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Bu calismada yeni bir elektrot malzemesi olarak karbon fiber kullanildi. Invertaz ve
polifenol oksidaz enzimleri elektrot malzemesi olarak karbon fiberin kullanildig:
elektrotlara immobilize edilerek karbon fiber enzim elektrotlar1 olusturuldu. Bu
elektrotlar laboratuvarda hazirlanan karbon fiber elektrotlar lizerine elektrokimyasal
polipirol polimerizasyonu esnasinda enzimin immobilizasyonuyla elde edildi.
Immobilize enzimin Kinetik parametreleri, Vmax (maksimum reaksiyon hizi) ve K
(substratin enzim 1ilgisi) tayin edildi. Bu degerler invertaz enzimi igin sirasiyla
0,779 £+ 0,120 umol/dak.elektrot ve 27,20 + 6,70 mM olarak, polifenol oksidaz enzimi
icin 0.017 + 0.004 pumol/dak.elektrot ve 176,00 + 26,60 mM olarak bulundu.
Reaksiyon kosullarinin enzim aktivitesine etkisi incelendi; immobilize invertazin
optimum sicakligi ve pH’1, 40 °C ve pH 6,0 olarak, polifenol oksidazin ise 60 °C ve pH
7,0 olarak tespit edildi. Dogrusal ¢alisma aralifi, invertaz ve polifenol oksidaz i¢in

sirastyla 0,0034 M - 0,0500 M ve 0,035 M - 0,400 M’dir. Aktivite 6l¢iimlerinin ardigik



stabilitesi ve raf dmrii saptand1. Immobilize invertazin aktivitesi 37 ardisik Sl¢iimden
sonra %70 olarak belirlendi, bu deger immobilize polifenol oksidaz i¢in de 19 ardisik
Olctimden sonra %70°dir. Raf dmrii ¢alismasinda, invertaz elektrodu i¢in 42 giin sonra
aktivite %25 kayipla %75 olarak gozlendi. Polifenol oksidaz elektrotlari i¢in 40 giin
raf dmrii 6l¢ctimleri yapildi. Aktivitenin gitgide arttig1 ve 40. giinde daha bir yiiksek
degere ulastig1 goriildii. Gozlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ) degerleri
invertaz immobilize elektrotlar i¢in 0,0034 M, 0,01126 M, polifenol oksidaz
immobilize edilmis elektrotlar i¢in 0,0353 M, 0,1170 M olarak tespit edildi. Sonuglar
daha 6nceden yapilmis ¢alismalarda bulunan platin elektrot ve polipirolde immobilize
edilmis enzim calismalariyla karsilagtirildi. Enzim elektrotlar1 ger¢ek numunelerde
denendi. Siyah ¢ayin suda ekstraksiyonuyla elde edilen numunelerde polifenol analizi

yapildi.

Anahtar Sozciikler : Tletken polimer, pirol, elektrokimyasal polimerizasyon, karbon
fiber elektrot, enzim elektrodu, invertaz, polifenol oksidaz,
enzim immobilizasyonu
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In this study, carbon fiber was used, as a new electrode material. Carbon fiber enzyme
electrodes were prepared by immobilization of invertase and polyphenol oxidase
enzymes on the electrodes of carbon fiber. The electrodes were obtained by
immobilization of enzyme in the conductive polypyrrole polymer matrix during
electrochemical polymerization of pyrrole onto laboratory—made carbon fiber
electrodes. Kinetic parameters of immobilized enzyme, Vmax (Maximum reaction rate)
and Km (substrate affinity) were determined. Vmax and K values for invertase were
0.779 £+ 0.120 pmol/min.electrode and 27.20 = 6.70 mM, for polyphenol oxidase
0.017 £ 0.004 umol/min.electrode and 176.00 + 26.60 mM respectively. The influence
of conditions on enzyme activity was investigated; optimum temperature and pH were
found as 40 °C and pH 6.0 for immobilized invertase, 60 °C and pH 7.0 for immobilized
polyphenol oxidase. Lineer working ranges were 0.0034 M - 0.0500 M and 0.035 M -
0.400 M for invertase and polyphenol oxidase respectively. Stability in
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consecutive measurements and shelf life were obtained. For invertase electrode, 70%
activity was observed after 37 consecutive measurements, this is again 70% for
poliphenol oxidase electrode after 19 consecutive measurements. In shelf life
investigation, it was observed that 25% of activity was lost and 75% retained after 42
days for invertase electrode. For polyphenol oxidase electrode 40 days shelf life study
was performed. It was seen that activity increased steadily and reached a high value at
40" day. Detection limit (LOD) and quantitation limit (LOQ) values were 0.0034 M
and 0.01126 M for electrodes of immobilized invertase, 0.0353 M and 0.1170 M for
electrodes of immobilized polyphenol oxidase. The results were compared with the
previous studies in which enzyme was placed in polypyrrole coated platinum
electrodes. Enzyme electrodes were tried by measurements of real samples. It was
performed analysis of polyphenolics in the samples that were obtained by water

extraction of black tea.

Keywords : Conducting polymer, pyrrole, electrochemical polymerization, carbon
fiber electrode, enzyme electrode, invertase, polyphenol oxidase,
enzyme immobilization
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KISALTMALAR

CF : Karbon Fiber

Ccv : Cyclic Voltamogram (Doniistimlii Voltametri)

CF/Ppy/INV : Karbon fiber elektrot tizerinde polipirol polimeri i¢ine immobilize
edilmis invertaz enzim elektrodu

CF/Ppy/PPO : Karbon fiber elektrot tizerinde polipirol polimeri i¢ine immobilize

edilmis polifenol oksidaz enzim elektrodu

DB : Degerlik Band1

FTIR : Fourier Doniisiimlii Kizil6tesi Spektroskopisi
B : Tletkenlik Band1

PA : Poliasetilen

PAN : Poliakrilonitril

PPO : Polifenol oksidaz

Pt/Ppy/INV  : Platin elektrot {izerinde polipirol polimeri igine immobilize edilmis
invertaz enzim elektrodu
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BOLUM 1
GIRIS

Elektrotlarin gitgide kiigiilmesi mikroelektrotlarin enzim immobilizasyonu igin
kullanimina olan ilgiyi artirmistir. In vivo klinik aragtirmalar ve kiiglik numune
hacimleri i¢in mikroelektrot kullanimina ihtiyag¢ vardir. Karbon fiber elektrotlar diisiik
maliyetleri, tretim kolayligi ve dayanim o&zellikleriyle mikroelektrot olarak ilgi
cekmektedir. Ultramikro ve nanoelektrot olarak gelistirilme potansiyeline sahiptir ve
mikro diizeydeki numune hacimleri i¢in ¢ok uygundur [1]. Karbon fiberlerin
mikroelektrot [2] ve hatta nanoelektrot [3] olarak kullanima uygunlugu, ucuz olmasi,
yiiksek yiizey alanina sahip olmasi, yiizey modifikasyonlarina uygunlugu [4] karbon

fiberi elektrot malzemesi olarak olduke¢a kullanish kilmistir.

Bu calismada mikro elektrot kullanan biyosensorlere [2,5] bir 6n calisma olarak
polimer modifiyeli karbon fiber enzim elektrotlar1 hazirlandi. Enzim olarak model
enzim invertaz kullanildi. Yanisira polifenollerin analizi i¢in kullanilan polifenol
oksidaz enzimi galisildi. Enzimler spesifik katalizorlerdir ve enzimin beraberinde
getirdigi, substratina spesifik olma avantajinin yanisira elektrokimyasal yontemlerle
beraber yarattig1 hassasiyet yiiksekligi enzim elektrotlarinin analiz amaciyla yaygin

olarak calisilmasina neden olmustur.

Invertaz enzimi model enzim olmasinin yani sira ok yaygin kullanilan endiistriyel bir
enzimdir. Invertaz gibi endiistriyel enzimlerin pek ¢ok dogal veya sentetik organik
polimerde [6] ve anorganik malzemelerde immobilize edilmesi genis bir arastirma
alanidir. Enzimler hem pahali hem kolaylikla aktivitesini kaybedebilen malzemelerdir.
Bu nedenle serbest olarak kullanimindan ziyade immobilizasyon yapilarak enzimin
geri kazanimi ve tekrar tekrar kullanimi énemlidir. Immobilize edilen enzim reaksiyon
ortamindan geri alinabilir ve bu maliyeti diisiirmede 6nemli bir etkendir. Ayrica

enzimin reaksiyon ortamindan geri alinabilmesi ile daha temiz iiretim elde edilir. Bu



calismada invertaz enzimi immobilize edilerek sukroz tayininde ve invert surup elde

edilmesinde kullanilabilecek enzim elektrotlari elde edilmistir.

Polifenol oksidaz hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda yaygin olarak
bulunan bir enzimdir ve fenolik bilesiklerin analizinde kullanilabilen 6nemli bir
biyomateryaldir. Yapilan son ¢alismalar, bitkilerdeki antioksidan etkili maddeler ve
fenolik bilesiklerin saglikli yasam iizerindeki etkilerine odaklanmistir. Bitkiler, dogal
antioksidan bilesiklerin baslica kaynagini olusturmaktadir. Son yillarda ¢evre kirliligi,
kentsel yagam kosullari ve tiikketime hazir gidalarin fazlaligi insanlarin antioksidanlara
olan ihtiyacini artirmistir. Toplumda hastaliklardan en iyi korunma yontemi olarak
bagisiklik sistemine yardime1 ve aktive edici 6zelligi olan antioksidanlarin kullanimu,
fenolik madde icerigi fazla gidalarin tiiketimiyle miimkiindiir ve viicutta birgok
rahatsizligin olusmasina engel olabilecek potansiyele sahiptir. Tasidigi 6nem itibariyle
antioksidan 6zellikli fenolik bilesiklerin etki mekanizmalarinin ve canlilar iizerindeki
etkilerinin tespit edilmesi, sebze, meyve ve bitkilerde bulunan fenolik igerigin tayini
onemlidir [7]. Bu calismada ¢ay numunelerindeki fenolik icerigin tayini amaciyla

polifenol oksidaz immobilizasyonu yapilmistir.

Calismanin amaci yeni karbon fiber enzim elektrotlar1 olusturmaktir. Yeni tip karbon
fiber elektrotlarin hazirlanmast ve bu elektrotlar iizerine pirol monomerinin
elektrokimyasal yontemle polimerizasyonu hedeflenmistir. Polimerizasyon dongiisel
voltametri ile takip edildi. Polimerin FTIR’la yap1 tayini yapildi ve morfolojisi SEM
fotograflariyla incelendi. Bu polimerizasyon esnasinda ortama eklenmis olan invertaz
ve polifenol oksidaz enzimleri ayri1 c¢aligmalarla polimer molekiilleri arasinda
immobilize edildi. Bu sekilde olusturulan enzim elektrotlarinin 6nce aktivite tayinleri
ile karakterizasyonu daha sonra pH, sicaklik, dayaniklilik testleriyle optimizasyonu
yapildi. Boylece olusturulan yeni tip karbon fiber enzim elektrotlarinin incelenmesinin

ardindan numune analizleriyle ¢alisma tamamlandi.



BOLUM 2

KURAMSAL TEMELLER

2.1. ILETKEN POLIMERLER

Polimerler, dnceleri oda sicakliginda ¢ok diisiik iletkenlige sahip yalitkan organik
maddeler olarak bilinmekteydi. Bundan dolay1 uzun yillar elektriksel agidan yalitkan
malzeme olarak kullanilmiglardir. Polimerlerin dogrudan elektronlar iizerinden
elektrigi ileterek iletkenlik kazanabilecegi ilk kez poliasetilen (PA) ile yapilan

calismalarla anlasilmistir.

Sentezlenen ilk iletken polimer olarak bilinen poliasetilen siyah bir toz madde olarak
bilinmekte iken Natta ve meslektaslar1 Ziegler tipi katalizor kullanarak asetilenin
polimerizasyonu ile ilgili sistemi gelistirdi. 1963 yilinda ise Karl Ziegler ve Giulio
Natta’ya yiiksek polimerlerin kimyasi ve teknolojisi alanindaki kesiflerinden dolay1
ortaklasa bir Nobel odiilii verildi. Hideki Shirakawa, 1974 yilinda Ziegler-Natta
katalizorti olarak bilinen Ti(O-n-But)s kullanarak yeterli iletkenlige sahip olmayan
giimiis renginde poliasetilen fimler elde etmistir. 1977 yilinda H. Shirakawa, A.J.
Heeger ve A.G. MacDiarmid poliasetilen filmlerin iyot, klor ya da flor buharina
tutuldugunda iletkenliklerinin 10° kat arttigim yani polimerin yiikseltgenerek
iletkenliginin 10° S/m dolayina ¢iktigini tespit etmislerdir. Polimerlerin elektriksek
iletkenlik sistemiyle ilgili bu kesifler onlara 2000 yilinda kimya alaninda Nobel 6diilii
kazandirmustir [8,9].

2.1.1. Polimerlerde iletkenlik Teorisi

lletken polimerler zincirlerinde bulunan tekli ve ¢iftli baglarin art arda siralanmalar

sonucu olusan t konjugasyonuna sahiptirler. Polimerlerin ana zincirinde bulunan



konjuge c¢ift baglar sayesinde elektronlar, zincir boyunca tasinarak elektronik
iletkenlik saglanir. Yiiksek diizeyde iletkenlik i¢in konjugasyon yeterli degildir. Bu
nedenle iletkenligi saglayacak olan elektronlar, polimer yapisina verilerek veya
alinarak polimer orgiisiinde art1 yiiklii bosluklar olusturulur. Art1 yiiklii bir bosluga
baska bir yerden atlayan elektron, geldigi yerde de art1 yiiklii bosluk olusturacaktir. Bu

islemlerin ard1 ardina zincir boyunca tekrar edilmesiyle elektrik iletilmis olur [8].

2.1.1.1. Band Teorisi

Bag olusumu sirasinda bag orbitali denilen iki elektronun bulundugu bag enerji diizeyi
ve antibag orbitali denilen bos halde bulunan antibag enerji diizeyi olmak {izere iki
yeni enerji diizeyi ortaya ¢ikar. Bag orbitalindeki elektronlar, 1s1 veya 11k etkisiyle
yeterli enerji alarak daha yiiksek enerjili antibag orbitaline ¢ikabilirler. Birden fazla
elektronu olan daha karmasik molekiiller arasinda bag olusumunu da bu sekilde
aciklamak miimkiindiir. Molekiile yeni bir atom katildiginda molekiiliin elektronik
yapisinda yeni bir bag ve anti bag enerji diizeyi olusur. Bu durum, S$ekil 2.1°de orta
biiyiikliikte bir molekiil i¢in gosterilmistir. Molekiil biyiikligi arttikca bag
orbitallerinin sayisi artar. Dolayisiyla orbital enerji diizeyleri arasindaki fark azalir. Bir
noktada birbirinden net ayrilmis enerji diizeyleri yerine siirekli goriiniimdeki bir enerji
band1 olusur. Bu banda degerlik bandi1 veya valans band1 denilir (Sekil 2.2). Valans
band: igerisinde bulunan elektronlar kolayca yerlerini degistirerek band igerisinde
hareket edebilirler. Sayilar1 sonsuza yaklasan antibag orbitalleri de iletkenlik bandi ad1
verilen bagka bir enerji band1 olusturur. Valans band1 ve iletkenlik bandi arasindaki
araliga band esigi veya band araligi, bu araligin gecilmesi i¢in gerekli enerjiye ise band
esik enerjisi ad1 verilir. Maddelerin yalitkan, yari iletken, iletken seklinde elektriksel
iletkenlikleri agisindan gruplandirilmasinda band esik enerjisinin biiytikliigii etkilidir

[10].
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Sekil 2.1. Polimer molekiiliinde bag ve antibag orbaitallerinin olusumu [12].

Yalitkanlar: Elektriksel iletkenlikten, valans bandinda, iletkenlik bandinda veya bag
esigindeki yeni bir enerji diizeyinde bulunan ¢iftlesmemis elektronlar sorumludur. Bu
tiir serbest elektronlar, sisteme uygulanan potansiyele bagli olarak uygun yonde
hareket ederler. Valans bandi enerji diizeyleri tamamen elektronlarca dolu oldugunda
elektronlarin bir yone akimini saglamak zordur. Bdyle bir sistemde 1s1 veya 151k
uyaristyla serbest elektronlar olusturulabilir. Yeterli enerjiye ulasan valans bandinin
en lst diizeyindeki elektronlar, band esigini gegerek iletkenlik bandinin en alt
diizeyindeki enerji seviyesine yerlesirler ve iletkenligi saglarlar. Yalitkanlarda bag

esigi bu gegise izin vermeyecek kadar genistir [8].

Yar letkenler: Yari iletkenlerde band esik aralig1, yalitkanlardan daha kiigiiktiir ve
iletkenlikleri 10 - 102 S/cm araliginda degisir. Bu diizeydeki elektriksel iletkenlik
diisiik gibi goziikse de yeterli elektrik akimi saglayacak biiylikliktedir. Ana zinciri
tizerinde ardi ardina tek ve ¢ift bag siralari iceren konjilige polimerler yari iletkenlik
gosterebilirler. Yari iletken polimerlerde valans bandi ve iletkenlik bandi arasindaki
enerji seviyesi yeterince diisiik oldugunda, 1s1 veya 151k etkisiyle serbest elektronlar
iletkenlik bandiin en diisiik enerji diizeyine gecebilirler. Bu elektronlar iletkenlik
bandi icerisinde hareket ederek yiik tasiyici islevi yapar ve zincir boyunca ilerleyerek
art1 yiiklii yone dogru yonlenir. Bu sirada valans bandi igerisinde kalan art1 yiik
boslugu, polimer zinciri iizerinde elektrona ters yonde hareket eder. iletkenlikleri

sicaklik ya da 151k yogunlugunun artisiyla yiikselir [8].



lletkenler: Cogu metal atomu tek elektrona sahiptir ve yanindaki bir baska metal
atomuyla da kovalent bag yapamaz. Bu ylizden metallerin valans bandi kismen dolu,
iletkenlik band1 ise bostur. Metal elektronlari, yiiksek olasilikla valans bandin diisiik
enerjili orbitallerinde bulunurlar. Ayni band igerisinde veya ayni band ile ortliismiis
iletkenlik bandinda gecebilecekleri daha iist enerji diizeyli bos yerler her zaman vardir.
Elektron iletimini kismen dolu valans ya da iletkenlik bandi tizerinden veya band esigi

gecisiyle saglarlar [8].
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Sekil 2.2. Band yapilar a) iletken, b) yari iletken ve c) yalitkanlar igin [10].

2.1.1.2 iletken Polimerlerde Doplama

Polimerin valans bandinda bulunan elektronlar yiikseltgen bir reaktifle koparilarak
polimer, pozitif yiikle yiiklenir ise p- tipi doplama; eger bu islem indirgen bir reaktif
ile bos iletkenlik bandina bir elektron verilerek gergeklesiyorsa n- tipi doplama olarak
adlandirilir. Bu doplama islemiyle iletkenlik saglanarak yiik tasiyicilarinin sayisi
artirtlir. Doplama boyunca dopant molekiiller, polimer atomlariyla yer degistirmez,
dopantlar yalnizca elektronlarin enerji kabuklarindan gegisine yardimer olurlar. Tletken
polimerlerin iletkenligini agiklamada band teorisi yeterli olmadigindan, bu konuda
Sekil 2.3°te oldugu gibi notr polimer, polaron, ve bipolaron yapilarindan yararlanilir.
Polimerin iskelet yapisina doplama yapmak {izere verilen elektrik yiikii, polimerin

elektronik durumunda bir degisime neden olur [11].



c) g=+2, =0

Sekil 2.3. Polaron, bipolaron yapilart ve band diyagrami. a) notr polimer b) polaron
yapisi ¢) bipolaron yapisi [12].

Konjuge baglara sahip yiiksiiz polimerin (Sekil 2.3 (a)) yiikseltgenmesiyle ¢ift bag
parcalanir ve polimer zinciri tizerinde pozitif yiikli bir radikal olusur (Sekil 2.3 (b)).
Iletken polimer zinciri {izerinde olusan bu yiik tasiyicilara ‘polaron’ ya da ‘radikal
katyon’ denir. Polarondan gelen iki radikalin birlesmesi yeni bir = bag: olusturur.
Polaronun serbest radikalinin yiikseltgenmesiyle ise ‘bipolaron” adinda yeni bir spinsiz
pozitif bosluk olusur (Sekil 2.3 (c)). Burada iki radikal birlesip yeni bir & bagi meydana
getirir. Bipolaronda ciftlesmemis elektron yoktur ve bu sayede serbest elektronlara
gerek kalmadan iletkenlik saglanir [11]. Polaronlar ve bipolaronlar karsi iyonlarin
hareket yetenegine gore zincir boyunca hareket edebilirler. Iyonlarin yeterince
hareketli olabilmeleri igin yeterli miktarda Karsi iyon, doplanma ile saglanmalidir.
Sekil 2.4’te gosterildigi gibi poliasetilenin kontrollii sekilde doplanmasiyla bir
elektron koparilir ve notral ya da yiiklii bir ‘soliton’ elde edilir. Yapilar iginde
olusturulan soliton, polimer zinciri iizerindeki yiik dagilimini karbenyumu
(karbokatyonu) kararli kilar. Benzer sekilde, bir elektron vericiyle veya n-doplama
maddesi ile polimer muamele edilirse, orta seviyedeki enerji bosluklarina bir elektron

ilave edilerek negatif bir soliton olusturulur [13].



Bozulmamis Konjugasyon

Notral Soliton (Serbest Radikal)

Pozitron (Karbokatyon)

Negatif Soliton (Karbanyon)

Pozitif Polaron (Radikal Katyon)

Negatif Polaron (Radikal Anyon)

Bipolaron (Dikarbokatyon)

Sekil 2.4. Poliasetilenin soliton, polaron ve bipolaron yapilari.

2.1.1.3. Iletken Polimerlerde Hopping

Zincir iizerindeki yiik tasiyicilarinin yaninda, farkli polimer zincirleri arasinda elektrik
yiikiin aktarimi ise atlama (hopping) ile saglanir. Bir nétral soliton, kendine yakin bir
zincirdeki yiiklii solitonla etkilesir ve yiiklii solitonun elektronu nétral solitona atlar.

Hopping kuralinda elektronik yiikiin hareketliligi, polimer zinciri boyunca, zincirler

arasi transferle ve bloklar arasi transferle saglanir (Sekil 2.5) [14].
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Sekil 2.5. Yiikiin taginmasi, a) zincir lizerinde ytikiin taginmasi, b) zincirler arasinda
yiikiin taginmasi, c¢) zincir bloklar1 arasinda yiikiin tasinmasi [13].



2.1.2. iletken Polimerlerin Sentezi

2.1.2.1. Kimyasal Sentez

Kimyasal yontemde, uygun bir ¢6ziiclide ¢oziilen monomer bir yiikseltgenme veya
indirgenme araci olarak kullanilan bir kimyasal madde ile etkilestirilerek
polimerlestirilir. Bu yontemin yiikseltgenme basamaginin kontrol edilememesi ve
olusan triiniin saf olmamasi gibi dezavantajlari, istenilen miktarda ve makul bir
maliyetle iirlin elde etmek gibi avantajlar1 vardir. Kimyasal yontemde, kullanilacak
olan doping maddesi ve katalizoriin elde edilecek iletken polimerin elektriksel
iletkenligi tizerinde 6nemli etkisi bulunmaktadir [15]. Toshima tarafindan yapilan
poli(p-fenilen)’in sentezi c¢aligmasinda doping maddesi olarak CuClz ve katalizor
olarak AICIl3’tin kullanilmasi ile elde edilen polimer elektriksel iletkenlik
gostermemigstir. Ancak doping maddesi olarak AsFs veya Li gibi maddelerin
kullanilmasi ile 0,3 S.cm™ - 500 S.cm™ arasinda degisen iletkenlik gdzlenmistir.
Konjuge polimerlerin tiimii kimyasal yontemle sentezlenebilmektedir. Baska bir
calismada, ¢oziicii olarak metanol, doping maddesi olarak 2,5 M FeClz kullanilarak
piroliin kimyasal yontemle polimeri hazirlanmis ve iletkenliginin 190 S.cm™’e ulastig1

belirlenmistir [16].

2.1.2.2. Elektrokimyasal Sentez

Pirol, tiyofen, anilin, furan gibi rezonans kararliligindaki aromatik molekiillerin
elektrokimyasal yiikseltgenmesiyle elektronik iletken polimerler elde edilir.
Elektropolimerizasyon, ¢o6ziicii/elektrolit ortamma monomer koyularak ve ortama
potansiyel uygulayarak gergeklestirilir. Notral polimer ile radikal katyonun reaksiyonu
veya radikal katyon/radikal katyon reaksiyonuyla polimerizasyon meydana gelir. Sekil
2.6’da anotta gerceklesmis olan, heterosiklik bilesiklerin polimerlesme mekanizmasi

verilmistir [17].



Sekil 2.6. Heterosikliklerin elektropolimerizasyon mekanizmasi (X= N-H, S, O).

Elektrot iizerinde monomerin uygun bir potansiyel ile yilikseltgenip bir radikal katyon
olusturmasiyla elektrokimyasal asama baslar. Elektron transfer reaksiyonu,
monomerin difiizyonundan daha hizhidir ve elektrot yiizeyi g¢evresindeki c¢ozelti
yiiksek radikal konsantrasyonuna sahiptir. Bu ilk asamay: iki radikal katyonun
birbirine baglanmasiyla gerceklesen baglanma reaksiyonu (coupling) takip eder.
Radikal-radikal baglanma durumunda, dihidro dimer katyon, bir dimer iizerinden iki
hidrojenin ayrilmasiyla meydana gelir. Bu antiaromatik durum kimyasal agamay1
temsil eder. Potansiyel uygulandig: i¢in dimer, monomerik bir radikalle tekrar bir
baglanma reaksiyonuna maruz kalir. Radikal-monomer baglanma reaksiyonundan, iki
protonunu ve diger elektronunu kaybeden noétral bir dimer meydana gelir. Dimerler ve
oligomerler, monomerin radikal katyonuyla baglanma reaksiyonuna girerler ve

protonlarini kaybedip antiaromatik olurlar. Elektrokimyasal ve kimyasal asamalar ard1
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ardina bu sekilde devam eder. Oligomerler elektrolit ¢ozeltisi iginde ¢oziinmeden

kalana kadar bu reaksiyon elektrot yiizeyinde devam eder [18].

Elektrokimyasal polimerizasyonda doniisiimlii voltametri (CV) teknikleri kullanilabilir.
Doniisiimlii - voltametri, monomerin ylikseltgenme potansiyeli, film iizerinde
bliyiimesi, polimerin redoks davranisi ve yiizey konsantrasyonu (polimer tarafindan
harcanan yiik) ile ilgili bilgileri saglar. Spesifik alanda, polimer ile ¢6ziicii molekiilleri
ve iyonlar arasindaki etkilesim, yiik tasima prosesi ve yiik tasiyicilarinin orani
hakkinda CV’den yararlanilabilir. Bir elektrodun potansiyeli, calisma elektrodu ve
kars1 elektrot arasinda dogrusal olarak degistirilmek suretiyle akim-gerilim iliskisinin
incelenmesi sonucunda, elektrot tepkimelerinin aydinlatilmasinda kullanilir. Bu
teknikte once belli bir potansiyel araliginda tarama yapilir ve sonra tersi yonde
(anodik-katodik) taramaya devam edilir. Calisma elektroduna uygulanan potansiyel
elektroliz hiicresi i¢inde bulunan elektro aktif maddenin ylikseltgenme veya
indirgenme potansiyeline ulastiginda elektrot yiizeyindeki madde hizla tiikenir.
Calisma ve Kkars1 elektrot arasindaki olgililen akim artar. Bunun sonucunda elektrot
yiizeyi ile ¢ozelti arasinda olusan derisim farki, ¢ozeltiden elektrot yiizeyine kiitle
aktarimimna neden olur. Kiitle aktarim hizi, elektronlarin aktarim hizindan diisiik
oldugundan akimda diisiis gozlenir ve bir pik elde edilir. Olusan bu pikin tepe
noktasina karsilik gelen potansiyele ‘yiikseltgeme veya indirgeme pik potansiyeli’

denir [13].

2.1.3. iletken Polimerlerin Kullamim Alanlari

Iletken polimerler, elektrokimyasal yontemlerle sentezlenebildikleri, elektriksel
iletkenlik gostermeleri ve yalitkan polimerlerle birlikte kullanilabilmelerinden dolay:
cok genis kullanim alanlarina sahiptirler. iletken polimerlerin diisiik akimlar
tretmeleri, tersinir doplama Ozelliklerinden dolay1 sarj edilebilir ve uzun Omiirlii

olmalar1 nedeniyle kalp pili gibi pillerde elektrot olarak kullanilirlar.

Polimerin indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonu sonucu olusan kimyasal sinyaller
elektrik sinyaline g¢evrilerek diyot, transistor gibi elektronik cihazlar yapilmistir.

Ayrica akilli pencere ve araba camlari, ileri teknoloji gozliikler ve askeri kamuflaj
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elbiseleri gibi elektrokromik prensiple ¢alisan malzemelerin yapiminda da kullanilir.
Bunlarin yanm1 siwra pH, gaz ve nem sensoriinde, korozyon inhibitoriinde,
fotoelektrokimyasal hiicrelerde, 151tk sagan diyotlar (LED-OLED), alan etkili

transistorler, fotovoltaik hiicreler ve siiperkapasitorlerde de kullanilir [13].

lletken polimerlerin 6nemli bir kullanim alan1 da biyosensdrler ve enzim
elektrotlaridir. Biyolojik elementin segiciligi ve analitin konsantrasyonuyla orantili
sinyal tireten dedektoriin birlesimiyle olusan analitik bir cihaz olan biyosensorler
yiiksek segicilik, hizli cevap siiresi, basit dizaynlar1 ve ucuz olmalari gibi
avantajlarindan dolay1 enzim sensorii olarak pek ¢ok maddenin analizinde kullanilma

potansiyeline sahiptir [19,20].

2.2. ENZIMLER

Enzimler, organik molekiillerin yapimi ve yikimi gibi kimyasal tepkimelerin
neredeyse tamamin1 10%° ile 10'2 civarinda bir oranda hizlandiran, tepkime esnasinda
tiketilmeyen ve tepkime sonunda bir degisime ugramadigindan dolay1 tekrar

kullanilabilen protein yapili biyokatalizorlerdir [21].

Enzimler sadece canlilar tarafindan sentezlenir ve diger kimyasal katalizorlerden en
onemli farki 6zgiil olmalaridir. Katalizledikleri tepkimeye katilan molekiilii yani
substratin1 katalizlemesi mutlak 6zgilliigii, bir enzimin belirli bir substrat grubuna
olan etkinligi grup Ozgiilliigiini, belirli bir baga karsi olan etkinligi ise bag
ozgiilliigiinti ifade eder. Bu ozgiilliik 6zelligi istenmeyen tiim yan tepkimelerin ve
riinlerin engellenmesini, secilen tepkimenin gercekleserek daha yiiksek verim
alinmasini saglar. Boylece istenilen iiriin daha az basamakla iiretilebileceginden, enerji

gereksiniminin azligindan ve 1liman kosullarda c¢alisilabildiginden maliyet de azalir.
Bir kimyasal reaksiyonun baglamasi i¢in gereken minimum enerjiye aktivasyon

enerjisi denir. Aktivasyon enerjisinin diisiiriilmesine yonelik alternatif bir yol ise Sekil

2.7.”de goriildiigii gibi enzimler sayesinde gergeklesir [21].
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enzim clmadan

enzim olmadan

varken etkinlegtimme

enerjisi
enzim varken
etkinlegtime
= enerjisi
@
I.I=J tepkenler tepkime boyunca
mesela CO; + H;0 aciga gikan
toplam enerji
trdnler
H.CO:

Tepkime koordinat

Sekil 2.7. Enzimin aktivasyon enerjisine etkisi.

Enzimler substratlarini uygun dogrultuda yonlendirerek belirli aminoasit dizilerinden
olusan aktif bolgelerine baglanmasini saglarlar. Boylece aktiflesmis kompleks veya
gecis kompleksi diye adlandirilan enzim-substrat kompleksi olusur. Bu olusum
mekanizmasina dair ilk hipotez, Emil Fischer tarafindan One siiriilen anahtar-kilit

modelidir (Sekil 2.8.).

-+ —> || —> |+
Enzim Substrat Enzim-Substrat Enzim Uriin
kompleksi

Sekil 2.8. Enzim substrat kompleksinde one siiriilen “anahtar-kilit modeli.

2.2.1. Enzimlerin Adlandirilmasi

o Katalizledikleri substrat grubunun sonuna —az eki getirilerek adlandirilirlar.
Ornek: Protein — Proteaz
o Katalizledikleri reaksiyonun sonuna —az eki getirilerek adlandirilirlar.

Ornek: Glikoz Oksidaz — Glikozun Oksitlenmesi [21].
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2.2.2. Enzimlerin Smiflandirilmasi

Enzimler kompozisyonlar1 géz 6niine alindiginda ikiye ayrilir.

e Basit Enzimler: Sadece proteinden meydana gelmis olan enzimlerdir. Basit

enzimlerin katalitik etkiyi gdsteren kismi polipeptit zinciridir. Pepsin, iireaz
enzimi Ornek olarak gosterilebilir.

o Bilesik Enzimler: Protein igeren kismiyla birlikte ¢ok daha kiiciik organik bir

molekiil veya metal igeren enzimlerdir. Enzimlerin yalnizca proteinden olusan
kismina “apoenzim”, katalitik etki gdstermesini saglayan protein yapida
olmayan gruba “kofaktor” denir. Kofaktorler Ca?*, Mg* gibi bir metal
iyonundan olusabilecegi gibi “koenzim” adi verilen organik bir gruptan da
olusabilirler [21,22].

Gilintimiizde enzimler Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB)
tarafindan 6 temel sinifa ayrilmistir. Bunlar: oksidorediiktazlar, transferazlar,

hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlardir [21].

2.2.3. Enzim Aktivitesi

Bir enzimin aktivitesi, optimum kosullarda birim zamanda harcanan veya liriine
doniistiiriilen substrat miktarina gore tanimlanir. Birimi, IU’dir. 1 1U enzim aktivitesi,
optimum kosullar saglandiginda 1 dakikada Ipmol substrati katalizleyen enzim
miktaridir. Enzimatik reaksiyonlarin hizina etki eden bir¢ok etken vardir. Bunlardan

bazilar1 substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, sicaklik, pH ve inhibitor
etkisidir [21].

2.2.3.1. Substrat Konsantrasyon Etkisi
Enzim katalizli reaksiyonlarda optimum kosullarda reaksiyon hizi artan substrat

konsantrasyonuyla dogru orantili olarak artar. Enzim molekiillerinin tamami enzim-

substrat kompleksi olusturdugunda ise reaksiyon hizi maksimuma ulasir (Vmax).
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Substrat konsantrasyonu artmaya devam etmesine ragmen reaksiyon hizinda bir artis

gozlenmez. Bu da enzimin substrata doymus oldugunu gosterir (Sekil 2.9.) [21].

Teplame Hizi

[S]
Sekil 2.9. Substrat konsantrasyonunun reaksiyon hizina etkisi [13].
2.2.3.2. Enzim Konsantrasyon Etkisi
Ortamda bol substrat oldugunda reaksiyonun hizi enzim konsantrasyonuyla dogru

orantili olarak artar. Enzim miktar1 ne kadar fazla ise reaksiyon hizi da o kadar fazla

olur (Sekil 2.10.) [21].

Teplkime Hizi

Enzim
EKonsantrasyonu

Sekil 2.10. Enzim konsantrasyonunun reaksiyon hizina etkisi [13].
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2.2.3.3. Sicaklik Etkisi

Sicaklik arttik¢a reaksiyona giren molekiillerin ¢arpisma hizi da artar. Reaksiyonlarin
hizi her 10 ° C sicaklik artisiyla birlikte 1 ile 3 kat arasinda artis gosterir. Fakat bu artis
belirli bir degere kadar devam eder. Bu deger sekil 2.11°deki gibi 0 reaksiyonun
optimum sicakligidir. Sonrasinda molekiillerde meydana gelen bazi degisikler ya
reaksiyonu yavaslatir ya da tamamen durdurur. Enzimlerin protein yapili olusu
sicaklik degisimleriyle {ic boyutlu yapilarinda bozulmaya yani denatiirasyona neden
olur. Bu denatiirasyon diisiik sicakliklarda geri dondiirtilebilir yani sicaklik artistyla
aktivitelerini tekrar kazanabilirler fakat yiliksek sicakliklarda geri dondiiriilemezdir. Bu

durumda aktivite tamamen kaybolur [21].

A Tepkime hizi

0 a5 B0° 80° > Sicaklik (°C)

Sekil 2.11. Sicakligin reaksiyon hizina etkisi.

2.2.3.4. pH EtkKisi

Enzimler asidik ve bazik grup i¢ceren amfoter molekiillerdir. Ortamin pH’1 bu gruplarin
yiiklerini degistirerek enzim yiizeyindeki yiik dagilimini ve net yiikii etkiler. Boylece
enzimin aktivitesinde bir degisim meydana gelir. Enzimlerin maksimum aktivite
gosterdigi pH’a optimum pH denir. Sekil 2.12°de goriildiigii gibi bu pH degeri her
enzim i¢in farkl bir degerdir [13,21].
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Tepkime hizi

H
0 7 14 P

Sekil 2.12. pH’1n reaksiyon hizina etkisi.

2.2.3.5. inhibitor Etkisi

Reaksiyon hizini diisiiren veya durduran maddelere inhibitor denir. Sekil 2.13’teki gibi

bazi inhibitérler enzimle ara bilesik olusturarak reaksiyon hizini diigiiriir bazilar1 da

enzimin aktif bolgesine baglanarak enzim etkinligini durdururlar [9].

inhibitdr

Aktif
Merkez
Enzim
Inhibitdr enzimin aktif inhibitor, substarin aktif merkeze
merkezine baglanir. baglanmasini engeller.

Sekil 2.13. Enzim-inhibitor iligkisi [23].

Bunlarin disinda su miktart, iiriin derisimi, zaman gibi enzim aktivitesini etkileyen pek

¢ok etken daha vardir.
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2.2.4. Enzim Kinetigi

Enzimatik reaksiyonlarla ilgili ilk caligmalar 1913 yilinda Michaelis-Menten
tarafindan yapilmistir ve kendi isimleri ile anilan kuramlariyla bilinirler. Bu kurala
gore enzim (E) Once substrat (S) ile birleserek ensim-substrat (ES) kompleksini

olusturur. Daha sonra bu kompleksi liriine (P) doniistiirerek serbest enzim ve {iriin

ortaya ¢ikar [24].
Ky k

E+S < >~ ES —= E+P
Ko Ky

Burada; ki, k2, ks, kabu reaksiyonun hiz sabitlerini gostermektedir. ki ile ES kompleksi
olugsmakta, ko ile ES kompleksi enzim ve substrata ayrilmakta, ks ile ES kompleksi

enzim ve Uriinii olusturmakta, ks ise ES kompleksini olugturmaktadir.

Serbest enzim ve {iriiniin ES kompleksine doniisme hiz1 (ks) ¢ok diisiik oldugundan

ihmal edilerek bu tepkime asagida gosterildigi gibidir [24].

ES>E+ P

Substrat konsantrasyonuna bagli olarak reaksiyon hizi grafige aktarildiginda Sekil

2.14’teki hiperbolik egri elde edilir.

Vmax

0;5 Vinaw |- —

> [S
e S]

Sekil 2.14. Substrat konsantrasyonuna karsi reaksiyon hizi grafigi [13].
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Reaksiyon hizina karsi substrat konsantrasyonu grafiginde de goriildiigii gibi hiz
substrat konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Burada [ES]’nin yikimu iki tiirlii olur.
[ES]’nin bir kism1 k2 hiz sabiti ile tekrar enzim substrata ayrilir. Diger kismi ise ks hiz

sabiti ile enzim ve tirliine doniisiir [24].

E+S=ES=E+P

[ES]’nin olusma hiz1 Esitlik 2.1. ile ifade edilmektedir.

V = k4. [E][S] (2.1)
[ES]’nin tilkkenme hiz1 Esitlik 2.2.’de verilmistir.

V = k,.[ES] + k3.[ES] = [ES] (k, + k3) (2.2)

Kararli hal yaklagim kuramina goére [ES] nin olusma hizi1 [ES]’nin tiikkenme hizina esit

oldugundan dolay1 Esitlik 2.3 elde edilir [24].
k1. [E][S] = (kz + k3) [ES] (2.3)
Esitlik 2.3 ifadesi ¢oziiliirse Esitlik 2.4 elde edilir.

[EI[S] _

Reaksiyona giren E ve S maddelerinin konsantrasyonlari [ES]’ye bdliindiigiinde
standart bir deger elde edilir. Ortamda bulunan total enzimin (Et) bir kismu serbest
halde bir kismi1 da [ES] halinde oldugundan

[E] = [Et] — [ES] (2.5)

¢oziimii elde edilir (Esitlik 2.5) [24].
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Esitlik 2.5 ifadesi Esitlik 2.4 ifadesinde yerine yazilarak elde edilecek olan yeni esitlik
asagidaki gibidir (Esitlik 2.6).

_ _LEt][S]
[ES] =i (26)

Belirli sartlarda [ES]'nin E+P’ ye esit olmasindan dolay1 enzimatik reaksiyonun hizi

Esitlik 2.7 ile ifade edilir.
V =Kk; [ES] (2.7)

Esitlik 2.6 ifadesi Esitlik 2.7°de yerine yazilirsa elde edilecek yeni hiz asagida
gosterildigi gibidir (Esitlik 2.8).

_ [E][S]
Vo= ks e (2.8)

Reaksiyonu sonucunda enzimin tamami substrat ile baglanacagindan maksimum hiza

erisilmis olur ve Esitlik 2.9 ile ifade edilir.
Vmax = K3 [E¢] (2.9)

Esitlik 2.9 ifadesi Esitlik 2.8’de yerine yazilarak Michaelis-Menten Denklemi elde
edilir (Esitlik 2.10).

vV = Vmax[S] (210)
Km+[S]

Km enzimin substrata olan ilgisini gosterir ve maksimum hizin yarisini meydana
getiren substrat konstantrasyonudur. Eger enzimin substrata olan ilgisi fazla ise Km
kiiciiktiir. Diistik [S]’larda bile enzim substrat ile [ES] kompleksini yapiyor demektir.
Enzimin substrata ilgisi zayif ise Kn biiyliktiir [24].
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Michaelis-Menten denkleminde goriildiigii gibi, enzimatik bir rekasiyonun hizi [S] ve
Km’e baghdir.

Farkli durumlara bakildiginda;

e [S], Km’den ¢ok kiigiik ise Km’e [S]’nin eklenmesi artik onun degerini ¢ok az
degistirir. Onun i¢in [S] paydadan kaldirilir (Esitlik 2.11). Bu durumda hiz
[S] ye bagli olacaktir.

_ Vmax[S] _ Vmax[S]
Vo= e = eSS (2.11)

e [S], Km’den ¢ok biiyiik ise [S]’nin Kn’ye eklenmesi [S]’nin degerini ¢ok az
degistirir. Onun i¢in Ky paydadan kaldirilir (Esitlik 2.12). Baslangic hi1z1 Vimax’a
esittir

_ Vinax[S] o Vmax[S] _ (2.12)

Km+[S] —  [S] Vmax

e [S]ile Kmesit oldugu zaman Esitlik 2.13 elde edilir. Bu durumda baslangi¢ hizi

maksimum hizin yaris1 olur.

_ Vmax[S] . Vimax[S] _ Vimax (2.13)
Km+[S] — [SHIS] 2 '

Hiperbolik bir egri olan Michaelis-Menten Denklemi pratik olmasi agisindan dogru

denklemine doniistiiriilmesi igin tersine ¢evirilir ve ¢arpanlarina ayrilirsa Lineweaver-

Burk denklemi elde edilir (Esitlik 2.14) [24].

Km 1 [S]
= m 2.14
Vmax 51 Vimax[S] (2.14)

<ie

Diiz bir ¢izgi denklemini veren ifade Esitlik 2.15 ile gosterilir.

y=ax+b (2.15)
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L S &
Vmax'© S Vmax[S]

Esitlik 2.14°de ifade edileny = %; a= benzerligi kullanilarak;

y = 0 oldugunda, x = =2 oldugundan Esitlik 2.16 elde edilir.
a
x =&Y (2.16)

Buradan Km degeri hesaplanir. Lineweaver-Burk grafiginin b degerinden ise Vmax elde

edilir. Bu sekilde kinetik parametreler tayin edilmis olur (Sekil 2.15).

1 A
\ g
e
- Km
_i f’-’; h&\‘llrmrarx
Krn ,':-“J
\ L 1
f.-"" W imax } 1
<0 [S]

Sekil 2.15. Lineweaver-Burk grafigi [13].

2.2.5. Enzim immobilizasyon Yontemleri

Enzim immobilizasyonu serbest haldeki enzimin tasiyici bir maddeye immobilize
edilmesi veya baglanmasi islemidir [22]. Bu islem sonucunda enzimler iriinden
kolayca ayrilarak tekrar kullanilabilir. Bu da {iriinlin kirletilmesini 6nlemek icin
yapilan islemlerin gerekliligini ortadan kaldirarak zamandan ve maliyetten tasarruf
etme gibi avantajlar saglar. Ayrica serbest enzimlere gore daha kararli ve uzun
yarilanma omriine sahip olmalari, farkli optimum kosullardaki enzimlerin ayni siirecte

birlikte ve daha uzun siire kullanilabilmeleri gibi pek ¢ok avantajlar1 daha vardir [21].

Enzim immobilizasyon yontemleri Sekil 2.16°da goriildiigii gibi baglama ve hapsetme

olarak ikiye ayrilir.
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Immobilizayon Yantemleri

7 \

Baglama Hapsetme

N

Capraz Baglama Tagtvictya Baglama

/N

Fiziksel Adsorpsiyon Metal Baglama  Iyonik Baglama Kovalent Baglama

Sekil 2.16. Enzim immobilizasyon yontemleri.
2.2.5.1. Baglama
Bu islemde enzimle fonksiyonel gruplar arasinda yeni baglar olusturularak enzim
modifiye edilir. Baglama; capraz baglama ve tasiyiciya baglama seklinde iki yolla
olur. Tastyiciya baglama fiziksel adsorpsiyon veya metal, iyonik, kovalent bag

olusturularak gerceklesir.

Capraz Baglama: Enzim molekiillerinin fonksiyonel grup iceren gluteraldehit gibi

bir capraz baglayiciyla reaksiyonu sonucu ¢oklu kovalent baglarla ¢capraz baglanarak
suda ¢6ziinmeyen kompleksler olusturmasi yontemidir [21]. Bu yontemde enzimin
yapisina kovalent baglarla bagka yapilarin baglanmasi veya aktif bdlgenin ¢apraz baglh
yapmin merkezinde kalarak substrata ulasamamasi sebebiyle enzim aktivitesinde

azalma goriilebilir.

Tasiyiciya Baglama: Bu yontem enzimlerin adsorpsiyon, metalik, iyonik veya

kovalent bag ile destek malzemesine baglanmasiyla olusur. Bu destek malzemeleri
silika, gozenekli cam gibi inorganik maddeler, zayif aktiviteye sahip -OH grubu iceren

poliakrilamid gibi organik veya seliiloz gibi biyolojik desteklerdir [21].
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2.2.5.2. Hapsetme

Substratin igeri, iiriiniin disar1 diflizyonu i¢in uygun olan gozenekli bir polimer ya da
membrana enzimin yerlestirilmesi islemidir. Hapsetme yontemi, diger yontemlere

gore daha kiigiik substrat ve iiriin molekiilleri i¢in uygundur [21,25].

Hapsetme metodunun capraz baglama ve kovalent bagdan farki, enzimle matris
arasinda bag bulunmamasidir. Bu sayede hapsetme metodu genis bir uygulanabilirlik
alan1 kazanir. Fakat arada bag olmamasi sebebiyle matris gézeneklerinden enzim
kayb1 s6z konusu olabilir. Kimyasal polimerizasyon reaksiyonuyla immobilizasyonda,
reaksiyon sartlar1 zordur ve bu durum enzimin aktivite kaybina neden olabilir.
Enzimlerin fiziksel immobilizasyonunda elektrokimyasal polimerizasyon metodu
daha hizl, giivenilir, ekonomik ve basit oldugundan ilgi ¢eken bir metottur. Monomer
ve enzimin uygun sulu ¢ozeltilerinin bir elektrot ylizeyine uygun potansiyelde
kaplanmasiyla uygulanir. Bunlarin yaninda elektrokimyasal polimerizasyonla
immobilizasyon, elektrot yilizeyi ve enzim arasinda kKimyasal baglarin olusumu
nedeniyle enzim iskeletinin deformasyonuna ve enzimatik reaksiyonun aktivitesinin
azalmasina neden olabilir [25]. Bu ¢alismada ise polimere elektrokimyasal hapsetme

yontemi ile enzim immobilizasyonu yapilmistir.
2.2.6. invertaz
Hidroliz enzimlerinin alt grubu olan karbohidrazlardan invertaz (pB-fruktofuranosidaz,

E.C. 3.2.1.26), siikrozun a-1,4-glikozidik baginin parcalanmasiyla es molar glikoz ve
fruktoza hidrolizini (Sekil 2.17) katalizleyen spesifik bir enzimdir.

y OH
H OH HOH,C
-0, HOH:G invertaz to o7
HO O ™% 1o + H O
HO H H O HO H
H
OH H  “oH H CH,0H
H or AR choH H OH HO H
Suikroz a-D-glikoz B-D-fruktoz

Sekil 2.17. Siikrozun hidroliz reaksiyonu [26].
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B-fruktofuranosidaz olduk¢a dagmik sekilde bitki, hayvan ve mikroorganizmalar
i¢cinde bulunur. Enzimin siikrozu hidroliz edebilen iki tipi vardir. B-fruktofuranosidaz
ve o-glukosidaz (a-Dglukositglukohidrolaz EC 3.2.1.20). invertaz genel olarak ekmek
mayas1 ve bira mayasindan elde edilir. Mayadan elde edilen invertazin biri hiicre
duvarina lokalize olmus dig enzim, digeri ise sitoplazmik membranin i¢inde bulunan
ve dis invertaza gore daha kii¢lik olan i¢ enzim olmak tizere iki tipi vardir. Dis invertaz,
enzimin hiicre dis ¢eperinden yaklasik olarak 500-1000 A uzakliktaki bdlgede bulunur
ve molekiil agirlign 270.000 Dalton’dur ve hemen hemen mannozdan olusmustur. I¢
invertaz ise 135.000 Dalton’dur ve dis invertaza gore daha az karbonhidrat igerir.

Immobilize invertazin ticari kullaniminin az olmasina ragmen, siikroz surubu yiiksek
oranda hazirlandig1 i¢in immobilize invertaz, endistriyel maliyeti azaltmada tercih
edilebilir. Bunlarin yaninda immobilizasyonda miilkemmel c¢alisma kararliligi
gostermesi, diger enzimlere gore daha kolay elde edilebilmesi, ucuz olmasi ve ¢esitli
tastyicilara immobilize edilebilmesi sebebiyle, deneysel ¢alismalarda model enzim

olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [13].

2.2.7. Polifenol Oksidaz (PPO)

Polifenol oksidaz (PPO, ayrica tirozinaz olarak da bilinir; EC 1.14.18.1) 1856 yilinda
Schoenbein tarafindan mantarlarda bulunan bir enzimdir. Polifenol oksidazlar bakir
iceren oksidorediiktazlardir ve molekiiler oksijen varliginda fenolik bilesiklerin
hidroksilasyonunu ve oksidasyonunu katalizlerler. Substratlarina gore polifenol
oksidazlar; tirozinaz, katekol oksidaz ve lakkaz olmak {izere {i¢ gruba ayrilirlar.
Tirozinaz (EC. 1.14.18.1), monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonunu
(monofenolaz ya da krezolaz aktivitesi) ve o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonunu
(difenolaz ya da katekolaz aktivitesi) katalizler (Sekil 2.18.). Katekol oksidaz (EC.
1.10.3.1) sadece o-difenollerin oksidasyonunu katalizler. Lakkaz (EC. 1.10.3.2) ise
hem o-difenolleri hem de p-difenollere karsilik gelen kinonlarin oksidasyonunu
katalizlerler. Lakkaz ve katekol oksidaz hidroksilasyon reaksiyonlarin

katalizleyemezler.
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HO

PPO
OH +1/2 O, — 3 OH

Fenol Katekol
Krezolaz Aktivitesi

HO )

PPO
OH +1/2 O, —  »» O

Katekol Kinon

Katekolaz Aktivitesi

Sekil 2.18. Polifenol oksidaz kataliz reaksiyonu.

PPO’nun aktivite i¢in koenzime ihtiyaci yoktur. Tiim fenolik bilesikleri substrat olarak
kullanan, grup spesifikligi gosteren enzimlerdir. Genel olarak PPO, oksijen varliginda
fenolik substratlar1 oksitler. PPO’nun aktif sitleri, dongiisel bir sekilde metoksi, oksi
ve deoksi formlari arasinda gegislere ugrar (Sekil 2.19). Her dongiide iki katekol
molekiilii oksitlenir. Bir molekiil oksijen suya indirgenir ve iki kinon {irlinii olusur.
Dioksijen (O2), indirgenmis enzim formunda (indirgenmis deoksi form) CuA’ya
baglanan ¢oziicii molekiiliin (H20) yerini alir ve enzimin bakir metal merkezine

baglanir [27].
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Sekil 2.19. Kataliz sirasinda, PPO'nun aktif alaninin, oksi ve deoksi formlar1 arasindaki
dongiisel gegisleri. Mavi, kirmizi ve yesil renkli daireler sirasiyla bakir,
oksijen ve histidini temsil eder [27].

UV spektroskopi sonuglart molekiiler oksijenin 6nce peroksit olarak baglandigl ve
sonrasinda da katekolun baglandigi fikrini destekler. Katekol molekiiliiniin iki
hidroksil grubundan biri deprotonasyona ugrar ve katekol CuB’ye baglanir (oksi form)
(Sekil 2.20). Substrattan peroksite iki elektron aktariminin ardindan peroksit grubu

protonlanmis olur ve O-O bag kopar.

Substratin koordinasyona girmemis ikinci hidroksil grubu bir proton vererek su
kaybin1 ve o-kinon {iriin olusumunu saglar. Koprii yapan grubun c¢oziici ile
protonlanmasi aktif siti hidroksil kopriilii, iki bakirli (metoksi form) duruma getirir.
Bir bagka katekol molekiilii ko-substrat olarak islev goriir ve hidroksil kopriilii Cu
(I)’yi Cu (I) formuna indirger. Onerilen reaksiyon yolunun bu adimi, tirozinazin
o-difenol oksidaz aktivitesi hakkindaki verilerle desteklenmektedir (Sekil 2.20). Aktif
bolgenin Cu (1) -Cu (I) formu tekrar katalitik ¢evrimi tekrarlar [27].
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Metoksi Form
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Sekil 2.20. PPO enziminin reaksiyon mekanizmast [27].

2.3. KARBON FiBER

Karbon fiber grafit fiber olarak da bilinen gelikten 5 kat giiglii, 2 kat daha sert fakat
cok daha hafif bir malzemedir. Uretilen karbon fiberlerin yaklasik %901
poliakrilonitrilden (PAN), kalan %10’u rayon veya petrolden yapilir. Karbon fiberlerin
yapilmasi i¢in iglem kismen kimyasal ve kismen mekaniktir. Prekiirsor, uzun tel veya
lif formuna getirilir ve daha sonra oksijenle temas etmesine izin verilmeden ¢ok
yiiksek sicakliga isitilir. Oksijen olmadigr i¢in lif yanmaz. Bunun yerine, yliksek
sicaklik, karbon yapidaki diger atomlarin disar1 atilmasini saglayacak sekilde fiberdeki
atomlarin siddetli titregsmesine neden olur. Bu siirece karbonizasyon denir ve geride az
sayida karbon olmayan atom igeren uzun ve siki bir sekilde birbirine gecmis karbon

atomlarindan olusan bir lif birakir [29].

Inorganik bir materyal olan karbon lifleri nem, agik hava, baz ve zayif asitlerden oda

sicakliginda etkilenmemektedir. Ancak yiiksek sicakliklarda oksidasyondan fazlasiyla
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etkilenmektedir [28]. Silizan, boralizan, SICN, SiBCN, SiCO, silikon veya fenolik
recineler ile karbon liflerinin s1vi fazda kaplanmasi ile SiC kompozitlerin baglanmasi

ve metal matrikslerin lif ile giiglendirilme islemi diisik maliyet ile elde

edilebilmektedir [30].

Kimyasal olarak nispeten inert olan karbon fiber (CF) olaganiistii mekanik ve
elektriksel oOzelliklere sahiptir. Elektrofizyolojik ve elektrokimyasal 6zellikleri
mikrometre 6l¢eginde biyosensor uygulamalarinda mitkemmel bir elektrot olarak islev
gormesini saglar. CF mikroelektrotlar 1979'dan beri néron aksiyon potansiyellerini
kaydetmek i¢in kullamlmistir [31]. CF'ler grafit monofilamentlerdir ve
mikroelektrotlar i¢erisinde, en iyi 6zelliklere sahip tungsten elektrotlarina benzer {istiin
ozelliklere sahiptirler. CF mikroelektrotlarin in vivo ¢aligmalara uygunlugu da bu

elektrotlarin 6nemini oldukga artirmaktadir. [32].

2.3.1. Karbon Fiberin Kullanim Alanlari

Karbon lifleri kompozit yapilardan insaat sektoriine, peyzajdan tibba kadar oldukca
degisik alanlarda kullanilmaktadir. Diisiik yogunlugu ve yiiksek mukavemet degerleri
sayesinde oldukga fazla kullanim alani1 bulmaktadir. Karbon filament ve kablolar
yiiksek mekanik dayanimlar1 nedeniyle epoksi, poliester, poliamid ve fenol regineleri

gibi sentetik maddeler ile kompozit yapiminda kullanilmaktadir (Sekil 2.21).

Sekil 2.21. PAN esasli karbon fiber [33].

Yogunlugu 0,05-0,20 g/cm?, 1s1 iletkenligi 20 °C’de 6.107° - 3.10* W/m.K olan karbon

keceleri 1s1 yalitm maddesi olarak kullanilmaktadirlar. Karbon kumaslar elektrik
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firilarinda 3000 °C’a kadar elektrik izolasyonunda kullanilmaktadir. Ses hizinin
istlinde ucan ugaklarin fren disklerinde takviye maddesi olarak karbon dokumalar
kullanilabilmektedir. Termik olarak saglam olan fren diskleri yiliksek 1s1 iletim ve 1s1
kapasiteleriyle en ufak bir tesirde bile ¢ok iyi bir fren tesiri gdstermektedir. Yaris
arabalarindaki yakit tanklarinda daha hafif olmasi1 nedeniyle kullanilmaktadir. Karbon
fiber kompozitler, binek ara¢ agirligini %50 oraninda azaltabilir; bu da, aracin
performansini veya yolcularmin giivenligini tehlikeye atmadan yakit verimliligini
yaklasik %35 oraninda artirir. Karbon lifleri havacilikta Boeing ve Airbus tipi
ucaklarda, uluslararasi uzay istasyonlarinda, uydularda, ugak motor kaplamalarinda ve

Boeing delta programlari gibi uzatilabilir tasima araglarinda kullanilmaktadir [28].

Daha yiiksek ylizey alanina ve daha yiiksek absorpsiyon ve desorpsiyon oranina sahip
olduklar i¢in, aktive edilmis karbon lifleri su aritmada, SOx, NOx ve toksik gazlarin
tutulmasinda ve son zamanlarda metan depolamada ve polarize elektrot olarak
kullanilmaktadir. Diger taraftan agresif gaz ve sivilar i¢in filtre, katalizor tasiyicisi,
yakit kabi, akiimiilator igin elektrot olarak kullanilmaktadir. Karbon fiber membranlar
bir¢ok endiistriyel ve medikal uygulamada da kullanilmaktadir. Kimyasal iglemlerde,
atik su tutma, ilag¢ sektoriinde, yapay insan organlar1 gibi uygulamalarda membranlar

kullanilmaktadir [34].

Karbon lifi ve termoplastik bir recine ile olusan kompozit malzemeler notebook
parcalarinda ve elektronik parcalarda kullanilabilmektedir. Karbon lifi ile
kuvvetlendirilmis polimer, sensor olarak kullanilmaktadir. Normal karbon lifine gore
miikemmel mekanik dayanim, sertlik ve elektrik iletkenlige sahiptir [35]. Karbon lifi
ile kuvvetlendirilmis polimer regine esasli kompozitler vakum pompast ve kompresor
pervanesi olarak da kullanilmaktadir [36]. Karbon lifi bitki yetistirme i¢in hazirlanan
kaplar igine yerlestirilerek de ziraat alaninda kullanilmaktadir. Karbon lifleri ile
kuvvetlendirilmis polimerden yapilmis kirisler yiiksek dayanima, modiile ve yiiksek
korozyon dayanimina sahiptir. Karbon lifi ile kuvvetlendirilmis polibitilentereftalat
cesitli kemik yapilarinda kullanilmaktadir. implantasyon sirasinda kemik kayiplarmi
azaltmak i¢in kemik igerisine yerlestirilmektedir. Toksik olmamasi ve viicuda

minimum zarar1 nedeniyle bu uygulamalarda 6nemli bir kullanim alan1 bulmaktadar.
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Karbon fiberlerden iiretilen karbon fiber mikroelektrotlar, biyokimyasal sinyallemenin
saptanmasi i¢in amperometride veya hizli taramali dongiisel voltametride kullanilir
[37]. Ayrica X-ray ekipmanlarinda, enerji depolama bataryalarinda, yer merkezli
antenlerde, riizgar degirmenlerinde pervane ve endiistride kullanilmak iizere silindir

uretilmesinde kullanilmaktadir.

2.3.2. Karbon Fiber Enzim Elektrotlari

Enzim elektrotlar1 temel olarak enzim ve elektrot malzemesinden olusur (Sekil 2.22).
Elektrot materyali segilirken malzemenin iletken ve sert bir malzeme olmasi goz
oniinde bulundurulur. Bu nedenle elektrot malzemesi genel olarak altin (tabaka veya
tel), platin (tabaka veya tel) ve karbon (kagit, cubuk, pasta, metalize karbon, camsi
karbon, karbon fiber, nanotiip film) olarak secilir. Hangi enzimin kullanilacag: ise
hangi analitin tayin edilecegine gore belirlenir. Enzim elektrodunun performansi
biiyiik oranda kullanilan kompozit malzemelere baglidir. Bu kompozit malzemeler,
iletken polimerler, fonksiyonel polimerler, metal kompleksleri, sol-gel malzemeler,

nano malzemelerdir (karbon nano tiip, nanopartikiiller).

Karbon temelli mikro ve nano malzemeler elektrot malzemesi olarak son zamanlarda
yaygin olarak c¢alisilmaktadir. Bu malzemeler kimyasal olarak inertdir, ucuzdur,
yiiksek ylizey alanina ve sira disi elektriksel iletkenlige sahiptir [38-41]. Karbon
malzemeler i¢cinde karbon fiberler mikro ve nano elektrot olarak ilgi ¢ekmektedir.
Karbon fiber diger elektrotlara gore ¢ok daha yiiksek ylizey alanina sahiptir ve yiizey
modifikasyonuna ¢ok uygun bir malzemedir. 8um ¢apli 10.000 filamentin olusturdugu
1 cm uzunlugundaki karbon fiberin yiizey alan1 25 cm? dir [42]. Karbon fiber
elektrotlarin diger 6nemli 6zellikleri ucuz olmalar1 ve biyouyumluluklaridir [43]. Bu
avantajlariyla karbon fiber elektrotlar elektroanalitik uygulamalarda mikroelektrot ve
nanoelektrot olarak genis bir kullanim potansiyeline sahiptir. Potansiyometrik,
voltametrik caligmalar ¢esitli hiicre tiplerini, iki veya li¢ elektrotlu hiicreleri, akish

sistemleri, in-vivo ve in-vitro galismalari icerir [44-48].
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Cam tiip

Celik tel

Sar1 pipet ucu

Karbon Fiber Enzim Elektrodu

Karbon fiber

(Yiizeyinde iletken polimerle
tutuklanmig enzim)

Sekil 2.22. Karbon fiber elektrot.

Karbon fiber elektrotlarin kullanim alanlarindan biri enzimle modifiye edilerek enzim
elektrotlari olusturulmasidir. Bu elektrotlar enzimden elektron aktarimini kolaylastiran
ylizey yapilariyla enzimatik biyosensorler i¢in kullanislt bir malzeme olurlar. Enzim
elektrodu, immobilize edilmis olan enzimin aktivitesi sayesinde elektrokimyasal bir
islemin gergeklestigi minyatiir bir kimyasal transdiiserdir ve genel yapisi Sekil 2.23’te

goriilmektedir [49].

medyator/kompozit

sinyal

transdiiksiyon amplifikator gSrintist

Sekil 2.23. Kimyasal transdiiser olarak enzim elektrodu.
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Enzimin buradaki rolii, belli bir substrat molekiiliine olan biyolojik ilgisi nedeniyle
seciciligin ~ olusturulmasidir.  Yani immobilize edilen enzimle o enzimin

substratinin/substratlarinin spesifik analizi miimkiindiir.
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BOLUM 3

DENEYSEL BiLGILER

3.1. KIMYASAL MALZEMELER

Invertaz (B-fruktofuranosidaz, tip V) (EC 3.2.1.26) ve sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sigma’dan temin edildi. Pirol monomeri Merck’ten alindi, 4 °C’de saklandi. Nelson
reaktifinin hazirlanmasinda, sodyum karbonat (Riedel de Haen), sodyum potasyum
tartarat (Fluka), sodyum bikarbonat (Merck), sodyum siilfat (Merck), bakir siilfat penta
hidrat (Carlo Erba) ve arsenomolibdat reaktifinin hazirlanmasinda, amonyum
heptamolibdat tetrahidrat (Merck), sodyum hidrojen arsenat (Riedel de Haen)
kullanild1. Siikroz Merck’den satin alindi. Asetat tamponun hazirlanmasinda, sodyum
asetat (Merck) ve asetik asit (Carlo Erba), sitrat tamponun hazirlanmasinda sitrik asit
(Sigma-Aldrich) ve sodyum hidroksit (Merck) kullanildi. MBTH ¢ozeltisi
hazirlanmasinda ise 3-Metil-2-benzodiazolinon hidrazon hidrokloriir monohidrat
(Aldrich) ve etanol (Carlo Erba) kullanildi. Aseton ve katekol Sigma-Aldrich siilfiirik

asit ise Merck firmasindan temin edildi.

3.2. CiIHAZLAR

3.2.1. Potansiyostat

Potansiyostat olarak Wenking POS-88 marka cihaz kullanildi. Sabit potansiyelde
polimerizasyon yapildi. Calisma elektrodu ile referans elektrot arasindaki potansiyel
sabit bir degerde tutuldu. Calisma elektrodunun potansiyeli, referans elektrodun
elektrik potansiyeline baglidir ve referans elektrot yardimi ile gerekli degere ayarlanir.
Piroliin  dongiisel ~ voltametrisi  GAMRY  Instruments Interface 1000
Potentiostat/Galvanostat/ZRA ile alind1.
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3.2.2. UV-Visible Spektrometresi

Immobilize enzim aktivitesini tayin etmek amaciyla yapilan dl¢iimlerde Shimadzu
UV-1201V model spektrofotometre kullanildi. Biyoddniisimden sonra olusan
invertaz trtinlerinin Somogyi-Nelson yontemi ile renkli kompleksleri olusturuldu ve
540 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Besthorn’s Hydrazone yontemi ile olusturulan
polifenol oksidaz tiriinlerinin renkli komplekslerinin absorbanslar1 ise 495 nm’de

6l¢iildii ve enzim aktiviteleri bu yontemlerle belirlendi.

3.23. FT-IR

Karabiik Universitesi Demir Celik Enstitiisii MARGEM labaratuvarlarinda bulunan
Bruker ALFA FTIR spektrometre cihazi kullanildi. Pirol platin elektrot yiizeyinde
polimerlestirildi. Olugan polipirol polimeri film seklinde ¢ikarilarak filmin FTIR
analizi yapildi. Tarama 700 ve 4000 cm™ arasinda yapildi.

3.2.4. SEM

SEM fotograflari Karabiik Universitesi Demir Celik Enstitiisi MARGEM
labaratuvarlarinda bulunan Carl ZEISS ULTRA PLUS GEMINI FESEM taramali
elektron mikroskobu ile alind1. Pirol polimerlestirilerek karbon fiber ilizerine kaplandi.
Bos ve kaplanmis karbon fiber elektrodun 1000 ve 10000 arasinda biiylitmeli

fotograflar1 alindu.

3.2.5. pH metre

Hanna Instruments HI 221 marka pH metre kullanilmistir. Bu cihaz elektrik sinyali
tireten bir elektrot kullanilarak sinyali, pH birimine geviren potansiyometrik bir 61¢iim
saglar. Sinyal potansiyel olarak olgiiliir. pH O6l¢iimii yapabilmek icin gerekli olan;
algilama elektrodunun iiriin i¢indeki hidrojen iyon aktivitesinin logaritmasina oransal
olarak sagladigi gerilim ile referans elektrodun ideal olarak iiriiniin aktivitesinden
bagimsiz, sabit ve siirekli sagladigi gerilimdir. Elektriksel sinyal bu iki gerilim
arasindaki fark ile olusur. Referans ve algilama elektrodu arasindaki gerilim farki pH

metre tarafindan dl¢tilerek pH degerine gevrilir.
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3.2.6. Istticih Manyetik Karistirici

Hazirlanan ¢6zeltilerin bir balik (miknatis) yardimiyla ve manyetik alan etkisiyle ayni
devir sayisinda ve aym sicaklikta homojen bir sekilde karistirilmast MTOPS MS300

HS marka 1siticilt manyetik karistirict ile saglanmaistir.

3.2.7. Vorteks Tiip Karistirici

Dlab MX-S Marka karistirict sabit hizda kullanildi. Deney tiiplerindeki ¢ozeltilere
etkili ve verimli karigtirma girdabi saglayarak homojen bir karisim elde edilmesi

amactyla kullanildi.

3.2.8. Calkalamal Su Banyosu

Olgiimler Nuve ST 30 marka c¢alkalamali su banyosu ile yapilmistir. Olgiimler,
cozeltiler ¢alkalamali su banyosunda 25 °C sabit sicaklikta tutularak ve ¢alkalama ile
homojen karigimlar1 saglanarak gergeklestirildi. Sicaklik optimizasyonunda su
banyosu 0 °C ve 80 °C arasindaki sicakliklara getirilerek aktivite 6lgtimleri yapildi ve

enzim elektrodunun en iyi ¢alistig1 sicaklik saptanda.

3.3. YONTEM

3.3.1. Somogyi-Nelson Yontemi

Cesitli derisimlerde siikroz ¢ozeltileri hazirlanir ve Somogyi-Nelson yontemi [50-52]
literatlirdeki islem basamaklariyla uygulanir (Bkz. 3.3.7). Cozeltilere belli siirelerde
enzim elektrodu daldirilir. Uriin olusumundan sonra Nelson reaktifi eklenir. Kaynar
su banyosunda isitma yapilir ve arsenomolibdat reaktifi eklenir. Olusan renkli

komplekslerin absorbanslar1 540 nm’de Olgiilerek enzim aktiviteleri tayin edilir (Sekil
3.1)).
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+Arsenomolibdat Cozeltisi

Enzim Elektrodu  +Nelson Cozeltisi +Su
I mL Alinig Isitma Sogutma Absorbans
> > 20 dk. > > > 540 nm

Sekil 3.1. Somogyi-Nelson Y 6ntemi.

Siikroz Cozeltisi Hidroliz
(pH 5 Asetat Tamponu)

3.3.1.1. Nelson Reaktifi

Nelson reaktifi A’nin hazirlanisi: 25 g susuz Na2COs, 25 g sodyum potasyum tartarat,
20 g NaHCO3 ve 200 g susuz Na;SOa4, 700 mL distile suda ¢oziiliir ve 1000 mL’ye
seyreltilir. Nelson reaktifi B’nin hazirlanisi:15 g CuSOs, 100 mL distile suda ¢oziiliir
ve iizerine konsantre HoSO4 damlatilir. Aktivite 6lgiimlerinden dnce reaktif A ve B

25/1, (v/v) oraninda karistirilir. Bu ¢ozelti enzim aktivite tayininde kullanilir.

3.3.1.2. Arsenomolibdat Reaktifi

25 g amonyum heptamolibdat tetrahidrat [(NH4)sM07024.4H,0], 450 mL distile suda
¢Oziiliir ve tizerine 21 mL konsantre siilfiirik asit eklenir. 3 g sodyum arsenat dibazik—
7-hidrat [Na2HAsO4.7H20], 25 mL distile suda ¢oziiliir ve bu ¢o6zelti molibdat
¢oOzeltisine eklenir. Elde edilen ¢ozelti 24-48 saat 37 °C’de karanlikta saklanir ve

enzim aktivite tayininde kullanilir.

3.3.2. Besthorn’s Hydrazone Yontemi

Cesitli derisimlerde katekol ¢ozeltileri hazirlanir ve Besthorn’s Hydrazone yontemi
[53] literatiirdeki islem basamaklariyla uygulanir (Bkz. 3.3.7). Cozeltilere 5nce MBTH
reaktifi eklenir. Belli siirelerde enzim elektrodu daldirilir. Uriin olusumundan sonra
H2SO4 ve aseton eklenir. Olusan renkli komplekslerin 495 nm’de absorbanslari

oOlgiilerek enzim aktiviteleri tayin edilir (Sekil 3.2.).
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+MBTH Cozeltisi Enzim Elektrodu +H,SO,Cozeltisi

“+ Aseton
1 dk. Absorbans
B — R e —> 495 nm

Katekol Cozeltisi
(pH 6.5 Sitrat Tamponu)

Sekil 3.2. Besthorn’s Hydrazone Y 6ntemi.

Bu yontemde kullanilan MBTH reaktifi 3-Metil-2-benzodiazolinon hidrazon
hidrokloriir monohidrat (CgHgN3S.HCI.H20)’1n 3,0 mg/mL etil alkolde ¢6ziilmesiyle

hazirlanir.

3.3.3. Elektrokimyasal Polipirol Sentezi

Elektropolimerizasyon hiicresi tampondan olusan soliiSyona, monomer, enzim ve
elektrolit eklenerek hazirlanir (Sekil 3.3). Burada invertaz igin asetat tamponu,
polifenol oksidaz icin sitrat tamponu, elektrolit olarak sodyum dodesil siilfat ve
monomer olarak pirol kullanildi. Malzemelerin derisimleri daha Once platin
elektrotlarla  yapilan ¢alismalardan  yararlanilarak  belirlendi.  Hazirlanan
elektropolimerizasyon hiicresi ii¢ elektrot sistemiyle kullanildi. Calisma elektrodu
olarak karbon fiber elektrot, karsit elektrot olarak platin elektrot, referans elektrot
olarak giimiis (Ag/Ag") elektrot yerlestirildi, sistem potansiyostata baglandi ve 1 Volt
uygulanarak polimerizasyon gerceklestirildi. Bu islem esnasinda enzim g¢alisma
elektroduna dogru yonelen monomer molekiilleriyle birlikte tasinarak g¢alisma

elektrodunu kaplayan polimer i¢inde immobilize edilmis oldu.
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PCTENSIYOSTAT

Yardimel
Elektrot
Caligma < l
Elektrotu Referans
' Elektrot

Tampon
Cozeltisi

Sekil 3.3. Elektropolimerizasyon hiicresi [54].

3.3.4. Polipirol Matrisine Enzim immobilizasyonu

Bu c¢alismada enzim immobilizasyonu hapsetme yontemiyle yapildi. Enzim
immobilizasyonunda adsorpsiyon, kovalent baglanma, ¢apraz baglanma, hapsetme
yontemleri kullanilir. Adsorpsiyon ydntemi enzimin ortama daha kolay akmasina ve
kaybedilmesine sebep olur ve enzim elektrodu aktivitesini kisa bir siire sonra
kaybeder. Capraz baglama ve kovalent baglamada ise enzimin yapisina kovalent
baglarla baska yapilarin baglanmasi enzim aktivitesinde azalmaya sebep olur.
Hapsetme yontemi diger yontemlere gore daha avantajlidir. Enzimin diger yontemlere
gore daha uzun siire stabil kalmasini ve daha yiiksek sinyal alinmasini saglar. Burada
polimerizasyon esnasinda enzim polimer matrise hapsetme yoluyla immobilize edildi
[55,56].

Invertazin immobilizasyonu karbon fiber {izerine piroliin sabit potansiyel
polimerizasyonuyla yapildi. Enzim molekiillerinin immobilizasyonu, piroliin
polimerizasyonu sirasinda enzim molekiillerinin elektrot yiizeyine go¢ eden pirol ve

destek elektrolit tarafindan elektrot yiizeyine tasinmasiyla gerceklestirildi. Elektroliz
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¢ozeltisi 0,05 M asetat tamponu (pH 5,0) iginde 0,6 mg/mL invertaz, destek elektrolit
olarak 0,6 mg/mL sodyum dodesilstilfat (SDS) ve 5 uL/mL pirolle hazirlandi. Bu
islemden sonra her bir enzim elektrodu, kalan destek elektrolitin ve bag yapmayan
enzimlerin uzaklastirilmasi igin distile su ile birka¢ kez yikandi. Kullanilmadig1 zaman

+4 °C’de asetat tamponunda saklandi.

Ayni islem polifenol oksidaz enzimiyle 0,05 M sitrat tamponu (pH 6,5) kullanilarak
gerceklestirildi. Polifenol oksidaz enzimi derisimi 0,4 mg/mL (2687 U/mg kati), SDS
1 mg/mL ve pirol 5 pL/mL olacak sekilde ayarlandi. Kullanilmadigi zaman +4 °C’de
pH 6,5 sitrat tamponunda saklandi.

3.3.5. Karbon Fiber Elektrotlarin Hazirlanmasi

50 um c¢apli Torayca T300 marka 3K karbon fiberler elektrot ucu olmak {izere
kesilerek hazirlandi. Elde edilen ¢elik teller 10 cm uzunlugunda kesildi. Celik tel ve
karbon fiber ug teflon bant ile birbirine ug uca birlestirildi [57,58]. Elektrot karbon
fiber ucundan polimer pipet ucuna gegirildi (1-200 uL eppendorf) ve pipet ucu
sitilarak kapatildi. Karbon fiberin elektrot ucunda kalan kismi 1 cm olacak sekilde
kisaltildi. Pipet ucunun arka kismina celik teli icine alacak sekilde cam tiip

yerlestirilerek elektrot hazirlanmis oldu (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Karbon fiber enzim elektrodu.

3.3.6. Enzim Aktivitesinin Tayini

Invertaz enziminin katalizorliik yaptig1 reaksiyonda enzimin substrati siikrozdur.
Substrat analizinde Somogyi-Nelson yontemi kullanildi [50-52]. Bu yontemde gesitli
derisimlerde siikroz ¢dzeltileri pH 5,0 asetat tamponu iginde hazirlandi. Invertaz enzim
elektrodu ayn1 derisimdeki ¢ozeltilere 0, 2, 4, 6 dakika daldirildi ve siikrozun glukoz
ve fruktoza hidrolizinin gergeklesmesi saglandi (Sekil 3.6.). Elektrot ¢ikarildiktan
sonra, ¢ozeltiden 1 mL alinip {izerine reaksiyonu sonlandirmak i¢in 1 mL Nelson
reaktifi eklendi. Tipler, 20 dakika kaynar su banyosuna kondu ve ardindan oda
sicakligina sogutuldu. Tiiplere 1 mL arsenomolibdat reaktifi ve 7 mL distile su sirayla
eklenip karigtirildi. Cozeltilerde olusan glukoz, eklenen reaktiflerle renkli bilesik
olusturdugundan spektofotometrik olarak 540 nm’de absorbans ol¢iimleri yapildi.
Absorbansa kars1 zaman grafikleri ¢izildi ve grafiklerin egimlerinden reaksiyon hizi

saptand1. Boylece her derisim igin invertaz enzim elektrodu aktiviteleri belirlendi.
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Sekil 3.5. Siikrozun hidroliz reaksiyonu.

Polifenol oksidaz enzimi aktivite Olgiimleri i¢in temel olarak invertaz aktivite
Olctimleriyle benzer bir islem sirasi takip edildi. Kullanilan enzim, reaktifler, tampon,
olusan renkli bilesik ve absorbans 6l¢iim dalga boyu farklidir. Burada metot olarak
Besthorn’s Hydrazone yontemini temel alan polifenol oksidaz enzim prosediirii

uygulandi ve enzimin substratlarindan biri olan pirokatekol kullanild: (Sekil 3.6.).

krezolaz kﬁtekolaz

monofenol orto-dlfenol kinon

Sekil 3.6. PPO’nun krezolaz ve katekolaz aktiviteleri: Monofenoliin orto-
hidroksilasyonu ve olusan 0-difenoliin 0-kinona oksidasyonu.

Pirokatekoliin ¢esitli derisimlerdeki ¢ozeltileri pH 6,5 sitrat tamponu iginde hazirlandi
ve polifenol oksidaz enzim elektrodu farkli derisimlerdeki ¢ozeltilere birer ml MBTH
reaktifi eklendikten sonra 0, 5, 10, 15 dakika daldirilarak Sekil 3.7°de goriilen
fenollerin o-kinon’a doniisiimii reaksiyonu, daha sonra ise kinonlarm MBTH ile
kompleks olusumu gergeklestirildi (Sekil 3.7). Cozeltilere 1 ml siilfiirik asit, 1 ml

aseton eklenerek karistirildi ve 495 nm’de absorbans 6l¢iimleri yapildi. Absorbansa
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kars1 zaman grafikleri ¢izildi ve grafiklerin egimlerinden reaksiyon hizi saptandi.

Boylece her derisim i¢in polifenol oksidaz enzim elektrodu aktiviteleri belirlendi.
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Sekil 3.7. Olusan 0-kinonlarin MBTH reaktifiyle renkli bilesik olusturmasi [59].

3.3.7. Kinetik Parametrelerin Tayini

Yapilan ol¢timlerle enzim aktivitesi V’ye karsi substrat derisimi [S] grafikleri ve daha
sonra Lineweaver-Burk grafikleri (1/V’ye kars1 1/[S]) ¢izildi [60-62]. Bu grafiklerden
Michaelis-Menten yontemiyle [63] enzim elektrodunun kinetik parametreleri olan
maksimum enzim aktivitesi (Vmax) ve Michaelis-Menten sabiti (Km) saptandi ve enzim
elektrodunun karakterizasyonu invertaz ve polifenol oksidaz enzimleri i¢in ayr1 ayri

yapildi.
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3.3.8. Optimum pH Tayini

Invertaz ve polifenol oksidaz enzimleri igin ayr1 ayr1 pH optimizasyonlar1 yapildi. Bu
amacla, enzim elektrotlarinin pH 3 ve 10 arasindaki pH degerlerinde aktivite dlgtimleri

yapildi ve enzim elektrodunun en iyi ¢alistigr optimum pH degeri saptandi.

3.3.9. Optimum Sicaklik Tayini

Invertaz ve polifenol oksidaz enzimleri igin ayr1 ayr1 sicaklik optimizasyonlar1 yapild.
Bu amagcla, enzim elektrotlarinin 0 °C ve 80 °C arasindaki sicakliklarda aktivite

Olctimleri yapilarak enzim elektrodunun en iyi ¢alistigi sicaklik saptandi.

3.3.10. Kararhhk Tayini

Arka arkaya yapilan Olgiimlerle enzim elektrotlarinin stabilitesinin saptanmasi
hedeflendi. Ayni giin i¢inde arka arkaya yapilan aktivite 6l¢timleri ile 6lgiim sayisi
arttikca aktivitede degisim olup olmadigina bakildi. Boylece enzim elektrodunun

kararlilig1 iki enzim igin de ayr1 ayr1 belirlendi.

3.3.11. Raf Omrii Tayini

Invertaz i¢in 42, PPO i¢in 40 giinliik bir siire boyunca her iki ya da ii¢ giinde bir aktivite
Olctimleri yapilarak enzim elektrodunun bu siire i¢inde kararliliginin nasil degistigine

bakildi ve her iki enzim i¢in de raf 6mrii belirlendi.

3.4. NUMUNE ANALIZLERINIiN YAPILISI

Cay ekstraksiyon numuneleri CAYKUR 42 no’lu Tirebolu ¢aymndan hazirlandi. 5 g
cay lizerine 200 mL kaynamis saf su eklendi ve 70 °C su banyosuna yerlestirilerek

demlenmeye birakildi. 10, 20, 30 ve 40 dakika demlenme siirelerinde numune alinarak

analiz edildi.
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Farkl1 derisimlerde standart katekol ¢ozeltileri tampon i¢inde hazirlandi. CF/Ppy/PPO
enzim elektrodu her derisim igin ¢ozeltilere 10 dakika daldirilarak Besthorn’s
Hydrazone metodu uygulandi. 495 nm’de absorbans ol¢iimleri yapilarak kalibrasyon
grafigi olusturuldu. 1:3 tamponla seyreltilmis ¢ay numunelerine de elektrot 10 dakika
daldirilarak ayni metot uygulandi. 495 nm’de absorbans oOl¢iimleri yapildi ve

numunelerdeki total polifenol miktar1 mg katekol esdegeri olarak belirlendi.
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismada enzim immobilizasyonu invertaz ve polifenol oksidaz enzimlerinin
polipirol matrisine immobilize edilmesi ile gergeklestirildi. Karbon fiber enzim
elektrotlarinin hazirlanmasi ve karakterizasyonu yapilarak optimum kosullar, dogrusal
calisma araligi, aktivite Olglimlerinin ardisik stabilitesi ve raf omrli belirlendi.
Kalibrasyon grafigi olusturularak LOD ve LOQ elde edildi ve gelistirilen karbon fiber

enzim elektrotlar: ¢ay numuneleri analizine uygulandi.

4.1. POLIiPiROLUN ELEKTROPOLIMERIZASYONU VE FTIR ANALIZi

Polipiroliin doniisimlii voltametri ile elektropolimerizasyonu, 0,6 mg/mL sodyum
dodesil stilfat ve 50 ul pirol igeren 10 mL pH 5 tampon ¢ozeltisi i¢inde gergeklestirildi.
14 ¢evrim boyunca +0,5 ile -1,0 V arasinda tarandi. Bu aralik polimerin yiikseltgenme
ve indirgenme piklerinin yer aldig1 tarama araligidir. Sekil 4.1.’de goriildiigi gibi her
¢evrimde polimerizasyon ilerledikge pik akimi artar ve polimerizasyonun olustugunu

gosterir.
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Sekil 4.1. Polipiroliin Ag/AgCl’e kars1 doniisiimlii voltamogrami.
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Yapilan elektropolimerizasyonda polipirol elde edilip edilmedigini gostermek
amaciyla FTIR spektrumu alindi. Polipiroliin karakteristik pikleri Sekil 4.2’de
goriildiigii gibi 3238 cm™ orta siddetteki genis pik N-H pikini, 1458 cm™ orta siddette
ve 1526 cm™ siddetli pik ise aromatikligi yani pirol halkasini gostermektedir. Ayrica
parmak izi bolgesinde yer alan 1016 cm™ ve 1153 cm™ pikleri SDS dopant anyonuna
aittir [64].
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Sekil 4.2. Polipiroliin FTIR spektrumu.

4.2. SEM ANALIZi

Karbon fiberin polimerle kaplanmadan 6nce 2000 ve 10000 biiyiitme ile SEM
goriintiileri alimmugtir. Sekil 4.3'te goriildiigl gibi karbon fiber kenarlar1 diizgiin bir
filament halindedir ve ¢ap1 7,342 um olarak ol¢iilmiistiir. Sekil 4.4'te ise polipirolle
kaplanmis karbon fiberin 1000 ve 2000 biiylitme ile alinmis SEM goriintiileri
gorilmektedir. Polimer kaplama polipiroliin tipik karnabahar goriiniimiine sahiptir.
Filamentin kalinlig1 ise polimer kaplama nedeniyle artmistir ve ortalama 65,10 um

olarak ol¢tilmiistiir.
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Sekil 4.3. Kaplama yapilmamis karbon fiberlerin SEM goriintiileri.
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Sekil 4.4. Polimerle kaplanmis karbon fiberlerin SEM goriintiileri.
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4.3. ENZIM ELEKTROTLARININ AKTIVITE TAYINI VE KINETIK
PARAMETRELERININ SAPTANMASI

Immobilize enzimin kinetik parametreleri, maksimum reaksiyon hizi (Vmax) Ve
Michaelis-Menten sabiti (Km), sabit pH ve sabit sicaklikta farkli substrat derisimleri
hazirlanarak belirlenmistir. Michaelis-Menten grafikleri olusturulmus, bu grafiklerden
Lineweaver-Burk yontemiyle immobilize enzimin (enzim elektrotlarinin) Kinetik

parametreleri tayin edilmistir [65].

4.3.1. invertaz Enzim Elektrotlar:

Invertaz enzim elektrotlari, karsilastirmak amaciyla platin ve karbon fiber elektrot
olarak iki sekilde hazirlanmistir. Platin 1cmx1cm elektrotlara elektopolimerizasyonla
polipirol kaplanmis ve invertaz immobilize edilmistir (Bkz. 3.3.4.). Hazirlanan
Pt/Ppy/INV elektrotlarinin Michaelis-Menten grafigi Sekil 4.5’te goriilmektedir. Bu
grafikten Lineweaver-Burk grafigi elde edilmis (Sekil 4.6.), V max Ve Km sirasiyla 1,065
+ 0,076 pmol/dak.elektrot ve 34,70 + 2,48 mM olarak tespit edilmistir.

0,70 -

0,60 -

0,50 4

0,40 +

0,30 4

Enzim Aktivitesi

0,20 -

0,10 -

0,00 - \ \ \ i
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
Substrat Derigimi (M)

Sekil 4.5. Pt/Ppy/INV elektrodunun Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 4.6. Pt/Ppy/INV elektrodunun Lineweaver-Burk grafigi.

Aynt sekilde hazirlanan CF/Ppy/INV elektrotlarinin  Michaelis-Menten  ve
Lineweaver-Burk grafikleri Sekil 4.7 ve 4.8’de goriilmektedir. Vmax Ve Km sirasiyla,
0,779 £ 0,120 pmol/dak.elektrot ve 27,20 + 6,70 mM olarak bulunmustur.

0,8 -
0,7
0,6 -
0,5 -
0,4 -

0,3 -

Enzim Aktivitesi

0,2

0,1+

0,0 T T T T T T T 1
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08

Substrat Derigimi (M)

Sekil 4.7. CF/Ppy/INV elektrodunun Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 4.8. CF/Ppy/INV elektrodunun Lineweaver-Burk grafigi.

Serbest enzim aktivitesi immobilize enzime gore yiiksektir. Enzim bir matriste
immobilize edildiginde genellikle aktivitesinde azalma goriiliir. Vmax degeri azalir, Km
degeri ise artar. Enzimin substrata olan ilgisi ile ters orantili olan Kn’in artmast,
enzimle substratin bir araya gelmelerinin zorlastigini ifade eder. Bu sonu¢ immobilize
enzimlerde beklenen bir sonugtur. Serbest enzimin immobilize enzime goére substratla
bir araya gelme olasilig1 ¢ok daha yiiksektir ve bu da enzim aktivitesini ifade eden Vmax

sabitinin yiikselmesini saglar.

Cizelge 4.1. Serbest ve immobilize invertaz enziminin kinetik parametreleri .

Vmax Km
Serbest invertaz [13] 82,30 umol/dak.mL 24,30 mM
Pt/Ppy/INV elektrodu 1,065 + 0,076 umol/dak.elektrot 24,70 £2,48 mM
CF/Ppy/INV elektrodu | 0,779 + 0,120 umol/dak.elektrot 27,20 £ 6,70 mM

Cizelge 4.1°de goriildiigli gibi serbest enzim Vmax degeri platin ve karbon fibere
immobilize edilmis enzimin Vmax degerinden oldukga yiiksektir ve bu beklenen bir
durumdur. Ote yandan Km degerleri serbest ve immobilize invertaz icin birbirine
yakindir ve bu bize enzimin substrata olan ilgisinde azalma olmadigini fakat

immobilizasyondan dolay1 reaksiyon hizinin azaldigini anlatir.
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Platin ve karbon fiber elektroda immobilize invertazin kinetik parametreleri
karsilastirildiginda, karbon fiber elektrodun Vmax Ve Km degerinin daha diisiik oldugu
goriiliir. Vmax degerinin azalmasi karbon fiber elektrotta daha az enzimin immobilize
oldugunu gosterir. Bu durum ylizey alan1 ve kaplanan polimer alaniyla ilgilidir.
Elektrodun yiizey alani diisiikse kaplanan polimer ve immobilize enzim miktar1 da
diisiik olacaktir. Km degerinin karbon fiber elektrotta diisiik olmasi bu elektrot
ortaminda invertaz ve substrati arasindaki ilginin arttigin1 gosterir. Bu ilgi invertaz
enziminin i¢inde bulundugu karbon fiber yiizeyindeki bosluklarda substratini daha
kolay kabul ettigini gosterir ve bu durum karbon fiber yapi ile invertaz arasindaki

etkilesime isaret eder.

4.3.2. Polifenol Oksidaz Enzim Elektrotlar:

CF/Ppy/PPO elektrotlarinin Michaelis-Menten grafigi Sekil 4.9°da goriilmektedir. Bu
grafikten Lineweaver-Burk grafigi elde edilmis (Sekil 4.10.), Vmax Ve Kn sirasiyla
0,017 + 0,004 umol/dak.elektrot ve 176,00 £ 26,60 mM olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.2).
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Sekil 4.9 . CF/Ppy/PPO elektrodunun Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 4.10. CF/Ppy/PPO elektrodunun Lineweaver-Burk grafigi.

Karbon fiber ve platine immobilize enzimin Vmax degeri beklendigi iizere serbest
enzime gore daha diisiiktiir, Km degeri ise daha yiiksektir. Karbon fiber ve platine
immobilize enzim Kkarsilastirildiginda ise karbon fiberle hazirlanan enzim
elektrotlarinin  Vmax degerinin platinle olusturulan enzim elektrotlarinin = Vmax
degerinden daha diisiik oldugu goriiliir. Bu bize karbon fiberin yiizey alaninin platin
elektroda gore daha diisiik oldugunu ve daha az enzimin immobilize oldugunu gosterir.
Elektrot yiizey alan kiigiildiikge immobilize enzim miktarinin azalmast ve bunun
sonucunda Vmax degerinin diismesi dogaldir. Mikro 6lgekli elektrotlarda yiizey alan1 ve
Vmax kiiglilmesine ragmen mikro elektrotlarin diger dnemli avantajlar1 6ne gegerek bu
elektrotlarin tercih edilmesine neden olur. Bu elektrotlarin in vivo c¢alismalarda
ozellikle hiicre i¢i Olgiimlerde biyosensor olarak kullanim alami vardir ve kiigiik
numune hacimleri i¢in gerekli olan mikro boyutlu elektrot ihtiyacina cevap

vermektedirler.

Cizelge 4.2. Serbest ve immobilize PPO enziminin kinetik parametreleri.

Vmax Km
Serbest PPO [66] 0,073 umol/dak.mL 4 mM
Pt/Ppy/PPO [66] 0,031 pumol/dak.elektrot 96 mM
CF/Ppy/PPO 0,017 + 0.004 umol/dak.elektrot 176,00 + 26,60 mM
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4.3.3 Enzim Aktivitesine pH’1n EtKkisi

Immobilize invertazin pH degisimine karsi aktivitesi incelenmistir. Daha 6nceki
calismalarda serbest ve platin destek elektrot {izerinde polipirole immobilize edilmis
invertazin optimum pH’1 sirasiyla 4,6 ve 5,0 olarak belirlenmistir [67,68]. Bu
calismada ise karbon fiber destek elektrot {izerinde polipirole immobilize edilmis
invertaz i¢in optimum pH, 6,0 olarak belirlendi (Sekil 4.11). CF/Ppy/INV elektrotlari
icin optimum pH’mn arttigi gézlenmistir. Bu degisim destek matris karbon fiberin
yapisindan  kaynaklanabilecegi gibi immobilizasyon metodu sonucu enzim
molekiillerinin konformasyonel degisiminden de kaynaklanabilir. Ayrica asidik
yapidaki enzimin mikro ¢evresinin pH’inin 6lgiim alinan noktanin pH’indan farkli
olmasindan da kaynaklaniyor olabilir. Sekil 4.9°da goriildiigii gibi pH 5,0 ve pH
6,0’daki immobilize invertaz aktiviteleri birbirine yakindir ve bu c¢alismanin

karakterizasyon ve diger optimizasyon incelemelerinde pH 5,0 kullanilmistir.
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Sekil 4.11. CF/Ppy/INV elektrot aktivitesine pH etkisi.

Serbest PPO ve platin destek elektrotta polipirole immobilize PPO’nun optimum pH’1
onceki c¢alismalarda 5,0 ve 7,0 olarak bulunmustur [67]. Bu ¢alismada yapilan
CF/Ppy/PPO elektrotlarinda optimum pH i¢in Pt/Ppy/PPO ile ayni sonuca varilmistir.
Sekil 4.12°de goriildiigi gibi maksimum aktivite pH 7,0’de goriilmekle birlikte pH 6,5
ve pH 7,0°de elde edilen enzim aktiviteleri birbirine ¢ok yakindir ve her iki pH degeri
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de kullanilabilir. PPO enzimi i¢in destek elektrot olarak karbon fiberin kullanilmasi
durumunda enzim birbirine ¢ok yakin iki pH degerinde maksimum aktivite
gostermistir. pH 6,5’ta ve pH 7,0’de yiiksek aktivite gOstermesi enzimin mikro
¢evresinin yani i¢inde bulundugu mikro ortamin pH’min (pH 5), disardaki pH yiiksek
oldugunda bile hala degerini korumakta oldugunu gdsterir. Buna gore karbon fiber
destek elektrot enzimin iginde bulundugu mikro ortamin pH’min belli bir noktaya
kadar (pH 7,0) korunmasina katkida bulunmaktadir. Sonug¢ olarak CF/Ppy/PPO
elektrotlar1 pH 6,5 ve pH 7,0 olmak iizere her iki pH’da da kullanilabilir. Bu ¢alismada
yapilan karakterizasyon, optimizasyon ve numune incelemelerinde pH 6,5

kullanilmistir.
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Sekil 4.12. CF/Ppy/PPO elektrot aktivitesine pH etkisi.

4.3.4. Enzim Aktivitesine Sicakh@in Etkisi

CF/Ppy kompozit matrise immobilize edilmis enzim elektrotlarinin sicaklik
degisimine kars1 davranist incelendi. Sicaklik degisiminin CF/Ppy/INV elektrodunun
aktivitesine etkisi Sekil 4.13’te verilmistir. Immobilize enzimin maksimum aktivitesi

30 °C ve 50 °C arasinda gozlenmektedir. Optimum sicaklik 40 °C olmakla birlikte 30
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°C, 40 °C ve 50 °C’daki enzim aktiviteleri birbirine yakindir. Serbest invertaz igin ise
daha 6nceden yapilan ¢aligmalarda optimum sicaklik 50 °C olarak belirtilmistir [70].
Optimum sicakligin serbest invertaza gore degisimi hapsetme metoduyla enzimde
olusan konformasyonel degisimlerin enzimin maksimum ¢alisma sicakligini da

degistirdigini gosterir.

Biitiin kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi enzimatik reaksiyonlarda da sicaklik
arttik¢a tepkime hizi artar. Ancak belli bir sicaklik degerinden sonra enzim yapisinda
meydana gelen denatiirasyon nedeniyle aktivite diisiisii gozlenir. Sicaklik arttikca
enzim molekiillerinin 6nce tersiyer yapisi, daha sonra sekonder yapisi (alfa sarmal
yap1) bozulur. Bu nedenle enzimin aktif merkezi etkilenir ve enzim aktifligini yitirir
[13]. Sekilde goriildiigii gibi polimer matris igindeki invertazin aktivitesi de sicaklik

arttik¢a azalmistir [71,72].
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Sekil 4.13. CF/Ppy/INV elektrot aktivitesine sicaklik etkisi.
Sicaklik degisiminin CF/Ppy/PPO elektrodunun aktivitesine etkisi Sekil 4.14’te

goriilmektedir. Immobilize polifenol oksidaz 60 °C'de maksimum aktivite gdstermistir.

10 °C’dan itibaren artis gosteren enzim aktivitesi 40 °C’den sonra ¢ok yiikselmis, 60
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°C’de maksimum yaptiktan sonra enzim denaturizasyona ugramis ve aktivite sifira

inmistir.
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Sekil 4.14. CF/Ppy/PPO elektrot aktivitesine sicaklik etkisi.
4.3.5. Enzim Elektrotlarimin Calisma Kararhhgi

Invertazin immobilizasyonuyla hazirlanan elektrotlardan ayni giin iginde art arda
alman 37 &lciimle enzim elektrotlarmin ¢alisma kararliligi belirlendi. Olgiimler 25
°C’de, pH 5,0’te ve 0,7 M siikroz konsantrasyonunda yapildi. 37 6l¢iim sonunda bagil
enzim aktivitesinin %70 oldugu gorilmistiir. Dalgalanmalar gézlense de enzim
elektrotlar1 kararliligmi silirdirmiistiir. Serbest enzim herhangi bir denatiirasyon
olmaksizin bir kez kullanilabilirken Sekil 4.15°te goriildiigii gibi immobilize enzim
coklu kullanim saglamaktadir [73]. CF/Ppy/PPO elektrodunun art arda alinan 19
dlgiimle calisma kararliligina bakildi. Olgiimler 25 °C’de, pH 6,5’da ve 0,07 M katekol
cozeltileriyle yapildi. 19. 6l¢timde elektrot aktivitesinin %70’e diistiigii gdzlendi.
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Sekil 4.15. (a) CF/Ppy/INV elektrodunun, (b) CF/Ppy/PPO elektrodunun calisma
kararlilig1.

4.3.6. Enzim Elektrotlarinin Raf Omrii

Enzim elektrotlarinin ne kadar siirede aktivitelerinin ne kadarmi kaybettiklerini
belirlemek amaciyla invertaz enzimi i¢in 42 giin, polifenol oksidaz enzimi igin 40
giinliik bir periyot siiresince, ilk hafta her giin, sonraki iki hafta birer giin arayla, daha
sonrasinda ise ikiser giin arayla olmak iizere aktivite tayini yapilmistir. Invertaz enzim
elektrotlar1 42. gilinlin sonunda baslangig aktivitelerinin %25’ini kaybetmistir ve kalan
aktivite %75 olarak belirlenmistir (Sekil 4.16). Enzim aktivitelerinde diisiis enzimin
desorpsiyonundan, immobilizasyon sirasinda olabilecek yapisal degisimlerden veya
polimer matrisin asinimindan kaynaklanmis olabilir. Serbest enzimin aktivitesinin
tamammi 8 gilin i¢inde kaybettigi Onceki c¢alismalardan bilinmektedir [73].
Aktivitedeki bu azalig zamana bagli dogal bir kayiptir fakat immobilizasyon sayesinde

onemli 6l¢iide engellenmistir.
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Sekil 4.16. CF/Ppy/INV elektrodunun raf dmrii.

CF/Ppy/PPO elektrodunda ise 40. giine kadar aktivite artis1 devam etmistir (Sekil
4.17). Bu enzimle yapilan ¢aligsmalardan edinilen sonu¢ immobilize enzimin aktif
bolgelerinin  zamanla aktiflestigi  yoniindedir. Immobilizasyon ile olusan
konformasyon degisikligi sonucunda pasifize olan bolgeler zamanla bu konformasyon

degisikligini telafi etmekte ve tekrar aktiflesmektedir.
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Sekil 4.17. CF/Ppy/PPO elektrodunun raf émrii.
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4.4, KALIBRASYON GRAFIKLERI

Kalibrasyon egrileri hazirlanirken invertaz enzim elektrodu i¢cin pH 5,0 asetat
tamponunda hazirlanan siikroz c¢ozeltileri kullanilmistir. 0,0034 M — 0,0500 M
arasinda olacak sekilde 7 derisim hazirlanmistir. CF/Ppy/INV elektrodu ¢ozeltilere
4’er dakika daldirilmis ve bunlardan Somogyi-Nelson yontemiyle hazirlanan
coOzeltilerin absorbanslar1 Olgiilerek Sekil 4.18’de goriilen kalibrasyon egrisi elde
edilmistir. 15 adet kor 6l¢iimii yapilarak standart sapmasi hesaplanmis, kalibrasyon
egrisinin egimi de kullanilarak LOD ve LOQ sirasiyla 0,0034 M ve 0,01126 M olarak

saptanmistir.
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Sekil 4.18. CF/Ppy/INV elektrodunun kalibrasyon grafigi.

CF/Ppy/PPO elektrodunun kalibrasyon egrisi i¢in 0,03-0,40 M (3,3-44,0 mg/mL)
derisimleri arasinda yer alan 11 katekol ¢ozeltisi pH 6,5 sitrat tamponunda
hazirlanmistir. Elektrot ¢ozeltilere 10 dakika daldirilmis ve Besthorn’s Hydrazone
yontemiyle renklendirilen ¢ozeltilerin absorbanslart 6l¢iilerek Sekil 4.19°da goriilen
kalibrasyon egrisi elde edilmistir. 15 adet kor 6l¢iimii yapilmis, elde edilen standart
sapma ve kalibrasyon egrisi egiminden yararlanilarak LOD 0,0353 M (3,89 mg/mL),
ve LOQ 0,1170 M (12,41 mg/mL) olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.19. CF/Ppy/PPO elektrodunun kalibrasyon grafigi. (a) Katekol derigimi
molarite ile hazirland1 (b) Katekol derisimi mg/mL ile hazirlanmistir.

4.5. CAY NUMUNELERININ ANALIZI

CF/Ppy/PPO enzim elektroduyla hazirlanan kalibrasyon grafigi Sekil 4.19°da
gorilmektedir. Caykur Tirebolu ¢ay1 5 g tartilip iizerine 200 ml kaynar su eklenerek
demlenmis ve bu ekstrakttan 10, 20, 30 ve 40. dakikalarda numune alinarak analiz
edilmistir. Alinan bu numunelerde enzim elektroduyla tayin edilen total polifenol
icerigi mg/ml katekol esdegeri olarak Cizelge 4.3’te verilmistir. Demlenme siiresi
arttikca cay ekstraktindaki polifenol madde miktar1 beklendigi lizere artmig fakat 40.

dakikada alinan ekstraktta diigme gozlenmistir. Bu diisiisiin sebebi sicak sudaki
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ekstraksiyon 30 dakikadan fazla oldugunda polifenolik maddelerin bozunmasi olabilir.
Bir diger sebep ekstraksiyon siiresi uzadiginda ¢aydan interferans etkisi gosterebilecek
maddelerin de ekstrakte edilme olasiligidir. Sonuglara gére optimum ekstraksiyon

siiresi 30 dakika olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Cay numunelerinde enzim elektroduyla mg/ml katekol esdegeri olarak
saptanan total polifenol miktarlari.

Cay Numuneleri Demlenme Siiresi (dakika)
10 20 30 40
Total Polifenol (mg/mL) 0,608 0,798 0,962 0,839
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BOLUM 5
GENEL SONUC

Bu ¢alismada yeni karbon fiber enzim elektrotlar1 olusturuldu. Bu elektrotlar iizerine
pirol monomerinin elektrokimyasal yontemle polimerizasyonu gergeklestirildi.
Polimerizasyon dongiisel voltametri ile takip edildi. Yapilan elektropolimerizasyonda
polipirol elde edilip edilmedigini géstermek amaciyla FTIR spektrumu alinarak yap1
tayini yapildi. Polimerizasyon esnasinda invertaz ve polifenol oksidaz enzimleri
immobilize edilerek Vimax Ve Km degerleri tayin edildi. invertaz enzimi igin Vmax degeri
0,779 £ 0,120 umol/dak.elektrot, Km degeri 27,20 + 6,70 mM olarak, polifenol oksidaz
enzimi i¢in iSe Vmax degeri 0,017 + 0,004 umol/dak.elektrot, Km degeri 176,00 + 26,60
mM olarak bulundu. Reaksiyon kosullarinin enzim aktivitesine etkisi incelendi;
invertaz ve polifenol oksidaz enzimlerinin sirastyla optimum sicakligi 40 °C ve 60 °C
olarak, optimum pH’1 pH 6,0 ve pH 7,0 olarak tespit edildi. Dogrusal ¢alisma araligi,
invertaz i¢in 0,0034 M — 0,0500 M, polifenol oksidaz i¢in 0,035 M — 0,400 M’dir.
Immobilize invertazin aktivitesi 37 ardisik 6l¢iimden sonra %70, polifenol oksidaz i¢in
de 20 ardisik ol¢iimden sonra %70’dir. Raf omrii ¢alismasinda, aktivite invertaz
elektrodu icin 42 giin sonra %25 kayipla %75 olarak gozlendi. Polifenol oksidaz
elektrotlart i¢in ise aktivitenin 40 giin boyunca giderek arttig1 goriildi. LOD ve LOQ
degerleri invertaz elektrotlari i¢in 0,0034 M, 0,01126 M, polifenol oksidaz elektrotlar:
icin 0,0353 M, 0,1170 M olarak tespit edildi. Olusturulan yeni tip karbon fiber enzim

elektrotlarinin ¢alisabilirligi ¢gay numunelerinde yapilan 6l¢iimlerle denendi.
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