersinir enzim inhibisyonlari;

1) Yanismah enzim inhibisyonu: tersinir enzim inhibisyonunun yaygm bir tipidir.
Yarismali enzim inhibisyonunda, bir yarigsmali inhibit6r, enzimin aktif yeri i¢in substrat
ile yarigir. Enzimin aktif yerine inhibitér baglaninca reaksiyon gerceklesmez; inhibitor
aktif yeri isgal ederken substratin enzime baglanmasini Onler. Yarismali enzim
inhibisyonunda inhibitér madde, enzimin substratina olan ilgisini azaltir; Km degeri
biiyiir. Yarismali inhibitor, siklikla yapisal olarak substrata benzeyen ve substrat gibi,
enzime tersinir baglanma 6zelligi gdsteren bir bilesiktir; Enzim-Inhibitor (EI) kompleksi

olusturmak tizere enzim ile tersinir olarak birlesir:
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Sekil 2. 3. Yarigmali enzim inhibisyonu

Siiksinik aside (HOOC—CH;—CH,—COOH) yapica ¢ok benzeyen malonik asit
(HOOC—CH;—COOH), stiksinat dehidrojenazin yarigmali inhibitoriidiir.

Yarigmali enzim inhibisyonunda inhibitr enzime tersinir olarak baglandigindan
yarigma, basit olarak daha fazla substrat ekleyerek substrat lehine ¢evrilebilir. Yeterli
substrat varsa bir yarigmali inhibitdriin enzime baglanma olasiligi ¢ok azdir. Bu
durumda reaksiyon az ¢ok normal bir V_ degeri gosterir; fakat yarismali inhibitorin

varliginda, yar1 maksimal hizin gozlendigi noktadaki substrat konsantrasyonu olan K

degeri artar.

K degeri {lizerine belirgin etki ve V___degeri iizerine etkinin az veya yok olusu,
m max

yarismali enzim inhibisyonunun karakteristigidir:

INHIBITOR YOK
v A
-
1 E INHICITOR VAR
7 Vo
K
! 7 W W VI NENN 72N TN BN O
0 2 4 6 €& 10 12 W\ 16
SUBSTRAT
Lineweaver Burk grafigi Michaelis Menten grafigi

Sekil 2. 4. Yarigmali enzim inhibisyonu Lineweaver-Burk ve Michaelis-Menten Grafigi
[33]
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Yarigmali inhibitdr, Lineweaver-Burk grafiginin egimini artirir. Yarigmali
inhibisyon, metanol i¢en hastalar1 tedavi etmek i¢in yararl olarak kullanilir. Metanol,
alkol dehidrojenaz enziminin etkisi vasitasiyla formaldehite doniistiiriiliir; olusan
formaldehit, birgok dokuyu harap eder ki gozler 6zellikle duyarli oldugundan siklikla
korliige neden olur. Etanol, alkol dehidrojenaz igin bir substrat olarak metanol ile etkili
bir sekilde yarisir. Metanol ile zehirlenmede tedavi, etanoliin hastaya intravendz
infiizyonudur. Intravendz verilen etanol, formaldehit olusumunu yeterince yavaslatarak

fazla metanoliin zararsiz bir sekilde idrarla atilimimi saglar [33].

2) Yanismasiz enzim inhibisyonu: Yarismali olmayan enzim inhibisyonudur.
Yarigmasiz enzim inhibisyonunda, yarismasiz inhibitdr, enzim iizerinde substratin
baglandig1 aktif yerden ayri bir yere tersinir olarak baglanir; enzime yarismasiz
inhibitériin baglanmasi1 substrat baglanmasini bloke etmez, substrat baglanmasi da
yarigmasiz inhibitériin baglanmasini bloke etmez. Yarismasiz inhibitor, kimyasal yap1
yoniinden substrata benzemez; serbest enzime veya ES kompleksi olustuktan sonra
enzimin substratin bagli oldugu aktif yerden baska bir yerine tersinir baglanarak enzimi

inaktive eder.

E + §S «<—» S —» [ + P
{

[ |

I |

El+S «+—» ESI

Sekil 2. 5. Yarigmasiz enzim inhibisyonu
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ESI kompleksi iirtin vermek iizere ES kompleksinden daha yavas parcalandigi

igin tepkimenin hizi yavaglamaktadir. Bu tiir inhibisyon ile tepkimenin V __ degeri

azaldig1 halde K _ degeri degismez.

Yarigmasiz inhibitor, aktif enzimin konsantrasyonunu ve dolayisiyla V

degerini belirgin olarak azaltir; yar1 maksimal hizin gozlendigi noktadaki substrat

konsantrasyonu olan K  degeri tizerine etkisi siklikla ¢ok azdir veya yoktur.

INWIDITOR YOK

<
T T T . T

INHIBITOR VAR

jl- ' A A A '} -

[_S_] SUDSTRAT 3

Lineweaver Burk grafigi Michealis Menten grafigi

Sekil 2. 6. Yarismasiz enzim inhibisyonu Lineweaver-Burk ve Michaelis-Menten
Grafigi [33]

3) Yari-yanismah enzim inhibisyonu: Bir enzime bir yari-yarismali inhibitoriin
baglanmasi sonucu meydana gelen enzim inhibisyonudur. Yari-yarismah inhibitor,
yarigmasiz inhibitdr gibi, enzim tizerinde substratin baglandig: aktif yerden ayr1 bir yere
tersinir olarak baglanir; fakat yarismasiz inhibitdr serbest enzime veya ES kompleksine
baglanabildigi halde yar1 yarigmali inhibitor, yalnizca ES kompleksi olustuktan sonra
enzimin substratin bagl oldugu aktif yerden baska bir yerine tersinir baglanarak enzimi

inaktive eder.
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E+S «—> ES —» E+P

ESI

Sekil 2. 7. Yariyarigmali enzim inhibisyonu

Yariyarigmali inhibitor, ES konsantrasyonunu azaltir. Yar1 yarigsmali inhibisyon

sonucu hem V' hem K degeri degismektedir; V__ degeri azalirken K degeri kiigiiliir
[33].

1 v -------------------------
v - L INHICITOR YOK
~
- - -~
oo e
~ =
A T A
o™ ™ = KOMPETETIF
uN
~ = A < - -3 INKIBITOR
-~ ~ ~
< ” A
~ -~
- -
1 . ) A
rQ s
[S]
Lineweaver Burk grafigi Michealis Menten grafigi

Sekil 2. 8. Yariyarismali enzim inhibisyonu Lineweaver-Burk ve Michaelis-Menten
Grafigi [33]
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2.6.2. Enzim Rejenerasyonu (Renatiirasyon)

Her protein tipinin sentez sirasinda belirlenen belirli bir aminoasit bilesimi ve
dizilimi vardir. Fakat biyolojik aktivite agisindan onem tasiyan etkenler yalniz bunlar
degildir. Polipeptit zincirleri arasi baglantilar ve uzaysal dizilimde dnem tagimaktadir.
Bu bilgilerin 15181 altinda yapilan incelemeler gostermistir ki proteinlerin denatiirasyonu
sonucunda olusan aktivitesini yitirmis molekiiler geri doniisiimsiiz (irreversibil) bir
durumda degildirler. Uygun kosullar olustugunda bir renatiirasyon olayinin varoldugu
saptanmustir [34].

Daha once pestisitlerle inhibe edilmis asetilkolin esteraz enziminin rejenere
edilmesi ¢aligmalarinda 2-PAM (2-aldoksim metiyodiir) kullanilmis ve 2-PAM’in

inhibe olmus enzimi rejenere ettigi bulunmustur [35].

Pralidoxime (2-PAM) P"’"“"l"“ (2-PAN)
MO PEUNE e
e PN N
H\O/N\ x> N\Me ) RO \(\)O S X Me .
(IDI OR

N
O. B
I/SerH N/

Asetilkolin esteraz

Asetilkolin esteraz

Sekil 2. 9. Organofosfatla inhibe olan AChE’nin Pralidoxime ile rejeneresyon
mekanizmasi

Tez calismas1 kapsaminda da pestisitlerle muamele edilmis olan enzimlerin 2-

PAM ile rejenerasyonu incelenecektir.
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2.6.3. 2-PAM (2-aldoksim metiyodiir)

OPlar ile zehirlenme sindirim, solunum ve ciltten emilim yoluyla gergeklesir. Bu
bilesikler kolinesteraz enzimine baglanarak asetikolinin parcalanmasini engeller ve
asetilkolin birikimi ile asetilkolin reseptorlerinin asir1 stimiilasyonuna neden olur. OP
zehirlenmesinde antidot olarak kullanilan pralidoksim OP ve enzim arasindaki baglari
kimyasal olarak kirarak etki gosterir [36].

2-PAM, genellikle kloriir veya iyodiir tuzu olarak bulunur. OP zehirlenmelerinde
antidot olarak kullanilarak zehirlenme sonucu inaktive olan asetilkolin esteraz enzimini
renatlire eder [37]. 2-PAM ile viicut savunma sistemi enzimlerinin inhibisyonunun
rejenerasyonu ile ilgili ¢aligmaya rastlanmamustir. Ilk kez bu tez kapsaminda

calisilmastir.

Sekil 2. 10. 2-PAM

2.7. Pestisitler

Sorun yaratan bodcekler, kemirgenler, mikroorganizmalar ve yabani otlarin
o6lmesini ya da davraniglarini  degistirmesini saglayan biyolojik olarak aktif
kimyasallardir.

Son yillarda tarimda kimyasal ila¢ kullanimi artmustir. Bunun sebebi, birim
alandan daha fazla ve daha kaliteli {iriin elde etme istegidir. Tarimsal miicadelede

kullanilan kimyasallarin hepsine “Pestisit” denmektedir.
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Sekil 2. 11. Ticari olarak satilan Pestisit 6rnekleri

Pestisitler, ekonomik bir sekilde iiretilmeleri ve kullanim kolayligi nedeniyle;
irlinii zararlhillarin olumsuz etkilerinden koruyarak verim ve kaliteyi glivence altina
almayr amacglayan tarimsal miicadelede ¢ok Onemli bir yer tutmaktadirlar ve
pestisitlerin kullanimiyla zararhlarla miicadelede daha kesin sonug¢lar alinmaktadir.
Ancak uygun pestisitin dogru zamanda, dogru miktarda ve yeterli diizgiinliikte
atilmamasi durumunda, bize faydadan ¢ok zarar getirir. Yanlis olarak atilan pestisitler
topraklarda, sularda ve tiikettigimiz iirlinlerde birikerek insanlarin ve hayvanlarin
hastalanmalarina, hatta 6lmelerine yol agtig1 gibi dogal hayat1 yok ederek topraklar1 da
coraklastirmaktadir.

Bugiine kadar 6000 kadar sentetik bilesik patent almasina karsin, bunlardan 600
kadar1 ticari kullanim olanagi bulmustur. Ulkemizde tarmmi yapilan kiiltiir bitkileri,
sayilart 200’0t asan hastalik ve zararlinin tehdidi altinda olup yeterli savasim
yapilmadig1 i¢in toplam iriinliin yaklagik 1/3’1 kayba ugramaktadiwr. Bu kayiplarin
onlenmesi bakimindan pestisitlerin daha uzun yillar biiyiik bir kullanim potansiyeline

sahip olacagi kuskusuzdur [38].

2.7.1. Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Pestisitler ¢ok degisik sekillerde smiflandirilabilirler. Bu siniflandirmalar Tablo
2.3’te gosterilmektedir [39];
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Tablo 2. 3. Pestisitlerin smiflandirilmasi

Tlacin fiziki haline gore;

- Kati formiilasyonlar

S1vi formiilasyonlar

Islevlerine gore;

- Yaprak dokiicii
- Kurutucu

- Kisirlastiric

Cekici
Kagirici

Biiyiime yonlendirici

Zararhnin biyolojik donemine gore;

- Larvalar1 6ldiirenler (larvasitler)

- Yumurtalar1 6ldiirenler (ovisitler)

Yumurta ve Larvalar1 6ldirenler
(Ovalarvasitler)

Erginleri 6ldiirenler

Bilesimindeki etkili madde grubuna gore;

- Organofosfatlar

Sentetik pyretroitler ve pyretrinler

- N-metil Karbamatlar Arsenikler
- Organoklorinler
Yar omiirlerine gore;
- Dayaniksiz - Orta dayanikli - Dayanikh

(1-2 hafta)

(1-18 y1l)

(2-5 y1l)

Hedef aldig1 organizmaya gore;

- Bocek oldiirenler (insektisitler)

- Funguslar 6ldiirenler (fungusitler)

- Funguslarin faaliyetini durduranlar
(fungustatikler)

- Yabanci otlar1 6ldiirenler
(herbisitler)

- Oriimcekleri ldiirenler (akarisitler)

- Bakterileri 6ldiirenler (bakterisitler)

- Yaprak bitlerini 6ldiirenler

(aphisitler)

Kemiricileri 61diirenler
(rodentisitler)

Nematodlar: 61diirenler
(nematositler)

Salyangozlar1 6ldiirenler
(molluskusitler)

Algleri oldiirenler (algisitler)
Kuslar1 6ldiiren veya kagiranlar
(avenisitler)

Kagciricilar (repellentler)

Cekiciler (attractantlar)
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Pestisitlerin smiflandirilmast yaygin olarak hedef aldigi organizmaya gore
yapilir. Bu smif arasindan Diinyada ve Tiirkiye’de en yaygm kullanilanlar1 sirasiyla
Insektisidler (bocek oldiiriiciiler), Herbisidler (yabani ot &ldiiriiciiler), Fungusidler
(fungus oOldiriiciiler) ve Rodentisidlerdir (kemirgen oldiirticiiler). Pestisitlerin ¢ogu
aromatik bilesiklerdir. Bunlarmn kirletici potansiyelleri, yarilanma siirelerine ve zehir
etkilerine bagli olarak degismektedir. Pestisitlerin topraktaki kaliciligr “yari omiir”
tanimi ile belirlenir. Bir pestisitin yari-omrii, belirli bir miktarin (baslangi¢ diizeyinin
yaris1) ortadan kalkmasi veya diger bilesiklere ayrisabilmesi i¢in gereken zaman
araligidir. Ancak kimi durumlarda ayrigma ftriinleri, 6zgiin bilesik kadar veya ondan
daha zararl etkilere de sahip olabilmektedir. Yar1 omiir verileri, pestisitin ¢evrede
olusturacagi tehlike potansiyelini kavramak a¢isindan 6nemlidir [39].

Pestisitlerin organizmaya zararhi etkilerinin incelenebilmesi i¢cin de kimyasal
yapilarmin bilinmesi gerekmektedir ve bu nedenle kimyasal yapilarma gore

siniflandirilmalar1 daha da 6nem tagimaktadir.

2.7.1.1. Kimyasal Yapisina Gore Pestisitlerin Siniflandirilmasi

2.7.1.1.1. Organoklorinler

Bilinen en eski sentetik insektisid grubudur. Organik klorlu (klorlu hidrokarbon)
pestisitler grubunda klorlu etan tiirevleri, klorlu siklodienler, Kklorlu siklohekzan ve
klorlu benzen bilesikleri yer almaktadir. Kimyasal stabilitelerinin ve yagda
coziiniirlikklerinin yiiksek, biyotransformasyon ve yikilmalarinin yavas, uguculuklarinin
az olmasi sebebiyle etkili insektisitlerdir ve yar1 dmiirleri 3 — 5 yil arasindadir. En ¢ok
bilinen organoklorinler DDT (Diklorodifeniltrikloretan), Chlordane, Heptaklor,

Endosilfan ve Toksafenindir.
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Sekil 2. 12. DDT nin kimyasal yapis1

DDT basta olmak {izere bazi klorlu hidrokarbonlar, 1940-1960’11 yillarda tarim
ve saglik programlarinda uzun siireli kaliciliklar1 ve diger bilesiklere kiyasla daha az
akut toksisiteye sahip olmalari nedeniyle yaygin olarak kullanilmiglardir. Ancak ¢evrede
kaliciliklar1 sonucu besin zincirine karisip konsantre olmaktadirlar. Bunun sonucu
olarak, 1960’11 yillarda DDT’nin farelerde kanserojen oldugu bulunmustur. Unlii bir
Biyolog olan Rachel Carson’mn “Silent Spring” adli kitabinda DDT’ nin zararlarindan
bahsetmesinden sonra DDT kullanimi basta Amerika olmak iizere bir¢ok tilkede
yasaklanmistir. 1985 yilinda da Tiirkiye’de DDT basta olmak iizere Chlordane ve

Heptaclor’un da kullanimi yasaklanmistir [40].

2.7.1.1.2. Organofosfatlar

Organik fosforlu (OP) bilesiklerin ¢ogu insektisit az bir kismu da fungusit,
nematosit ya da bitki diizenleyicisi olarak kullanilmaktadir. Fosfor atomuna ¢ifte bag ile
bagli atomun oksijen ya da siilflir olmasina bagh olarak sirasiyla ‘fosfatlar’ ya da

‘tiyofosfatlar’ diye adlandirilirlar.
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Sekil 2. 13. Organofosfatlarin (a) ve Tiyofosfatlarin (b) kimyasal yapis1

Pestisit zehirlenmelerinin ¢ogunu organik fosforlu bilesikler olusturmaktadir.
OP’lar toksik etkilerini asetilkolinin hidrolizinden sorumlu kolinesterazlarin inhibisyonu
sonucu meydana getirirler. OP pestisitler dogrudan ya da ‘okso’ sekline metabolize
olduktan sonra aktivite kazanarak asetilkolin esterazi inhibe ederler. Enzimin asetilkolin
bagladig1 aktif ester bolgesine OP’li bir bilesigin baglanmasiyla enzim fosforillenerek
bloke olur. Kolinesterazlarin inhibisyonu, santral sinir sisteminde, diiz kaslar gibi diger
dokularin sinaptik sinir uglarinda asetilkolin birikimiyle sonug¢lanir. Kolinerjik sinirlerin
asir1 uyarilmasiyla zehirlenme belirtileri ortaya ¢ikar. Chlorpyrifos, Diazinon, Malation
ve Parathion en ¢ok bilinen OPlardir.

OP’larin tiimii hidroliz olarak suda ¢o6ziinen bilesiklere doniisiirler. Cevrede
kaliciliklar1 organoklorinlere kiyasla ¢ok azdir. Yar1 dmiirleri notral pH’da birkag saat
(Or: diklorvos) ile birka¢ hafta (Or: parathion) arasinda degisir. OP’lardan diklorvos
disindakilerin uguculugu diistiktiir buna ragmen buharlagarak atmosfere karisabilirler ve
sonradan yagmur sulariyla tekrar yeryliziine donebilirler. Havaya pilskiirtiilerek
uygulanmalar1 sirasinda riizgérla siiriiklenebilirler ancak genellikle bu yolla dagilimlar1
azdir. OP’lar baslica ekim alanlarindan sizarak veya asmnan toprakla birlikte
stirtiklenerek dogal sulara karisirlar. Suda ¢oziiniirliigi 10 mg/L ya da daha fazla olan
bilesikler ekim alanlarindan sizarak dogal sulara karisirken suda c¢oziiniirligi 10
mg/L’den az olanlar topraga adsorbe olarak tasmirlar. Toprakta ve sulu ortamda
kaliciliklar1 ve dogal sulara muhtemel dagilimlar1 151k siddeti ve pH’dan etkilenebilir.

OP’larin ¢ogu ¢evrede karsilastiklari 3 - 6 pH araliginda daha dayanikhidirlar [41].
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2.7.1.1.3. Karbamatlar

Insektisit ve nematosit olarak kullanilan karbamat esterlerinin R ve R’ de alkil ya
da aril gruplar1 bulunur. R ve R’ de aromatik ve/veya alifatik grup tasiyan karbamatlar
herbisit ve siirglin inhibitorii olarak kullanilir. En ¢ok bilinen karbamatlar Aldicarb,
Carbaryl, Carbofuran’dir. Bu bilesikler boceklerde ve memelilerde asetilkolini geri
doniislii inhibe ederler. Karbamat insektisitlerin yaptig1 asetilkolinesteraz inhibisyonu
kendiliginden ve hizli bir sekilde geri dondiigii i¢in toksik etkileri OPlarinkinden az ve

kisa surelidir.

Sekil 2. 14. Karbamatlarin kimyasal yapis1

Fungusit olarak kullanilan karbamat bilesikleri de benzimidazol grubu tasirlar.
Herbisit ve fungusit karbamat bilesikleri 6nemli derecede asetilkolin inhibisyonu
yapmazlar. Karbamat grubu insektisitlerin buhar basinglar1 ve suda ¢ozinirlikleri
diisiiktiir.

Karbamatlarin buhar basinglar1 disiiktiir. Pek¢ok karbamat bilesigi oda
sicakliginda buharlasip toprak ve su ylizeyinden havaya dagilabilirler. Coziiniirligii
yiiksek olan karbamatlarin dagilimlar1 i¢in en 6nemli yol sulu ortamlardir. Endiistriyel
atiklar, yanliglikla olan sagilmalar ya da bosaltmalar sonucu sulara karisabilir. Ancak
sulu ortamda 151k absorplayarak ¢cabuk parcalanirlar. Bu nedenle karbamat bilesikleriyle
uzun siireli kontaminasyon meydana gelmez. Bilesiklerin pargalanmadan gerceklesen
temasi ya da dogrudan uygulanmasi su canlilarinda istenmeyen etkilere yol agabilir.

Karbamatli insektisitler uygulandiklar1 bitkiler tarafindan almip topraga

ulagirken, karbamatli nematosit ve herbisitler dogrudan topraga uygulanirlar.
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Karbamatlarin toprakta metabolik yikilmasinda ilk asama hidrolizdir, biyodegredasyon
ucuculuk, toprak tipi, nem, adsorpsiyon, pH, sicaklik, 1sikta parcalanma,
mikroorganizma varligi ve aktivitesi gibi ¢esitli faktorlerden etkilenir. Bitkilerin lifli
yiizeyi karbamat absorpsiyonuna engel olustururken kokler bilesigi daha fazla absorbe
eder ve karbamat bitkinin tiim boliimlerine dagilir. Bitkiler karbamatlar1 baslica aril

hidroksilasyon ve konjugasyon ya da hidroliz ile detoksifiye edebilirler [42].

2.7.1.1.4. Pretrinler ve Sentetik Pretroitler

Pretrin’ler krizantem cigceginden elde edilen dogal insektisidlerdir. Isik ve su
varliginda kolaylikla parcalanirlar buda onlarin disarida kullanimlarini smirlandirir. Bu

nedenle pretrinlerin 1518a dayanikli sentetik tiirevleri olan piretroidler tiiretilmistir.

O—O0

CH,CH=CHCH==CH,

Sekil 2. 15. Krizantem ¢i¢egi ve piretrinlerin kimyasal yapisi

Sentetik piretroidler yapica piretrinlere benzeyen, 1s13a karst dayaniklilig:
artirmak amaciyla, klor, brom ve siyaniir gruplar1 takilarak 1980 yilindan itibaren ticari

kullanima sunulmus bilesiklerdir.
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Sekil 2. 16. Sentetik piretroidlerin kimyasal yapisi

Piretroidler memeliler i¢in giivenli, boceklerde son derece toksik olmalari, ¢abuk
parcalanmalar1 ve cevrede birikmemeleri nedeniyle giivenilir ve c¢ok kullanilan
insektisitlerdir. Tarim alanlarinda, ev bocekleri ve sivrisineklerle miicadelede ve agac
koruyucusu olarak, ayrica insanlarda uyuz olgularmin tedavisinde kullanilirlar.
Piretrinler bocegin sinir sistemine kolayca girer ve ugmasini veya uzaklagmasini
engelleyerek etki eden temas zehirlerdir. Ancak bazi boceklerde enzimlerce hizli
detoksifiye edildiklerinden enzimin etkisini geciktirmek ve letal dozu saglamak i¢in
formiilasyonlara OPlar, karbamatlar gibi zehir etkisini artirici maddeler eklenmektedir.
Piretrinler suda ¢oziinmezler; alkol, kerozen, petrol eteri, karbon tetrakloriir gibi organik

¢oziiciilerde ¢oziiniirliikleri fazladir [43].

2.8.  Pestisitlerin Genel Etkileri

1960’11 yillardan bu yana Diinya niifusu iki katina ¢ikarken tarimsal alanlarin
miktar1 sabit kalmis bu da ayni miktar alandan daha fazla {riin elde edilmesi
gerekliligini dogurmus buna bagli olarak da tarimsal iirlinlerde verimin artirilmasi,
kayiplarin azaltilmasi1 yoniinde tarim zararlilar1 ile miicadele zorunlu hale gelmistir.
Insanlik tarim zararhlar1 ile savasarak besin iiretimini arttirma yollar1 aranus ve bu
konuda pestisit adi verilen g¢esitli kimyasal maddeler kullanmaya baglamistir.

Pestisitlerin yaygin kullanimi sonucu tarim iiriinlerindeki kayiplar azaltilmig, bu yolla
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iretim biiyilk oranda artirilmistir. Pestisitlerin kullanilmamasi durumunda salgin
hastaliklar olusabilir ve gida tiretiminde biiyiik kayiplar ortaya ¢ikabilirdi [44, 45].

Pestisitler, bitki ve hayvanlardaki herhangi bir zararlinin kontroliinde ya da
onlenmesinde kullanilmas: tasarlanan bir madde ya da maddelerin karisimidir. Binden
fazla aktif maddenin karigimi ile elde edilen 35.000 civarinda pestisit preparati vardir
[46, 47].

Giiniimiizde genel olarak kullanilan pestisitlerin yiizdeleri yaklasik olarak; %
47’s1 herbisit, % 29’u insektisit, % 19’u fungusit ve % 5’1 ise digerleridir.

Pestisitler amaclanan hedefleri disinda ¢evreye yayilarak, cevre kirliligine ve
dogal hayatin bozulmasina, igilen suda, yenilen meyve ve sebzelerde kalintilar
olusturarak, insan sagligina toksik yonde zararl etkiler gostermektedir. Diinyada her y1l
kayit altina almabilen 3 milyon akut pestisit zehirlenmesi ve 220.000 6liim olmakta ve
bu dliimlerin % 99’u az gelismis veya gelismekte olan tilkelerde goriilmektedir [44, 45].

Havadan c¢ok diisiik seviyelerde uygulanan pestisitler buradan sulara ve
topraklara oradan da bitki ve hayvanlara gegerek besin zincirine ulasabilmektedir.
Sudaki biiyiik canlilarin daha kiigiikleri yemesi ve kalint1 iceren maddeleri hayvanlarin
yemesiyle bunlarda olusan birikim, besin zincirinin son halkasinda bulunan insanda
kalmnt1 diizeyi ¢cok daha yiiksek ve yogunlasmis olarak ortaya ¢ikar. Dogada goriilen bu
kalintinin gida zincirinde ve canlilarda giderek artmasi olayma biyokonsantrasyon denir
[48].

Pestisitlerin insanlara zararli etkileri iki sekilde olmaktadir. Birinci olarak,
dogrudan pestisitlerin viicuda alinmasi ile olusur. Bu sekilde zehirlenmelere akut
zehirlenmeler denir. ikinci olarak, pestisit iiretimde ve uygulama alaninda calisma ile
veya cevreden gidalardaki kalmtilarm az oranlarda defalarca alimi ile ortaya c¢ikan
kronik zehirlenmelerdir. Pestisitler viicuda alindiginda enzimlerin etkisiyle metabolize
edilerek disariya atilirlar. Ancak belirli bir kismi da birikerek kronik zehirlenme
olusturur [47, 49]. Asir1 giibre ve tarim ilact kullanim1 nedeniyle tarim da major kirletici
sektorler arasma katilmistir. Bu yolla sadece yiizey ve yeralti sulari kirlenmekle
kalmamakta, ayn1 zamanda besinler de kirlilik tasiyicis1 olmaktadir. Kontaminasyon

yollar1 Sekil 2.17°de gosterilmistir.
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Sekil 2. 17. Pestisitlerin bulasma yollar1

2.9.  Pestisitler ile Oksidatif Stres

Gidalardaki pestisit kalintilarinin uzun siire alinmasiyla uzun vadede akciger
hastaliklar1, kanser, beyinde ve periferal sinir sisteminde harabiyet, karaciger, kalp,
endokrin, iireme sistemi ve bobrek hastaliklar1 olusmaktadir. Bunlarin yani sira
teratojenik, mutajenik, hematolojik, metabolik ve alerjik etkileri olan pestisitler de

vardir. Pestisitlerin insanlarda yaptiklar1 bu etkilerin yani sira hayvanlar iizerinde de
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olumsuz etkileri mevcuttur. Pestisitlerin kiimes hayvanlar1 ve kuslarda yumurta
kabuklarmin incelmesine neden oldugu ayrica dogada kuslarin {ireme ve ¢ogalmalarini
engelledigi bilinmektedir. Pestisitlerin bu olumsuz etkileri kimyasal yap1, uygulama ve
kullanma siklig1 gibi faktorlere baglidir [50]. In vivo ve in vitro deneysel ¢aligmalar,
akut, subakut, subkronik ve kronik OP uygulamalarinin sonucu ortaya c¢ikan
hepatotoksisite, norotoksisite, genotoksisite, embriyotoksisite, immiinotoksisite gibi
etkenlerin patogenezinde OP insektisitlerinin yol ag¢tig1 artmus reaktif oksijen tiirleri
(ROS)’nin neden oldugu oksidadif doku hasarinin rol oynadigini ortaya koymustur. Bu
calismalarda, karaciger, beyin ve tiroit gibi ¢esitli doku Orneklerinde, serum ve
eritrositlerde lipid peroksidasyonu (LPO)’nun bir gostergesi olan tiyobarbitiirik asit
reaktif substanslar1 (TBARS) seviyelerinde artis ve enzimatik antioksidan savunma
elemanlarindan SOD, CAT, GSH-Px, G6PDH ve GSH-Rd aktivitelerindeki degisiklerin
gosterilmesiyle OP inhibitorlerin toksisitesinde oksidatif hasarin rol oynayabilecegi
belirtilmistir [51, 52, 53, 54].

Tarmmda yaygin olarak kullanilan pestisitler, hidrojen peroksit (H20,), stiperoksit
(O3 *) ve hidroksil (*OH) radikali gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol agarlar.
Bu radikaller, biyolojik makromolekiillerle reaksiyona girebilirler, enzim
inaktivasyonuna ve DNA hasarma neden olabilirler. Pestisitler, yaglh dokularda
birikerek c¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna neden olurlar. Bu
oksidanlar, antioksidan savunma sistemi tarafindan uzaklastirilamazlarsa oksidatif
strese neden olurlar. Oksidatif stres sonucu, DNA hasar1 ve kanser olusumlar1 gibi
patolojik durumlar gozlenir. Bazi1 c¢alismalarda, pestisitlere maruz kalan isgilerde,
akciger kanseri, mesane kanseri ve 16semi riskinin onemli derecede arttigi gozlenmistir.
Bunun yani1 sira OPlar, Merkezi Sinir Sistemi’nde 6grenme ve hafiza fonksiyonlarini da
iceren bir¢ok ndropatolojik olusumlara da yol agmaktadirlar. Cilinkii bu kimyasallarin
hedefi, korteks ve hipokampiisteki sinirsel uyarilabilirligin ana diizenleyicisi olan
GABAerjik ve kolinerjik sistemlerdir [55]. OP’larin toksisitesi, asetilkolinesterazin
inhibisyonundan dolay1 asetilkolinin birikmesinden kaynaklanmaktadir. Asetilkolinin
fazlaligi, kolinerjik reseptorler ile asetilkolinin etkilesimine bagli olarak bagslayan
olaylar1 olumsuz yonde etkiler [56]. Norotoksisite birgok pestisitin ortak
karakteristigidir. OP’lar, asetilkolin esterazin aktivitesini inhibe ederek sinir

sinapslarinda asetilkolin birikmesine neden olur. Bu, merkezi ve periferal sinir
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sisteminde noral gegisin bozulmasma neden olur. Disiik dozda organofosforlu
pestisitlere maruz kalmanin ¢esitli biyokimyasal degisikliklere yol agtig1 bilinmektedir.
Bunlarin bazilarinin olumsuz biyolojik etkilere neden olabilecegi insanlar ve hayvanlar
tizerinde yapilan ¢aligmalarda belirtilmektedir. OP’larin biyolojik etkilerini, beyin ve
diger dokularin hiicresel bilesenlerine 6zellikle elektrofilik saldir1 yaparak gosterdigi
oOne stiriilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, in vivo sistemlerde oldugu kadar
in vitro sistemlerde de bircok pestisitin reaktif oksijen tiirii tiretme, DNA hasari
olusturma ve sitotoksisite potansiyeli oldugunu gostermistir. Pestisitler, membran baglh
enzimlerin ve reseptorlerin degismesine, membran potansiyelini azaltarak membran
biitiinliigliniin bozulmasina yol acarlar. Bu tiir olaylar 6zellikle lipid igerigi ve oksijen
gereksinimi yliksek, noral hiicreleri yenilenemeyen beyinde dramatik sonuglara neden

olabilir [57, 58].

2.10. Cahsmada Kullanilan Pestisitlerin Genel Ozellikleri

Bu calismada tarim ilaglar1 satan firmalarla yaptigimiz goriismeler ve literariir
taramalar1 sonucu, antioksidan savunma sistemi enzimleri {izerine hangi pestisitlerin
etkilerinin incelenegine karar verildi. OP smifi pestisitlerin enzimleri inhibe ettigi
literatiir calismalar1 ile belirlenmistir. Bu nedenle OP sinifindan birbirleri ile
kiyaslayabilmemiz i¢in iki pestisit Malation ve Diklorvos pestisitleri se¢ilmistir.
Organoklorinler ve karbamatlar da oldukg¢a yiiksek zehir etkiye sahiptir ancak son
zamanlarda tarim ilaglar1 satan firmalarda satislar1 yasaklandigi i¢in bu sinif pestisitler
tercih edilmemistir. Sentetik piretroit smifi pestisitler daha az zehir etkili ve daha kisa
yar1 Omiire sahip olduklar1 i¢in son zamanlarda yaygin kullanilan bir pestisit sinifidir.
Bu nedenle ¢alisma kapsaminda sentetik piretroitlerden Trakya Bdlgesinde yaygin

kullanildiklarmi tespit ettigimiz Deltametrin ve Lambda cyhaloetrin tercih edilmistir.
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2.10.1. Malation

Kimyasal ismi: Di etil 2-dimetoksi fosforotioil siilfonil biitanedionat

Kimyasal yapisti:

Molekiil agirligi: 330.358021 g/mol
Yogunlugu: 1.23 glem® (% 65°1ik)
Ampirik formiil: C10H1906PS;
Pestisit sinifi: Organofosfat

Malation, memeli hayvanlar ve insanlara yonelik toksisitesi en diisiik OP
tirevlerden biri olugu i¢in, yaygin kullanim alanma sahiptir. Malation dogada birkag
giinden birka¢ aya kadar kalabilir. Gastrointestinal sistem, deri ve solunum yoluyla
viicuda almir ve karaciger ile bobrekte yliksek yogunlukta birikir. Baglica karacigerde
esteraz hidrolizi ve konjugasyon ile metabolize edilir. Malation oksidatif iiriinii ve etkin

metaboliti olan maloksan’a doniisiir ve viicuttan ¢ogunlukla idrar, safra ve digki yolu ile

atilir [59].

2.10.2. Diklorvos

Kimyasal ismi: 2,2 diklorovinil dimetil fosfat

Kimyasal yapisi:
Tl
Cl P
0]
Cl ™~
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Molekiil agirligr: 220.98 g/mol
Yogunlugu: 1.4205 glcm® (% 55°1ik)
Ampirik formiil: C4H7Cl,04P
Pestisit sinifi: Organofosfat

Tim diinyada genis sekilde kullanilan mide ve solunum sistemine etkili, OP
insektisiti ve akarisitidir. Ticaretinin basladig1 1961 yilindan beri pek ¢ok iilkede genis
bir sekilde kullanilmaktadwr. Ciftlik hayvanlar1 ve ev hayvanlarinin i¢ veya dis
parazitlerinin kontroliinde, evlerin ve agik alanlarin bocek kontroliinde 6nemli yararlar
saglamaktadir. Diklorvos’un Tiirkiye’deki tiikketimi, tiim insektisit tiiketiminin % 8.8’ini
olusturmaktadir. Diklorvos birincil toksik etkisini, asetilkolinesteraz enzimini inhibe
ederek gosterir. Diklorvos ile etkilenme sonrasinda goriilen rahatsizliklar etkilenmenin
cesidine bagl olarak farkli sekillerde ortaya c¢ikabilir. Hava ile diklorvos’a maruz
kalindiginda gbz ve solunumda cesitli rahatsizliklar ortaya ¢ikabilir. Dermal
absorbsiyon sonucunda etkilenmenin oldugu bdlgede, 1sinma ve absorbsiyon sonucu
diklorvos’un yayildig1 bolgelerde istemsiz kas kasilmalar1 ortaya ¢ikar. Eger yogun bir
sekilde etkilenme meydana gelmisse kaslarda zayiflama, kasilma, kas segirmeleri ve
belki de felg olusabilir. Solunum ile ilgili kaslarda fel¢ olusumu, 6liime neden olabilir.
Kalbin durmasmi da igeren atim diizensizlikleri olusabilir. Diklorvos ¢abuk
buharlasmas1 nedeniyle deri, sindirim ve solunum yoluyla kolayca absorbe edilebilir.
Bu pestisit karaciger tarafindan hizla inaktive edilerek desmetildiklorvos, dimetilfosfat
ve dikloroasetaldehit metabolitlerine doniistiiriiliir. Diklorvos’un toksik etkilerine maruz
kalan kisiler normal kisilere gore karaciger hastaliklara karsi daha az toleranshidir. Pek
¢ok arastrma OPlLi pestisitlerin, organikklorlu pestisitler gibi karbohidrat

metabolizmasii da etkiledigini ve hiperglisemiye neden oldugunu ileri siirmektedir

[60].
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2.10.3. Deltametrin

Kimyasal ismi: (s)-alfa-siyano-3-fenoksibenzil cis-(1R,2R)-3-(2,2-dibromovinil)-2,2-
dimetilsiklopropankarboksilat

Kimyasal yapisi:
O CN
L OO
CH "

PN

Molekiil agirligi: 505.2 g/mol
Yogunlugu: 1.5 glem® (% 2.5°1ik)
Ampirik formiil: CyH19BroNO3

Pestisit sinifi: Sentetik piretroit

Br Br

Deltametrin, sineklerde oldiiriicti etkisi yiiksek olan bir a-Siyano piretroitdir.
Piretroitler, yapisal olarak piretrumdan sekillenen farmakolojik olarak etkin, pestlere
kars1 ve tarim alanlarinda yaygin olarak kullanilan sentetik bilesiklerdir [61, 62].
Deltametrin, sinekler, diger antropotlar ve baliklar igin son derece zehirlidir.
Memelilerde ise metabolizmasi ve atilimi hizli oldugu i¢in zehirliligi oldukea diisiiktiir.
Decis ve K-othrin ticari isimleriyle tanmir. Zehirli etkilerini gerek sineklerde, gerekse
memelilerde oncelikle sinir sistemi {izerinde gosterir. Piretroit insektisitlerin, alerjik ve
immiinolojik etkileri de vardir [63, 64]. Piretroit zehirlenmeleri, hiper hassasiyet, asiri
salivasyon, koreoatetoz, titreme ve fel¢ ile aciga c¢ikar fakat duyumsal sinirlerde hicbir
tekrarlayan sinir atiglar1 goriilmez. Zehirlenme belirtilerindeki bazi farkliliklarin disinda,
tim piretroid tipleri i¢in temel hedef sodyum kanalidir. Tim aktif piretroidler
uyarilabilir doku igindeki sodyum kanallariyla etkilesir ve zar depolarizayonu ile

sodyum akimin1 uzatir [64].
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2.10.4. Lambda Cyhaloetrin

Kimyasal ismi: (S)-a-siyano-3-fenoksibenzil-(Z)-(1R,3R)-3-(2-kloro-3,3,3-trifloroprop-
1-enil)-2,2-dimetilsiklopropan karboksilat ve (R)-a-siyano-3 fenoksibenzil (2)-(1S,3S)-
3-(2-kloro-3,3,3-trifloroprop-1-enil)-2,2-dimetilsiklopropan karboksilat’in 1:1 Karigimi

Kimyasal yapisi:

(@]
allll o
pd

FsC

Cl

Molekiil agirligr: 449.9 g/mol
Yogunlugu: 1.33 glem® (% 5°1ik)
Ampirik formiil: C3H19CIF3NO3
Pestisit sinifi: Sentetik piretroit

Lambda cyhalothrin, cyhalothrin izomerlerinin bir karisgimidir. Yaygin olarak
bilinen ticari isimleri "Karate", "Kung —Fu” ve “Matador’dur.

Lambda cyhalothrin dahil tiim piretroitler, bir organizmada sinir sisteminin
isleyisini bozabilirler. Boceklerin sinir sistemi bozarak, felg veya oliimlerine neden
olabilirler. Sicaklik etkinliklerini etkiler. Birgok balik ve suda yasayan omurgasiz tiirler
icin son derece zehirlidirler. Ayrica arilar igin son derece zehirlidir. Bitki yiizeylerinde,
lambda cyhalotrin’in yariomrii 5 giindiir. Lambda cyhalothrin, diisiik su ¢oziiniirligii ve
topraga baglanmak icin yliksek potansiyeli nedeniyle yeralt1 suyu kirliliginde ¢ok etken
degildir [65].

2.11. Oliimciil Pestisit Dozlari: LD50 ve MRL

Pestisitlerin karsinojenik oldugunun bulunmasidan sonra 1960’11 yillarda {inlii

Biyolog Rachel Carson tarafindan baslatilan bir ¢cevre hareketiyle ilk olarak Amerika’da
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pestisit yasasi ¢ikarilmistir. Bu yasa ile birlikte kullanilan pestisit miktarlarinin kontrol
altinda tutulmasi i¢in EPA (Environmental Protection Agency), FAO (Food and
Agriculture Organization) ve  WHO (World Health Organization) olarak bilinen
komiteler kurulmustur. Bu kuruluslarin yaptigi bilimsel arastirmalarla biitiin diinyada
pestisit kullaniminin ¢ok daha kontrollu yapildigi, mevcut etkili maddelerin yeniden
emniyetlilik testlerine alindig1 ve bu degerlendirmeler sonunda bazi pestisitlerin ¢esitli
iilkelerde yasaklandigi, kisitlandig1 ya da kontrollii kullanildig1 bilinmektedir.

Son yillarda canli viicuduna alindiginda oliimlere yol agabilecek pestisit
miktarlar1 ve pestisitlerin besin maddelerindeki kalntilarinin insanlar i¢in kronik
toksisitesi iki sekilde ele alinmaktadir:

1) Letal Doz (LD50): Belirli agirliktaki bir canliya uygulandiginda belirli bir siire
icinde Olime yol agan minimum miktardir. Deneklerin % 50’sinde O6lim
meydana getiren dozdur. Birimi mg/kg (viicut agirhigi) olarak belirtilmistir.

2) Maksimum kalnti limitleri (Maximum Residue Limits-MRL): Gida
maddelerinde bulunmasina izin verilen en fazla pestisit miktarini (ppm) ifade

eden degerdir.

Codex Alimentarius ve EPA (Environmental Protection Agency) gibi
kuruluslarm bu degerleri iceren listeleri mevcuttur. Bu miktarlar tarimsal {iriinlerin
uluslararas1 pazarlamast bakimindan da Onemlidir. Zira tolerans miktarmi asan
degerlerde pestisit kalintis1 tespit edilen tarimsal iirtinler alici iilkeler tarafindan geri

cevrilmektedir [66].

2.12. Pestisit Tayin Yontemleri

Ulkemizde pestisit kalmtilariyla ilgili ¢alismalar 1958 yilinda Ankara Zirai
Miicadele Ilag ve Aletleri Enstitii Kalnti Analiz Laboratuvari’nm kurulmasiyla
baglamistir. Ulkemizde vyiiriitiilen calismalarin yaklasik 30 tanesi pestisitlerin bekleme
slirelerinin saptanmasina yonelik rutin analizlerdir. Genelde analizlerde kullanilan
yontemler yabanci kaynaklhidir ve metot gelistirme konusunda yapilmis oldukca az

sayida caligma vardir.
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Pestisit formiilasyonlarinin igerdigi etkili madde ve diger maddeler ile bunlarin
fiziksel ve kimyasal Ozellikleri, pestisitin zararli {izerindeki biyolojik etkisini, iiriin
iizerindeki kaliciligini, ¢cevreye ve insan sagligina etkisini belirler. Bu 6zellikler, Tarim
ve Koy Isleri Bakanhigi’nin laboratuarlarinda analiz yapilarak kontrol edilmekte ve
uygun bulunanlara ruhsat verilmektedir.

Tiirkiye’de pestisit kalintisi ile ilgili ¢alismalar1 rutin pestisit kalint1 analizleri ile
takip edilmektedir. Ulkemizde rutin kalint1 analizleri yapan laboratuvarlar Avrupa
Birligince tannan TURKAK (Tiirk Akreditasyon Kurumu) tarafindan ISO 17025 kalite
sistemi ile akredite edilmektedir. Bu sistemde laboratuvarlara gelen 6rnek iizerinden
prosediir baslamakta ve drnegin iceriginden sorumlu olunmaktadir. Tarim ve Koy Isleri
Bakanligi’na bagli 17 Kontrol Laboratuvar Midirligii’nde (Adana, Ankara, Antalya,
Canakkale, Denizli, Isparta, Istanbul, Mersin, izmir, Kocaeli, Konya, Samsun, Trabzon,
Hatay, Tekirdag, Van) ve Tarim Bakanligi’'ndan ¢alisma izni alan 15 6zel gida kontrol
laboratuvarinda pestisit analizleri yapilabilmektedir.

GC ve MS; Cesitli gida maddelerinde, bitkilerde ve hayvansal {irtinlerdeki az
miktardaki pestisit kalintilarinin tespiti oldukg¢a zor ve komplike bir islemdir.

Genellikle gidalardaki pestisit kalintilarmin tayini igin GC, HPLC gibi cihazlar
kullanilmaktadir. Pestisit analizlerinde bu cihazlarin kullanimi esnasinda, ¢esitli i¢ ve
dis faktorlerin etkisiyle ¢ok daha komplike yeni kimyasal maddelerin meydana gelmesi
ve bu maddelerin kullanilan pestisitlerden daha fazla zehirli etkiye sahip olmasi, gerek
analizlerin giiclesmesine ve gerekse insan sagligi tizerine olumsuz etkiyi arttirmaktadir.
Ayrica bu yontemlerin uzman gerektirmesi ve pahali cihazlar olmasi son gilinlerde
pestisit tayini i¢in yeni tayin yontemlerinin gelistirilmesi tizerine olan ilgiyi arttirmustir.

Bir Uluslararas1 Atom Enerjisi Ajansi projesinde (IAEA-CRP/RC,TUR/9909),
tahillarda pestisit kalint1 analizlerinde GC ve HPLC’e alternatif olarak ince tabaka
kromarografisinin (TLC) uygulanabilirligi arastirilmistir. TLC’nin, basit bir teknik
oldugu, maliyetinin ucuz olmasi1 nedeniyle gelismis tekniklere alternatif olabilecegi
ortaya ¢cikmistir. Ancak bu yontemde de optimum calisma kosullarmin stirekli olarak
saglanabilmesi ve adapte edilmis olan kalinti metodunun belirli araliklarla
validasyonunun yapilma zorunlulugu bu yontemin de dezavantajlara sahip oldugunu

gostermektedir.
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Son yillarda pestisit tayini i¢in arastirmalarin ¢ogu yeni ve daha avantajli tayin
yontemlerinin ~ gelistirilmesi  lizerinedir. Bu tayin yontemlerinden birisi de
biyosensorlerdir. Pestisitlerin (OP’lar, karbamatlar) asetilkolin esteraz (AChE) enzimini
inhibe ettikleri bilinmektedir bu nedenle pestisit tayininde AChE enziminin inhibisyonu

esasli biyosensor ¢alismalar1 bulunmaktadir [67, 68].

2.13. Biyosensorler

Biyosensorler, tutuklanmis biyolojik aktif bilesenin, sinyal algilayici sistemi ve
elektronik amplifikatorle direkt birlestirilmesi temeline dayanir. Algilayicinin esas
gorevi biyolojik aktif maddedeki degisikligi elektriksel sinyale doniistiirmektir [69].
Gilinlimiizde biyosensorler, 06zellikle saglik alan1 basta olmak {tizere; c¢evresel
analizlerde, askeri sahada, gida, farmasotik ve kimya endiistrilerinde kullanilmaktadir
[70].

Biyosensorlerin gelisim asamasina bakildiginda Clark ve Lyons 1956 yilinda O
miktarim elektrotla izledikten sonra Updike and Hicks glukoz icin islevsel enzim
elektrodunu gelistirmislerdir [71].

Biyosensorler temel olarak; analiz edilecek maddenin biyosensor yiizeyindeki
biyokomponentle etkilesime girmesi sonucu transduser ylizeyinde analit miktariyla
orantil1 bir sinyalin olusumu ve bu sinyalin 6l¢iim cihazima iletilmesi ilkesine dayanir.
Biyosensorlerde biyokomponent olarak enzimler, mikroorganizmalar, bitkisel ve
hayvansal dokular, reseptorler, antikorlar ve niikleik asitler kullanilabilir. Analiz
edilecek molekiile uygun olarak bir biyokomponent ve analitin doniisiimii sonucunda
olusan elektrokimyasal, optik ya da gravimetrik sinyali elektriksel sinyale g¢eviren
uygun bir transduser segilmelidir. Transduser ve biyokomponent birbirine uygun
fiziksel ya da kimyasal yontemle baglanabilir [72, 73]. Sekil 2.18’de bir biyosensor

sisteminin birimleri sematik olarak gosterilmistir.
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(a) Biyoaktif tabaka: Substratin iiriine doniisiim reaksiyonu gergeklesir

(b) Transduser: Bu biyokimyasal reaksiyonu elektriksel bir sinyale
dontistiiriir

(c) Amplifikator: Transduserden ¢ikan sinyali arttirir.

(d) Tslemci

(e) Monitor: Goriintiileyici

Sekil 2. 18. Biyosensoriin bilesenleri

2.13.1. Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

2.13.1.1. Iletim ve Olgiim Sistemlerine Gore Biyosensorlerin Simflandiriimas

Biyosensorler Ol¢lim prensiplerine ve transduser tiirline gore asagidaki gibi
smiflandirilir:
a) Elektrokimyasal esasli biyosensorler (Amperometri, Potansiyometri)
b) Optik esasli biyosensorler (Fotometri, Fluorometri, Biyoliiminesans)
c) Piezoelektrik esasli biyosensorler (Kuartz kristal mikrobalans, Mikrokantileverlar)

d) Kalorimetri esasl1 biyosensorler (termistorler)

2.13.1.2. Biyobilesenin Tiiriine Gore Biyosensorlerin Simiflandirilmasi

a) Enzim temelli biyosensorler
b) Hiicre temelli biyosensorler
c) DNA temelli biyosensorler

d) Antikor/Antijen temelli biyosensorler (immiinobiyosensorler)
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2.13.2. Biyosensirlerde Immobilizasyon Yontemleri

Enzimler suda c¢oziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak
baglanarak, suda ¢oziinmeyen {liriin veren ve kopolimerizasyona enzim molekiiliiniin
monomer olarak katilmasiyla ve suda ¢oziinmeyen bir matriks veya mikrokapsiillerde
tutuklamalarla immobilize edilirler. immobilize enzimin serbest enzime iistiinliikleri

sunlardir:

Cevre kosullarma (pH, sicaklik v.b) kars1 daha dayaniklidir.
Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilirler.
Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.
Bircok kez ve uzun siire kullanilabilir.

Dogal enzime kiyasla daha karaldir.

Stirekli islemlere uygulanabilir.

AN NN VU N N NN

Bazi1 durumlarda serbest enzimden daha yiiksek aktivite gosterebilir.

Uygun biyobilesen ve fiziksel bilesen (transduser) secildikten sonra bunlarin
birbirine baglanmast en Onemli sorundur. Bu baglanma islemi biyobilesen
immobilizasyonu olarak adlandirilir. Bu amagla ¢ok degisik yontemler kullanilabilir.
Hangi yontemin kullanilacagi segilen biyobilesen ve fiziksel bilesene gore belirlenir.
Biyobilesen ile fiziksel 6l¢iim sisteminin birlestirilmesi i¢in immobilizasyon yontemleri
kullanilir. immobilizasyon, biyobileseninin kararliligi ve tekrar kullanimi agisindan

biiyiik avantaj saglar. Immobilizasyon yontemleri cesitli sekillerde siniflandirilmakla

beraber Sekil 2.19°da verildigi gibi simiflandirmak miimkiindiir [33].
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Sekil 2. 19 Enzim immobilizasyon yontemleri [33]

Immobilizasyon i¢in kullanilan temel yontemler ise sunlardir:
v Adsorbsiyon
v Kovalent Baglama
v" Tutuklama
v Capraz Baglama

Adsorpsiyon;

Enzimin, film veya tabaka ile hidrofobik, hidrofilik ve/veya iyonik etkilesim
sonucu assosiyasyonudur. Metot yalnizca kisa siireli arastirmalar i¢in uygundur. Ciinkii
adsorbsiyon tersinir bir olaydir ve sorbsiyon gerceklesebilir. Metot glutaraldehitin

capraz baglanmasi ile kararli kilinabilir ama bu bazi proteinleri denature edebilir.
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Tutuklama;

Tutuklama, immobilizasyon i¢in fiziksel bir metot veya enzimlerin kiiciik bir
alanda fiziksel olarak muhafaza edilmesidir. Tutuklama metoduyla immobilizasyonda
biyobilesen kafes gorevi goren polimer matris veya membran icerisinde tutulmaktadir.
Bu yontem, enzimler yaninda organeller, hiicreler ve antikorlar i¢in de uygulanabilir.
Yontemin kullanilmasi durumunda ¢ozeltideki enzim aktivitesi hizli bir sekilde

diistiiglinden fiziksel tutuklama yerine kimyasal baglanma tercih edilir.

Capraz Baglama,;

Tutuklama yontemi ile kimyasal baglanmanin bir kombinasyonudur. Metot,
enzimle destek materyalinin biiyiikk bir {i¢ boyutlu yap1 olusturmak i¢in birbirine
katilmasini saglar. Capraz baglamada, enzimlerin ¢oziinmeyen agregatlar olusturmalari
icin glutaraldehit, bis-diazobenzidin ve 2,2-disiilfonik asit gibi bi-fonksiyonel ¢apraz
baglayicilar kullanilabilir. Adsorbe enzimler capraz baglanabilir veya porlu destek

materyalinin enzim soliisyonu ile doyurulmasinin ardindan ¢apraz baglama yapilabilir.

Kovalent Baglama;

Bu yontem biyobilesenin suda ¢Oziinmeyen bir tasiyictya kovalent olarak
baglanmasmma dayanmaktadir. Baglanma, destek materyali iizerinde bulunan
fonksiyonel gruplarla enzim ylizeyindeki aminoasit artiklarmin sahip olduklar1
fonksiyonel gruplar arasinda olur. Baglanmada rol alan fonksiyonel gruplar; amino
grubu (NH,), karboksil grubu (CO,H), siilthidril grubu (SH), hidroksil grubu (OH),
imidazol grubu, fenolik grup, tiyol grubu, treonin grubu ve indol grubudur.

Kovalent baglanma yonteminde kullanilabilecek ¢ok sayida destek materyali
vardir, hangi destek materyalinin kullanilacagi tasiyicinin avantaj ve dezavantajlari
dikkate alinarak secilmektedir. Tasityicinin secimini bir¢ok faktdr etkilemektedir ve
arastrmalar enzim aktivitesinin tasiyicida siirdiiriilebilmesi i¢in tastyicinin hidrofilik
ozelliginin 6nemli oldugunu gostermektedir. Bu sebeple, ¢ok hidrofilik olan polisakkarit
polimerleri enzim immobilizasyonu igin en ¢ok tercih edilen destek materyalleridir.
Ornek olarak, seliilloz, dekstran, nisasta ve agaroz enzim immobilizasyonu igin

kullanilabilirler. Bu polimerlerdeki seker artiklari, kovalent bag olusturmak icin
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kimyasal aktivasyon saglayan hidroksil gruplarmi icermektedir. Hidroksil gruplar1 su
molekiilleri ile hidrojen bagi olustururlar ve bu sayede tasiyici tizerinde hidrofilik bir
cevre yaratirlar.

Enzim immobilizasyonunda kullanilan diger popiiler tasiyicilar gdzenekli silika
ve camdir. Ancak bunlarm hidrofilik 6zelligi polisakkarit polimerlerinden daha
diisiiktiir. Kovalent baglanma ile immobilizasyonda ¢ok fazla reaksiyon prosediirii
bulunmaktadir. Bununla beraber c¢ogu reaksiyon asagidaki kategorilere dahil
olmaktadir:

1- Diazo baglanmasimin olusumu

2- Peptid baginin olugumu

3- Alkilleme reaksiyonu

Metot seciminde en Onemli nokta, se¢ilen metotta baglanmanin enzimin aktif
merkezindeki aminoasitler iizerinden olmamasidir. Uygun metodu segerken ii¢ ana

unsur dikkate alinmalidir:

1) Baglanma enzim aktivitesinin diismesine veya onemli Ol¢lide azalmasina
neden olmayacak kosullarda gergeklesmelidir.
2) Enzimin aktif merkezi kullanilan ayiraclardan etkilenmemelidir.

3) Ticari olarak elde edilmesi kolay ve ucuz tasiyict kullanilmalidir.

Enzimin destek materyaline kovalent baglanmasi temelde iki adimi1 igermektedir.
Birincisi, destek materyali tizerindeki fonksiyonel grubun spesifik bir ajan kullanimi ile
aktive edilmesidir. ikincisi ise, enzimin destek materyali ile kovalent bag olusturmasi
icin baglama reaksiyonuna ilave edilmesidir. Aktivasyon reaksiyonu, tasiyici lizerindeki
fonksiyonel gruplarin olduk¢a elektrofilik hale gelmesini saglar. Baglama
reaksiyonunda ise, bu gruplar enzim yiizeyindeki aminoasitlere ait amino gruplar1 gibi
giiclii niikleofilik 6zellik gosteren fonksiyonel gruplarla etkileserek kovalent bag
olustururlar [74].

Enzimin tastyiciya kovalent baglanma yontemi ile immobilize edilmesi sekilde

goriilmektedir (Sekil 2.20).

44



Sekil 2. 20 Kovalent Bag Olusumu [75]

Kovalent baglama yonteminin en biiylik avantaji, baglarin ¢ok kuvvetli olmas1
nedeniyle her tiirlii ortamda kullanilabilmesidir. Enzim destek materyali tizerinde yer
aldigindan substrat ile temasi kolaydir. Ayrica enzim molekiilii ve destek materyali
birlikte genellikle 1s1l kararlilik gosterirler. Yontemin dezavantaji ise, destek materyali

ile enzim arasindaki siki etkilesimin enzimin dogal konformasyonunu bozmasidir.

2.13.3. Biyotabaka Olusturma Yontemleri

Elektrigi dagitabilen veya iletebilen 6zel polimerler olan iletken polimerler
biyotabakalarda polimerizasyon amaciyla kullanilmaktadirlar. Iletken polimerleri
sentezlemek icin belli bashh dort metod kullanilmaktadir. Bunlar; elektrokimyasal
polimerizasyon, kimyasal polimerizasyon, piroliz, katalitik polimerizasyon (Ziegler-
Natta katalizorli) teknikleridir. Bu polimerizasyon metotlarindan sik¢a kullanilanlari
elektrokimyasal polimerizasyon ve Kkimyasal polimerizasyondur. Bu ¢alismada

elektropolimerizasyon yontemi kullanilmastir.

2.13.3.1.1.  Elektrokimyasal Yontemle Iletken Polimerlerin Uretilmesi

Elektrokimyasal olarak baglatilan polimerizasyonlarda iletken polimerler
genellikle anot yiizeyinde ylikseltgenme sonucunda biiyiimeye baslarlar. Cozelti
icerisinde de belirli oranda polimer olusabilir. Katot bolgesinde olusan

polimerizasyonlara daha ender rastlanir. Yiikseltgenen monomer genellikle radikal
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katyon olusturur ve yeni monomer katilmasimni takiben elektron aktarimlari sonucunda
yiizeyde art1 yiiklii polimer zincirleri olusur [76].

Cozeltideki elektrolitin C10, , BF; gibi anyonlar1 da art1 yiiklii polimerde
dopant olarak yer alir ve notrlesmeyi saglarlar. Yikseltgenmis polimer iletkendir ve
elektrolizle indirgenince noétrlesir ve anyonlar (dopant) ¢ozeltiye geger indirgenmis
(ndtr) polimer iletkenligini kaybeder [77].

Iletken polimerler gesitli elektrokimyasal ozelliklerinden dolayr cok degisik
alanlarda kullanilabilmektedir. Sarj olabilen piller, fotoelektrokimyasal hiicreler,
elektrokromik aletler ve iyon segici elektrotlarn yapimimnda kullanilmalar1 yaninda
sensOr olarak kullanim alanlar1 bulunmaktadir.

Elektrokimyasal polimerizasyon, elektrot yiizeyinde ger¢eklesen reaksiyonlarda
olusan {irtinlerin baslattigi polimerizasyon olarak tanimlanmaktadir. Bu yodntemde
elektrot zincir biliylimesini katalitik olarak baslatir. Elektrokimyasal polimerizasyonda
kullanilan baslatici, polimerizasyon ortamindaki monomerin veya elektroliz ¢ozeltisinin
yiikseltgenmis veya indirgenmis sekli olabilir.

Elektrokimyasal polimerizasyonda monomer, uygun bir ¢Oziicii ve destek
elektrolit ile birlikte elektroliz hiicresine konularak elektroliz edildiginde elektrot
yiizeyinde veya ¢bzeltide polimer olusumu gerceklesmektedir.

IIk elektrokimyasal yolla yapilan sentez Letheby tarafindan anilin igeren
seyreltik stilfiirik asit ¢ozeltisinde, anilinin anodik polimerizasyonu sonucu Pt elektrot
iizerinde suda ¢oziilmeyen polianilin polimerinin eldesidir.

Elektrokimyasal polimerizasyon yontemi diger polimerizasyon yontemleri ile

karsilastirildiginda bazi avantajlara sahiptir:

v Reaksiyonlar oda sicakliginda tamamlanabilmektedir.

v' Potansiyel ya da akim zamanla degistirilerek filmlerin kalinhigi kontrol
edilebilmektedir. Bu sayede homojen filmler elde etmek miimkiin olmaktadir.

v Polimerin dopingi istenilen iyon ile gergeklestirilmektedir.

v" Yoéntemde, reaksiyonlarin baslama ve bitis basamaklar1 hassas bir sekilde
kontrol edilebilmektedir. Buna bagli olarak molar kiitle dagilimi da kontrol

altinda tutabilmektedir.
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v' Yontem, segici potansiyel kontrolii ile istenilen 6zellikli kopolimerlerin
iretiminde 6nemli katki saglamaktadir.

v Polimerizasyon hizinin incelenmesi sirasinda hizli olan elektrokimyasal
yontemlerin kullanilmasi avantaj saglamaktadir.

v' Kimyasal yontemlerle aktivasyonu miimkiin olmayan monomerler (ketonlar,
aldehitler,  tiyoketonlar ~ vs.)  elektrot  potansiyeli ile  kolayca
aktiflestirilebilmektedirler.

En 6nemli iletken polimerler arasinda yer alan polianilinin diger polimerlere
gore hizli ve kolay hazirlanabilmesi, neme ve yiikseltgenmeye kars1 kararli olusu gibi
sahip oldugu avantajlardan dolayr kuru ve nemli pil yapiminda kullanilabilecegi

onerilmistir.

2.13.3.2. Anilinin Elektrokimyasal Polimerlesme Mekanizmasi

Polimerlesme mekanizmasu :

Sentez mekanizmasi adim adim ilerlediginden bir polikondenzasyondur. pH
degeri ne olursa olsun, en muhtemel birinci oksidasyon adimi, anilinin azot atomunun
2s enerji seviyesinden bir elektron transferiyle radikal katyon olusumunu kapsar (Sekil
2.21).

NH, NH,

Sekil 2. 21 Anilin radikal katyonu olugumu
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Kinetik olarak bakildiginda, bu adim smirlayict adimdr ve bir katalizor
tarafindan hizlandirilabilir. Ardindan reaksiyon kendiliginden katalizlenir.

Bu anilin radikal katyonu {i¢ rezonans formuna sahiptir (Sekil 2.22). Bu ii¢
rezonans formunun arasinda, form (2) bir taraftan 6nemli substitiient indiktif etkisi

nedeniyle ve diger taraftan sterik engel teskil etmemesi sebebiyle en reaktif olanidir.

(1) @ 3)

Sekil 2. 22 Anilin radikal katyonunun rezonans formlar1

Sonraki adim (Sekil 2.23), radikal katyonu ve 2. rezonans formu arasinda
gerceklesen , “bastan sona (head to tail )” reaksiyonu olarak bilinen ve asidik bir ortam

isteyen dimer olusumu reaksiyonudur.
+e + H2 +
-H*
H +
N NH,
-H*

OO ——— OO

para-aminodifenilamin (PADPA)
Sekil 2. 23 Dimer olusumu
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Ardmdan, bu dimer, Sekil 2.24’te gosterildigi gibi, yeni bir radikal katyonu
olusturmak iizere oksitlenir. Olusan radikal katyonu, ya radikal katyon monomeriyle ya
da radikal katyon dimeriyle, yukarida bahsedilen Onerilen mekanizmaya gore, trimer
veya tetramer olusturmak lizere reaksiyon verebilir ve siire¢ polimerlesmeye kadar
surer.

Uzunca zamandir, polianilinin bir oktamer oldugu sanilmaktaydi. Fakat daha
uzun bir zincirin olustugu, 10* g mol™ den daha da yiiksek hesaplanmis olan ortalama

molekiiler agirhigi sayesinde artik kanitlanmustir [79].

-e” H +e -e” . .
PADPA QNONHZ = . Q&ONHZ
H

Sekil 2. 24 Radikal katyon dimerinin olusumu

2.13.4. Elektrokimya Esash Biyosensorler

Enzim temelli biyosensorlerin pek ¢ogunda elektrokimyasal esasli transduserler
kullanilir. Bu transduserler ile amperometri ve/veya potansiyometri ilkelerine gore
Olciimler alinabildiginden genellikle oksidorediiktaz (elektron aciga c¢ikaran enzimler)
smift enzimler kullanilir [72]. Bir enzim biyosensorii sekil 2.25’te sematik olarak

gosterilmistir.
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[Av]  [By] (S [Fy]

NN .

[Ad + [B] =—m [G] + [F]
£l 1 6t
. v )' +
O.C
[Ae] [B¢] [Cel  [Fe)

Sekil 2. 25 Enzim biyosensoriiniin genel ¢alisma ilkesi [70]

(A: Substrat, B: Kosubstrat veya Koenzim, C ve F: Uriinler, ¢: Ol¢iim ¢dzeltisi i¢indeki,
t: biyoaktif tabakadaki ve y: elektrot ylizeyindeki konsantrasyonlar. D.T: Diflizyon
tabakasi, O.C.: Olgiim ¢dzeltisi, B.T.: Biyoaktif tabaka, I: Iletici)

Sekilden de gorildiigii tizere A substrat1 elektrot yiizeyine immobilize olmus
enzim tarafindan B koenziminin yardimiyla C ve F’ye doniistiiriilir. Bu doniisiim
sonrasinda elektrot yiizeyindeki madde konsantrasyonlarindaki farklanma iletici

tarafindan sinyal olarak yansitilir.

2.13.4.1. Amperometrik Esash Enzim Biyosensorleri

Amperometride, calisma elektroduna stabil bir referans elektroduna karsi sabit
potansiyel uygulanarak akim olgiiliir. Bu iki elektrot arasinda uygulanan potansiyel
analizlenen bilesenin calisma elektrodunda elektrokimyasal olarak indirgenmesine veya
yiikseltgenmesine neden olur. Calisma ve referans elektrodu arasindaki akim g¢aligma
elektrodunun stabilitesini  azalttigindan Gglincii  bir  karsilastrma  elektrodu

kullanilmaktadir. Bu sistemde eger reaksiyon diflizyon kontrolliiyse, elde edilen

50



amperometrik  akimlar  dogrudan  dedeksiyonu yapilan elektoraktif  tiirlin
konsantrasyonunun bir fonksiyonudur [80].

Iletici sistem olarak bir amperometrik sensoriin kullanilmas: durumunda
potansiyometrik sensorlerden en biiyiik fark, iirlinlerden sinyal olusturan tiiriin elektrot
yiizeyinde tiiketilmesidir [70].

Ormegin; glukoz oksidaz tabanli bir glukoz sensoriinde, glukoz enzime bagl
durumda olan FAD’1 indirger. Sensorden elde edilen akim degeri, enzimi rejenere eden
ve reaksiyonun tekrarini saglayan prostetik grubun reokside olabilmesine baglhidir.
Sinyal sadece indirgenmis enzim ve elektrod arasindaki elektron transferi gerceklesirse
elde edilir. Sonug olarak biyosensoriin performansi biiyiik oranda elektron transfer

prosesinin kinetigine baghdir [81].

2.13.4.2. Dongiisel Voltametri (Cyclic-Voltamery, Cv)

Dongiisel voltametride (CV), karistirilmayan bir ¢ozeltide kiiciik durgun bir
elektrodun akim cevabi Sekil 2.26’da goriildiigii gibi bir icgen dalga sekilli potansiyel
ile uyarilir [82].

Potansiyel

Sekil 2. 26 Ikizkenar iiggen dalgasi seklinde uygulanan potansiyel
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Voltametri ve amperometri arasindaki fark, ¢alisma elektorudunda
amperometrideki sabit potansiyel yerine, programlanmig zaman bagimli bir potansiyel
dalga formu olmasidir. Calisma elektrodu ve counter elektrot arasindaki farkli akimlar,
calisma elektroduna uygulanan farkli potansiyellerden dolay1 olusur. Bu programlanmig
potansiyel dalga formu, dnceden belirlenmis olan diisiik bir potansiyelden daha yiiksek
bir potansiyele tarama olusturmak i¢in kullanilir. Anodik tarama negatif veya kiigiik
pozitif potansiyelden baglar ve daha yiiksek pozitif degere dogru tarama yapar. Anodik
tarama st potansiyel smira ulastiginda bu sefer azalan potansiyel yOniinde alt
potansiyel smira dek farkli bir tarama yapilir. Bu aksi yondeki tarama ise katodik
taramadir [80].

Uggen dalga uygulanan bir dongiisel voltammetriden elde edilen voltammogram
Sekil 2.27°deki gibidir.

20 =
e 2
= - F
10 |—
. O
= i~ A
e R o
= K
=10
g4 |
&
20 1 1
0,8 0.6 0.4 0,2 0 -0,2

Potansiyel, V, DEE' a kars)

Sekil 2. 27 Uggen dalga potansiyel uygulandiginda elde edilen voltamogram [82]

Bu egri s0yle yorumlanir; gittikce artan bir katodik gerilim uygulandiginda
egrinin ABDF dali elde edilir. Indirgenme sebebiyle bir katodik akim gdzlenir (B
noktas1). B’den D’ye kadar ki bdlgede indirgenebilen maddenin yiizey derisimi gittikce
kiiciiliirken, akimda hizli bir artis olur. Pik akimi iki bilesenden meydana gelir. Biri,

analitin yiizey derisimini Nerst esitligi ile verilen denge derisimine esitlemek icin
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gerekli kapasitif akim artisidir. Tkincisi ise normal difiizyon kontrollii akimdir. Sonra ilk
akim, difiizyon tabakasi elektrot ylizeyinden uzaklastik¢a hizla azalir (D noktasindan F
noktasmna). F’de uygulanan katodik gerilim azalmaya baslar. FH bolgesinde
indirgenebilen maddenin indirgenmesi devam eder. Ancak indirgenmis madde
konsantrasyonu azalmigs oldugundan akim da azdir. Potansiyel yeteri kadar pozitif
oldugunda indirgenme daha fazla devam etmez, akim sifira gider ve sonra da anodik
olur. Anodik akim, ileri yondeki tarama sirasinda ylizey yakinlarinda biriken
indirgenmis maddenin yeniden ylikseltgenmesi sonucu olusur. Bu anodik akim pik
yapar ve sonra biriken indirgenmis maddenin anodik reaksiyon yoluyla kullanilmasiyla

azalir [82].

2.13.4.3. Kronoamperometri (CA)

Kronoamperometride calisma elektrodunun potansiyeli aniden degistirilir ve
durgun ortamda akim—zaman iliskisi gézlenir. Kronoamperometride ¢ozeltiye daldirilan
calisma elektroduna uygulanan potansiyel-zaman grafigi Sekil 2.28’de gosterildigi
gibidir. Once ¢alisma elektroduna herhangi bir indirgenmenin olmadig1 E1 potansiyeli
uygulanir. Sonra potansiyel ani olarak E2’ye degistirilir. E2 potansiyeli, indirgenme

difiizyon kontrollii olacak sekilde secilir.

-}

E(YV) L

0 t(s)

Sekil 2. 28 Kronoamperometride elektroda uygulanan potansiyelin zamanla degisimi
[82]
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2.13.4.4. Potansiyometri

Potansiyometri bilindigi gibi en genel anlamda bir ¢alisma ve referans elektrot
arasindaki potansiyel farkinin 6lgtimiinii esas alir. Elektrot potansiyelinin belirlenmesi
dogrudan analit konsantrasyonunu tanimlar. Potansiyometrik biyosensorlerde kullanilan
temel sensorler pH ya da tek degerlikli iyonlara duyar cam elektrotlar, anyon yada
katyonlara duyar iyon se¢imli elektrotlar ve karbondioksit ya da amonyaga yonelik gaz

duyar elektrotlardir [83].
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Tez c¢alismasinda kullanilan enzimlerin tiimii Sigma Aldrich’ten temin
edilmistir. Bu enzimler, Siiperoksit Dismutaz (sigir eritrositlerinden, 300 KU, liyofilize
toz, >3.000 units/mg protein), Katalaz (sigir karacigerinden, liyofilize toz, >10.000
units/mg protein), Glutation peroksidaz (sigir eritrositlerinden, 300 KU, liyofilize toz,
beyaz, ~100 units/mg), Glutation rediiktaz (ekmek mayasindan (S. Cervisiae), 2.5 KU,
Amonyum siilfat siispansiyonunda, 100-300 units/mg protein (biuret))’dir.

GSH (> 98.0 %), t- biitil hidroperoksit, NADPH (> 95 %), Na,CO3 (> 99.0 %),
2-PAM  (Piridin-2-aldoksim metiyodiir), INT (iyodotetrazolyum kloriir [2-(4-
iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum kloriir]), Al,O3(< 50 nm), Glutaraldehit
(% 25), Anilin (% 99.5), Riboflavin Sigma-Aldrich’ten temin edildi.

KCI, K;HPO4, NaH,PO,, Etanol (Absolute — % 99.9), HCI (% 37) Merck’ten
temin edildi.

H,0, (% 50) Tekkim’den temin edildi.

Deneylerde kullanilan pestisitler Malation®, Diklorvos®, Deltametrin®,

Lambda Cyhaloetrin® tarim ilaglar1 satan firmalardan temin edildi.
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3.1.2. Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Deneylerde, ultrasonik su banyosu (Wise Clean DAIHAN, WUC-AO3H, Kore),
mikroplate okuyucu (Thermo Scientific, Type 1510, Thermo fisher scentific Oy,
Rotastie 2, FI-01620, Vantaa, Finland), hassas terazi (Precisa XB 220A, Precisa
Gravimetrics AG/Switzerland), 8 kanalli dagitic1 pipet (Eppendorff research plus, 10-
100 pl), dagitict pipet (Eppendorff multipette plus), mikropipetler (20ul, 200 pl, 1000
ul eppendorff mikropipet), sirkiilasyonlu su banyosu (Niive BM 302, Tirkiye),
manyetik karistiric1 (Biosan magnetc stirrer MSH 300), Palm sens, pH metre (Jenco pH
metre (6173 pH), made in China for USA), Spektrofotometre (Laxco Optizen Pop UV /
Vis Single Beam Spectrophotometer 190 ~ 1100nm) kullanild:.

3.1.3. Cahsmada Kullanmilan Cozeltilerin Hazirlanisi

0.05 M H,0,: 142.8 ul HO, 50 mM fosfat tamponu (pH: 7.5) ile 50 ml’ye tamamlanir.

50 mM fosfat tamponu (pH:7.5): 7.8004 g NaH,POy tartilir destile su ile 1000 ml’ye
tamamlanir. 2.1772 g KoHPO, tartilir destile su ile 250 ml’ye tamamlanir. Bu iki
cozeltiden NaH;PO4’ten 803 ml, K;HPO4'ten 197 ml alinarak pH: 7.5 olacak sekilde

karistirilarak tampon hazirlandi.

Katalaz enzimi: 26.6 UN/ ml katalaz olacak sekilde 50 mM fosfat tamponu (pH:7.5) ile

hazirlandi.

Siiperoksit dismutaz enzimi: 379.75 UN/ ml SOD olacak sekilde 200 mM Tris
tamponu (pH: 8.0) ile hazirland1.

10 M INT: 0.0025 g INT 50 mM fosfat tamponu (pH: 7.5) ile 50 mI’ye tamamlanir.

0.05 M NayCOs: 0.264 g Na,CO3 50 mM fosfat tamponu (pH: 7.5) ile 50 ml’ye

tamamlanir.
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13 mM metiyonin: 0.04849 g methionine 50 mM fosfat tamponu (pH: 7.5) ile 25 mI’ye

tamamlanir.

13uM riboflavin: 0.01 g riboflavin 50 mM fosfat tamponu (pH: 7.5) ile 250 ml’ye

tamamlanir.

Glutation peroksidaz enzimi: 0.5 UN/ml GSH-Px olacak sekilde 200 mM Tris
tamponu (pH: 8.0) ile hazirlandi.

200 mM Tris tamponu (pH:8.0): 0.1 M HCI ¢o6zeltisinden 27.9 ml ve Tris
cozeltisinden (24.23 gTris/ 1L) 25 ml almarak destile suyla 100 ml’ye tamamlanarak
pH: 8.0 olana kadar karistirilir.

0.1 M GSH: 0.7675 g GSH 200 mM Tris tamponu (pH: 8.0) ile 25 ml’ye tamamlandi.

7 mM t-biitil hidroperoksit: 32.7 ul t-biitil hidroperoksit 200 mM Tris tamponu (pH:
8.0) ile 25 ml’ye tamamland.

Glutation rediiktaz enzimi: 10 UN/ml olacak sekilde 200 mM Tris tamponu (pH: 8.0)

ile hazirlandi.

1.5 mM NADPH: 25 mg NADPH 200 mM Tris tamponu (pH: 8.0) ile 15 ml’ye

tamamlandu.
1 mM 2-PAM: 0.05 g 2-PAM destile suyla 25 ml’ye tamamlandu.
Anilin: Firmadan satin alindig1 sekilde kullanildi.

% 2.5’lik glutaraldehit: 5 pl % 25’lik glutaraldehit iizerine 45 pl 50 mM fosfat
tamponu (pH: 7.5) ilave edilir.
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3.2.  Metodlar

3.2.1. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.2.1.1. Katalaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

CAT enzimi H;O2’in yikimin1 asagida gosterilen reaksiyondaki gibi katalize
eder. H,0O7’in CAT tarafindan yikim hizi HyO7’in 240 nm’de 15181 absorbe etmesinden
yararlanilarak spektrofotometrik olarak izlenebilir [84]. Ancak bu dalga boyu degeri
cihaza gore sapmalar gosterebildiginden H,O;’nin maximum absorbans verdigi dalga
boyunun hassas bir sekilde belirlenmesi i¢in spektrofotometrede H,O; i¢in uygun dalga
boyu taramasi yapildi ve kullandigimiz cihazda maximum absorbans gosterdigi dalga

boyu 209 nm olarak belirlendi ve deneyler 209 nm’de gergeklestirildi.

CAT

2H,0p —» 2H,0 + O,

CAT Aktivite Tayini:

CAT enzim ¢ozeltisi, CAT enziminin 4 mg’1 toplam hacim 25 ml olacak sekilde
50 mM, pH 7.5 fosfat tamponu ile hazirlandi. Enzimin aktivite tayini igin 2680 ul Fosfat
tamponu (50 mM, pH 7.5) igeren tiiplere enzim c¢ozeltisinden (26.6 UN/ml) her
defasinda 50 pl ilave edildi. Tiiplere fosfat tamponunda (50 mM, pH:7.5) hazirlanan
0.05 M H;0; ¢ozeltisinden 270 pl ilave edilerek toplam hacim 3 ml’ye tamamlandi. Kor
hazirlanirken ise H,O, ¢ozeltisi ilave edilmeden sadece fosfat tamponu (50 mM,
pH:7.5) ilave edildi. CAT enziminin H,O;’i yikim reaksiyonunun siiresi 3 dk olarak
belirlendi. Koére ve numune kiivetine yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar
eklendikten sonra 209 nm’de 3 dk boyunca kore karsi aktivite 6l¢iildii ve 3 dk sonunda
H,0O;’in yikimindan kaynaklanan absorbanstaki diisiis kaydedildi.

CAT aktivitesi 1 dk’da ortamdaki mg CAT basma diisen absorbans miktari

olarak tanimland:.
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CAT aktivitesi Ol¢iimii Tablo 3.1°de verilen kiivet icerikleri kullanilarak

gerceklestirilmistir.

Tablo 3. 1. Katalaz aktivite 6l¢timii i¢in kullanilan maddelerin hacimleri

Kiivet Icerigi Numune (pl) Kor (ul)
Fosfat tamponu 2680 2950
H,0, 270 -
CAT 50 50

* CAT (26.6 UN/ml) (pH:7.5, 50 mM fosfat tamponunda), 0.05M H,0,, 209 nm

Hesaplama;
CAT aktivitesi (U/ml) = AODxVt
0.0939xVe

AOD : Zamana gore absorbans degisimi

Vit : Toplam hacim

Ve  :Enzim hacmi

0.0939 : H,0,’nin 209 nm’deki mM ekstinksiyon katsayisi

3.2.1.2. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

SOD enzim aktivitesi tayini NitroBlue Tetrazolium/Riboflavin (NBT/RF)
metodu esas alinarak yapildi (Cakmak ve Marschner, 1992). Tez ¢alismasi kapsaminda
SOD aktivite tayininde NBT yerine serbest radikal varliginda kirmizi renk veren INT
(Iyodonitrotetrazolyum kloriir ~ [2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-fenil  tetrazlyum
kloriir) boyast kullanildi. SOD aktivite Sl¢limiiniin esasi, INT’nin 151k altinda O
tarafindan indirgenmesi ve bu indirgenmenin 560 nm dalga boyunda Olciilmesi

yontemine dayandirildi [85].
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O,

S* —>»S +e —» 0O,

INT? + O, <«— INT" + O,

H+
2INT" «— MF +INT?

SOD aktivitesi tayini i¢in; 379.75 UN/ml SOD 50 mM, pH 7.5 fosfat
tamponunda hazirlandi. Hazirlanan SOD enzim c¢ozeltisinin aktivite tayini i¢in her
defasinda tiiplere 50 pl Fosfat tamponu (50 mM, pH 7.5), 50 ul 0.05 M Na,COg3 50 ul
13 mM Methionin, 50 pl 10* M INT boyasi, 50 pl 13 pM Riboflavin ilave edildi.
INT nin O, tarafindan indirgenmesi drneklerin 24 °C ve 209 nm UV 1s1k (400 umol m™
st 151k intensitesi) altinda 15 dk tutulmasi ile gerceklestirildi. Kor tiipiine Riboflavin
ilave edilmedi, riboflavin yerine fosfat tamponu (50 mM, pH 7.5) ilave edildi. Kor
tipline ve numune kiivetine asagida Tablo 3.2°de miktarlar1 verilen kimyasallar
eklendikten sonra her bir tiipe 50 ul SOD enzim ¢ozeltisinden ilave edilerek 560 nm’de
7 dk boyunca kore karsi absorbans 6lgiildii. Bir SOD aktivitesi {initesi, 560 nm’de
Olgiilen INT nin indirgenme oraninin % 50’sinin engellenebilmesi i¢in gereken enzim

miktar1 olarak ifade edildi.

Tablo 3. 2. SOD aktivite 6l¢iimii i¢in kullanilan maddelerin hacimleri

Kiivet icerigi Numune (ul) Kor (ul)
Tampon 50 100
Na,COs3 50 50

Methionin 50 50
INT 50 50
Riboflavin 50 -

UV 151k altinda (209 nm dalga boyunda) 15 dk bekletildi.

SOD 50 50

*Fosfat tamponu (50 mM pH:7.5), 10” M INT, 13 mM Methionine, 13 uM Riboflavin,
0.05 M Na,COs3, 379.75 UN/mlI SOD
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Hesaplama,;
SOD aktivitesi (U/ml) = Kor OD — Numune OD  x 379.75 UN/ml SOD
Kor OD

3.2.1.3. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Rediikte glutation (GSH) un okside glutation (GSSG)’a oksidasyonu GSH-Px ile
t-biitil hidroperoksit varliginda gerceklesir. Yontem, bu oksidasyon sonucu olusan
GSSG’nin GSH-Rd enzimi ile tekrar GSH’ye indirgenmesi tepkimesinde NADP*’ye
oksitlenen NADPH’nin 340 nm dalga boyundaki absorbans degeri farkinin zamana

kars1 okunmasi prensibine dayanir [86, 87].

GPx
2 GSH + ROOH » GSSG + H,0
GR
GSSG + NADPH + H* »2 GSH + NADP*

GSH-Px enzim aktivitesi 6l¢iimii i¢in 0.5 UN/ml GSH-Px enzimi, 200 mM pH
8.0 Tris Tamponunda hazirlandi. Hazirlanan GSH-PX enzim ¢ozeltisinin aktivite tayini
i¢in her defasinda tiiplere 1980 ul Distile su, 300 ul Tris tamponu (200 mM, pH 8.0), 60
ul 0.1M GSH, 30 pl 7 mM t-biitil hidroperoksit, 30 ul GSH-Px (0.5 UN/ml), 300 pl
GSH-Rd (10 UN/ml) ve 300 pl 1.5 mM NADPH ilave edildi.

Kor’e NADPH ilave edilmedi, NADPH yerine distile su ilave edildi. Kore ve
numune kiivetine yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar eklendikten sonra 340 nm’de
5 dk boyunca kore karsi aktivite Olgiildi ve 5 dk sonunda absorbanstaki diisiis
kaydedildi.

GSH-Px aktivitesi Olgtimii Tablo 3.3’de verilen kiivet igerikleri kullanilarak

gergeklestirildi.
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Tablo 3. 3. Glutatyon Peroksidaz aktivite 6l¢iimii i¢in kullanilan maddelerin hacimleri

Kiivet Icerigi Numune (pl) Kor (ul)
Distile su 1980 2280
Tris Tamponu 300 300
GSH 60 60
t-biitil hidroperoksit 30 30
GPx 30 30
GR 300 300
37 °C’de 15 dk inkiibasyon
NADPH 300 -

* Tris tamponu (pH:8.0; 200 mM), GSH-Rd (10 UN/ml), GSH-Px (0.5 UN/ml), GSH
(0.1 M), t-biitil hidroperoksit (7mM), NADPH (1.5mM), 340 nm

Hesaplama;
GSH-Px Aktivitesi (U/L): AOD x Vt

tx6.22 x Ve

AOD: Zamana gore absorbans degisimi

t : Zaman
Vit : Toplam hacim
Ve : Enzim hacmi

6.22 x 10 : NADPH icin 340 nm deki ekstinksiyon katsayisi

3.2.2. Antioksidan Enzim Aktivitelerine Pestisitlerin Etkisinin incelenmesi

Antioksidan savunma sistemi enzimlerinin aktivitesi lizerine pestisitlerin
etkisinin incelenmesinde aktivite tayini igin hazirlanan CAT (26.6 UN/ml (50 mM pH:
7.5 fosfat tamponunda), SOD (379.75 UN/ml (50 mM pH: 7.5 fosfat tamponunda),
GSH-Px (0.5 UN/ml, 200 mM pH 8.0 Tris Tamponunda) enzim ¢ozeltilerinin 250 pl’si
icine Malation, Diklorvos, Deltametrin ve Lambda Cyhaloetrin’in Tablo 3.4’te belirtilen
farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin her seferinde esit hacimleri (50 pl) eklenerek
30 dk boyunca +4 “C’de bekletildi.

Bu sekilde pestisitlerle muamele edilmis enzimlerin aktivite tayinlerinin 6l¢limi
icin Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi boliimiinde belirtildigi iizere her

enzimin aktivite tayini i¢in hazirlanan tiiplere aktivitesi dl¢glilecek enzim ¢ozeltisinden
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CAT ve SOD aktivite tayini i¢in her defasinda 50 pL, GSH-Px aktivite tayini i¢in 30 pl
eklenerek aktivite dlgiimleri yapildi. Bdylece pestisitlerin inhibisyon etkileri ve pestisit

konsantrasyonuna gore inhibisyon dereceleri incelendi.

Tablo 3. 4. Antioksidan savunma sistemi enzimlerinin aktivitesi lizerine etkilerinin
incelendigi pestisitler ve kullanilan derigimleri

Organofosfat sinifi Pestisit kons. Sentetik Pyretroit Pestisit kons.
Pestisitler (mM) sinifi Pestisitler (mM)
Malation 0.049 Deltametrin 0.002
0.098 0.004
0.196 0.008
0.393 0.021
Diklorvos 0.098 Lambda 0.25
0.196 Cyhalothrin 0.49
0.393 1.24
0.980 2.47

3.2.3. PME Enzimlerin 2-PAM ile Rejenerasyonlar:

Inhibisyon ¢alismalar1 i¢in antioksidan savunma sistemi enzimlerinin (CAT,
SOD, GSH-Px) 250 ul’si igine 50 pl uygun konsantrasyonlardaki pestisitler eklendi ve
30dk boyunca +4 °C’de bekletildikten sonra igerisine 50 ul 1 mM 2-PAM ilave edildi
ve rejenerasyon igin +4 “C’de 30 dk bekletildi.

Her enzimin aktivite tayini i¢in hazirlanan tiiplere aktivitesi dlgiilecek enzim
¢ozeltisinden CAT ve SOD aktivite tayini i¢in her defasinda 50 pL, GSH-Px aktivite
tayini i¢in 30 ul eklenerek aktivite 6l¢iimleri yapildi. Ayni islem 10 mM 2-PAM ile de
gerceklestirildi. Boylece pestisitlerin inhibisyon etkileri {izerine 2-PAM’m farkh
konsantrasyonlarinin rejenerasyon etkisi ve pestisit konsantrasyonuna goére rejenerasyon

dereceleri incelendi.

63



Aktifenzim inhibe enzim Rejenere enzim

\ . g
v U /

250p1 enzim ¢ozeltisi 250l enzim ¢ozeltisi 250ul enzim ¢ozeltisi
. +
50 pl Pestisit ¢ozeltisi 50 pl Pestisit ¢ozeltisi

l |
+4°C de 30 dk bekletildi

1
,, 1 l

Aktivite 6lcumi Aktivite 8lgimu 50 ul 2-PAM ilavesi

(+4°C de 30 dk bekletildi)

Aktivite dl¢timii

Sekil 3. 1. Enzimlerin Inhibisyon ve rejenerasyon isleminin sematik gosterimi

3.2.4. Pestisit Tayini Icin Biyosensor Hazirlanmasinda Uygun Enzimin
Belirlenmesi

Calismada buraya kadar; Canli Antioksidan savunma sistemi enzimleri CAT,
SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri tizerine Malation, Diklorvos, Deltametrin ve
Lambda Cyhaloetrin pestisitlerinin inhibisyon etkileri tayin edildi. Inhibisyon etkilerinin
2-PAM’m farkli konsantrasyonlar1 ile rejenere edilebilirligi incelendi. Elde edilen
sonuglara gore; calisilan enzimlerin aktiviteleri pestisitlerin artan konsantrasyonlariyla
dogru orantili olarak inhibisyon gosterdi. Bu inhibisyonlarin rejeneratdr olarak
kullanilan 2-PAM’m farkli konsantrasyonlariyla rejenerasyonlar1 incelendi. Elde edilen
sonuglara gore; 2-PAM ile rejenere olabilen en uygun enzimin CAT oldugu belirlendi.
Bu nedenle pestisitlerin tayini amaciyla, CATin pestisitlerle inhibisyonunu esas alan bir

biyosensoriin bu pestisitlerin tayini i¢in kullanilabilirliginin incelenmesine gegildi.
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3.2.4.1. Katalaz Biyosensoriiniin Hazirlanmasi

Pt elektrot fiziksel, kimyasal ve elektrokimyasal olarak temizlenir. Temizlik
asamalar1 agagida belirtildigi gibidir:

I. Bir miktar Gamma aliimina tozu kadife yiizey (elektrot yiizeyinin ¢izilmemesi
icin) iizerine alinir. Aliimina tizerine birka¢ damla bidistile su damlatilarak, temiz bir
spatiil ucuyla aliimina pelte kivamina gelene kadar karigtirilir. Daha sonra Pt elektrot
pelte kivamina getirilmis aliimina tizerinde yavas bir sekilde ayni yonde olacak sekilde
gezdirilir.

II. Pt elektrot bidistile suyla durulandiktan sonra adsorblanmis partikiillerin
uzaklastirilmasi icin 10 dk etanol (% 96) i¢cerisinde sonikatorde bekletilir.

II1. Pt elektrodun yiizeyinin elektrokimyasal olarak temizlenmesi i¢in 15 ml 0.1
N HCI ¢o6zeltisi igerisinde +0.9V ve -0.2V potansiyelleri arasinda 10 tane dongiisel
voltammogram alinir.

Reaksiyon hiicresindeki 15 ml 0.1 N HCl igerisine anilinin kolay ¢dziinmesi i¢in
1.18 g KCI eklendi ve KCI tamamiyla ¢oziindiikten sonra 275 ul 15.12 M anilin
cozeltisi eklendi. 3’lLi elektrot sistemi (Pt calisma elektrodu, Ag/AgCl referans
elektrodu, Pt yardimci elektrot) ¢ozeltiye daldirilarak (-0.2) - (+0.9) V araliginda tarama
hizi 0.05 Vs' olacak sekilde 20 déngii dongisel voltametri yapilir.
Elektropolimerizasyonun tamamlanmasinin ardindan ¢alisma elektrodu ylizeyine 10 pl
% 2.5’lik glutaraldehit eklenir 30 dk bekletilir. Bekleme siiresinin ardindan elektrot
distile suyla yikanir ve azot gazi gegirilerek kurutulur. Polianilin modifiye elektrodu 2
mg/500 ul olarak eppendorff tiipe hazirlanmis CAT enziminin igerisine daldirilir ve 1
saat bekletilir. Enzimin elektrot yiizeyine glutaraldehitin baglanmasi gergeklestikten ve

kalintilar yikandiktan sonra denemelere baslanir.

3.2.4.2. Katalaz Biyosensoriiniin Cahsma Ilkesi

CAT biyosensoriiniin hazirlanmasi i¢in Pt elektrot yiizeyinde polianilinin
elektropolimerizasyonu ile film olusturulmustur. Donglisel voltammogramda

polianilinin indirgenmesinden kaynaklanan bir pik (-0.2 V) gozlenmistir. Bu potansiyel
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degeri esas alinarak amperometrik dlgctimler gerceklestirilmis ve H,O, konsantrasyonlari
bu potansiyelde gézlenen akim siddeti degisimine gore tayin edilmistir.

Biyosensoriin hazirlanmasi esnasinda Pt elektrodun polianilin film ile
modifikasyonu ve glutaraldehit capraz baglayicist kullanilarak gerceklestirilen enzim

immobilizasyonu Sekil 3.2°de sematik olarak gosterilmektedir.

| Pt Elektror Y eyl |

\p o é

Anilin (0, 1M}
lE]ektropnlimt:rizasyon

Glutaraldehit
-

ANA,
AN
AN

Sekil 3. 2. Pt elektrodun polianilin film ile modifikasyonu ve glutaraldehit ¢apraz
baglayicis1 kullanilarak gerceklestirilen enzim immobilizasyonu
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3.2.4.3. Katalaz Biyosensoriiniin Ol¢ciim Diizenegi

Olgiimlerin yapilacagi Palm-sens cihazi oncelikle Pt elektrot iizerinde anilin
filmin olusturulmasi icin bilgisayara baglanir. Bilgisayarda Ps Lite programi agikken
method olarak Amperometric detection segilir ve asagidaki veriler girilir.

t equilibration: 60 (6l¢iim almadan 6nceki denge zamani)

Edc: -0.7 V (Potansiyel)

tinterval: 0.1 s (kag sn’de 1 nokta okudugu)

t run: 1000.0 s (Olgiim siiresi) (300 sn de ekleme yapiliyor)

Sonra; Dongiisel segilir ve asagidaki veriler girilir.
Evixi: -0,3 V (1. Potansiyel degeri)

Evxe: 1,0 V (II. Potansiyel degeri)

Estart: -0,3 V (Baslangi¢ potansiyel degeri)

Scan Rate: 0,020 V/s (Tarama hiz1)

Estep: 0,010

g7
PALM SENSE '

Sekil 3. 3. Ol¢iim sisteminin detaylar: a) Polianilin tabakasma immobilize edilen
CATin bulundugu platin elektrot, b) Ag/AgCl referans elektrot, c¢) Platin yardime1
elektrot, d) Enjeksiyon haznesi, ¢) Manyetik bar, f) Manyetik karistirici, g) Palm Sense
potansiyostat, h) Bilgisayar, J) Termostat
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Daha sonra elektrotlar cihaza baglanip igerisinde 15 ml 100 mM pH:8.0 fosfat
tamponu bulunan reaksiyon hiicresine daldirilip sabitlenirler ve amperometrik 6lgiim
baglatilir. Reaksiyon hiicresinde; oncelikle biyosensor cevabi olan akimin sabitlenmesi
beklenir. Akim sabitlendikten sonra 300. sn’de substrat ilavesi yapilir. Akim diismesi
gbzlenir ve akim tekrar sabitlenene kadar 6lgtim alinir.

Olgiim sonrasinda reaksiyon hiicresi ve elektrotlar saf suyla yikanarak bir
sonraki Ol¢iim i¢in 15 ml 100 mM pH:8.0 fosfat tamponunda bekletilir ve bir sonraki
Ol¢time hazir hale getirilir.

Yapilan denemelerde H,0;’in farkli derisimleri igin dlgtimler alindi. Elde edilen
verilerle hazirlanan grafikten H,O; i¢in dogrusal 6lgiim araligmnin 1.25-7.5 mM arasinda
oldugu belirlendi. CAT Dbiyosensoriiniin  pestisitlerle muamele edildiginde
aktivitesindeki degisimleri gozlemlemek i¢in yapilan denemeler dogrusal Olgiim

araliginda bulunan 3.125 mM H,O; kullanilarak ger¢eklestirildi.

3.24.4. Pestisitlerin Katalaz Biyosensorii Cevabina EtKkisi

Pestisitlerin CAT biyosensoriiniin aktivitesine etkisinin incelenmesi i¢in Tablo
3.5’te verilen konsantrasyonlarda hazirlanan pestisitlerden reaksiyon hiicresine ilave
edilir ve CAT biyosensorii 6lgiim almadan Once inhibisyon i¢in bu ortamda 10 dk
bekletilir. Daha sonra CAT biyosensoriiniin 3.125 mM H;0, i¢in aktivite Ol¢iimii
almarak pestisitlerin biyosensorii hangi 6lciide etkiledikleri hesaplanar.

Elektrotlar cihaza baglanip igerisinde 15 ml 100 mM pH:8.0 fosfat tamponu
bulunan reaksiyon hiicresine daldirilip sabitlenir. 2.2.4.3’deki metoda gore 3.125 mM
H,0; konsantrasyonu i¢in aktivite dl¢limii alindiktan sonra 6l¢iim hiicresi ve elektrotlar
saf suyla yikanarak 10 dk 15 ml 1 mM 2-PAM i¢inde bekletilerek bir sonraki 6l¢iim igin

hazir hale getirilir.
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Tablo 3. 5. Katalaz biyosensori lizerine etkisinin incelendigi pestisit konsantrasyonlari

Stok Malation: 0.484 M
Stoktan eklenen hacim (ul)
50

100

150

200

250

300

Stok Diklorvos: 0.707 M
Stoktan eklenen hacim (pl)
50

100

150

200

250

300

Stok Deltametrin: 0.01484 M
Stoktan eklenen hacim (pl)
50

100

150

200

250

300

Reaksiyon hiicresindeki pestisit kons. (mM)
1.6
3.2
4.8
6.4
8.0
9.6

Reaksiyon hiicresindeki pestisit kons. (mM)
2.35

4.71

7.05

9.40

11.75

14.10

Reaksiyon hiicresindeki pestisit kons. (unM)
0.49
0.98
1.47
1.96
2.45
2.94

Stok Lambda Cyhaloetrin: 0.0296 M

Stoktan eklenen hacim (pl)
50

100

150

200

250

300

Reaksiyon hiicresindeki pestisit kons.(mM)
0.986

1.972

2.958

3.944

4.93

5.916
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BOLUM 4

DENEYLER VE SONUCLAR

4.1. Katalaz Enzimi Aktivite Tayini

H,0, icin Standart Grafik Hazirlanmast: 50 mM pH: 7.5 fosfat tamponu i¢inde
H,O,’in  farkli konsantrasyonlar1 i¢cin Abs degerleri okundu. Calisilan H>0,
konsantrasyonlari; 100 uM - 18 mM araligindadir. Uygun H20; konsantrasyon araligi
1.5 -1.8 mM olarak belirlendi.

Tablo 4. 1. H,0; i¢in okunan Absorbans degerleri

Deneme | Tampon (ul) | H,O, (ul) Abs
Stok H,0, (M) | Kor (mM) 3000 - -

0.003 0.1 2900 100 0.003
0.2 2800 200 0.0616

0.3 2700 300 0.0232

0.4 2600 400 0.0456

0.5 2500 500 0.0024

0.6 2400 600 0.0298

0.005 0.7 2958 42 0.0446
0.8 2952 48 0.0974

0.9 2946 54 0.0158

1 2940 60 0.0714

1.2 2928 72 0.038

1.4 2916 84 0.0904

1.5 2910 90 0.1784

3 2820 180 0.3566

4.5 2730 270 0.4886

6 2640 360 0.6508

7.5 2550 450 0.6874

9 2460 540 0.7826

0.35 10.5 2910 90 1.0012
12 2897.2 102.8 1.1872
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13.5 2884.29 115.71 1.2084

15 2871.43 128.57 1.3936
16.5 2888.57 141.43 1.5704
18 2845.72 154.28 1.65

*CAT (26.6 UN/ml) (pH:7.5, 50 mM fosfat tamponunda), £&=209 nm

2.07

y=0.09390x-0.002848
R%=0.9930

1.57

Abs (nm)
-
o
1

0.5

0 5 10 15 20
[H,0,] mM

Sekil 4. 1. H,0; i¢in standart grafik

Saf CAT Enzimi Aktivite Tayini

26.6 UN/ml saf CAT enzimi 50 mM pH:7.5 fosfat tamponunda hazirland1 ve aktivite
gosterdi. Enzimin substrat1 tiikketme siiresi 3 dk olarak belirlendi. H;O,’in farkli
konsantrasyonlarina kars1 saf CAT enziminin Michealis-Menten grafigi olusturuldu ve

lineer kism1 agagida grafikte verildi.
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0.6
y=0.07493x-0.016
R?=0.9930
0.4
€
£
)]
o
<
0.2 1
0.0 T T T 1
0 2 4 6 8

[H,0,] mM

Sekil 4. 2. H,0,’nin Katalaz i¢in lineer araligi

4.1.1. Katalaz Enzim Aktivitesine Pestisitlerin Etkisi

41.1.1. Malation’un CAT Aktivitesine Etkisi

0.049 mM; 0.098 mM; 0.196 mM; 0.393 mM Malation konsantrasyonlarinin
26.6 UN/ml saf CAT enziminin (50 mM pH: 7.5 fosfat tamponunda) aktivitesi iizerine
etkisi spektrofotometrik olarak olgtilmiistiir. CAT aktivitesi 1dk’da ortamdaki mg CAT
basina diisen absorbans miktar1 olarak tanimlanmis ve deneysel veriler Tablo 4.2°de

verilmistir.

Tablo 4. 2. CAT aktivitesine malation’un etkisi

Pestisit kons. Aktivite % Aktivite % inhibisyon

(mM) (U/mL)
0.049 65.81 99.04 0.96
0.098 65.18 98.07 1.93
0.196 10.22 15.38 84.62
0.393 7.67 11.53 88.47
Aktif enzim 66.45 100 0
Kor - - -

*CAT: 26.6 UN/ml (pH:7.5, 50 mM fosfat tamponunda), Stok H,O,: 0.05 M, (n=5)
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4.1.1.2. Diklorvos’un CAT Aktivitesine Etkisi

0.098 mM; 0.196 mM; 0.393 mM; 0.980 mM Diklorvos konsantrasyonlarinin 4
mg/25 ml (26.6 UN/ml) (50 mM pH: 7.5 fosfat tamponunda) saf CAT enziminin
aktivitesi tizerine etkisi spektrofotometrik olarak olgiilmiistiir. CAT aktivitesi 1dk’da
ortamdaki mg CAT basima diisen absorbans miktari olarak tanimlanmis ve deneysel

veriler Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4. 3. CAT aktivitesine dikorvos’un etkisi

Pestisit kons. Aktivite % Aktivite % inhibisyon

(mM) (U/mL)
0.098 32.59 49.04 50.96
0.196 22.36 35.65 64.35
0.393 15.97 24.04 75.96
0.980 5.75 8.65 91.35
Aktif enzim 66.45 100 0
Kor . . .

*CAT: 26.6 UN/ml (pH:7.5, 50 mM fosfat tamponunda), Stok H,O,: 0.05 M, (n=5)

41.1.3. Deltametrin’in CAT Aktivitesine Etkisi

0.002 mM; 0.004 mM; 0.008 mM; 0.021 mM Deltametrin konsantrasyonlarinin
26.6 UN/ml saf CAT enziminin (50 mM pH: 7.5 fosfat tamponunda) aktivitesi iizerine
etkisi spektrofotometrik olarak dlgiilmiistiir. CAT aktivitesi 1 dk’da ortamdaki mg CAT
basina diisen absorbans miktar1 olarak tamimlanmis ve deneysel veriler Tablo 4.4°de

verilmistir.
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Tablo 4. 4. CAT aktivitesine deltametrin’in etkisi

Pestisit kons Aktivite % Aktivite % inhibisyon

(mM) (U/mL)

0.002 61.34 92.31 7.69

0.004 60.06 90.38 9.62

0.008 35.78 53.85 46.15

0.021 6.39 9.62 90.38
Aktif enzim 66.45 100 0

Kor = = -

*CAT: 26.6 UN/ml (pH:7.5, 50 mM fosfat tamponunda), Stok H,O,: 0.05 M, (n=5)

41.1.4. Lambda Cyhaloetrin’in CAT Aktivitesine Etkisi

0.25 mM; 049 mM, 1.24 mM; 247 mM Lambda Cyhaloetrin
konsantrasyonlarnin 26.6 UN/ml saf CAT enziminin (50 mM pH: 7.5 fosfat
tamponunda) aktivitesi lizerine etkisi spektrofotometrik olarak Olglilmiistir. CAT
aktivitesi 1 dk’da ortamdaki mg CAT basma diisen absorbans miktar1 olarak

tamimlanmis ve deneysel veriler Tablo 4.5’de verilmistir.

Tablo 4. 5. CAT aktivitesine Lambda Cyhaloetrin’in etkisi

Pestisit kons. Aktivite % Aktivite % inhibisyon

(mM) (U/mL)
0.25 65.18 98.08 1.92
0.49 57.51 86.54 13.46
1.24 22.36 33.65 66.35
2.47 8.31 12.5 87.5
Aktif enzim 66.45 100 0
Kor - - -

*CAT: 26.6 UN/ml (pH:7.5, 50 mM fosfat tamponunda), Stok H,O,: 0.05 M, (n=5)
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4.1.2. PME Katalazin 2-PAM {le Rejenerasyonlari

4.1.2.1. Malation’un CAT’a Etkisinin Rejenerasyonu

26.6 UN/ml saf CAT enziminin (50 mM pH: 7.5 fosfat tamponunda), 0.049 mM;
0.098 mM; 0.196 mM; 0.393 mM konsantrasyonlardaki Malation ile muamelesinden
sonra, malationun enzim aktivitesi lizerine etkilerinin 1 mM ve 10 mM 2-PAM ile
rejenerasyonlar1 spektrofotometrik olarak Ol¢lilmiis ve deneysel veriler Tablo 4.6’da

verilmis ve Sekil 4.3’de grafik edilmistir.

Tablo 4. 6. CAT aktivitesine malation’un etkisinin 2-PAM ile rejenerasyonu

% Rejenerasyon

Pestisit Aktivite | o o) Fmteiia:
kons. (mM) | (U/mL) Yo Aktivite | % Inhibisyon | 1 mM 2PAM | 10 mM 2PAM

% rej. % rej.
0.049 65.81 99.04 0.96 - -
0.098 65.18 98.07 1.93 - -
0.196 10.22 15.38 84.62 8.66 12.64
0.393 7.67 11.53 88.47 1.93 4.07
Aktif enzim 66.45 100 0
Kor - - -

*CAT: 26.6 UN/ml (pH:7.5, 50 mM fosfat tamponunda), Stok H,O,: 0.05 M,
rejeneratér 2-PAM: 1mM stok (kiivette 2.33 uM), 10 mM stok (kiivette 23.3 uM), (n=5)

1507

100 -~ inhibisyon
- 1mM 2-PAM ile rejenerasyon

=&~ 10mM 2-PAM ile rejenerasyon

% Aktivite

501

T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
[inh] mM

Sekil 4. 3. Malation i¢in inhibisyon ve rejenerasyon
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4.1.2.2. Diklorvos’un CAT’a Etkisinin Rejenerasyonu

26.6 UN/ml saf CAT enziminin (50 mM pH: 7.5 fosfat tamponunda), 0.098 mM;
0.196 mM; 0.393 mM; 0.980 mM konsantrasyonlardaki Diklorvos ile muamelesinden
sonra, Diklorvosun enzim aktivitesi {lizerine etkilerinin 1 mM ve 10 mM 2-PAM ile
rejenerasyonlart spektrofotometrik olarak olgiilmiis ve deneysel veriler Tablo 4.7°de

verilmis ve Sekil 4.4°te gosterilmistir.

Tablo 4. 7. CAT aktivitesine diklorvos’un etkisinin 2-PAM ile rejenerasyonu

% Rejenerasyon

Pestisit Aktivite | o o) Fmteiia:
kons. (mM) | (U/mL) Yo Aktivite | % Inhibisyon | 1 mM 2PAM | 10 mM 2PAM

% rej. % rej.
0.098 32.59 49.04 50.96 0 0
0.196 22.36 35.65 64.35 0 0
0.393 15.97 24.04 75.96 0 0
0.980 5.75 8.65 91.35 0 0
Aktif enzim 66.45 100 0
Kor - - -

*CAT: 26.6 UN/ml (pH:7.5, 50 mM fosfat tamponunda), Stok H,O,: 0.05 M,
rejenerator 2-PAM: 1mM stok (kiivette 2.33 uM), 10 mM stok (kiivette 23.3 uM), (n=5)
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Sekil 4. 4. Diklorvos i¢in inhibisyon ve rejenerasyon
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4.1.2.3. Deltametrin’in CAT’a Etkisinin Rejenerasyonu

26.6 UN/ml saf CAT enziminin (50 mM pH: 7.5 fosfat tamponunda), 0.002 mM;
0.004 mM; 0.008 mM; 0.021 mM konsantrasyonlardaki Deltametrin ile muamelesinden
sonra, Deltametrin’in enzim aktivitesi tizerine etkilerinin 1 mM ve 10 mM 2-PAM ile
rejenerasyonlart spektrofotometrik olarak olgiilmiis ve deneysel veriler Tablo 4.8°de

verilmis ve Sekil 4.5°te gosterilmistir.

Tablo 4. 8. CAT aktivitesine deltametrin’in etkisinin 2-PAM ile rejenerasyonu

% Rejenerasyon

Pestisit Aktivite % %

kons. (mM) | (U/mL) | Aktivite | inhibisyon | +MM2PAM | 10 mM 2PAM
% rej. % rej.

0002mM | 6134 | 9231 7.69 7.69 7.69

0.004mM | 60.06 | 90.38 9.62 9.62 9.62

0008mM | 3578 5385 46.15 40.38 40.71

0.021mM | 6.39 9.62 90.38 0 0

Aktif enzim | 66.45 100 0

Kor - - -
*CAT: 26.6 UN/ml (pH:7.5, 50 mM fosfat tamponunda), Stok H,O,: 0.05 M,

rejeneratér 2-PAM: 1mM stok (kiivette 2.33 uM), 10 mM stok (kiivette 23.3 uM), (n=5)

150
100 kX
et inhibisyon
2
< B 1mM 2-PAM ile rejenerasyon
<
X * 10mM 2-PAM ile rejenerasyon
50
0 T T T T 1
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025

[inh] mM

Sekil 4. 5. Deltametrin igin inhibisyon ve rejenerasyon
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4.1.2.4. Lambda Cyhaloetrin’in CAT’a Etkisinin Rejenerasyonu

26.6 UN/ml saf CAT enziminin (50 mM pH: 7.5 fosfat tamponunda), 0.25 mM;

049 mM; 124 mM; 2.47 mM konsantrasyonlardaki

Lambda Cyhaloetrin ile

muamelesinden sonra, Lambda Cyhaloetrin’in enzim aktivitesi iizerine etkilerinin 1 mM

ve 10 mM 2-PAM ile rejenerasyonlar1 spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiis ve deneysel

veriler Tablo 4.9°da verilmis ve Sekil 4.6°da gosterilmistir.

Tablo 4. 9. CAT aktivitesine Lambda Cyhaloetrin’in etkisinin 2-PAM ile rejenerasyonu

Pestisit Aktivite %
kons. (mM) | (U/mL) @ Aktivite
0.25 mM 65.18 74.45
0.49 mM 57.71 65.69
1.24 mM 22.36 25.55
2.47 mM 8.31 9.49
Aktif enzim 66.45 100

Kor - -

%

Inhibisyon

25.55

34.31

74.45

90.51
0

% Rejenerasyon

1 mM 2PAM | 10 mM 2PAM

% rej. % rej.
13.15 13.75
17.52 18.41
19.71 19.8
32.85 32.41

*CAT: 26.6 UN/ml (pH:7.5, 50 mM fosfat tamponunda), Stok H,O,: 0.05 M,
rejeneratér 2-PAM: 1mM stok (kiivette 2.33 uM), 10 mM stok (kiivette 23.3 uM), (n=5)
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4.2.  Siiperoksit Dismutaz Enzimi Aktivite Tayini

379.75 UN/ml saf SOD enzimi, 50 mM pH:7.5 Fosfat tamponunda hazirland1 ve
aktivite gosterdi. Enzimin substrat1 tiikketme siiresi 7 dk olarak belirlendi. Riboflavin’in
farkli konsantrasyonlarina karst saf SOD enziminin Michaelis Menten grafigi

olusturuldu ve lineer kismu Sekil 4.7°de verildi.
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Sekil 4. 7. SOD i¢in lineer aralik belirlenmesi

4.2.1. Siiperoksit Dismutaz Enzim Altivitesi Uzerine Pestisitlerin Etkisi

421.1. Malation’un SOD Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

0.049 mM; 0.098 mM; 0.196 mM; 0.393 mM Malation konsantrasyonlarinin
379.75 UN/ml saf SOD enziminin (50 mM pH: 7.5 fosfat tamponunda) aktivitesi

iizerine etkisi spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiis ve deneysel veriler Tablo 4.10°da

verilmistir.
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Tablo 4. 10. SOD enzim aktivitesi tizerine malation’un etkisi

Pestisit kons. | Aktivite % Aktivite | % inhibisyon

(mM) (UN/mL)
0.049 mM 197.61 82.09 17.91
0.098 mM 171.72 71.34 28.66
0.196 mM 148.74 61.79 38.21
0.393 mM 17.95 7.46 92.54
Aktif enzim 240.72 100 -
Kor = = =

*Fosfat tamponu (pH:7.5; 50 mM), 10 M INT, 13 mM Methionine, 13 uM Riboflavin,
0.05 M NayCO0Os3, 379.75 UN/ml SOD, £=560 nm, (n=5)

4.2.1.2. Diklorvos’un SOD Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

0.098 mM; 0.196 mM; 0.393 mM; 0.980 mM Diklorvos konsantrasyonlarinin
379.75 UN/ml saf SOD enziminin (50 mM pH: 7.5 fosfat tamponunda) aktivitesi
iizerine etkisi spektrofotometrik olarak Olgiilmiis ve deneysel veriler Tablo 4.11°de

verilmistir.

Tablo 4. 11. SOD enzim aktivitesi lizerine Diklorvos’un etkisi

Pestisit kons. Aktivite % Aktivite | % inhibisyon

(mM) (UN/mL)
0.098 mM 215.56 89.55 10.45
0.196 mM 150.91 62.69 37.31
0.393 mM 109.53 455 54.5
0.980 mM 120.36 50.0 50.0
Aktif enzim 240.72 100 -
Kor - - -

* Fosfat tamponu (pH:7.5; 50 mM), 10* M INT, 13 mM Methionine, 13 pM
Riboflavin, 0.05 M Na,COg3, 379.75 UN/ml SOD, £=560 nm, (n=5)
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4.2.1.3. Deltametrin’in SOD Enzim Aktivitesi Uzerine EtKisi

0.002 mM; 0.004 mM; 0.008 mM; 0.021 mM Deltametrin konsantrasyonlarinin
379.75 UN/ml saf SOD enziminin (50 mM pH: 7.5 fosfat tamponunda) aktivitesi
iizerine etkisi spektrofotometrik olarak Olgiilmiis ve deneysel veriler Tablo 4.12°de

verilmistir.

Tablo 4. 12. SOD enzim aktivitesi tizerine Deltametrin’in etkisi

Pestisit kons. | Aktivite % Aktivite | % inhibisyon

(mM) (UN/mL)
0.002 154.49 64.18 35.82
0.004 176.04 73.13 26.87
0.008 219.18 91.05 8.95
0.021 298.20 123.88 -
Aktif enzim 240.72 100 -
Kor - = -

*Fosfat tamponu (pH:7.5; 50 mM), 10 M INT, 13 mM Methionine, 13 uM Riboflavin,
0.05 M Na,COs, 379.75 UN/mI SOD, £=560 nm, (n=5)

4.2.1.4. Lambda Cyhaloetrin’in SOD Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

025 mM; 049 mM; 124 mM; 247 mM Lambda Cyhaloetrin
konsantrasyonlarinin  379.75 UN/ml saf SOD enziminin (50 mM pH: 7.5 fosfat
tamponunda) aktivitesi tizerine etkisi spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiis ve deneysel

veriler Tablo 4.13’te verilmistir.
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Tablo 4. 13. SOD enzim aktivitesi izerine Lambda Cyhaloetrin’in etkisi

Pestisit kons. | Aktivite % Aktivite | % inhibisyon

(mM) (UN/mL)
0.25 222.76 92.54 7.46
0.49 208.39 86.57 13.43
1.24 114.97 47.76 52.24
2.47 43.11 17.91 82.09
Aktif enzim 240.72 100 -
Kor = = =

*Fosfat tamponu (pH:7.5; 50 mM), 10* M INT, 13 mM Methionine, 13 uM Riboflavin,
0.05 M NaCOs, 379.75 UN/ml SOD, £=560 nm, (n=5)

4.2.2. PME Siiperoksit Dismutazin 2-PAM ile Rejenerasyonlar

4.2.2.1. Malation’un Siiperoksit Dismutaz’a Etkisinin Rejenerasyonu

379.75 UN/ml saf SOD enziminin (50 mM pH: 7.5 fosfat tamponunda), 0.049
mM; 0.098 mM; 0.196 mM; 0.393 mM konsantrasyonlardaki Malation ile
muamelesinden sonra, malationun enzim aktivitesi tizerine etkilerinin 1 mM ve 10 mM
2-PAM ile rejenerasyonlar1 spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiis ve deneysel veriler Tablo

4.14°te verilmis ve Sekil 4.8’de gosterilmistir

Tablo 4. 14. SOD aktivitesine malation’un etkisinin 2-PAM ile rejenerasyonu

% Rejenerasyon

PeSt(';'fw‘;o”S' (ﬁﬁ/"r;"tf) Asz\)/i o | %inh 1 mM 2PAM | 10 M 2PAM
Y0 rej. % rej.

0.049 19761 | 8209 | 1791 i 1.09
0.098 171.72 | 7134 | 28.66 2.09 2.76
0.196 14874 | 6179 | 3821 113 0.36
0.393 17.95 746 | 9254 i i

Aktif enzim 240.72 100 -
Kor i i i

*Fosfat tamponu (pH:7.5; 50 mM), 10 M INT, 13 mM Methionine, 13 uM Riboflavin,
0.05 M Na,COs, 379.75 UN/ml SOD, 560 nm rejenerator 2-PAM: 1mM stok (kiivette
2.33 uM), 10 mM stok (kiivette 23.3 uM)), (n=5)
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Sekil 4. 8. Malation igin inhibisyon ve rejenerasyon

4.2.2.2. Diklorvos’un SOD’a Etkisinin Rejenerasyonu

379.75 UN/ml saf SOD enziminin (50 mM pH: 7.5 fosfat tamponunda), 0.098
mM; 0.196 mM; 0.393 mM; 0.980 mM konsantrasyonlardaki Diklorvos ile
muamelesinden sonra, Diklorvosun enzim aktivitesi tizerine etkilerinin 1 mM ve 10 mM
2-PAM ile rejenerasyonlar1 spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiis ve deneysel veriler Tablo

4.15°te verilmis ve Sekil 4.9’da gosterilmistir.

Tablo 4. 15. SOD aktivitesine Diklorvos’un etkisinin 2-PAM ile rejenerasyonu

% Rejenerasyon

Pes&'ﬂf\ﬂﬁons' (ﬁﬁ/"rgtf) AKZ‘\’” o | %inh. 1 mM 2PAM | 10 mM 2PAM
Y0 rej. % rej.

0.098 21556 | 8955 | 10.45 i i
0.196 15091 | 6269 | 3731 i i
0.393 10953 | 455 | 545 i 0.02
0.980 120.36 500 | 500 i i

Aktif enzim 240.72 100 -
Kor i i i

*Fosfat tamponu (pH:7.5; 50 mM), 10 M INT, 13 mM Methionine, 13 uM Riboflavin,
0.05 M Na,COs, 379.75 UN/ml SOD, 560 nm, rejenerator 2-PAM: 1mM stok (kiivette
2.33 uM), 10 mM stok (kiivette 23.3 uM)), (n=5)
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Sekil 4. 9. Diklorvos i¢in inhibisyon ve rejenerasyon
4.2.2.3. Deltametrin’in SOD’a Etkisinin Rejenerasyonu

379.75 UN/ml saf SOD enziminin (50 mM pH: 7.5 fosfat tamponunda), 0.002
mM; 0.004 mM; 0.008 mM; 0.021 mM konsantrasyonlardaki Deltametrin ile
muamelesinden sonra, Deltametrin’in enzim aktivitesi tizerine etkilerinin 1 mM ve 10
MM 2-PAM ile rejenerasyonlar1 spektrofotometrik olarak ol¢iilmiis ve deneysel veriler

Tablo 4.16°da verilmis ve Sekil 4.10’da gosterilmistir.

Tablo 4. 16. SOD aktivitesine deltametrin’in etkisinin 2-PAM ile rejenerasyonu

Pestisit kons. | Aktivite % % Rejenerasyon
(MM) | (UN/mL) | Aktivite | inh, | LMM2PAM | 10 mM 2PAM
% akt. | % rej. | % akt. | % rej.
0.002 154.49 64.18 35.82  65.67 1.49 91.04 26.86
0.004 176.04 73.13 26.87 @ 67.16 - 71.64 -
0.008 219.18 91.05 8.95 | 70.22 - 83.58 -
0.021 298.20 123.88 - 120.9 - 95.52 -
Aktif enzim 240.72 100 -
Kor - - -

*Fosfat tamponu (pH:7.5; 50 mM), 10 M INT, 13 mM Methionine, 13 uM Riboflavin,
0.05 M Na,COs, 379.75 UN/ml SOD, 560 nm rejenerator 2-PAM: 1mM stok (kiivette
2.33 uM), 10 mM stok (kiivette 23.3 uM)), (n=5)
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Sekil 4. 10. Deltametrin i¢in inhibisyon ve rejenerasyon
4.2.24. Lambda Cyhaloetrin’in SOD’a Etkisinin Rejenerasyonu

379.75 UN/ml saf SOD enziminin (50 mM pH: 7.5 fosfat tamponunda), 0.25
mM; 0.49 mM; 1.24 mM; 2.47 mM konsantrasyonlardaki Lambda Cyhaloetrin ile
muamelesinden sonra, Lambda Cyhaloetrin’in enzim aktivitesi iizerine etkilerinin 1 mM
ve 10 mM 2-PAM ile rejenerasyonlar1 spektrofotometrik olarak 6lglilmiis ve deneysel

veriler Tablo 4.17°de verilmis ve Sekil 4.11°de gosterilmistir.

Tablo 4. 17. SOD aktivitesine Lambda Cyhaloetrin’in etkisinin 2-PAM ile
rejenerasyonu

% Rejenerasyon

PeSt('r;'fw‘;O”S' (ﬁﬁ/'xq'tf) AKZ‘\’H e | YoInh. " TmM2PAM | 10mM 2PAM
% rej. % rej.
0.002 22276 | 9254 | 7.46 i i
0.004 20839 | 8657 | 13.43 i i
0.008 11497 | 47.76 | 5224 i i
0.021 43.11 1791 | 82.09 i i
Aktif enzim 240.72 100 -
Kor - -

*Fosfat tamponu (pH:7.5; 50 mM), 10 M INT, 13 mM Methionine, 13 uM Riboflavin,
0.05 M Na,COs, 379.75 UN/ml SOD, 560 nm rejenerator 2-PAM: 1mM stok (kiivette
2.33 uM), 10 mM stok (kiivette 23.3 uM)), (n=5)
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Sekil 4. 11. Lambda Cyhaloetrin i¢in inhibisyon ve rejenerasyon

4.3.  Glutatyon Peroksidaz Enzimi Aktivite Tayini

0.5 UN/ml saf Glutation peroksidaz enzimi, 200 mM pH:8.0 Tris tamponunda
hazirlandi ve aktivite gdsterdi. Enzimin substrati tilketme siiresi 5 dk olarak belirlendi.
NADPH’in farkli konsantrasyonlarina karst saf glutation peroksidaz enziminin

Michaelis-Menten grafigi olusturuldu ve lineer kismi1 asagida Sekil 4.12°de verildi.
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Sekil 4. 12. GSH-Px lineer aralik
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4.3.1. GSH-Px Enzim AKktivitesi Uzerine Pestisitlerin EtKisi

4.3.1.1. Malation’un GSH-Px Aktivitesine Etkisi

0.049 mM; 0.098 mM; 0.196 mM; 0.393 mM Malation konsantrasyonlarinin 0.5
UN/ml saf GSH-Px enziminin (200 mM pH: 8.0 Tris tamponunda) aktivitesi {izerine

etkisi spektrofotometrik olarak 6lgiilmiis ve deneysel veriler Tablo 4.18’de verilmistir.

Tablo 4. 18. GSH-Px aktivitesine malation’un etkisi

Pestisit Aktivite % %

kons. (mM) | (U/L) | Aktivite @ Inhibisyon

0.049 0.675 114.75 -

0.098 0.610 103.83 -

0.196 0.588 100 -

0.393 0.482 81.97 18.03
Aktif enzim | 0.588 100 -

Kor - - -

*Tris tamponu (pH:8.0; 200 mM), GSH-Rd (10 UN/ml), GSH-Px (0.5 UN/ml), GSH
(0.1 M), t-biitil hidroperoksit (7mM), NADPH (1.5mM), £=340 nm, (n=3)

4.3.1.2. Diklorvos’un GSH-Px Aktivitesi Uzerine EtKisi

0.098 mM; 0.196 mM; 0.393 mM; 0.980 mM Diklorvos konsantrasyonlarinin
0.5 UN/ml saf GSH-Px enziminin (200 mM pH: 8.0 Tris tamponunda) aktivitesi {izerine

etkisi spektrofotometrik olarak 6lgiilmiis ve deneysel veriler Tablo 4.19°da verilmistir.
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Tablo 4. 19. GSH-Px aktivitesine dikorvos’un etkisi

Pestisit Aktivite % %
kons. (mM) | (U/L) | Aktivite @ Inhibisyon
0.098 0.025 4.37 95.63
0.196 0.019 3.28 96.72
0.393 0.013 2.19 97.81
0.980 0.006 1.09 98.91
Aktif enzim | 0.588 100 -

Kor = = =

*Tris tamponu (pH:8.0; 200 mM), GSH-Rd (10 UN/ml), GSH-Px (0.5 UN/ml), GSH
(0.1 M), t-biitil hidroperoksit (7mM), NADPH (1.5mM), £=340 nm, (n=3)

4.3.1.3. Deltametrin’in GSH-Px Aktivitesi Uzerine Etkisi

0.002 mM; 0.004 mM; 0.008 mM; 0.021 mM Deltametrin konsantrasyonlarinin
0.5 UN/ml saf GSH-Px enziminin (200 mM pH: 8.0 Tris tamponunda) aktivitesi {izerine

etkisi spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiis ve deneysel veriler Tablo 4.20°de verilmistir.

Tablo 4. 20. GSH-Px aktivitesine Deltametrin’in etkisi

Pestisit Aktivite % %
kons. (mM) | (U/L) | Aktivite | inhibisyon
0.002 0.103 17.49 82.51
0.004 0.068 11.48 88.52
0.008 0.058 9.84 90.16
0.021 0.035 6.01 93.99
Aktif enzim | 0.588 100 -

Kor - - -

*Tris tamponu (pH:8.0; 200 mM), GSH-Rd (10 UN/ml), GSH-Px (0.5 UN/ml), GSH
(0.1 M), t-biitil hidroperoksit (7mM), NADPH (1.5mM), £=340 nm, (n=3)
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4.3.1.4. Lambda Cyhaloetrin’in GSH-Px Aktivitesine Etkisi

025 mM; 049 mM; 124 mM; 247 mM Lambda Cyhaloetrin
konsantrasyonlarmin 0.5 UN/ml saf GSH-Px enziminin (200 mM pH: 8.0 Tris
tamponunda) aktivitesi tizerine etkisi spektrofotometrik olarak ol¢lilmiis ve deneysel

veriler Tablo 4.21°de verilmistir.

Tablo 4. 21. GSH-Px aktivitesi izerine Lambda cyhaloetrin’in etkisi

Pestisit Aktivite % %
kons. (mM) | (U/L) | Aktivite = Inhibisyon

0.25 mM 0.576 97.81 2.19

0.49 mM 0.553 93.99 6.01

1.24 mM 0.517 87.98 12.02

2.47 mM 0.325 55.19 4481
Aktif enzim | 0.588 100 -
Kor = = =

*Tris tamponu (pH:8.0; 200 mM), GSH-Rd (10 UN/ml), GSH-Px (0.5 UN/ml), GSH
(0.1 M), t-biitil hidroperoksit (7mM), NADPH (1.5mM), 340 nm, (n=3)

4.3.2. PME Glutatyon Peroksidazin 2-PAM {le Rejenerasyonlar:

43.2.1. Malation’un GSH-Px’a EtKkisi

0.5 UN/ml saf GSH-Px enziminin (200 mM pH: 8.0 Tris tamponunda), 0.049
mM; 0.098 mM; 0.196 mM; 0.393 mM konsantrasyonlardaki Malation ile
muamelesinden sonra, malationun enzim aktivitesi tizerine etkilerinin 1 mM ve 10 mM

2-PAM ile rejenerasyonlar1 spektrofotometrik olarak ol¢iilmiis ve deneysel veriler Tablo

4.22’de verilmis ve Sekil 4.13’te grafik edilmistir.
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Tablo 4. 22. GSH-Px aktivitesine malation’un etkisinin 2-PAM ile rejenerasyonu

Pestisit kons. | Akt % Y6Rejenerasyon
. 1o
(mM) (UIL) Yo Akt. inh. 1 m(;/l 2I?AM 10 n;M 2I_3AM
0 reJ. Y0 rej.
0.049 0.675 @ 114.75 - - -
0.098 0.610 & 103.83 - - -
0.196 0.588 100 - - -
0.393 0.482 @ 81.97 | 18.03 1.09 -
Aktif enzim | 0.588 100 -
Kor - - -

*Tris tamponu (pH:8.0; 200 mM), GSH-Rd (10 UN/ml), GSH-Px (0.5 UN/ml), GSH
(0.1 M), t-biitil hidroperoksit (7mM), NADPH (1.5mM), 340 nm, rejenerator 2-PAM:
1mM stok (kiivette 2.33 uM), 10 mM stok (kiivette 23.3 uM), (n=3)
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Sekil 4. 13. Malation i¢in inhibisyon ve rejenerasyon
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4.3.2.2. Diklorvos’un GSH-PX’a Etkisinin Rejenerasyonu

0.5 UN/ml (200 mM pH: 8.0 Tris tamponunda) saf GSH-Px enziminin, 0.098
mM; 0.196 mM; 0.393 mM; 0.980 mM konsantrasyonlardaki Diklorvos ile
muamelesinden sonra, Diklorvosun enzim aktivitesi tizerine etkilerinin 1 mM ve 10 mM
2-PAM ile rejenerasyonlari spektrofotometrik olarak dlgiilmiis ve deneysel veriler Tablo
4.23’te verilmis ve Sekil 4.14’te grafik edilmistir.

Tablo 4. 23. GSH-Px aktivitesine Diklorvos’un etkisinin 2-PAM ile rejenerasyonu

Pestisit kons. | Akt. | % Akt. | % Rejenerasyon
(mM) (UL) inh. ' 1 mM2PAM | 10 mM 2PAM
% rej. % rej.
0.098 0.025 = 4.37 | 95.63 - 0.04
0.196 0.019 | 328 | 96.72 0.03 -
0.393 0.013 219 9781 - 0.01

0.980 0.006 1.09 98.91 - -
Aktif enzim | 0.588 100 -
Kor - - -

*Tris tamponu (pH:8.0; 200 mM), GSH-Rd (10 UN/ml), GSH-Px (0.5 UN/ml), GSH
(0.1 M), t-biitil hidroperoksit (7mM), NADPH (1.5mM), 340 nm, rejenerator 2-PAM:
1mM stok (kiivette 2.33 uM), 10 mM stok (kiivette 23.3 uM)), (n=3)

1507

100
=& inhibisyon

=B 1mM 2-PAM ile rejenerasyon

% Aktivite

-‘- 10mM 2-PAM ile rejenerasyon
50

0.0 0.5 1.0 1.5
[inh] mM

Sekil 4. 14. Diklorvos i¢in inhibisyon ve rejenerasyon
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4.3.2.3. Deltametrin’in GSH-Px’a Etkisinin Rejenerasyonu

0.5 UN/ml saf GSH-Px enziminin (200 mM pH: 8.0 Tris tamponunda), 0.002
mM; 0.004 mM; 0.008 mM; 0.021 mM konsantrasyonlardaki Deltametrin ile
muamelesinden sonra, Deltametrin’in enzim aktivitesi tizerine etkilerinin 1 mM ve 10
mM 2-PAM ile rejenerasyonlar1 spektrofotometrik olarak dl¢iilmiis ve deneysel veriler

Tablo 4.24°te verilmis ve Sekil 4.15’te grafik edilmistir.

Tablo 4. 24. GSH-Px aktivitesine Deltametrin’in etkisinin 2-PAM ile rejenerasyonu

.. Rejenerasyon
PeSt('rSIﬁVIk)O”S' (ﬁﬁt_‘) % AKE, iz/ﬁ_ 1mM 2PAM |10 mM 2PAM
Y0 rej. % rej.
0.002 0.103 = 17.49 8251 0.53 0.43
0.004 0.068 | 11.48 @ 88.52 - -
0.008 0.058 9.84 90.16 - -
0.021 0.035 6.01 93.99 0.01 -
Aktif enzim = 0.588 100 -
Kor - - -

*Tris tamponu (pH:8.0; 200 mM), GSH-Rd (10 UN/ml), GSH-Px (0.5 UN/ml), GSH
(0.1 M), t-biitil hidroperoksit (7mM), NADPH (1.5mM), 340 nm, rejenerator 2-PAM:
1mM stok (kiivette 2.33 uM), 10 mM stok (kiivette 23.3 uM)), (n=3)

150 7

. 100 Inhibisyon
E - 1mM 2-PAM ile rejenerasyon
j(‘ = 10mM 2-PAM ile rejenerasyon
<

50
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0 T T T T 1
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025

[inh] mM

Sekil 4. 15. Deltametrin i¢in inhibisyon ve rejenerasyon
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4.3.24. Lambda Cyhaloetrin’in GSH-PXx’a Etkisinin Rejenerasyonu

0.5 UN/ml saf GSH-Px enziminin (200 mM pH: 8.0 Tris tamponunda), 0.25
mM; 0.49 mM; 1.24 mM; 2.47 mM konsantrasyonlardaki Lambda Cyhaloetrin ile
muamelesinden sonra, Lambda Cyhaloetrin’in enzim aktivitesi iizerine etkilerinin 1 mM
ve 10 mM 2-PAM ile rejenerasyonlar1 spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiis ve deneysel

veriler Tablo 4.25’te verilmis ve Sekil 4.16’da grafik edilmistir.

Tablo 4. 25. GSH-Px aktivitesine Lambda Cyhaloetrin’in etkisinin 2-PAM ile
rejenerasyonu

% Rejenerasyon

PeSt('szk)O”s' (ﬁﬁt_‘) % AkL. i:]/; 1mM 2PAM |10 mM 2PAM
Y0 rej. % rej.
0.25 0576 97.81 @ 2.19 i i
0.49 0553 | 93.99 | 6.01 0.03 0.12
1.24 0517 87.98 @ 12.02 0.94 i
2.47 0.325 | 5519 | 44.81 i i
Aktif enzim | 0.588 100 -
Kor i i i

*Tris tamponu (pH:8.0; 200 mM), GSH-Rd (10 UN/ml), GSH-Px (0.5 UN/ml), GSH
(0.1 M), t-biitil hidroperoksit (7mM), NADPH (1.5mM), 340 nm, rejenerator 2-PAM:
1mM stok (kiivette 2.33 uM), 10 mM stok (kiivette 23.3 uM), (n=3)
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Sekil 4. 16. Lambda Cyhaloetrin i¢in inhibisyon ve rejenerasyon
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4.4. Katalaz Biyosensoriine Ait Bulgular

4.4.1. Anilin Elektropolimerizasyonu

CAT Biyosensoriiniin gelistirilmesinde ilk asama olarak Sekil 3.2°de gdsterildigi
gibi Pt elektrot ylizeyi anilinin elektropolimerizasyonu sonucu olusan polianilin ile
kaplandi. Elektrot ylizeyinin polianilin kaplanmasmin kontrolii amaciyla alinan
voltammogram asagida Sekil 4.17°de gosterilmistir. Ardindan c¢apraz baglayict

glutaraldehit ile polianilin tabakasina enzim molekiillerinin baglanmasi saglanmustir.

Scan 20

CurrentfmA

Potential/V

Sekil 4. 17. Anilinin 20 dongiiyle -0.2 & 0.9 V aras1 alinan dongiisel voltammogram ile
elektropolimerizasyonu sonucunda elde edilen polianilin grafigi
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Anilin elektropolimerizasyonundan sonra elektrot bol destile suyla yikanarak
yizeyine 10ul % 2.5°lik glutaraldehit eklenir 30 dk bekletilir. Bekleme siiresinin
ardindan elektrot distile suyla yikanir ve azot gazi gegirilerek kurutulur. Polianilin
modifiye elektrodu 2 mg/500 ul olarak eppendorff’a hazirlanmis CAT enziminin
icerisine daldirilir ve 1 saat bekletilir. Enzimin elektrot yiizeyine glutaraldehitin

baglanmasi gerceklestikten sonra denemelere baglanir.

4.4.2. Biyosensoriin H,O; Tayini I¢cin Uygulanabilirligi

Anilin elektropolimerizasyonu ve ¢apraz baglayici glutaraldehit ile hazirlanan
CAT Biyosensoriiniin substrati olan H,O; i¢in uygunlugunun belirlenmesi i¢in H2O2 nin
artan konsantrasyonlari i¢in Ol¢iimler alindi. HO; nin artan konsantrasyonlarina karsi

biyosensor cevabi olan akimin da arttig1 goriilmiistiir ve Sekil 4.18°de gosterilmistir.

=1 25mM H,;0,

oty gl
|

~ 375 mM H,0

CurrentipA

B WP pd U o 625 mM H0,

S -

Time's

Sekil 4. 18. 2.5 mM, 3.75 mM, 6.25 mM H,0; i¢in alinan biyosensor cevabi
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Elde edilen grafiklere ve tekrarlanabilirlik sonuclarna gore Anilin
elektropolimerizasyonu ve c¢apraz baglayict glutaraldehit ile hazirlanan CAT
biypsensoriiniin substratt H,O; i¢in uygun oldugu goriilmiis ve CAT biyosensdriiniin

dogrusal tayin araligi denemelerine gecilmistir.

4.4.3. Biyosensoriin H,O, I¢cin Dogrusal Tayin Arahg

Biyosensoriin  hidrojen peroksit cevaplar1 i¢in dogrusal tayin araliginin
belirlenmesi amaciyla yapilan denemelerde 1.25; 1.87; 2.5; 3.125; 3.75; 4.375; 5; 5.625;
6.25; 6.875; 7.5; 8.125 mM H,0, derisimleri i¢in Ol¢iimler alindi. Elde edilen
sonu¢lardan H,0; i¢in dogrusal 6l¢iim araliginin 1.25 — 7.5 mM arasinda oldugu
belirlendi. Biyosensoriin hidrojen peroksit cevaplari igin dogrusal tayin araligi Sekil

4.19°da gosterilmistir.

1.07

y=0.1395x-0.1912 ]

R?=0.9799
0.8

0.6

A gmr)

0.4+

H,0, kons. (mM)

Sekil 4. 19. Katalaz biyosensoriiniin H;0- i¢in dogrusal tayin araligi
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CAT Dbiyosensoriiniin  pestisitlerle muamele edildiginde aktivitesindeki
degisimleri gézlemlemek i¢in yapilan denemeler dogrusal 6l¢iim araliginda bulunan

3.125 mM H,0; kullanilarak gerceklestirildi.

4.4.4. Biyosensoriin 2-PAM ile Rejenerasyonu

Biyosensoriin  pestisitlerle muamelesinden sonra 2-PAM ile rejenere
olabilirliklerinin incelenmesi igin, pestisitle muamele edilmeden 6nce biyosensoriin
3.125 mM H,0; i¢in aktivite 6l¢iimii alindi. Daha sonra her bir pestisitin (Malation,
Diklorvos, Deltametrin, Lambda Cyhalotrein) sabit bir konsantrasyonu kullanilarak
3.125 mM H,0; i¢in tekrar aktivite Olciimii alindi. Bir 6l¢iimden digerine gegerken
biyosensoriin  rejenerasyonunun  kontrolii i¢in  biyoaktif tabakali  elektrot,
spektrofotometrik ¢aligmalarda CAT enziminin rejenerasyonu i¢in uygun bulunan 1
MM 2-PAM igerisinde 10 dk bekletildi ve yeniden biyosensoriin 3.125 mM H,0; i¢in
aktivite 6l¢iimii alindi. Bu islem her pestisit i¢in 5 kere tekrarlandi.

4.71 mM Diklorvos ile muamele edilmis CAT biyosensori’niin 1 mM 2-PAM
ile rejenerasyonu i¢in 3.125 mM H,0; i¢in arka arkaya 5 Ol¢lim alinmis ve sonuglar

Sekil 4.20°de gosterilmistir.

e Aktif enzim
e inhibisyon
e Rejenerasyon
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Olgiim sayisi

Sekil 4. 20. Diklorvos i¢in rejenerasyon grafigi
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1.47 mM Deltametrin ile muamele edilmis CAT biyosensori’niin 1 mM 2-PAM ile
rejenerasyonu igin 3.125 mM H,0; i¢in arka arkaya 5 6lgiim alinmis ve sonuglar Sekil

4.21°de gosterilmistir.

0.20 1
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Sekil 4. 211. Deltametrin i¢in rejenerasyon grafigi

Malation ve Lambda cyhaloetrin i¢in yapilan rejenerasyon ¢aligmasinda 2-PAM ile

rejenerasyon gozlenmemistir.

4.4.5. Pestisitlerin Katalaz Biyosensorii Aktivitesine Etkileri

Pestisitlerin (Malation, Diklorvos, Deltametrin, Lambda Cyhalotrein) Tablo
3.5°te belirlenen konsantrasyonlarda CAT biyosensorii cevabi iizerine etkisinin
incelenmesi i¢in 3.125 mM H,0; kullanildi. 3.125 mM H;0; i¢in aktivite Olgiimii
alinarak pestisitlerin biyosensorii hangi 6l¢iide etkiledikleri hesaplandi. Biyosensorle bir
Ol¢limden digerine gegerken enzim rejenerasyonu igin elektrot 1 mM 2-PAM c¢ozeltisi
icinde 10 dk bekletildi. Her bir pestisitin farkli konsantrasyonlarina kars1 elde edilen
veriler Sekil 4.22, 4.24, 4.26 ve 4.27°de gosterilmistir.
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Al (mA)

AA! (pAr)

0.4 7

0.3 1

0.2 1

Sekil 4. 22. Diklorvos inhibisyonuna ait biyosensor cevabi
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Sekil 4. 22 Diklorvos igin lineer inhibisyon grafigi
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0.00
2
Deltametrin (@M)

Sekil 4. 23 Deltametrin inhibisyonuna ait biyosensor cevabi
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Sekil 4. 24 Deltametrin i¢in lineer inhibisyon grafigi
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Sekil 4. 25 Malation inhibisyonuna ait biyosensor cevabi

0.51

0.1+

0.0 1 1 1
0 2 4 6 8

Lambda cyhaloetrin (mM)

Sekil 4. 267. Lambda Cyhaloetrin inhibisyonuna ait biyosensor cevabi

Elde edilen verilere gore Pestisit tayinine yonelik CAT biyosensoriiniin
gelistirilmesi i¢in Deltametrin ve Diklorvos pestisitleri lineer inhibisyon gdsterirken,
Malation ve Lambda cyhalothrin inhibisyon gostermemistir. Bu nedenle Deltametrin ve
Diklorvos’un CAT temelli biyosensorle tayin edilmelerinin miimkiin oldugu deney

sonuglarindan goriilmektedir.
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BOLUM 5

TARTISMA

Bu tezin baslangi¢c asamasinda yapilan kaynak ve literatiir taramalar1 sonucunda
genellikle pestisitlerin in vivo ortamdaki etkilerinin incelendigi literatiirler rastlanmistir.
Pestisitlerin in vitro ortamda antioksidan enzim aktiviteleri lizerine etkilerine ait az
sayida literatiirlere rastlanmistir. Ancak pestisitlerin antioksidan enzim aktiviteleri
iizerine  etkilerinin  rejenerasyonunun incelendigi  bir literatiir = calismasina
rastlanmamustir.

Bu calismada da Trakya bolgesinde yaygm kullanildiklarini tespit ettigimiz
pestisitlerden Diklorvos, Malation, Deltametrin, Lambda cyhaloetrin’in antioksidan
savunma enzimlerinden olan CAT, SOD ve GSH-Px aktivitesi iizerine etkileri
incelendi. Calismanin devaminda literatiir taramalar1 sonucunda rejenarator olarak
belirledigimiz 2-PAM’mn pestisitlerle muamele edilmis olan enzimleri ne Olgilide
rejenere edebilecegi incelendi. Tez ¢alismasi kapsaminda belirlenen pestisitlerin, CAT,
SOD, GSH-Px enzimlerinin aktivitelerini ne 6l¢lide inhibe ettikleri ve bu etkinin 2-
PAM ile ne 6lgiide rejenere edilebildigi incelendi. Veriler elde edildikten sonra kendi
aralarinda ve benzer literatiirlerdeki verilerle kiyaslanarak rejenerasyonu anlamhi ve
yiiksek bulunan enzimin, uygun bulunan pestisitin tayini i¢in biyosensorde biyoaktif
bilesen olarak kullanilabilirligi de incelendi.

CAT aktivitesi tizerine pestisitlerin etkisi,

CAT aktivitesi 3.2.1.1°de belirtildigi gibi 209 nm’de spektrofotometrik olarak
oOlgiildii. CAT igin H,O2’nin lineer konsantrasyon araligi 1.5-7.5 mM olarak belirlendi
ve Sekil 4.2°de verildi. Pestisitlerin CAT aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi i¢in
Sekil 4.2°de verilen lineer H,0, konsantrasyon araliginda bulunan 3.125 mM H;0,
kullanildi.
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Malation, Diklorvos, Deltametrin, Lambda Cyhaloetrin pestisitlerinin enzim
aktiviteleri lizerine hangi konsantrasyonlarinin etkilerinin incelenecegi on ¢aligmalarla
belirlendi ve Tablo 3.4’te verildi.

Malation’un 0.049 mM, 0.098 mM, 0.196 mM ve 0.393 mM
konsantrasyonlarinin enzimler {izerine etkisi incelendi.

Malation’un CAT enzim aktivitesi lizerine etkisine ait sonuglar Tablo 4.2’de ve
Sekil 4.3°te verildi. Elde edilen verilere gore 0.049 mM malation igin % 0.96, 0.098
mM malation i¢in % 1.93, 0.196 mM malation i¢in % 84.62, 0.393 mM malation i¢in %
88.47 inhibisyon Olglildi. Sonug¢lardan gorildiigiic gibi  malation’un artan
konsantrasyonu ile CAT enzimi aktivitesinde diisiis olmaktadir. Literatiir ¢alismalarinda
malation’un CAT aktivitesi lizerine etkisinin in vitro olarak dl¢iimiine ait sinirli sayida
makaleye rastlanmistir, bu konudaki g¢alismalarin ¢ogu in vivo ortamdadir. Ancak
malation’un CAT aktivitesi lizerine etkisinin in vivo ve in vitro olarak ol¢iildigi
makalelerde de malation’un CAT enzim aktivitesini inhibe ettigi veriler bulunmaktadir
[51, 54].

Diklorvos’un 0.098 mM, 0.196 mM, 0393 mM ve 0980 mM
konsantrasyonlarinin enzim tizerine etkisi incelendi.

Diklorvos’un CAT enzim aktivitesi tlizerine etkisine ait sonuglar Tablo 4.7 ve
Sekil 4.4’te verildi. Elde edilen verilere gére 0.098 mM diklorvos i¢in % 50.96, 0.196
mM diklorvos i¢in % 64.35, 0.393 mM diklorvos i¢in % 75.96 ve 0.980 mM diklorvos
icin % 91.35 inhibisyon olciildii. Sekil 4.4’te de goriildiigii gibi diklorvos’un artan
konsantrasyonlar1 ile dogru orantili bir inhibisyon gozlendi. Literatiir caligmalarinda da
diklorvos’un CAT enzim aktivitesini inhibe ettigi veriler bulunmaktadir [88, 89].

Deltametrin’in  0.002 mM, 0.004 mM, 0.008 mM ve 0.021 mM
konsantrasyonlarinin enzim {izerine etkisi incelendi.

Deltametrin’in CAT enzim aktivitesi lizerine etkisine ait sonuglar Tablo 4.8 ve
Sekil 4.5’te verildi. Elde edilen verilere gore 0.002 mM Deltametrin i¢in % 7.69, 0.004
mM Deltametrin i¢in % 9.62, 0.008 mM Deltametrin i¢in % 46.15 ve 0.021 mM
Deltametrin igin % 90.38 inhibisyon Ol¢lildii. Sekil 4.5’te de gorildigi gibi
Deltametrin’in artan konsantrasyonlari ile dogru orantili bir inhibisyon gozlendi.
Literatiir ¢alismalarinda da Deltametrin’in CAT enzim aktivitesini inhibe ettigi veriler

bulunmaktadir [90].
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Lambda cyhaloetrin’in 0.25 mM, 049 mM, 1.24 mM, 247 mM
konsantrasyonlarinin enzimler {izerine etkisi incelendi.

Lambda cyhaloetrin’in CAT enzim aktivitesi iizerine etkisine ait sonuglar Tablo
4.9 ve Sekil 4.6°da verildi. Elde edilen verilere gére 0.25 mM Lambda cyhaloetrin i¢in
% 25.55, 0.49 mM Lambda cyhaloetrin i¢in % 34.31, 1.24 mM lambda cyhaloetrin i¢in
% 75.45, 1.47 mM Lambda cyhaloetrin i¢in % 90.51 inhibisyon 6l¢iildii. Sekil 4.6’da da
goriildiigii gibi lambda cyhaloetrin’in artan konsantrasyonlariyla dogru orantili bir
inhibisyon go6zlendi. Literatiir c¢alismalarinda lambda cyhaloetrin’in CAT enzim
aktivitesi lizerine etkisinin incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Pestisitlerle muamele edilmis CAT enziminin rejenerasyonu;

CAT enzimi aktivitesi tlizerine malation, diklorvos, deltametrin, lambda
cyhaloetrin’in inhibisyon etki gosterdigi elde edilen verilerden ve literatiir
calismalarindan goriilmektedir. Bu inhibisyon etkisinin rejenerasyonu c¢alismasi igin
literatiir caligmalarindan karar verilen 2-PAM’in 1 mM ve 10 mM konsantrasyonlarmin
pestisitlerle muamele edilmis CAT enzim aktivitesi iizerine etkisi incelendi [35].
Calisilan pestisitlerin 2-PAM ile rejenerasyonuna ait literatiir galigmasi bulunamamastir.

Malation ile muamele edilmis CAT enziminin 1 mM ve 10 mM 2-PAM ile
rejenerasyonunun 6l¢iilmesi i¢in yapilan denemeler sonucunda elde edilen veriler Tablo
4.6’da ve Sekil 4.3’te verildi. Elde edilen verilere gore 0.196 mM malation ile muamele
edilmis CAT enzimi 1 mM 2-PAM ile muamele edildiginde aktivitesinin % 8.66’sin1,
10 mM 2-PAM ile muamele edildiginde % 12.64’linii geri kazandi. 0.393 mM malation
ile muamele edilmis CAT enzimi 1 mM 2-PAM ile aktivitesinin % 1.93’{inii, 10 mM 2-
PAM ile % 4.07’sini geri kazandi. Daha diisiik malation konsantrasyonlariyla muamele
edildiginde ise rejenerasyon gozlenmedi. Elde edilen rejenerasyon sonuglari anlamli
bulunmadi ve 2-PAM’1in malation i¢in uygun rejeneratér olmadigina karar verildi.

Diklorvos ile muamele edilmis CAT enziminin 1 mM ve 10 mM 2-PAM ile
rejenerasyonunun dl¢iilmesi i¢in yapilan denemeler sonucunda elde edilen veriler Tablo
4.7°da ve Sekil 4.4°te verildi. Elde edilen verilere gore diklorvos ile muamele edilmis
CAT enziminin 2-PAM ile rejenere olmadigi goriildii.

Deltametrin ile muamele edilmis CAT enziminin 1 mM ve 10 mM 2-PAM ile
rejenerasyonunun 6l¢iilmesi i¢in yapilan denemeler sonucunda elde edilen veriler Tablo

4.8’da ve Sekil 4.5’te verildi. Elde edilen verilere goére 0.002 mM deltametrin ile
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muamele edilmis CAT enzimi 1 mM 2-PAM ile muamele edildiginde aktivitesinin %
7.69’unu, 10 mM 2-PAM ile muamele edildiginde de % 7.69’unu geri kazandi. 0.004
mM deltametrin ile muamele edilmis CAT enzimi 1 mM 2-PAM ile aktivitesinin %
9.62’sini, 10 mM 2-PAM ile de % 9.62’sini geri kazandi. 0.008 mM deltametrin ile
muamele edilmis CAT enzimi 1 mM 2-PAM ile aktivitesinin % 40.38’ini, 10 mM 2-
PAM ile aktivitesinin % 40.71’ini geri kazandi. 0.021 mM deltametrin ile muamele
edilmis CAT enzimi ise 2-PAM ile rejenere olmadi. Elde edilen verilerden gorildigi
gibi artan deltametrin konsantarsyonu ile orantili olarak 2-PAM ile rejenerasyon
zorlagmigtir. 0.021 mM deltametrin konsantrasyonunda ise rejenerasyon gozlenmedi.

Lambda cyhaloetrin ile muamele edilmis CAT enziminin 1 mM ve 10 mM 2-
PAM ile rejenerasyonunun Olgiilmesi icin yapilan denemeler sonucunda elde edilen
veriler Tablo 4.9’da ve Sekil 4.6°da verildi. Elde edilen verilere gore 0.25 mM lambda
cyhaloetrin ile muamele edilmis CAT enzimi 1 mM 2-PAM ile muamele edildiginde
aktivitesinin % 13.15’ini, 10 mM 2-PAM ile muamele edildiginde % 13.75’ini geri
kazandi. 0.49 mM lambda cyhaloetrin ile muamele edilmis CAT enzimi 1 mM 2-PAM
ile aktivitesinin % 17.52’sini, 10 mM 2-PAM ile % 18.41’ini geri kazandi. 1.24 mM
lambda cyhaloetrin ile muamele edilmis CAT enzimi 1 mM 2-PAM ile aktivitesinin %
19.71%ini, 10 mM 2-PAM ile aktivitesinin % 19.8’ini geri kazandi. 2.47 mM lambda
cyhaloetrin ile muamele edilmis CAT enzimi 1 mM 2-PAM ile aktivitesinin %
32.85%ini, 10 mM 2-PAM ile aktivitesinin % 32.41’ini geri kazandi. Elde edilen
verilerden goriildiigii gibi lambda cyhaloetrin 2-PAM ile rejenere olabilmektedir.

SOD aktivitesi tizerine pestisitlerin etkisi,

SOD aktivitesi 3.2.1.2°de belirtildigi gibi 540 nm’de spektrofotometrik olarak
Ol¢iildii. SOD i¢in riboflavin’in lineer konsantrasyon araligi 1.075-2.150 uM olarak
belirlendi ve Sekil 4.7°de verildi. Pestisitlerin SOD aktivitesi iizerine etkisinin
belirlenmesi icin Sekil 4.7°de verilen lineer riboflavin konsantrasyon araliginda bulunan
1.3 uM riboflavin kullanildi.

Malation, Diklorvos, Deltametrin, Lambda Cyhaloetrin pestisitlerinin enzim
aktiviteleri lizerine hangi konsantrasyonlarmin etkilerinin incelenecegi 6n ¢aligmalarla
belirlendi ve Tablo 3.4’te verildi.

Malation’un 0.049 mM, 0.098 mM, 0.196 mM ve 0.393 mM

konsantrasyonlarinin enzimler iizerine etkisi incelendi.
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Malation’un SOD enzim aktivitesi {izerine etkisine ait sonuglar Tablo 4.14’te ve
Sekil 4.8’de verildi. Elde edilen verilere gore 0.049 mM malation i¢in % 17.91, 0.098
mM malation i¢in % 28.66, 0.196 mM malation i¢in % 38.21, 0.393 mM malation i¢in
% 92.54 inhibisyon Olglildi. Sonuglardan gorildiigii gibi malation’un artan
konsantrasyonu ile SOD enzimi aktivitesinde diislis olmaktadir. Literatiir ¢caligmalarinda
malation’un SOD aktivitesi iizerine etkisinin in vivo ve in vitro olarak ol¢iildigi
makalelerde de malation’un SOD enzim aktivitesini inhibe ettigi veriler bulunmaktadir.
Ancak E. Biiyiikgiizel, 2009 yilinda yayinlamis oldugu makalesinde malation’un diisiik
konsantrasyonlarinin SOD aktivitesini arttirirken, yiikksek konsantrasyonlarinin SOD

aktivitesini inhibe ettigini rapor etmistir [91].

Diklorvos’un 0.098 mM, 0.196 mM, 0393 mM ve 0980 mM
konsantrasyonlarinin enzim tizerine etkisi incelendi.

Diklorvos’un SOD enzim aktivitesi iizerine etkisine ait sonuglar Tablo 4.15 ve
Sekil 4.9°da verildi. Elde edilen verilere gore 0.098 mM diklorvos igin % 10.45, 0.196
mM diklorvos i¢in % 37.31, 0.393 mM diklorvos i¢in % 54.5 ve 0.980 mM diklorvos
icin % 50.0 inhibisyon dlciildii. Sekil 4.9°da de goriildiigii gibi diklorvos’un artan
konsantrasyonlar1 ile dogru orantili bir inhibisyon gozlendi. Literatiir caligmalarinda da
diklorvos’un SOD enzim aktivitesini inhibe ettigi veriler bulunmaktadir [88, 89].

Deltametrin’in  0.002 mM, 0.004 mM, 0008 mM ve 0.021 mM
konsantrasyonlarmin enzim tizerine etkisi incelendi.

Deltametrin’in SOD enzim aktivitesi lizerine etkisine ait sonuglar Tablo 4.16 ve
Sekil 4.10°da verildi. Elde edilen verilere gore 0.002 mM Deltametrin igin % 35.82,
0.004 mM Deltametrin i¢in % 26.87, 0.008 mM Deltametrin i¢in % 8.95 ve 0.021 mM
Deltametrin i¢in ise inhibisyon 6l¢iilmedi. Sekil 4.10’dan goriildiigii gibi Deltametrin’in
diisik konsantrasyonlarinda inhibisyon gozlenirken artan konsantrasyonlarinda
aktivasyon gozlendi. Literatiir ¢alismalarinda ise Deltametrin’in SOD enzim aktivitesini
inhibe ettigi veriler bulunmaktadir [90].

Lambda cyhaloetrin’in 0.25 mM, 049 mM, 124 mM, 247 mM
konsantrasyonlarinin enzimler iizerine etkisi incelendi.

Lambda cyhaloetrin’in SOD enzim aktivitesi iizerine etkisine ait sonuglar Tablo
4.17 ve Sekil 4.11°de verildi. Elde edilen verilere gore 0.25 mM Lambda cyhaloetrin
icin % 7.46, 0.49 mM Lambda cyhaloetrin i¢in % 13.43, 1.24 mM lambda cyhaloetrin
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icin % 52.24, 1.47 mM Lambda cyhaloetrin i¢cin % 82.09 inhibisyon olciildii. Sekil
4.10’da da goriildiigii gibi lambda cyhaloetrin’in artan konsantrasyonlariyla dogru
orantili bir inhibisyon gozlendi. Literatiir ¢alismalarinda ise lambda cyhaloetrin’in SOD
enzim aktivitesi lizerine etkisinin incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamaistir.

Pestisitlerle muamele edilmis SOD enziminin rejenerasyonu,

Malation, Diklorvos, Deltametrin ve Lambda cyhaloetrin pestisitleriyle muamele
edilmis SOD enziminin 2-PAM ile rejenerasyonu gozlenmedi.

GSH-Px aktivitesi iizerine pestisitlerin etkisi;

GSH-Px aktivitesi 3.2.1.3’de belirtildigi gibi 340 nm’de spektrofotometrik
olarak ol¢iildii. GSH-Px i¢in NADPH in lineer konsantrasyon araligi 0.05-0.15 mM
olarak belirlendi ve Sekil 4.12°de verildi. Pestisitlerin GSH-Px aktivitesi iizerine
etkisinin Dbelirlenmesi igin Sekil 4.12°de wverilen lineer NADPH konsantrasyon
araliginda bulunan 0.1 mM NADPH kullanild1.

Malation, Diklorvos, Deltametrin, Lambda Cyhaloetrin pestisitlerinin enzim
aktiviteleri lizerine hangi konsantrasyonlarmin etkilerinin incelenecegi 6n ¢alismalarla
belirlenmis ve Tablo 3.4’te verildi.

Malation’un 0.049 mM, 0.098 mM, 0.196 mM ve 0.393 mM

konsantrasyonlarinin enzimler iizerine etkisi incelendi.

Malation’un GSH-Px enzim aktivitesi {izerine etkisine ait sonuglar Tablo
4.22°de ve Sekil 4.13’de verildi. Elde edilen verilere gére 0.049 mM, 0.098 mM, 0.196
mM malation i¢in inhibisyon gozlenmezken, 0.393 mM malation igin % 18.03
inhibisyon 0lgiildii. Sonuglardan goriildiigii gibi malation’un ancak yiiksek
konsantrasyonu ile GSH-Px enzimi aktivitesinde diisiis olmaktadwr. Literatiir
calismalarinda malationun GSH-Px aktivitesi tizerine etkisinin in vivo ve in vitro olarak
Olglildiigli makalelerde GSH-Px aktivitesi diisiik konsantrasyonlardaki malation

muamelesi ile artarken, yliksek konsantrasyonlarda degismeden kaldigi gosterildi [54].

Diklorvos’un 0.098 mM, 0.196 mM, 0.393 mM ve 0.980 mM
konsantrasyonlarinin enzim {izerine etkisi incelendi.

Diklorvosun GSH-Px enzim aktivitesi iizerine etkisine ait sonuglar Tablo 4.22
ve Sekil 4.14’te verildi. Elde edilen verilere gore 0.098 mM diklorvos i¢in % 95.63,
0.196 mM diklorvos i¢in % 96.72, 0.393 mM diklorvos i¢in % 97.81 ve 0.980 mM
diklorvos i¢in % 98.91 inhibisyon 6lgiildii. Sekil 4.14’te de goriildiigii gibi diklorvos’un
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artan konsantrasyonlar1 ile dogru orantili bir inhibisyon go6zlendi. Literatiir
caligmalarinda da diklorvosun GSH-Px enzim aktivitesini inhibe ettigi veriler
bulunmaktadir [88, 89].

Deltametrin’in  0.002 mM, 0.004 mM, 0.008 mM ve 0.021 mM
konsantrasyonlarinin enzim tizerine etkisi incelendi.

Deltametrin’in GSH-Px enzim aktivitesi {izerine etkisine ait sonuglar Tablo 4.24
ve Sekil 4.15°te verildi. Elde edilen verilere gore 0.002 mM Deltametrin i¢in % 82.51,
0.004 mM Deltametrin i¢in % 88.52, 0.008 mM Deltametrin i¢in % 90.16 ve 0.021 mM
Deltametrin icin % 93.99 inhibisyon o6lc¢ildi. Sekil 4.15’ten gorildigi gibi
Deltametrin’in artan konsantrasyonu ile orantili inhibisyon goézlendi. Deltametrin’in
GSH-Px enzim aktivitesini inhibe ettigi veriler bulunmaktadir [90].

Lambda cyhaloetrin’in 0.25 mM, 0.49 mM, 124 mM, 247 mM
konsantrasyonlarinin enzimler iizerine etkisi incelendi.

Lambda cyhaloetrin’in GSH-Px enzim aktivitesi lizerine etkisine ait sonuclar
Tablo 4.25 ve Sekil 4.16’da verildi. Elde edilen verilere gore 0.25 mM Lambda
cyhaloetrin i¢in % 2.19, 0.49 mM Lambda cyhaloetrin i¢in % 6.01, 1.24 mM lambda
cyhaloetrin icin % 12.01, 1.47 mM Lambda cyhaloetrin i¢cin % 44.81 inhibisyon
Olciildii. Sekil 4.16’da da goriildiigli gibi lambda cyhaloetrin’in  artan
konsantrasyonlariyla dogru orantili bir inhibisyon gozlenmistir. Literatiir galismalarinda
ise lambda cyhaloetrin’in GSH-Px enzim aktivitesi {izerine etkisinin incelendigi bir
calismaya rastlanmamustir.

Pestisitlerle muamele edilmis SOD enziminin rejenerasyonu,

Malation, Diklorvos, Deltametrin ve Lambda cyhaloetrin pestisitleriyle muamele
edilmis GSH-Px enziminin 2-PAM ile rejenerasyonu gozlenmemistir.

Enzimlerin  pestisitlerle inhibisyonu ve 2-PAM ile rejenerasyonlari
incelendiginde, anlamli bir inhibisyon ve yiiksek oranda rejenerasyon CAT enzimi ile
elde edildi. SOD ve GSH-Px enzimleri pestisitlerle inhibe olurken 2-PAM ile
rejenerasyon gostermemektedir. Bu nedenle pestisit tayini ig¢in bir biyosensor
gelistirilmesi i¢in 2-PAM ile rejenere olabilen CAT enzimi en uygun goriilmektedir. Bu
nedenle tez ¢aligmasiin devaminda; CAT enzimi ile bir biyosensor hazirlayarak pestisit

tayini igin kullanilabilirligi incelendi.
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Bu amagla Anilin elektropolimerizasyonu ile CAT enzimi biyosensoriin
yiizeyine tutturuldu. Elektrodun 20 dongii sonucunda Anilin ile kaplandigi Sekil 4.17°de
goriilmektedir. CAT enziminin anilin tabakaya tutturulmasi ve glutaraldehit ile ¢apraz
baglanmas1 sonucu biyoaktif tabaka hazirlandi. Biyoaktif tabakanin CAT enzimi
substrati olan H,0O; ile tepkimeye girip girmedigi farkli konsantrasyonlarda H,O,
kullanilarak 6lgiildii ve artan H,O, konsantrasyonu ile biyosensor cevabini da arttigi
goriildii ve Sekil 4.18’de gosterildi.

Biyosensor’iin H,O; igin dogrusal tayin araligi 1.25 — 7.5 mM H,0O, olarak
belirlendi ve Sekil 4.19’da gosterildi. Pestisitlerin inhibisyon derecelerinin ve
rejenerasyonlarinin  Olglilmesi i¢in dogrusal tayin araligindaki 3.125 mM H;0;
konsantrasyonu kullanild.

Biyosensoriin  pestisitlerle muamelesinden sonra 2-PAM ile rejenere
olabilirliklerinin incelenmesi i¢in, pestisitle muamele edilmeden Once biyosensoriin
3.125 mM H,0; i¢in aktivite 6l¢tiimii alindi. Daha sonra her bir pestisitin (Malation,
Diklorvos, Deltametrin, Lambda Cyhalotrin) sabit bir konsantrasyonu kullanilarak
3.125 mM Hy0; icin tekrar aktivite 0l¢limii alindi. Bir dlgiimden digerine gegerken
biyosensoriin  rejenerasyonunun  kontrolii i¢in  biyoaktif tabakali  elektrot,
spektrofotometrik calismalarda CAT enziminin rejenerasyonu i¢in uygun bulunan 1
mM 2-PAM igerisinde 10 dk bekletildi ve yeniden biyosensoriin 3.125 mM H;0; i¢in
aktivite 6l¢iimii alindi. Bu islem her pestisit i¢in 5 kere tekrarlandi.

4.71 mM Diklorvos ile muamele edilmis CAT biyosensorii'niin 1 mM 2-PAM
ile rejenerasyonu i¢in 3.125 mM H,0; i¢cin arka arkaya 5 6l¢lim alind1 ve sonuglar Sekil
4.20°de gosterildi. Sekil 4.20°de goriildiigii gibi biyosensor 1 mM 2-PAM ile oldukga
yiiksek oranda rejenere olabilmektedir.

1.47 mM Deltametrin ile muamele edilmis CAT biyosensorii’niin 1 mM 2-PAM
ile rejenerasyonu i¢in 3.125 mM H,0; i¢in arka arkaya 5 6l¢tim alind1 ve sonuglar Sekil
4.21°de gosterildi. Sekil 4.21°de goriildiigii gibi biyosensér 1 mM 2-PAM ile oldukga
yiiksek oranda rejenere olabilmektedir.

Malation ve Lambda cyhaloetrin igin yapilan rejenerasyon ¢alismasinda 2-PAM
ile rejenerasyon gozlenmemistir.

Pestisitlerin (Malation, Diklorvos, Deltametrin, Lambda Cyhalotrein) Tablo

3.5’te belirlenen konsantrasyonlarda CAT biyosensorii cevabi iizerine etkisinin
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incelenmesi i¢in 3.125 mM H,0O, kullanildi. 3.125 mM H;0; i¢in aktivite Ol¢limii
alinarak pestisitlerin biyosensorii hangi 6l¢iide etkiledikleri hesaplandi. Biyosensorle bir
Ol¢timden digerine gecerken enzim rejenerasyonu i¢in elektrot 1 mM 2-PAM ¢ozeltisi
icinde 10 dk bekletildi. Her bir pestisitin farkli konsantrasyonlarma karsi elde edilen
veriler Sekil 4.22, 4.24, 4.26 ve 4.27°de gosterildi.

Elde edilen verilere gore Pestisit tayinine yonelik CAT biyosensoriiniin
gelistirilmesi i¢in Deltametrin ve Diklorvos pestisitleri lineer inhibisyon gosterirken,
Malation ve Lambda cyhaloethrin inhibisyon gostermedi. Bu nedenle Deltametrin ve
Diklorvos’un CAT temelli biyosensorle tayin edilebilirliklerinin miimkiin oldugu
goriilmektedir.

Antioksidan savunma sistemi enzimlerinin aktivitelerinin pestisitlerle 6nemli
Olciide degistigine dair literatiir caligmalar1 bulunmaktadir. Ancak icerdigi etken
maddeye gore ¢ok sayida farkli pestisit bulunmakta ve bu pestisitler Tiirkiye nin farklh
bolgelerinde  yetistirilen  {irlinlin ~ farkhliklarindan  dolayr  farkli  ¢esitlilikte
kullanilmaktadir. Tez kapsaminda oOzellikle Trakya bdlgesinde yaygin kullanilan
pestisitler tespit edilmis ve birbirleriyle karsilastirilabilmeleri igin OP ve sentetik
piretroit olmak {izere iki kimyasal smiftan ikiser pestisitle denemeler yapilmistir.
Secilmis olan pestisitlerden Lambda cyhaloetrin’in antioksidan savunma sistemi
enzimleri iizerine etkisine dair daha O6nce yapilmis bir literatiire rastlanmamistir. Bu
nedenle elde edilen veriler bu alanda ¢alisma yapacak olanlara 6nemli Olgiide katki
saglayacaktir. Elde edilen veriler pestisitlerin antioksidan savunma sistemi
enzimlerinden CAT, SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerini 6nemli Ol¢iide etkiledigini
gostermektedir.

Tarmm alaninda firlinlerin korunmasi i¢in oldukc¢a dikkatsiz ve bol miktarda
kullanilan ve de saglik agisindan bu kadar zararli olan pestisitlerin tayin yontemleri
oldukca smirlidir ve pahali cihazlarla yapilmaktadir. Tezin amaclarindan biri
pestisitlerin tayin edilebilirligi i¢in bir biyosensor gelistirmesinde uygun olabilecek bir
enzimin sec¢ilmesi ve bu enzimle tayin edilebilecek uygun bir pestisitin belirlenmesidir.
Biyosensor gelistirmede Onemli olan parametrelerden biri de biyoaktif bilesenin bir
Olciim aldiktan sonra diger Ol¢iimler icin rejenere edilebilir olmasidir. Bu amagla
yapilan literatiir galigmalar1 sonucunda pestisitle inhibe olmus enzimlerin rejenerasyonu

icin kullanilan 2-PAM’m tez kapsaminda c¢alisilacak olan enzimlerin pestisitlerle
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muamele edildikten sonra rejenere olabilirlikleri incelenmistir. 2-PAM’mn tez
kapsaminda caligilan enzimleri rejenere ettigine dair bir literatiir ¢aligmasi
bulunmamaktadir. Bu nedenle elde edilen sonuglar bu alana daha fazla veri ile katki
saglayacaktir.

Bu doktora tezi kapsamimda g¢alisilan enzimler ve pestisitlere ait bulgularin
sonuglar1 s0yle Ozetlenebilir; Caligilan enzimler pestisitler ile dnemli 6lgiide inhibe
olmaktadir. Ancak 2-PAM ile sadece CAT enziminin rejenere oldugu goriilmektedir.
Bu nedenle pestisit tayini icin CAT enziminin kullanilabilirligi biyosensor i¢in 6n
caligmalar yapilarak incelenmistir. Elde edilen verilerden deltametrin ve diklorvos
pestisitlerinin tayini i¢in incelenen CAT temelli biyosensoriin bu pestisitlerle lineer
inhibisyon ve 2-PAM ile yiiksek rejenerasyon gosterdigi tespit edilmistir. Ancak
malation ve lambda cyhaloetrin pestisitleri ile 6l¢iim alman CAT biyosensoriiniin 2-
PAM ile rejenere olmamasindan bu pestisitlerin CAT temelli biyosensor ile tayin
edilemeyecegi de goriilmektedir.

Sonu¢ olarak pestisitlerin tayini icin aktivitesi yiiksek, uygun ve kolay
ulagilabilir bir enzim kaynagmin belirlenmesi ve bu enzimin 2-PAM ile rejenere
olabildiginin tespit edilmesi ile pestisit tayini igin CAT temelli bir biyosensor
gelistirilmesinin miimkiin oldugu goriilmektedir ve ilerleyen calismalarla pestisit tayini

icin CAT temelli bir biyosensor gelistirilmesi diistiniilmektedir.
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