TiYOFEN VE 3,4- ETILENDIOKSiTiYOFEN DONOR GRUPLARININ
BENZOTIiYADIAZOL AKSEPTOR GRUBUYLA YAPTIGI DAD TiPi
ILETKEN POLIMERLERDE ENZiM iMMOBILiZASYONU

Sevda AYDAR

Karabiik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dalinda
Yiiksek Lisans Tezi

Olarak Hazirlannmstir

KARABUK
Haziran 2012



Sevda AYDAR tarafindan hazirlanan “TIYOFEN VE 3.4-
ETILENDIOKSiTiYOFEN DONOR GRUPLARININ BENZOTIYADIAZOL
AKSEPTOR GRUBUYLA YAPTIGI DAD TiPI ILETKEN POLIMERLERDE
ENZIM IMMOBILIZASYONU"’ baslikli bu tezin Yiiksek Lisans tezi olarak uygun

oldugunu onaylarim.

Yrd. Dog. Dr. Ayse Eif BOYUKBAYRAM .
Tez Danigmani, Kimya Anabilim Dali

Bu ¢alisma, jiirimiz tarafindan oy birligi ile Kimya Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans

tezi olarak kabul edilmistir. 29/06/2012

Unvami, Adi SOYADI (Kurumu)

Baskan: Prof. Dr. Baki HAZER (BEUN)

Uye : Prof. Dr. Mahmut KOSE (BEUN)
Uye :Yrd. Dog. Dr. Ayse Elif BOYUKBAYRAM (KBU)  ...........2.. '
Uye :Yrd. Dog. Dr. Gigdem KADI (KBU)

Uye :Yrd. Dog. Dr. Ali Hakan ARKIN (KBU)

o )0 2012

KBU Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu bu tez ile Yiiksek Lisans derecesini

onaylamuistir.

s
Dog. Dr. Nizamettin KAHRAMAN ——A NN/ .

Fen Bilimleri Enstitii Miidiirii

i



“Bu tezdeki tiim bilgilerin akademik kurallara ve etik ilkelere uygun olarak elde
edildigini ve sunuldugunu; ayrica bu kurallarin ve ilkelerin gerektirdigi sekilde, bu
calismadan kaynaklanmayan biitiin atiflar: yaptigimi beyan ederim.”

Sevda AYDAR

iii



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TiYOFEN VE 3,4- ETILENDIOKSiTiYOFEN DONOR GRUPLARININ
BENZOTIiYADIAZOL AKSEPTOR GRUBUYLA YAPTIGI DAD TiPi
ILETKEN POLIMERLERDE ENZiM iMMOBILiZASYONU

Sevda AYDAR

Karabiik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Tez Damismani:
Yrd. Doc. Dr. Ayse Elif BOYUKBAYRAM
Haziran 2012, 60 Sayfa

Bu calismada DAD (Donor-Akseptor-Donor) tipi iletken polimerlere enzim
immobilizasyonu gerceklestirildi ve model enzim olarak invertaz enzimi kullanildi.
Akseptor grubu olarak benzotiyadiazol, dondr grubu olarak 3,4- etilendioksitiyofen
(EDOT) ve tiyofen (Th) kullanildi. 4,7-di(tiyofen-2-il)benzo[c][1,2,5]tiyadiazol(M;),
4,7-di(2,3-dihidro-tiyeno[3,4-b][ 1,4]dioksin-5-il)benzo [1,2,5]tiyadiazol(M;), 4-(2,3-
dihidrotiyenol[3,4-b][ 1,4]dioksin-5-il)-7-(tiyofen-2-il)benzo[c][1,2,5]tiyadi-azol(M3)’
in polimerleri ve M3 homopolimerine benzer yapida olan M; ve M, den hazirlanan
kopolimer potansiyodinamik olarak hazirlandi. Invertaz DAD tipi polimer ve
polipirol’den olusan kompozit arasina immobilize edildi. Immobilize invertazin
karakterizasyonu spektrofotometrik metotla 540 nm’de yapildi. Kinetik parametreler;
maksimum reaksiyon hizi (V) ve Michaelis-Menten sabiti (Ky,) hesaplandi. DAD

tipi homopolimerler (P;, P, P3) icindeki immobilize invertazin V,,x ve K, degerleri
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sirastyla 0.85umol dak™, 22.6 mM; 0.96 umol dak™, 31.8 mM; 0.95 umol dak™, 22.7
mM olarak bulundu. M; ve M, kopolimerinin ise 0.83 pmol dak'l, 12.1 mM olarak
saptandi. P; homopolimerinin enzim aktivitesi, P; ve P, homopolimerlerinin aktivite
degerleri arasinda bulundu. Her bir enzim elektrodun optimum sicaklik degerleri 30—
50 °C arasinda, optimum pH degerleri 5.0 olarak saptandi. Elektrotlarin4 °C’de 40
giinliik depolamada aktifliklerini % 20—40 oraninda kaybettigi gézlendi.

Anahtar Sozciikler : iletken polimerler, DAD tipi polimer, elektrokimyasal
polimerizasyon, enzim immobilizasyonu, sensor, invertaz.

Bilim Kodu : 201.1.041
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IMMOBILIZATION OF INVERTASE IN DAD TYPE POLYMERS:
BENZOTHIADIAZOLE ACCEPTOR, 3,4- ETHYLENEDIOXYTHIOPHENE
AND THIOPHENE DONOR UNITS
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Conductive polymers with donor-acceptor-donor (DAD) type  units;
benzothiadiazole acceptor unit and 3,4-ethylenedioxythiophene (EDOT) and
thiophene (Th) donor units, were investigated for immobilization of invertase. The
polymers were prepared potentiodynamically from their monomers, M; (Th-
benzothiadiazole-Th), M, (EDOT-benzothiadiazole-EDOT), M; (Th-
benzothiadiazole-EDOT) and a copolymer, which is a homolog to homopolymer of
Ms, was prepared from M; and M,. Invertase was trapped between a two layer-
composite; DAD polymer and polypyrrole. The characterization of immobilized
invertase was performed using spectrophotometric method at 540 nm. Kinetic
parameters, V., maximum reaction rate and K,,, Michaelis-Menten constant values
of immobilized invertase in DAD type homopolymer (P3), 0.95 pmol min™ and 22.7

mM respectively, are found between those of homopolymers P; and P, better than the
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copolymer. Polymers and copolymer exhibited a broad optimal temperature profile
between 30 and 50 °C compare to free enzyme. Optimum pH (5.0) is same asfor free
invertase. The electrodes were found to be stable with 100 % activity during one day
for fourty consecutive measurements. As to the self-life 25 % of the initial activity
was lost in the first ten days, then the electrodes were stable with 75% activity for a

fourty day storage at 4 °C.

Keywords :Conducting polymer, DAD type polymer, electrochemical

polymerization, enzyme immobilization, sensor, invertase.
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BOLUM 1

GIRiS

Monomerler, birbirlerine kovalent baglarla baglanarak biiyiik molekiiller
olusturabilen kiiciik mol kiitleli kimyasal maddelerdir. Polimerler ise, ¢cok sayida
monomerin kimyasal baglarla birbirlerine baglanarak olusturdugu yiiksek mol kiitleli
molekiillerdir. Ayrica polimerler; ucuz, hafif, mekanik ozellikleri yeterli, kolay
sekillenebilen, dekoratif amaglar i¢cin kullanima uygun, kimyasal agidan inert olan ve

korozyona ugramayan maddelerdir [1].

Karbon tabanli polimerler 40 yil 6ncesine kadar sert yalitkanlar, plastikler olarak
dikkate alindigindan elektrik iletkenligi i¢in uygun degillerdi. Plastiklerden sadece
yalitkan materyaller olarak yararlanilmaktayken, bu bakis a¢is1 zamanla degisti ve
polimerin yeni bir sinif1 olarak iletken polimerler veya elektro aktif polimerler ortaya
cikti. Bu polimerler giiniimiizde elektronik sanayinde bircok o6zelligi sebebiyle

yaygin olarak kullanilmaktadir [2].

[Ik sentezlenen iletken polimer olan poliasetilen, Hideki Shirakawa’nin 1974’te
Ziegler-Natta katalizorii Ti(O-n-But), ile metalik goriintimlii fakat yeterli iletkenlige
sahip olmayan giimiis renkli trans poliasetilen film elde etmesine kadar siyah bir toz
olarak bilinirdi [3]. 1977 yilinda H. Shirakawa, A.J. Hegeer ve A.G. MacDiarmid, bu
poliasetilen filmleri iyot, klor veya flor buharina tutarak yiikseltgeyip, iletkenligin
10° kat artigii ve 10° S/m diizeyine ¢iktigim gostermislerdir. Bu deger en iyi
yalitkan materyallerden biri olan teflonun iletkenligi (10™"* S/cm)’den cok yiiksektir
ve metallerin iletkenlik degerine yakindir [4]. Shirakawa, Hegeer ve MacDiarmid bu

calismalarindan dolay1 2000 yilinda Kimya Nobel 6diiliinii almislardir.

Iletken polimerler, son yillarda elektrokimyasal uygulama alanlarmin genisligi

nedeniyle oldukca ilgi cekmistir. Piller, akilli camlar, biyokimyasal sensorler, 151k



emisyon cihazlar (LED), elektrokromik cihazlar, koruyucu gii¢ kablolar, fotovoltaik

calismalar gibi alanlarda kullanilmaktadir [5,6].

Biyosensorler (biyoalgilayicilar), biinyesinde biyolojik bir algilayici bulunan ve bir
fizikokimyasal ¢evirici ile birlestirilmis analitik cihazlardir. Bir biyosensoriin amaci,
bir veya bir grup analitin (analiz edilecek madde) miktar ile orantili olarak siirekli
sayisal elektrik sinyali tiretmektir. Enzimler, mikroorganizmalar, organeller, doku
kesitleri, antikorlar, niikleik asitler ve biyolojik membranlar i¢ine yerlesmis kimyasal
reseptorler  biyoalgilayici  (biyokomponent-biyoreseptdr) olarak  kullanilirlar.
Biyosensorlerde biyoaktif tabakada biyomolekiil olarak enzim kullanilmasiyla enzim
sensorleri elde edilmektedir. Yiiksek spesifitelerinden dolay1 enzimler en yaygin

kullanilan biyoalgilayicilardir.

Elektropolimerizasyon, cesitli destek elektrolitlerin ve monomerlerin kullanimiyla
yeni Ozelliklerin kolayca elde edilebilirligi ve yiik ge¢is miktarinin ayarlanmasi
acisindan Onemli bir yontemdir. Ayrica bu yontem polimerlestirme asamasinda
enzimin polimere kolayca tutuklanmasi sayesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
yontemle immobilizasyon yapilirken, enzimin polimerlestirme sirasinda enzimin
herhangi bir sekil ve boyut degisimine ugramadan direk olarak elektrot yiizeyine
kaplanmasiyla enzim sensorii elde edilir. Elektropolimerizasyonla film kalinlig

kontrol edilebilir ve homojen filmler elde edilebilir [7,8].

Bu calismada donor grubu olarak 3,4-etilendioksitiyofen (EDOT) ve tiyofen (Th),
akseptor grubu olarak benzotiyadiazol grubu iceren Dondr-Akseptor-Donér (DAD)
tipi iletken polimerlere invertaz immobilizasyonu gerceklestirildi. Polimerler, M,
(Th-benzotiyadiazol-Th), M, (EDOT-benzotiyadiazol-EDOT) ve Mj; (Th-
benzotiyadiazol-EDOT) monomerlerinin homopolimeri (P;, P,, P3) ayrica M| ve M,
monomerlerinin kopolimeri potansiyodinamik yontemle hazirlandi. Invertaz, DAD
tipi polimer ve polipirol den olusan iki tabaka arasina immobilize edildi. immobilize
invertazin karakterizasyonu spektrofotometrik metotla 540 nm’de yapildi. Kinetik
parametreler; V., maksimum reaksiyon hizi ve K, Michaelis-Menten sabiti

belirlendi. Enzim elektrotlarinin raf 6miirleri ve ¢alisma kararhliklar tayin edildi.



1.1. ILETKEN POLIMERLER

fletken polimerler metallerin elektriksel, elektronik, magnetik ve optik 6zeliklerini
gosteren organik maddelerdir ve belli Olciide mekanik o6zellik gosterirler. Bu
ozellikler, polimerlerin doplanma sekline gore degisir. Bu organik maddeler genel
olarak H ve heteroatom olan N ve S atomlarindan olusur. Iletken polimerlerin genel
ozelligi polimer zincirlerinde tek ve cift baglarin art arda dizilmesiyle n-
konjugasyonuna sahip olmalaridir. Bu konjuge yapilarin rezonansi sayesinde,
polimerde ana zincir boyunca yiikiin delokalizasyonu ve hareketliligi saglanir, bu

sayede elektronik iletken polimerler hazirlanir.

1.1.1.Band Teorisi

Polimerlerde elektronik iletkenlik band teorisi ile agiklanir. Kuantum mekanizmasi,
bir atomun elektronlarinin ancak belli enerji diizeylerinde olabilecegini 6ngoriir.
Ancak kristal kafesin i¢cindeki atomlarin elektronik seviyeleri degisebilir. Atomlar
birbirlerine yaklastiklart zaman enerji seviyeleri bandlar olusturur. Band teorisinde

maddeler; iletken, yar1 iletken ve yalitkan olarak tanimlanir.

Metallerde band araligr yoktur (Sekil 1.1.a)). Dolayisiyla iletkenlik bandina ge¢cme
egilimindeki elektronlar icin herhangi bir engel yoktur. Yari Iletkenler metallerle

yalitkanlar aras1 bir iletkenlige sahiptir, iletken polimerlerde bu gruba girer.

LTS

Enerji
—_—

(a) () (c)

Sekil 1.1. Band yapilar a) iletken, b) yar iletken ve c¢) yalitkanlar i¢in.



Polikonjuge polimerler normal hallerinde yalitkandirlar ve yiikseltgen veya indirgen
madde ile muamele edilerek tuzlar1 hazirlandiginda, metallerle yarisacak diizeyde
iletken hale gecerler. Yalitkan maddeler ise ¢ok genis band araliina sahip olduklar

icin elektronlar iletkenlik bandina gecemezler [9].

En yiiksek dolu enerji bandi, degerlik (valans) bandi (HOMO) olarak, en diisiik bos
enerji band1 ise iletkenlik bandi olarak adlandirilir (LUMO) (Sekil 1.2). Degerlik
band1 ve iletkenlik band1 arasindaki enerji aralig1 (band esik enerjisi) (Ey) maddenin
iletkenlik, yar iletkenlik veya yalitkanlik 6zelligini belirleyen parametrelerdir. Yiik
tasiyicilari, degerlik bandin (Fermi enerji seviyesi) en yakinindaki bos enerji
seviyesine tasinarak iletkenlige katkida bulunurlar. Eger bir maddede enerji
bandlarinin biri elektronlarla tamamen dolu ise ve kendisinden sonra gelen bos enerji
bandi ile arasindaki enerji farki biiyiik ise elektronlar iletkenlik bandina gecebilmek

icin yeterli enerjiye sahip degildir ve bu nedenle madde yalitkandir.

Etilen Biitadien Oktatetraen Poliasetilen

= Soay OSSN AT

— HLUMO) THLUMO) PHLUMO)
LU}

= (HOMO)

Enerji

_ e@omo) * (HOMO)

— o (HOMO) —

Sekil 1.2.Baz1 konjuge polimer sistemlerde bandlarin olusumu.

Yari iletkenlerde band esik enerjisi yalitkanlardan daha kiigiik oldugundan voltaj, 1s1,
151k, magnetik etki ya da elektriksel gerilim gibi dig etkiler uygulandiginda degerlik
bandindaki elektronlarin bir kismi serbest hale gecerek iletkenlesirler ve iletkenlik
bandina gecerler. Uygulanan bu dis etki ya da etkiler ortadan kaldirildiginda ise yar1
iletkenler, yalitkan hale geri donerler. Bu 6zellik yari iletkenlerin elektronikte yogun

olarak kullanilmalarini saglamistir [10].



Sicakligin arttirilmasiyla metallerin iletkenligi azalir, iletken polimerlerin iletkenligi
ise artar (Sekil 1.3). Bazi metaller yeterince diisiik sicakliklarda siiper iletken

davranisa gecerler [1].

metaller
(giiniis)

ml polimerler

{(poliasetilen)

Hetlzenhl:

sicalchlc

Sekil 1.3. Sicakligin, iletken polimer ve metallerin iletkenlikleri iizerine etkisi [1].

Konjugasyon, iletkenlik i¢in polimerlerdetek basina yeterli degildir. Bu yiizden,
konjuge polimerlerde doplama islemiyle degerlik ve iletkenlik tabakalarinin tam dolu
ya da tam bos olmamasi saglanarak iletkenlik artirilabilir [11]. Polimere iletkenligi
saglayacak olan elektronlarin  verilmesi veya polimerden elektronlarin
uzaklastirilmasiolaymna ‘doplama’ denir [12]. Doplama amaciyla kullanilan kimyasal
maddelere ise ‘dopant’ denir. Polimer sentezinde kullanilan dopant tiirli polimerin

iletkenligine biiyiik ol¢iide etki eder [1].

fletken polimerlerde yiik tasinmasi, polimer zinciri boyunca yiik hareketi ve komsu

zincire yiik atlamasi (hopping) olmak {izere iki ana mekanizma iizerinden ilerler [13].

Doplama (polimer zinciri boyunca yiik hareketi) islemiyle iletkenlik su sekilde
saglanir. Polimerde degerlik bandindaki elektronlar ya yiikseltgen bir reaktifle
koparilir ve pozitif yiikle yiiklenir veya indirgen bir reaktif ile bos iletkenlik bandina
bir elektron verilir. Eger yiikseltgeme islemiyle gerceklesiyorsa p- tipi doplama,

indirgeme islemiyle gerceklesiyorsa n- tipi doplama olarak isimlendirilir. Doplama
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ile yiik tasiyicilarimin sayisi artirilir. Doping siiresince dopant molekiiller, polimer
atomlanyla yer degistirmez, dopantlar yalmzca elektronlarin enerji kabuklarindan

gecisine yardimei olurlar [10].

Iletken polimerlerin iletkenligini a¢iklamada band teorisi yeterli olmadigindan, bu
konuda polaron, bipolaron ve solitonlardan yararlanilir. Polimerin iskelet yapisina
doplama yapmak iizere verilen elektrik yiikii, polimerin elektronik durumunda bir

degisime neden olur.
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Sekil 1.4. PPy’nin polaron ve bipolaron yapilar ve band diyagrami.

Konjuge baglara sahip polimerin yiikseltgenmesiyle ¢ift bag parcalanir ve polimer
zinciri iizerinde pozitif yiiklii bir radikal olusur. iletken polimer zinciri iizerinde
olusan bu yiik tasiyicilara ‘polaron’ ya da ‘radikal katyon’ denir. Polarondan gelen

iki radikalin birlesmesi yeni bir 7t bag1 olusturur.

Polaronun serbest radikalinin yiikseltgenmesiyle ise ‘bipolaron’ adinda yeni bir
spinsiz bosluk olusur. Burada iki radikal birlesip yeni bir ® bagi meydana getirir.

Bipolaronda ciftlesmemis elektron yoktur ve bu sayede serbest elektronlara gerek

kalmadan iletkenlik saglanir (Sekil 1.4) [10].



Polaronlar ve bipolaronlar kars1 iyonlarin hareket yetene§ine gore zincir boyunca

hareket edebilirler. Iyonlarin yeterince hareketli olabilmeleri icin yeterli miktarda

kars1 iyon, doplanma ile saglanmalidir.

Cizelge 1.1.Soliton, polaron ve bipolaronlarin 6zellikleri [14].

Yap1 Spin Yik
Soliton notral 1/2 0
Soliton yiiklii 0 +e veya -e
Polaron yiikli 1/2 +e veya -e

Bipolaron yiiklii O +2e veya -2e

Poliasetilenin kontrollii sekilde doplanmasiyla bir elektron koparilir ve notral ya da
yiiklii bir ‘soliton’ elde edilir. Yapilar icinde olusturulan soliton, polimer zinciri
tizerindeki yiik dagilimini karbenyumu (karbokatyonu) kararli kilar. Benzer sekilde,
bir elektron vericiyle veya n-doplama maddesi ile polimer muamele edilirse, orta
seviyedeki enerji bosluklarma bir elektron ilave edilerek negatif bir soliton

olusturulur (Sekil 1.5).

N
W Nitral Soliton (Serhest Radikal)
W Pozitron (Karbokatyon)
W Negatif Soliton (Karbanyon)
W Pozitif Polaron (Radikal Katyon)
W Negatif Polaron (Radikal Anyon)

= bl = Bipolaron (Dikarthokatyon)

Z N TR ~ Bipolaron (Dikathanyon)

Sekill.5. Poliasetilenin soliton, polaron ve bipolaron yapilari.



Zincir tizerinde ki bu yiik tagiyicilarimin yaninda, farkli polimer zincirleri arasindaki
elektrik yiikiin aktarimi ise atlama (hopping) ile saglanir. Bir notral soliton, kendine
yakin bir zincirdeki yiiklii solitonla etkilesir ve yiiklii solitonun elektronu nétral
solitona atlar. Hopping kuralinda elektronik yiikiin hareketliligi, polimer zinciri

boyunca, zincirler aras1 transferle ve bloklar arasi transferle saglanir (Sekil 1.6) [14].

Sekil 1.6. Yiikiin tasinmasi, a) zincir tizerinde yiikiin taginmasi, b) zincirler arasinda
yiikiin taginmasi, c) parcaciklar arasinda yiikiin taginmasi.

1.1.2.iletken Polimerlerin Uygulama Alanlar1

[letken polimerler iizerine yapilan calismalar, son yillarda oldukca gelismistir.
[letken polimerler yalitkan polimerlerle birlikte kullamlarak teknolojide bircok

uygulama alani bulmustur. Bunlardan bazilar1 sunlardir;

Sarj olabilen pil yapimlarinda: iletken polimerler tersinir doplama 6zelliklerinden

dolayi sarj olabilen pillerde elektrot olarak kullanilmaktadir.

pH sensorlerinde: Bazi iletken polimerlerin ¢6zeltilerinin iletkenligine pH etkisi, ii¢
elektrotlu bir sistemde incelenmis ve bu sistemin bir pH sensorii olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir.

Gaz sensorlerinde: Gazlar kuvvetli indirgen ve yiikseltgen 6zellik gosterebildikleri
icin, polimer filmlerin iletkenliklerini etkiler. Iletken polimerlerin bu o6zellikleri

kullanilarak cesitli gaz sensorleri yapilmistir.



Biyosensorlerde: iletken polimerlerin kullanildig1 sensorlerin birgogu hem kimyasal
hem de biyolojik amachdir. Biyolojik sensorler, analitik, biyokimya ve mikro
elektronik bilim dallarinin birbiriyle uyumlu kullanilmasi ile olusturulan cihazlardir.
Bu cihazlar, bulanik biyolojik akiskanlar i¢in kullanish olup, basit bir goriiniise
sahiptir. Genel olarak bir biyosensor, uygun bir enerji iletim cihazi ile yakin temasta
olan biyolojik bir bilesenin kullanilmasi ile olusur. Analiz ¢ozeltisi ve biyolojik
bilesenin biyokimyasal reaksiyonuyla olusan sinyaller, dedektorde elektrik sinyaline

cevrilerek okunur [15].

Elektronik aletlerde: Iletken polimerler kullanilarak, diyot, transistor gibi elektronik
alet ve cihazlar da yapilmistir. Bu cihazlarda, polimerin indirgenme ve
yiikseltgenmesine bagli olan kimyasal sinyaller, elektrik sinyaline cevrilerek

okunabilmektedir.

Fotoelektrokimyasal hiicrelerde: Son yillarda, giines enerjisinin fotoelektrokimyasal
hiicreler tarafindan kimyasal ya da elektrik enerjisine doniistiiriilmesi ilgi ¢ekici

uygulama alanlarindan birisi olmustur.

Elektrokromik aletlerde: Elektrokromik cihazlar, sarj ve desarjin elektrokimyasal
islemi esnasinda tersinir renk degistiren materyaller olarak adlandirilirlar. PAn
(polianilin) filmlerinin yiikseltgenmis yapilari renklidir ve iletkenligi yiiksektir. Buna

karsilik indirgenmis yapilari optikge saydamdir ve diisiik iletkenlik gosterirler.

Iyon segici elektrot yapimlarinda: Iletken polimerlerin, elektrokimyasal yontemle
cesitli yontemle c¢esitli elektrotlar iizerinde sentezlenmelerinin yaninda, inert
elektrotlar iizerinde film halinde kaplanarak ¢esitli organik, inorganik ve biyolojik
molekiil ve iyonlara kars1 se¢imli gegirgen olmalari, ¢cok sayida modifiye elektrot

yapimlarina imkan vermistir.

Korozyon inhibitorii olarak: Korozyon elektrokimyasal bir olaydir ve elektrik
akimmin etkisiyle olur. I¢ yiizeylerde akim olmadiginda uygun cevre saglanarak

korozyon azaltilabilir [14].



1.1.3.1letken Polimerlerin Elektrokimyasi

Elektrokimyasal polimerizasyon, bir elektrot yiizeyinde gerceklesen reaksiyonlar
sonucu olusan {iriinlerin baslattigi polimerizasyon olarak tamimlanabilir ve bu

yontemle elektrot zincir biiyiimesini katalitik olarak baslatir.

Elektrokimyasal polimerizasyonda monomer, uygun bir ¢oziicii ve destek elektrolit
ile birlikte elektroliz hiicresine konularak elektroliz edildiginde elektrot yiizeyinde
veya ¢oOzeltide polimer olusur. Elektroliz hiicreleri genellikle ¢alisma, karsi ve

referans elektrottan olusur [7].

Elektrokimyasal doplama isleminde, monomer SDS, PTSA gibi bir elektrolit
cozeltisine bir kars1 elektrotla yerlestirilir. Oksidatif elektropolimerizasyonla
doplama igin sisteme pozitif potansiyel uygulanir. Okside polimerde anyon kisim
polimer icindeki pozitif yiiklii kisma niifuz ederek yiik dengesini devam ettirir. Bu

sirada polimer elektrot yiizeyine kaplanir.

Rediiktif elektropolimerizasyon, oksidatif elektropolimerizasyona benzer sekilde,
monomer c¢ozeltisine negatif potansiyel uygulayarak gerceklestirilir. Polimer
tizerindeki negatif yiiklii noktalara elektrolitin katyonu yerlesir. Polimerde olusan

anyonlarin taginmasiyla da iletkenlik olusur.

[letken polimerlerin elektrokimyasal polimerizasyonunun avantajlari [16,17]:

e Reaksiyon oda sicakliginda gergeklesebilir,

¢ Film kalinligi, potansiyel veya akim degistirilerek kontrol edilebilir,

¢ Polimer filmler direk elektrot yiizeyinde olusturulabilir,

e Homojen filmler iiretmek miimkiindiir,

¢ Polimerin doplanmasi ortama eklenen karsi iyonla kendiliginden basarilabilir,
e Kopolimer yapmak miimkiindiir,

e Molekiil agirligi dagilimi kontrol edilebilir,

e Metod tekrarlanabilir ve basittir,
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e Kisa siirede fazla miktarda polimer sentezlenebilir,

e Farkli destek elektrolitler kullanilarak &zellikleri farkli  polimerler

sentezlenebilir.

1.1.3.1. Elektrolitik Kosullar

Elektropolimerizasyonun verimi, ¢oziicii, elektrolit, elektrodun yapisi, monomer

konsantrasyonu gibi etkenlere baglidir.

Elektrokimyasal reaksiyonlar i¢in kullanilan ¢éziiciilerin niikleofilik karakteri diisiik
olmalidir. Eger coziiciiniin niikleofilik karakteri artarsa film olusumu azalir. Coziici,
iyonik iletkenlik ve genis potansiyel aralifinda kararli olabilmek icin yiiksek

dielektrik sabitine sahip olmalidir.

Kullanilan elektrot sentez sirasinda olusan polimerin 6zelliklerine ve polimerizasyon
siirecine etki eder. Polimerler genellikle inert iletkenler olan platin, altin gibi

maddelere veya ITO gibi optik olarak transparan olan elektrotlara kaplanir.

Elektrolitin seciminde en onemli kriterler, ¢oziinebilirligi, ayrisma derecesi ve
niikleofilitesidir. Kullanilan elektrolitin yapist olusan filmin yapisina énemli sekilde
etki eder. Destek elektrolit iyonlarn elektrokimyasal polimerizasyonda monomer
birimleriyle etkilesir ve bu sayede polimer doplanir. Elektrolit olarak genellikle
perklorat, tetrafloroborat ve hekzaflorofosfat anyonlariyla, lityum ve tetraalkil

amonyum tuzlar1 kullanilmaktadir.

Elektropolimerizasyon sirasinda uygulanan potansiyel asir1 olmamalidir. Yiiksek
potansiyel polimer omurgasi iizerinde konjugasyonun bozulmasina ve iletkenligin

diismesine neden olur.

Sicaklik, filmin mekanik O6zelliklerinin yani sira polimerizasyon kinetigini ve
iletkenligi de etkiler. Genel olarak, polipiroliin yiiksek sicaklifa maruz kalmasiyla
molekiiler yapisinda degisimler goriiliir. Bu degisimler, polimerin sentez sirasinda

kars1 iyonla etkilesimini zorlastirir [18].
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1.1.3.2. Polimerlerin Elektrokimyasal Polimerizasyon Mekanizmasi

Pirol, tiyofen, anilin, furan gibi rezonans kararlilifindaki aromatik molekiillerin
elektrokimyasal yiikseltgenmesiyle elektronik iletken polimerler elde edilir.
Elektropolimerizasyon, ¢oziicii-elektrolit ortamina uygun bir monomer koyularak ve
ortama potansiyel uygulayarak gergeklestirilir. Notral polimer ile radikal katyonun
reaksiyonu veya radikal katyon/radikal katyon reaksiyonuyla polimerizasyon
meydana gelir [19]. Sekil 1.7°de anotta gerceklesmis olan, heterosiklik bilesiklerin

polimerlesme mekanizmasi verilmistir.

Elektrot iizerinde monomerin uygun bir potansiyel ile yiikseltgenip bir radikal katyon
olusturmasiyla elektrokimyasal asama (E) baslar. Elektron transfer reaksiyonu,
monomerin diflizyonundan daha hizhidir ve elektrot yiizeyi ¢evresindeki ¢ozelti
yiikksek radikal konsantrasyonuna sahiptir. Bu ilk asamayi 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 [16]. Bu antiaromatik durum kimyasal
asamay1 (C) temsil eder. Potansiyel uygulandigi i¢in dimer, monomerik bir radikalle
tekrar bir baglanma reaksiyonuna maruz kalir. Radikal-monomer baglanma
reaksiyonundan, iki protonunu ve diger elektronunu kaybeden nétral bir dimer

meydana gelir.

Dimerler ve oligomerler, monomerin radikal katyonuyla baglanma reaksiyonuna
girerler ve protonlarim1 kaybedip antiaromatik olurlar. Elektrokimyasal ve kimyasal
asamalar ardi ardina bu sekilde devam eder ve bu reaksiyonlar ECE (E:
elektrokimyasal, C: kimyasal) mekanizmasi olarak adlandirilir. Oligomerler elektrolit
cozeltisi icinde ¢oziinmeden kalana kadar bu reaksiyon elektrot yiizeyinde devam

eder (Sekil 1.7).

1.1.4.Elektrokimyasal Polimerizasyon Teknikleri

fletken polimer sentezinde, film kalinhiginin ve morfolojisinin kontrollii olmas1 ve

homojen polimerlerin olugmasi sebebiyle elektrokimyasal yontem kimyasal yonteme
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tercih edilir. Elektrokimyasal polimerizasyonda elektroliz ve doniisiimlii voltametri

(CV) teknikleri kullanilabilir.

Sekil 1.7. Heterosikliklerin elektropolimerizasyon mekanizmasi (X= N-H, S, O).

1.1.4.1. Elektroliz

Sabit Akim Elektrolizi (Galvanostatik): Sabit akim elektrolizinde, bir zaman
periyodu i¢in anot ve katot arasinda belirli biiyiikliikte akim gecer. Filmin kalinlig
polimerizasyon sirasinda kolayca kontrol edilebilir. Eger potansiyelin izlenmesi arzu
edilmezse, calisma ve kars1 elektrot yeterlidir. Hiicre bir ya da iki bolmeli hiicreden

olusabilir. Iki bolmeli hiicreler delikli bir diyagram tarafindan ayrilir. Bunun amaci
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elektroliz {iiriinlerinin karigsmasin1 Onlemektir. Basit bir metottur, fakat coziici,
elektrolit ve monomer sistemlerinin istenmeyen indirgenme ve yiikseltgenme

degerlerine ulagmasi sonucu, istenmeyen iiriinler meydana gelebilir.

Sabit Potansiyel FElektrolizi (Potansiyostatik): Sabit potansiyel elektrolizinde,
potansiyel sabit tutulurken akimin degisimine izin verilir. Bu yontem sabit potansiyel
altinda gerceklestigi i¢in istenmeyen radikal veya iyonlarin olusumu engellenir. Sabit

potansiyel elektrolizinde, ii¢ elektrotlu elektroliz hiicresi kullanilir.

Ucg elektrotlu sistem, calisma, karsi ve referans elektrottan meydana gelir. Caligma
elektrodu, elektroaktif maddenin elektrokimyasal doniisiimiiniin gerceklestigi
elektrottur. Kars1 elektrot devreyi tamamlar. Caligma elektrodu ve referans elektrot
arasindaki potansiyel, potansiyostat tarafindan istenilen degere ayarlanir. Uygun
referans elektrot kullanilarak ¢alisma elektrodunda istenilen potansiyel sabit tutulur.
Elektroliz hiicresindeki referans elektrottan gecen asir1 akima engel olmak icin sabit

potansiyel elektrolizinde iiclii elektrot sistemi kullanilir.

1.1.4.2. Doniisiimlii Voltametri (CV)

Doniistimlii - voltametri, monomerin yiikseltgenme potansiyeli, film {izerinde
biiytimesi, polimerin redoks davranisi ve yiizey konsantrasyonu (polimer tarafindan
harcanan yiik) ile ilgili bilgileri saglar. Spesifik alanda, polimer ile c¢oziicii
molekiilleri ve iyonlar arasindaki etkilesim, yiik tasima prosesi ve yiik tagiyicilarinin

orani hakkinda CV’den yararlanilabilir [20].

Bir elektrodun potansiyeli, ¢calisma elektrodu ve karsi elektrot arasinda dogrusal
olarak degistirilmek suretiyle akim-gerilim iligkisinin incelenmesi sonucunda,
elektrot tepkimelerinin aydinlatilmasinda kullanilir. Bu teknikte ©Once belli bir
potansiyel araliginda tarama yapilir ve sonra tersi yonde (anodik-katodik) taramaya

devam edilir (Sekil 1.8) [18].

Calisma elektroduna uygulanan potansiyel elektroliz hiicresi icinde bulunan elektro

aktif maddenin yiikseltgenme veya indirgenme potansiyeline ulagtiginda elektrot
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yiizeyindeki madde hizla tiikkenir. Calisma ve kars1 elektrot arasindaki 6lgiilen akim
artar. Bunun sonucunda elektrot yiizeyi ile c¢ozelti arasinda olusan derisim farka,
cozeltiden elektrot yiizeyine kiitle aktarimina 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 [21].

[
0 Tarama Zamani, t

.

(@)

Sekil 1.8. Doniistimlii voltametride potansiyel taramasi ve akim potansiyel egrisi: a)
doniigiimlii  potansiyel taramasi, b) tarama sonucunda elde edilen
voltamogram.

Doniistimlii voltametri yonteminde ¢alisirken, maddenin elektrot yiizeyinde kaplama
yapmamasi i¢in tarama yapilirken her islem sonunda elektrot temizlenmelidir.
Calisma ve karsi elektrot olarak; platin (Pt), altin (Au), grafit, referans elektrot
olarak; Ag, AgCl(s), Hg, Hg,Cly(s), Hg(SO4)(s) kullamlabilir. Ayrica, destek
elektrolit olarak kullanilacak anyonlarin yiikseltgenme potansiyeli, monomerin
yiikseltgenme potansiyelinden yiiksek olmalidir. Anyonun yiikseltgenme potansiyeli
monomerden diisiilk ya da monomere esit oldugu takdirde destek elektrolit anyonlar1

reaksiyona katilir ve bu yiizden reaksiyon istenmeyen yonde ilerleyebilir [21].

1.1.5.Donor-Akseptor-Donor Teori

Diisiik enerji araligi (band gap) olan polimerler, indirgendiginde renklenebilen
polimerlerdir ve okside hallerindeki yiiksek gecirgenlik sayesinde elektrokromik
uygulamalarda tercih edilirler. Diisiik band gap’li polimer elde etmenin yollarindan

biri de donor-akseptor-dondr (DAD) yaklagimidir. Polimerlerin bu tipi, donér ve
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akseptor arasinda konjuge yapiya olanak saglar ve olusan rezonansla diisiikk band
gap’li polimerler elde edilir. Ayrica diisiik band gap, iletken polimerlerin notral

iletkenligini artirdigindan bu polimerler i¢in olduk¢a 6nemlidir [22].

Donor-akseptor (DA) yapilardaki temel diisiince, polimerin HOMO/LUMO enerji
seviyelerine heterosiklik gruplarin yardimidir. DA uygulamalarinda, diisiik
yiikseltgeme potansiyelinden dolay1, dondr grubun en yiiksek dolu molekiiler orbitali
(HOMO) ile akseptor grubun en diisik bos molekiiler orbitali (LUMO)’nin
etkilesimi s6z konusudur. Doplama prosesinde, polimer zincirinde elektronca zengin
(donoér) ve elektronca fakir (akseptor) gruplarinin etkilesimiyle band gap diistiriiliir
[23]. Polimerde, akseptor birimlerine yakin elektron ilgisi ve donor birimlerine yakin
iyonlasma potansiyeli beklenir. Dondr ve akseptor parcalari arasindaki etkilesim
fazlaysa, elde edilen polimerin band gap’i diisiiktiir ve ayrica farkli polimerlerin

HOMO/LUMO enerji seviyeleri de farklidir [24].

Akseptor grubu olarak benzotiyadiazol, benzokinoksalin, siyanovinil, tienopirazin,
benzotriazol, benzoselenadiazol gibi gruplar kullanilmaktadir. Bu molekiillerin
izoelektronik yapilarindaki 2-pozisyonuna N, C, S, Se gibi farkli atomlarin
gelmesiyle optik ve elektrokimyasal oOzelliklerinde kismen degisimler gozlenir.
Donoér grubu olarak ise tiyofen, EDOT (3,4- etilendioksitiyofen), pirol gibi elektron
yogunlugu yiiksek gruplar kullanilmaktadir [22,24].

Donor-akseptor konjuge polimerler, 151k emisyon cihazlart (LED) [25], lazerler,
elektrokromik cihazlar (ECD) [6,23], giines pili (Solar Cell) [26] ve diger
uygulamalar icin bipolar (¢ift kutuplu) yiik tasiyict maddeler oldugu icin ve
fotovoltaik cihazlar [27,28] i¢in ise 1sinla uyarilarak yiik transferi ve ayrilmasini
saglayan maddeler oldugu icin tercih edilirler. Biyosensorlerde ise matris olarak
kullanilan iletken polimerin DAD tipi ileten polimer olmasiyla elektron transfer hizi,
dolayistyla iletkenligi artinnlmis ve sinyal siiresi kisa daha hassas biyosensorler elde

edilmis olur.
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1.2. ENZIMLER

Enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlenen, ileri derecede organize olmus protein
yapili biyolojik katalizorlerdir. Tepkimede tiiketilmezler ve tepkime sonunda
kendisinde net bir degisiklik olmaksizin yeniden elde edilirler. Bu sayede enzimler

tekrar tekrar kullanilabilirler [29-31].

Enzim alaninda yapilan ilk ¢aligmalar sindirim enzimi ile ilgilidir. 1825 yilinda Jon
Jacob Berzellius, bugdaygillerden elde edilen enzim karigimini, nisastay1
parcalamada kullanmistir. Sonugta, siilfiirik asite gore daha hizli bir parcalama

gergeklestigi gozlenmistir [32].

Enzimler binlerce yildir bilingsizce de olsa insanlar tarafindan peynir, bira ve ekmek
yapiminda kullamilmis olup, giiniimiizde de endiistriyel ve medikal amaglar igin
oldukca yaygin kullanima sahiptir. Ulkemizde enzimlerin kullanim alanlari su

sekilde siralanabilir.

Bilimsel arastirmalarda: Enzimler; hidroliz, sentez, analiz, biyodoniisiim, afinite

ayriminda arastirma araci olarak,

Kozmetik uygulamalarda: Cilt i¢in koruyucularda ve takma dis temizliginde,

Tibbi tanilarda ve kimyasal analizlerde: Kan sekeri, iire, kolesterol testlerinde; Eliza

sistemlerinde ve enzim elektrotlarinda,

Endiistriyel uygulamalarda: Maya ve sarap yapiminda; siit isletmelerinde; meyve ve
sebze suyu lretiminde; deri sanayinde; kiispe ve kagit imalatinda; seker ve tath
imalatinda; fruktoz {iretiminde; deterjan ve temizleyici maddelerde; aminoasit

sentezinde; atik su islemede; pamuktan hasil sokmede kullanilmaktadirlar.
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1.2.1.Enzimlerin Yapisi

Enzimler protein yapili maddelerdir ve her enzimde proteini olusturan aminoasitlerin
sayisi, dizilisi ve molekiillerin konformasyonu belirli bir diizen icindedir. Bu diizen
sayesinde enzimler, tepkimeleri 6zgiil olarak katalizler. Yani katalizor maddeler, pek
cok kimyasal tepkimede rol oynayabilirken enzimler genellikle tek bir tepkimeyi

katalizler.

Enzimlerde 1s1ya dayaniksiz protein kisma ‘apoenzim’ adi verilir. Enzim bu durumda
inaktif haldedir. Baz1 enzimler yalnizca protein yapisiyla aktivite saglarken, bazi
enzimlerin aktif hale gecebilmeleri i¢in protein yapida olmayan bir aktivatore
ihtiyac1 vardir. Apoenzimi aktive eden ve protein yapida olmayan bu yapilara
‘prostetik grup’ denir. Prostetik grup bir metal iyonu ise ‘kofaktor’ , 1siya dayanikli
organik bir bilesik ise ‘koenzim’ olarak adlandirilir. Olusan apoenzim-kofaktor
biitiiniine ‘haloenzim’ denir. Apoenzim, enzimin hangi substrata etki edecegini
belirler. Kofaktér ve koenzim ise enzimi aktive eder. Bu prostetik gruplarin
gerekliligi, enzimin verimliligi ve siirekli proseslerde kullanimi i¢in oldukca
onemlidir.  Klinik  vakalarmm  biyilkk bir kismu  enzimlerin  islevini
gerceklestirememesinden veya koenzimlerin yetersiz ya da islevsiz olusundan
kaynaklanmaktadir. Ornek olarak A vitamini gorme tepkimelerini katalizleyen
enzimin pargasi oldugundan, yoklugunda ya da eksikliginde gece korliigii ortaya

cikar [29,32,33].

Enzim ile substratin spesifik iligkisi ilk kez 1894 yilinda Emil Fischer tarafindan
onerildi. Enzim substrat iligkisi, anahtar-kilit uyumuna benzetildi (Sekil 1.9).
Enzimle substrat arasindaki bu stereospesifik uyumun sonucunda, her bir enzim
substratin belirli bir miktarina etki eder. Ancak bu teori spesifikligi agiklasa da, gegis
durumunun kararliligimi agiklamada yetersiz kalmistir. 1959 yilinda Koshland,
indiiklenmis uyum modeliyle anahtar-kilit teorisine katkida bulunmustur. Bu teori,
enzimin aktif alanmin sert, kati1 (rigid) bir yapida oldugunu reddeder. Enzim,
substrata baglandiginda bir uyum elde etmek i¢in bazi yapisal degisiklikler gosterir.

Buda enzimin aktif alaninin esnek bir yapida oldugunu kanitlar [34].
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Giinlimiizde enzimler, ‘International Union of Biochemists (IUB)’ tarafindan alt1 ana
fonksiyonel sinifa ayrilmistir. Bu simiflandirmaya gore enzimler, sirasiyla tepkime
tiirii, spesifik tepkime, substrat veya substratlar1 niteleyen dort basamakli bir numara

ile tanimlanir [33].

e (Oksidorediiktazlar
e Transferazlar
e Hidrolazlar

e Liyazlar
e izomerazlar
e Ligazlar
i Substratin baglanmasiyla Urtinler
Substrat olugan sekil degisikligi ‘
Aktif bolge

WV,

P N [

= = =

Enzimin aktif bolgesme  Enzim/substrat Enzim/tirtin Enzimin aktif
substratin girigi kompleksi kompleksi bélgesinden tirtiniin
ayrilmasi

Sekil 1.9. Enzimlerin anahtar-kilit modeli.

1.2.2.Enzimlerin Katalitik Ozellikleri

Enzimler, inorganik katalizorlerle karsilastirildiklarinda, enzim molekiiliiniin belirli
bir bolgesinde belirli aminoasitlerin olusturdugu bir kisim bulunur. Enzimin katalitik

aktiviteden sorumlu olan bu kismina ‘aktif bolge’ denir [33].

Enzimler, hiicrede bulunan substrati degisiklige ugratarak iiriine doniistiiriirler.
Dolayisiyla  ortamda  substrat  konsantrasyonu azalmasi ya da {riin
konsantrasyonunun artmasi enzimin aktivitesini gosterir. Enzimlerin katalitik

aktiviteleri, katalizledikleri tepkimenin hiz1 saptanarak belirlenir ve enzim aktivitesi
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enzim birimi olarak ifade edilir. Enzim birimi International Unit (IU) olarak
bilinmektedir ve standart kosullarda 1 dakikada 1 umol substratin iiriine doniigmesi

icin gerekli olan enzim miktaridir [35].

Enzimleri kimyasal katalizorlerden ayiran en onemli Ozelliklerden biri de enzim
ozgillugudir. Enzimler, genellikle tek bir kimyasal reaksiyonu katalizler. Enzimler,

substratlara gore dort cesit Ozgiilliik sergiler.

e Mutlak C)zgiilliik: Bir enzimin tek bir substrat1 katalizlemesi,

e Grup Ozgiilliik: Bir enzimin belli bir substrat grubuna kars1 etkin olmasi,

e Bag Ozgiilliik: Enzimin belli bir baga kars1 6zgiil olmast,

e Stereokimyasal Ozgiillik: Enzim icin substratin stereokimyasal ozelligi

onemlidir.

1.2.3.Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzimle katalize edilen bir tepkimede rol oynayan baslica faktorler;

¢ Enzim konsantrasyonu,
e Substrat konsantrasyonu,
® Sicaklik

e pH

e Inhibitor Etkisi

e Reaksiyon iiriinii seklinde siralanir.

Bu faktorlerin enzim reaksiyonlari iizerinde olan etkileri, farkli kosullar altinda

enzim tepkime hiz1 hesaplanarak belirlenir.

Enzim Konsantrasyonu: Ortamda yeteri kadar substrat varsa enzimatik reaksiyonun
hiz1 enzim konsantrasyonuyla dogrusal olarak artar (Sekil 1.10). Buna sebep de her
bir enzim molekiiliiniin bagimsiz olarak gorev yapmasidir. Dolayisiyla ortamda ne

kadar ¢ok enzim molekiili varsa reaksiyonda o kadar hizli yiiriiyecektir. Yalniz
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enzim miktarinin yiiksek olmasina ragmen, ortamda yeteri kadar substrat bulunmazsa

reaksiyon simirlanir.

Teplkune Hizi

Enzim
Konsantragyonu

Sekil 1.10. Enzim konsantrasyonunun tepkime hizina etkisi.

Substrat Konsantrasyonu: Belirli bir miktarda enzim bulunduran reaksiyonun hizi,
substrat konsantrasyonuna bagli olarak artar. Enzim reaksiyonu bu durumda birinci
dereceden bir kinetik gosterir. Baglangicta bu artis dogrusal olarak devam ederken,
bir siire sonra substrat konsantrasyonu ne kadar artirlirsa artirilsin enzim
aktivitesinde bir degisiklik gbzlenmez. Bdyle bir durumda enzim substrata karsi
doymus demektir. Bu durumda ise enzim reaksiyonu sifirinci dereceden bir kinetik
gosterir. Bu noktada enzim tepkime hizi, maksimum hiza (Vi) ulasmistir (Sekil
1.11). Enzim molekiillerinin yaris1 enzim-substrat kompleksi halinde iken yani yarisi
calisirken gozlenen tepkime hizi, maksimum tepkime hizinin yansidir. Bu
maksimum hizin yarisin1 veren substrat konsantrasyonuna Michaelis-Menten sabiti
(Km) denir. Bir enzimin K, degeri, enzimin substrata olan afinitesini (ilgisini)

gosterir. Enzimin substrata olan ilgisi yiiksekse K, degeri kiictiktiir [32].

Tepkime Hiz1

[s]

Sekil 1.11. Substrat konsantrasyonunun tepkime hizina etkisi.
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Sicaklik: Bircok kimyasal reaksiyona benzer sekilde, enzim-kataliz reaksiyonlarinin
hizi da sicaklikla birlikte artar. Sicakligin her 10 °C artmasina karsilik enzim
reaksiyonu bir kat daha hizlamir. Ancak, belli bir sicaklik degerine ulasildiginda
enzim molekiilleri yapisal baz1 degisikliklere ugrar ve reaksiyon ya yavaslar ya da
tamamen durur. Hayvansal kaynakli enzimler genel olarak 40-50 °C arasinda
optimum sicakliga, enzimin en iyi calistigi sicakliga, erisirken, bitkisel kaynakli
enzimler 50-60 °C’de optimum sicaklifa erigir. Bu sicakliklarin iistiinde enzim
aktivitesi azalma gosterir. Bu durumun sebebi, enzimin protein yapisinin 1s1ya bagl

olarak denatiire olmasidir [29,32,36].

pH: Enzimlerin katalitik olaylar1 pH’ya bagimlidir. Enzimler protein yapili maddeler
olduklarindan amin ve karboksil gruplari ortamin pH derecesine gore az veya cok
miktarda iyonlagirlar. Meydana gelen bu iyonlagsmalar enzimin sekonder (ikincil) ve
tersiyer (iiclinciil) yapilarinin  kararliligim etkiler. Dolayisiyla enzimin aktif
bolgesinde bir degisim meydana gelir. Bunun sebebi, enzimlerin yalnizca belirli pH
araliginda aktivite gostermeleridir. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH’ya o
enzimin optimum pH’st denir (Sekil 1.12). Optimum pH’nin her iki tarafinda da
enzim reaksiyonu yavaglamaktadir. Bu sebeple enzim c¢alismalarinda pH’y1
optimumda tutmak i¢in tamponlar kullanilmaktadir. Bir¢ok enzim ¢an egrisi seklinde
bir pH-aktivite grafigi verir. Grafikte negatif ve pozitif yiikler arasinda aktivitenin
maksimum oldugu deger optimum pH’y1 verir. Enzimin optimum pH’siin tahmini
icin, enzimin aktif bolgesinin karakteristigi bilinmelidir. Fakat bu oldukca zordur. Bu

yiizden optimum pH genellikle deneysel olarak belirlenir [32,36,37].
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pH azahip1 pH arhs1

COOH coo coo
y — L
NH, NH, NH,

Aktivite

pH

Sekill.12. pH’ nin enzim aktivitesine etkisi.

Inhibitér Etkisi: Tepkime ortaminda bulunduklarinda, enzimatik tepkimenin hizini
yavaslatan maddelere ‘inhibitor’ denir. Inhibitorler tersinir ve tersinmez olarak ikiye
ayrilir. Tersinmez inhibitorler, enzim molekiiliiniin konformasyonunu degistirerek
veya enzimin aktif bolgesine dogrudan baglanarak, aktif bolgeyi tamamen bozarlar.
Bu maddeler enzimin etkinligini tiimiiyle yok ederler. Tersinir inhibitorler ise,
enzimle ara bilesik olustururlar ve Michaelis-Menten sabitini ya da maksimum

tepkime hizim azaltic1 etki yaparlar [38].

Reaksiyon Uriinii: Uriin konsantrasyonunun giderek artmasi, belirli konsantrasyon
degerlerinden sonra geriye doniik bir kontrol mekanizmasiyla reaksiyonun

durdurulmasina neden oldugundan tepkime hizini diisiiriicii islev goriir.

1.3. ENZiM TEPKIMELERININ KINETIGI

Enzim kinetigi, enzim katalizli reaksiyonlarin davranislarmi ve bu davranislar
etkileyen faktorleri inceleyen enzimoloji dalidir [39]. Enzimler gecici olarak

substrata baglanip onlara etki eder ve bu sayede reaksiyonun gergeklesebilmesi igin

gerekli olan aktivasyon enerjisini diisiiriip reaksiyonlarin hizlanmasim saglarlar.
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Serbest Fnerji

Realeriyon Siireci

Sekil 1.13. Enzim katalizli reaksiyonun aktivasyon enerji diyagrami.

Tek substrath enzim kataliz reaksiyonlar1 su mekanizmaya gore gerceklesir:

K, k3
E+S ——= ES —>> E+P (1.1)
K

2
Burada; E enzim, S substrat, ES ara bilesik ve P iiriin, kj, ko, k3 ise ilgili tepkimelerin
hiz sabitlerini gostermektedir. Tepkimedeki k3 hiz sabitine enzimin etkinlik degeri
(turnover sayis1) de denmektedir. k3 enzimin saniyede etki ettigi substrat molekiilii
sayisim1 gosterir [29]. Turnover sayisi, standart kosullarda, dakikada 1 mol enzim

tarafindan iiriine doniistiiriilen substratin mol sayisi olarak tanimlanir [39].

[Eo] :Baslangi¢ enzim derisimi

[E] : Serbest enzim derisimi

[S] : Serbest substrat derisimi

[P] : Uriin derisimi

[ES] : Enzim-substrat ara bilesigi derisimiolarak gosterildiginde, ara bilesigin

olusum hizi;

d[ES]
d— = k[ET[S]-[ES] (k +k») (1.2)
t

iirtin olusum hiz1 ise,
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d[ES]
V= — = k3[ES] (1.3)
dt

olarak ifade edilir. Denge durumunda ES ara bilesiginin olusum hizi parcalanma

hizina esit oldugundan,

d[ES]
v=—-—=0
dt

olur. Buradan Es.1.2’nin diizenlenmesiyle

[E] [S]
ES] = — (1.4)
(k2+k3)/k1
denkligi elde edilir. Aym zamanda enzim kiitle denkligi [E] = [E,] — [ES]

olacagindan, K, (Michaelis-Menten sabiti);

k,+k
2773
K= — - (1.5)

1

[ES] = 0 (1.6)
K+ [S]
bulunur. Uriin olusum hiz1 ise Es. 1.3’den
k, [E ] [S
o IE]IS] o
K + [S]
m

olarak bulunur. Maksimum tepkime hizi enzimin tamaminin ara bilesik halinde

bulundugu durumda gozleneceginden

Viax= K 3[E0] (1.8)

seklinde ifade edilir. Sonug olarak enzimatik tepkime hizi,
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v
Ve max 5] (1.9)

K +[S]
m

esitligi olarak bulunur. Bu esitlik Michaelis-Menten esitligi olarak bilinir ve K;,’de
Michaelis-Menten sabiti olarak adlandirilir. K, degeri, enzim ve substratin birbirine
olan ilgisini, afinitesini gosterir. Ayrica K., maksimum tepkime hizinin, Vx,
yarisini saglamak icin gerekli olan substrat derisimi olarak tanimlanir (Sekil 1.14)

[34].

Vmax

0:5 Vimax - —

—» [S
v (S)

Sekil 1.14. Substrat konsantrasyonu-reaksiyon hizi (V) grafigi.

Michaelis-Menten esitligi ile belirtilen enzim-kataliz tepkimelerinin grafigi bir
hiperbol oldugundan K, ve maksimum hiz degerlerini bulmak olduk¢a zordur.
Denklemi  dogrusallastirmak i¢in  Lineweaver-Burk  cesitli  matematiksel

diizenlemeler yapmistir. Bu dogru denklemi,

1 K 1 1
= m =+
v Vmax (5] VmaX

seklindedir. Sekil 1.15°deki dogrunun 1/[S] eksenini kestigi nokta -1/K;, 1/V
eksenini kestigi nokta 1/V ax, €gim ise Kp/ Vi dir [40].
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Sekil 1.15. Lineweaver-Burk grafigi.

1.4. ENZIMLERIN iMMOBILIiZASYONU

Enzimler c¢oziilebilir maddeler olduklarindan, substrat ve {irlin karisimindan
kurtarilip yeniden kullanilmalar1 enzimatik proseslerde maliyetli olmaktadir.
Immobilize enzim teknolojisiyle, geleneksel enzimatik proseslerde olusan bu gibi

sorunlarin iistesinden gelinebilmektedir [41].

Enzim molekiillerinin katalitik aktifligini koruyarak tekrar tekrar kullanilmasini
saglamak amaciyla, ¢oziinmez kat1 bir tasiyic1 iizerine fiziksel veya kimyasal olarak

baglanmasina immobilizasyon denir [29,42].

Endiistriyel calismalarda  kullanilan  serbest enzimler sulu ¢ozeltilerde
kullanildigindan, enzimlerin islem sonrasi aktivitesini yitirmeden geri kazanilmasi
mimkiin degildir. Kaynagina bagli olmaksizin enzimlerin biyolojik ortamdan
saflastirilarak elde edilmesi oldukca zaman alic1 ve maliyetli bir islemdir. Reaksiyon
ortaminda katalizor olarak kullanilan enzimin iiriinlerden ayrilmasinin zorlugu
serbest enzimlere dezavantaj kazandirir. Ayrica saflastirma isleminde kullanilan
kimyasallar enzim {izerinde inhibitor etkisi yaratabilir ve enzimin yapisim bozabilir.
Bu gibi problemlerin ¢6ziimii i¢in son yillarda cesitli yontemler gelistirilmistir.
Enzim immobilizasyonu da bu yontemlerden biridir. Bu sebeple immobilize enzimler
coklu ve tekrarli kullanimlariyla serbest enzimlere tercih edilirler. Immobilizasyon

yontemiyle enzim yiyecek teknolojisi, biyoteknoloji, ilagbilimi, analitik kimya,
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fermantasyon endiistrisi gibi cesitli islemlerde, yeniden kullanilmak iizere islevsel

hale getirilir [43,44].

1.4.1. immobilizasyon Yontemleri

Enzim Immobilizasyon
Yontemleri

]
Tasiyiciya Capraz
| ] I ]
Fiziksel Iyonik Kovalent Kafes Mikrokapsiil
Adsorpsiyon Bag Bag Tipi Tipi

Sekil 1.16. Enzim immobilizasyon yontemleri.

Enzim immobilizasyon yontemleri tasiyic1 bag (carrier binding), capraz baglama
(cross-link) ve hapsetme (entrapment) olarak iice ayrilir (Sekil 1.16). Tasiyiciya
baglanma ise fiziksel adsorbsiyon, iyonik bag, kovalent bag olmak iizere ii¢ sekilde
gerceklestirilir. Hapsetme yontemi de kafes tipi ve mikrokapsiil tipi olmak iizere iki

sekilde yapilabilir [42,45,46].

1.4.1.1. Tasiyiciya Baglanma

Tasiyiciya baglanma metodu enzimler i¢in immobilizasyon tekniklerinin en eskisidir.
Tasiyiciya baglanma metodunda kimyasal ve fiziksel kuvvetler sayesinde suda
¢Oziinebilir tasiyicilar izerine enzim immobilizasyonu yapilir. Bu metotta, tasiyiciya
bagh enzim miktar1 ve immobilizasyon sonrasi aktivite tagiyicinin yapisina baglidir.
Tasiyicinin se¢imi enzim yapisina bagli olmakla birlikte, parca boyutuna, yiizey
alanina, hidrofilik ve hidrofobik gruplarin molar oranina ve kimyasal kompozisyona
baghdir [47]. Genel olarak, hidrofilik gruplarm ve bagh enzim konsantrasyonunun

artis1, immobilize enzimlerin yiiksek aktivite gdstermesini saglar [16].
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Enzimlerin tasiyiciya baglanma durumlarina gore bu metot su sekilde

siniflandirilabilir:

e Fiziksel Adsorpsiyon
e Iyonik Bag

e Kovalent Bag

z & "‘& -
Kat 1._'__.. — ™ - 1...:__"’
Destek } g >

— -

Sekil 1.17.Kovalent bag ile enzim immobilizasyonu.

Fiziksel Adsorpsiyon: Bu metot suda ¢Oziinmeyen polimer matrisin enzim
cozeltisiyle karigtirilarak enzim molekiiliiniin fiziksel ve kimyasal olarak bu polimer
matrise adsorplanmasi esasina dayanir. Adsorpsiyon, faz ve yiizey sinirlarinda
kimyasal ve fiziksel kuvvetlerin etkisiyle olusan ylizeye tutunma olayidir. Enzimin
adsorpsiyonla matris yiizeyine immobilizasyonunda Van der Waals kuvvetleri,
iyonik baglar, hidrojen baglari, elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler etkilidir [48].
Adsorpsiyon verimi, pH, sicaklik, iyonik kuvvetler, protein ve adsorbanin derisimi

gibi deneysel etkenlere baghdir.

Bu metotla enzim immobilizasyon islemi basit ve ucuzdur. Ayrica olusan zayif
baglar sayesinde enzimin aktif bolgesi bozulmaz ve herhangi bir konformasyonel
degisiklige ugramaz. Adsorpsiyonda etkin kuvvetlerin pH, sicaklik ve iyonik siddet
degisiminden etkilenmeleri sonucu enzim desorpsiyona ugrayarak tasiyict matristen
kolaylikla ayrilir. Adsorpsiyon metodu tersinirdir ve bu sayede destek maddesi ve
enzim baska amaclarla tekrar kullanmilabilir [49]. Bu avantajlarin yaninda
adsorpsiyonun gii¢lii olmamasi sebebiyle yikama veya islem siiresince enzimin

desorpsiyonu s6z konusu olmas1 yontemin dezavantajidir.
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Nelson ve Griffin ilk kez 1916 yilinda enzimatik aktivitesi degismeksizin invertazi
aktif komiir iizerine adsorpsiyonla immobilize ederek siikrozun invert sekere

doniigiimiinii sagladilar [50].

Iyonik Bag: Enzimlerin iyonik bag ile immobilizasyonu fiziksel adsorpsiyon kadar
basit bir metottur. Iyonik bag metodunda immobilizasyon, tasiyici matris ile
biyokatalizérlerin karsit yiikleri arasindaki elektrostatik etkilesimle saglanir. Mitz
1956 yilinda bu yontemi kullanarak katalaz enzimini DEAE-seliiloza bagladi. Iyonik
bagin elde edilmesinde enzim ¢ozeltisinin tastyici parcaciklarla bir siire karistirilmasi
veya tasiyicl pargaciklar lizerine enzim ¢ozeltisinin ilavesi yeterlidir. Kullanilan
baslica iyon degistiriciler DEAE-seliiloz ve DEAE-Sephadex’tir. Polisakkaritler ve
sentetik polimerler de iyon alis veris merkezlerine sahip yaygin olarak kullanilan
tasiyicilardir. Bu yontemle enzim tasiyiciya kolayca baglanir ve kovalent baga gore
daha 1limli sartlar gerekir. Buna ragmen enzimin aktif alaninda ve
konformasyonunda bir miktar degisme gozlenir. Ancak iyonik bag metodunda en iyi
durumlarda yiiksek aktivite gosteren immobilize enzimler elde edilir. Bunlarin
yaninda pH’nin fazla degisimi veya substrat ¢ozeltisini yiiksek iyonik kuvveti,
tagiyicidan enzimin sizmasina neden olabilir. Bunun sebebi enzim ve tasiyici
arasinda ki giiclerin kovalent bagdan zayif olmasidir. Bu sayede enzimler iyon
degistiricilerden kolaylikla ayrilabilir ve yeniden kullamlabilirler [13]. Iyonik bag,
kovalent bagdan zayif olmasina ragmen fiziksel adsorpsiyondan daha kuvvetlidir.
Buda iki metot arasindaki farki gosterir. Arica vd. invertazi, negatif yiiklii karbokslik
gruplarindan  yararlanarak kargt  yiikkli  polietilenimin-asi-poli(GMA-MMA)

kiirelerine iyonik olarak immobilize etmistir [51].

Kovalent Bag: Enzim ile suda ¢dziinmeyen bir destek arasinda kovalent bag olusumu
ile enzim immobilizasyonu yaygin kullanilan bir metottur (Sekil 1.17). Kovalent
bagda atomlar elektron ciftlerini ortak kullanirlar ve bu sayede enzim ve tasiyici
birbirine sikica baglanabilirler. Tasiyic1 ve biyokatalizor arasinda ki bag, bilesenler
arasinda direk olusabilecegi gibi enzim ve tasiyici arasinda baglayici ajanlarin
kullanmasiyla da olusabilir. Bu baglayici ajanlar enzimlere iyi bir hareket serbestligi
saglar, boylece enzim aktivitesi dogrudan tasiyiciya baglanmis enzim aktivitesinden

daha yiiksek gozlenir. Bu metotla enzim immobilizasyonunda reaksiyon tipinin
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secimini iki ozellik sinirlar: 1) Bag reaksiyonu enzimatik aktiviteyi diisiirmeyecek
sekilde ayarlanmalidir 2) Enzimin aktif alam reaktiflerle etkisiz hale gelmemelidir
[16]. iImmobilizasyon yontemi iki basamakta gerceklesir. Birinci basamak destek
maddesinin aktiflestirilmesi, ikinci basamak ise enzimin kovalent baglanmasidir.
Enzim molekiilleri tasiyici ylizeye o- ve & amino gruplari, hidroksil, karboksil,
imidazol, siilfidril gruplari, fenol halkalar1 gibi bazi fonksiyonel gruplar iizerinden
baglanir. —SH ve g-amino gruplari tasiyicinin uygun gruplart ile dogrudan tepkimeye
girebilir. -OH gruplar1 gibi bazi gruplarin tasiyici grupla tepkimeye girmeden once

aktive edilmeleri gerekir [13].

Bu yontemin en Onemli avantaji, enzim ve tasiyici arasinda olusan bagin giiclii
olmasi ve bu sayede enzimin yapidan gii¢c uzaklagsmasidir. Bununla birlikte kullanilan
yontemin pahali ve karmasik olmasi, deney kosullarinda enzimin konformasyonunun
ve aktif alaninin biiyiik olciide degismesi bu yontemin kullanimini kisitlamaktadir

[52].

Dizge vd. iletken polimer matrise [17], Akgdl vd. magnetik polivinil alkol

mikrokapsiillerine invertazi kimyasal olarak immobilize etmistir [53].

1.4.1.2. Capraz Baglama (Cross-Linking)

Capraz baglama metodunda biyokatalitik birimler (enzimler, organeller, hiicrelerin
tamami) iki veya daha ¢ok fonksiyonel grubun yardimiyla birbirlerine baglanir. Bu
metotta suda ¢Oziinmeyen tastyicilarin kullanilmasima ihtiya¢ yoktur. Yontemde
molekiil i¢i baglarin yam sira molekiiller arast baglar da s6z konusudur. Capraz
baglamada enzim destege kovalent olarak baglandigindan, desorpsiyon yok denecek
kadar azdir. Bu yolla iiretilen pargaciklarin baz1 dezavantajlar1 vardir. Sekil 1.18’de

capraz bagl enzimin yapis1 gosterilmektedir.
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Sekil 1.18.Capraz bagl enzim immobilizasyonu.

Capraz baglamayla bircok enzim molekiilii birbirine baglandigindan, diisiik
konsantrasyonlu ve yiiksek molekiiler agirlikli substratlar en igteki katalitik bolgelere
ulasamayacagl ic¢in verimin diismesi soz konusudur [13]. Bu yontemde, capraz
baglayici olarak kullanilan maddenin enzimin aktif bolgesiyle yapabilecegi kimyasal
bag sebebiyle olusabilecek konformasyonel degisiklikler sebebiyle enzim
aktivitesinde diisme gozlenebilir. Gluteraldehit en sik kullanilan ¢apraz baglayicidir

ve enzimin elektrot yiizeyinden difiizlenmesi ¢apraz baglayici reaktifle engellenir

[7].

1.4.1.3. Hapsetme

Hapsetme metodunda, enzim polimer matris gdzeneklerine veya bir membran igine
immobilize edilir. Bu yontemde enzim sabit dururken, substratin enzime niifuz
etmesine izin verilir. Hapsetme metodunun ¢apraz baglama ve kovalent bagdan farka,
enzimle jel matris arasinda hicbir bag bulunmamasidir. Bu sayede hapsetme metodu
genis bir uygulanabilirlik alam1 kazanir. Fakat arada bag olmamasi sebebiyle matris
gozeneklerinden enzim kayb1 soz konusu olabilir. Kimyasal polimerizasyon
reaksiyonuyla immobilizasyonda, reaksiyon sartlar1 zordur ve bu durum enzimin
aktivite kaybmma neden olabilir. Enzimlerin fiziksel immobilizasyonunda
elektrokimyasal polimerizasyon metodu daha hizli, giivenilir, ekonomik ve basit
oldugundan ilgi ¢ceken bir metottur. Monomer ve enzimin uygun sulu ¢ozeltilerinin
bir elektrot yiizeyine uygun potansiyelde kaplanmasiyla uygulanir. Bunlarin yaninda
elektrokimyasal polimerizasyonla immobilizasyon, elektrot yiizeyi ve enzim arasinda
kimyasal baglarin olusumu enzim iskeletinin deformasyonuna ve enzimatik

reaksiyonunaktivitesinin azalmasina neden olabilir [54].
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Isikli vd., Tuncagil vd., Celebi vd. elektrokimyasal polimerizasyon metodunu
kullanarak invertazi polimer matrise immobilize etmistir [44,45,54]. Hapsederek
immobilizasyon metoduyla Rebro$ et al. polivinil alkol hidrojel kapsiillerine

invertazi immobilize etmistir [55].

Bu immobilizasyon metodu kafes ve mikrokapsiil tipi olmak iizere ikiye ayrilir.

Kafes Tipi: Bu tip hapsetmede, immobilize edilecek enzimin suda ¢oziinmeyen
polimerin bosluguna girmesi gerekir. Bazi sentetik polimerler; poliakrilamid,
polivinil alkol ve dogal polimerler; nisasta, kafes tipi enzim immobilizasyonunda

kullanmilan bazi matrislerdir.

Mikrokapsiil Tipi: Yontem yar1 gecirgen polimer bir membranin enzimi igine
almasiyla gerceklestirilir. Enzim mikrokapsiillerinin hazirlanmasi kontrollii sartlar

altinda yapilmalidir (Sekil 1.19) [16].

matriks icine hapsetme kapsiil icine hapsetine

Sekil 1.19.Enzimlerin hapsetme yoluyla immobilizasyonu.

1.4.2.immobilizasyonun Avantajlari

Immobilizasyonun temel avantajlari,

¢ Tepkimeyi durdurmak icin enzim elektrodun tepkime cozeltisinden ¢ikarilmasi

yeterlidir, dolayisiyla reaksiyonu durdurmak i¢in sisteme inhibitor eklemeye
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veya sistemi ani 1sitmamiza gerek kalmaz,

e Kesikli ve siirekli proseslerde immobilizasyon kabiliyetine bagh olarak uzun
siire kullanilabilirler,

e Iimmobilize enzimler ortam kosullarma karsi (pH, sicaklik vb.) serbest
enzimlere gore yiiksek kararlilik ve uzun yarilanma omrii sergilerler,

¢ Immobilize enzimi iiriinden ayirmak serbest enzime gére daha kolaydir,

e Isletim maliyeti azalr,

e Jslem siiresi kisalir,

e Immobilize enzim sistemlerinde kimyasal ve fiziksel ozellikler secimli olarak

degistirilerek ¢esitli prosesler uygulanabilir [29,44].

Bu avantajlarin yaninda immobilize enzimlerin bazi dezavantajlar1 da vardir.

e Immobilizasyon prosesi ekipmanlari ve immobilizasyonda kullanilan
malzemelerin maliyeti fazladir,

e Immobilizasyon, enzimin optimum pH, sicaklik degerini, Michaelis-Menten
sabitini (K;) ve maksimum reaksiyon hizin1 (Vy,.x) immobilizasyonun
metoduna ve tastyicinin yapisina gore etkiler,

e Immobilize enzimin aktif bolgesi ve reaksiyon ortami arasinda substrat ve
tiriiniin taginmasinda difiizyonel kisitlamalar olusur,

¢ Enzim tastyicilarinin maliyetinin yiiksektir.

Immobilizasyonun dezavantajlari, avantajlar1 yaminda goz ardi edilebileceginden

immobilizasyon bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir [29].

1.4.3.Enzim Aktivitesine immobilizasyonun Etkisi

Immobilize enzimin kinetik ozellikleri, ¢ozeltideki serbest enzime gore farklilik
gosterebilir. Bu durum enzimi saran mikro cevreye, immobilizasyon metoduna
¢Oziinmez tasiyicinin yapisina baglhidir. Bu gibi nedenler enzim aktivitesinin
azalmasina neden olabilir [56]. Ozellikle kimyasal bir reaksiyon gerceklestiginde bir
miktarda olsa denatiirasyon meydana geleceginden enzim aktivitesi azalacaktir.

Ayrica, tastyicilar enzime yeni bir mikro cevre olusturacagi icin bu durum cesitli
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yollardan enzim aktivitesini engelleyebilir. Immobilize enzim aktivitesini etkileyen
durumlar su sekilde siralanabilir [29].

e Boliiciiliik Etkisi

¢ Difiizyonel Kisitlama

¢ Konformasyonel Degisiklik

e Sterik Engel

e Inaktivasyon

1.4.4. immobilize Enzimlerin Uygulama Alanlar

Immobilize enzimler, yeniden kullanilabilme gibi 6zelliklerden dolay1 bir¢ok alanda
kullanim imkani bulmustur. Immobilize enzimler endiistriyel, analitik ve tibbi

alanlarda kullanilmaktadir.

¢ Endiistriyel Uygulamalar: immobilize enzimler ve hiicreler; yiyecek, kimya ve
ila¢ sanayinde yeni yontemler i¢inde fazlasiyla kullanilmaktadir.

e Analitik Uygulamalar: Enzim immobilizasyonunda gelistirilen teknikler
yardimiyla, enzim elektrotlar ve yeni enzim tabanh analitik metotlar
gelistirilmektedir.

e Terapotik Uygulamalar: immobilize enzimler, metabolik hastaliklarda, viicutta

salgilanamayan enzimlerin viicuda verilmesinde kullanilir.

1.5. ENZIiM SENSORLERI

Pratik ve ticari uygulamalarda enzim elektrotlarinin istlinliigii goze ¢carpmaktadir. Bu
yiizden biyosensorlerde, biyokatalizor olarak  enzimler yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Binlerce enzim, canli sistemlerle ilgili hemen hemen her tiirlii

maddenin dogrudan ya da dolayl1 olarak analizinde kullanilabilir.

En genel anlamda bir enzim sensor; iletici, ince bir enzim tabakasi ve Olciim
sisteminden olusmaktadir. Diger biyosensorlerden farki, biyoaktif tabakada
biyomolekiil olarak enzimlerin kullanilmasidir [18,45]. Sekil 1.20’de enzim sensoriin

yapis1 gosterilmektedir.
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A: Analiz edilecek madde
B: immohilize enzim

I C: Dletici eleman
D: Olgiim sistemi

A—ee

Sekil 1.20. Enzimsensoriin genel sematik gosterimi.

1.6. BiYOSENSORLER

Biyosensorler, analizini yapmay1 hedefledigi analitin derisimindeki degisimi; tersinir,
siirekli, hizli ve dogrudan 6lgmek i¢in kullanilan analitik bir alettir. Biyosensor,
kimyasal ya da biyokimyasal reaksiyonlarin meydana geldigi duyarh bir mikro alana
optik, elektrik, termal veya kiitle transferini saglayacak parcanin baglanmasindan

olusur [18].

Biyosensorler, ‘biyomolekiil / biyoajan’ olarak adlandirilan reseptorler, fiziksel
dontistiiriiciiler ve fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere doniistiirebilen bir
cevirici sistemden olusurlar. Biyoreseptorlerde en ¢ok enzimler, dokular, mayalar,
antibadi/antijenler ve antikorlar kullanilir [57]. Transducer yani ileticiler, biyoalici
yardimiyla reseptorlerin biyolojik reaksiyonunu Olgiilebilir fiziksel bir sinyale
doniistiiren, yani bir enerjinin digerine doniisiimii saglayan cihazlardir. Sekil 1.21°de

biyosensorlerin yapisi ve caligma prensibi gosterilmistir.

I Biyosensdr |
| Srnek [ Biyoreseptar Transduser I | Elektronik || Veri lgleme
Enzimier
o O—= Antibadiler Elektrodiar
X Dﬁ Hikieik asitler Transistarlier
o0 o MikFearGanizmalar Te
- rrmistSrier
A B Dokular | - | mikrostektronik
0 Optik fiberler
o O Hileraler
O Flezoelekirik
LA O—= Yapuy biyvelajik Kristaller
reseptdrier

Sekil 1.21. Biyosensorlerin yapisi ve ¢aligma prensibi.
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1.7. INVERTAZ

Hidroliz enzimlerinin alt grubu olan karbohidrazlardan invertaz (B-fruktofuranosidaz,
E.C. 3.2.1.26), sikkrozun a-1,4-glikozidik baginin parcalanmasiylaes molar glukoz ve
fruktoza hidrolizini(Sekil 1.22) katalizleyen spesifik bir enzimdir [58].

CH,0H CH2O: CH,OH
H
H o qo M o CHOH | o H
A H  OH g | +
0 H OH
OH H
CHioH  OH OH H CH4oH  OH o o
W ; OH H
Siikroz Fruktoz Glukoz

Sekil 1.22. Siikrozun hidroliz reaksiyonu.

B-fruktofuranosidaz olduk¢a daginik sekilde bitki, hayvan ve mikroorganizmalar
icinde bulunur. Enzimin iki tipi vardir, B-fruktofuranosidaz ve a-glukosidaz (a-D-
glukositglukohidrolaz EC 3.2.1.20). Her ikisi de siikrozu hidroliz edebilir [35].
Invertaz genel olarak ekmek mayasi ve bira mayasindan elde edilir. Mayadan elde
edilen invertazin biri hiicre duvarina lokalize olmus dis, digeri ise sitoplazmik
membranin i¢inde bulunan ve dis invertaza gore daha kiiclik olan i¢ invertaz
enzimidir. Dis invertaz, enzimin hiicre dis ¢eperinden yaklasik olarak 500-1000A
uzakliktaki bolgede bulunur ve molekiil agirligi 270.000 Dalton’dur ve hemen hemen
mannozdan olusmustur. I¢ invertaz ise 135.000 Dalton’dur ve dis invertaza gore

daha az karbohidrat igerir [48].

Ekmek mayasindan elde edilen invertaz enziminin optimum pH’st 4.0-5.5
arasidadir ve bu deger ayn1 zamanda invertazin en kararli oldugu pH araligidir. Kati
haldeki invertaz 1siya oldukc¢a dayaniklidir. Enzimin optimum sicakligi, iginde
bulundugu seker ¢ozeltisinin konsantrasyonuna bagl olarak degisir. Ticari invertazin
diisiik siikroz konsantrasyonlarinda optimum sicakligi 55 °C iken, konsantre siikroz

¢ozeltilerinde optimum sicaklik 6570 °C olarak verilir [38].
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Enzim tarafindan katalizlenen reaksiyon,

Sikroz + H,O —_— Glukoz + Fruktoz

+66.5° +52.2° -93°

seklinde gosterilir. Hidroliz tepkimesi sonucunda olusan karigim, siikroz ¢ézeltisinin
optik cevirmesinden farkli bir optik ¢evirme gosterir. Bilesiklerin altindaki numaralar
spesifik optik cevirme acilaridir. Reaksiyon sonucunda olusan seker karigimina

invert seker, olaya ise inversiyon denir [35].

Invertaz genel olarak sekerleme endiistrisinde invert seker yapiminda veya invert
sekerden olusan surup yapiminda kullanilir. Elde edilen fruktozun siikroza gore daha
tatl olmasi ve yiiksek konsantrasyonlarda siikrozdan daha az kristallesmesi nedeniyle
fruktoz kullaninmu siikroza tercih edilir [41,59]. Invert seker onceleri geleneksel
olarak siikrozun asit hidroliziyle elde edilirken giiniimiizde bu islem enzimatik olarak
invertaz ile gerceklestirilir [48]. Invertazdan elde edilen invert seker karisimi, asit
hidroliziyle elde edilen invert seker karigimina gore renksiz oldugu i¢in bu durum
onemli bir ustiinlik saglar. Fakat asit hidrolizinin daha diisiik fiyatli oldugu

diistiniiliirse invertazin immobilize sekilde kullanimi daha verimli olacaktir [49,60].

Coziinebilir invertaz gida endiistrisinde recel, yapay bal, krema ve sivi sekerin
endiistriyel tiretiminde ve bira sanayinde kullanilmaktadir. Gida sanayinde invert
seker kullanildiginda, iiriiniin uzun siire taze ve yumusak kaldigi goriilmiistiir. Bu
nedenle gida endiistrisinde invertaz kullanimi her gecen giin artmaktadir [58-60].
Invert seker iiretiminde invertaz serbest olarak kullanilabildigi gibi immobilize olarak
da kullamlmaktadir. Invertaz enzimi kullamlarak yapilan biyosensor sistemleri cesitli
alanlarda kullanilabilmektedir. invertaz esash biyosensdrler ile agir metal iyonlarmin
tayini miimkiindiir. Bu sensor sistemi maya invertazinin agir metallerle 6zellikle Ag”,
Zn*?, Hg ** varhiginda ve diisiik iire konsantrasyonlarinda geri doniisiimlii olarak,
yiiksek iire konsantrasyonlarinda ise geri doniisiimsiiz olarak inhibe olmasi esasma

dayanir [39,61].
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Invertaz enziminin ¢alismasi icin muhtemel bir reaksiyon mekanizmasi Sekil 1.23’de
gosterilmistir. Asp—23, niikleofilik bir katilmayla siikrozdaki fritktoz molekiiliiyle bir
ara irtin olusturur. Siikkrozun glukoz kismi ise Glu—204’den bir proton koparip
glukoz olarak ayrilir. Daha sonra reaksiyona su molekiiliiniin niikleofilik katilmasiyla

frikktoz invertaz enziminden ayrilir.
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Sekil 1.23. Maya invertazi i¢in katalitik mekanizma [62].

Immobilize invertazinticari kullammimin az olmasina ragmen, siikroz surubun yiiksek
oranda hazirlanmasinda, endiistriyel maliyeti azaltmada ve yeniden kullanim
ozellikleri sayesinde tercih edilir. Bunlarin yaninda immobilizasyonda miikemmel
calisma kararliligi gostermesi, diger enzimlere gére daha kolay elde edilebilmesi,
ucuz olmas1 ve cesitli tasiyicilara immobilize edilebilmesi sebebiyle, deneysel

calismalarda model enzim olarak yaygin olarak kullanilmaktadir [46,48,63].
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BOLUM 2

DENEYSEL CALISMALAR

2.1. KULLANILAN REAKTIFLER

Invertaz (B-fruktofuranosidaz) (EC 3.2.1.26) Sigma’dan temin edildi. Pirol (Merck)
kullanilmadan 6nce saflastirildi ve 4°C’de saklandi. Sodyum dodesilsiilfat (SDS)
Aldrich’den alindi.

Nelson reaktifinin hazirlanmasinda, sodyum karbonat (Aldrich), sodyum potasyum
tartarat (Merck), sodyum bikarbonat (Merck), sodyum siilfat (Sigma-Aldrich), bakir
siilfat penta hidrat (Sigma) ve arsenomolibdat reaktifinin hazirlanmasinda, amonyum
heptamolibdat tetrahidrat (Sigma), sodyum hidrojen arsenat (Panreac) kullanildi.
Sitikroz Sigma’dan satin alindi ve asetat tamponun hazirlanmasinda, sodyum asetat

(Sigma) ve asetik asit (Carlo Erba) kullanildi.

2.1.1. Nelson Reaktifinin Hazirlanmasi

Nelson reaktifi A’nin hazirlanisi: 25 g susuz Na,COs;, 25 g sodyum potasyum
tartarat, 20 g NaHCO; ve 200 g susuz Na,SO4, 700 mL distile suda ¢oziiliir ve 1000
mL’ye seyreltilir. Nelson reaktifi B’nin hazirlanisi:15 g CuSQO,, 100 mL distile suda
¢oziiliir ve iizerine konsantre H,SO, damlatilir. Aktivite dl¢iimlerinden once reaktif

A ve B kangtirithir [25/1 , (*/,)]. Bu ¢6zelti enzim aktivite tayininde kullanilir.
2.1.2. Arsenomolibdat Reaktifinin Hazirlanmasi
25 g amonyum heptamolibdat tetrahidrat [(NH4)sMo070,4.4H,0], 450 mL distile suda

¢oOziilir ve tizerine 21 mL konsantre siilfiirik asit eklenir. 3 g sodyum arsenat

dibazik—7-hidrat [Na,HAsO4.7H,0], 25 mL distile suda c¢oziilir ve bu c¢ozelti
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molibdat c¢ozeltisine eklenir. Elde edilen ¢ozelti 24-48 saat 37 °C de karanlikta

saklanir ve enzim aktivite tayininde kullanilir.

2.2. KULLANILAN CIHAZLAR

2.2.1.Potansiyostat

PalmSens Electrochemical Biosensor Interface (Palm Instruments BV) iletken DAD
polimerlerin potansiyodinamik sentezi icin kullanildi. Polimerlerin sentezi, {i¢
elektrotlu bir hiicrede, monomer, elektrolit ve tampon iceren ¢ozeltiye calisma (Pt)
ve kars1 (Pt) elektrotlar yerlestirilerek yapildi. Hiicrede Ag tel referans elektrot olarak
kullanildi.

2.2.2.UV - VIS Spektrofotometre

Immobilize enzim aktivitesini tayinetmek amaciyla Shimadzu UV-1700 model
spektrofotometre kullanildi. Biyodoniisiimden sonra olusan driinlerin Nelson
yontemi ile renkli kompleksleri olusturularak 540 nm’de absorbanslart ol¢iildii ve

enzim aktiviteleri bu yontemle belirlendi.

2.3. YONTEM

2.3.1.DAD Yapih Monomerlerin Sentezi

[Ik asamada benzotiyadiazol akseptér grubuyla, HBr/Br, karisimi kullamilarak
brominasyon reaksiyonu gerceklestirilir ve akseptdr grubunun 4 ile 7 konumundan
bromlanmast saglanir. Donér grubu olarak kullamlacak olan Ar; (3,4-
etilendioksitiyofen, EDOT) veya Ar; (tiyofen, Th), n-BuLi varliinda SnBu;Cl ile
reaksiyona girer ve Ar-SnBuj olusur. Son olarak bromlu benzotiyadiazol ile Ar-
SnBus, Pd(PPh;3),Cl, katalizorliigiinde Stille Coupling reaksiyonu ile birbirine

baglanir ve monomerler asagida belirtilen tabloya gore sentezlenmis olur [64].
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Sekil 2.2. M, M, ve M3 monomerlerinin yapilari.
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2.3.2. Oksidatif Elektropolimerizasyon

Elektrokimyasal polimerizasyon asetonitril (ACN) ve diklorometan (DCM)
karistminda (95:5, */y), 0.1 M tetrabiitilamonyum hekzaflorofosfat (TBAPF) ve 0.01
M monomer varliginda 50 mV s tarama degeri kullamilarak ti¢ elektrotlu hiicrede
gerceklestirildi. M; ve M3 monomerleri -0.3 V ve 1.5 V araliginda potansiyodinamik
olarak polimerlestirildi. M, monomerinin polimerizasyonu ise -0.3 V ve 1.3 V
araliginda yapildi. Kopolimer 1:1 sentezi ise M; ve M, monomerlerinin 5x10~ M
derisiminde alinmasiyla, -0.3V-1.5Vpotansiyelaralifinda potan-siyodinamik olarak
yapild1 [64]. Polimerizasyon sonrasi elde edilen filmler elektrolit anyonlarin ve

ortamda kalan monomerlerin uzaklastirilmasi icin ACN ile yikandi.

SN
\ /

P,

P,

P;

Kopolimer
(M;+M)

Sekil 2.3. Py, P, P; ve Kopolimer yapilari.
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2.3.3.Farklh Film Kalinliklarimin Elde Edilisi

Boliim 2.3.2°de anlatildigi gibi elektropolimerizasyon icin M;, M,, M3 ve kopolimer
¢Ozeltisi hazirlandi. Verilen potansiyel araliklarinda 10, 20, 30 ve 40 tarama
sayisinda polimerler olusturuldu ve film kalinliklarinin enzim aktivitesine etkisi

incelendi.

2.3.4.Invertaz Immobilizasyonu

Invertazin immobilizasyonu polimer kapli ve bos Pt elektrot iizerine piroliin
potansiyodinamik polimerizasyonuyla yapildi. Enzim molekiillerinin
immobilizasyonu, piroliin polimerizasyonu sirasinda enzim molekiillerinin elektrot
yiizeyine go¢ edenpirol ve destek elektrolit tarafindan elektrot yiizeyine tasinmasiyla
gerceklestirildi. Elektroliz ¢6zeltisi0.05 M asetat tamponu (pH 5.0) icinde 0.6 mg
mL" invertaz, destek elektrolit olarak 0.6 mg mL™ sodyum dodesilsiilfat (SDS) ve
0.07 M pirolden hazirlandi [65]. -0.3 V ve 1.5 V arasinda 50 mV s™ tarama degeriyle
20 tarama yapildi. Bu islemden sonra her bir enzim elektrot, kalan destek elektrolitin
ve bag yapmayan enzimlerin uzaklastirilmasi i¢in distile su ile birka¢ kez yikandi.

Kullanilmadig1 zaman 4°C’de asetat tamponunda saklandi.

2.3.5. Enzim Aktivitesi Tayini

Immobilize invertazin aktivitesi, her bir matris icin Nelson [66] metoduyla belirlendi.
Siikroz c¢ozeltisinin farkli konsantrasyonlar (pH 5.0 asetat tamponunda), 25 °C’de 10
dakika su banyosunda bekletildi. Daha sonra enzim elektrodu, spesifik reaksiyon
siiresi (2, 4 ve 6 dakika) icin 4 mL siikroz ¢ozeltisinin icine daldirildi. Elektrot
cikarildiktan sonra, ¢ozeltiden 1 mL almip iizerine reaksiyonu sonlandirmak icin 1
mL Nelson reaktifi eklendi. Tiipler, 20 dakika i¢in kaynar su banyosuna kondu ve
ardindan oda sicakligia sogutuldu. Tiiplere 1 mL arsenomolibdat reaktifi ve 1 mL
distile su sirayla eklenip karistirildi. Karistirdiktan sonra, absorbanslar, 540 nm’de
olciildii ve her bir konsantrasyon igin enzim aktivitesi tayin edildi. Immobilize enzim

elektrotlar, kullanilmadigi zaman 4 °C’de asetat tamponunda saklandi. Invertaz
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aktivitesi birimi, pH 5.0’da ve 25 °C’de, siikrozdan, dakikada 1 pmol glukoz elde

etmek icin gerekli enzim miktaridir.

2.3.6.Kinetik Parametrelerin Tayini

Enzimatik reaksiyonun maksimum hizi (V,,x) ve Michaelis-Menten sabiti (K,), her
bir elektrot i¢in Michaelis-Menten metoduyla tayin edildi. Enzim aktivite
calismalarinda, substratin (siikroz) farkli konsantrasyonlari icin invertaz aktivitesi
bulundu. Siikroz konsantrasyonu, enzimin doydugu noktaya kadar artirildi ve
maksimum enzim aktivitesine ulasildi. Daha sonra Lineweaver-Burk grafiginden

yararlanilarak V.« ve Ky, tayin edildi [34,40].

2.3.7.Optimum Sicaklik ve pH

Sicaklik optimizasyonu ig¢in, substrat konsantrasyonu 10 Kpalindi. pH 5.0 asetat
tamponunda sabit tutularak, su banyosu sicakligi 0 °C ve 80 °C arasinda degistirildi.
Optimum pH, sabit sicaklikta (25 °C ) ve substrat konsantrasyonunda (10 K,), pH
2.0 ve 12.0 arasinda degistirilerek belirlendi. invertaz aktivitesi deneyi ile aym

prosediir uygulandi.

2.3.8.Calisma Kararhlig ve Raf Omrii

Filmlerdeki immobilize enzimlerin ¢alisma kararliligi deneyleri, pH 5.0 ve 25 °C’de
ayni giin icinde 40 aktivite Olclimil yapilarak belirlendi. Sensorlerin raf omrii ise,
aktivite Ol¢limiiniin ilk 5 giin ve ardindan her 3 giinde bir, 40 giinliikk periyot
siiresince alinmasiyla yapilmistir. Elektrotlar, kullanilmadigi zamanlarda 4 °C’de

asetat tamponunda (50 mM, pH 5.0) sakland.
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BOLUM 3
DENEYSEL SONUCLAR
3.1. IMMOBILIZE ENZIMIN KINETiK PARAMETRELERI
Immobilize enzimin kinetik parametreleri, Michaelis-Menten sabiti (K,) ve
maksimum reaksiyon hizi (Vpax), sabit pH ve sabit sicaklikta farkli substrat
konsantrasyonlarinda belirlenmistir (Cizelge 3.1). Invertaz enziminin Kinetik
parametreleri (K;, ve V) icin Lineweaver-Burk yontemi kullanilmistir [40].

Immobilize invertazin K, ve Viax degerleri Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Immobilize ve serbest invertazin kinetik parametreleri [67].

Via(umol dak™) | Kpn(mM)
Serbest Invertaz 82.3 24.3
PPy 0.77 333
P,/PPy Kompozit 0.85 22.6
P,/PPy Kompozit 0.96 31.8
P5/PPy Kompozit 0.95 22.7
Kopolimer (1:1)/PPy Kompozit 0.83 12.1

Cizelge 3.1. incelendiginde, immobilize invertazin K, degerleri bize enzimin
subsrata olan ilgisinin serbest invertaza gore daha diisiik oldugunu gosterir. Fakat bu
durum beklenen bir sonugtur. K, degerinde ki bu artis enzimin substrata olan
ilgisinin azaldigin1 ve substratin enzime ulasiminin konformasyonel degisimler
sonucunda engellendigini gosterir. Bu durum substrat ve enzim arasindaki
elektrostatik etkilesimden ve i¢ kiitle transfer direnci artis1 gibi difiizyonel etkilerden

kaynaklanir.
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Sekil 3.1. P; ve Kopolimer i¢cin Michaelis-Menten grafigi.

Immobilize enzimlerin afinite degerleri kendi iginde karsilastirildiginda polipiroliin

afinite degerinin en diisiik oldugu goriiliir.

P3/PPy kompozit icindeki immobilize invertazin maksimum aktivitesi ve afinitesi,
P,/PPy ve P,/PPy arasinda cikmustir. P3/PPy’e tiirdes yapida olmasi beklenen
kopolimerin enzim aktivitesi ise P3/PPy’den daha diisiik gozlenmistir. Enzim-substrat
kompleksi olusumu, iletken polimerdeki gozenekli yapinin substrat gecisini
engellemesi nedeniyle zordur. Dolayisiyla K, degerlerinde ki bu farklilik herbir

polimerin gozenek biiyiikliigliniin farkli olmasindan kaynaklanabilir. Serbest enzime

47



gore Vnax degerlerinde ki diisiis ise substratin difiizyonunun kisitlanmasi nedeniyle
enzime ulasamamasindan kaynaklanmig olabilir. Ayrica bu durum, olusan iiriiniin

gozenekli yapi sebebiyle ortama ulasamamasindan kaynaklanmis olabilir [7,44].

3.2. POLIMER KALINLIGININ ENZIiM AKTIVITESINE ETKIiSi

Py, P, P; ve kopolimer i¢in yapilan tarama sayisi optimizasyonunun sonuglari
asagidaki grafiklerde goriilmektedir. Tim matrisler i¢in elde edilen en yiiksek enzim

aktivitesi 20 tarama ile elde edilen polimer kalinliginda goriilmiistir ve tim

uygulamalarda 20 tarama sayis1 kullanilmistir (Sekil 3.2).

(a) (b)

,* P
100 * *— P 100 * 2
80 / 80 \
@ * [}
2 60 2 60+ —
Ed 2
> | > i
g 40 *\* = 40 Y
20+ 20
0 T T T T T T T 0 T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40 10 15 20 25 30 35 40
Tarama Sayisi Tarama Sayisi
(c) (d)
P 1004 —k— Kopolimer
1004 *\ o ) e P
80 *. 801 \
Q Q
E N \ § 60 - * *
< * | 2
2 40 2 40+
o X o
20 1 20 -
0 T T T T T T T 0 T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40 10 15 20 25 30 35 40
Tarama Sayisi Tarama Sayisi

Sekil 3.2. Tarama sayisinin enzim aktivitesine etkisi a) Py, b) Py, ¢) P53 d) kopolimer.
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3.3. ENZIM AKTIiVITESINE pH’ NIN ETKIiSi

Ortam pH’sindaki degisimler enzimin yapisiin bozulmasina ve enzimin

denatiirasyonuna neden olabilir. Bunu engellemek i¢in tampon c¢ozelti kullanilmalhidir

[45].

Immobilize invertazin pH degisimine kars:1 aktivitesi incelenmistir. Daha onceden
yapilan caligmada serbest ve polipirol-immobilize invertazin optimum pH’sisirasiyla
4.6 ve 5.0 olarak belirlenmistir [54,67]. Bu calismada ise herbir kompozit polimer-
immobilize invertaz elektrodu i¢in optimum pH, 5.0 olarak belirlendi (Sekil 3.3).
Serbest invertaza gore immobilize invertazin pH’simin bazik alana kaydigi
gbzlenmistir. Bu degisim destek matrisin yapisindan olabilecegi gibi immobilizasyon
metodu sonucu enzim molekiillerinin

konformasyonel degisiminden de

kaynaklanabilir. Ayrica asidik yapida ki enzimin mikrocevresinin pH’sinin Slgiim

alian noktanin pH’sindan farkli olmasindan kaynaklanmis olabilir.
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Sekil 3.3. pH’ ninimmobilize invertazin aktivitesi tizerinde etkisi a) Py, b) P,, ¢) P3 d)

kopolimer.
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3.4. ENZIM AKTIiVITESINE SICAKLIGIN ETKiSi

P/PPy kompozit polimer matrisine immobilize edilmis enzim elektrotlarin sicaklik

degisimine kars1 davranisi incelendi. Sicaklik degisiminin enzim aktivitesine etkisi

Sekil 3.4°de verilmistir. Immobilize enzimin maksimum aktivitesi 30 °C ve 50 °C

arasinda gozlenmektedir. Serbest invertaz icin ise daha dnceden yapilan calismalarda

optimum sicaklik 50 °C olarak belirtilmistir [8]. Kompozit matris kararlilik

bakimindan optimum sicaklikta bir farka neden olmamistir. Py, P>, P3 ve kopolimer

kompozitleri sicaklik degisimine karst aym davramigi gostermiglerdir. Optimum

sicakligin serbest invertaza gore degisimi hapsetme metoduyla enzimde olusabilecek

fiziksel degisimlerden kaynaklanmis olabilir.
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Sekil 3.4. Sicakligin immobilize invertazin aktivitesi iizerinde etkisi a) Py, b) P,, ¢) P3

d) kopolimer.
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Biitiin kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi enzimatik reaksiyonlarda da sicaklik
arttikca tepkime hizi artar. Ancak belli bir sicaklik degerinden sonra enzim yapisinda
meydana gelen denatiirasyon nedeniyle aktivite diisiisii gozlenir. Sicaklik arttikca
enzim molekiillerinin Once tersiyer yapisi, daha sonra sekonder yapisi (alfa sarmal
yap1) bozulur. Bu nedenle enzimin aktif merkezi etkilenir ve enzim aktifligini yitirir
[61]. Sekilde goriildiigii gibi polimer matris i¢indeki invertazin aktivitesi sicaklik
arttikca azalmaya basladi ve 80 °C’de enzim denatiire oldu. Invertaz enzimi icin
yapilan optimum sicaklik calismasi literatiirdeki ¢alismalarla paralellik icindedir

[65,67,68].

3.5. ENZIM ELEKTROTLARININ CALISMA KARARLILIGI VE RAF
OMRU

Aym giin icinde ardi ardina yapilan 40 Olciimle enzim elektrotlarinin calisma

kararlilig, 25 °C’de, pH 5.0’te ve 10K, siikroz konsantrasyonunda belirlendi.

Invertazin immobilizasyonuyla hazirlanan P/PPy kompozit elektrotlarinin enzim
aktivitelerine ardarda alinan 40 dl¢iimle bakildigindadalgalanmalar gézlensede enzim
elektrotlar1 kararliligini siirdiirmiistiir (Sekil 3.5). immobilize enzim ¢oklu kullanim
saglarken, serbest enzim herhangi bir denatiirasyon olmaksizin bir kez kullanilabilir

[63].

Enzim elektrotlarininne siirede aktivitelerini kaybettiklerini belirlemek amaciyla 40
giinliik periyot siiresinde, ii¢ giinde bir olmak kosuluyla aktivite tayini yapilmistir. P,
ve P, enzim elektrotlart baslangi¢c aktivitelerinin % 40’1 kaybederken, benzer
yapidaki P; ve kopolimer elektrotlar1 baglangi¢ aktivitelerinin % 20’sini kaybetmistir
(Sekil 3.6). Enzim aktivitelerinde ilk 5 giindeki ani diisiis enzimin desorpsiyonundan,
immobilizasyon sirasinda olabilecek yapisal degisimlerden veya destek materyalin
astmimindan kaynaklanmig olabilir. Serbest enzimin aktivitesinin tamamint 8 giin
icinde kaybettigi onceki calismalardan bilinmektedir [63]. Aktivitedeki bu azalig
zamana bagli dogal bir kayiptir ve immobilizasyon sayesinde ©nemli Olgiide

engellenmistir.
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Sekil 3.5 Invertaz elektrotlarinin caligsma kararlilig1 a) Py, b) P,, ¢) P; d) kopolimer.
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BOLUM 4

SONUC

Dort farkli DAD tipi iletken polimerle enzim sensorii hazirland1 ve aktiviteleri
karsilastirildi. Optimum sicaklik, pH degerleri belirlendi. Calisma kararlilign ve
raf 6mrii tayinleri yapildi.

P; enzim elektrodu P, ve P, enzim elektrotlar1 arasinda bir aktivite gosterdi.
Homopolimer (P;) ve kopolimerin (M; ve M,) aktiviteleri karsilastirildiginda
homopolimerin aktivitesinin daha yiikksek oldugu gozlendi. Kopolimerenzim
elektrodu ise, homopolimer enzim elektrodundan daha yiiksek afinite gosterdi.
Invertaz enzimi DAD tipi polimerlere bagarili bir sekilde immobilize edilerek

sensorleri hazirlanda.
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