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Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Hiiseyin Bekir YILDIZ
Aralik — 2013, 56 sayfa

PEO olarak kodlanan tiyofen sonlu poli(etilen oksit) ve 3-metiltiyenil metakrilat ve p-
vinilbenziloksi poly (etilen oksit) birimleri iceren ve CP olarak kodlanan kopolimerin
sabit potensiyel altinda yapilan elektroliz yardimiyla su-sodyum dodesil siilfat (SDS),
su-paratoluen siilfonik asit (PTSA) ve asetonitril  (AN)-tetrabiitilamonyum
tetrafloroborat (TBAFB) solvent-elektrolit ¢iftleri kullanilarak PEO ve CP’nin pirol
(Py) ile kopolimerleri sentezlendi. CP ve PEO’nun pirol kullanilarak elde edilen
kopolimerleri invertaz enzimi ve mayahiicrelerinin tutuklamalar: i¢in kullanildi. Enzim
elektrotlarinin optimum pH ve sicakliklari, ¢alisma kararliliklart ve raf omirleri tayin
edildi. Bu enzim elektrotlarinin kinetik parametreleri de ayrica incelendi.

Anahtar Kelimeler: TIletken Polimerler, Elektrokimyasal Polimerlesme, Enzim
Tutuklamast, Invertaz Enzimi, Maya Hiicresi



ABSTRACT

Ms Thesis

IMMOBILIZATION OF YEAST CELLS AND INVERTASE IN
POLY(ETHYLENEOXIDE) ELEKTRODES

Omer Secgin

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hiiseyin Bekir YILDIZ
December, 2013, 56 pages

Graft copolymerization of Thiophene ended poly(ethylene oxide) (PEO) and random
copolymer (CP) of 3-methylthienyl methacrylate and p-vinylbenzyloxy poly
(ethyleneoxide) CP and PEO with pyrrole (Py) were achieved in H,O - sodium
dodecylsulfate (SDS), H,O - p-toluenesulphonic acid (PTSA) and acetonitrile (AN) -
tetrabutylammonium tetrafluoroborate (TBAFB) solvent electrolyte couples via
constant potential electrolyses. Immobilizations of yeast cells and invertase enzyme
were performed in the matrices obtained via copolymerization of PEO and CP with
pyrrole. Immobilization was carried out via entrapment of enzyme in matrices during
the polymerization of pyrrole. Temperature optimization, operational stability and shelf-
life of the enzyme electrodes were investigated. Maximum reaction rate (Vmax) and
Michaelis-Menten constant (Km) were determined.

Keywords: Conductive Polymers, Electrochemical Polymerization, Enzyme Immobili-
zation, Invertase Enzym, Yeast Cell
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1. GIRIS

Bir reaksiyonu hizlandiran ve reaksiyondan degisiklige ugramadan ¢ikan maddeye "katalizor"
denir. Enzimler katalizor olmalarina ragmen bazi yonleriyle anorganik katalizérlerden
ayrilirlar. Anorganik katalizorler ¢ok cesitli reaksiyonlar1 katalizledikleri halde, enzimler
ancak belirli maddeler iizerine 6zel etki gosterirler. Anorganik katalizorler katalizledikleri
reaksiyon tarafindan degistirilmezler ve reaksiyonun sonunda kantitatif olarak az veya ¢ok
tahrip olurlar. Bunun i¢in de viicutta siirekli sentezlenmeleri gerekir.

Enzimler kimyasal tepkimelere katildiklarinda birgok olgiilebilir reaksiyon iriinii (proton,
elektron, 1s1k ve 1s1 gibi) meydana getirdiklerinden, anilabilecek olan immobilize enzim
elektrot olusturmak, bunu bir iletken as1 kopolimerini sentezleyip matris olarak kullanimiyla
cesitli enzimlerinin (Invertaz, Glikoz v.b.) bu matriste tutuklanmalar1 ve bunlarin enzim
aktivitelerinin ve raf Omiirlerinin belirlenmesinin 6nemi agik¢a goriilmektedir.

PEO olarak kodlanan tiyofen sonlu poli(etilen oksit) ve 3-metiltiyenil metakrilat ve p-
vinilbenziloksi poly (etilen oksit) birimleri igeren ve CP olarak kodlanan kopolimerin sabit
potensiyel altinda yapilan elektroliz yardimiyla su-sodyum dodesil siilfat (SDS), su-
paratoluen siilfonik asit (PTSA) ve asetonitril (AN)-tetrabiitilamonyum tetrafloroborat
(TBAFB) solvent-elektrolit ¢iftleri kullanilarak PEO ve CP’nin pirol (Py) ile
kopolimerleri sentezlendi. CP ve PEO’nun pirol kullanilarak elde edilen kopolimerleri glukoz
oksidaz tutuklamalari igin kullanildi.

Bu ¢alismada ekmek mayasi ve invertaz tiyofensonlu poli (etilenoksit) / Polipirol (PEO-co-
PPy) ve 3-metiltiyenil metakrilat-co-p-vinil benziloksi poli (etilenoksit) / polipirol (CP-co-
PPy) matrisleri icerisine immobilize edilmistir. poli(vinil alkol) ve pirol'den olusan
kopolimer matris olarak kullanilarak invertaz enzimleri elektrokimyasal yontemle tutukland.
Kinetik parametreleri Vimax (maksimum reaksiyon hizi) ve Km (substrat ilgisi) hem sertbest
hemde immobilize enzimler i¢in belirlendi.Enzim elektrotlarinin optimum pH ve sicakliklari,
calisma kararliliklart ve raf omiirleri tayin edildi. Bu enzim elektrotlarinin Kinetik

parametreleri de ayrica incelendi



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Tletken Polimerlerin Tarihcesi

Iletken polimerler alaninda yapilan ilk arastirma, poliasetilen (PAc) iizerine yapilmistir. PAc
siyah toz halinde, iletken olmayan bir polimerdir. Hideki Shirakawa, 1974 yilinda Zigler-
Natta katalizorii kullanarak yeterince iletken olmayan gimiis renginde PAc filmler
hazirlamistir. Ardindan, 1977 yilinda, Hideki Shirakawa, Alan J. Heeger ve Alan G.
MacDiarmid c¢alismayr daha da ilerleterek bu filmlerin iyot, klor ve flor buharinda
yiikseltgendiginde, iletkenligin 109 kat arttigin1 ve dolayisiyla, poliasetilenin neredeyse bir
metal gibi iletken olabilecegini gostermislerdir. Boylece, polimerlerin genelde yalitkan
olduklar1 yorumu bu kesifle degismis ve Shirakawa, Hegeer ve MacDiarmid bu buluslarindan
dolay1 2000 yili Kimya Nobel Odiilii’nii almislardir (Freund ve Deore 2007; Chiang ve ark.
1977; Shirakawa ve ark. 1977; Shirakawa 2001; Heeger 2001; MacDiarmid 2001).

Diger taraftan, elektriksel iletkenlik gdsteren iletken polimerlerin kesfi icin MacDiarmid ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan caligmalar sonucunda, 1973 yilinda inorganik iletken bir
polimer olan poli(siilfiir nitriir) (SN)x sentezlenmistir. (SN)x oldukca yiiksek iletkenlige
sahiptir ve oda sicakligindaki iletkenligi (~103 S/cm) bakirin iletkenligine (~105 S/cm) ¢ok
yakindir (Walatka ve ark. 1973). Son yillarda, poliasetilenden daha iyi o6zelliklere sahip
olmalar1 umulan yeni iletken polimerler sentezlenmistir (Sekil 2.1). Giintimiizde oldukga ilgi
ceken bu yeni iletken polimerler sinifini, polianilinler (PAni), politiyofenler (PTh),
polifuranlar (PFu), polipiroller (PPy), poli(p-fenilen)ler (PPP), poli(p-fenilen vinilen)ler
(PPV) gibi polimerler olusturmaktadir (Freund ve Deore 2007). Ozellikle ilging &zellikler
sergileyen ve elektrokromik cihazlarin yapiminda kullanilan 3,4-etilendioksitiyofenin
(EDOT) kesfedilmesiyle bu alandaki calismalar biiylik ivme kazanmis ve pek ¢ok yeni
caligma literatiire kazandirilmistir. Bu baglamda, farkli fonksiyonel gruplar igeren yeni
monomerlerin sentezi, polimerlerinin hazirlanmast ve ¢esitli teknolojik uygulamalarda

kullanilmas ile ilgili ¢alismalar yogun bir sekilde devam etmektedir.

2.2. iletken Polimerler

Polimerler ¢ok sayida monomerin kovalent baglarla birbirine baglanarak olusturdugu iri

molekiillerdir (Sagak, 2006). Polimerler genel olarak yalitkan maddeler olarak diisiiniilmiis ve



elektrigi iletmeleri istenmeyen bir durum olarak kabul edilmistir (Stokheim, 1986).
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Sekil 2.1. Bilinen bazi iletken polimerlerin kimyasal yapilart. (1) poliasetilen (PAC), (2)
polipirol (PPy), (3) politiyofen (PTh), (4) poli(3,4-etilendioksitiyofen) (PEDOT), (5)
poli(pfenilen) (PPP), (6) poli(p-fenilen vinilen) (PPV), (7) polianilin (PAni), (8) polifluoren
(PF) ve (9) polikarbazol (PCz)

Iletken polimerler 1970%lerde kesfedildikten sonra elektriksel iletkenlige sahip polimerlere
karsi ilgi 6nemli Ol¢lide artmistir. Bilim ve teknoloji alanindaki hizli gelismelere bagli olarak
yeni malzeme arayislari, iletken polimerlerle ilgili ¢caligmalarin da hiz kazanmasina neden
olmustur. Bu c¢alismalarda; polimerik malzemeler veya bazi sentetik organik maddelere,
inorganik metal veya yar1 iletkenlerin Ozelliklerini kazandirmak amacli arastirmalar
yapilmaktadir. Daha da ileriye giderek, metaller ve yart iletkenlerde dogal olarak var olmayan
baz1 ozellikler, iletken polimerlere sentetik yoldan kazandirilmaya calisiimaktadir (Yildiz ve
ark., 1993).

Iletken polimerler, genellikle “sentetik metal” olarak bilinen konjuge sistemlerdir ve m-orbital
sistemine sahiptirler (Gerard ve ark., 2002). Polimerlerin elektronik iletkenlik gosterebilmesi
polimer oOrgiisiinde, elektronlarin zincir boyunca tasinmasini saglayan uygun yerlerin
bulunmasina baglidir. Bu kosulu ana zincirdeki konjuge ¢iftli baglar saglar (Sacak, 2006). Bu

nedenle iletken polimerler, diger polimerlerin sahip olmadig elektrik, elektronik, manyetik ve



optik Ozelliklere sahiptirler (Forster ve Vos, 1992).

Polimerleri yiiksek diizeyde iletken hale getirebilmek i¢in konjugasyonun yaninda polimerin
katkilanmas1 (doping) islemi de Onerilmektedir. Katkilama yoluyla konjuge ¢ift bagh
polimerlerin iletkenligi kimyasal ve elektrokimyasal yollarla degistirilebilmektedir (Yildiz ve
ark., 1993). Katkilama (doping) islemiyle polimer yapisina iletkenligi saglayacak olan
elektronlar verilir veya elektronlar alinarak polimer Orgilisiinde art1 yiiklii bosluklar
olusturulur. Iletken polimerlerde iletkenligin nasil saglandig1 ¢ok basit bir yaklasimla bu
bosluklar {izerinden agiklanabilir. Art1 yiiklii bir bosluga bagka bir yerden atlayan elektron,
geldigi yerde de art1 yiiklii bir bosluk olusturacaktir. Bu islemler ard arda zincir boyunca veya
zincirler arasinda yinelenerek elektrik iletilir (Sacak, 2006).

fletken polimerlerin iletkenliklerinin metal, yar1 iletken ve yalitkanlarla karsilastiriimasi
yapilmistir ve iletken polimerlerin iletkenliginin genis bir araliga yayildigi goriilmistiir.
Iletken polimerlerin, kolay islenmeleri, esneklikleri, estetik goriiniimleri, hafiflikleri ve
kimyasal agidan inert olmalar1 onlart Gstiin kilmaktadir. Metaller de elektriksel iletkenligi
yiiksek, tistiin mekaniksel Ozelliklere sahiptirler. Ancak metaller, polimerlerden daha
agirdirlar, pahalidirlar ve polimerler gibi kolayca sekillendirilemezler. Ayrica kolay
korozyona ugradiklari i¢in kullanimlar1 sinirlidir (Sagak, 2006).

Metallerin elektriksel iletkenlikleri ve mekaniksel ozelliklerini, polimerlerin ozellikleriyle
birlestirerek bir tek malzemede toplayabilmek her zaman ilgi ¢eken bir arastirma konusu
olmustur. Bu amagla yapilan ilk yaklasimlar polimerlerin uygun iletken maddelerle
karigimlarinin hazirlanmasina yoneliktir. Denenen yollardan birisi polimerlere metal tozlar
gibi pargaciklarin katilmasi ve iletkenligin polimer orgiisiine sokulan metal faz {izerinden
saglanmasi olmustur. Polimer igerisinde uygun bir tuz ¢6ziip iyonik iletkenlikten yararlanmak
bir baska yaklagimdir. Bu deginilen iki yaklasimda da polimerin kendisi yalitkanlik 6zelligini
koruyarak iletkenligi saglayan diger bir bilesen i¢in tasiyict faz islevi yapar. Bir polimerin
kendisinin dogrudan elektrigi elektronlar iizerinden iletilebilecegi ilk kez PA {izerinde yapilan

caligmalarla anlagilmistir (Sagak, 2006).

2.3. iletken Polimerlerin Yapisi

Iletken polimer kavrami, yapisinda bulunan elektronlarla yeterli diizeyde elektriksel
iletkenligi saglayabilen polimerler i¢in kullanilmaktadir. Polimerlerin elektriksel iletkenlik

gosterebilmesi icin, polimer oOrgiisiinde elektronlarin zincir boyunca tasinmasini saglayan



uygun yerlerin bulunmasi gerekir. Organik iletken polimerlerde bu kosulu, monomer
yapisinda ve zincir boyunca polimer iizerinde bulunan konjuge cift baglar saglamaktadir.
Bundan dolayi, monomerlerin polimer zincirinde korunabilecek aromatik veya konjuge
karbon-karbon ¢ift baglar1 igeren yapida olmalar1 gerektigi literatiirde verilmektedir (Berets
ve Smith 1968). Ancak, cogu zaman konjiigasyon yiiksek diizeyde iletkenlik icin tek basina

yeterli degildir. Konjuge ¢ift baglara sahip polimerlerin iletkenligi katkilama (doping veya
doplama) iglemiyle arttirilir. Katkilama isleminde polimer yapisina iletkenlik saglayacak olan
elektronlar verilerek yani, indirgenme ile polimer Orgiisiinde eksi yiikler olusturulur veya
polimer yapisindan elektronlar kopartilarak yiikseltgenme yoluyla art1 yiikler olusturulur.
Dolayisiyla konjuge ¢iftli baglar i¢ceren polimer zincirinde elektronik uyarma sonucunda, bir
elektronun art1 yiiklii bir bosluga veya merkeze gecmesiyle geldigi yerde de bir art1 yiiklii
bosluk olusacaktir. Bu sekildeki elektron hareketliligi ard arda zincir boyunca veya zincirler

arasinda yinelenerek elektrik iletilir.

2.4. iletken Polimerlerin Sentezi

Iletken polimerler, yaygin olarak kimyasal ve elektrokimyasal polimerizasyon yontemleri
kullanilarak sentezlenir. Diger taraftan, iletken polimerlerin sentezi i¢in fotokimyasal
polimerizasyon, metatez polimerizasyonu, plazma, piroliz ve kati-faz polimerizasyonu gibi
yontemler de kullanilmaktadir (Kumar ve Sharma 1998).

Iletken polimerleri sentezlemek igin belli basli dért metot kullamlmaktadir. Bunlar;
elektrokimyasal polimerizasyon, kimyasal polimerizasyon, piroliz ve katalitik polimerizasyon
teknikleridir. Bu polimerizasyon metotlarindan sik¢a kullanilanlar1 elektrokimyasal
polimerizasyon ve kimyasal polimerizasyondur.

Iletken polimerlerin sentezinde, baslangicta kullanilan monomerler sonugta olusan polimerin
yapisinda korunabilen tipik aromatik veya ¢oklu konjuge bag yapisina sahiptirler. Ornegin
asetilenin polimerizasyonu sonucu konjuge etilen birimleri igceren polietilen olugmaktadir.
Benzenin polimerizasyonunda ise birbirine kovalent bagli aromatik zincirli poli(p-fenilen)
olusur. Bu sekilde elde edilen iletken polimerlerin yapisinda = — konjugasyonunun uzatilmasi

¢ok 6nemlidir.



2.4.1. Elektrokimyasal polimerizasyon

Elektrokimyasal polimerizasyon, bir elektrot yilizeyinde yiirliyen reaksiyonlarda olusan
iirlinlerin baslattig1 polimerizasyon teknigi olarak tanimlanabilir. Bu yontemde, elektrot zincir
biliylimesini katalitik olarak baslatir.

Elektrokimyasal polimerizasyonda kullanilan baslatici, polimerizasyon ortamindaki
monomerin veya elektroliz ¢6zeltisinin yiikseltgenmis veya indirgenmis sekli olabilir.
Elektrokimyasal polimerizasyonda monomer, uygun bir ¢oziicii ve destek elektrolit ile birlikte
elektroliz hiicresine konularak elektroliz edildiginde elektrot ylizeyinde veya ¢ozeltide
polimer olusmaktadir. Elektroliz hiicresi genellikle calisma, karsit ve referans elektrottan
olusan ii¢ elektrotlu bir sistemdir (Lund ve Baizer 1991).

Elektrokimyasal yontemle polimerlestirme elektrot yiizeylerinde redoks aktif polimer filmleri
hazirlamak igin sik¢a kullanilir. Poliheterosikliklerin elektrokimyasal sentezi anodik

(ylikseltgeyici) ya da katodik (indirgeyici) yolla gergeklestirilebilir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Politiyofen i¢in elektrokimyasal sentetik yontem

Anodik elektrokimyasal yontemle hazirlanan polimerler genellikle diger kimyasal ve
elektrokimyasal yontemlerle karsilastirildiklarinda gelismis o6zellikler gosterirler. Anodik
elektropolimerizasyonun avantajlar1 asagidaki gibi siralanabilir (Roncali 1992; Chan ve Ng

1998).

1) Yiksek elektrokimyasal aktif ve iletken olan polimer filmi elektrot yilizeyinde kolayca
tiretilebilir.

il) Film inceligi, morfolojisi ve iletkenligi uygulanan potansiyel, polimerlestirme siiresi ve
elektrokimyasal potansiyel, tarama hiz1 yoluyla kolaylikla kontrol edilebilir.

iii) Polimerizasyon siirecini ve olusan iletken polimerin o6zelliklerini elektrokimyasal ve
spektroskopik teknikler kullanilarak reaksiyon ortaminda (in-situ olarak) arastirma imkant
saglar.

Coziiciinlin tiirli, elektrolit sistem, monomer derisimi, monomer se¢imi ve eclektrotlar,



elektrokimyasal polimerizasyon islemiyle elde edilen iletken polimerin 6zelliklerini 6nemli
olgtide etkilemektedir (Zotti 1997).

Elektrokimyasal polimerizasyonda ortamdaki iyonik iletkenligi garanti etmek i¢in, kullanilan
coziicii yiiksek dielektrik sabitine sahip olmali ve destek elektroliti ¢ok 1yi ¢ozmelidir. Ayn
zamanda, polimerin ylikseltgenmesi veya indirgenmesi i¢in gerekli olan potansiyellerde
¢oziicii elektroliz olmamalidir. Bu nedenle nitriller, yliksek dielektrik sabitine (=37
asetonitril i¢in) sahip olduklar1 ve hem yiikseltgenme hem de indirgenme i¢in genis potansiyel

aralig1 imkani sagladiklarindan dolay1 yaygin olarak tercih edilirler (Zotti 1997).

2.4.2. Kimyasal Polimerizasyon

Yiikseltgen kimyasal maddelerin kullanildigi, pahali ve olduk¢a yararli kimyasal
polimerizasyon yontemleri ile organik iletken polimerler hazirlanabilir.

Kimyasal polimerizasyon tekniginde, monomerik pargalar kondenzasyon yoluyla veya
yiikseltgenme-eslesme ile polimerlestirilir. Yiikseltgen eslesme, monomerin Friedel Crafts
reaksiyon kosullar1 altinda yiikseltgenmesi (oksidasyonu) ile gergeklesir. Bunun yani sira,
FeCl;, RuCl;, MoCls gibi Lewis asitleri de kimyasal polimerizasyonda kullanilir
(Koeckelberghs ve ark. 2007; Nicolas ve ark. 2007).

Monomerin uygun bir c¢oziiciideki ¢ozeltisi, bu yiikseltgen kimyasal maddelere maruz
birakildiginda, monomerin radikal katyonlar1 meydana gelir. Kimyasal olarak aktif olan bu
radikal katyonlar monomer molekiilleri ile reaksiyona girerek oligomerleri veya ¢éziinmeyen
polimerleri verir (Malinauskas 2001). Bu yontemle, siibstitiie heterosiklik ve diger aromatik
monomerlerin iyi ¢dzlinebilir polimerleri sentezlenebilir.

Metalik karakter tasiyan polimerlerin sentezi yaygin olarak iki kimyasal yoOntemle
gergeklestirilebilir: (McCullough 1998).

1) Monomerin demir (III) kloriir (FeCls) veya baska bir gecis metali varliginda
yiikseltgenmesi,

i) 2,5-Dihalotiyofenlerin katalitik Grignard eslesme reaksiyonlari.

Yiikseltgeme tepkimesi ¢ozeltideki yiikseltgen kimyasal madde araciligiyla saglanir. Tiyofen
ve pirol tiirevlerinin kimyasal polimerizasyonunda ylikseltgen madde olarak ¢ogunlukla FeCls
kullanilir.  Sekil 2.3’da piroliin FeCls kullanilarak yapilan kimyasal polimerizasyonu

gosterilmistir (Wallace ve ark. 2003).
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Sekil 2.3. Piroliin demir (III) kloriir ile kimyasal polimerizasyonu

fletken polimerlerin sentezi i¢in kimyasal yontemler, elektrot sinirlamasinin olmamas, diisiik
maliyet ve hiz gibi avantajlara sahiptir. Kimyasal yontemle polimerizasyonda, polimer notral
formundan daha sert (rijit) olan yiikseltgenmis formda olusur ve kuvvetli yiikseltgenme
reaktifleri kullanildigi i¢in polimerizasyon sirasinda fazla yiikseltgenme ve pargalanma
meydana gelebilir. Diger taraftan, kullanilan yiikseltgen maddelerin pahali reaktifler olmasi

da yontemin bir dezavantajidir.
2.4.3. Piroliz

Piroliz, iletken organik materyaller elde etmek igin bilinen en eski yontemdir. Bu yontemde
uzun bir aromatik yap1 olusturmak igin 1sitma ile polimerden halojen, oksijen ve azot gibi
hetero atomlar uzaklastirilir pirolizin bu safhasinda yapida meydana gelen kiigiik degismeler
karbon atomlar1 tizerinde zincir boyunca devam eder. Boylece tasiyici yiik hareketliligi artar
ve serbest radikalleri olusturarak yiik tasiyicilarin sayisin1 da arttirir. Isisal uyarma ile olusan
radikaller konjuge yapida stirekli olarak bulunurlar. Serbest radikaller katyonlar olusturmak
icin elektron verici veya anyonlar olusturmak igin elektron alici olarak etki edebilirler.
Polimer hidroliz iriinii, piroliz sartlarmi iceren kararl: polimerin dogasina ve sekline baglh

olarak bir film, toz veya lif seklinde olabilmektedir (Mac Diarmid ve ark. 1987)

2.4.4. Kondenzasyon Polimerizasyonu

Kondenzasyon polimerleri benzer veya farkli yapidaki poli-fonksiyonel monomerlerin,
genellikle kiigiik bir molekiil ¢ikararak reaksiyona girmesiyle elde edilir. Burada en énemli
kosul monomerlerin poli-fonksiyonel olusudur. OH, COOH, NH2, gibi fonksiyonel
gruplardan en az iki tane tasiyan monomerler esterlesme, amidlesme, vb. gibi
reaksiyonlarla, kiiciik molekiiller ¢ikararak, kondenzasyon polimerlerini olusturular.

Iletken polimerlerden poliparafenilen (PPP) kondenzasyon polimerizasyonu ile



sentezlenmistir. Bu tip polimerizasyonda polimer zincirinin tekrar eden biriminin molekiil
formili, polimerin olusumunda yer alan monomerde bulunan atomlardan yoksundur.
Elde edilen PPP’nin iletkenlik degeri 10* S/cm olarak olgiilmiistiir. Bu deger I, AsFs,
ShClg, IFs, SOsF gibi uygun dopantlar ile 10° S/cm arttirilmustir (Toptas, 2006).

2.4.5. Emiilsiyon

Emiilsiyon polimerizasyonunda birbiri ile karismayan iki faz s6z konusudur. Monomer fazi
dagitici faz iginde emiilsiyon halinde dagitilmistir. Cesitli emiilsiyon yapici maddeler
kullanilarak monomer fazi dagitma fazi iginde emiilsiyon halde kararli olarak tutulur.
Emiilsiyon polimerizasyonunda, emiilsiyon ortami1 olarak genellikle su kullanilir.
Monomer emiilsiyon yapici bir madde yardimi ile bu ortamda dagitilir. Polimerizasyon
baslaticis1 suda ¢6ziinen bir maddedir ve serbest radikalleri iiretir. Emilsiyon yapici aktif bir
madde olup, hidrofil ve hidrofob gruplar igerir. Monomerin az bir kismi misellerin igine
girer, biiyiik bir kismi ise monomer damlalari halinde dagilir. Polimerizasyon bir serbest
radikalin misel iginde difiizlenmesi ile baslar ve misel aktiftenmis olur. Damlaciklardan
difizyon yoluyla gegen monomer, polimer taneciklerini siirekli olarak besler. Polimer
tanecikleri biiyiirken monomer damlaciklari kiigiiliir. Polimerlesme %50-80 ilerlediginde
monomer damlaciklar: tiikenir. Geri kalan monomerlerin timii polimer tanecikleri iginde
bulunur. Genellikle %100 polimerlesmeye erisilir. Emiilsiyon polimerizasyonu yontemi ile
de iletken polimerler sentezlemek miimkiindiir (Osterholm ve ark. 1994). Bu yoéntemde
monomer, apolar veya zayif polar bir ¢oziicii ve asidik bir tuz, emiilsiyon olusturan
dedosilbenzensiilfonik asit (DBSA) gibi bir yiizey aktif madde ile es zamanl olarak
karistirllmakta, belli sicaklik ve siire sonunda viskoz bir emiilsiyon olusmaktadir. Bu
emiilsiyon da c¢oktiiriilerek saflastirilmakta ve bdoylece iletken olabilen polimerler elde

edilmektedir.

2.4.6. Gaz Faz1 Yontemi

Gaz fazi polimerizasyonunda, polimerizasyon reaksiyonlari genellikle fotokimyasal olarak
monomer buharinda baslatilir. Yiiksek mol kiitleli polimer ugucu olmadigindan biiyiimekte
olan polimer tanecikleri bir sis olusturur. Monomer molekiilleri, gaz fazindan

biiyiimekte olan tanecik igine difiizlenir. Bu yontemle, genellikle yalitkan bir polimer matrisi



ve bir yiikseltgen madde karistmina belli bir sicaklikta maruz birakilan monomer, buhar
fazinda polimerlestirilerek ¢oktiiriilmekte ve bu sekilde iletken polimer veya kompozitler

hazirlanmaktadir.

2.4.7. Ara-Yiizey Polimerizasyonu

Bu yontemde, iki fazli bir sistemin ara yiizeyinde iletken polimer sentezlenmektedir. Bir
tuzun sulu ¢ozeltisi ve bir asit ¢ozeltisinin karisitmindan olusan polar bir faz ile, monomer ve
benzen, toluen gibi ¢oziiciilerin karistiriimasiyla olusan apolar bir faz arasindaki ara yiizeyde
iletken polimer sentezlenmektedir (Genies ve ark. 1990).

2.5. iletken Polimerlerde iletkenlik

2.5.1. iletken Polimerlerde Elektronik iletkenlik

Elektrigi, elektronik yolla ileten poliasetilen, polianilin, polipirol gibi polimerlerde iletkenlik
mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Elektronik iletkenligin acgiklanmasina
yonelik kuramsal yaklasimlardan birisi band kuramidir. Birer elektronu bulunan benzer iki
atomun bir araya gelerek olusturdugu iki atomlu bir bilesigin (H2), bag yapmadan 6nceki ve
bag yaptiktan sonraki elektron diizeyleridir ~ (Batir, 2009). Polimerlerde delokalize
elektronlar tarafindan saglanan elektriksel iletkenlik metallerde ve yari iletken sistemlerde
oldugu gibi Band Teorisi ile agiklanir. Bu teoriye gore organik maddeler yiiksek enerjili
elektronlar ile iletkenlik bandi arasinda genis enerji araligina sahip delokalize elektronlara
sahiptirler ve bu nedenle yalitkandirlar (Kittel,

1986). Elektriksel iletkenligin olabilmesi igin elektronlarin serbestce hareket etmesi gerekir.
Bu da dolu ve bos bantlarin birbirine bitisik olmasi ile saglanabilir. Eger bir maddede
enerji bantlarindan biri elektronlarla tamamen dolu ve kendisinden sonra gelen bos enerji
bandi ile arasindaki enerji fark: biiyiik ise, madde yalitkandir. Metallerde ise bu enerji bandi
olmadigi icin elektronlar kolayca hareket edebilecek ve bdoylece iletkenlik saglanmis
olacaktir. Buna gore bazi polimerler, metallerle yalitkanlar arasi bir iletkenlige sahiptir. Bu
polimerlere iletken polimerler denir. Bir polimerin iletkenliginin biyiikligi, orgisiindeki
yiik tasiyicilarin sayist (n) ve bunlarin hareket yetenekleriyle (u) yakindan iligkilidir. Bu
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iliski, e elektron yiikiinii gostermek tizere, ¢ = n.u.e seklindedir. Art1 yiik tasiyicilarin
(katyon veya art1 yiikli bosluklar) bulundugu tuz ¢ozeltilerinde ve vyari iletkenlerde, arti
yik tasiyicilarin iletkenlige olan katkisi yukaridaki bagintiya eklenmelidir (Sagak, 2004).

2.5.2. Tletken Polimerlerde Tyonik fletkenlik

Baz1 polimer molekiilleri tuzlar i¢in kat1 ¢oziiciidiirler. Bu 6zellikten yararlanarak elektrigi
iyonik mekanizma iizerinden ileten polimerler hazirlanabilmektedir. Suda ¢oziinen NaCl'nin

elektrigi iletme mekanizmasina dayanarak bu tiir polimerlerdeki iyonik iletkenlik

+ - +
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Sekil 2.4. Sulu ¢ozeltideki NaCl tuzunun iyonik iletkenliginin polimerde ¢6ziinmiis bir tuzun

aciklanabilmektedir.

iyonik iletkenligi ile karsilastirilmasi, a) Sulu NaCl ¢ozeltisi, b) Polimerde ¢oziinmiis tuz

NaCl ¢ozeltisinde Na* ve CI iyonlarinin elektrik potansiyeli altinda zit elektrotlara gogti ile
elektrik iletilir (Sekil 2.2a). Ortamdaki ¢oziicii molekiillerin ¢dziinen iki iyonu solvatize
etme yetenegine bagl olarak iyonlarin birbirinden ayrilmas: kolaylasir. Genelde iyonik
iletkenlik gosteren polimerlerin yapisinda elektron verici bir grup bulunmaktadir. Polimerin
yapisinda yer alan bu gruplar tuzun katyonik bilesigi ile zayif baglar olustururlar. Boylece
polimer, tuzun her iki iyonunu veya birini solvatize eder ve iyonlarin ayrilmasini
kolaylastirir. Iyonlar birbirinden yeterince uzaklasmadigi siirece iyon cifti olarak kalmay:
tercih edeceklerinden yiik tasiyici olarak gorev yapmayacaklardir.

Ancak solvatizasyon ile iyonlar yeterince birbirinden ayrilsalar da uygun elektroda gog
etmek igin yeterli hareketlilige sahip degilseler, boyle bir sistem zayif iletkendir. Bu
nedenle polimerlerin yeterince esnek olmas: ve iyon gogiine izin verecek yeterli serbest
hacme sahip olmasi gerekir kisaca, polimerin camsi gecis sicakligi ve kristallik derecesi
diisiik olmalidir.

Polimerlerde iyonik iletkenligin mekanizmas: tam olarak aydinlatilmamis olmasina ragmen su

sekilde agiklama getirilebilir. Ortamda kullanilan elektrolitin anyon veya katyonlarinin her
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ikisi veya biri polimer zinciri tizerindeki gruplara zayif¢a baglanirsa, bu gruplar polimerin 1s1
etkisi ile yapacag: egilip biikiilme hareketi ile zincirler arasinda tasinacaklardir. Bu tasinma
polimer {izerindeki bir grubun bir baska polimer zincirindeki benzer gruba iyon
transferi seklindedir. Eger ortama elektriksel potansiyel uygulanirsa iyon difiizyonu tek yonde
olacaktir. Ornegin, katyon, bir polimer molekiiliinden digerine atlayarak katoda dogru gog
edecektir (Sekil 2.2b).

Burada iyon difiizlenmesine olanak saglayan serbest hacmin, iyon tasinmasindaki
onemi ortaya c¢ikmaktadir. Bu mekanizma, amorf polimerin, elektriksel iletkenligini
aciklamada ni¢in daha uygun oldugunu ve sicakligin yiikselmesiyle iletkenligin nigin

arttigini agiklamaktadir (Sahmetlioglu, 2004).

2.6. iletken Polimerlerde iletkenlik Teorisi

Poliasetilen, polianilin ve polipirol gibi konjuge polimerlerin optik absorpsiyon ¢alismalari
sonucunda, bu polimerlerin degerlik bandimi iletkenlik bandindan ayiran yasak enerji
araliginin yar iletkenlerde oldugu gibi 1,4-3 eV arasinda oldugu anlasilmistir. Bir yari
iletkende elektronun, degerlik bandindan iletkenlik bandina ¢ikmasi ile sistemin yapisi
degismez. Konjuge cift bag yapisina sahip polimerlerde ise elektronik uyarma, orgiiniin
relaksasyonuna neden olmaktadir. Polimerlerde iki tiir yapisal relaksasyon oldugu kabul
edilmektedir. Birincisi polimer zinciri boyunca olusan tek diize relaksasyon, ikincisi ise lokal
olarak yapisal deformasyona neden olan relaksasyondur. Bunlarin sonucunda polimer
zinciri  tzerinde serbest radikal (soliton) olarak isimlendirilen farkli spin yiik
konfigiirasyonuna sahip hata merkezleri olusturulabilmektedir. Sekil 2.3’de olusabilecek
hata tiirleri, poliasetilenin yapisi tizerinde iletkenlik teorilerinde kullanilan kat1 hal fizigi
terimleri (solda) ile kimyasal isimlendirmeler (sagda) birlikte verilerek gosterilmistir (Can,
2010).

Katkilama sonucu olusan solitonun enerji diizeyi, poliasetilenin yasak enerji araliginin
ortasinda yer alir. Poliasetilen ve diger konjuge polimerlerde katkilama ile polaronik
hatalar da olusur ve polaronun elektronik enerji diizeyleri yasak enerji araliginda
simetrik olarak, iletkenlik ve degerlik bandina yakin konumlarda bulunur. Katki maddesinin
fazla eklenmesi durumunda veya elektrokimyasal olarak katkilama miktarinin dolayisiyla
polaronlarin derisimi daha da artirilirsa, polaronlar kendi aralarinda -etkileserek

bipolaronlar1 olustururlar. Soliton tiirii hatalarin sadece zincir boyunca aktariminin miimkiin
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olmasina karsilik bipolaronik hatalarin bir zincir tizerinden digerine atlayabilecekleri
belirtilmistir. Sonu¢ olarak katkilama ile yasak enerji araligindaki enerji diizeylerine
yerlesen soliton, polaron ve bipolaron gibi yapilar polimerlere iletkenlik kazandirmaktadir
(Aydin, 2002).
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Sekil 2.5. Konjugasyon hatalarinin poliasetilen iizerinde gosterimi

2.6.1. Band Teorisi

Elektrigi, elektronik yolla ileten poliasetilen,  polianilin, polipirol gibi polimerlerde
iletkenlik mekanizmas: heniiz tam olarak aydinlatilamamustir. iletken polimerlerde
elektronik  iletkenlik  kuramsal yaklasimlardan biri  olan band  kurami ile
aciklanmaktadir. Birer elektronu bulunan benzer iki atomun bir araya gelerek olusturdugu iki

atomlu bir bilesigin (H2), bag yapmadan onceki ve bag yaptiktan sonraki elektron enerji

diizeyleri Sekil 2.4°de goriilmektedir.
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Sekil 2.6. Orta biiyiklikteki polimer molekiilinde bag ve anti bag orbitallerinin
olusumu (Sahmetlioglu, 2004).

Bag olusumu sirasinda iki yeni enerji diizeyi ortaya ¢ikar. Bunlar, iki elektronun bulundugu
bag enerji diizeyi (bag orbitali) ve bos olan antibag enerji diizeyidir (antibag orbitali). Bag
enerji diizeyindeki elektronlar, 1s1 veya 151k etkisiyle yeterli enerji alarak daha yiiksek enerjili
antibag enerji diizeyine ¢ikabilirler. Daha karmasik molekiiller (birden fazla elektronu olan
molekiiller) arasinda bag olusumu da ayni sekilde agiklanabilir. Molekiile her yeni atom
katilmasinda, molekiiliin elektronik yapisina yeni bir bag ve anti bag enerji diizeyi eklenir.
Bu durum, yine Sekil 2.4°de orta biiyiikliikte bir molekiil igin gosterilmistir.

Molekiil biyiikligi arttikga bag orbitallerinin sayis1 artar ve orbital enerji dizeyleri
arasindaki fark azalir. Bir noktada birbirinden net ayrilmis enerji diizeyleri yerine
stirekli goriinimdeki bir enerji band: olusur. Bu banda, bag band: veya valens bandi
denilir. Bag bandi igerisinde bulunan elektronlar kolayca vyerlerini degistirerek band
icerisinde hareket edebilirler.

Bag bandi olusumuna benzer sekilde sayilari sonsuza yaklasan antibag orbitalleri de baska
bir enerji bandi olusturur (iletkenlik bandi). Yiiksek mol kiitleli polimerlerde yiizlerce,
binlerce atom bulunacag: icin molekiil orbitallerinin sayis1 oldukca fazladir. Bag bandi ve
iletkenlik band1 arasindaki araliga band esigi veya band araligi, bu araligin gegilmesi igin
gerekli enerjiye ise band esik enerjisi adi verilir. Maddelerin yalitkan, yari iletken,
iletken seklinde elektriksel iletkenlikleri agisindan gruplandirilmasinda band esik

enerjisinin biyikligi 6nemlidir.
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Sekil 2.7. fletken (a), yar1 iletken (b) ve yalitkan (c) maddelerde band aralig

Elektriksel iletkenlikten, iletkenlik bandinda, bag bandinda veya bag esigindeki yeni bir
enerji dizeyinde bulunan ¢iftlesmemis elektronlar sorumludur. Bu tir serbest
elektronlar, sisteme uygulanan potansiyele bagli olarak uygun yonde hareket ederler. Bag
bandi enerji diizeyleri tamamen elektronlarca dolu oldugunda elektronlarin bir yone akimini
saglamak zordur. Boyle bir sistemde 1s1 veya 1sik uyarnisiyla serbest elektronlar
olusturulabilir. Yeterli enerjiye ulasan bag bandinmin en st diizeyindeki elektronlar, band
esigini gecerek iletkenlik bandinin en alt diizeyindeki enerji seviyesine vyerlesirler.
Yalitkanlarda bag esigi bu gegise izin vermeyecek kadar genistir. Geleneksel polimerlerin
cogu benzer davranis gosterdikleri igin yalitkandirlar. Yar: iletkenlerde band esik
uyarisi, yalitkanlardan daha kiigiiktir ve iletkenlikleri 10° - 10° S/cm araliginda
degisir. Bu diizeydeki elektriksel iletkenlik diisiik gibi goziikse de, yeterli elektrik akimi
saglayacak biuyiikliktedir. Ana zinciri tizerinde ardi ardina tek ve cift bag siralar1 iceren
konjtige polimerler yar1 iletkenlik gosterebilirler.

Yar: iletken polimerlerde valans bandi ve iletkenlik bandi arasindaki enerji seviyesi
yeterince diisiik oldugunda, 1s1 veya 1s1k etkisiyle serbest elektronlar iletkenlik bandinin en
diistik enerji diizeyine gegebilirler. Bu elektronlar iletkenlik band: igerisinde hareket ederek
yiik tasiyic islevi yapar ve zincir boyunca ilerleyerek arti yiiklii yone dogru yonlenir. Bu
sirada bag bandi igerisinde kalan art1 yik boslugu, polimer zinciri tizerinde elektrona ters
yonde hareket eder. Elektrigi bu yolla ileten maddelere intrinsik yari iletkenler denir ve
iletkenlikleri sicaklik ya da 1s1k yogunlugunun artisiyla yiikselir.

Serbest elektron olusturma yollarindan ikincisi, distan yapilan bir etkiyle polimerden elektron
almak veya polimere elektron vermektir. indirgen ya da vyiikseltgen kimyasallar veya
elektrokimyasal yontem bu amagla kullanilabilir. Onceden tanimlandig: gibi, bir polimere

uygun yontemlerle elektron verilmesine veya elektron uzaklastiriimasina doplama veya dop
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etme denir. Doplama amaciyla kullanilan kimyasal maddelere dopant adi verilir. Polimer
sentezinde kullanilan dopantin tiirii polimerin iletkenlik diizeyini etkiler. Dop islemiyle yiik
tasiyicilarin sayisi arttirilir. Polimere elektron verilmis ise, bu elektronlar band bag esiginde

yeni bir enerji diizeyine yerlesebilir ve band esik enerjisini diistirir.

Cizelge 2.1. Degisik asitlerle dop edilmis polianilinin iletkenlik degerleri (Batur,
2009)

Asit iletkenlik (S/cm)
Hidroklorik asit 1,7x107
Fosforik asit 4,5x10~
Formik asit 3,3x10™
p-toluen siilfonik asit 4,6x10

Cogu metal atomu tek elektrona sahiptir, komsulugundaki bir baska metal atomuyla da
kovalent bag yapmaz. Bu nedenle Sekil 2.5°de goriilebilecegi gibi metallerin bag bandi
kismen dolu, iletkenlik bandi ise bostur. Ayrica, elektron hareketi i¢in engel olusturan bir
band esigi de s6z konusu degildir. Metal elektronlari, valens bandin diistik enerjili
orbitallerinde yiiksek olasilikla bulunurlar ve ayni band icerisinde veya aym band ile
ortismis iletkenlik bandinda gegebilecekleri daha iist enerji dizeyli bos yerler her
zaman vardir. Elektron iletimini kismen dolu valens ya da iletkenlik bandi tizerinden veya

band esigi gecisiyle kolayca saglarlar (Sagak, 2006).

2.6.2. Iletken Polimerlerde Doping islemi

Doping yapma islemi, iletken polimerler hazirlamak igin konjuge = baglarina sahip olan
bir polimeri uygun bir reaktif ile indirgemek veya yiikseltgemek ile gergeklestirilir (Trung ve
ark., 2005).

Polimerler asagidaki tekniklerle doplanabilirler (Bernasik ve ark., 2005):

1. Gaz fazinda doping,

2. Cozelti ortaminda doping,

3. Elektrokimyasal doping,

4. Radyasyon kaynakli doping,

5. Iyon degisimi dopingi.
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Bu tekniklerden ilk tigi daha az maliyetli oldugu igin tercih edilmektedir. Gaz fazinda
doping isleminde, polimerler vakum altinda dopantin buharina maruz birakilir. Cozelti
ortaminda doping islemi ise; doping maddesinin ¢6ziinebildigi bir ¢oziiciiniin kullaniimas:
ile  gergeklestirilebilir.  Doping  yoluyla iletkenligin  saglanabilmesi su sekilde
aciklanabilir: Polimerlerde degerlik kabugundaki elektronlar ya yiikseltgen bir reaktif ile
koparilabilir ve degerlik kabugu pozitif hale gelir veya indirgen bir reaktif ile bos iletkenlik
bandina bir elektron verilebilir. Bu islemler, yiikseltgenmeye karsilik olmak {izere p-tiirii
doping, indirgenmeye karsilik olmak tizere n-tiirii doping olarak isimlendirilir. Doping
islemi sirasinda doping molekiillerinin hig birisi polimer atomlar ile yer degistirmez, doping
molekiilleri yalnizca elektronlarin enerji kabuklarindan gecislerine yardimci olurlar. Doping
yapict maddeler veya dopantlar ya giighi indirgen veya giclii yiikseltgen maddelerdir.
Bunlar kolaylikla iyon olusturabilen inorganik tuzlar veya bilesikler, notral molekiiller,
organik dopantlar ve polimerik dopantlar olabilirler (Randriamahazaka ve ark., 2005).

Dopantlarin yapisi iletken polimerlerin kararliliginda 6nemli rol oynar.
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Cizelge 2.2. Dop edilmis bazi iletken polimerlerin yapilari ve iletkenlikleri

Renk
Polimer Tekrareden birim Doping maddeleri
doyurulmarms | doyurulmusg
Poliasetilen (trans) N Is, Bra, Li, Na, AsFs
n

(PA)
Polipirol 1 BF,. ClOy, CI°, Sari- mavi-

N In s
(PPyr) H tosilat vesil siyah
Politiyofen _[_'1_114_ BF,. ClOy, CI°, kKirmiza mavi

S In T -
(PT) tosilat, FeCl,
Poliparafenilen | C AsFs, Li, K

n
(PPP)
Polianilin H HCI, asitler mavi yesil
et
(PANT)
Poli( parafenilen vinilen) y AsFs
n
(PPV)
Polifenilen sulfid AsFs
S
n

(PPS)

2.6.3. Tletken Polimerlerde Atlama (Hopping) Olay1

Son yillarda iletken polimerlerde iletkenligin yalnizca uzun konjuge zincirler sayesinde
olusmadigi, fakat polimer zincirinde elektronik vyiikiin hareketini agiklayan baska bir
faktoriin rol oynadigi belirlenmistir. Buna atlama (hopping) denilmektedir (Wang ve ark.,
1992).

Polimer zincirinde elektronik yiikiin hareketi ti¢ sekilde olmaktadir:

a) Kristal bir yapida zincir iizerinde

b) Kristal bir yapida zincirden zincire

c) Amorf bir bolgede zincirden zincire

4 A — N 4 N

’ N AYAYAYA
R A RAA

. S . S

Sekil 2.8. a) Zincir iizerinde yiikiin tasinmasi, b) Zincirler arasinda yiikiin tasinmasi, c)
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Partikiiller arasinda yiikiin tasinmasi

Buradan yola c¢ikilarak ve konjuge sistemlerden biraz taviz verilerek yukarida
bahsedilen hopping olgusunun arttirllmasina c¢alisilmaktadir. Bu ise, son yillarda as1 ve

karisim tiirii polimerlerin ele alinmasina yol agmustir.

2.6.4. iletken Polimerlerin Kullamim Alanlari

Iletken polimerler ¢esitli elektrokimyasal ozelliklerinden dolay1 cok degisik alanlarda
kullanilabilmektedir. Sarj olabilen piller, fotoelektrokimyasal hiicreler, elektrokromik aletler
ve iyon segici elektrotlarin yapiminda kullanilmalar1 yaninda sensor olarak kullanim alanlari
bulunmaktadir.

En 6nemli iletken polimerler arasinda yer alan polianilin'nin diger polimerlere gore hizli ve
kolay hazirlanabilmesi, neme ve yiikseltgenmeye kars1 kararli olusu gibi sahip oldugu
avantajlardan dolay1 kuru ve nemli pil yapiminda kullanilabilecegi 6nerilmistir(Mac Diarmid
ve dig., 1987).

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

iizerinde sentezlenerek hazirlanan Pt/PPy elektrotu katot olarak, Li/Ni elektrodununda anot

olarak kullanilmasiyla hazirlanan pilin sarj/desarj 6zelligi incelenmistir (Osaka ve dig. 1988).
Giliniimiizde insan ve ¢evrenin korunmasi her seyden onemli oldugu icin, sicaklik, basing,
nem ve kimyasal maddeler gibi fiziksel ve kimyasal degisiklikleri 6l¢mek i¢in yeni ve
gelismis sensorlere ihtiyag duyulmaktadir. Bu nedenle, iletken polimerlerin sensoér olarak
kullanim1 son yillarda biiyiik ilgi ¢ekmektedir. Bunlar pH sensorleri, gaz sensorleri ve
biyosensorler olarak ii¢ gurupta toplanmistir. Ornegin, siizge¢ kagidina emdirilen polipirol
oda sicakliginda amonyak gazina kars1 duyarhidir. Gazlar kuvvetli indirgen ve ylikseltgen
ozellik gosterebildiklerinden polimer filmlerin iletkenliklerini etkilerler. iletken polimerlerin
bu Ozelliklerinden yararlanilarak gesitli gaz sensorleri yapilmistir. Yapilan bir ¢alismada
polibisfenol-A-karbona (PC) polianilin filminin iletkenliginin g¢esitli kimyasallarin buharlar
karsisindaki degisimi incelenmistir (Dogan ve dig., 1993). Ornegin, NH3 buharinin filmin
direncini arttirdigi, HCl buharinin ise direnci azaltict bir etki yaptigi gozlenmistir.
Polianilin'den bagka diger iletken polimeri erinde gaz sensor olarak kullanilabilecekleri
belirtilmistir. NO gazina maruz birakilan politiyofen filmlerin iletkenliginin arttigi, CO ve

NO2 gazlarina maruz birakildiginda ise iletkenliginde cok az azalmalar oldugu tespit
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edilmistir. Iletken polimerlerin otomobil endiistrisinde yakitlardaki oksijen seviyesini tayin
etmek amaciyla galvanik kati elektrolit olarak kullanildigi literatiirde yer alan calismalar
arasindadir (Sukeerthi ve Contractor, 1994).

Bazi iletken polimerlerin asidik ve bazik ortamlardaki akim, direng¢ gibi iletkenlik 6zellikleri
incelenerek, bu maddelerin pH sensorii olarak kullanilabilecekleri gosterilmistir. Ornegin,
polianilin'nin iletkenligi pH' in ve elektrokimyasal potansiyelin bir fonksiyonudur.
Polianilin'nin iletkenligi diisiik pH' larda ve +0.5V - +0.9V araliginda yiiksektir.

Iletken polimerlerin biyosensor olarak kullanimlarinda, biyolojik ¢dzeltinin pH" ile iletken
polimerin iletkenligindeki degisiklik, biyolojik kokenli molekiiller i¢in sensdr amagh
kullanilmaktadir (Alva ve Phadke, 1994).

Iletken polimerlerin diger kullanim alanlar1 fotovoltaik hiicreler ve transistdrler
olusturmaktadir. Ayrica katalitik elektrot olarak da kullanilabilmektedirler. Ornegin, Ag ve

" unun indirgenmesi i¢in katalizor olarak

Pt parcaciklan ile karistirilmis politiyofen H
kullanilmaktadir.

Elektriksel devrelerde diger metaller veya bakir teller yerine hafif olduklari i¢in poliasetilen
lifleri kullanmak miimkiin olmaktadir. Ayrica, bataryalarda ve yakit hiicrelerinde de hafif
elektrotlar olarak poliasetilenin kullanilmasi uygundur.

Iletken polimerler elektronik iletkenliklerinin bir sonucu olarak diisiik frekansh
elektromagnetik radyasyonu absorblayarak elektromagnetik girisime karsi koruyucu bir kilif
gorevi yapmaktadir.

Son yillarda iletken polimerler kullanilarak diyot , transistor, rezistor ve kapasitor gibi
elektronik alet ve cihazlarin yapiminda kullanildiklarindan ticari uygulama alanlar
bulmaktadirlar. Bu cihazlarda, kullanilan polimerin indirgenme ve yiikseltgenmesine bagl
olarak olusan kimyasal sinyaller elektrik sinyaline ¢evrilerek okunabilmektedir. Polianilin ve
mikro elektronik aletlerden yararlanilarak bir kimyasal transistor elde edilmistir (Paul vedig.,
1985).

Dop edilmis iki farkli veya ayni polimerin kullanilmasiyla iiretilen bir transistorde,
politiyofen (PT) yar1 iletken olarak, PPy ise kaynak ve akitici elektrot olarak kullanilmistir
(Maiti,1994).

Fotokimyasal hiicreler tarafindan giines enerjisinin kimyasal ya da elektrik enerjisine
doniistiiriilmesi ile ilgi ¢eken uygulama alanlarindan birisi olmustur. Bu alanda yapilan bir
caligmada, ince Pt film tabakasi ile modifiye edilmis olan silisyum fotoanodun yiizeyi PPy ile

kaplanmistir. Bu islemin elektrodu daha dayanikli ve kararli hale getirdigi gosterilmistir.
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PPy kaplanmis bu elektrodun Pt kapli silisyum elektroda gore daha yiiksek fotovoltaj
ozelligine sahip oldugu da belirtilmistir (Scotheim ve dig.,1982).

Dopant ile etkilestirilen iletken polimerlerin optik spektrumlarinin degisim gdosterdigi
gozlenmistir. Bu ozelliginden dolay1 gosterge (display) aletlerinde elektrokromik materyal
olarak kullanimi teklif edilmistir (Akthar vedig., 1988).

Iletken polimerler, cesitli organik, inorganik ve biyolojik molekiil ve iyonlara kars1 se¢imli
gecirgen olmalar1 dolayisiyla inert elektrotlar iizerine film halinde kaplanarak, ¢ok sayida
modifiye elektrot yapiminda kullanilmaktadir. Modifiye elektrot 6zelliklerinin incelendigi
caligmalardan birinde, CF;COONa, Na,S0, gibi destek elektrolit iceren asidik ve bazik
ortamlarda, anilin ve tiirevlerinin elektrokimyasal olarak polimerlestirilmesi ile sentezlenen
PAn filminin ¢6zelti pH' indan bagimsiz iyon secici elektrot karakter tasidigi gosterilmistir
(Oyama ve dig., 1985).

Farkli miktarlarda PAn igeren siispansiyonlardan elde edilen PAn' in iletkenliginin 10"’ -10"3
S/cm araliginda degistigi gozlenmistir (De Paoli ve dig., 1991).

Polioksimetilen (POM)/polianilin  filmleri, polianilin-HC104 ile tnoksanin katyonik
polimerizasyonu ile elde edilen polioksimetilen tozlarinin karigtirilmasi ile ve PAn-HC104 ve
POM' nin BF30Et2 katalizorii altinda y18in polimerizasyonu ile hazirlanmistir (Terlemezyan
ve dig., 1993).

Iletken olmayan polimerler icerisinde iletken polimerlerin dispersiyonu ile hazirlanan
PVC/PAn filmlerin termoelektrik giicleri ve iletkenlikleri incelenmistir. Blendlerin
iletkenliginin saf polianilinin iletkenliginden diisiik oldugu ve sicaklik arttik¢a termoelektrik
giiclerin arttif1 gézlenmistir (Subramaniam ve dig., 1993).

Gegirgen ve iletken poli(etilen teraftalat) (PET)/PAn filmleri, anilin absorbe olmus PET
filmlerinin HC1 igeren sulu (NFL"SaOs ¢ozeltisinin buharina tutulmasi ile kimyasal olarak
sentezlenmistir. Olusan filmler 0,1-0,2 S/cm iletkenlik ve 450-700 nm arasinda % 70' den
daha biiytlik gecirgenlik gostermislerdir (Zhang ve dig., 1991).

Polistiren/polianilin filmleri anilin ve benzende dagitilmis polistiren ve sodyum dodesilsiilfat
iceren ¢oOzeltide emiilsiyon polimerizasyonu ile sentezlenmistir. Anilin polimerizasyonu
yiikseltgeyici maddenin emiilsiyon ortamina ilavesi ve c¢ok hizli karistirllmas: ile
gerceklestirilmigtir. Film ya ¢okerek ya da uygun madde ile ¢oktiiriilerek ayrilmistir. Elde
edilen filmin iletkenligi 3-5 S/cm olarak bulunmustur (Ruckenstein ve Yang, 1993).
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2.7. Biyobilesenler

Enzimler, mikoorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar, niikleik asitler ve
biyolojik zarlar icine yerlesmis kimyasal reseptorler, sensorlerde biyobilesen olarak
kullanilirlar.  Biyoreseptorler analiz  edilecek maddeyi donlisime ugratir ve bu
doniistime eslik eden degisimler doniistiiriicti tarafindan algilanir. Yiiksek spesifikliklerinden
dolayr enzimler en yaygin kullanilan biyo materyallerdir. Uygun bir enzimin bulunamamasi
veya enzimin kararsiz olmasi ve birden ¢ok sayida maddenin tayini durumlarinda hiicre

sistemleri ve tercihen mikroorganizmalar kullanilir (Telefoncu, 1999).

2.8. Biyobilesen immobilizasyonu

Biyosensorler farkli ozellikteki iki elemanin [donistiriicii ve biyobilesen] kombinasyonu
ile olusurlar. Uygun biyoreseptér ve doniistiiriicii Secildikten sonra bunlarin birbirine
baglanmasi1 asilmasi1 gereken en o6nemli sorundur. Bu baglama islemi biyoreseptor
immobilizasyonu olarak tanimlanir. Baglama isleminde ¢ok degisik yontemler kullanilabilir.
Hangi yontemin kullanilacagi secilen dondstiiriici ve biyoreseptore gore belirlenir.
Immobilizasyon biyoreseptoriin kararliligs ve tekrar kullanimi agisindan biiyiik avantaj
saglar. Biyosensor immobilizasyonunda baslica dort yontem kullanilmaktadir (Telefoncu,
1999).

2.9. Enzim Immabilizasyonunda Kullanilan Yéntemler

2.9.1. Kovalent Baglama

Enzimler dogrudan doniistiiriicii veya onceden uygun bir film veya tabaka ile kaplanmis
doniistiiriiciiye kovalent olarak baglanabilirler. Enzimler aktiflestirilmis doniistiiriici
yiizeylerine baglanabilecegi gibi o6nceden uygun bir materyale kovalent baglanarak
immobilize edilen enzim preparatinin doniistiiriicii  yiizeyinde bir film veya tabaka
olusturmasiyla da biyosensorler hazirlanabilir (Telefoncu, 1999).

Enzimlerin kovalent baglanmasinda dikkat edilecek o6nemli nokta, baglanmanin enzim

aktivitesi i¢in aktif merkezdeki amino asitler tzerinden gergeklesmemesi ve bu
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gruplarin sterik olarak rahatsiz edilmemesidir. Kovalent baglanma enzim molekiili
tizerindeki fonksiyonel gruplar tizerinden gerceklesir (Telefoncu, 1999).
Enzimler kimyasal olarak kovalent baglarla seliiloz, sefadeks, agaroz, poliakrilamid, porlu

seramik gibi suda ¢oziinmeyen tasiyicilara baglanirlar.

Siikraz enzimi

Hidrojen bagi

Sekil 2.9. Enzim immabilizasyonunda kullanilan kovalent baglama yontemi

2.9.2. Capraz Baglama

Bu yontem biyosensér hazirlanmasinda daha ¢ok tutuklama ve kovalent baglama
yontemlerinin - kombinasyonu seklinde uygulanir. Capraz baglayici reaktif olarak
gluteraldehit, heksametilen diizosiyanat, diflorodinitrobenzen, bismaleimidoheksan,
disiiksinilsuberat sik kullanilir. 1ki fonksiyonlu reaktifler enzimler yaninda organeller,
hiicreler ve antijenlerin immobilizasyonunda da uygulanir. Bazi c¢apraz baglayicilarin
formiilleri Sekil 2.4 *de verilmistir (Telefoncu, 1999).
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Sekil 2.10. Baz1 bifonksiyonel reaktiflerin kimyasal formdilleri

Enzimler glutaraldehit, alifatik diaminler gibi bifonksiyonel reaktiflerle ¢capraz baglanirlar. Bu
reaktifler enzim molekiilleri arasinda bag olustururlar. Glutaraldehit enzim molekiillerinin

amino gruplarindan, diaminler ise karboksil gruplarindan ¢apraz baglarlar.

MULTIMERIK ENZIMLERIN STABILIZASYONU

MULTI-ALTBIRIM KOVALENT IMMOBILIZASYONU

Sekil 2.11. Enzim immabilizasyonunda kullanilan ¢apraz baglama yontemi

2.9.3. Adsorbsiyon

Bu yontemde biyobilesenin  film veya tabakaya adsorbe olmasi saglanir.

Biyobilesenlerin kimyasal yapis1 ve fiziksel durumuna gére immobilizasyon yontemi
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belirlenir. Enzimler igin uygulanan tiim immobilizasyon yontemleri protein yapisindaki diger
biyoreseptorler icin de uygulanabilir. Ornegin; hayvan ve bitki dokulart zar yapisinda
olduklarindan farkli immobilizasyon yontemleri uygulamak gerekir (Telefoncu, 1999).

Enzim molekiillerinin tasiyicilarin yiizeyine adsorblanmalar1 esasina dayanir. Kolay bir
yontemdir. Agaroz, sefadeks tiirevleri, seliiloz tiirevleri, metal tuzlar1 ve mineraller adsorban

olarak kullanilirlar.

Kati destegi

i~

( Enzim

Sekil 2.12. Enzim immabilizasyonunda kullanilan adsorbsiyon yontemi

2.9.4. Tutuklama

Biyoreseptoriin - bir membran veya tabaka igerisinde hapsedilmesidir. Enzimler
makromolekiiler yapili proteinler olup polimer jel tabakalarda ve daha basit olarak diyaliz
membranlarinda tutuklanabilirler. Bu yontem enzimler yaninda organeller, hiicreler ve
antikorlar igin de uygulanabilir. Elektrokimyasal polimerlesme diger bir tutuklama
yontemidir (Telefoncu, 1999).

Enzimler yapay ya da dogal polimer kafesleri i¢inde tutuklanirlar. Polimer kafesler icgine
substrat girer ve iriin disar1 ¢ikar. Capraz bagli poliakrilamid jeller, Ca alginat, kappa

karragenan bu polimerlerin 6rneklerindendir.
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Sekil 2.13. Enzim immabilizasyonunda kullanilan tutuklama yontemi

2.9.5. Kapsiilleme

Enzimler ¢esitli tipteki membranlar icine alinirlar. Bu membranlar yar1 gegirgendir. Diisiik
molekiil agirlikli substrati1 ve molekiilleri gecirirler. Hegza metilen diamin mikrokapsiillemede

kullanilar.

’

Sekil 2.14. Enzim immabilizasyonunda kullanilan kapsiilleme yontemi

2.10. Mikrobiyal Hiicreler

Insanlarin gida maddelerinde bulunan mikrobial hiicreleri ne zaman fark ettikleri hakkinda
kesin bir tarih vermek miimkiin degildir. Bununla birlikte, bu olayin mikrobiyolojinin bir
bilim dali olarak ortaya ¢ikmasinda ¢ok &nemli oldugu kabul edilen bir gergektir. Insanin
gelisim evresi "gidalarin toplandig1" ve "gidalarin iiretildigi" donemler olarak ikiye ayrilabilir.
Birinci evre 1 milyon yil dncesinden 8-10 bin y1l 6ncesine kadar bir siireyi kapsar. Insanin bu

evrede daha ¢ok et yiyerek beslendigi, bitkisel gidalarin tiiketilmesinin bu dénemin sonlarina
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yakin basladig1 kabul edilir. Ayrica bu donemde zamanla gidalarin pisirilerek tiiketildigi de
saptanmustir. (Esen, 2008).

Gidalarn iiretilmesi ise 8-10 bin yil énce baslamistir. Insanlarin gidalarin bozulmasi ve gida
zehirlemeleri gibi sorunlarla bu donemin basinda karsilasmaya basladiklar1 sanilmaktadir.
Hazirlanmis gidalarin bozulmasina ait ilk bulgular, M.O. 6000 civarmna rastlamaktadir.
Toprak ¢anaklarin ilk 6nce bu donemde goriilmeleri, hububatlarin pisirilmelerinin ve gidalarin
depolanmasinin bu donemde veya kisa bir siire sonra basladigini diisiindiirmektedir. Bira
yapiminin ilk kez M.O. 5000-7000 yillarinda Babil' de uygulandigima dair bulgular mevcuttur.
Stimerlilerin ise tereyagini ilk elde eden kavim oldugu, ayrica etleri ve baliklari tuzladiklart
bilinmektedir. Siit, peynir ve tereyagmin M.O. 3000 yilinda Misirhilarca kullanildigi da
saptanmustir. M.O. 1000 civarinda Romalilarin deniz iiriinlerinin muhafazasinda kardan
yararlandiklar1 belirtilmektedir. Tiim bunlara karsin, bu c¢aglarda insanlarin gidalarin
muhafazasindaki temel kurali anlamis olduklar1 ve yine gidalarin hastaliklarin baglatilmasinda
oynadiklari rolii veya hastalikli hayvanlardan elde edilen etlerin tiiketilmesindeki tehlikeyi
fark etmis olmalar1 pek sanilmamaktadir. (Solakoglu, 2013).

Mikrobial hiicelerin gidalarin bozulmalarinda rol oynadigini belki de ilk ileri siiren kisi A.
Kircher adinda bir kesistir. 1658 yilinda ciirliyen viicutlar, bozulan et, siit ve diger gidalarda
gozle goriilmeyen "kurtcuklar" oldugunu ileri siiren bu kisinin goriisleri pek taraftar
bulmamigstir. Daha sonralar1 1765'te L. Spallanzani kaynatildiktan sonra siki bir sekilde
kapatilmig bir kapta saklanan et suyunun bozulmadigimi gostermistir. Spallanzani bunu
spontan generasyon doktrinini ¢iiriitmek amaciyla yapmis ancak, bu islemde spontan
generasyonunun hayati 6gesi olan oksijenle iliskiyi kestigi icin kabul ettirememistir. Insanlik
tarthindeki ilk biiyiikk gida zehirlenmesi olayt M.S. 943 yilinda Fransa'da goriilmiis ve
Claviceps purpurea ile enfekte olmus ¢avdar veya diger hububatin tiikketilmesi sonucu 40.000
kisinin Oldiigii belirlenmistir. Ergotizm diye adlandirilan bu zehirlenmeye daha Onceki
caglarda da rastlanmistir. Etlerin satilabilir ve satilamaz olarak nitelendirilmesi ilk kez
Isvigre'de goriilmiistiir. 13. yiizyilda et kalitesi ile ilgili bilgiler artmis olmakla beraber, et
kalitesi ile mikroorganizmalar arasindaki iligkinin anlagilmis oldugu pek sanilmamaktadir.

(Bilgicli, 2000).

2.10.1. Mayalar

Ekmek yapiminda kullandigimiz temel katki maddelerinden olan maya tek hiicreli bir canli
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olan "Saccharomyces cerevisiae"in saflastirilmasiyla elde edilen bir iriindiir. Mantarlar
grubunda yer alan, tek hiicreli canlilardan olan mayalar, ¢iplak gozle goriilmeyecek kadar
kiigiik, yuvarlak ve renksiz hiicrelerden olusmakta ve sicakla temas edince ¢cogalmaktadirlar
(Bilgicli, 2000).

Mayalarin fizyolojik yapilarinin aerobik veya fakiiltetif anaerobik (istemli anaerobik) 6zellige
sahip olduklar1 goriiliir. Zorunlu anaerobik (obligat) olarak bilinen maya tiirii yoktur.
Endiistriyel onem tasimalarindaki en biiyiik etken, glikoz fermantasyonunu olduk¢a iyi
gerceklestiriyor olmalaridir. Ozellikle mayalarin tanimlanmalar1 maya biyoteknolojileri igin
oldukca dnemlidir (Yildirim, 1997).

Mayalar; toprak, su ve havadan izole edilebilirler. Yiiksek sekerli ¢evresel numunelerden
izole edilimleri gerceklestirilebilir. Bunlar genellikle gida bozucu mayalar olarak bilinirler.
Ayrica enfeksiyonlara sebep olan bir¢ok maya tiirii de bulunmaktadir (Gonliim, 1994).
Gelisme gosterdikleri ortamlara baktigimizda; daha ¢ok inorganik tuzlarla karbonhidrat igeren
hafif asidik Dbesiyerlerinin oldugunu goriiriiz. Bakterilere karsi dogal bir korumanin
saglanmast i¢in besiyeri pH’smin 3,5-5,4 araligindaki asidik dilizeyde tutulmasi
gerekmektedir (Anonim, 2013).

Mayalarin tanimlanmasi ve ¢esitliliginin bilinmesi 6zellikle maya biyoteknolojisi i¢in olduk¢a
onemlidir. Heniliz tanimlanmamis bircok maya genus ve tiiri olmasinin yaninda,
tanimlanabilmis 700 gesit maya tiirii de mevcuttur. Tirlerin ayriminda hem morfolojik hem
de fizyolojik testler kullanilir (Solakoglu, 2013).

Ozellikle biyoteknolojik énemi yiiksek maya tiirlerinin belirlenip, korunmasi ve saklanmasi
son derece Onemlidir. Gelisen tekonoloji ile birlikte tiirler daha kolay karekterize
edilebilmektedir. Mayalar ekonomik, saglik ve sosyal a¢idan bilinen en 6nemli organizmlardir
ve c¢ok eskilerden beri kullanilmaktadirlar. Sekerin maya tarafindan fermantasyonu, alkollii
iceceklerin tiretimi, ekmek yapiminda ekmegin kabartilmasi ve sarap bira yapimi, binlerce
yildir kullanilan en eski biyoteknolojik faaliyetleridir. Mayalar 6zellikle geleneksel gida
fermantasyonlar1 disinda genetik miihensidligi alaninda da kullanilir. Bagka canlilara ait
proteinlerin veya bazi farmasdtik ajanlarin daha kolay ve ucuz iiretilmesinde siklikla
kullanilmaktadir. Ornegin insiilin, interferon proteinleri ile as1 iiretiminde gerekli hepatit B
viriistiniin kabuk proteinleri mayalar tarafindan tiretilmektedir (Esen, 2008).

Baz1 endiistriyel mayalarda sentezlenen toksik bir molekiil,bu 6zellige sahip olmayan mayalar
icin oldiiriiciidiir. Ozellikle bira sektdriinde karsilasilan bu problem biranin olusumunu
durdurmakla beraber biraya da koétii bir tat katmaktadir (Anonim, 2013).

Fermatasyon sektoriinde istenilmeyen mayalarin sisteme girmesi iriin kalitesini
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distirmektedir.Buna onlem olarak; bagisiklik kazanmis maya tiirleri bu toksinlere karsi
olusturulur. Endiistriyel alanda kullanilacak mayalrin bazi karekteristik 6zellikleri tagimasi
gerekmektedir. Sekeri yiliksek diizeyde kullanbilmesi, yiiksek sicakliga dayanabilmesi,alkol
iiretiminin fazla olmasi,iyi bir aroma olusturabilmesi, fermantasyonu hizli gergeklestirmesi ve
genetik stabilitesinin yiiksek olmasi bunlardan bazilaridir (Delipinar, 2007).

Oksijen yoklugunda karbonhidratlar; karbondioksit ve alkole doniistiiriiliirler. Ortaya ¢ikan
alkol (etanol) bira ve sarap iiretimi i¢in siselenir. Ekmek yapiminda ise ortaya ¢ikan alkol
buharlasir ve olusan karbondioksit ekmegi kabartir (Anonim, 2013).

Glikoz fermantasyon reaksiyonu drnegine bakarsak;

CeH1206 (glikoz) = 2C,Hs0OH + 2CO; + 2ATP

Seker (glikoz) = Alkol + Karbon Dioksit + Enerji (ATP)

*\/—\

Al

tomurcuk konjugasyon

tomurcuk
\( ~ ” spor

tomurcuk

\__/

Sekil 2.15. Glikoz fermantasyon reaksiyonu (Anonim, 2013)

Mayalar eseyli ve eseysiz olarak iki sekilde lireme 6zelligine sahiplerdir. Eseysiz iiremeleri
tomurcuklanma ile gerceklesir. Ana hiicreden olusan bir tomurcuk yeterli biiytlikliige
ulastiginda kopma gosterir ve ardinda bir iz birakarak ana hiicreden ayrilir. Mayalarin eseyli
tiremesi ise farkli esem tipine sahip hiicreleriyle gerceklesir. Askospor olusumu ile eseyli
olarak {irerler. Iki uyumlu mantar hiicresinin bir araya gelmesi ve ¢ekirdegin mayoz
boliinmesi ile olusur (Solakoglu, 2013).

Bira mayasi olarak da bilinen bu madde, basta ekmek olmak {izere ¢esitli unlu mamullerin,
bira ve sarap gibi ickilerin iiretiminde kullanilmaktadir. Mayalar hayatimizin her aninda
bulunmaktadir. Yogurt, bira, ekmek vs. gibi {irlinlerin olusmasinda mayalarin veya tek hiicreli
canlilarin 6nemi biiyliktiir. Mayalar genel olarak Yas maya ve Kuru maya olarak ikiye ayrilir.
Yas maya kendi i¢cinde s1vi maya ve yas pres maya; kuru maya kendi i¢inde aktif kuru maya
ve instant kuru maya olarak ikiye ayrilir. Bunlarin hepsi temelde ayni kullanimda farkli

yontemleri olan mayalardir. Ornegin, bazilar1 sulandirilarak bazilar1 ise direk una
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karistirilarak kullanilir. Fakat hepsinde ortak net bir 6zellik, canli bir organizma oldugunu
hatirlayarak saklama kosullarina uymali ve mutlaka son kullanma tarihlerine dikkat
edilmelidir (Solakoglu, 2013; Anonim, 2013).

Maya, dogadaki en zengin aminoasit 6zleri, magnezyum, potasyum, krom, selenyum ve fosfor
gibi mineralleri, B grubu vitaminleri icerdigi icin ozellikle spor yapanlara son derece
yararlidir. Bilim adamlarina gore maya, sagligimiz i¢in ¢ok yararli bir besindir. Organizmanin
kimyevi aktivitelerini uyararak en iyi sekilde ¢alismasini saglamaktadir. Hiicrelerin biiylime
ve liremesine yardimci olmaktadir (Bilgicli, 2000).

Gilinlimiizde bir¢ok alanda mayalarin kullanilabilir oldugu goriilmektedir. En yaygin 6rnekleri
arasinda ise ekmegin kabartilmasi ve alkollii icki fermantasyonu gosterilebilir. Geleneksel
gida fermantasyonu ile beraber tip alaninda ve endiistride de siklikla kullanilmaktadir
(Solakoglu, 2013).

Yas pres maya daha ¢ok ekmekgilik sektoriinde, Kuru maya ise evlerde kullanilmaktadir. Her
ikisi de benzer proseslerle iiretilir Kuru maya farkli maya suslari ile iiretilip daha sonra
kurutrulur. Ekmek mayasi iiretiminde saf maya kiiltiirii ve melas kullanilir.

Maya olarak Saccharomyces cerevisiae kullanilmaktadir. Seker kamisi ve seker pancari temel
karbon kaynagi olarak mayanin iiremesinde kullanilir. Fermantasyon iglemi mayalarin bir seri
tankin i¢inde aerobik kosullarda serbest oksijen veya hava verilmesi ile gergeklestirilir
(Delipinar, 2007).

Ekmek mayas1 (Saccharomyces cerevisiae) aerobik ve anaerobik metobolizmaya sahip
mikroorganizmalara Onemli bir Ornektir. Saccharomyces cerevisiae, aerobik kosullarda
iireme, anaerobik kosullarda ise fermantasyon gerceklestirir. Ekmek mayas1 iiretimi,
mikroorganizmalarin kendi kendisini yeniden yapmasina dayanir ve bu nedenle ortam stirekli
havalandirilarak gerekli besin maddelerinin ilavesi gereklidir. Ekmek iiretiminde undan sonra

en onemli girdi, ekmek mayasidir (Esen, 2008).

2.11. Enzimler

Enzimler, ileri derecede organize olmus protein molekiillerdir. Hayat canli hiicre icinde
zincirleme devam eden biyokimyasal reaksiyonlar dizisi sonunda ya hiicreye gerekli olan
makro molekiillerin inga edildigi ya da biiylik molekiillerin parcalanarak enerjinin agiga
cikarildigr bir siirectir. Bunlarin disinda hiicrenin gereksinim duydugu daha kiigiik

molekiillerde yapilabilir. Burada enzimlerin gorevi gerek biiyiilk molekiillerin yikiminda,
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gerekse bliyiilk molekiillerin yapim silireci olan biyokimyasal reaksiyon basamaklarinda
substrat dedigimiz molekiillere kimyasal bir grubu eklemektir.

Bu kimyasal gruplar ¢ok farkli ve degisik olabilir. Bir metilen (CHg) bir amin (NH2) bir
hidroksit (OH) bir hidrojen (H), keto (CO), aldehit (OC-H), bir karbondioksit (C0,) grubu
olabilir.Biyokimyasal reaksiyonlarin her basamaginda bu kimyasal gruplar eklenerek biiyiik
molekiiller insa edilir. Ya da bu kimyasal gruplar kopartilarak, biiylik molekiiller daha kiigiik
parcalara ayrilirlar. Enzimler bu gorevi sirasinda bagka organik molekiillere veya bazi
kofaktorlere gereksinim duymaktadirlar. Biyokimyasal reaksiyon basamaklarinda enzimler
tarafindan koparilan ya da eklenen bu kimyasal gruplarin tasiyici molekiillerine gereksinim
vardir. Bu kimyasal gruplarin tasiyicisi olan molekiiller koenzimlerdir. Koenzimler olmadan

biyokimyasal reaksiyonlarin devamlilig1 saglanamaz.

2.11.1. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenir. Ancak aktivite gostermeleri i¢in hiicre icinde
bulunmalar1 sart degildir. Hiicreden ayr1 "invitrd" sistemlerde de aktivite gosterebilirler
Enzimler oldukga 6zel yap1 kazanmis biiyiik molekiillerdir. Enzim proteininde bulunan amino
asitlerin dizilisi enzimin belirli konformasyon ve ii¢ boyutlu yap1 kazanmasinda onemlidir.
Enzimin konformasyonu ve uzaydaki {i¢ boyutlu yapisi yalniz enzimin aktivitesinde degil
aynt zamanda metabolik olaylarin kontrolinde de o©nem tasir. Enzimler hiicrenin
metabolizmasii olusturan binlerce kimyasal reaksiyonu yoneten molekiillerdir. Enzimin
etkileyerek degisime ugrattifi molekiillere "enzimin substrati" denir. Tek substrati olan
enzimler oldugu gibi birden fazla substrati kullanan enzimlerde vardir. Baz1 enzimler tiimiiyle
protein yapisinda metal yada seker yada lipitlerle bagli durumdadir. Enzimin yapisinda
bulunan ve protein yapisinda olmayan bu yapilara"prostetik grup" adi verilir. Bu prostetik
grup bir metal iyonu ise "kofaktdr" olarak adlandirilir. Sayet bu prostetik grup 1siya dayanikl
organik bir bilesik ise proteinle birlesen bu organik gruba da "koenzim" ad1 verilmektedir.
Enzimlerde dializ edilemeyen ve 1stya dayaniksiz protein kismina apoenzim adi verilir. Enzim
bu durumda inaktif haldedir. Bu apoenzim kismi bir kofaktdr yada bir koenzimle kompleks
yaptiktan sonra aktif hale geger. Boyle enzim-koenzim kompleksi olusmasi ile aktif hale
gegen enzime de "holoenzim"ad1 verilir.

Hiicrenin metabolizmasinin diizenlenmesi oldukg¢a gii¢ bir biyolojik olay olarak karsimiza

cikar. Hiicredeki biyokimyasal reaksiyonlar dizisinde bir enzimin iirlinii diger bir enzimin
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substrat1 olmakta ve hiicre ortaminda biitiin ara metabolitlerin belirli bir konsantrasyonda
tutulmasi saglanmaktadir. Enzimler karsilikli etkilesimde bulunarak hiicre metabolizmasinin
diizenlenmesinde etkin rol oynarlar.

Hiicredeki biyokimyasal reaksiyonlar dizisinde gérev yapan enzimlerden birisi sentezlenemez
yada yanlis sentezlenirse o kademede gorev yapan enzim yeterli metabolik aktivite
gosteremiyeceginden metabolik reaksiyonlar dizisi o noktada kesilir ve son iiriin olusamaz.
Metabolik yollarda gorev yapan enzimlerin substrat konsantrasyonlar1 metabolik yollarin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.Bu konsantrasyon degisimleri enzimleri aktive
yada inhibe edebilmektedir. Bu ara metabolitlerden birisinin yiiksek konsantrasyonu derhal bir
onceki kademenin enzimini inhibe edecektir. Metabolik yolun sonundaki iiriin belli bir
konsantrasyona ulastiktan sonra bagdaki enzimi inhibe eder ve metabolik yolu durdurur.
Enzim alaninda yapilan ilk ¢alismalar 1760-1829 yillar1 arasina rastlamaktadir. 1835 yilinda
Berzellius patatesten elde edilen enzimler karigiminin, nisastayr H2SO4 den daha fazla
yikmasi olayini gézlemis ve bundan etkilenmistir. Berzellius o zamanki gézlemlerine gore ileri
bir goriis ortaya atmis ve canli organizmadaki biitiin maddelerin katalizorlerin etkisi altinda
yapildigin1 iddia etmistir. Gozlemci bu katalizorleri kimyacilarin kullandiklar katalizor
maddeler olarak degerlendirmis ama bunlarin protein olduklarini fark edememistir.

Biyolojik reaksiyonlarda kimyasal reaksiyonlar gibi katalizorler etkisi ile hizlandirilir. Fakat
biyolojik sistemlerde goriilen bu katalizérlerin kimyacilarin katalizorlerinden farkli oldugu
dikkati ¢cekmis ve bu biyolojik katalizérler {lizerinde calismalar yogunlastirilmistir. 1860
yilinda Pastor fermantasyonun enzimler tarafindan basarildigini, maya hiicrelerinin yap1 ve
canliligina bagli oldugunu savunmustur.

Pastor ayrica enzim i¢in organize olmus ferment deyimini kullanmistir. Aktivite géstermesi
icin de hiicrede bulunmasi sartim getirmistir. Pastor diger katalizor maddeler igin ise
anorganize ferment deyimini kullanmig bunlarin aktivite gostermeleri igin hiicre iginin sart
olmadigini savunmustur.

Liebig adli arastiric1 bu tanimlamaya kars1 ¢ikmis enzim molekiillerinin katalitik aktivitesinin
kalitsal o6zelliklerden ileri geldigini savunmustur. 1894 yilinda Chittendon tarafindan ileri
stirlilen ti¢ kavram enzimoloji tarihinde bir doniim noktas1 olmustur. Bu kavramlar bugiin bile

gecerliligini kaybetmemistir. Bu kavramlar sdyle 6zetlenebilir.

1-Enzimler proteinlerden olusmustur

2-Katalitik aktivite enzim yapisina 6zel, enzime bagli olarak ortaya ¢ikmistir.
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3-Enzimler pasif katalizorler olmayip substratlari ile ara kompleksler yaparak gorev yapan
aktif molekiillerdir.

Proteinlerden enzimleri son yillarda gelistirilen yontemlerle hiicre ortamindan ve aktivite
gostermeyen diger proteinlerden ayirmak ve saf halde elde etmek miimkiin olmustur. 1897
yilinda Alman Buchner kardesler maya hiicrelerinden alkolik fermentasyonu katalize eden
enzimleri kaba olarak saflastirmay1 basarmislardir. Bu olgu enzimlerin aktivite gostermeleri
icin hiicre icinde bulunmalarmin sart olmadigin1 géstermistir. Enzimlerin saf halde ve kristal
olarak elde edilmeleri uzun ¢aligmalar sonucunda basarilmistir. ilk defa 1926 yilinda
J.B.Summer Canavalia enciformis denen bir fasulye tiiriinden iireaz enzimini kristal halde
elde etmeyi basarmig ve yapilarin protein oldugunu savunmustur. Oysaki bundan 4 y1l 6nce
1922 yilinda Villstotter adli aragtirici enzimleri aktivite gostermeyen yalniz tasiyict 6dev
goren molekiiller olarak tanimlamis katalitik aktivitenin bu protein ylizeyine baglanmis
protein tabiatinda olmayan bilesikler tarafindan oldugunu savunmustur. Nihayet 1930
yilinda Nurthrop, pepsini, 1931'de tripsini 1934 ‘'de kimotripsini saf ve kristal halde
elde ederek yapilariin protein oldugunu agiklamistir. Bu bulgular enzimlerin proteinlerden
olustugu fikrinin benimsenmesine yol agmistir.

Bugiin enzimlerin aktivite gostermeleri i¢in gerekli olan fakat protein yapisinda olmayan
kofaktorlerin ve koenzimlerin enzime sikica baglanarak prostetik grup olusturduklarini
bilmekteyiz. 1904 yilinda Harden ve Young diisiik molekiil agirligina sahip 1s1ya dayanikli bir
molekiil olan koenzim A yada bugiinkii adiyla Nikotin amid adenin diniikleotid NAD'yi
fermentasyon enzimlerinin aktivite gostermeleri i¢in gerekli bir faktor olarak saptamiglardir.
Kunitz ve Nurthrop 1934 yilinda tripsin enziminin proteolitik aktivite kaybinin enzim
proteinin denatiirasyon derecesine bagli oldugunu hesaplamistir. Ayni sekilde pepsinin
ultraviyole yada beta ve gama radyasyonlarina tabii tutulduklarinda enzimin yikilma ve
denatiirasyona bagli olarak aktivite kaybinin ortaya ¢iktigini saptamislardir.

Bugiinkii  bilgilerimizin  1518inda  gergekten denatlire olmus enzimler aktivite
gosterememektedir. Yine 1934 yillarinda Herriot ve Nurthrop bazi fonksiyonel gruplar1 bloke
ettikleri zaman enzim aktivitesinin kayboldugunu agiklamislardir. Ozellikle fenol halkasimnin
OH grubunu asetillediklerinde aktivitenin kayboldugunu fakat deasetilasyon yaptiklarinda
yani hidroksil grubunu acia ¢ikardiklarinda enzimin tekrar aktivite goOsterdigini agiga

¢ikarmiglardir.

2.11.2. Enzimlerin Normal Katalizor Maddelerden Farklar:
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1-Enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlenen protein yapisinda biyolojik katalizorlerdir.
Canli sistemlerde binlerce enzim bulunur ve yasamlarini enzimlerle devam ettirirler.
Enzimler, organik katalizOrlere oranla aktivasyon enerjisini ¢ok daha fazla diisiiren
molekiillerdir. Enzimlerde ¢ok biiyiik bir katalitik gii¢ vardir. Ornegin, C02'din hidrasyonu
yani su almasi gibi basit bir tepkime bile karbonik anhidraz denen bir enzim tarafindan
katalizlenir.

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

3-Baz1  enzimler, yapt bakimindan birbirine benzeyen substratlann  hepsinin
etkileyebilmektedirler. Bu tip enzimlere gevsek 6zgiillikk gosteren enzimler ad1 verilmektedir.
Ornegin, pepsin, tripsin, kimotripsin gibi enzimler her cesit proteini substrat olarak kabul edip
parcalayabilmektedirler. Bu enzimlerin birbirlerinden farklari protein polipeptid zincirinde
etkiledikleri peptid baglarinin farkli olmasidir. Pepsin enzimi polipeptid zincirinde glutamik
asit ve aspartik asit arasindaki peptid bagim, tripsin enzimi ise arginin ve lizin arasindaki
peptid bagin1 kirmaktadir. Lipazlar her ¢esit lipidi substrat olarak kullanmaktadir. Bunlara
karsilik diger bir grup enzim ise kesin 6zgiilliik gostermektedir. Ornegin, iireaz enzimi yalniz
iireyi, fiimaraz enzimi yalniz fumarik asiti, siiksinik dehidrogenaz enzimi yalniz siiksinik asiti
etkilemektedir. Hatta baz1 enzimlerde bu durum molekiiliin D ve L seklini ayirt edecek kadar
ileri derecededir.

Enzimler, substatlar1 ile etkilesmelerinde enzim-substrat olusumunda aktif merkezleri

kullanmaktadirlar.

2.11.3. Enzimlerin Aktivitesinin Takip Yontemleri

1- Enzimi substratimn azalan konsantrasyonunun takibi ile,
2- Enzim {irlinliniin artan konsantrasyon takibi ile,
3- Enzimatik reaksiyonda koenzim goérev aliyorsa okside yada rediikte forma doniigen

koenzimlerin degisen konsantrasyonlarinin takibi ile enzimlerinin aktiviteleri tayin edilir.

Biitiin organik molekiiller UV-goriiniir bolgede absorbans gosterirken dalga boylan

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

tayin edilir.

2.11.4. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzimler hiicre ortaminda bulunan 6zgiil substrat1 degisiklige ugratarak iirtine doniistiiriirler.
Buna gore ortamda substrat konsantrasyonunun azalmasi ya da iirlin konsantrasyonunun
artmasi bize enzimin aktivitesini gosterir. Enzim aktivitesi miktar1 enzim nitesi ile
tanimlanir. Bir iinite enzim standart kosullarda 25° C de 1 mikromol substrati, 1 dakikada

iirline ¢eviren enzim miktar1 olarak tanimlanir.

Enzim aktivitesini etkileyen faktorler;

1- pH

2- Ist

3- Enzim konsantrasyonu

4- Substrat konsantrasyonu

5- Zaman

6- Reaksiyon iiriinii

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

9- Allosterik etki
10-Hormon ve diger biyolojik maddelerin etkisi

2.11.5. Enzim Aktivite Tayininde Kullanilan Yontemler

Hiicrede enzimlerin son derece kiigiik miktarlarinin varligi, doku 6ziitlerinde veya sivilarda
bulunan bir enzimin miktannin tayininde, daha alisilmis organik veya inorganik maddelerin
konsantrasyonunun tayininde rastlananlardan ¢ok farkli problemler ortaya c¢ikarabilir. Bir

enzimin katalitik aktivitesi kendi miktarinin 6lgiilmesi i¢in duyarl ve spesifik bir ara¢ saglar.
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Bir enzimin bir doku 06ziitii veya bagka bir biyolojik s1v1 6rnegi i¢indeki miktarini 6l¢mek i¢in
o Ornek icinde bulunan o enzim tarafindan katalize olunan reaksiyon hizi dlgiiliir. Uygun
sartlar altinda Slgiilen hiz varolan enzim miktar1 ile orantilidir. Miimkiin oldugu takdirde, bu
hiz o enzimin ileri derecede saflastirilmis seklinin belli bir miktar1 tarafindan katalize olunan
hiz ile karsilastirilir.Aktivite tayinlerinde genellikle ya kaybolan substrat miktar1 yada
meydana gelen iirlin miktar1 tayin edilerek enzimlerin aktiviteleri dl¢iilmektedir.

Unite: bir mikromol yahut 10"® mol substrati bir dakikada ve optimal kosullarda iiriine
ceviren enzim miktar1 bir iinite olarak kabul edilir. Enzim iiniteleri International Unit (IU)
seklinde gosterilir. Substrat miktar1 nanomol, pikomoP diir.

Spesifik aktivite: Bir miligram(mg) proteinde bulunan enzim tinite sayisidir.

Spesifik aktivite = UNITE/MILIGRAM PROTEIN

Enzim aktivite tayininde kullanilan yontemleri 7 baslik altinda toplayabiliriz.

1- Spektrofotometrik yontem
2- Thunberg yontemi

3- Elektrot yontemi

4- Polorimetrik yontem

5- Kromatografik yontem

6- Kimyasal tayin yontemi

Spektrofotometrik yontemde, pek ¢cok enzimin substrati, {iriinli veya koenzimi goriinen 1sikta
veya ultraviyole 1sikta bir tepe degeri gostererek absorbans vermektedir. Bu takdirde ya
substratin  kaybolmasi veya {irliniin meydana gelisi veya koenzimdeki degisiklik
spektrofotometreden tayin edilir. Spektrofotometrik yontem kolayligi, basitligi ve hassas
olusu ile diger yontemlere tercih edilmektedir. Belirli zamandaki (belirli sartlar altinda ) OD

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

2.12. invertaz Enzimi ve Kullanim Alanlar:

Invertaz bilinen en eski enzimlerden biridir. Bu nedenle invertazin yapis1 ve kinetigi hakkinda
oldukca fazla bilgi mevcuttur. Mayadan elde edilen invertazin en ilging 6zelliklerinden birisi
heterojen olmasidir. Mayada invertaz sentezinde 6 farkli gen goérev almaktadir. Bu farkl
genler birbirine benzer fakat birbirinin tamamen aynis1 olmayan farkli invertaz yapilarinin

{iretilmesine neden olmaktadir. Invertaz (P-fruktofiiranosidaz) (EC.3.2.1.26) sakkarozun
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glikoz ve frukioz'a doniistimiinii asagidaki denklemde goriildiigli gibi katalizler. Bu hidroliz
reaksiyonu, iiriindeki seker karisimi nedeniyle yapma bal ve recel yapimi i¢in tatlandiric
kristallenmeyen krema olarak genis bir kullanim alanina sahiptir (Sanchez ve dig., 2001,;
Torres ve dig.,2002).

Invertaz siikrozu, glukoz ve fruktoza hidroliz eden bir enzimdir (Sekil 3.1.) Sistematik ismi
beta-fruktofuranozidaz (EC3.2.1.26) olan invertaz, beta-fructofuranoside kalintilarinin

indirgen olmayan terminal bolgelerinin hidrolizinden sorumludur.

~ HO
, HC
H I_‘". X ,v"l"‘-.‘."(:] H
&1 : HO  OH HO 0OH
HO Speagps ¥ S = e o
O OH HO © HO OH
2 e ‘ -
OH
i fruktoz glikoz

Sekil 2.16. Invertazin katalizledigi reaksiyon

Glukoz ve fruktozdan olusan bu karigim diisiik kristallenme 6zelligine sahiptir ve yiiksek
konsantrasyonlarda da silikroza kiyasla kristallenmedzelligi oldukga azdir. Gida sektoriinde
bu tiriinlerin kullanimi ile gidalarin raf dmiirlerinde uzamalar saglanmaktadir.

Invertaz seliiloz asetat (De Paoli ve dig., 1991), poli(etilen) (D'Souza ve dig., 2002) gibi
liflerin icine tutuklanmaktadir. Son zamanlarda elektropolimarizasyonla degisik iletken
polimer matrislerine invertaz, enziminin tutuklanmasi bizim ¢alisma grubumuz tarafindan
detayl bir sekilde incelenmektedir (Isik ve dig., 2003.; Kiralp ve dig., 2003.; Cirpan ve dig.,
2003.; Erginer ve dig., 2002).

Gida endiistrisinde yapay bal, krema, recel ve sivi seker iiretiminde immobilize invertaz
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica ¢ok sayida hazir gidada siikroz yerine invertazin
katalizledigi reaksiyon sonucunda olusan fruktoz {iriinii tercih edilmektedir. Cilinkii fruktozun
tatlandirma giicii daha yiiksek ve kullanildig1 besin maddesi igerinde kristallenmesi giigtiir. Bu
nedenle gida endiistrisinde iiriin kalitesinin arttirilabilmesi igin siikroz yerine fruktoz tercih
edilmektedir. Ayrica invertaz reaksiyonu ile siikrozdan esit miktarda glukoz ve fruktoz igeren
karisim (invert seker) olusmaktadir. Invert sekerin endiistriyel uygulamalarda islenmesi daha
kolay ve tatlandirma giicii siikroza kiyasla daha yiiksektir. Ayrica invert seker kullanildiginda,
liriiniin uzun siireli saklama periyodu siiresince taze yumusak kaldigi gériilmiistiir. Bu nedenle

invertaz enzimi ihtiyact gida endiistrisinde giin gectikce artmaktadirinvertazin
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immobilizasyon yapilmis seklinin kullaniminin ticari basarisi oldukg¢a diisiiktlir, bununla
beraber, biitliin enzimler arasinda en ¢ok calisilan enzimlerden biridir. Cilinkii ¢ok pahali ve
cok uygulama alanina sahip enzimlerin immobilizasyonu i¢in baslangic model bir enzimdir.
Invertaz immobilizasyonu ¢ok sayida teknikle genis bir kullanim alanina sahiptir. (Wayne H.
Pitcher, 1980).
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3. MATERYAL ve METOT

Bu c¢alismada ekmek mayasi ve invertaz tiyofensonlu poli (etilenoksit) / Polipirol (PEO-co-
PPy) ve 3-metiltiyenil metakrilat-co-p-vinil benziloksi poli (etilenoksit) / polipirol (CP-co-

PPy) matrisleri igeriSine immobilize edilmistir.
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Sekil 3.1. CP-co-PPy iletken kopolimer yapisi
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Sekil 3.2. PEO-co-PPy kopolimer iletken yapisi
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Sekil 3.3. Ekmek mayasinin iletken kopolimer igerisine immobilizasyonun sematik gosterimi
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3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Ekmek mayasi1 (Saccharomyces cerevisiae) Pak Maya (Tiirkiye) firmasindan satin alinmis
olup herhangi bir saflastirma islemi gergeklestirlmeden kullanilmistir. Invertaz (EC 3.2.1.26)
Tip-V and tanik asit Sigma firmasindan temin edilmis olup hig¢bir saflastirma islemi
uygulanmadan kullanilmigtir. Pirol Merck firmasindan satin alinip kullanmadan Once
distillenerek saflastiriimis ve + 4 °C’ de buzdolabinda muhafaza edilmistir. sodyum dodesil
stilffat (SDS) Merck firmasindan alinmistir. Nelson reaktifini hazirlamak i¢in sodyum
karbonat, sodyum potasyum tartarat, sodyum bikarbonat, sodyum siilfat, bakir siilfat
pentahidrat, amonyum heptamolibdat tetrahidrat ((NH4)sM07024.4H,0) ve sodyum arsenat
(Na;HAsO,4.7H,0) Aldrich firmasindan temin edildi.

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cihaz Marka
UV- Goriiniir bolge spektrofotometresi (UV-vis)  Shimadzu UV-160-A
Taramali elektron mikroskobu (SEM) JEOL JSM-6400 SEM
Analitik terazi Sartorius BL 210 S
Etiv Niive FN 400
Saf su cihazi Human Power | Scholar-UV
pH metre Gnolab wtw Series
Potansiyostat Potentioscan Wenking POS-73
Electrochemical Workstation CHI 660b

3.3. Ekmek Mayas1 ve invertaz Enzimlerinin PPy ve CP-co-PPy Matrislerine

Immabilizasyonu

CP-co-PPy matrisi igerisine invertaz enziminin immabilizasyonu CP-co-PPy  matrisi

icerisinde tutuklanmas: daha 6nce CP ile kaplanmis Pt elektrot (1 cm?) iizerine pirolin
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elektropolimerizasyonu ile meydana gelir. Enzim elektrodu 1.2 mg/mL SDS destek
elektroliti, 0.01 M pirol ve 0.6 mg/mL invertaz igeren 10 mL asetat tampon ¢ozeltisi (pH
5.0) igerisinde hazirlandi. Enzim tutuklamas: islemi oda sicakliginda 20 dakika boyunca 1.0
V sabit bir potansiyelde gergeklestirildi. Hazirlanan enzim elektrotlari kullaniimadiklar:
zaman asetat tampon ¢ozeltisi igerisinde + 4 °C’ de muhafaza edilmistir. CP-co-PPy matrisi
icerisine ekmek mayasmin tutuklanmasi islemi invertaz enzimi tutuklama isleminde
kullanilan 0.6 mg/mL invertaz enzimi yerine 1 mg/mL ekmek mayasinin kullanilmas1 diginda
invertaz enzimi tutuklanmasi prosediirii ile ayni islem uygulanmistir.

PEO-co-PPy matrisi igersine invertaz enziminin tutuklanma islemi i¢in 0.6 mg/mL invertaz
¢ozeltisi, 2 mg/mL PEO, 1.2 mg/mL destek eletrolit ¢zeltisi (SDS), 0.01 M pirol ve 10 mL
50 mM asetat tamponu tipik bir ii¢ elektrodlu hiicre igerisine konulmustur. Ug elektrodlu
hiicre Pt calisma elektrodu, karsit elektrot ve Ag/Ag" (0.01 M) referns elektrottan
olusmaktadir. Enzim tutuklamasi islemi oda sicakliginda 20 dakika boyunca 1.0 V sabit bir
potansiyelde gergeklestirildi. PEO-co-PPy matrisi igerisine ekmek mayasinin tutuklanmasi
islemi invertaz enzimi tutuklama isleminde kullanilan 0.6 mg/mL invertaz enzimi yerine 1
mg/mL ekmek mayasinin kullanilmasi disinda invertaz enzimi tutuklanmasi prosediirii ile
ayni iglem uygulanmistir. Hazirlanan enzim elektrotlari kullanilimadiklari zaman 50 mM

asetat tampon ¢ozeltisi (pH 5.0) igerisinde + 4 °C’ de muhafaza edilmistir.

3.4. Kinetik Paremetrelerin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize enzimlerin kinetik parametleri, Michealis-Menten (Km) ve maksimun
reaksiyon hizi (Vmax), sabit pH ve sabit sicaklikta degisik substrat konsantrasyonlarinda
belirlenmistir. Farkli derisimlerdeki invertaz enzimi igin Michealis-Menten Kkinetik

parametreleri, Linewear — Burk noktalama yontemi ile (Km ve Vmax ) belirlendi

3.5. invertaz Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize enzim aktivitesinin belirlenmesinde Nelson metodu kullanildi (N.
Nelson, 1944) Sukroz ¢ozeltisinin farkli derisimleri 25°C sicaklikta 10 dakika boyunca
bekletildi. Daha sonra enzim elekrodu farkli reaksiyon zamanlar1 (2, 4 ve 6 dk) i¢in sukroz

¢ozeltisi igerisine yerlestirildi. Elektroda taginma sonrasinda 1 mL aliquots damlatildi ve
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reaksiyonu sonlandirmak i¢in 1 mL Nelson reaktifi eklendi. Tiipler 20 dakika boyunca
kaynayan su banyosu icerisine bekletildi ve daha sonra oda sicakliina kadar sogutuldu ve 1
mL arsenomolibdat eklendi. Son olarak her test tiibiine 7 mL distile su eklendi ve vortexing
ile kanistirildi. Karistirma sonrasi bos ¢ozeltinin ve subtrat ¢ozeltilerinin absorbanslar1 540
nm'de ¢ift 1510 yollu spektrofotometre kullanilarak belirlendi. invertazin tek biriminin
aktivitesi pH 5 ve 25°C'de dakikada sukrozdan 1 umol glukoz olusturak sekilde gerecek

enzim miktar1 olarak belirlendi.

3.6. Optimum pH ve Sicakhi@in Belirlenmesi

Immobilize invertaz enziminin optimum reaksiyon sicakliginin belirlenmesi igin reaksiyon
sicakligi 10 °C ile 80 °C arasinda degistirilip, sukroz konsantrasyonu her durum igin 10 Km
olarak sabit tutulmus ve immobilize invertaz enziminin optimum reaksiyon sicakliginin
belirlenmistir. immobilize invertaz enziminin optimum pH degerinin belirlenmesi icin 25
°C'de invertaz ve 50°C'de ekmek mayast konsantrasyonu 10 Km olarak sabit tutulmus ve
pH 4 ile 11 arasinda degistirilerek immobilize invertaz enziminin ve ekmek mayasinin

optimum pH degeri saptanmustir.

3.7. Raf Omriiniin Belirlenmesi

Invertaz enziminin ve ekmek mayasi hiicre elektrotlarmin raf émriiniin belirlenmesi igin bir
aktiviteleri bir hafta boyunca herdiin ve bir haftadan sonra 40 giin boyunca bes gilinde bir

olgiildii. Her sistem i¢in 6lgiimler boyunca sukroz derisimi 10 Km'de sabit tutuldu.

3.8. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein belirlenme 6l¢iimleri Bradford metodu kullanarak yapilmistir. Bu 6lgiimler sirasinda
bir hacim stok c¢ozelti ile 4 hacim saf su karistirmasiyla Bradford reaktif ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Protein kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi igin bovin serum albumin (BSA)
kullanilmigtir. Degisik konsantrasyonlarda BSA 1 mL ve 2 mL Bradford ¢ozeltisi
katilarak hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin absorbanslari 595 nm'de 6lgiildii. Enzim elektrodu

icerisinde tutuklanan protein miktar1 direk o6lgiilemeyeceginden, burada protein miktari,
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elektroliz soliisyonu elektrolizden énce ve sonra olgiilerek bulunmustur. Bu elektrolizden
onceki ve sonra protein miktarlarinin farki bize enzim elektrodu igerisindeki protein miktarini

Verir.

4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Enzim Elektrotlar: icin Protein Tayini

Serbest enzimin aktivitesi igin 81.7 pumol/dk.mg protein miktar1 bulunmustur. Enzim
elektrotlar: icin protein tayini sonuglart CP-co-PPy/invertaz ve PEO-co-PPy/invertaz enzim
elektrotlar1 igin protein tayini sonuglari sirasiyla 4.68 ve 3.39 pg protein olarak

bulunmustur.

4.2. Kinetik Calismalar

Kinetik parametler, enzimin substrata kars: ilgisini tanimlayan Michaelis-Menten sabitiyle
(Km), enzimatik tepkimenin maksimum tepkime hizin1 (Vmax) igerir. Diisik Km degeri
enzimin substrata karsi yiiksek ilgisini tanimlar. Bu parametler 1/Vy'a karsilik 1/[S]
konsantrasyonuna Kkars1 c¢izilen Lineweaver-Burk egrisinden elde edilir. Bu sistem
Michaelis-Menten esitligine uyar. Dogrusal olan bu egri herhangi bir yerden doygun substrat
konsantrasyonuna ekstrapole edilebilir. Hi¢ deney yapilamasa bile bu ekstrapole edilmis
grafikden Vmax ve Km degerleri bulunabilir. Invertaz ve ekemek mayasmin
immobilizasyonun kinetik c¢aligsmalar1 sabit sicaklik ve pH'da substrat derisimi degistirilerek
belirlendi.

Enzimsiz ve immobilize edilmis invertazin CP-cOPPy ve PEO-co-PPy matrislerindeki kinetik

sabitleri Tablo 1'de verilmistir.

Cizelge 4.1. Serbest ve tutuklanmis invertaz i¢in kinetik parametreler

Km Vmax
Serbest invertaz 25.2 mM 81.7 umol/dk.mg protein
PEO-co-PPy/invertaz 16.3 mM 4.71 pmol/dk.cm?
CP-co-PPyl/invertaz 19.4 mM 3.28 pmol/dk.cm®
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Enzim elektrotlarin reaksiyon hizi iletken polimerin gozenekli yapisindan dolayr enzim
substratinin kompleks olusturma zorlugu yiiziinden azalmistir. CP-coPPy electrodu ile PEO-
co-PPy matrisinin Vmax degerleri kiyaslandiginda CP-coPPy elektrodunun Vmax degeri
PEO-co-PPy matrisinin Vmax degerinden daha diisiik oldugu goriilmektedir.

Sukroz hidroliz olarak fruktoz, glukoz ve maya hiicrelerini olusturur. Tannik asit ve gallik asit
sukroz enziminin baslaticilaridir. Sukroz enziminin basalticilarindan biri kullanilirsa sadece
ekmek mayasinin sadece invertaz enzimi belong to Km ve Vmax hesaplanir. Tablo 2 CP-co-
PPy ve PEO-co-PPy matrislerindeki serbest ve tutuklanmis maya hiicrelerinin kinetik

sabitlerini gostermektedir.

Cizelge 4.2. Serbest ve tutuklanmis ekmek mayasi i¢in kinetik parametreler

Km Vmax
Serbest ekmek mayasi 67.2 MM 76.8 umol/dk.mg protein
PEO-co-PPy/ekmek mayasi 22.7mM 2.93 umol/dk.cm®
CP-co-PPy/ekmek mayasi 24.3 mM 1.67 pmol/dk.cm®

Serbest ekmek mayast icim Km degeri 67.2 mM olarak hesaplanmistir. Tablo 2'deki
hesaplanan Km degerlerine gore PEO-co-PPy/ekmek mayast ve CP-co-PPy/ekmek mayasi
elektrodlarmin  Km degerleri ile serbest ekmek mayas: igin belirlenen Km degeri
kiyaslandiginda matrislerin Km degerlerinin serbest ekmek mayasi Km degerinden yaklasik
iic kat dadha diisiik oldugu bulunmustur. CP-co-PPy/ekmek mayasi elektrodunun Vmax
degeri PEO-co-PPy/ekmek mayasi elektrodunun Vmax degerinden daha diisiiktiir. Diisiik

Km degeri daha yiiksek enzim-substrat etkilesimi gosterir.

4.3. Optimum pH ve Sicakhgin Belirlenmesi

Invertaz enziminde PEO-co-PPy matrisi i¢in maksimum aktivite pH 7° de gériilmiistiir. CP-
co-PPy matrisi igin maksimum aktivitenin goraldigi pH degeri 6’dir.

Maya hiicresinde PEO-c0-PPy matrisi i¢in maksimum aktivite pH 8’ de gorilmistiir. CP-co-
PPy matrisi igin maksimum aktivitenin gorildigi pH degeri 6’dir.

Invertaz enziminde, PEO-co-PPy matrisinin enzim aktivitesi pH 6-8 araliginda yiiksektir.
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Maya hiicresinde ise, PEO-co-PPy matrisinin enzim aktivitesi pH 7-9 araliginda yiiksektir.
Invertaz enziminde CP-co-PPy matrisinin enzim aktivitesi pH 5-7 araliginda yiiksektir.
Maya hiicresinde ise, CP-co-PPy matrisinin enzim aktivitesi pH 5-7 araliginda yiiksektir.
Yukaridaki sonuglar baz alindiginda, invertaz enzimi ve maya hiicresindeki PEO-co-PPy ve

CP-co-PPy matrisleri i¢in ortaya ¢ikan maksimum pH degerleri birbirine yakin oldugu goze

carpmaktadir.
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Sekil 4.1. (a) Invertaz enziminin pH degisimine bagl olarak bagil aktivite degisimi (b) Maya

hiicresinin pH degisimine bagli olarak bagil aktivite degisimi

Invertaz enziminde PEO-co-PPy ve CP-co-PPy matrisleri icin maksimum enzim aktivitesi
50°C olarak ol¢iilmiistiir.
Maya hiicresinde PEO-Cc0-PPy matrisi i¢in maksimum enzim aktivitesi 60°C olarak

oOl¢iiliirken, CP-co-PPy matrisi icin maksimum enzim aktivitesi 50°C olarak ol¢iilmistiir.
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Sicaklik-enzim aktivitesi sonuglari goz Oniine alindiginda sicaklik degerlerinin birbirine

yakin sonugclar gosterdigi géze carpmaktadir.
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Sekil 4.2. (a) Invertaz enziminin sicaklik degisimine bagli olarak bagil aktivite degisimi (b)
Maya hiicresinin sicaklik degisimine bagli olarak bagil aktivite degisimi
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4.4, Raf Omriiniin Belirlenmesi

Enzimler kendi katalitik aktivitelerini ¢cok kolay kaybettikleri ve denatiire olduklari igin
enzimlerin dikkatli depolanmas: ve bakimi ¢ok o6nemlidir. Enzim elektrotlarinin tekrar
kullanilabilirlik bakimindan stabilitesi 1 giinde 25 °C’ de 40 basarili dlgiim yapilarak
caligilmstir.
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Sekil 4.3. (a) Invertaz enziminin zamana bagl olarak bagil aktivite degisimi (b) Maya
hiicresinin zamana bagli olarak bagil aktivite degisimi

o
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4.5, Protein Miktarimin Belirlenmesi

PEO-co-PPy ve CP-co- PPy Enzim elektrotlar: icin invertaz enziminin kullanim kararliligina
bagl olarak bagil aktivite degisimi ile Maya hiicresinin kullanim kararliligina bagli olarak

bagil aktivite degisimi  protein tayini birbirine yakin sonuglar vermektedir.
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Sekil 4.4. (a) invertaz enziminin kullanim kararlilhigina bagl olarak bagil aktivite degisimi (b)
Maya hiicresinin kullanim kararliligina bagli olarak bagil aktivite degisimi
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4.6. Enzim Elektrotlarimn Yiizey Yapilarinin incelenmesi

Maya hiicresinde PEO-co-PPy ve CP-co- PPy enzim elektrodunun taramal: elektron
mikroskobu (SEM) tarafindan elde edilen mikrografikler gorintileri ise Sekil 4.5°de
gorilmektedir. Bu bulgular bize maya hiicrelerinin  PEO-co-PPy ve CP-co- PPy
kopolimerlerinin igerisinde basarili bir sekilde tutuklandigini gostermektedir.

Sekil 4.5. (a) Maya hiicresinde CP-co- PPy’ye ait SEM goriintiisii (b) Maya hiicresinde PEO-
co-PPy’ ye ait SEM goriintiisii
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5. SONUCLAR

Bu calismada invertaz enzimi ve maya hiicrelerinin PEO-co-PPy ve CP-co-PPy iletken
kopolimer matrisleri icerisinde basarili bir sekilde tutuklanarak, PEO- co-PPy/Maya hiicreleri

ve CP-co-PPy/invertaz enzim elektrotlar: elde edildi.

Invertaz enziminde PEO-co-PPy matrisi i¢in maksimum aktivite pH 7’ de goriilmiistiir. CP-
co-PPy matrisi i¢in maksimum aktivitenin goriildiigii pH degeri 6’dir.Maya hiicresinde
PEO-co-PPy matrisi i¢in maksimum aktivite pH 8’ de goriilmiistiir. CP-co-PPy matrisi igin
maksimum aktivitenin goriildiigii pH degeri 6’dir.Invertaz enziminde, PEO-co-PPy
matrisinin enzim aktivitesi pH 6-8 araliginda yiiksektir. Maya hiicresinde ise, PEO-co-PPy
matrisinin enzim aktivitesi pH 7-9 arahiginda yiiksektir. Invertaz enziminde CP-co-PPy
matrisinin enzim aktivitesi pH 5-7 araliginda yiiksektir. Maya hiicresinde ise, CP-co-PPy
matrisinin enzim aktivitesi pH 5-7 araliginda yiiksektir. Bu sonuglar baz alindiginda, invertaz
enzimi ve maya hiicresindeki PEO-co-PPy ve CP-co-PPy matrisleri i¢in ortaya ¢ikan

maksimum pH degerleri birbirine yakin oldugu géze ¢carpmaktadir.

Invertaz enziminde PEO-co-PPy ve CP-co-PPy matrisleri icin maksimum enzim aktivitesi
50°C olarak ol¢iilmiistiir. Maya hiicresinde PEO-co-PPy matrisi i¢in maksimum enzim
aktivitesi 60°C olarak olgiiliirken, CP-co-PPy matrisi i¢in maksimum enzim aktivitesi 50°C
olarak olgiilmiistiir. Sicaklik-enzim aktivitesi sonuglart goz Oniine alindiginda sicaklik

degerlerinin birbirine yakin sonuglar gosterdigi saptanmustir.

Yapilan ¢alismalarda PEO- co-PPy/Maya hiicreleri ve CP-co-PPy/Invertaz enzim
elektrotlarinin sicaklik, pH, raf émrii ve kullanim kararliliklarina goére birbirine yakin

sonuglar verdigi gozlendi.

Boylece elde edilen sonuglar invertaz enzimi yerine maya hiicrelerinin kullanilabilecegini

gostermektedir.
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