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OZET

ILETKEN ASI KOPOLIMERLERIN SENTEZI VE BUNLARIN ENZIM TUTUKLAMA
MATRISLERI OLARAK KULLANIMLARI

SAHMETLIOGLU Ertugrul

T.C.
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Kimya Anabilim Dal

Danigman - Prof. Dr. Hiiseyin YURUK
Ortak Danisman : Prof. Dr. Levent TOPPARE

Temmuz 2004 ,105 Sayfa

Bu c¢alisma iki bolimde yapilmistir. Birinci bolimde tiyofen sonlu poli(vinilalkol)
(PVATh) ve pirolden olugan agt kopolimeri elektrokimyasal metodla sentezlenmistir.
Kopolimer ii¢ farkl: elektrolit; p-toluen silfonik asit (PTSA), sodyum dodesil siilfat (SDS)
ve tetrabiitilamonyum tetrafloroborat (TBAFB) kullanilarak elde edildi. Kopolimerlerin ve
tiyofen sonlu poli(vinilalkol)’iin karakterizasyonu; donasimli voltametri (CV), taramali
elektron mikroskobu (SEM), termal gravimetri (TGA), diferansiyel taramali kalorimetri
(DSC), jel permiitasyon kromatograﬁsi (SEC), 'H-NMR, ve FT/IR gibi tekniklerin
kombinasyonu kullanilarak yapildi. Kopolimer filmlerinin iletkenligi dort nokta teknigi ile

belirlendi.

Caligmanin ikinci bolimiinde tiyofen son gruplu poli(vinil alkol) ve pirol’den olusan
kopolimer matris olarak kullanilarak invertaz ve glikoz oksidaz enzimleri elektrokimyasal
yontemle tutuklandi. Kinetik parametreleri Vo (maksimum reaksiyon hizi) ve Km

(substrat ilgisi) hem sertbest hemde immobilize enzimler igin belirlendi. Destek elektrolitin

il



etkisini gormek i¢in p-toluen siilfonik asit ve sodyum dodesil stlfat elektrolitleri kullanilda.

Raf 6mrii, caliyma kararlilig: ve enzim tutuklanmg filmlerin yiizey yapilan incelendi.

Anahtar Sozciikler: Polivinil alkol, iletken kopolimer, glikoz oksidaz, invertaz,

immobilizasyon
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF CONDUCTIVE GRAFT COPOLYMERS AND THEIR USES AS
ENZYME IMMOBILIZATION MATRICES

SAHMETLIOGLU Ertugrul

Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor : Prof. Dr. Hiiseyin YURUK
Cosupervisor : Prof. Dr. Levent TOPPARE

July 2004, 105 pages

This study has been carried out in two steps, In first step, graft copolymers of poly(vinyl
alcohol) with thiophene moiety (PVATh) and pyrrole were synthesized by electrochemical
polymerization method. The synthesis of PVATh and pyrrole copolymers were achieved
electrochemically by using three different electrolytes, p-toluene sulfonic acid (PTSA),
sodium dodesyl sulphate (SDS) and tetrabutylammonium tetrafluoroborate (TBAFB).
Characterization of PVATh and graft copolymers were performed by combined
techniques, consist of cyclic voltammetry (CV), scannig electron microscopy (SEM),
thermal gravimetry (TGA), diferantial scanning calorimetry (DSC), gel permeation
chromatography (GPC) analyses, 'H-NMR and FT/IR studies. The conductivity of

copolymer films were measured by four-probe technique.

In the second step; Immobilization of invertase and glukose oxidase enzymes were
achieved by using conductive copolymers of PVATh with pyrrole as immobilization
matrices via electrochemical polymerization. The kinetic parameters, Vo (maximum

reaction rate) and Km (substrate affinity), of both free and immobilized enzymes were



determined. To see the effect of supporting electrolyte on enzyme activity, PTSA and SDS

were used.

Key words: Poly(vinyl alcohol), conducting polymers, glucose oxidase, invertase,

immobilization
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BOLUMI
GIRIS VE ONCEKI CALISMALAR

1.1 Giris ve Calismanin Amaci

Iletken polimerler hem teorik hemde pratik uygulamalardan dolayr oldukga dikkat
¢cekmiglerdir. Bu polimerler arasinda yapilan ¢aligmalarin biiyiik bir kismi kimyasal ve
elektrokimyasal polimerizasyon yoluyla hazirlanan polipirol ve politiyofen gibi
poliheterohalkal1 bilesiklerle ilgilidir. Cunkii bunlar hem iletken hemde notr durumlarda
bir ¢evresel ve termal kararlilik artigt gostermektedirler. Malesef iletken polimerlerin
erimeme ve bilinen tiim organik ¢oziiciilerde ¢oziinmeme gibi 6nemli dezavantajlan vardir.
Sonug olarak bir ¢ok pirol ve tiyofen tirevleri ve bunlardan tiiretilmis polimerler hem
fiziksel elektronik Ozellikleri hemde ¢o6ziiniirlik ve erime kabiliyetlerini artirmak igin
sentezlenmistir. Biiyilkk yer kaplayan siibstitiientlerin bes iyeli heterohalkanin §
pozisyonundan baslamas: iletken polimerlerin molekiiler kontroliinii saglamak igin en
uygun metoddur. Daha az kullamlan bir diger yontemse kopolimerizasyon veya polimer

analog reaksiyonlar yoluyla heterohalka kékenli modifiye yapilar elde etmektir.

Poli(vinil alkol)’un fiziksel ve kimyasal ozellikleri bunlarin endiistriyel alanda kullanimina
onciilitk etmigtir. Poli(vinil alkol)’an selillozik maddeler tizerindeki iistiin yapisma 6zelligi,
onu materyaller tizerinde yapistirict ve kaplayici olarak kullanigh hale getirmigtir. Bunlar
yaglanmaya ve yag ¢oziiciilere karst yuksek derecede direnglidirler. Ayrica bu polimerler

yuksek gerilme ve aginma direncine de sahiptirler.

Poli(vinil alkol)’lerin kimyasal reaksiyonlar1 diger polihidrik alkollere benzemektedir.
Bunlar aldehitlerle poli(vinil formal) ve poli(vinil biitiral) gibi polivinil asetaller
olustururlar. Poli(vinil alkol)’in melaminformaldehit, ire formaldehit ve glioksal ile
kolaylikla capraz bag yapti§i1 bilinmektedir. Poli(vinil fosfat) bir polimer analog

reaksiyonuyla Poli(vinil alkol)’den elde edilebilir.

Bir reaksiyonu hizlandiran, fakat kendisi reaksiyondan degigmeksizin ¢ikan maddeye

“katalizor” denir. Enzimler ise canl hiicreler tarafindan meydana getirilen, ancak etki



yapabilmesi i¢in hiicrenin varhgini gerektirmeyen, 1siya dayaniksiz, organik

katalizorlerdir. Enzimlerin reaksiyonlari yagam yoniinden en 6nemli reaksiyonlardir.

Her ne kadar enzimler katalizor iseler de, bazi yonleriyle anorganik katalizorlerden
ayrilirlar. Anorganik katalizorler gok cesitli reaksiyonlar1 katalizledikleri halde, enzimler
ancak belirli maddeler iizerine 6zel etki gosterirler. Anorganik katalizorler katalizledikleri
reaksiyon tarafindan degistirilmezler ve reaksiyonun sonunda kantitatif olarak az veya

¢ok tahrip olurlar. Bunun igin de viicutta siirekli sentezlenmeleri gerekir.
Enzimlerin dikkat ¢eken iki 6zelligi vardir. Bunlar;

1. Enzimlerin Kkatalizledikleri reaksiyonlarin hizlari, Kkatalize edilmeyen aymi
reaksiyonun hzindan 10°-10% defa daha fazladur.

2. Enzimler o kadar stereospesifiktirler ki, tek bir metabolitin tek bir reaksiyonunu
katalizledikleri gibi sadece enantiyomerleri degil, indentik atomlar1 veya gruplari

da pargalayabilirler.

IIk kez Clark ve Lyons (Cosiner., 1999) bir enzimin bir biyoséns(')r seklinde elektrotia
bitinlestirildigini 1962’de agiklamiglar ve bu elektrokimyasal ¢aligmalarin ilerlemesinde
onemli bir gelisme saglamiglardir. Bu buluslar ile saglanan yararlar, yiikksek segicilik ve
kompleks ortam i¢inde basit kullanimi kadar geligimin mimkin olmasinin anlagilmasi ve
portatif analizor olmasidir. Son yillarda, elektrokimyasal mikro aletlerin geligsmesi,
tutuklanmig enzimlerin potansiyel uygulanarak izlenmesi ve klinik laboratuvarlarda test
belirteci olarak kullanilmalari geligmeler saglamigtir. Metabolizmanin canh ortam iginde
ve canli ortam disinda Olgilmeleri igin ¢ekici bir yol olusturdugu goralmisgtir.
Mikrofabrikasyon biyosensérlerin gelismesiyle 6rnegin; glikoz, hormonlar, sinir ileticileri,
antikorlar ve antigenler. Bununla birlikte onlarin biyolojik 6zelliklerini tamima; iletken
ylzey tzerinde alikonmalari, makro molekiiler biyomolekiillerin kararli immobilizasyonu,
minyatiirize biyosensorlerin ticari geligimi i¢in 6nemli bir problem olmustur. Etkili olarak,
membran veya jeller i¢ine kapsiillenme, (kovalent bag ve ¢aprazbag gibi) biyomolekiil
immobilizasyonunun geleneksel metodlarinin hepsinde geri kazammda problem ¢iktig:
belirtilmekte ve birikim yapilmas: kontroliniin zor oldugu vurgulanmaktadir (Cosiner.,
1999).



Bu geleneksel metotlardan farkl olarak elektropolimerizasyonla yapilan filmlerin igine
biyomolekiillerin immobilizasyonu giin gegtikce dnem kazanmaktadir. Etkili olarak tabaka
kalinliginin kontrolii, polimer tabakasinin elektrokimyasal gekli, biyosensér yapiminin
manuel olmayan iglemi ve yeniden tretiminin 6nemli oldugu belirtilmektedir. Bu

yaklagimla minyatiirize biyosensorler igin artan istege gerekli 6nem verilmektedir.

Elektrokimyasal metod;, bir elektrot yiizeyi lizerinde polimerlesme siiresince organik
polimerler i¢ine biyomolekillerin  kapsillenmesini = kapsamaktadir.  Polimerler,
matrislerinin gekli, bir ¢ozelti igerisindeki monomerler ve biyomolekiillere bagli olarak
degismektedir. Son zamanlarda ise, polimerizasyon basamagindan 6nce monomerler ve
biyomolekiillerin karigimini kapsadig: belirtilmektedir. Bagka bir elektrokimyasal metotta;
iletken polimerlerin gérevi elektropolimerizasyonun ¢ncelikle yapilmasi, sonra polimer
yizeyine Dbiyomolekiillerin atak etmesi fonksiyonel gruplarda biyomolekiilerin
birlesmesiyle veya ilave kimyasalla belirlenmektedir. Polipirol, politiyofen, poliasetilen
veya polianilin gibi polimer filimleri ile enzimlerin fiziksel kapsiillenmesinin
karsilastinlmas1 makro molekiiler ara yizeyi olaylarin1 kolaylastirmakta ve substratin

immobilize biyomolekiillere ulagmasini1 daha kolay saglamaktadir.

Bu nedenlerle, biyosensorlerin  yapimi igin  enzimlerin immobilizasyonunun

elektrokimyasal metodlarla ¢aligilmas: biiyiikk 6nem arz etmektedir.

Biyosensor olarak kullanilabilecek olan immobilize enzim elektrot olugturmak, bunu bir
iletken as1 kopolimerini sentezleyip matris olarak kullammiyla c¢esitli enzimlerinin
(Invertaz, Glikoz oksidaz v.b.) bu matriste tutuklanmalar1 ve bunlarin enzim aktivitelerinin

ve raf Omirlerinin belirlenmesinin 6nemi agikca goriilmektedir.

1.2 Cahsmanin Amaci

Bu ¢aligmanin amaci, yeni tip iletken kopolimerler sentezlemek, bu kopolimerlerin enzim
matrisi olarak kullanimim aragtirmak olmustur. Bu g¢alisma diizeni asagidaki sekilde
yapild.

Bu amaca ulagmak i¢in;

1- Tiyofen son grubu takilmig olan PVA’e elektrokimyasal ve kimyasal yontemle pirol ve

tiyofen baglanmaya caligildi.



2- Elde edilen iletken kopolimerlerin yapilari spektroskopik yontemlerle aydinlatildi.

3- Kopolimerlerin termal ézellikleri incelendi.

4- Kopolimerlerin yiizeylerinin taramali elektron mikroskobu ile mikrofilmleri aliarak saf
polipirol’iin mikrofilmlerinin yiizeyleri ile arasindaki farklar incelendi.

5- Karakterizasyonu tamamlanan iletken kopolimerler birer matris olarak kullaniip
invertaz ve glikoz oksidaz olarak bilinen enzimler tutuklanarak birer enzim elektrot elde
edildi.

6- Elde edilen enzim elektrotlarin aktiviteleri belirlendi.

7- Elektrotlarin kinetik parametreleri, kararlilik sabitleri ve raf omiirleri belirlenerek
optimum ¢aligma sicaklig belirlendi.

8- Enzim tutuklanmig polimer filmlerinin yiizeyleri SEM ile incelendi.

9- Elde edilen sonuglar saf polipirol ile hazirlanan enzim elektrotlardan elde edilen

sonuglarla kargilagtirildi.

1.2 Onceki Calismalar

El Rahman, anilin ve 5-aminokinolinden elde edilen iletken kopolimer filmleri, asetonitril
kullanilan donisiimlic voltametri ve sabit potansiyel metodlan ile farkli oranlardaki
monomerlere bagli olarak anodik polimerizasyon ile hazirlamigtir. Farkli kopolimerlerde
anodik yiik ile kalinhgn dogrusal olarak arttigim fakat etkilerin farkli oldugunu
belirlemiglerdir. Polimerizasyon ¢ozeltisinde anilinin artmas: ile filmlerdeki polianilin
miktanimin artmasinin kopolimerlerin arttigini destekler oldugunu bulmugtur. Kopolimer
poliaminokinolin-anilinin yiiksek polimerizasyon oram ve kararhlifindan dolayi, bazi
sartlar altinda hazirlanmig olan polianilin filmlerinden daha elektroaktif oldugunu
bulmustur. 1ki redoks prosesi igeren kopolimer poliaminokinolin-anilinin,
spektroelektrokimyasal aletlerle analizinde redoks piki gérilmastur. Redoks prosesi igeren
modeller kopolimer davramglarinin spektrokimyasal analizinide igerdigini belirlemislerdir

(El Rahman., 1996).

Popkirov ve arkadaglari; galvanostatik sartlar altinda bitiyofenin elektrokimyasal
polimerizasyonu igin elektrokimyasal impedans spektrumunu kullanmislardir. Farkls
kalinliklardaki tabakalar iizerinde elde edilen impedans spektrumunu, literatiirde bilinen
teorik modelleri temel alarak, incelemiglerdir. Popkirov ve arkadaglarinin modeli; diigiik

akim yogunlugunda ince polibitiyofen tabakasinin impedans spektrum ¢aligmasinin basarili



oldugunu gostermistir. Paasch ve arkadaslarinin modeli ise yitksek akim yogunlugunda
tarif edilen spektrumu, polimer tabakasinin kalinligi igin uygun oldugunu bulmuslardir.
Polimerizasyonun 1.basamag: sirasinda 3D buyiime mekanizmasi, metal elektrot lizerinde
gerceklesmis ve 2D biiylimesi 15-20m/cm™>’den daha yiiksek gergeklesmistir. Polimer
filmlerinin 6nemli parametrelerinin dagilma katsayist, iyonik iletkenlik ve tabaka kalinligt

oldugunu tespit etmislerdir (Popkirov ve dig., 1996).

Bozkurt ve digerleri; polipirol-poliinden kompozitlerini, elektrokimyasal metod kullanarak
hazirlanmuslar ve iki farkli yaklagimdan faydalanmiglardir. Birincisi; platin elektrot izerinde
indenin polimerizasyonunu, asetonitril iginde Ag/Ag”ya karst 2.0 V’ta bagarmuslardur.
Ikincisi; Ag/Ag”’ya kars1 1.0 V’ta elektrodu, polipirol ile kaplamay1 basarmislar ve indeni,
asetonitril icinde; Ag/Ag”ya karst 2.0 V’ta polimerlestirmiglerdir. Bu kompozitlerin
karakterizasyonunu termal gravimetrik analizde, elektron mikroskobunda ve kizilotesi
isikta analiz etmigler ve iletkenligini iki nokta ve dort nokta teknikleri ile

dlgmiisledir(Bozkurt ve dig., 1996 ).

1997 yilinda yapilan caligmada; Loveday ve digerleri 3-(p-trimetil amonyum fenil)
bitiyofeni sentezlemislerdir. Iletken polimerleri, elektropolimerizasyon yontemi ile
sentezlemigler, doniisiimlii voltamamogram, spektroelektrokimya ve kuartz mikrobalans
yontemlerini kullanarak analiz etmislerdir. Polimerlerdeki renk degisimlerinin p- ve n-
katkilarindan meydana geldigini ifade etmislerdir. Ayrica anyonlarin katkilama islemi
esnasinda baglandigini kuartz kristal mikrobalans yontemini kullanarak belirlemiglerdir
(Loveday ve dig., 1997).

Bhadani ve arkadaglari; polipirol filmleri ve pirol monomerlerinin dinisimli
voltamogramlarini, Ag/AgCl elektroduna karsi 1.0 V’ta potansiyostatik olarak
hazirlamiglardir. Dogal izole fiberlerin; pamuk, yin, ipek gibi, p-toluen stilfonik asit igeren
asetonitril iginde piroliin polimerizasyon ¢o6zeltisinin elektriksel etkiye maruz
birakildiginda, elektriksel iletkenlik kazandiklarimi bulmusglardir. Fiberlerin iletkenlik ve
agirbk kazamminm, elektrolizin zamam ve akim basamagimmn artii ile oldugunu
gostermis, iletkenligin 0.2-15 S/cm arasinda olup, fiberlerin dogalligina bagh oldugunu
ifade etmiglerdir (Bhadani ve dig., 1997).



Mu ve Kan yaptiklant bir ¢alismada; anilini 0-1.1 V arasinda tekrarlanan potansiyel
cevrimle elektroliz etmig: NaCl varliginda, sulu asit ¢ozeltisi iginde anilinin elektrolizinde
akim potansiyeli egrisini gozlemlemiglerdir. Akim alani olusumunun anilinin elektrolizinde
onemli oldugunu belirlemiglerdir. Cozelti i¢indeki anilinin polimerizasyon oraninin, NaCl
ile HCI konsantrasyonunun artmasi ile arttigini ve tiriiniin ¢ozinirliginiin olusumu igin
potansiyelin en az 0.75 V olmas1 gerektigini bulmuglardir. Ayrica farkli tuzlarin
konsantrasyonuna ve katyonlarin yangaplarina bagh olarak, anilinin oksidasyon

potansiyelinin negatif potansiyeline dogru kaydigini belirlemiglerdir (Mu ve Kan, 1997).

Omastova ve ekibi; polimetilmetakrilat/polipirol, polipropilen/polipirol, polietilen/polipirol
iletken kompozitlerini, polimer kangion igine konulan polipirolin, kimyasal
modifikasyonuyla hazirlamiglardir. Elemantal analiz ile polipirol igeriginin %w 0.25-17
arasinda deg@erler aldigim tayin etmislerdir. Orneklerin elektriksel iletkenliginin polipirol
konsantrasyonuna bagli olup 1x10"'-1 S/cm degerlerinde oldugunu belirlemiglerdir.
Kompozit ve karigimlarin morfolojilerini, elektron mikroskopunda, polipropilen/polipirol
kompozitinin kararliligini termal gravimetrik analizde ve iletkenliginide sicak—soguk
¢evrimi esnasinca analiz etmiglerdir. 80°C’ ta havada polipiropilen/polipirol kompozitinin
iletkenliginde kugiik bir disme oldugunu bulmuglar, termal gravimetrik analiz
sonuglarinda da polimetilmetakrilat/polipirol kompoziti tzerine poliroliin etkisinin

oldugunu ifade etmislerdir (Omastova ve dig., 1997).

1998 yilinda yapilan bir galigmada;, farkli dopant iyonlart igeren polipirol filmlerinin
elektrokimyasal yolla sentezlendigi belirlenmis, polipirol ve su arasindaki etkilesim,

fonksiyonel kiime tarafindan degerlendirilmistir (Okuzaki ve dig., 1998).

Iovu ve arkadaslari, 1,4 cis-izoprenin, lantanit temelli stereospesifik polimerizasyonunun
iyot—katkilama islemlerini ¢aligmislardir. Toluen, siklohegzan ve diklorometan olmak
uzere ii¢ farkl ¢ozica kullanmusglar ve dop islemlerini, ultraviyole yontemlerini kullanarak
takip etmislerdir. Islemler esnasinca ise kompleksin delilleri meydana gelmistir Bu
deliller; katkilama zamam degistikge, absorbans degerleri ve meydana gelen yapinin

renklerinin degismesi olarak belirlenmigtir (Tovu ve dig., 1998).

Vidal ve arkadaglari, glikozun belirlenmesi igin glikozoksidaz (GOx) enzimin

kapsiillenmesi ve ince bir tabakada amperometrik hiicre iginde platin elektrot {izerine



piroliin potansiyometrik elektropolimerizasyonunu ¢alignuslardir. Polipirol Ag/AgCl
elektrotla +0.85 sabit potansiyel altinda 0.05-0.1 mL/dak akim araliginda pH 7°de enzim
(250 U mL") ve monomerin (0.4 M) bir tampon g¢ozeltide dogrudan sekillendigini
belirtmiglerdir. pH 7’de 0.1 M KCl ve 0.05 M fosfat tamponunun soliisyonu igine bir
elektrolit tagimasiyla olusan bir pirol’in 500 mL’si enjeksiyonla polipiroliin
elektrosentezini denemiglerdir. Sensorde, glikoz’un analittk  davramsina
elektropolimerizasyonun etkisini aragtirmiglardir. PPy/GOx sensor’unin  analitik
performansi, polimer filminin kalinhgmin fonksiyonu, urik asit ve askorbik asit gibi
elektroaktif tiirlere ragmen seciciligi kadar saklanma 6mrii ve kararliliginin zamanin1 da

belirlemislerdir (Vidal ve dig.1998).

Alkan ve arkadaglan yaptiklari bir ¢alismada, Poli(metilmetakrilat) ile bir tiyofen son
gruba sahip sinirli polidispers Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP) teknigiyle
hazirlamiglar ve pirol ile tiyofen sonlu polimetilmetakrilat’in elektirikge iletken blok
kopolimeri sabit potansiyel de elektroliz ile p-toluen salfonik asit ve sodyum dodesil silfat
gibi destek elektrolit kullanarak sentezlemislerdir. Blok kopolimerlerin karakterizasyonu
CV, FTIR, SEM, TGA ve DSC analizleriyle yapmuglardir. Elektirik iletkenligini ise dort
nokta teknigi ile belirlemiglerdir (Alkan ve dig., 1999).

1999 yilinda yapilan ¢alismada; Yurtsever ve Toppare yan deneysel kuantum mekanik
tekniklerini kullanarak bir ya da her iki ugta pirol iceren politetrahidrofuramin, iki farkli
makromonomer olan tetrahidrofiiran ve pirol arasindaki kopolimerizasyon olabilirligini

aragtirmiglardir (Yurtsever ve Toppare, 1999 ).

Koncki ve grubu inorganik filmlere degisik enzimleri kovalent bag ile atak ettirerek, optik
biyosensor materyali olarak kullanilabilirligini kamtlamiglardir. N-substitiiye polipirollerin
ag i¢i ortaminda ve prusya mavisinin transparan mavi filmi halinde ince pH 5-9 araliginda
duyarli 720 nm dalga boyunda ve modifiye edilebilen enzimlerin her bir biyosensor igin
sonu¢ verebilecegini belirtmiglerdir. Enzimlerin immobilizasyonunun birkag metodu,
bifonksiyonel kroslink belirtecleri kullanimini degigik enzimlerle test etmislerdir. En iyi
sonucun birinci basamakta olan karbodiimid metoduyla elde edildigini bulmuslardir ki bu
sonucun yiksek aktiviteli, kararli, asetilkolin ve iirenin optik¢e belirlenmesi igin saydam
biyosensor filmler oldugunu belirtmislerdir. Bir ay1 agkin kararli g¢alistigi ve oda

sicakliginda kuru olarak saklandiginda iki ay kararhiligini korudugunu belirtmiglerdir.



Biyosensorlerin her bir substratin milimolar degisimine izin verdigini tespit etmislerdir

(Koncki ve dig., 1999).

Omastova ve Simon yaptiklari c¢aligmada, polimetilmetakrilat/polipirol kompozitini,
polimer kanisimui iginde, pirolin kimyasal oksidasyonu ile sentezlemislerdir. Polipirol
miktarim, agilikga %0.25-10 arasinda degisen degerlerde elemantal analiz ile
olgmislerdir. Hazirlamig olduklar1 kompozitin iletkenligi, polipirolin konsantrasyonuna
bagli olup, 1x10°-0.1 S/cm arasinda oldugunu bulmuglardir. Polimetilmetakrilat/polipirol
kompozitinin yizeyini X 1sit spektroskopisi ve elektron mikroskopisi yontemlerini
kullanarak analiz etmislerdir. Ayrica antistatik Ozelliklerini de kontrol etmislerdir

(Omastova ve dig., 2000 ).

Erginer ve arkadaslar1 yaptiklar: bir ¢aliymada politetrahidrofuran-blok-polisitren matriksi
ve pirol sonlu poliazotetrahidrofuran ile hazirlanan fonksiyonel polimer elektrodu iizerine
invertazt immobilize etmigler. Bu enzimin, elektrod igine immobilizasyonu, pirol’iin
elektrokimyasal polimerizasyonu boyunca iletken polimer matriksi i¢ine enzimin
hapsedilmesiyle yapmiglardir. Sodyum dodesil siilfat1 enzim elektrodun hazirlanmasi igin
destek elektrolit olarak kullanmigslardir. Enzim elektrodun aktivitesini, pH ve sicakligin
etkisini incelemisler ve tekrar kullanim sayisini belirlemiglerdir. Ayrica Michaelis-Menten
sabitinin degisimini ve maksimum reaksiyon orani i¢in degisimi aragtirmiglardir (Erginer

ve dig., 2000).

Alkan ve arkadaslan yaptiklarn bir ¢aligmada ureaz’t tiyofen sonlandirilmig
poli(metilmetakrilat) matrisi ve iletken polipirol icerisine immobilize etmisler. Enzimin
immobilizasyonunu 0.02 M pirol, 2 mg/mL iireaz, 0.5 mg/mL destek elektrolitin ¢ozeltisi
icinde 1.0 V sabit potansiyel uygulamasiyla yapmiglardir. Caliyma sonunda optimum
immobilizasyon sartini, elektroliz zamammni, elektroliz ortamini, elektroliz boyunca enzim
konsantrasyonunu ve elektrolit tipini belirlemisler ayrica serbest ve immobilize iireaz’in
Michaelis-Menten sabitlerini inceleyerek kinetik davramgini belirlemislerdir (Alkan ve
dig., 2000).

Arica ve arkadaglart yaptiklant bir galiymada, magnetik poli(metilmetakrilat) ( MPMMA)
mikroyapilan bir 6-karbon ara baglantis1 ve ¢oziicii evaporasyonu ile hazirlamiglardir.

Poli(metilmetakrilat)’in karbonil grubunun reaksiyonuyla kovalent bag ile baglandigini



belirtmislerdir. Glikoamilaz karbodiimid (CDI) veya siyanojen bromiir (CNBr) gibi bir
baglanma araci kullanarak mikro yapili MPMMA’nin ara baglantisina ragmen kovalent
bagli olarak immobilize oldugunu belirtmislerdir. Immobilizlenen glukoamilazin aktiviteyi
saglamasinin, CDI baglandiginda % 57 ve CNBr baglandiginda % 73 oldugunu
belirlemislerdir. Kinetik parametreler hazirlanan her iki immobilize glukoamilaz kadar
enzimlerin baglanmamis durumlarinda da incelemiglerdir. CNBr bagli ve CDI bagh
immobilize glukoamilaz i¢in K, orant baglanmamis enzimden daha yiiksek oldugunu
belirlemigler ve  Vmax oranlar hazirlanan immobilize glukoamilaz i¢in daha biyiik
oldugunu tespit etmisglerdir. Optimum iglem sicakligi hazirlanan her iki immobilizasyon
i¢in 5°C’den daha yiiksek serbest enzim igin ise daha da yiiksek oldugunu belirtmisler ve
saklanma kararhilifinin immobilizasyon iglemiyle arttigini belirtmislerdir (Arica ve dig.,
2000).

Alkan ve galigma grubu yaptiklan bir ¢alismada, tiyofen sonlu poli(metil metakrilat)/
polipirol matriksi igine invertazin immobilizasyonu farkli destek elektrolit kullanarak sabit
potansiyel elektroliziyle aktiflemiglerdir. Enzim elektrodu igin, substrat konsantrasyonu,
sicaklik ve pH gibi optimum reaksiyon sartlarin1 belirlemislerdir. Sicaklik ve pH’in
sirastyla 60 °C ve 4,8 oldugunu tespit etmiglerdir. Enzim aktivitesi tizerinde destek
elektrolitin etkisini belirlemisler, bunun SDS immobilizasyon iglemi i¢in en iyi sonucu
verdigini belirtmiglerdir. PMMA/PPy matriksi i¢inde maksimum reaksiyon hizi ve
Michaelis-Menten sabiti bozulmamig polipirolin hizt ve sabitinin farkli olmadigini
belirtmiglerdir. Bununla beraber tekrar kullanimin dénemlerinde kopolimer matriksleri

polipirole gore daha stiin oldugu sonucuna varmiglardir (Alkan ve dig., 2000).

Kizilyar ve galigma grubu yaptiklar: bir ¢aligmada dort farkli polipirol/politetrahidrofuran/
invertaz elektrotlarimi elektropolimerizasyonla, iletken polimer matrisi igine invertazin
kapsiillenmesiyle hazirlamiglardir. Enzim immobilizasyonu 0.01 M pirol, 0.4 mg/mL
invertaz ve 0.4 mg/mL sodyumdodesilsiilfat igeren bir ¢ozelti i¢inde platin elektrota 1.1 V
sabit potansiyel uygulayarak yapmuslardir. Her elektrodun performansini, elektrotlarin
tizerine pH ve sicakligin etkisi izlenerek optimize etmislerdir. Immobilizasyon igleminde
Michaelis-Menten sabiti degisimi ve reaksiyonun maksimum hizindaki degismi
aragtirmiglardir. Immobilizlenen enzimin bu matrikslerde alikondugunu ve birkag¢ ay

aktifligini korudugunu belirtmiglerdir (Kizilyar ve dig., 2000).



Oshaka ve arkadaglar yaptiklart bir galismada, inaktif polipirol filmiyle pH degisimini
belirleyen ara yiizeyin bir kombinasyonu ile iminohidroliz olusumunun sensér olusumu
tizerine duyarliligit ve poliiyon komleksleri’nin (PIC) degisik kombinasyonlarint
aragtirmiglardir. Sensor olusumunun duyarliligt PIC’in anyonik tiriinin fonksiyonel
birlesmesinin uzakli tizerine bagli oldugunu belirtmiglerdir. Duyarliligin baglihig: PIC
analitinin difiizyonu enzim v.b’inin immobilizasyonu i¢in kullamlan PIC’1n molekiler

segimiyle iligkili oldugunu vurgulamaktadirlar(Osaka ve dig.,2000).

Alkan ve arkadaglan 4,4'-azobis (4-siyano-3-tiyofenilmetilpentan) (ACTMP)’i, 3-tiyofen
metanol ve 4, 4'-azobis (4-siyanopentanoil kloriir) kullanilarak sentezlemigler, ACTMP’yi,
her iki ugta terminal tiyofen gruplariyla polisitrenin sentezi i¢in sonraki agamalarda
kullanmiglardir. Pirol ve terminal tiyofen gruplu polisitren’in iletken blok kopolimerini
birkag destek elektrot kullanarak elektrokimyasal yontemle hazirlamiglar ve bu blok

kopolimerlerin karakterizasyonunu yapmuglardir (Alkan ve dig., 2001).

Yin ve Ruckenstein yaptiklari bir ¢aligmada su bazhi yan katkili iletken polipirol
kopolimerini, su bazli kopolimerin p—aminodifenilamin izerinde pirolin asilanmas: ile
sentezlemislerdir. Bu polimerin iletkenligini de 3.4 S/cm olarak bulmuglardir (Yin ve

Ruckenstein, 2001 ).

Cirpan ve arkadaslari; pirol sonlu poli(2-metil-2-okzalin)’i, benzil bromiir ve halojen son
guruplarin degigmesi ile 2-metil-2-okzalinin katyonik polimerizasyonunu kullanarak
sentezlemiglerdir. Elde edilen makromonomerin yapisimi ve elektroaktivitesini, spektral
analiz ve doniigimli voltometri ile ayr ayrt analiz etmigler ve pirol ile poli(2-metil-2-
okzalin)’in kimyasal ve elektrokimyasal as1 kopolimerizasyonunuda galigmislardir (Cirpan
ve dig., 2001).

Cirpan ve digerleri yaptiklar1 ¢aligmada; kolesterol igeren yeni politiyofen zincirini, FeCl;
gibi oksitleyiciyi, nitrometan/karbontetraklorir i¢inde kullanarak kimyasal vyolla,
polimerlestirmiglerdir. Polimerizasyonu, diklorometan iginde siirekli sabit elektroliz akimi
kullanarak bagarmuglardir. Pirol ile PCM4 (siirekli sabit elektroliz akimi tarafindan elde
edilmig) ve PCM1 (kimyasal polimerizasyon metodu ile hazirlanmig) ve tiyofen 3-il asetik
kolesterol esterin iletken kopolimerlerini sabit potansiyel akimi ve gesitli ¢ozicu-destek

elektrolitler ile sodyumdodesil siilfat ve p-toluen silfonik asit kullanarak sentezlemislerdir.
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Orneklerin karakterizasyonlarim1  diiniigiimlii  voltamografi, FT/IR, niikleer manyetik
rezonans, termal gravimetrik analiz ve elektron mikroskopi yontemlerini kullanarak analiz
etmislerdir. Iki-nokta ve dort-nokta yontemlerini kullanarakda iletkenligini 6lgmiislerdir
(Cirpan ve dig., 2002).
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BOLUM 11
GENEL BILGILER

2.1 Giris

Guniimiizde kaynaklar1 her gegen giin azalan dogal materyallere alternatif olan polimerler

yaygin bir uygulama alanina sahiptirler.

Polimerlerin iglenme kolayligi, mekanik davramslari, esnek yapilara ve diisiik yogunluga

sahip olmalar1 6nemli avantajlaridir.

Son yillara kadar bilinen organik polimerlerin hepsinin oda sicakliginda 10™° S/cm veya
daha az iletkenlige sahip yalitkanlar oldugu bilinmekteydi. Bu o6zelliklerinden dolayi
polimerler elektriksel agidan yalitkan malzeme olarak kullaniimiglardir. Polimerlerin de
iletken karaktere sahip olabilecegi ilk kez poliasetilen ile ilgili ¢alismalarda anlagilmustir.
Polimerlerin daha once sozii edilen ustiinliiklerinin metallerin elektriksel 6zellikleri ile
birlestirilmesi polimer kimyas: alaninda oldukga 6nemlidir. Bu nedenle iletken polimerler
lizerine yapilan caligmalar yogun sekilde strdiirilmektedir. Metallerin, polimerlere gore
elektriksel Ozellikleri, Gistin direngleri ve genlesme avantajlart yaninda agir, pahali ve
korozyona meyilli olmalar gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Benzer sekilde metalik
yapidaki yar1 iletkenlerin de kirilgan olmalan, saflagtirma ve islenmelerinin gii¢ olmasi

gibi olumsuzluk vardir (Vala ve dig. 1964).

Ilerleyen yillar iginde yapilan galismalarla farkh iletken polimerlerin sentezi ve iletkenlik
degerlerinin arttirilmast yoniinde onemli gelismeler gozlenmistir. Ornegin konjuge 7-
baglarina sahip olan anilin, pirol, furan, tiyofen, inden ve azulen gibi organik maddelerden

iletken polimerler sentezlenmistir.



2.2 lletken Polimerler

Iletken polimerler hazirlamg ve elektrigi iletme mekanizmalarina gore tige ayrilmaktadir.
Bunlar; iyon-polimer kati elektrolit sistemleri, elektronik iletken materyallerin iletken

olmayan polimerlerle filmleri ve elektronik taginma ile elektrigi ileten polimerlerdir.

2.2.1 Polimerlerde iyonik iletkenlik

Baz1 polimer molekiilleri tuzlar igin kat1 ¢oziiciidurler. Bu dzellikten yararlanarak elektrigi
iyonik mekanizma iizerinden ileten polimerler hazirlanabilmektedir. Suda ¢6ziinen
NaCl’in elektrigi iletme mekanizmasina dayanarak bu tiir polimerlerdeki iyonik iletkenlik

aciklanabilmektedir.

NaCl ¢ozeltisinde Na” ve Cl™ iyonlarimin elektrik potansiyeli altinda zit elektrotlara gogii
ile elektrik iletir (Sekil 2.1a). Ortamdaki ¢6ziicii molekiillerinin ¢ozinen molekiiliin iki

iyonunu solvatize etme yetenegine bagli olarak iyonlarin birbirinden ayrilmasi kolaylagir.

Genelde iyonik iletkenlik gosteren polimerlerin yapisinda elektron verici bir grup
bulunmaktadir. Polimerin yapisinda yer alan bu gruplar tuzun katyonik bilesigi ile zayif
baglar olustururlar. Boylece polimer, tuzun her iki iyonunu veya birini solvatize eder ve
iyonlarin ayrilmasim kolaylagtirir. Iyonlar birbirinden yeterince uzaklagmadig siirece iyon

¢ifti olarak kalmayi tercih edeceklerinden yiik tasiyici olarak gorev yapamayacaklardir.

Ancak, solvatizasyon ile iyonlar yeterince birbirinden ayrilsalar da uygun elektroda gog
etmek icin yeterli hareketlilige sahip degilseler, boyle bir sistem zayif iletkendir. Bu
nedenle polimerin yeterince esnek olmasi ve iyon gogline izin verecek yeterli serbest
hacime sahip olmasi gerekir. Kisaca, polimerin cams: gegis sicakligr ve kristallik derecesi

diisik olmalidir.
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Sekil 2.1 Sulu ¢ozeltideki NaCl tuzunun iyonik iletkenliginin polimerde ¢ézinmiis bir
tuzun iyonik iletkenligi ile kargilagtiriimasi
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a) sulu NaCl ¢ozeltisi, b) polimerde ¢oziinmiis tuz

Tuzlarin uygun polimerlerde kati1 ¢ézeltilerinin hazirlanmasi oldukga 6nemlidir. Bu amagla
polimer ve tuz i¢in genel bir ¢oziici segilir. Ayri ayri hazirlanan ¢ozeltiler karigtirilarak

¢oziici ugurulur. Boylece polimer-tuz filmi olusturulur.

Polimerde iyonik iletkenligin mekanizmas: tam aydinlatilmamis olmasina ragmen su
sekilde agiklama getirilmektedir. Ortamda kullanilan elektrolitin anyon veya katyonlarinin
her ikisi veya biri polimer zinciri lizerindeki gruplara zayif¢ca baglamrsa, bu gruplar
polimerin 1s1 etkisi ile yapacag: egilip bukilme hareketleri ile zincirler arasinda
taginacaklardir. Bu taginma polimer iizerindeki bir grubun bir bagka polimer zincirindeki

benzer gruba iyon transferi seklindedir.

Eger ortama elektriksel potansiyel uygulanirsa iyon difiizyonu tek yonde olacaktir.
Ornegin, katyon, bir polimer molekiiliinden digerine atlayarak katoda dogru go¢ edecektir
(Sekil 2.1b). Burada iyon difiizlenmesine olanak saglayan serbest hacmin, iyon
tasginmasindaki 6nemi ortaya ¢tkmaktadir. Bu mekanizma, amorf polimerlerin, elektriksel
iletkenligi ac¢iklamada nig¢in daha uygun oldugunu ve sicakhigin yiikseltilmesiyle
iletkenligin ni¢in arttigin1 agiklamaktadir.

Kat1 polimerik elektrolitlerde kullanilan tuzlar digiik kristal enerjisine sahip olmalidir.

Aksi takdirde iyon birlegsmeleri ve yiksek kristal enerjisi nedeniyle iyon-giftlerinin
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ayrilmas: zorlagir ve polimer ile solvatizasyonu giiglesir. Bu nedenle triftalat gibi buyuk

hacimli anyonlar kullanilir.

Polimerdeki tuz derisiminin de iletkenlik Gzerinde o6nemli etkisi bulunmaktadir. Tuz
derigimi diisiik tutuldugunda iletkenlik degeri de diigtiktiir. Bu durumda iyonlar birbirinden
daha iyi ayrilmig olmasina ragmen, iletkenlige katkida bulunan iyon sayisi azdir. Tuz
derigimi arttirildiginda iletkenlik degeri artarak bir maksimumdan ge¢mekte ve daha sonra
dugmeye baslamaktadir. Bu dists, kismen iyon ¢ifti olusumunun bir sonucudur. Ayrica
iyonlarin polimerler arasinda ¢apraz bag olugturmalarindan da kaynaklanmaktadir. Bunun

sonucu olarak polimerin camsi gegis sicaklifi artmakta ve iyon hareketliligi azalmaktadir.

2.2.2 Tletken materyal-polimer filmleri

Yalitkan polimerlerin iletken polimerlere doéntstiirilmesi grafit veya metal pargaciklar:
gibi  iletken ozellikteki  materyallerin  polimerlere  katilmasi  yontemi  ile
gerceklestirilebilmektedir. Polimer zincirine metal parcaciklarinin katilmas: ile bazen
oldukga yiksek iletkenlige sahip (1.0 S/cm) filmler elde edilebilmektedir. Bu filmlerde
elektronik iletkenlik degeri iletken pargaciklar arasindaki temasin derecesine oldukga
baglidir. Poliakrilonitril veya poliesterlerin pirolizi de yan iletken araligina diigen bir

elektriksel iletkenlik gosteren materyal verir.

2.2.3 Polimerlerde elektronik iletkenlik

Iletken polimerlerin iiglincii grubunu ise kat1 hallerinde elektrigi elektronik iletkenlik
mekanizmasiyla ileten makro molekiiller olusturmaktadir. Bu tip iletme gosteren
polimerlerin, elektronlarin polimer zinciri boyunca go¢ etmesine ve zincirden zincire
atlamasma olanak saglayabildigi belirtilmektedir. Polimerlerdeki elektronik iletkenlik,

metaller veya metalik yaniletkenlerdeki elektronik iletkenlige benzer davrams gosterir.

Bu tiir iletkenlik poli(salfir nitril) veya poliasetilendeki gibi yapisinda diizenli

konjigasyon ve delokalize olmus ¢ift baglan bulunduran polimerlerde gériilmektedir.
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a. Band teorisi;

Iletken, yalitkan, yaniletken ve polimerlerde elektronik iletkenliginin mekanizmast “band

teorisi” ile agiklanmaktadir.

Band teorisine gore aralarinda kimyasal bag olusan iki atomun atom yoriingeleri
kaynasarak, aym sayida molekiil yoringesi olusturur. Ornegin, iki H atomundaki 1s
yoriingeleri kaynagarak iki tane molekil yoringesi olugmaktadir. Yeni molekil
yoriingelerinden birinin enerji diizeyi 1s yoriingesinin enerji dizeyinden digik, digeri ise
yiiksektir. Enerji diizeyi digiik olan molekiil yoriingesine bag yoringesi, yiiksek olan
molekiil yoriingesine antibag yoriingesi adi verilir. 2H atomuna ait olan 2e , enerjisi diigiik
olan molekiill bag yoriingesine geger ve boOylece enerji bakimindan daha uygun H;

molekiilii olugur.

Polimer molekiillerinde atom sayisinin ¢ok fazla olmasi bag ve antibag orbitallerinin
sayisini  arttirmaktadir. Bunun sonucu olarak da fazla sayida molekil orbitalleri
olugsmaktadir. Bu bag orbitallerinin ¢akigmast sonucu olusan banda degerlik (valans) bandi
denir. Aymi gekilde ¢ok fazla sayidaki antibag orbitallerinin ¢akigmasi ile de iletme bandi
olugmaktadir (Sekil 2.2). Bu iki band birbirinden band araligi olarak bilinen bir enerji

araligl ile ayrilmaktadir.

Metallerdeki elektronlarin metal hacmi iginde serbest olarak hareket ettikleri kabul edilir.
Sekil 2.3’de de goruldigi gibi metallerde degerlik bandi, bog olan iletme bandt ile st iiste
gelmigtir. Elektriksel iletkenlik en dusiik iletme band: igindeki elektronlarin hareketi ile
saglanir. Degerlik bandindaki elektronlarin bos iletme bandina gecebilmesi igin enerjiye

ihtiyag yoktur.
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Sekil 2.2 Orta bityiiklikteki polimer molekiiliinde bag ve antibag orbitallerinin olusumu

Yalitkanlarda degerlik bandi dolu, iletme bandi bostur ve birbirinden belli buyuklikte
enerji aralig ile aynilmustir. Iletme bandina elektronlarin gegisi ancak yeterli enerji

saglandiginda elektron akigi ile miimkiin olacaktir. Bu nedenle yalitkanlarin iletkenlikleri

cok distuktur.
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Sekil 2.3 Metal, yariiletken ve yalitkan katilarin enerji seviyelerinin gosterimi

Yariiletkenlerde ise, yalitkanlardakine benzer sekilde degerlik bandi dolu, iletme bandi
bostur. Degerlik bandi ile iletme band: arasindaki enerji araligi 1sitmayla verilecek enerji

ile asilabilecek kadar kiguktir. Bu yolla iletme bandina gegen elektronlarin biraktiklari
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bosluklar bu bantta kalan elektronlarin bir elektrik alam etkisinde hareket edebilmelerine

olanak saglamaktadir
b. Yalitkanlar

Elektriksel iletkenlik, degerlik bandi, iletme bandi veya band aralig: iginde yer alan yeni

enerji seviyelerindeki ciftlesmemis elektronlarin varlig: ile iligkilidir.

Yapida yer alan ¢iftlesmemis elektronlar 1s1 veya 11k etkisi ile aktiflestirildikten sonra
degerlik bandinin en ust seviyesinden iletme bandinin en dugik seviyesine atlayarak
gecebilirler. Iste yalitkan materyallerde, bu band araliklart elektronlarin sigramasini

engelleyecek biyukliktedir.
c¢. Yarniletkenler

Yalitkanlara gore daha dar band araligmma sahip materyallerdir. Yariletkenler 107-10°
S/cm degerleri arasinda iletkenlik gosterirler. Iletme iki yolla  olusturulabilecek

¢iftlegmemis elektronlar yardimiyla saglanir.

Birincisi, eger band aralig: kigikse degerlik bandinin en yiiksek enerji seviyelerinden
iletme bandinin en disiik seviyelerine elektronlarin atlamasi igin gerekli enerji 1s1 veya 151k
etkisi ile saglanacaktir. Iletme bandina atlayan elektron burada serbestge hareket edecektir
ve zincir boyunca pozitif yikli elektroda dogru go¢ ederek akim tagiyici gorevini

yapacaktir.

Ikincisi ise, yariiletken polimerlerin elektriksel iletkenliginin bir dig kaynak yardimriyla
ortama elektronlarin eklenmesi veya uzaklastirilmas: ile mumkiindir. Elektronlarin
eklenmesi polimerin elektrokimyasal hiicrede indirgenmesi ile veya elektron veren kigiik
molekiillerin ilavesi ile gergeklestirilebilir. Polimerin elektrokimyasal yiikseltgenmesi ile
veya elektron alici maddelerle polimerin muamele edilmesi ile polimer molekiiliinden
elektron uzaklagtinlabilir. Bu iglemler ile yik tagtyicilarin sayisi arttinilabildigi gibi
eklenen elektronlarin band aralig: icinde yeni enerji seviyeleri iggal etmesiyle band aralig:

seviyesi dustrialir.
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d. Metaller

Metaller, bog iletme band: ve kismen dolu degerlik bandina sahip materyallerdir. Metaller
komsu atomlarla kovalent bag yapmayan, giftlesmemis elektron bulunduran birgok metalik
atom igerir. Degerlik bandinin en diigiikk seviyelerinde bulunan elektronlar kolayca ayni
bandin dolu olmayan en yiiksek enerji seviyelerine gegebilirler. Burada elektronlarin bir

enerji seviyesi bulmak i¢in band araligim gegmelerine gerek yoktur.

Boylece, metalik iletkenler degerlik bandinda, elektronlardan daha fazla enerji seviyelerine
sahiptirler. Yariiletkenler ve yalitkanlar ise, enerji seviyeleri kadar elektron
icermektedirler. Bu durum, metalleri yalitkanlar ve yariletkenlerden ayiran 6nemli bir

ozelliktir.

2.2.4 lletkenlik ve katkilama

Bir polimerin iletken 6zellik gosterebilmesi i¢in yapisinda konjuge ¢ift bag igeren zincir
bulundurmasinin gerekli oldugu Glarum tarafindan belirtildigi rapor edilmistir. Glarum
konjuge polimerlerde elektriksel iletkenligin, yapida yer alan konjuge m baglari ile
saglandigint ileri sirmugtir. Bu nedenle ¢ikis maddesi olarak kullamilacak monomerlerin
polimer zincirinde korunabilen aromatik veya konjuge karbon-karbon ¢ift baglari

bulunduracak yapida olmas: gerekmektedir (Beret ve dig.,1968

Asetilen gazim yilksek derisimde katalizor ile etkilestirerek reaktor duvarlarinda film
halinde elde ettikleri poliasetilenin cis-trans seklinin 10® S/cm, trans-trans seklinin 10
S/cm gibi yalitkan-yaniletken simirina yakin iletkenlik gosterdigini agikladiklarinda bu
calisma dikkate alinmamigtir. Ancak bu galiyma, mekanik 6zellikleri ilerlemis poliasetilen
film sentezi agisindan 6nemli bir gelisme olmugtur (Shirakawa ve dig., 1971). Daha sonra
sentezledikleri saf poliasetileni alkali metaller, radikal anyonlar ve elektrokimyasal olarak
indirgediklerinde veya AsFs, SbFs, I, gibi elektron alici gruplar ile ve elektrokimyasal
olarak viikseltgediklerinde iletkenliginde Onemli oranda artiy gozlemeleri iletken
polimerler agisindan bityiik bir geliyme olarak kabul edilmigtir. Iletken polimer terimini de
ilk kez bu ¢aligmada Mac Diarmid kullanmigtir. Polimer i¢indeki elektronlarin iletkenlige
katkida bulunmasi “sentetik metaller” ad: altinda yeni bir bilim dalinin ortaya ¢ikmasina

yol agmugtir (Mac Diarmid ve dig.,1987) .
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Polimerlerde iletkenlik &, tastyici derigimi (birim hacim bagina diigen tagiyici sayisi) n ve
tastyici hareketliligi i’ ye baglidir. Asagidaki denklem ile hesaplanir.
c=eny 2.1

Elektronlar polimer zinciri boyunca farkli bag uzunluklani ve yikk tagtyicilarinin
etkinliginden dolay1 polimer iginde ve polimer zinciri boyunca hareket edemezler. Ayrica
band araligmin artmas: ile tagtyict derisimi tstel olarak azalmaktadir. Saf halde konjuge
polimerler biiyiik band araliklarina sahip oldugundan dolay: tagiyici derisimi normal
sicaklikta ¢ok disiktir. Bu nedenle, konjuge polimerlerin zincir yapilari iletme igin

uygunsa da digiik tastyici derigimi nedeni ile diiguk iletkenlige sahiptirler.

Bu polimerleri elektriksel iletken yapabilmek igin hareketli yiik tasiyicilarinin (dopant)
eklenmesi gerekir. Bu durum konjuge m yapisina sahip olan polimerleri elektron alan ve
elektron veren gruplara yiikseltgeme ve indirgeme iglemleri ile saglanmaktadir. Ornegin,
elektron c¢ekici bir grubun polimerlerden bir elektron uzaklagtirmas: ile polimer
yiikseltgenir ve zincir iizerinde bir radikal katyon olusur. Eger radikal katyon yiiksek
dopant derisimlerinde anyonlarin kulon yiikii perdelenmesiyle veya 1s1 enerjisi yardimiyla
anyon ile baglanma enerjisini yenebilirse, polimer zincirinde hareket ederek iletkenlige
katkida bulunur. Bu iglem katkilama (doping) olarak adlandirilmaktadir. Katkilama terimi
bir anlamda farkl degerlendirilebilmektedir. Ciinkii dopant derigimi, katkilanmig inorganik
yariiletkenlerdekine gore oldukga yiiksektir. Inorganik maddeleri yari iletken hale getirmek
i¢in ilave edilen katkilama maddeleri ppm mertebesindedir. Fakat iletken polimerlerde
dopant, polimer bilesiminin %50’ sini olusturmaktadir. Béyle bir sistem katkilanms
polimerlerden daha ¢ok iletken yiik transfer kompleksi olarak tammlanabilir. Ancak,

katkilama (dop etme) terimi literatirde yerlegmis ve genel kullanimda kabul edilmistir.

Katkilama, isleminde polimerlerin degerlik bandindaki elektronlar ya bir yiikseltgen ile
kopanlir ve degerlik band1 pozitif yiikli hale getirilir veya indirgen madde bos iletkenlik
bandina bir elektron verebilir. Bu islemlerde, yiikseltgenmeye karsilik gelen p-tiirii
katkilama, indirgenmeye karsilik gelen n-tiirii katkilama olarak adlandirilir. Buradaki p-tipi
ve n-tipi iletken polimerler, p ve n tipindeki yariiletkenler ile karsilagtirilmaz. Ciinkii, her
ikisi de farkh mekanizmaya sahiptir. Silisyum ve germanyum gibi elementlerin

olusturdugu p-tipi yaniletkenlerde, yalnizca kristalin bag yapisinin gerekenden daha az
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elektrona sahip oldugu anlaminda pozitiftir. Arsenik ve antimon gibi elementlerin
olusturdugu n-tipi yaniletkenlerde ise, kristal bag yapisinin gerekenden fazla elektrona

sahip olmas! anlaminda negatiftir. Her iki yapida kristalin kendisi elektrikge nétraldir.

Kimyasal olarak doping isleminde su ana kadar literatiirde en ¢ok yayinlanan katkilama
molekﬁlleri; ASFs, Iz, SbFs, A1C13, ZI‘CI4, FCC13, Brz, [Fs, 02, NOzPF6, NOszFs, MOCls,
WClg ve liste hizla gelismeye devam etmektedir. Bu 6rneklerden AsFs, ve I ilk kullanilan

yikseltgeyici katki maddeleridir.

Elektrokimyasal katkilama isleminde ise, polimerin yiikseltgenmesi veya indirgenmesine
elektrik akimi neden olur ve kargit iyon elektrik alam ile elektrolit ¢ozeltisinden sisteme
cekilir. Elektron alici bir grubun katilmasi i¢in yani yikseltgenmeyi olusturmak igin
uygulanan voltaj pozitif potansiyeldir. Yikseltgenmis polimeri daha fazla yiikseltgemek

icin uygulanan voltaj yeterli olmadigt zaman elektrokimyasal katkilama iglemi durur.

Elektrokimyasal katkilama iglemi kimyasal katkilama iglemi ile ¢ok benzer ilerler. Ancak,
elektrokimyasal katkilama igleminde yiikseltgenme veya indirgenme igin gerekli enerji, dis
voltaj kaynagi ile saglanirken olusan iyonlagmig polimerin karsit iyonu destek elektrolitten

saglanir.

Katkilama derecesinin kontrolii ile yariiletken bir materyal, metale veya kararli bir ara hale
doéniistirilebilmektedir. Son yillarda perklorik asit, siilfiirik asit veya triflorometansiilfonik

asit gibi giiclii protonik asitlerin “proton dopantlar” olarak kullanildig: bulunmustur.

2.2.5 Polimerlerde iletkenlik teorisi

Dopantlar, iletkenlik tizerinde neden bu kadar 6nemli bir etkiye sahip oldugu, dopant

iceren bir sistemde yiik tagiyicilarin neler oldugu su sekilde agikanabilir.

Kimyasal veya elektrokimyasal indirgenme sonucu olusabilecek ¢iftlesmemis elektronlar,
iletme bandinin en diigik seviyelerine gegerek akim tasiyici gorevi yapmaktadirlar. Tersine
yiikseltgenme igleminde ise, degerlik bandinin en dig seviyesindeki elektronlar uzaklagarak
pozitif yiikler olusturmakta ve geride kalan ¢iftlegmemis elektronlar akim tasiyict gérevi

yapmaktadirlar.



Ornegin, poliasetilene katkilama ile eklenen bir elektron iletme bandina gegemez fakat
band boslugu iginde bir ara elektronik seviyeye gecer (Sekil 2.4). Burada olusan
indirgenme urtni bir radikal anyondur. Bosluk igindeki enerji seviyesi ® - bagmin iki
elektronu ile ve /veya indirgenme ile eklenen bir elektron ile doldurulmustur. Bu sekilde
olusan yapiya “polaron” adi verilir. Ayni yere ikinci bir elektronun eklenmesi ile olugan
dianyon ise “bipolaron” adimi alir (Sekil 2.4). Bipolaronlar ¢iftlesmis elektron
icermektedirler. Fakat band icindeki enerji seviyeleri elektronlarin iletme bandina
atlamasim kolaylagtirmaktadir. Poliasetilenin yiikseltgenmesinde ise degerlik bandindan
bir elektron uzaklasarak bir radikal katyon yani bir pozitif polaron, daha ileri yikseltgenme
iglemi ile de pozitif bipolaronlari olusturmak tizere birbirlerini etkiler. Bu durumda iki
radikalin birlegmest ile yeni bir nt-bag1 olugmaktadir. Olusan n-bag: enerji bakimindan iki
radikal katyonun baglarindan daha kararhidir. Bipolaronlardaki pozitif yiklerin
akigkanhgimun yiiksek olmasi nedeniyle iletkenlige asil katkida bulunanlarin bipolaronlar

oldugu agiklanmustir.

Poliasetilen, doymamus zincirler arasinda iki farkli ve esit enerjili rezonans seviyelerine
sahip tek polimerdir. Cis-trans poliasetilenin, trans-trans poliasetilene izomerlesmesi

sirasinda olusan konformasyonal degisikliklerden ortaya ¢tkan yapi;

1
P T Y Y e Polien

SIS,

+e
1
/\/\/\/\/\ Polaron +
—_ (radikal anyon) ++ )
l A,

+e
B ]
RSN XX Bipolaron ++ fI

- (dianyon) ++

l (A
- — L1
W Soliton cifti ++  ++ T
-~ ]

Sekil 2.4 Poliasetilen 6rneginin indirgenmesi ile olugsan polaron, bipolaron ve soliton ¢ifti

yapilarinin band araligindaki yerlegimi hatasina soliton denir (1).
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Solitonlar, iletkenlik olayinda alternatif bir mekanizma saglamaktadiriar. Solitonun ener;ji
seviyesi band araligmnin ortasinda yer almaktadir (Sekil 2.4). Omegin, sistemde bir
elektronun degerlik bandindan iletme bandina sigramast igin 0.7 eV enerji gerekliyken bir

soliton olusturmak i¢in yalmzca 0.4 eV enerji gereklidir.

Katkilama poliasetilende solitonlarin akim tastyici gorevini yaptiklarn belirtilmistir. Sekil
2.4’ de gosterildigi gibi bir polaron boglugun ortasindaki enerji seviyesinde daha dusuk
enerjide iki negatif solitona ayrilmaktadir. Bu durumda akim, yukli solitonlar ile

taginabilmekte ve hatali kisimlar zincir boyunca hareket etmektedirler.

2.3 lletken Polimerlerin Sentezi

Iletken polimerleri sentezlemek i¢in belli basli dort metod kullaniimaktadir. Bunlar;
elektrokimyasal  polimerizasyon, kimyasal polimerizasyon, piroliz,  katalitik
polimerizasyon (Ziegler-Natta katalizorlii) teknikleridir. Bu polimerizasyon metotlarindan

sik¢a kullanilanlan elektrokimyasal polimerizasyon ve kimyasal polimerizasyondur.

Iletken polimerlerin sentezinde, bagslangigta kullanilan monomerler sonugta olusan
polimerin yapisinda korunabilen tipik aromatik veya c¢oklu konjuge bag yapisina
sahiptirler. Ornegin asetilenin polimerizasyonu sonucu konjuge etilen birimlerini iceren
polietilen olugmaktadir. Benzenin polimerizasyonunda ise birbirine kovalent bagh
aromatik zincirli poli(p-fenilen) olugur. Bu sekilde elde edilen iletken polimerlerin

yapisinda m- konjugasyonunun uzatilmast ¢ok 6nemlidir.

2.3.1 Elektrokimyasal polimerizasyon

Elektrokimyasal polimerizasyon, bir elektrot ylzeyinde yuriiyen reaksiyonlarda olusan
trtnlerin baslattig1 polimerizasyon olarak tanimlanmaktadir. Bu yontemde elektrot zincir
buylimesini katalitik olarak baglatir. Elektrokimyasal polimerizasyonda kullanilan

baslatici, polimerizasyon ortamindaki monomerin veya elektroliz  ¢dzeltisinin
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yiikseltgenmis veya indirgenmis sekli olabilir (Funt ve dig. 1970,1971). Stiren ve izobiitil
vinil eterin elektrokatyonik polimerizasyonunda baglama basamaginin mekanizmasini
aciklamaya c¢aligmuiglardir. Bu aragtumacilar baglama basamagindaki destek elektrolitin
anyonunun yiikseltgendigini veya monomerin biyimekte olan radikal katyona

yiikseltgendigini agiklamiglardir.

Elektrokimyasal polimerizasyonda monomer, uygun bir ¢oziicii ve destek elektrolit ile
birlikte elektroliz hiicresine konularak elektroliz edildiginde elektrot yiizeyinde veya

¢ozeltide polimer olugmaktadir.

Elektrokimyasal polimerizasyon iglemlerinde kullanilan elektroliz hiicresi genellikle

caligma, karsit ve referans elektrottan olusan ii¢ elektrotlu bir sistemdir.

Elektrokimyasal yolla yapilan ilk sentez Letheby tarafindan anilin i¢eren seyreltik siilfurik
asit (H2SQO4) ¢ozeltisinde, anilinin anodik polimerizasyonu sonucu Pt elektrot iizerinde
mavi-siyah renkli, suda ¢oziilmeyen polianilin polimerinin eldesidir. Daha sonra bu metod
Szavasy tarafindan kullanilmistir. Bu galigmadan sonra 1940’ It yillarin sonunda bazi vinil
monomerlerinin elektrokimyasal polimerizasyonunun incelenmesine kadar konu ile ilgili

yayina rastlanmamigtir (Rembold, 1947).

Elektrokimyasal polimerizasyon yontemi diger polimerizasyon yontemleri ile
kargilastinildiginda bazi avantajlara sahiptir; ornek olarak reaksiyonlar oda sicakliginda
tamamlanabilmektedir. Potansiyel ya da akim zamanla degistirilerek filmlerin kalinhigi
kontrol edilebilmektedir. Homojen filmler elde etmek mimkiin olmaktadirr. Ayrica
polimerin dopingi istenilen iyon ile gergeklestirilmektedir. Elektrokimyasal polimerizasyon
yonteminde reaksiyonlarin baglama ve bitis basamaklari hassas bir gekilde kontrol
edilebilmektedir. Buna bagli olarak molar kitle dagiim: da kontrol altinda
tutulabilmektedir. Bunun yaninda, elektrokimyasal polimerizasyon yoOntemi segici
potansivel kontroli ile istenilen 6zellikli kopolimerlerin tretiminde o6nemli rol
oynamaktadir. Polimerizasyon hizinin incelenmesi sirasinda ise hizli olan elektrokimyasal
yontemlerin kullanilmas: avantaj saglamaktadir. Kimyasal yontemlerle aktivasyonu
mimkiin olmayan monomerler (ketonlar, aldehitler, tiyoketonlar vs.) elektrot potansiyeli
ile kolayca aktiflestirilebilmektedirler. Elektrot potansiyeli monomeri kimyasal

baslaticilara gore daha kuvvetli etkileyebilmektedir.
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Elektrokimyasal polimerizasyon yonteminde baglama indirekt ve direkt yolla

yapilabilmektedir.

Indirekt baglamada, ortama destek elektrolit olarak elektroaktif tuzlar katimakta veya
sistemdeki butiin tirlerin yikseltgenme potansiyellerinden daha yiiksek potansiyel

uygulanmaktadir.

Direkt baglamada ise monomerler polimerlesmeyi siirdiirecek kendi radikal katyonlarini
veya katyonlarim olusturmak izere anoda elektron transferinde bulunurlar. Burada

HOMO enerji seviyesinden bir elektron anoda aktanlir (Sekil 2.5).

Elektrokimyasal  polimerizasyon  yonteminde  elektroliz  islemi iki  sekilde
gerceklestirilebilir; Sabit potansiyel elektrolizi ve sabit akim elektrolizi. Direkt baglama her

iki elektroliz yonteminde gegerlidir.

Em+1 LUMO LUMO
/\ i
-o—0— % A ——
—@—€@— HOMO —@®—@— HOMO
En —@—@— —0—@—
M A Me

Sekil 2.5 Anodun enerji bandi, monomer ve monomerin radikal katyonunun molekiiler

enerjilerinin gosterimi

2.3.1.1 Sabit potansiyel elektrolizi

Bu tip elektrolizde polimerizasyon, potansiyeli sabit tutulan elektrot yiizeyinde ilerler.
Calisma elektrodunun potansiyeli potansiyostat ile referans elektroda gore istenilen degere

ayarlanabilmektedir. Caligma ve referans elektrot arasindaki bu potansiyel polimerizasyon
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potansiyeli olarak adlandirilir. Potansiyelin sabit tutulmasi ile ortamda istenmeyen

uriinlerin olusumu engellenmektedir.

Sabit potansiyel elektrolizinde, gosterilen Gi¢ elektrodlu (¢aligma, karsit ve referans) hiicre
kullamimaktadir. Ug elektrodlu hiicre sistemini kullanmamin birka¢ nedeni vardir; birincisi,
calisma elektrodun potansiyelini uygun referans elektroda gore sabit tutmak; ikincisi,
elektrokimyasal hiicredeki IR diigigini yenmek; tigiinciisii ise referans elektrottan akan

agir1 akimi engellemek igindir.

Polimerizasyon hiicresinde kullanilan referans elektrot Luggin kapileri yardimiyla ¢alisma
elektroduna yaklastirmigtir. Luggin kapilerinin amaci 6lgiimlerdeki IR disiisinden gelen
hata payim en aza indirmektir. Calisma ve karsit elektrodu igeren yari hiicreler birbirinden

orta poroziteye sahip bir disk ile ayrilmigtir.

Sabit potansiyel elektrolizinde, sabit tutulacak potansiyelin degeri doniisimlii voltametri
teknigi ile tayin edilmektedir. Dontgumli voltamogramlarda akim uygulanan potansiyelin
bir fonksiyonu olarak grafige gegirilir. Sistemden gegen akim, voltaj tarama hizina,

elektron transfer hizina ve elektroaktif maddenin yiizeye difiizyonuna baghdir.

2.3.1.2 Déniisiimlii veltametri yontemi

Doniisiimli voltametri (CV) sistemi, potansiyostat, fonksiyon jeneratorii, XY kaydedicisi

ve bir CV hiicresinden olusmaktadir.

CV, monomerlerin ve polimerlerin, elektroaktif tirlerin elektrokimyasal davramigini
incelemek i¢in kullanilan en yararh yontemlerden biridir. Bu yontemde ¢alisma elektrodu
(Pt, Au, grafit vb), kargilagtirma elektrodu ve referans elektrot (doymus kalomel elektrot
veya Ag/Ag") dan olusan ii¢ elektrodlu bir CV hiicresi kullanilmaktadir.

CV islemlerinde, ¢aligma elektrodun potansiyeli zamana karg1 taranmirken, devreden gegen
akim, potansiyele karsi XY kaydedicisiyle kaydedilerek voltamogramlar elde edilmektedir.
Gegen akim elektroaktif tiirlerin elektrot yiizeyine difiizyonuna, transfer edilen

elektronlarin sayisina, elektrot alanina ve voltaj tarama hizina baghdir. Akimda goézlenen
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artisin tepe noktasi, monomerin elektron aktarimi potansiyelini yani galigma potansiyelini

verir. CV teknigi ile hem indirgenme hem de yiikseltgenme potansiyeli 6l¢iilebilmektedir.

Boylece, olusan elektrot reaksiyonlarinin tersinir olup olmadigi hakkinda bilgi elde
edilebilmektedir.

Tersinir olarak yiriiyen elektrot reaksiyonlarinda ilk olarak anodik ve katodik pik
potansiyelleri arasindaki farkin 57-60 mV arasinda olmasi gerekir. Ileri dogru ilk taramada
pik potansiyeli ile yar1 pik potansiyeli arasindaki fark 56 mV olmalidir (Sekil 2.5a). Ayrica
katodik pik akiminin anodik pik akimina orani 1 olmahidir. (Ip.k/Ip.a = 1) (Sekil 2.5b).

Tersinmez yiiriiyen tepkimelerin voltamogramlarinda geri taramada katodik dalga yer
almamaktadir. Tersinir tepkimelerde pik potansiyeli tarama hizindan bagimsiz iken,
tersinmez tepkimelerde pik potansiyeli tarama hizina baglidir. Elektron transfer hizinin ve
kiitle transfer lizinin yavas oldugu elektrot reaksiyonlari tersinmez reaksiyonlar gibi
davranmaktadir. Ayrica elektron transferinin yavas, kitle transfer hmzimmn hizli oldugu

tepkimelerin voltamogramlari da tersinmez tepkimelerinkine benzemektedir.

- a p.c
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I Pa

1 1 1 1 | I

Potansiyel
f T T T

3-x»

Potansiyel

Sekil 2.5 Tersinir bir reaksiyona ait voltamogramlar a) pik potansiyelleri ve akimlar b) pik
akimlan oraninin 6lgiilmesi
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2.3.1.3 Sabit akim elektrolizi

Bu metotta iki elektrotlu hiicre kullanilir ve elektroliz boyunca akim sabit tutulur. Yalnizca
anot ve katot arasina dogrudan akim uygulamr. Metod, uygulamada basit olmasina ragmen,
bazi dezavantajlara sahiptir. Potansiyel degisken bir parametre oldugundan dolay1 ortamda
monomer diginda bulunan ¢oziicii ve elektrolit gibi maddelerin yiikseltgenmesi sonucu
istenmeyen Uriinler olugmaktadir. Ayrica ortamda olugan iriiniin daha ileri yiikseltgenmesi
ve indirgenmesi de mumkindir. Boylece ortamda olugsan tirlerin  yapisi

belirlenememektedir.

2.3.2 Kimyasal yontem

Kimyasal yontemde, uygun bir ¢oziicide ¢ozilen monomer bir yiikseltgeme veya
indirgeme araci olarak kullanilan bir kimyasal madde ile etkileserek polimerlesir. Bu
yontemde yiikseltgenme basamaginin kontrol edilememesi ve olusan tiriniin saf olmamasi

dezavantaj olusturmaktadir.

Kimyasal yontemde, kullanilacak olan katkilama maddesi ve katalizoriin elde edilecek
iletken polimerin elektriksel iletkenligi iizerinde onemli etkisi bulunmaktadir. Ornegin,
Toshima tarafindan yapilan poli(p-fenilen)’ in sentezi ¢aligmasinda doping maddesi olarak
CuCl, ve katalizoér olarak AICl3” Gn kullanilmasi ile elde edilen polimer elektriksel
iletkenlik gostermemistir. Ancak katkilama maddesi olarak AsFs veya Li gibi maddelerin
kullanilmas: ile 0.3-500 S/cm arasinda degigen iletkenlik gozlenmistir. Piroliin FeCls-
metanol ortaminda kimyasal polimerizasyonu ile yaklagik 200 S cm™ iletkenlik gdsteren

polipirol sentezlenmistir (Machida ve dig., 1989).

Sharikawa 1977 de poliasetilen filmi AsFs ile yari-iletkene doniistiirdiikten sonra asetilenin
farkli tiirevlerinin polimerizasyonu igin birgok dopant yaninda katalizorler incelemis.
Incelenen en 6nemli katalizoriin Ziegler-Natta katalizorii oldugu belirtilmigtir. Diger

katalizérler ¢cok az kullamlmustir.

Genelde Ziegler-Natta katalizorleri, periyodik sistemde 1. ve III. siradaki metallerin
organometalik bilesikleriyle IV. ve VIIL siradaki gegis metallerinin bilesiklerinin birlikte
kullamildig: katalizorlerdir.
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Bu katalizorlerde gegis metali bilesigi katalizor (TiCly, VCly gibi) olarak, organometalik
bilesik (dietil aliminyum klorir gibi) ise kokatalizor olarak tanimlanmigtir. Bu tiir
koordinasyon katalizérleri polimerizasyonu baglatmak yaninda koordinasyon yetenekleri
sayesinde monomer birimlerinin polimer zincirlerine hep aym diizende katiimalarini

saglarlar.

2.3.3 Piroliz

Piroliz, iletken organik materyaller elde etmek igin bilinen en eski yontemdir. Bu
yontemde uzun bir aromatik yap:i olusturmak igin 1sitma ile polimerden heteroatomlar

(halojenler, oksijen ve azot gibi) ayrilmaktadir (Grossie ve dig., 1958).

Piroliz, konjugasyonu genisleterek yik tasiyict hareketliligini ve serbest radikaller
olusturarak yuk tastyicilarimin sayisini arttirmaktadir. Bu serbest radikaller katyonlar
olusturmak icin elektron verici veya anyonlar olusturmak igin elektron alici olarak etki
edebilirler. Polimer pirolizinin GrinG, baslangig polimerinin yapisi ve piroliz sartlarina

bagli olarak toz, film veya lif halinde olabilmektedir.

2.4 iletken Polimerlerin Kullanim Alanlan

Iletken polimerler gesitli elektrokimyasal ozelliklerinden dolay1 ¢ok degisik alanlarda
kullanilabilmektedir. Sarj olabilen piller, fotoelektrokimyasal hiicreler, elektrokromik
aletler ve iyon segici elektrotlarin yapiminda kullanilmalari yaninda sensor olarak kullanmim

alanlar1 bulunmaktadir.

En 6nemli iletken polimerler arasinda yer alan polianilin’nin diger polimerlere gére hizli
ve kolay hazirlanabilmesi, neme ve yukseltgenmeye kargi1 kararli olusu gibi sahip oldugu
avantajlardan dolay:r kuru ve nemli pil yapiminda kullanilabilecegi o6nerilmistir(Mac

Diarmid ve dig., 1987).

PPy iletken polimeri ile hazirlanan bir pilin performansini incelemistir. Bu ¢alismada Pt

uzerinde sentezlenerek hazirlanan Pt/PPy elektrotu katot olarak, Li/Ni elektrodununda anot
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olarak kullamlmasiyla hazirlanan pilin sarj/desarj 6zelligi incelenmistir (Osaka ve dig.
1988).

Gunimuzde insan ve ¢evrenin korunmasi her seyden onemli oldugu i¢in, sicaklik, basing,
nem ve kimyasal maddeler gibi fiziksel ve kimyasal degisiklikleri 6lgmek i¢in yeni ve
gelismis sensorlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle, iletken polimerlerin sensor olarak
kullanim: son yillarda buyik ilgi ¢ekmektedir. Bunlar pH sensorleri, gaz sensorleri ve
biyosensérler olarak ii¢ gurupta toplanmustir. Ornegin, siizge¢ kagidina emdirilen polipirol
oda sicakliginda amonyak gazina karsi duyarlidir. Gazlar kuvvetli indirgen ve yiikseltgen
ozellik gosterebildiklerinden polimer filmlerin iletkenliklerini etkilerler. Iletken
polimerlerin bu 6zelliklerinden yararlamlarak gesitli gaz sensorleri yapilmgtir. Yapilan bir
caligmada polibisfenol-A-karbona (PC) polianilin filminin iletkenliginin gesitli
kimyasallarin buharlar kargisindaki degisimi incelenmigtir (Dogan ve dig.,1993). Ornegin,
NH; buharimn filmin direncini arttirdigi, HCIl buhariin ise direnci azaltici bir etki yaptigi
gozlenmigtir. Polianilin’den baska diger iletken polimerlerinde gaz sensor olarak
kullanilabilecekleri belirtilmigtir. NO gazina maruz birakilan politiyofen filmlerin
iletkenliginin arttigi, CO ve NO, gazlarina maruz birakildiginda ise iletkenliginde ¢ok az
azalmalar oldugu tespit edilmistir. Iletken polimerlerin otomobil endiistrisinde yakitlardaki
oksijen seviyesini tayin etmek amaciyla galvanik kati elektrolit olarak kullamldig:

literatiirde yer alan ¢aligmalar arasindadir (Sukeerthi ve Contractor, 1994).

Bazi iletken polimerlerin asidik ve bazik ortamlardaki akim, direng gibi iletkenlik
ozellikleri incelenerek, bu maddelerin pH sensori olarak kullanilabilecekleri gosterilmistir.
Ornegin, polianilin’nin iletkenligi pH’ 1 ve elektrokimyasal potansiyelin bir
fonksiyonudur. Polianilin’nin iletkenligi disuk pH’ larda ve +0.5V - +0.9V araliginda
yiiksektir.

Iletken polimerlerin biyosensdr olarak kullamimlarinda, biyolojik ¢ozeltinin pH'1 ile iletken
polimerin iletkenligindeki degisiklik, biyolojik kokenli molekiiller igin sensdr amagh

kullamlmaktadir (Alva ve Phadke, 1994).

lletken polimerlerin diger kullamm alanlar1 fotovoltaik hiicreler ve transistorler

olugturmaktadir. Ayrica katalitik elektrot olarak da kullanilabilmektedirler. Ornegin, Ag ve
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Pt pargaciklar1 ile kangtmlmis politiyofen H unun indirgenmesi igin katalizor olarak
kullanilmaktadir.

Elektriksel devrelerde diger metaller veya bakir teller yerine hafif olduklar igin
poliasetilen lifleri kullanmak miimkin olmaktadir. Ayrica, bataryalarda ve yakit

hiicrelerinde de hafif elektrotlar olarak poliasetilenin kullanilmast uygundur.

Iletken polimerler elektronik iletkenliklerinin bir sonucu olarak digiik frekansh
elektromagnetik radyasyonu absorblayarak elektromagnetik girisime karst koruyucu bir

kalif gorevi yapmaktadir.

Son yillarda iletken polimerler kullanilarak diyot , transistor, rezistér ve kapasitor gibi
elektronik alet ve cihazlarin yapiminda kullamldiklarindan ticari uygulama alanlar:
bulmaktadirlar. Bu cihazlarda, kullamlan polimerin indirgenme ve yiikseltgenmesine bagl
olarak olusan kimyasal sinyaller elektrik sinyaline gevrilerek okunabilmektedir. Polianilin
ve mikro elektronik aletlerden yararlanilarak bir kimyasal transistor elde edilmistir (Paul
ve dig., 1985).

Dop edilmis iki farkli veya aymi polimerin kullanilmasiyla iretilen bir transistorde,
politiyofen (PT) yar iletken olarak, PPy ise kaynak ve akitici elektrot olarak kullanilmigtir
(Maiti, 1994).

Fotokimyasal hiicreler tarafindan giines enerjisinin kimyasal ya da elektrik enerjisine
donustiralmesi ile ilgi ¢geken uygulama alanlarindan birisi olmustur. Bu alanda yapilan bir
caligmada, ince Pt film tabakasi ile modifiye edilmis olan silisyum fotoanodun yiizeyi PPy
ile kaplanmustir. Bu islemin elektrodu daha dayamkli ve kararh hale getirdigi
gosterilmigtir. PPy kaplanmig bu elektrodun Pt kaph silisyum elektroda gore daha yiiksek
fotovoltaj 6zelligine sahip oldugu da belirtilmistir (Scotheim ve dig., 1982).

Dopant ile etkilestirilen iletken polimerlerin optik spektrumlarimn degisim gosterdigi

gozlenmistir. Bu 6zelliginden dolay1 gosterge (display) aletlerinde elektrokromik materyal
olarak kullanimi teklif edilmistir (Akthar ve dig., 1988).
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Iletken polimerler, gesitli organik, inorganik ve biyolojik molekiil ve iyonlara karg: segimli
gecirgen olmalan dolayisiyla inert elektrotlar iizerine film halinde kaplanarak, ¢ok sayida
modifiye elektrot yapiminda kullanilmaktadir. Modifiye elektrot 6zelliklerinin incelendigi
¢aligmalardan birinde, CF;COONa, Na,SO, gibi destek elektrolit igeren asidik ve bazik
ortamlarda, anilin ve tiirevlerinin elektrokimyasal olarak polimerlestirilmesi ile sentezlenen
PAn filminin ¢ozelti pH’ indan bagimsiz iyon segici elektrot karakter tasidigt gosterilmigtir
(Oyama ve dig., 1985).

Farkli miktarlarda PAn igeren siispansiyonlardan elde edilen PAn’ in iletkenliginin 107 —

PR

10 S/cm arahiginda degistigi gozlenmistir (De Paoli ve dig., 1991).

Polioksimetilen (POM)/polianilin filmleri, polianilin-HCIQ4 ile trioksamin katyonik
polimerizasyonu ile elde edilen polioksimetilen tozlarinin karigtiriimas ile ve PAn-HCIO4
ve POM’ nin BF;0Et; katalizor(i altinda yigin polimerizasyonu ile hazirlanmigtir

(Terlemezyan ve dig., 1993).

Iletken olmayan polimerler igerisinde iletken polimerlerin dispersiyonu ile hazirlanan
PVC/PAn filmlerin termoelektrik giigleri ve iletkenlikleri incelenmigtir. Blendlerin
iletkenliginin saf polianilinin iletkenliginden dasik oldugu ve sicaklik arttikga

termoelektrik giiglerin arttig1 gézlenmistir (Subramaniam ve dig., 1993).

Gegirgen ve iletken poli(etilen teraftalat) (PET)/PAn filmleri, anilin absorbe olmus PET
filmlerinin HCl igeren sulu (NH4);S,0s g:ézeltisininubuharma tutulmas ile kimyasal olarak
sentezlenmistir. Olusan filmler 0,1-0,2 S/cm iletkenlik ve 450-700 nm arasinda % 70’ den
daha buytk gegirgenlik gostermislerdir (Zhang ve dig., 1991).

Polistiren/polianilin filmleri anilin ve benzende dagitilmug polistiren ve sodyum
dodesilsulfat igeren ¢6zeltide emiilsiyon polimerizasyonu ile sentezlenmistir. Anilin
polimerizasyonu yiikseltgeyici maddenin emilsiyon ortamina ilavesi ve ¢ok hizh
kanistinlmasi ile gerceklestirilmigtir. Film ya ¢okerek ya da uygun madde ile ¢oktirilerek
ayrilmistir. Elde edilen filmin iletkenligi 3-5 S/cm olarak bulunmustur (Ruckenstein ve
Yang, 1993).

32



2.5 Polipirol

Polipiroliin yapisinin pirol birimlerinin katilma ve stibstitisyon reaksiyonlarina ¢ok istekli
2- ve 5- konumlarindan birleserek olustugu bilinmektedir. Ancak tam kimyasal
konfigiirasyonu  bilinememektedir.  Pirolin  elektrokimyasal polimerizasyonunun
mekanizmasinin monomerin radikal katyonunun olusumu ile ilerledigine inamlmaktadir
(Sekil 2.8). Ilk yiikseltgenme basamaginda olusan radikal katyonunun ya dimer olusturmak
uzere bir bagka radikal katyon ile yada nétral bir monomer ile reaksiyona girdigi
belirtilmektedir. Elektrokimyasal polimerizasyon islemlerinde, monomeri yiikseltgemek
i¢in yeterli potansiyel uygulandig1 zaman radikal olusumu gergeklesecegi i¢in, iki radikalin
birlesmesi daha olasidir. Ayrica uygulanan potansiyelde elektrot yiizeyinde nétral

monomere rastlanmayacaktir (Sekil 2.8).

Polimerizasyon ortaminda radikal katyon ile reaksiyon verebilecek niikleofiller
bulunmuyorsa, 2H" iyonu kolayca ayrilarak dimerik katyon olusacaktrr. (Qian ve dig.
1991) Zincir buyumest buyimekte olan zincirin aktif ucunun bir bagka aktif ugla

reaksiyonu ile sonlanabilir (Sekil 2.8).

Asetonitril ¢oziicusiinde tetraetilamonyum tetrafloroborat doping maddesi ile sentezlenen
PPy’ in 1-50 S/cm araliginda iletkenlik gosterdigi belirlenmistir (Omastova ve dig. |
1993).

Sabit potansiyel elektrolizi ile pirol ve tiyofen igeren ortama damla damla pirol ilave
edilerek piroliin elektrokimyasal polimerizasyonu ile hazirlanmigtir (Kojima ve dig., 1995)
Yapilan bir ¢aligmada da tiyofenin polimerlestirildigi yiizey uzerinde furan ve furan
uzerinde tiyofen polimerlestirilmistir. Bunun yaninda anilin tizerinde tiyofen ve tiyofen
tizerinde anilin polimerlestirilerek hazirlanan iletken polimerlerin 6zellikleri incelenmistir

(Talu ve dig., 1996).

Sulu ¢ozeltilerden elektrokimyasal olarak hazirlanan, TsO , SO4”, NO3 katkili, PPy
filmlerin iyi elektriksel iletkenlik gosterdigi gozlenmistir. Ornegin, NaNO; elektroliti ile 4-
30 S/cm, TsONa elektroliti kullamildiginda 60-200 S/cm arasinda iletkenlik degeri
Olgtilmiigtur (Qian ve Qiu, 1987).



Elektrokimyasal polimerizasyon ile perklorat ve p-toluensiilfonat dopantli PPy filmler
hazirlanmug. Bu filmlerin morfolojisi, kimyasal yapisi, elektrokimyasal ozellikleri ve

mekanik o6zellikleri tizerine uygulanan potansiyelin etkisi incelenmistir (Kaplin ve dig.,
1995).

Poli(vinil klorir) (PVC) polimerinin yizeyinde pirolin polimerlesmesi ile hazirlanan

PVC/PPy filmleri 5-50 S/cm araliginda iletkenlik degeri gostermistir. Filmlerin mekanik

dzelliklerinin saf PVC’ nin mekanik ozelliklerini gosterdigi belirlenmistir (De Paoli ve
dig., 1985).
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Sekil 2.8 Piroltun elektrokimyasal polimerizasyonunun mekanizmasi

Poliakrilonitril (PAn)/PPy filmleri farkli polimerizasyon sartlar altinda polianilin polimeri
iizerinde pirolin polimerizasyonu ile elde edilmistir. Hazirlanan filmlerin elektriksel
iletkenligi incelenmis ve 107-10° S/cm iletkenlik degeri gosterdigi belirlenmistir.
Iletkenligin monomer ve elektrolit derigimi ile arttig1, uygulanan potansiyel ve sicaklik ile

azaldigr gozlenmistir (Park ve Han, 1992).
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Sabit potansiyel elektrolizi ile polikarbonat kapli Pt elektrotlar tizerinde pirolin
polimerizasyonu ile sentezlenmigtir. Yapiya giren PPy yiizdesine gore iletkenligin degisimi
incelenmis. Yuzey morfolojisi taramali elektron mikroskobu ile incelenmistir (Geibler ve

dig., 1991).

Polietilen teraftalat) (PET) filmlere emdirilmis polipiroliin sulu FeCls ile polimerizasyonu
sonucu PET/PPy filmler elde edilmigtir. Olusan filmlerin oldukc¢a gegirgen (633 nm de
%70-85) ve 0.03-0.1 S/cm iletkenlik gosterdigi belirlenmistir (Li ve Song, 1991).

Iletken poli(vinil kloriir) (PVC)/PPy ve selilloz asetat (CA)/PPy filmleri karsi difiizyon
polimerizasyonu ile hazirlanmistir. Pirol ve yikseltgeyici madde ¢ozeltileri arasina suda
sismis CA ve asetonitrilde sigmis PVC konarak pirol ve yiikseltgeyicinin difiizyonu ile film
yuzeyinde polipirol olugsmaktadir. Yiikseltgeyici madde ile temas halindeki yiizeyin
iletkenliginin 40 S/cm ye ulasgtig1 gézlenmistir (Dubitsky ve Zhubanov, 1993).

Kimyasal polimerizasyon ile AgNOs, FeCls, Fe(NO;3) 2, Cu(NOs) ; veya Cu(NO;) . AICI3’
iin sulu ¢ozeltilerinden sentezlenen toz halindeki PPy’ {in 2,7x10% S/cm ve film halinde

sentezlenen PPy’ iin 2.8 S/cm iletkenlik gosterdigi bulunmustur (Chao ve March, 1988).

Poli(4-vinilpiridin)’ in bakir iyonlar: ile kompleksi pirol ve su buharina maruz birakilarak
iletken polimerik filmler hazirlanabilmigtir. Olusan filmlerin iletkenliginin 60 S/cm

oldugu bulunmustur (Mohammadi ve dig., 1994).

Buharlagtirma ydntemi ile poliakrilonitril (PAa)/PPy filmleri hazirlanmistir. Bu yontem ile
elde edilen filmlerin yiksek iletkenlie ve iyi mekanik ozelliklere sahip oldugu
gozlenmistir. Olusan filmlerin iletkenliginin sicaklik ile degisimi incelenmigstir (Bhat ve
Sundaresan, 1991).

2.6 Enzimler

Enzimler, canli hucreler tarafindan sentezlenen, protein yapisinda olan ve biyolojik
aktiviteye sahip molekiillerdir. Temelde biitin biyokimyasal reaksiyonlar enzimler

tarafindan katalizlenir.
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Enzimler, ileri derecede organize olmus protein molekillerdir. Hayat canli hiicre iginde
zincirleme devam eden biyokimyasal reaksiyonlar dizisi sonunda ya hiicreye gerekli olan
makro molekiillerin insa edildigi ya da biiyiikk molekiillerin parcalanarak enerjinin agiga
¢ikarildig: bir siregtir. Bunlarin diginda hiicrenin gereksinim duydugu daha kigik
molekiillerde yapilabilir. Burada enzimlerin gorevi gerek biiyiikk molekillerin yikiminda,
gerekse biiyiik molekiillerin yapim siireci olan biyokimyasal reaksiyon basamaklarinda

substrat dedigimiz molekiillere kimyasal bir grubu eklemektir.

Bu kimyasal gruplar ¢ok farkli ve degisik olabilir. Bir metilen (CHz) bir amin (NH;) bir
hidroksit (OH) bir hidrojen (H), keto (CO), aldehit (O=C-H), bir karbondioksit (CO,)

grubu olabilir.

Biyokimyasal reaksiyonlarin her basamaginda bu kimyasal gruplar eklenerek buytik
molekiiller insa edilir. Ya da bu kimyasal gruplar kopartilarak, biiyiik molekiiller daha
kiigik parcalara ayrilirlar. Enzimler bu goérevi sirasinda bagka organik molekiillere veya
bazi kofaktorlere gereksinim duymaktadirlar. Biyokimyasal reaksiyon basamaklarinda
enzimler tarafindan koparilan ya da eklenen bu kimyasal gruplarin tasiyici molekiillerine
gereksinim vardir. Bu kimyasal gruplarin tastyicist olan molekiller koenzimlerdir.

Koenzimler olmadan biyokimyasal reaksiyonlarin devamlilig: saglanamaz.

2.7 Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenir. Ancak aktivite gostermeleri igin hiicre
icinde bulunmalan sart degildir. Hiicreden ayn “imvitro” sistemlerde de aktivite
gosterebilirler Enzimler olduk¢a 6zel yapt kazanmus biyiikk molekiillerdir. Enzim
proteininde bulunan amino asitlerin dizilisi enzimin belirli konformasyon ve ii¢ boyutlu
yapt kazanmasinda onemlidir. Enzimin konformasyonu ve uzaydaki i¢ boyutlu yapisi
yalmiz enzimin aktivitesinde degil ayn1 zamanda metabolik olaylarin kontroliinde de énem
tagir. Enzimler hiicrenin metabolizmasin1 olusturan binlerce kimyasal reaksiyonu yoneten
molekullerdir. Enzimin etkileyerek degisime ugrattigi molekiillere “enzimin substrati”
denir. Tek substratt olan enzimler oldugu gibi birden fazla substrat: kullanan enzimlerde
vardir. Bazi enzimler tumiiyle protein yapisinda metal yada seker yada lipitlerle bagh

durumdadir. Enzimin yapisinda bulunan ve protein yapisinda olmayan bu yapilara
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“prostetik grup” adi verilir. Bu prostetik grup bir metal iyonu ise “kofaktor” olarak
adlandirilir. Sayet bu prostetik grup 1stya dayanikli organik bir bilesik ise proteinle birlesen

bu organik gruba da “koenzim” ad1 verilmektedir.

Enzimlerde dializ edilemeyen ve 1siya dayaniksiz protein kismma apoenzim adi verilir.
Enzim bu durumda inaktif haldedir. Bu apoenzim kismi bir kofaktor yada bir koenzimle
kompleks yaptiktan sonra aktif hale gecer. Boyle enzim-koenzim kompleksi olugmast ile

aktif hale gegen enzime de “holoenzim”ad: verilir.

Hiicrenin metabolizmasinin diizenlenmesi oldukga gii¢ bir biyolojik olay olarak kargimiza
cikar. Hiicredeki biyokimyasal reaksiyonlar dizisinde bir enzimin Griinii diger bir enzimin
substrat1 olmakta ve hiicre ortaminda biitiin ara metabolitlerin belirli bir konsantrasyonda
tutulmasi  saglanmaktadir.  Enzimler karsilikli  etkilesimde  bulunarak  hicre

metabolizmasinin diizenlenmesinde etkin rol oynarlar.

Hiicredeki biyokimyasal reaksiyonlar dizisinde gorev yapan enzimlerden birisi
sentezlenemez yada yanlig sentezlenirse o kademede gorev yapan enzim yeterli metabolik
aktivite gosteremiyeceginden metabolik reaksiyonlar dizisi o noktada kesilir ve son triin

olusamaz.

Metabolik yollarda gorev yapan enzimlerin substrat konsantrasyonlar: metabolik yollarin
diizenlenmesinde onemli rol oynamaktadir. Bu konsantrasyon degisimleri enzimleri aktive
yada inhibe edebilmektedir. Bu ara metabolitlerden birisinin yiiksek konsantrasyonu derhal
bir onceki kademenin enzimini inhibe edecektir. Metabolik yolun sonundaki iiriin belli bir

konsantrasyona ulastiktan sonra bagdaki enzimi inhibe eder ve metabolik yolu durdurur.

Enzim alaminda yapilan ilk ¢aligmalar 1760-1829 yillari arasina rastlamaktadir. 1835
yilinda Berzellius patatesten elde edilen enzimler kansiminin, nigastayt H,SO4 den daha
fazla yikmasi olayim gozlemis ve bundan etkilenmistir. Berzellius o zamanki gozlemlerine
gore ileri bir gorii ortaya atmig ve canlt organizmadaki bitiin maddelerin katalizorlerin
etkisi altinda vyapildigini iddia etmistir. Gozlemci bu katalizorleri kimyacilann
kullandiklar1 katalizor maddeler olarak degerlendirmis ama bunlarin protein olduklarini

fark edememistir.
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Biyolojik reaksiyonlarda kimyasal reaksiyonlar gibi katalizorler etkisi ile hizlandirilir.
Fakat biyolojik sistemlerde goriilen bu katalizérlerin kimyacilarin katalizorlerinden farkl
oldugu dikkati ¢ekmis ve bu biyolojik katalizorler tizerinde caligmalar yogunlastirmigtar.
1860 yilinda Pastor fermantasyonun enzimler tarafindan basarildigmni, maya hiicrelerinin

yap1 ve canliligina bagli oldugunu savunmustur.

Pastor ayrica enzim igin organize olmug ferment deyimini kullanmugtir. Aktivite
gOstermesi i¢in de hiicrede bulunmasi sartim1 getirmistir. Pastor diger katalizér maddeler
i¢in ise anorganize ferment deyimini kullanmis bunlarin aktivite gostermeleri igin hiicre

icinin sart olmadigini savunmustur.

Liebig adli aragtirict bu tamimlamaya karsi ¢ikmis enzim molekillerinin katalitik
aktivitesinin kalitsal ozelliklerden ileri geldigini savunmugtur. 1894 yilinda Chittendon
tarafindan ileri siiriilen Gi¢ kavram enzimoloji tarihinde bir doniim noktasi olmustur. Bu

kavramlar bugiin bile gegerliligini kaybetmemistir. Bu kavramlar soyle 6zetlenebilir.

1-Enzimler proteinlerden olugmustur

2-Katalitik aktivite enzim yapisina 6zel, enzime bagl olarak ortaya gikmustir.

3-Enzimler pasif katalizorler olmayip substratlan ile ara kompleksler yaparak gorev yapan
aktif molekullerdir.

Proteinlerden enzimleri son yillarda gelistirilen yontemlerle hiicre ortamindan ve aktivite
gostermeyen diger proteinlerden ayirmak ve saf halde elde etmek miimkiin olmustur. 1897
yilinda Alman Buchner kardesler maya hiicrelerinden alkolik fermentasyonu katalize eden
enzimleri kaba olarak saflagtrmayr basarmiglardir. Bu olgu enzimlerin aktivite
gostermeleri igin hiicre iginde bulunmalarinin sart olmadigini gostermistir. Enzimlerin saf
halde ve kristal olarak elde edilmeleri uzun ¢alismalar sonucunda basarilmistir. 1k defa
1926 yilinda J B.Summer Canavalia enciformis denen bir fasulye tiirinden iireaz enzimini
kristal halde elde etmeyi basarmis ve yapilarin protein oldugunu savunmustur. Oysaki
bundan 4 yil 6nce 1922 yilinda Villstotter adli arastirici enzimleri aktivite gostermeyen
yalniz tasiyict 6dev goren molekiiller olarak tanimlamig katalitik aktivitenin bu protein
yizeyine baglanms protein tabiatinda olmayan bilesikler tarafindan oldugunu

savunmustur. Nihayet 1930 yilinda Nurthrop, pepsini, 1931°de tripsini 1934 ‘de
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kimotripsini saf ve kristal halde elde ederek yapilarinin protein oldugunu agiklamustir. Bu

bulgular enzimlerin proteinlerden olugtugu fikrinin benimsenmesine yol agmustir.

Bugiin enzimlerin aktivite gostermeleri i¢in gerekli olan fakat protein yapisinda olmayan
kofaktérlerin ve koenzimlerin enzime sikica baglanarak prostetik grup olusturduklarim
bilmekteyiz. 1904 yilinda Harden ve Young diiiik molekil agirligina sahip 1stya dayantkl
bir molekiil olan koenzim A yada bugiinkii adiyla Nikotin amid adenin diniikleotid
NAD’yi fermentasyon enzimlerinin aktivite gostermeleri i¢in gerekli bir faktor olarak
saptamuglardir. Kunitz ve Nurthrop 1934 yilinda tripsin enziminin proteolitik aktivite
kaybmin enzim proteinin denatiirasyon derecesine bagli oldugunu hesaplamigtir. Ayni
sekilde pepsinin ultraviyole yada beta ve gama radyasyonlarina tabii tutulduklarinda
enzimin yikilma ve denatirasyona bagli olarak aktivite kaybimin ortaya ¢iktigini

saptamiglardir.

Bugiinkii  bilgilerimizin 1518inda  gercekten denatiire olmus enzimler aktivite
gosterememektedir. Yine 1934 yillarinda Herriot ve Nurthrop bazi fonksiyonel gruplari
bloke ettikleri zaman enzim aktivitesinin kayboldugunu agiklamiglardir. Ozellikle fenol
halkasinin OH grubunu asetillediklerinde aktivitenin kayboldugunu fakat deasetilasyon
yaptiklarinda yani hidroksil grubunu agiga ¢ikardiklarinda enzimin tekrar aktivite

gosterdigini agiga ¢ikarmiglardir.

2.8. Enzimlerin Normal Katalizér Maddelerden Farklan

1-Enzimler, canli hacreler tarafindan sentezlenen protein yapisinda biyolojik
katalizorlerdir. Canli sistemlerde binlerce enzim bulunur ve yasamlarint enzimlerle devam
ettirirler. Enzimler, organik katalizérlere oranla aktivasyon enerjisini ¢ok daha fazla
diisiren molekillerdir. Enzimlerde ¢ok biiyiik bir katalitik gli¢ vardir. Ornegin, CO,’din
hidrasyonu yani su almasi gibi basit bir tepkime bile karbonik anhidraz denen bir enzim

tarafindan katalizlenir.

Karbonik anhidraz
CO, + HyO > H,CO;

Bu enzim sayesinde, saniyede 10° CO, molekiilii hidratlastirilabilir. Bu enzim olmadan da

tepkime cok yavas olarak meydana gelebilir. Fakat enzim varliginda tepkimenin hiz: 10’
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kat artar. Bu enzim olmasaydi dokularda yanma sonucu olusan CO; kan igine ve kan
icinden de akciger alveollerine aktarilmasi kisa stirede tamamlanamazd: ve hiicreler CO,
zehirlenmesinden olebilirlerdi. Bu enzim iki yonlii olarak reaksiyon gosterebilmekte,
alveoliere geldiginde karbonik asit yine karbonik anhidraz enziminin etkinligi ile CO; ve

H,0’ya ayrigmakta CO, soluk verme ile digar1 atilmaktadur.

2-Enzimler, tepkimeleri 6zgiil olarak katalize ederler. Katalizatér maddeler, pek ¢ok
kimyasal tepkimede rol oynarlarken enzimler genellikle tek bir tepkimeyi katalize

etmektedirler.

3-Bazi enzimler, yapi bakimindan birbirine benzeyen substratlarin hepsinin
etkileyebilmektedirler. Bu tip enzimlere gevsek ozgullik gosteren enzimler adi
verilmektedir. Ornegin, pepsin, tripsin, kimotripsin gibi enzimler her gesit proteini substrat
olarak kabul edip pargalayabilmektedirler. Bu enzimlerin birbirlerinden farklar: protein
polipeptid zincirinde etkiledikleri peptid baglarinin farkli olmasidir. Pepsin enzimi
polipeptid zincirinde glutamik asit ve aspartik asit arasindaki peptid bagin, tripsin enzimi
ise arginin ve lizin arasindaki peptid bagim1 kirmaktadir. Lipazlar her gesit lipidi substrat
olarak kullanmaktadir. Bunlara kargihk diger bir grup enzim ise kesin oOzgillik
gostermektedir. Ornegin, tireaz enzimi yalniz treyi, fumaraz enzimi yalmz fumarik asiti,
suksinik dehidrogenaz enzimi yalmiz stksinik asiti etkilemektedir. Hatta baz1 enzimlerde

bu durum molekiilin D ve L seklini ayirt edecek kadar ileri derecededir.

Enzimler, substatlar1 ile etkilesmelerinde enzim-substrat olusumunda aktif merkezleri
kullanmaktadirlar.

2.11 Enzimlerin Aktivitesinin Takip Yontemleri

1- Enzimi substratinin azalan konsantrasyonunun takibi ile,
2- Enzim Uriiniiniin artan konsantrasyon takibi ile,
3- Enzimatik reaksiyonda koenzim gorev aliyorsa okside yada rediikte forma doniigen

koenzimlerin degisen konsantrasyoniarinin takibi ile enzimlerinin aktiviteleri tayin edilir.

Bitiin organik molekuller UV-goriuniir bolgede absorbans gosterirken dalga boylari

birbirinden farklilik gosterir. Ornegin, bir niikleik asit ile bir amino asitin maksimum
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absorbans yiizdeleri ise inceledigimiz molekiiliin tiipteki konsantrasyonuyla dogru orantili
olarak artar. Konsantrasyon yiikseldikge absorbans yiizdesi de yiikselir. Konsantrasyon
azaldikca absorbans yiizdesi de azalir. Bu sekilde inceledigimiz molekiiliin absorbans
degisimlerini inceleyerek tiip i¢indeki konsantrasyon degisimleri spektrofotometrik yolla

tayin edilir.

2.12 Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzimler hiicre ortaminda bulunan 0zgil substrati degisiklige ugratarak Grine
doniistiiriirler. Buna gore ortamda substrat konsantrasyonunun azalmasi ya da irin
konsantrasyonunun artmasi bize enzimin aktivitesini gosterir. Enzim aktivitesi miktar1
enzim dnitesi ile tanimlanir. Bir tinite enzim standart kosullarda 25° C de 1 mikromol

substrats, 1 dakikada iiriine ¢eviren enzim miktar1 olarak tanimlanir.

Enzim aktivitesini etkileyen faktorler;

1- pH

2- Is1

3- Enzim konsantrasyonu

4- Substrat konsantrasyonu

5- Zaman

6- Reaksiyon trtiini

7- Cesitli kofaktorler ve koenzimlerin konsantrasyonu
8- Isik ve diger fiziksel faktorler

9- Allosterik etki

10-Hormon ve diger biyolojik maddelerin etkisi

2.13 Enzim Aktivitesinin Kinetik Olarak Hesaplanmasi

Enzimatik reaksiyonlarin kinetikleri tizerine ilk caligmalar 1913 yilinda Michaelis ve
Menten adli arastiricilar tarafindan yapilmis olup bugiin kendi adlari ile anilan kuramlarin
ortaya atmuglardir. Bu arastiricilanin olusturdukian Michealis-Menten kuralina gore enzim
(E) once substratla (8S) birleserek (ES) kompleksini yapar. Sonra ikinci kademede enzim

substratmi Griine doniigtiiriir ve serbest enzim ve uriin ortaya ¢ikar.
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kl k3
E+ § > ES = E+ P
k2 k4

iiriin

Buradaki k; gibi bir hiz sabiti ile ES kompleksi olugmakta, k, gibi hiz sabiti ile de ES
kompleksi geri enzim ve substrata ayrilmakta, ikinci kademede ise ES kompleksi ks gibi
bir huz sabiti ile enzim ve tiriinii olusturmakta, k4 gibi bir hiz sabiti ile de enzim ve uriin,
ES kompleksini geri olusturmaktadir.

Serbest enzim ve tiriiniin ES kompleksine déniigme hizi ¢ok yiiksektir ve ikinci basamagin

yaninda ihmal edilebilir. Bu durumda tepkime;

k
ES ———>E+ Piriin

seklinde gosterilebilir.

Substrat konsantrasyonunun artigina baglt olarak reaksiyon hizi V grafiklenecek olursa

hiperbolik bir egri elde edilir.

w4

2,5V man Mt ichachs Menten
‘ E i (hipedd ulik)

Enzim E, substrat S ile k; hiz sabiti ile birlesir ve ES kompleksini olusturur. [ES] nin
yikiligt iki tirli olur. [ES] nin bir kismu k, hiz sabiti ile tekrar E ve S’ye ayrilir. Diger

kismi ise k3 hiz sabitesi ile, E ve P’ye doniistr.
E+S C>ES <—E+P

[EST nin olusumu : ES=k, [E] [S]
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[ESYT nin yikimi : ES = k;[ES] + k3[ES]
ES =[ES] (k; + k3)

Denge halinde (Steady-State) [ES] olusumu, yikimina egittir.
ki [E] [S]=[ES] (kz + ks)

[E] [S] kaotks
[ES] k

Reaksiyona giren E ve S maddelerinin konsantrasyonlarn reaksiyon sonucunda tesekkiil
eden [ES]’ konsantrasyonuna boliinecek olursa standart bir deger elde edilir.

Ortamda mevcut bulunan total enzimin bir kismimin serbest halde bir kismminda [ES]

halinde oldugunu diginerek;
[E] =[E.] - [ES] halindedir.

([E] -[ES])[S]
[ES]

[E:] [S]- [ES] [S]= Km [ES]
[Ed] [S] =Ka[ES] + [ES] [S]
[Ed] [S]=[ES] (Kw+{S])

[Ed [S]
Km+ [S]

[ES] =

Belirli sartlarda enzimatik reaksiyonun hizi (V), [ES]'nin E + P ye déniisim hizina esit

olacagindan ;

V =k; [ES]
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v ks [E[S]
Kme [S]

Reaksiyon sonucunda biitiin enzim substrat ile baglanacagindan maksimum hiza erisgilmis

olur.
Viax = k3 [E]

Viax [S]
Km+ [S]

V=

Michaelis- Menten denklemi

2.14 Enzim Aktivite Tayininde Kullanilan Yontemler

Hiicrede enzimlerin son derece kiigiik miktarlarinin varligy, doku 6ziitlerinde veya sivilarda
bulunan bir enzimin miktarinin tayininde, daha alisilmig organik veya inorganik
maddelerin konsantrasyonunun tayininde rastlananlardan c¢ok farkli problemler ortaya
cikarabilir. Bir enzimin katalitik aktivitesi kendi miktarinin olgilmesi igin duyarli ve

spesifik bir arag saglar.

Bir enzimin bir doku 6ziitii veya baska bir biyolojik sivi 6rnegi igindeki miktarin1 6lgmek
i¢in o ornek i¢inde bulunan o enzim tarafindan katalize olunan reaksiyon hiz1 dlgiliir,

Uygun sartlar altinda olgiilen hiz varolan enzim miktar: ile orantihdir. Miimkiin oldugu
takdirde, bu hiz o enzimin ileri derecede saflastiriimig seklinin belli bir miktan tarafindan

katalize olunan hiz ile kargilagtirilir.

Aktivite tayinlerinde genellikle ya kaybolan substrat miktar1 yada meydana gelen iiriin

miktari tayin edilerek enzimlerin aktiviteleri 6l¢ilmektedir.

Unite: bir mikromol yahut 10® mol substrat: bir dakikada ve optimal kosullarda iiriine
¢eviren enzim miktar1 bir iinite olarak kabul edilir. Enzim tniteleri International Unit (IU)

seklinde gosterilir. Substrat miktari nanomol, pikomol’ diir.

Spesifik aktivite: Bir miligram(mg) proteinde bulunan enzim iinite sayisidir.
Spesifik aktivite = UNITE/MILIGRAM PROTEIN

Enzim aktivite tayininde kullanilan yéntemleri 7 baslik altinda toplayabiliriz.
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1- Spektrofotometrik yontem
2- Thunberg yontemi

3- Elektrot yontemi

4- Polorimetrik yontem
5
6

Kromatografik yontem

Kimyasal tayin yontemi

Spektrofotometrik yontemde, pek ¢ok enzimin substrati, Griinii veya koenzimi goriinen
1stkta veya ultraviyole 1gikta bir tepe degeri gostererek absorbans vermektedir. Bu takdirde
ya substratin kaybolmas: veya uriniin meydana gelisi veya koenzimdeki degisiklik
spektrofotometreden tayin edilir. Spektrofotometrik yontem kolayligi, basitligi ve hassas
olusu ile diger yontemlere tercih edilmektedir. Belirli zamandaki (belirli sartlar altinda )

OD (optik dansite ) degisimi belirli miktardaki enzim aktivitesini verir (Ersoy 1986).

2.15 Elektrotlarin Kimyasal Modifikasyonu

Herhangi bir elektrot materyalinin istenen en temel o6zelligi yuk transfer edebilmesi veya
en azindan yuk transferinde sinirlayict olmasidir. Yik transferi gesitli sekillerde ortaya
¢ikar. Ornegin metallerde yiik transferi iletkentlik bantlarindaki elektronlarin taginmast ile,
yart iletkenlerde iletkentlik bantlarindaki elektronlar veya valens bantlarindaki pozitif
bosluklarin taginmas: ile gergeklesir. Bazi oksit ve siilfiirlerde ise yiik transferi kristal

orgiideki iyonlarin hareketi ile saglanir.

Elektroanalitik kimyada elektrot/ elektrolit ara yuzeyini gegen elektron sayisi dlgiilerek pek
cok analitik yOntemin uygulanabilecegi bir o6nceki bolimde gorilmiisti. Ancak,
elektrotlarin elektron transfer edebilme yetenegi bazi spesifik olaylar sonucunda azalmakta
ve bu tiir elektrotlarin analitik uygulamalar: sinirlanmaktadir. Sozii edilen spesifik olaylar
elektrot yiizeyinde istenmeyen ¢okelme veya adsorpsiyon ile bir asin gerilimin
uygulanmasint gerektiren yavag reaksiyon olaylandir. Bu olaylar elektrot yiizeyinin
hazirlanmas: ile kismen kontrol edilebilirse de 1970 ortalarina kadar yaygin olarak

kullanilan elektrot materyalleri C, Au, Pt ve Hg ile sinirli kalmagtir,
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Elektrokimyada modifiye elektrot yaklagimi elektrokimyacimin elektrot yiizeyini kontrol

edebilme arzusundan kaynaklanmigtir.

Elektrot yiizeyine bilingli olarak bazi kimyasal ajanlarin tutturulmast ile elektrot yiizeyinin
tutturulan ajamin  kimyasal Ozelliklerine sahip olacagi disanilmistir. Boylece
elektrokimyasal reaksiyonlarin hizlarimn ve segiciliklerinin kontrolii (elektrokataliz)
saglanmug, olumsuz adsorpsiyon engellenmis ve bazi durumlarda istenen optik ozellikler
kazandirilmig olabilecektir. Elektrokimyacilar tarafindan elektrot modifikasyonu ile
temelde dort kullamim alam 6ngorilmektedir. Bunlar elektrokataliz, 6n deristirme,

membran engeli ve elektro-salmadir.

Immobilize olan ajanlar genellikle elektroaktiftir. Polimer filmleri halinde elektroaktivite
gerekli olmayabilir. Zira bu tir filmler 6n derisim amaciyla veya substratin filmin
permselektif Ozelliklerinden yararlanarak elektroda tasinmast amaciyla kullamlabilir.
Elektrot modifikasyonundaki ilk ¢aligmalar, elektroaktif ajanlarin monomolekiller katman
halinde yiizeye adsorpsiyonu arastirmalarim igermistir. Bu ilk kemisorpsiyon ¢alismalarini
ajanlarin belli kovalent baglarla elektrot yiizeyindeki fonksiyonel gruplara tutturulmast
izlemistir. Oregin C veya Pt yiizeyleri kolaylikla oksitlenerek yiizeyde zengin hidroksil

gruplar olusur. Bu gruplaria da amid baglan olusabilir.

Guniimizde en yaygin olarak kullanmilan kimyasal modifikasyon semasi elektroaktif
polimer ve ¢ok molekilli katman filmleridir. Bu tir ajanlar kovalent bagli mono
katmanlara kiyasla, elektrot yiizeylerine ¢ok daha kolaylikla uygulamr. Bundan bagka, bu
polimer filmleri 10° monomolekiiler katmana esdegerde elektroaktif merkezler

igerebileceklerinden elektrokimyasal ozellikleri ¢ok daha kolaylikla gozlenir.

Elektroaktif veya inaktif polimer filmleri 6n derigim ortami veya membran engeli olarak
da kullamlabildikleri halde mono katmanlar bu ama¢ i¢in genellikle giivenilir sonug

vermezler.
Polimer filmler elektrot yiizeyine polimer ¢ozeltisinin buharlastinimasiyla, polimerin

elektrokimyasal ¢okeltilmesiyle veya elektroaktif monomerin  elektrokimyasal

polimerizasyonu ile uygulanir.
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Bu filmler yiizeye kemisorpsiyon kuvvetleri ile tutulurlar. Genel olarak, polimer filmlerin
kararhilif1 mono katmanlardan g¢ok daha iyidir veya tabiatiyla, kararlilik elektroanalitik

kimya uygulamalrinda, 6zellikle sensor gelistirme ¢abalarinda ¢ok 6nemlidir.

Elektroaktif polimer filmleri kendiliginden hem iyonik hem de elektronik iletkenlik
gosterirler. Bu filmler genelde ¢ simfta ele alinabilir: redoks polimerleri, iletken
polimerler ve iyon degistirme polimerleri. Redoks merkezleri igeren polimer filmler,
redoks polimerleri olarak tanimlanip indirgenmis ve yikseltgenmis redoks merkezlerinde
elektron sigramasi (hopping) ile elektrigi iletirler. o-kinon , pirol, siibstitiie porfirin ve

ferrosen polimerleri bu polimerlerin en belirgin 6rnekleridir.

Iletken polimerler veya diger bir adiyla organik metaller elektrigi redoks polimerlerden

¢ok daha etkin olarak delokalize metal benzeri bantlar vasitas: ile iletirler.

Polipirol bunlardan en ¢ok bilineni olup, elektrokimyasal polimerizasyon ile kolayca elde
edilebilir ve ftalosiyaninler ile enzimler gibi elektrokatalizorlerin tutuklanmas: amaciyla

kullanilir.

Iyon degistirici polimer filmleri yiiklerini dengeleyen karsi iyonlarin elektroaktif iyonlarla
yer degistirmesiyle elektroaktif yapilabilir. Ornegin; protonlu polivinilpiridin filmindeki
[Fe(CN)s]>, ClO4 iyonu ile yer degistirerek elektroaktif kilinabilir.

2.16 Elektrokimyasal Sensérler

Herhangi bir elektrokimyasal sensorde, yanit kimyasal reaksiyonlar ile elektrik arasindaki
iliskiden ¢ikarilmaktadir. Potansiyometrik sensorler hiicre potansiyelinin, amperometrik
sensOrler hiicre akimmin ve iletkenlik sensorleri ise hiicre direncinin olgimiine

dayanmaktadir.

2.16.1 Elektrokimyasal biyosensorler

Biyosensorler, tayini yapilacak maddeye karsi oldukca secici olarak davranabilecek bir

biyoajan ile meydana gelen biyokimyasal aktivitenin elektriksel aktiviteye donustirildugi
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bir ¢eviriciden olusan ve bu suretle ilgili maddenin derisimi ile sinyal arasindaki iligkiyi

saglayan araglardir (Cosiner., 1999).

Genel anlamda donustirici, sinyalin elektroniksel olarak yikseltildigi, depolandid1 ve
gorintiilendigi elektriksel bir kistmdur. Ilgili tirler ile biyokimyasal etkilesmenin yapisina
bagh olarak, potansiyometrik, amperometrik, optik, akustik, termometrik veya

kondiiktometrik donistiiriicii sistemlerinden bir tanesi kullanilabilir.

Tipik olarak enzimler, gesitli enzim sistemleri, antibadiler, hiicre membran bilegenleri, ve

organeller gibi degisik biyoajan tipleri kullanilabilmektedir.

Biyosensorlerin olduk¢a 6nemli bir kismini olusturan enzim elektrotlanin yapiminda
biyoajan olarak kullanilacak olan enzimler, gerek izolasyonlari ve gerekse de
saflastirilmalar1 esnasindaki maliyetleri sebebiyle oldulga pahali maddeler olduklarindan,
sirekli analizler icin analiz edilecek ortam igerisine dogrudan katilmas: oldukca pahali bir
olaydir. Bu durum, enzimlerin rutin bir gekilde kullamilabilmesi igin uygun bir matriks

icerisinde immobilize edilmelerini zorunlu kilmaktadir.

2.16.2 immobilzasyon teknikleri

Enzimler, immobilizasyon esnasinda katalitik aktivitelerini korumak suretiyle
donastiriciinin - yakininda uzayin  belirli  bolgelerinde fiziksel olarak lokalize
olmaktadirlar. Enzimlerin katalitik aktivitelerini bozmamak suretiyle, degisik matrikslerde
tutuklanmalar1 amaciyla, degisik immobilizasyon teknikleri kullamlmaktadir. Genel olarak,
teknigin segimi enzime, kullamlan doniistiiriicii tipine, analitin fizikokimyasal 6zelliklerine
ve biyosensorlerin kullanildign islem sartlarina baghdir. Geleneksel olarak kullamilan

immobilizasyon teknikleri 4 ana grupta toplanabilir (Cosiner., 1999).

Kati yuzeyde fiziksel adsorpsiyon
Capraz baglanma
Kovalent baglanma

Polimerik jel yada mikrokapsiiller i¢erisinde tutuklanma
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2.16.2.1 Kat yiizeyde fiziksel adsorpsiyon

Elektrot yiizeyi ile enzimin arasindaki Van der Walls ¢ekim kuvvetlerine dayali olan
fiziksel adsorpsiyon metodu enzim immobilizasyonu ic¢in bilinen en eski ve en basit
yontemdir (Nelson., ve dig. 1916). Fiziksel adsorpsiyon yontemi, kisaca belirli miktarda
enzim c¢ozeltisini elektrot yiizeyine damlatmak ve ¢oziciyit buharlastirmak suretiyle

yaptlmaktadir.

Tercihen, adsorpsiyon grafit elektrot yizeylerine yapilmaktadir. Bu yontemin en bityiik
dezavantaji ise, enzim ile elektrot arasindaki bag kuvvetinin kolaylikla kontrol
edilememesi, bu sebeple enzimin yiizeye zayif bir kuvvetle baglanmasi sonucu kullamm
esnasinda, pH, iyonik gii¢, sicaklhik ve ¢oziict tipine bagl olarak adsorbe olan enzimin

yizeyden kolaylikla ayriimasidir.

2.16.2.2 Capraz baglanma

Bu yontemde enzimin immobilizasyonu, enzim molekiillerinin molekill i¢i yada
molekiller arast ¢apraz baglanmas: ile gergeklestirilmektedir. Bu yontem iki yada cok
fonksiyonlu reaktifler vasitastyla i¢ boyutlu ¢apraz bagli enzim yapisinin elde edilmesine

dayalidir. Bu reaktifler suda ¢oziinmez ve kati yiizeye adsorbe olur.

Glutaraldehit en sik kullamlan g¢apraz baglayicidir. Fiziksel adsorpsiyon yonteminde
bahsedilen enzimin elektrot yiizeyinden kolaylikla difiizlenmesi, c¢apraz baglayic
kullamlmak suretiyle engellenmektedir (yani, biyosensoriin kullanimi esnasinda enzim

kayb1 minumumdur).

Bu yontemin dezavantaji ise, ¢apraz baglayici olarak kullamilacak olan bilesenin enzimin
aktif bolgesi ile yapabilecegi ¢apraz baglanma olasilii sebebiyle enzim aktivitesinde
gozlenebilecek diismedir. Dolayisiyla, kullamlacak immobilizasyon teknigi, yeterince aktif

enzim immobilizasyonuna imkan tanimalidir.

2.16.2.3 Kovalent Baglanma

Genel olarak, elektrot yizeyine enzimlerin kararh bir sekilde tutunmas: en iyi sekilde

kovalent baglanma metodu ile yapiimaktadir (Battaglini, dig. 2000). Bu immobilizasyon
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teknigi igin on sart enzim ve elektrot yiizeyinde uygun fonksiyonel gruplarm varligmin

saglanabilmesidir. Enzimlerdeki fonksiyonel gruplar amino asit kahintilanyla saglanir.

Enzimin katalitik aktivitesi icin esas olan amino asitler kovalent baglanmada

kullanilmamalidir. Bu teknikte, genellikle immobilize olan enzim aktivitesi diigiiktur.

Ustelik, enzimin elektrot ylizeyine olan ilgisi konformasyonal degisikliklerle de
etkilenebilir. Ayrica, enzimin kovalent olarak baglanacagi, metal, grafit yada iletken

polimerler kovalent baglanma oncesi aktivite edilmek zorundadir.

Sonuc¢ olarak, bu teknikte enzim elektrot yiizeyinde kuvvetli bir sekilde tutunmakla
beraber, enzim aktif merkezinde olabilecek bir kovalent baglanma, enzim aktivitesinde

diigmeye sebep olacaktir.

2.16.2.4 Mikrokapsiiller icerisinde tutuklama

Mikrokapsiilleme, bir maddenin ¢ok kugik kisimlarimin etrafinin dogal veya sentetik
polimerlerle, metallerle seramik silikon v.b. maddelerle veya sivi ylzey yapici

membranlaria sariimasi iglemidir.

Bu yontemde kullanilan ¢er¢eve maddesi (membran) yar: gegirgen olmamalidir. Ayrica, bu
yart gegirgen membranin gozenek ¢aplar1 substrat molekullerinin kapsiil igine girisine ve
tirin molekillerinin disar1 ¢ikigina olanak verecek bir biiylklikte olmalidir. Substrat
molekiilleri ne kadar kiigiikse bu yontem ile immobilize edilmis enzimin verimliligi o

olgiide yiksek olacaktir.

2.16.2.5 Polimerik matrislerde tutuklama

Yukarida bahsedilen immobilizasyon metodlarina ilaveten, ozellikle son yillarda oldukca
popiiler bir immobilizasyon teknigi olarak ortaya ¢ikan polimerik matrislerde tutuklama,
cok kath tabakalarin elde edilebilmesi, polimerizasyon boyunca gegen yiki takip etmek
suretiyle film kalinlig1 ve immobilize enzim miktarinin kontrol edilebilmesi ve metodun

tek basamakli bir proseste uygulananbilmesi gibi potansiyel avantajlara sahiptir.
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2.17 Glikoz Elektrodu

Pankreas hormonu kandaki glikoz seviyesini insulin salarak kontrol etmektedir. Bu
hormonun gorevini kismen veya tamamen yapamadig: seker hastalarinda ise kandaki

glikoz diizeyi normal sinirlarin diginda kalmaktadir.

Bu hastalara, glikoz seviyelerini normal diizeyde tutmak amaciyla disaridan insilin
verilmektedir. Dolayisiyla, teshis agisindan kandaki glikoz seviyesinin hizhi ve duyarl bir
sekilde 6lgiimii son derece dnemlidir. Glikoz igin gelistirilen ilk elektrot, Updike ve Hicks
tarafindan sunulan enzim esash glikoz elektrottur. Bu yaklagimda, glikoz enzimatik

reaksiyon esnasindaki oksijen harcanmasi yada hidrojen peroksit olusumu ile 6lgiilebilir.

Daha diisiik zemin akimi sebebiyle, enzimatik iriin hidrojen peroksitin izlenmesi oksijen
harcanmasindan daha hassas bir yontemdir. Bu yontemin en biiyiik avantaji ise glikoz
oksidazin glikoza karsi oldukga secici davranmasidir. Bununla birlikte, kullanilan
potansiyelde diger yikseltgenebilir ornek bilegenlerin oksidasyonu bir dezavantaj olarak

degerlendirilebilir.

Amlan dezavantaj, yiizeyin uygun bir membran ile kaplanmasi sonucu ortadan
kaldirilabilir. Glikoz dlgimu i¢in kullanilacak olan diger eletrokimyasal enzimatik prob,
Nagy ve arkadaslar tarafindan gelistirilen iyot iyon segici elektrot bazli potansiyometrik

glikoz elektrottur.

Bu yontemde, érek ¢ozeltiye konan iyot iyonlan enzimatik reaksiyon sonucu meydana
getirilen hidrojen peroksit tarafindan yikseltgenmek suretiyle, iyondaki de@isim sensor
yuzeyinde Olgiilmektedir (Nagy ve dig., 1973.). Benzer sekilde, flor iyon segici elektrotta

bu amagla kullanilmaktadir.

Son zamanlarda, amperometrik glikoz ol¢iimii i¢in tek basamakta uygulanabilirligi ve
ozelliklede film kalinligi ve immobilize olmus enzim miktarmin kontrol edilebildigi
degigik polimerik matrislerde glikoz oksidazin immobilize edilmek suretiyle
hazirlanabilecegi polipirol(Yabuki ve dig., 1990,; Matsue ve dig, 1991. ; Janda ve dig.
1991,; Kajiya ve dig, 1991,; Tirkes ve dig., 2002, Gursel ve dig., 2003)),
politiyofen(Zerbi ve dig 1996), poli(o-aminofenol)(Pan ve dig, 2004), polifenilenler(Sung
ve dig., 2000) gibi ¢ok sayida polimer bazh biyosensorler gelistirilmistir.
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Bu yontemde, elektrokimyasal polimerizasyon enasinda glikoz oksidaz enzimi polimerik

matriks i¢erisine immobilize olmaktadir.

Elektron akseptor olarak kullanilan O, varhiginda glikoz ve glikoz oksidaz arasindaki

enzimatik reaksiyon asagidaki denklemierle gosterilebilir.

HOH,C , HOH,C
HO o . 0, glukoz okmdaz; HO o . H,0,
HO HO
OH OH OH O
3-D-glukoz D-glukono-1,5-lacton

Glikoz oksidaz (B-D- glikoz: oksijen 1-oxidareduktoz) B-D- glikozu elektron akseptéri
olarak molekiiler okisjeni kullanarak D-glucano-1,5-lakton ve hidrojen perokside
oksidasyonunu katalizler. Glikoz oksidaz kandaki sekerin ve yiyecek maddeleri ile
iceceklerdeki oksijen ve fazla sekerin ayrilmasinin belirlenmesi i¢in genis bir sekilde
kullanilmaktadir. Glikoz oksidaz tretim turleri igin glukonik asitin biyolojik tretimi igin

aspergillus ve penicilum tiirlweri kullanilmaktadir.

Degisik matrislerde glikoz oksidazin immobilizasyonu birkag literatiirde rapor edilmistir.
Bu enzim i¢in immobilizasyon metodlarnn genig olarak ¢apraz baglama ve kovalent
baglanma esasina dayamir. Ayrica glikoz konsantrasyonuna dayali birkag¢ biyosensor

yapilmigtir.

Mentil ve gilisidilmetakrilatin kopolimerine glikoz oksidazin kovalent bagla baglanmasi
(Hall 1996), fenol ve tiirevlerinin elektrokimyasal polimerizasyonuyla platin elektrotda

glikoz oksidazin immobilizasyonu (Bartlettve dig., 1992), detayli bir sekilde ¢aligilmigtir.

2.18 invertaz Elektrodu

Invertaz (B-fruktofuranosidaz) (EC.3.2.1.26) sakkarozun glikoz ve fruktoz’a déniigiimiini
agagidaki denklemde gorildigu gibi katalizler. Bu hidroliz reaksiyonu, uriindeki seker
karigimi nedeniyle yapma bal ve regel yapimi i¢in tatlandirici kristallenmeyen krema

olarak genis bir kullanim alamna sahiptir (Sanchez ve dig., 2001 ; Torres ve dig.,2002).

Lh
(8]



OH OH
HO O, HOHC [®) Invertaz HO OH HO CHO
+ e
HO HO 10 HO * Ho 5
HO o HO OH
oH O CH,OH
fruktoz glukoz
OH
sakkaroz

Invertazin immobilizasyon yapilmis seklinin kullaniminin ticari bagarist oldukga diigtiktir,
bununla beraber, biitiin enzimler arasinda en ¢ok ¢alisilan enzimlerden biridir. Cinki ¢ok
pahalt ve ¢ok uygulama alanmina sahip enzimlerin immobilizasyonu igin baslangi¢ model
bir enzimdir. Invertaz immobilizasyonu gok sayida teknikle genis bir kullamm alamna

sahiptir (Wayne H. Pitcher, 1980).

Invertaz seliiloz asetat (De Paolh ve dig., 1991), poli(etilen) (D'Souza ve dig., 2002) gibi
liflerin igine tutuklanmaktadir. Son zamanlarda elektropolimarizasyonla degisik iletken
polimer matrislerine invertaz, enziminin tutuklanmas: bizim ¢alisma grubumuz tarafindan
detayli bir gekilde incelenmektedir (Isik ve dig., 2003; Kiralp ve dig., 2003.; Cirpan ve
dig., 2003 ; Erginer ve dig., 2002).
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BOLUM 111
MATERYAL ve METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Kullamilan kimyasallar

Glikoz oksidaz, Tip II-S, (GOD, EC:1.1.3.4), peroksidaz, Tip IL(POD, EC: 1.11.1.7), o-
dianisidin, sodyum dodesil sulfat (SDS), p-toluen silfonik asid (PTSA), tetrabutil
amonyum tetrafloroborat (TBAFB), Sigma firmasindan temin edilmistir. Salfirik asit,
hidrojen peroksit, diklormetan (Merck), Nelson reaktifinin hazirlanmasinda sodyum
karbonat (Riedel de haen), sodyum potasyum tartarat (Carlo Erba), sodyum bikarbonat
(Merck), sodyum siilfat (Merck), bakir siilfat (Merck) ve arsenomolibdat reaktifinin
hazirlanmasinda amonyum hepta molibdat (Merck), sodyum hidrojen arsenat (Merck)
kullanildi. Sodyum hidroksit (Merck), hidroklorik asit (Merck), asetik asit (Merck),

asetonitril (Merck), demir II kloriir (Merck) firmalarindan temin edilerek kullamlmustir.

3.1.2 Nelson reaktifi

Nelson A reaktifi: 25 g susuz Na;COs, 20 g NaHCO;, 25g sodyum potasyum tartarat ve
200 g susuz Na,SO4 700 mL distile suda ¢ozilir ve 1 litreye tamamlanir ve oda

sicakliginda saklanir

Nelson B reaktifi; 15 g CuSO4 100 mL distile suda ¢oziliir ve derisik siilfirik asitten 1-2
damla ilave edilir ve oda sicakhginda saklamir. Aktivite belirleme ¢aligmasindan once A ve

B reaktifleri 25/1 (v/v) oraninda karigtirilarak hazirlanir ve kullanilir.

3.1.2 Arsenomolibdat reaktifi

25 g amonyum heptamolibdat tetrahidrat [(NH4)sMo0O,44H,0] 450 mL distile suda ¢ozilir
ve 21 mL derisik siilfirik asit ilave edilir. 3 g sodyum arsenat dibasik-7-hidrat
(Na;HAsO47H,0) 25 mL distile su ile ¢oziilir ve hazirlanan molibdat soliisyonuna ilave



edilir. Hazirlanan ¢ozelti 37 °C’de 24-48 saat bekletildikten sonra karanlikta ve oda

sicakliginda saklanir.

3.2 Kullamilan Alet ve Cihazlar

3.2.1 'H NMR cihaz1

Ortadogu Teknik Universitesi Fen Ed. Fak. Kimya Boliimiinde bulunan Bruker marka ve
400 MHz spektrometre cihazi ile '"H NMR ¢alismasi yapildi. Coziicii olarak DMSO-dg ve
standart olarak tetrametil silan kullanildi.

3.2.2 FT-IR cihaz

Ortadogu Teknik Universitesi Fen Ed. Fak. Kimya Boliimiinde bulunan Nicholet 510
markali FTIR spektrometre cihazi ile FTIR ¢aligmast yapildi. Pelet hazirlama islemlerinde
KBr kullanild:.

3.2.3 DTA/DSC cihaz

DTA/DSC ¢aligmasi Ortadogu Teknik Universitesi Miihendislik Fak. Kimya Miihendisligi
Bolimiinde bulunan Du Pont 2000 markali termal gravimetrik analizor ve differansiyel
taramali kalorimetri cihazi ile yapildi. Tarama sicaklik artigt 10°C/dak olarak ayarlandi ve

azot atmosferde tarama yapild.

3.2.4 Yiizey inceleme calismalar:

Erciyes Universitesi Teknoloji Aragtirma ve uygulama Merkezinde bulunan Leon 440

marka taramali elektron mikroskobu ile kopolimerlerin mikrofilmleri ¢ekilmistir.

3.2.5 Potensiyostat

Calisma ve kars: elektrot arasinda farkls, sabit potansiyelleri uygulamak ve IR diigsmelerini
elektroliz boyunca ¢alisma elekrodu ile referans elektrot arasindaki farkli potansiyelerle

kargilastirmak amaci ile Wenking POS-73 model potansiyostat kullamldi.
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3.2.6 Elektroliz hiicresi

Cift bolmeli elektrokimyasal hiicre kullanildi. Calisma ve kars1 elektrot olarak platin
kullanldi. Bir giimiis tel (Ag/Ag") referans elektrot olarak kullanildi oksidasyonu 6nlemek

icin sistemden elektroliz boyunca azot gazi gegirildi.

3.2.7 UV-Gbriiniir Spektrofotometre

Enzimatik reaksiyonlarda olusan triinlerin konsantrasyonlarinin 6l¢iilmesinde Shimadzu

160-A model spektrofotometre kullamld:.

3.2.8 Yiiksek basin¢h sivi kromatografisi

Bu c¢alisma Istanbul Teknik Universitesi Fen Ed. Fak. Kimya Boliimiinde bulunan Agilent
1100 RI cihazt molekiil agirhig: tayininde kullanildi. THF ¢oziiciisiiniin kullanildigi 30°C
calisma sicakliginda HR serisi kolonlar kullanilarak 0.3 mL/dak akis hizinda ¢alisildi.

3.2.9 Mletkenlik 6l¢iimii
Ortadogu Teknik Universitesi Fen Ed. Fak. Kimya Boliiminde dért nokta teknigi ile

¢alisan 6zel yapim cihaz ile iletkenlik olgimleri yapildi.

3.3 Metod
3.3.1 Tiyofen sonlu polivinilalkol sentezi (PVATh)

PVATh sentezi; Istanbul Teknik Universitesi Kimya Bolimii ogretim iiyesi Prof. Dr.

Yusuf YAGCI ve galigma grubu tarafindan yapilmugtir,

Magnetik karigtiricili 1sitict tizerinde bir cam balon igerisinde 2 g polivinilalkol(PVA) 60
mL DMF i¢inde ¢oziildi. 5.8 g tiyofen-3-asetikasit ve N,N’-disilohekzilkarbodiimit
(DCCly’nin 20 mL DMF’deki ¢ozeltisi reaksiyon balonuna ilave edildi. Reaksiyon 70
°C’de 20 saat boyunca 1sitildi. Sicak haldeki reaksiyon ortami bol miktarda etanol igerisine

ilave edildi. Bu islem polimerin beher dibinde hizl bir sekilde toplanmasina neden oldu.
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Sonra birka¢ defa etanol ile yikandi. Olusan polimer THF de ¢oziiliip metanol igerisinde
¢okturildi. Bu islem birkag defa tekraralandi. Sonra vakumda kurutuldu. 2.35 g agik
kahverengi polimer (PVATh) elde edildi (Sekil 4.1).

3.3.2 Tiyofen sonlu polivinilalkol ile pirol’iin kimyasal yolla polimerizasyonu

50 mL’lik iki boyunlu cam balonda magnetik karistiricili 1sitic1 Gizerinde 200 mg PVATh,
5 mL kloroform igerisinde N, atmosferinde ¢oziilda. Uzerine, 15 mL nitrometan’da
¢6ziinmils 0.04 mol FeCl; ve 30 uL pirol igeren ¢ozelti ilave edildi ve 8 saat boyunca oda
sicakliginda karigtirldi {irin metanol igerisinde ¢oktirilerek temizlendi ve birkag defa

metanol ve su ile yikanarak vakum altinda kurutuldu.

3.3.3 Tiyofen sonlu polivinilalkol ile tiyofen’in elektrokimyasal metotla
kopolimerizasyonu

% 1 PVATh igeren diklorometan ¢ozeltisi Pt elektrot tizerine damlatilarak kaplandi. Bu
elektrot ¢alisma elektrodu olarak kullanilarak, tiyofenin, elektrokimyasal metotla
polimerizasyonu sonucu kopolimer sentezlendi. Elektroliz hiicresinde asetonitril ierisine
0.02 mol/L tiyofen ve 0.05 mol/L TBAFB destek elektrolit olarak ilave edildi. Referans
elektrot olarak Ag/Ag+ elektrot kullamildt ve 2.0 V oksidasyon potansiyeli uygulandi.
Yaklagsik 50 um kalinliginda film elde edilinceye kadar elektroliz iglemine devam edildi.
Elektrolizden sonra hiicre igerisinden anod elektrot alinarak diklormetan ile birka¢ defa

yikanip reaksiyona girmeyen PVATh ortamdan uzaklagtirildi.

3.3.4 Tiyofen sonlu polivinilalkel ile pirol’iin elektrokimyasal metotla
kopolimerizasyonu

% 1 PVATh igeren diklorometan ¢ozeltisi Pt elektrot izerine damlatilarak kaplandi. Bu
elektrot c¢alisma elektrodu olarak kullamilarak pirol’iin elektrokimyasal metotla
polimerizasyonu ile kopolimer sentezlendi. Elektroliz hiicresinde 0.02 mol/L piroliin yam
sira destek elektrolit olarak H,O/PTSA, H,O/SDS ve asetonitril/ TBAFB sistemlerinin her
biri ayr ¢aligmalarda olmak tzere 0.05 mol/LL miktarinda ilave edildi. Referans elektrot
olarak Ag/Ag+ elektrot kullanildi ve 1.0 V sabit potansiyel uygulandi. Yaklagik 50 pm

kalinliginda film elde edilinceye kadar elektroliz islemine devam edildi. Elektrolizden
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sonra filmler diklormetan ile birkag defa yikanip reaksiyona girmeyen PVATh ortamdan

uzaklastirilds.

3.3.5 Glikoz oksidaz enzimi ile modifiye edilmis tiyofen sonlu polivinilaikol / polipirol
matrisli enzim elektrodunun hazilanmas

Elektroliz hiicresine 2 mg/mL glikoz oksidaz enzimi, 50 ulL pirol ve destek elektrolit
olarak 0,6 mg/mL SDS veya PTSA iceren 30 mL asetat tamponu (pH=5,1) konuldu. Bu
hiicre igerisine Boliim 3.3.3’de anlatildig: gibi hazirlanan kapl: elektrot veya kaplanmamig
Pt elektrot daldirildi. Polimerizasyon islemi 60 dk boyunca 1,0 V sabit potansiyel altinda
gergeklestirildi. Elektrot distile su ile yikanip tutuklanmamis olarak yiizeye adsorplanan
enzimler yiizeyden uzaklagtiriidi. Boylece hazirlanmig olan enzim elektrotlar, pH 5,1 asetat

taponu igerisinde 4 °C sicaklikta kullamlincaya kadarsaklandi.

3.3.6 Invertaz enzimi ile modifiye edilmis tiyofen sonlu polivinilalkol/polipirol matrisli
enzim elektrodunun hazilanmasi

Elektroliz hiicresine 2mg/mL invertaz enzimi, 50 puL pirol ve destek elektrolit olarak 0,6
mg/mL SDS veya PTSA igeren 30 mL asetat tamponu (pH=5,0) konuldu. PVATh ile
kaplanan veya kaplanmayan Pt elektrotlar elektroliz hiicresine daldirildi. Polimerizasyon
islemi 60 dk boyunca 1,0 V sabit potansiyel altinda polimerizasyon gergeklestirildi.
Elektrot distile su ile yikamip tutuklanmamig olarak yiizeye adsorplanan enzimler,

yiizeyden uzaklastirildi. pH 5,0 asetat taponu igerisinde 4°C sicaklikta saklandu.

3.3.7 Glikoz oksidaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi

Serbest ve immobilize enzim aktivitesi belirlenmesinde Sigma vyayinlarinda belirtilen
yontem kullanildi (Sigma Biilteni.,1993). Serbest glikoz oksidaz aktivitesinin tayini igin,
glikoz ¢ozeltisi 15 mL’lik bir deney tiipiine alindi ve 25 °C’de termal dengeye gelinceye
kadar su banyosunda bekletildi. 0,1 mL enzim g¢o6zeltisinin eklenmesinden sonra enzim-
substrat arasindaki reaksiyonun gerceklesmesi i¢in 0, 2, 4, 6 dak. beklendi. Sonra 0,1 mL
POD (60 PU/mL) H,0, reaksiyonunu katalizlemek i¢in ve 4 mL o-dianisidin renklendirici
olarak ortama ilave edildi. Reaksiyon 0,5 mL 2,5 mol/LL H,SO4 eklenerek durduruldu.
Spektrofotometrik 6lgtimler 530 nm’de gerceklestirildi.
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Immobilize enzim aktivitesinin tayini igin, enzim elektrodu glikoz ¢ozeltisine yerlestirildi
ve spesifik reaksiyon siireleri baglatildi. Olgiimiin devami serbest enzim aktivitesinin
belirlenmesinde oldugu gibi gerceklestirildi. H,O, standart kalibrasyon egrisi enzim
aktivitesini belirlemek igin kullanildi. Cozeltilerin absorbanslar1 530 nm dalga boyunda

UV spektrofotometresinde belirlendi.

3.3.8 Invertaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi

Immobilize ve sertbest invertaz aktivitelerinin belirlenmesinde Nelson metodu kullanidi
(Nelson., 1944). Serbest invertaz aktivitesinin belirlenmesinde sakkaroz ¢ozeltisi bir deney
tipiine konuldu ve 25°C’de termal dengeye gelinceye kadar bekletildi. Termal dengeye
gelen tiiplerin igerisine 0.1 mL enzim ¢ozeltisinin eklenmesinden sonra enzim ile substrat
arasindaki reaksiyon tamamlanincaya kadar O, 2, 4, 6 dak. bekletildi ve her peryodun
sonunda reaksiyonu sonlandirmak i¢in 1 ml Nelson reaktifi eklendi. Kaynar su
banyosunda 20 dak. bekletildikten sonra ¢ozeltiler 10 dak. boyunca buzlu su banyosunda
soguyuncaya kadar bekletildi. Cozeltilerin absorbanslari 540 nm dalga boyunda UV

spektrofotometresinde belirlendi.

Immobilize enzim elektrodlarin aktivitesinin belirlenmesi icin enzim elektrot sakkaroz
¢ozeltisine yerlestirildi ve spesifik reaksiyon siirelerinden sonra elektrot ¢ikanlarak
reaksiyonu sonlandirmak igin 1 mL Nelson reaktifi eklendi reaksiyonun geriye kalan kismi
serbest invertaz enzimi aktivitesinin belirlenmesinde belitildigi gibi gerceklestirildi.

Cozeltilerin absorbanslari 540 nm dalga boyunda UV spektrofotometresinde belirlendi.

3.3.9 Kinetik parametrelerin belirlenmesi

Serbest ve immobilize enzimlerin kinetik parametreleri, Michealis-Menten (Km) ve
maksimum reaksiyon hzi (Vmax), sabit pH ve sabit sicaklikta degisik substrat
konsantrasyonlarinda belirlenmistir. Glikoz oksidaz ve invertaz enzimlerinin her ikisi
i¢cinde Michealis-Menten kinetik parametreleri, Linewear-Burk noktalama yontemi ile (Km
ve Vmax) belirlendi (Lineweaver ve Burk, 1934). Her elektrot i¢in Michaelis-Menten
Sabiti (Km) ve maksimum reaksiyon hiz1 belirlendi. Farkli konsantrasyonlardaki glikoz

(glikoz oksidaz i¢in) ve sakkaroz (invertaz igin) ¢ozeltileri icin aktivite ¢aligmasi yapilarak
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kinetik parametreler belirlendi. Sonuglar, bes paralel ¢alismamin ortalamas: alinarak

Cizelge 4.2 ve 4.3’ de verilmistir.

3.3.10 Optimum sicakligin belirlenmesi

Immobilize invertaz ve glikoz oksidaz enzimlerinin optimum reaksiyon sicakliginin
belirlenmesi ¢aligmasinda degisik inkiibasyon sicakliklarinda substrat konsantrasyonunun
(~5 Km) oldugu ¢ozeltilerde glikoz oksidaz igin 15-60 °C sicaklik araliginda, invertaz igin
15-70 °C sicakhik arahiginda aktivite belirleme galigmasi bolim 3.3.7 ve 3.3.8 de anlatildig:
gibi yapildi. Aktivite-sicaklik grafigi ¢izilip, optimum ¢alisma sicakliklari belirlendi.
Bulgular sekil 4.14a-b ve Sekil 4.15a-b’de verilmistir.

3.3.11 Raf dmriiniin belirlenmesi

Hazirlanan enzim elektrotlarinin raf dmiirlerinin belirlenmesi ¢aligmasinda haftada 2 defa
aktivite Boliim 3.3.7 ve 3.3.8°deki gibi belirlendi, ¢alisma yapilmadig: diger zamanlarda
elektrotlar tampon ¢6zelti igerisinde buzdolabinda saklandi. Bulgular Sekil 4.18 ve 4.19°da

verildi.

3.3.12 Cahsma kararhhgimin belirlenmesi

Enzim elektrotlar ile bir giin boyunca 30 defa Bolum 3.3.7 veya 3.3.8°de anlatildig: gibi
caligilarak aktivite belirledi ve Bulgular Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de verildi.

3.3.13 Filmlerin yiizeylerinin incelenmesi

Hem enzim tutuklanmig hemde enzim tutuklanmamis polimer filmlerinin yuzeyleri
incelendi. Elektrot yiizeyinde sentezlenen polimer filmler soyulduktan sonra tampon
¢ozelti ve enzim tutuklanmamis filmler diklormetan veya su ile birkag¢ defa yikanarak
tutuklanmayan enzimler, yiizeydeki destek elektrolitler, ortamdan uzaklastirildi, sonra
SEM ile filmlerin ¢6zelti tiizeylerinin mikrofilmleri ¢ekildi. Bulgular Sekil 4.12, ve 4.19
ve 4.20’de verildi.
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3.3.14 Déniisiimlii voltamogram calismasi

Doniisimli voltamogram Asetonitril ve TBAFB ortaminda PPy varliginda caligma,

karg1 ve referans elektrotlarin kullanildig: sistemde 1 v/s tarama hizi ile alindi.
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BOLUM IV
BULGULAR ve TARTISMA

Elektrokimyasal aktvitesi olan ve kolaylikla film haline gelebilen diizenli polimerler pirol,
tiyofen veya her ikisiylede oksidatif polimerizasyonla daha diizenli kopolimerler elde
edilebilir (Yagci ve Toppare 2003), hidroliz dercesi %86,5-89 olan poli(vinil alkol) 3-
tiyofen asetik asit ile esterifikasyonla modifiye edildi. Baslangi¢ polimeri sadece DMF ile
isitilarak  ¢oziinmektedir. DCCI ile esterifikasyon reaksiyonu gergeklestirildiginde
modifiye PVA genel organik ¢oziicillerde ¢ozinmez iken PVATh (Sekil 4.1) DMSO’da
¢oziiniir hale geldi. Reaksiyon esnasinda yiiksek konsantrasyonlarda reaktif kullanimi ve
¢ozeltinin 1sitilmasi ile daha ¢oziinebilen bir polimer elde edildi ve film elde etmede daha

yaygin olarak kullanilan THF de ¢6ziintr hale geldi.

Elde edilen bu polimer ile degisik elektrolitler kullanilarak sentezlenen iletken polimerler,

invertaz ve glikoz oksidaz, immobilizasyonunda kullamld:.

Enzim elektrodu hazirlandi ve karakterizasyonu yapildi, optimum kosullar belirlendi.
Aynica destek elektrolit etkisi, optimum sicaklik, raf omrii ve kapl elektrotlarin ¢alisma

omru belirlendi ve kopolimerin kullanimiyla enzim elektrottaki immobilizasyon etkinligi

incelendi.
CHz-c’:HﬁCHQ-?H% . L/—_g\ COOH peci CHz-?H%CHZ-?HﬁCHZ-?H -
OH ? n 8 OH ? ?
c!:o c‘:o clo )
CH, CH, CH,
)
s

Sekil 4.1 Tiyofen sonlu poli(vinil alkol)’iin sentezi

4.1 "H NMR Spekturum Bulgularmin Degerlendirilmesi

Elde edilen modifiye polimerin '"H NMR spektrumu incelendiginde (Sekil 4.2) 1.2-1.7
ppm’de CH; ana zincir protonlarina ait gerilme titresimleri, 1.93ppm’de baglangigtaki
PVA’den kalan asetil gruplari OCOCHj3, 3.6 ppm’de tiyenil asetil grubundaki COCH,

>

3.82 ppm’de OH protonlari, 4.2-5.0 ppm’de ana zincirdeki CH protonlar ve 6.99,7.26-7.43



ppm’de (tiyofengrubunun t¢ adet piki) goriilmektedir. Asagidaki esitlik kullamilarak

polimerin tahmin edilen diizeni hesaplanmistir.

% Th= IArl()O/ 3ICH ve % OCOCH3 = IOCOCHBIOOBICH

%Th ve % OCOCH; sirayla tiyofen son grubun’daki birimlerin miktarint ve asetil
gruplarint  gostermektedir. Ia, locms ve Icny sirasiyla aromatik bolgedeki tiyofen
protonlarini, asetil gruplarindaki OCH; protonlari ve ana zincirdeki CH protonlarim
integrallerinin yogunluklarim gostermektedir. Her iki durumda da asetil artiklan ile
birimlerin bilesimi % 13 civarindadir ve baglangic PVA’min hidroliz derecesiyle uyum
icerisindedir. Tiyofen son birimlerinin sayisindaki artma ve OH sayisindaki azalma

polimerin ¢ozintrligind artirmaktadir.

Sekil 4.2 PVATh’in 'H-NMR spektrumu

4.2 Molekiil Agirhg Dagihim

PVAThin yapilan HPLC ¢alismasi sonucun waters HR serisi HR4, HR3, HR2 serisi
kolonlar kullanilarak THF ¢ozicisii ile 30°C’de yapilan ¢alismada sayica ortalama
molekiil agirligit Mn= 42000, agirlik¢a oralama molekil agirligi 57000 ve polidisperslik
indeksi PDI= 1,36 olarak bulunmustur.
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4.3. Doniisitmlii Voltametri Calismas:

Doniigiimlt voltamogram TBAFB/Asetonitril elektrolit/¢ozict sisteminde saf polipirol
ortamda Doniisimli voltamogram alinmig ve Sekil 4.3a ve (TVATh/PPy’li) Sekil 4.3b
verilmigtir. Sekil 43 a ve b’de gorildagi gibi saf polipirol ve TVATh/PPy’li
voltamogramlar birbirinden faklihik gostermektedir. Bu voltamogramlarin sonucundan

olusan trtinlerin bir birinden farkl oldugunu séylememiz miimkiindir.

0¥ ' oy
(a) ()

Sekil 4.3 Dintsamli voltamogramlar a) Saf polipirol b) PVATh/PPy

4.4 Kimyasal ve Elektrokimyasal Yéntemle Kopolimer Sentezi

PVATWPPy koplimeri kimyasal metodla (Sekil 4.4) ve elektromiyasal metotla ti¢ farkls
destek elektrolit varliginda su/PTSA, su/SDS ve asetonitril/TBAFB (Sekil 4.5a ve Sekil
4.5b) sentezlendi PVATh kopolimeri tiyofen varliginda da acetonitril/TBAFB elektrolit
varliginda sentezlenmeye calisildi, ancak ortamda higbir reaksiyon gerceklesmedi (Sekil
4.6).
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Sekil 4.4 Kimyasal metotla PVATh/PPy kopolimerinin sentezi

B ]

= CH.-CH CH,-CH CH,-CH
PTSA or SDS/Su —(‘ 2 H 2 ) ( 2 )
Pt (PVAT - | y b
(PVATR) Pirol OH (l) ?
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Sekil 4.5a Elektrokimyasal metotla sulu sistemde PVATh/PPy kopolimerinin sentezi

AN/TBAFB CHz‘?Hﬁ;f g ﬂ CH,-CH )b
PLPVATR) Piol OH o " o
l |
co co
| ! n
CH, CH,
AR/
N /m S N /n

Sekil 4.5b Elektrokimyasal metotla sulu sistemde PVATH/PPy kopolimerinin sentezi

AN/TBAFB L
Pt ( PVATh) Tiyofen —» Uriin yok

Sekil 4.6 Elektrokimyasal metotla sulu sistemde PVATH/PTh kopolimerinin sentezi

4.5 FTIR Spektrum Bulgularinin Degerlendirilmesi

Cikis maddesi olan PVATh ile kimyasal yontemle sentezlenen PVATh/PPy’nin FTIR
spektrumlar1 Sekil 4.7a ve Sekil 4.7 b’de verilmigtir. Spektrumlar iizerinde bilesik
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yapisinda bulunan islevsel gruplardaki baglara ait. Egilme ve gerilme titresimlerinin dalga
sayilart not edilmistir. PVATh’nin FT/IR spektrumu incelendiginde kismen hidrolize
olmus PVA’iin genel absorbsiyonlar1 goriilmektedir; 3380 cm™ OH gerilmesi, 2942-2840
cm! CH gerilmesi 1430 cm’! CH, egilmesi 1320 em! CH egilmesi, 1125 em” CC ve CO
gerilme titresimleri gorilmektedir. 1730 cm™’de goriilen ¢ok giiglii absorbsiyon piki asetil
gruplar1 ve yeni olusan asetil tienil bilegiklerinin karbonil gruplarindan kaynaklanmaktadir.
Kimyasal ve elektrokimyasal metodla yapilan sentezlerde var olan PVATh piklerinin yam
sira ¢aligmamizin en karakteristik piki olan karbonil grubuna ait 1740 cm™’de bulunan
absorbsiyon piki goriilmektedir. Yapilan iletken kopolimer filmlerinin PVATR’in ¢oziicisi
olan THF de yikandigim g6z oniinde bulundurursak reaksiyona girmeyen PVATh artiklar:
¢oziinecek ve filmden uzaklasacaktir. Bu nedenle 1740 cm™’de bulunan karbonil pikinin

varligi reaksiyonumuzun PVATRK’in binyesinde bulunan tiyofen halkalari iizerinden

yuradigi kamtlanmig olmaktadir.
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Sekil 4.7 a) PVATh’ nin FTIR spektrumu
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Sekil 4.7 b PVATH/PPy’nin FTIR spektrumu

4.6 Tletkenlik Ol¢iimleri

1000

Iletkenlik olgiimleri dort nokta teknigi ile yapilmustir. Kimyasal yontemle yapilan sentezde

ve elektrokimyasal olarak yapilan ve PTSA, TBAFB veya SDS ile katkilanms filmlerde

yapilan iletkenlik 6l¢iim sonuglari Cizelge 4.1°de verilmistir. Elektrot yilizeylerin iletkenlik

daghm araligi 0,2-4,1 S/cm ile ¢ozelti yiizeylerininki 0,5-4,4 S/cm bulunmugstur. Filmlerin

elektrot yiizeyleri ile ¢ozelti yiizeylerinin iletkenlikleri arasinda kayda deger bir farka

rastlanmanustir. Bu sonuglara bakarak homojen bir film elde edildigini soyleyebiliriz.

Cizelge 4.1 Tiyofen sonlu iletken kopolimerlerin iletkenlikleri

Elektrot Yiizeyi (S/cm) Cozelti Yuzeyi (S/cm)
Kimyasal Sentez 4.1 4.1
PVATHPPyl (PTSA katkil)) [0.3 4.4
PVATh/PPyl (SDS katkili) 0.2 3.0
PVATHh/PPyl (TBAFB 0.3 0.5

katkalt)
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4.7 Termal Analiz Bulgulan

Baglangic PVA ve PVATRhin DSC egrileri incelendiginde termal bozunmalarindaki
farklilik agtk¢a gorilmektedir 102 °C’de endotermik pik modifiye polimerdeki nemden
gelen OH gruplarinin ayrilmasindan kaynaklanmaktadir. Muhtemelen hidroksil gruplarinin
sayisinin azalmasindan kaynaklanabilir (Sekil 4.8) 70-80 °C’ler arasinda PVA’nin cams:
gecisleri bu olgu icerisinde aciklanmaktadir. Bunlara ilaveten 197 °C’de bulunan PVA’ya
ait endotermik pik PVATh’da bulunmamaktadir. PVATWPPy (PTSA katkili)’nmin TGA
egrisi (Sekil 4.9a) incelendiinde en buyuk kitle kaybinin 362 °C’de gergeklestigi
gorilmektedir. DSC termogramt incelendiginde (Sekil.4.9b) ise ii¢ adet endotemik gegis
gozlenmektedir. Bunlardan birincisi polimer matrisinde bulunan ¢oziiciiniin ayrilmasindan,
ikincisi dopant iyonlarimin uzaklagmasindan ve 330 °C’de bulunan endotermik gegis ise
Ornegimizin bozunmaya baslamasindan kaynaklanmaktadir. PVATh/PPy (SDS katkil)
filmlerin TGA egrisi (Sekil 4.10b) incelendiginde 283 °C’de ana kiitle kayb:
gorilmektedir. Ayni filmin DSC egrisi (Sekil 4.10a ) incelendiginde ise iki adet
endotermik pik 89 °C’de matriste bulunan ¢oziiciiniin ayrilmasimna ait gegis ve 256°C’de
matrisin bozunmaya baglamasindan kaynaklanan endotermik pik goriilmektedir. TBAFB
katkili PVATh kopolimerinin TGA egrisi(Sekil 4.11a) incelendiginde 265 °C’de ana kiitle
kayb1 gorilmektedir. Bu kopolimerin DSC egrisinde (Sekil 4.11b) ise 89 °C’de ¢dziiciiniin
matristen ayrilmasina ait endotermik pik ve 290 °C’ de ise matrisin bozunmaya

baslamasindan kaynaklanan endotermik pik goriilmektedir.
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Sekil 4.8 PVATh’nin DSC termogrami
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4.8 Kopolimer Filmlerinin Yiizey Yapilarmmm Degerlendirilmesi

Sekil 4.12°de sentezlenen kopolimer filmlerinin ¢ozelti ylzeylerinin mikrofilmleri
gorilmektedir. Bu mikrofilmleri incelendiginde, ylzeylerin birbirinden oldukga farkli
oldugu anlagilacaktir. Saf polipiroliin bilinen karnibahar gériinimiinden (Sekil 4.12 d ve ¢)
farkhdir. disina ¢iktigi ve molekiillerin sekillerinin degistigi gibi farkliliklar belirlenmistir.

Sekil 4.12 a-e incelendiginde sentezlenen maddelerin saf polipirol olmadig: kanaati

olugmaktadir.
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Sekil 4.12 SEM Mikrofilmleri (a) PVAThPPy’nin ¢ozelti yuzeyr (PTSA), (b)
PVATh/PPy’nin  ¢ozelti yizeyi (SDS) (c) PVATWPPynin ¢ozelti
yizeyi(TBAFB) (d) PPy’ nin ¢ozelti yizeyi (TBAFB) (e) PPy’nin ¢ozelti yizeyi
(PTSA)

4.9 Enzim Aktivitesi

Serbest ve immobilize invertaz aktivite olglimleri materyal ve metot boliimiinde anlatilan
metota gore yapildi (Bélim 3.3.7). Invertaz aktivitesini tayin etmek igin, her
spektrofotometrik olgimden sonra elde edilen egimler ( Sabit substrat konsantrasyonunda,
sabit sicaklik ve pH’da zamana kargi absorbans egimleri) standart kalibrasyon egrisi ile
karsilastirildi. (absorbansa kars1 glikoz konsantrasyonu). Invertaz aktivitesinin bir birimi,
pH=5te ve 25°C’de sakkarozdan dakikada 1 pmol glikoz olusturmak igin gerekli enzim

miktari olarak tanimlanir.

Serbest ve immobiize enzimin glikoz oksidaz atktivite 6lgiimleri materyal metod boliimiide
anlatildigr gibi gerceklestirildi (Bolim 3.3.6). Enzim aktivite Olgiimleri asagidaki
reaksiyonda gosterildigi gibi, (Sekil 4.13) meydana gelen H;O;’nin Slgiimiine

dayanmaktadir.
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Sekil 4.13 Glikoz oksidazin reaksiyonlari

Aktiviteler; zamana kars: absorbans egrisinin egiminin H,O, konsantrasyonu ile absorbans
olusturdugu standart kalibrasyon egrisinin karsilastiriimasi ile tayin edildi. Glikoz oksidaz
enziminin aktivitesinin bir birimi pH=5.1 te 25°C’de 1 umol D-glukonik asit ve H;O,

olusturmak i¢in gerekli enzim miktar olarak tanimlanir.

4.10 Elektrolit Se¢imi

Invertazin immobilizasyonu PPy ve PVATh/PPy matrisleri kullamlarak enzim (1 mg/mL
miktarinda) igeren asetat tamponu igerisine SDS veya PTSA elektrolitleri katilarak

gerceklestirildi.
Invertazin immobilizasyon islemi 60 dk siire ile 0,6 mg/mL elektrolit SDS igerigi ile asetat

tamponu (pH=5) igerisinde gergeklestirildi. Elektroliz sonunda yaklagik 20 pm kalinliginda

homojen siyah filmler elde edildi.
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Destek elektrolit olarak PTSA (0.6 mg/mL) varliginda, invertazin immobilizasyonu
gerceklestirildi. Elektroliz iglemi 60 dk sireyle 1,0 V sabit potansiyel altinda
gerceklestirildi, fakat PTSA destek elektroliti ile yapilan aktivite galigmasinda bir aktivite
belirlenemedi. Bunun nedeni olarak; SDS’nin yiizey aktif 6zelligi nedeniyle enzimin

caliyma elektroduna difiizyonu daha kolay oldugundan kaynaklandigi diusiinilebilir

Glikoz oksidaz enziminde ise yine benzer ¢alismalar yapilarak sonuca ulagilmigtir. Burada
da elektroliz ortaminda destek elektrodu 0.6mg/mL miktarinda SDS veya PTSA ve pH=5.1
asetat tamponunda kullanilarak elektoliz gergeklestirilmis. Elektroliz 60 dk siire ile
yapilmistir. Bu enzim iginde yine SDS de aktivite belirlenirken PTSA’mun destek elektrolik

olarak kullanildig1 ortamda yapilan enzim eletrotlarda aktivite belirlenememistir.

Her iki enzim ¢alismasinda da PTSA elektroliti ile yapilan enzim elektrotlarinda aktivite
belirlenemedigi igin ¢aligmalarda SDS elektroliti ile yapilan enzim elektrotlar:

kullanilmagtir.

4.11 Kinetik Parametreler

Serbest ve immobilize enzimlerin kinetik parametreleri, Michealis-Menten (Km) ve
maksimum reaksiyon hizi (Vmax), sabit pH ve sabit sicaklikta degisik substrat
konsantrasyonlarinda belirlenmistir. Glikoz oksidaz ve invertaz enzimlerinin her ikisi
icinde Michealis-Menten kinetik parametreleri, Linewear-Burk noktalama yontemi ile (Km
ve Vmax) belirlendi (Lineweaver ve Burk, 1934). Serbest ve immobilize edilmis
invertaz’in Km ve Vmax degerleri Cizelge 4.2°de serbest ve tutuklanmis glikoz oksidaz’in

Km ve Vmax degerleri ise Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.2 Invertaz enzimi igin kinetik parametreler

Km Vmax
Serbest invertaz enzimi 242 823
Polipirol matrisli enzim elektrot 45 3,2
PVATh/Polipirol matrisli enzim elektrot 60 0,40

Cizelge 4.2 incelendiginde polipirol ve PVATh/PPy matrisleri igin Km degerleri bize
enzimin siibstrata karsi olan ilgisinin serbest enzime gore azaldigim1 gostermektedir. Ama
bu tutuklanmis enzimler igin beklenen bir ozelliktir. Cinkii enzimi matrisin icinde

tutuklayarak substratin enzime ulagmasini zorlastirmaktadir. Polipirol matrisi so6z konusu
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olunca enzimatik tepkimenin PVATh/PPy matrisine gore biraz daha hzli oldugu aym

zamanda enzim afinitesinin de daha yiiksek oldugu gorulumektedir.

Cizelge 4.3 Glikoz oksidaz enzimi i¢in kinetik parametreler

Km Vmax
Serbest Glikoz oksidaz enzimi 17,26 18,41
Polipirol matrisli enzim elektrot 19,96 1,16
PV ATh/Polipirol matrisli enzim elektrot 22,58 1,97

Cizelge 4.3 incelendiginde Vmax ve Km degerleri her iki matris igin de bir birine yakin
oldugu gorillmektedir. Her ne kadar aktivitede diisiiy varsa da Km degerleri serbest
enziminkiyle neredeyse aymidir. Bu degerlere gore enzimin tutuklanmig olmas: afinitesine
negatif bir etki yaratmamugtir. Ortamdaki matrisin varlig1 enzimle substratin bulugmasinda
zorluk ¢ikarmamusg, sadece enzimatik tepkimenin hiz1 serbest enzime gore ¢ok daha disiik
olmustur. Burada enzimin afinitesinde degil, aktivitesinde bir diigis vardir. Aktivitedeki
disiis, substratin enzime ulasma zorlugundan degil enzimin iginde oldugu dolay: aktif

bolgesinin etkilenmesinden kaynaklanabilecegi dugiinilmektedir.

4.12 Sicakhgmm Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

SDS katkih PVATh/PPy kopolimer matrisine immobilize edilmig invertaz enzim
elektrodunun sicaklia karyi davramgi incelendi. Sicaklik araligi 15-70 °C’araliginda
incelenmis ve sonuglar1 Sekil 4.14a ve b de verilmistir. Invertaz elektrodu i¢in maximum
sicaklik araligi 40-60 °C olarak tespit edilmistir. Saf polipirol matrisi i¢in maksimum
aktivitenin elde edildigi sicaklik 50-60 °C olarak belirlenmistir. Serbest invertaz i¢in daha
once yapilan ¢aligmalarda maksimum sicakligin 50-60 °C arasinda degistigi belirlenmistir.
Invertaz enzimi igin yapilan optimum sicaklik ¢aligmasi daha énce yapilan ¢alismalarla bir

paralellik igerisindedir ve literatiir bilgilerine uyum goéstermektedir(Isik ve dig., 2003;
Girsel ve dig., 2003; Cirpan ve dig.,2003; Alkan ve dig., 1999).

Glikoz oksidaz enzimi ig¢in maksimum aktivitenin elde edildigi sicaklik, hem PPy hemde
PVATh/PPy matrisli elektrotlarda 30°C olarak belirlenmigtir. 40-60°C’ler arasinda ise
PVATh/PPy matrisi PPy’den daha kararli bir aktivite gostermektedir. Sonuglar sekil 4.15a

ve b de verilmistir. Yine bu enzim igin serbest enzimin sicaklik taramasi literatiir benzer
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sonuclar vermektedir. Enzim elektrotlart i¢in saptanan sonuglar daha once yayimianmig

olan literatiir bilgileri ile uyumludur (Isik ve dig., 2003; Giirsel ve dig., 2003).
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Sekil 4.14a PVATH/PPy matrisli invertaz elektrodunun aktivite-sicaklik grafigi
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Sekil 4.14b PPy matrisli invertaz elektrodunun aktivite-sicaklik grafigi
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Sekil 4.15a PVATh/PPy matrisli glikoz oksidaz elektrodunun aktivite-sicaklik grafigi
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Sekil 4.15b PPy matrisli glikoz oksidaz elektrotunun aktivite-sicaklik grafigi

4.13 Calisma Karahhg

Bu ¢aligmada bir giin boyunca bir biri ardinca yapilan olgiimlerle elektrotlarin ¢aligma

kararhilig1 belirlenmistir.

Invertaz tutuklanmis saf PPy ve PVATh/PPy matrisleri ile yapilan elektrotlarda giin
boyunca 30 defa birbiri ardinca yapilan Olgiimlerde enzim elektrotlarin aktiviteleri
kararliligint strdirmagtiir. Sekil 4.16’da verilen grafiklere bakildiginda PVATWPPy

matrisinin aktivitesinin saf PPy den daha yiiksek oldugu gériilmektedir.
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Sekil 4.16 Invertaz elektroduna ait kararlilik grafigi

Glikoz oksidaz enzimi tutuklanmis olan saf PPy ve PVATh/PPy matrisleri ile hazirlanan
enzim elektrotlar’in bir giin boyunca bir biri ardinca yapilan aktivite 6l¢timleri sonucunda

Sekil 4.17 de verilen grafikler elde edilmistir. Grafikler incelendiginde PVATh/PPy
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matrisine tutuklanmis olan glikoz oksidaz enziminin saf PPy matrisinde tutuklanmig olan
glikoz oksidaz enziminden daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu gorilmektedir. 30 deneme

boyunca aktivitelerin yaklagik ayni diizeyde kaldig: belirlenmistir.
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Sekil 4.17 Glikoz oksidaz elektrodunun kararlilik grafigi

4.14 Enzim Elektrotlarin Raf Omriiniin Belirlenmesi

Enzim elektrotlarin raf émirlerini belirlemek igin haftada bir kez olmak tizere toplam dort
hafta boyunca aktivite 6l¢iimii yapilarak grafikler sekil 4.18 ve4.19°da verilmistir. Invertaz
enziminin tutuklandigi PVATh/PPy matrisli enzim elektrodunun aktivitesinde zamana gore

diizenli bir sekilde azalma gorilmistar (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 Invertaz elektrodunun raf émri

Sekil 4.19°de goruldugii gibi Glikoz oksidaz enzimi ile yapilan raf dmri caligmasinda

elektrotlarin 6mrii 15 giin olarak belirlenmigtir.
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Sekil 4.19 Glikoz oksidaz enzim elektrodunun raf 6mri

4.12 Enzim Elektrotlann Yiizey Yapilarmn Iincelenmesi

Sekil 4.20a ve b ‘de invertaz enziminin tutuklanmig oldugu matrislerin yiizey mikrofilmleri
goriilmektedir. Yiizey mikro filmleri incelendiginde, PPy matrisli enzim filminin yiizeyi ile

PVATHPPy matrisli enzim filminin yiizeylerinin bir birinden farkli oldugu goriilmektedir.

Glikoz oksidaz enzimlerinin tutuklanmis oldugu matrislere ait olan ytuzey mikrofilmleri
sekil 4.21a ve b ‘de verilmistir. Burada da filmler incelendigi takdirde matrislerin

farkindan kaynaklanan yizey yapilan agik bir sekilde gorilmektedir.
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Sekil 4.20 SEM Mikrofilmleri (a) PPy matrisli glikoz oksidaz enzim filminin ¢ozelti
yiizeyi(SDS) (b) PVATHWPPy matrisli glikoz oksidaz enzim filminin ¢ozelti
yiizeyi (SDS)
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BOLUM YV
SONUCLAR ve ONERILER

Tiyofen Sonlu poli(vinil alkol) polimerinden yola ¢ikilarak PVATh/PPy kopolimeri
degisik elektrolitler kullamlarak sentezlendi. Ancak pirol ile polipirol kopolimeri elde

edilirken tiyofen ile kopolimer elde edilemedi

. Kaullanilan polimerin ve elde edilen kopolimerlerin yapis: '"H-NMR, FT/IR, HPLC,
SEM, CV, termal analiz gibi katakterizasyon teknikleri kullamilarak karakterize edildi.

. PVATR’in molekiil agirligi Mn:42000 Mw:57000 PDI:1.36 olarak belirlendi

. Elde edilen kopolimerler enzim matrisi olarak kullanilip invertaz ve glikoz oksidaz

enzimleri tutuklandi.

. Kopolimerin déniisimli voltamogrami ve saf polipiroliin diinisimli voltamogrami

alinarak karsilastuldiginda bir birinden fakli sonuglar gésterdigi belirlendi

. Elde edilen kopolimerlerin iletkenlikleri Dort nokta teknigi ile belirlendi ve 4 S/cm ile

0,2 S/cm arasinda sonuglar belirlend:.

. Kopolimer filmleri ile yapilan termal incelemede 1siya karsi en dayanikli kopolimerin
362 °C’sicaklikta bozunmaya baglayan PTSA katkili sulu sistemde sentezlenen

kopolimer oldugu gozlemlendi.

. Kopolimerlerin yilizey yapilan incelendiginde yiizey yapilarinin saf polipirolden
farkhlik gosterdigi gozlemlenirken elde edilen filmlerin PVATh polimerinin ¢oziictsi
olan THF ile ytkanmig hali ile yikanmamus hali arasinda ¢ézelti yiizeyinde bir farklilik
tespit edildi.

. Elde edilen enzim elektrotlarimin enzim aktiviteleri incelendii zaman SDS ile
katkilanan enzim elektrotunda aktivite belirlenirken PTSA ile katkilanan enzim

elektrotlarinda aktivite gézlenmedi.



10.

11.

12.

13

14.

Kinetik parametreler, Vmax ve Km degerleri belirlendi. Invertaz enzimi igin
PVATHhPPy matrisinde Km=60 ve Vmax=0.40 olarak belirlendi. Glikoz Oksidaz

enzimi i¢in ayni matriste Km=22.58 ve Vmax=1.97 oldugu gozlemlendi

Optimum sicaklik belirlendi ve galigilan matris i¢in invertazda 40-60°C aktivitenin en
yitksek durumda oldugu gozlemlenirken, glikoz oksidaz enziminde 30°C’sicaklikta

aktivitenin maksimum degere ulastig: gozlemlendi.

Calisma kararlihiginda PVATHh/PPy matrisinin her iki enzim i¢inde saf polipirolden
daha kararli bir sekilde galigtig: belirlendi.

.Enzim elektrotlarin raf omarleri igin bir aylik bir donemde haftalik c¢alisma

peryotlarinda ¢aligildi ve tampon ¢ozelti igerisinde ve +4°C’de saklanmak kosulu ile

invertaz enzimi igin ¢, glikoz oksidaz enzimi i¢in iki hafta raf 6mrt belirlendi.

Enzim elektrotlarindan elde edilen filmlerin yiuzey morfalojileri taramalt elektron
mikroskobu ile incelendi ve PVATH/PPy matrisi icerisine tutuklanan enzimler ile saf
PPy igerisine tutuklanan enzimlerin olusturduklan yiizey goruninlerinin bir biri ile

farklilik gosterdigi belirlendi.
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