T.C.
NEVSEHIR HACI BEKTAS VELI UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

POLISTIREN DESTEKLI SCHIFF BAZI VE METAL
KOMPLEKSI UZERINE ENZIiM iMMOBILIZASYONU

Tezi Hazirlayan
Murat GULEC

Tez Danismani
Dog. Dr. Dilek NARTOP

Kimya Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi

Ocak 2016
NEVSEHIR






Dog. Dr. Dilek NARTOP damsmanliginda Murat GULEC tarafindan hazirlanan
“Polistiren Destekli Schiff Bazi ve Metal Kompleksi Uzerine Enzim
Immobilizasyonu” bashkli bu ¢alisma, jiirimiz tarafindan Nevschir Haci Bektas
Veli Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans

Tezi olarak kabul edilmistir.

13012016
JURI imza
Baskan ~ :  Dog. Dr. Aslihan KARATEPE M%\
Uye : Yrd. Dog. Dr. Nalan OZDEMIR /W/7

Damisman Dog. Dr. Dilek NARTOP %—

ONAY:
Bu tezin kabulii Enstitii Yonetim Kurulunun. 24: ©4: 2.044. . tarih ve. Q. 2.:.21.. ...

sayil1 karar1 ile onaylanmistir.




TEZ BILDIiRIM SAYFASI

Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢alismada yer alan biitiin bilgilerin
bilimsel ve akademik kurallar cercevesinde elde edilerek sunuldugunu ve bana ait

olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigin bildiririm.

Murat GULEC

ii



TESEKKUR

Tez danigmanim ve degerli hocam Dog. Dr. Dilek NARTOP’a emeklerinden ve
desteklerinden dolay1 ¢ok tesekkiir ederim. Ayrica ders doneminde emegi gegen
hocalarim saym Prof. Dr. Fatma KARIPCIN ve saym Dog. Dr. Aslihan
KARATEPE’ye tesekkiirii bir borg bilirim.

Laboratuar caligmasi sirasinda bana kapilarin1 agan saygideger hocam Prof. Dr.
Nursen SARI’ya, ayrica deneyler esnasinda yardimlarini esirgemeyen kiymetli
hocalarim Ars. Gér. Nurdan KURNAZ YETIM ve doktora 6grencisi Elvan
HASANOGLU OZKAN’ a ¢ok tesekkiir ederim.

Ankara’da beni misafirperverligi ile ¢ok mutlu ve mahcup eden Emine halama ve

Nuri enisteme tesekkiir ederim.

Ders doneminde ve tez asamasinda destegini esirgemeyen kiymetli esim Zeynep’e,

ayrica Sibel YAVUZ’a, cocuklarim Yavuz Efe’ye ve Elif’e ¢ok tesekkiir ederim.

Murat GULEC
Nevsehir, Ocak 2016

111



POLISTIiREN DESTEKLIi SCHIFF BAZI VE METAL KOMPLEKSI
UZERINE ENZIiM IMMOBILIZASYONU
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OZET

Tez c¢alismas1 kapsaminda, oncelikle, (aminometil)polistiren (AMP), tereftaldehit
(TA) ve 2-amino-4-metilfenol’iin (CH3-AF) kondenzasyon reaksiyonu sonucu yeni
bir polimer tabanli Schiff bazi ve bu ligantin Pt(IV) kompleksi sentezlendi.
Bilesiklerin yapilar1 element analizi, FT-IR, "H-NMR, TGA ve SEM analizleri ile
karakterize edildi. Ikinci olarak, modifiye olmus 2 polimere glukoz oksidaz (GOy)
enziminin immobilizasyonu adsorpsiyon yontemi ile gergeklestirilerek, serbest ve
immobilize GOy enzimi iizerine sicaklik ve pH parametrelerinin etkisi incelendi.
(AMP-TA-MAF) ve (AMP-TA-MAF-Pt)’e immobilize edilen glukoz oksidaz
enziminin optimum pH degeri 8 olarak belirlendi. (AMP-TA-MAF) ve (AMP-TA-
MAF-Pt)’e immobilize edilen enzimin iki optimum sicaklik degeri ise sirasiyla 30 °C

/70 °C ve 40 °C / 70 °C olarak bulundu.

Anahtar Kelimeler: (Aminometil)polistiren, tereftaldehit, immobilizasyon, glukoz
oksidaz

Tez Damismani: Dog. Dr. Dilek NARTOP

Sayfa Adeti: 45
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ENZYME IMMOBILIZATION ON
POLYSTYRENE BASED SCHIFF BASE AND ITS METAL COMPLEX

(M. Sc. Thesis)

Murat GULEC

NEVSEHIR HACI BEKTAS VELI UNIVERSITY,
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
January 2016

ABSTRACT

In this study, firstly, a new polymer-based Schiff base and its Pt(IV) complex were
synthesized by means of condensation reacting (aminomethyl)polystyrene (AMP),
terephthaldehyde (TA) and 2-amino-4-methylphenol. The structures of the
compounds were characterized by elemental analysis, of FT-IR, "H-NMR, TGA and
SEM analysis. Secondly, glucose oxsidase enzyme (GOx) were immobilized on the
modified polymers with using the adsorption method. The effect of pH and
temperature parameters on the free and immobilized GOx enzyme was examined.
The optimum pH value for immobilizied glucose oxsidase enzyme on (AMP-TA-
MAF) and (AMP-TA-MAF-Pt) were determined as 8. The optimum temperature
values for immobilizied enzyme on (AMP-TA-MAF) and (AMP-TA-MAF-Pt) were
found two optimum temperature 30 °C / 70 °C and 40 °C / 70 °C, respectively.

Keywords: (Aminomethyl) polystyrene, terephthaldehyde, immobilization of
glucose oxidase
Supervisor of Thesis: Assoc. Prof. Dr. Dilek NARTOP
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1. BOLUM

GIRIiS

Enzimler, iliml kosullarda reaksiyonu hizlandiran biyomolekiillerdir [1]. Glukoz
oksidaz (GOx) ise kararlilig1 ve dayaniklili1 nedeniyle biiyiik ilgi géren énemli bir
enzimdir [2]. GOx enzimi Penicillium adametzii, Pencillium funiculosum ve
Aspergillus niger’dan elde edilir [3]. Enzimleri dogal yapilarinda biyokimyasal,
biyomedikal, biyoteknolojide kullanmak avantajli degildir [4]. Bu yiizden enzimler
uygun bir destege baglanir. Burada amaglanan, enzimlerin verim, depolama ve
kullanim kolaylig1r saglamasidir [5]. Boylece enzimler kararliliklarini koruyarak
tekrar kullanilabilirler. Immobilizasyon olarak adlandirilan bu islemde, enzimler
cesitli fiziksel ya da kimyasal yontemlerle aktivitelerini koruyarak, tekrar ve siirekli

kullanimini saglamak amaciyla organik veya inorganik tastyicilara tutturulurlar [6].

Immobilizasyonda, kullanilan destek olduk¢a &nemlidir. Destek, katalizor
kullanimin1 en aza indirmek, katalizoriin etkinligini artirmak ve daha iyi
baglanmasin1 saglamak i¢in kullanilir [7]. Kullanilacak destegin bazi ozelliklere
sahip olmas1 gerekmektedir. Hidrofilik olmali, yiiksek yiizey alan1 olmali, gézenekli
olmali, mekanik ve kimyasal olarak kararli olmalidir [8]. Ayrica destegin boyutu ve
ylizey morfolojisi de immobilizasyon i¢in ¢ok Onemlidir [9]. Mekanik ve termal
kararliligindan dolay1 Schiff bazlar1 i¢eren polimerlerin destek olarak kullaniimalari
tercih edilir. Bu polimerlerin dayanikliligin1 artirmak ig¢in, ¢esitli metal iyonlar1 da

kullanilir.

Immobilizasyonun &nemli bir diger basamag: ise secilen metottur. Mevcut cesitli
fiziksel ve kimyasal yOntemlerden en ¢ok tercih edileni kovalent baglanmadir.
Enzimin aktivitesini artirabilmesi, baglarin giicli olmasi, enzim-substrat
etkilesmesinin kolay olmasi kovalent baglanmanin tercih nedenlerinden bazilaridir

[10].



Schiff bazlari igeren polimerlerin enzim immobilizasyonunda, destek olarak
kullanilmalar1 avantajlidir [11,12]. Bu polimerlerin dayamikliligini artirmak igin,
cesitli metal iyonlar1 da kullanilabilir. Buradan yola ¢ikarak, tez kapsaminda, polimer
destekli Schiff bazi ve metal kompleksi iizerine enzim immobilizasyon etkisinin

incelenmesi hedeflenmistir.

Calismada, birinci adim olarak, (aminometil)polistiren, tereftaldehit ve 2-amino-4-
metilfenol’iin katilma-ayrilma reaksiyonu sonucu polimer destekli Schiff bazi ile
Pt(IV) kompleksi sentezlendi. Ikinci adim olarak ise bu modifiye edilmis polimerler
lizerine kovalent baglanma ile glukoz oksidaz enziminin immobilizasyonu
gergeklestirildi. Son adim olarak ise immobilize enzim ile serbest enzim iizerine

sicaklik ve pH parametrelerinin etkisi incelendi.



2. BOLUM
KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Schiff Bazlari

Schiff bazlar1 ilk defa 1864 yilinda Hugo Schiff tarafindan primer aminler ile
karbonil bilesiklerinin reaksiyonundan sentezledi [12]. Bu bilesiklerin ortak 6zelligi
azometin (imin) grubu icermesi ve genel formiillerinin R—HC=N —R olmasidir

[13].

Schiff baz1 olusum reaksiyonu, iki basamaklidir. Birinci basamakta, primer aminle
karbonil grubu kondenzasyonu ile karbonil amin ara bilesigi olusur. Yani niikleofilik
aminin pozitif yiik tagiyan karbonil karbonuna katilmasi, sonra azotun kaybettigi
protonun oksijene baglanmasidir. Ikinci basamakta ise ara bilesikten su ¢ikist yani

protonlanmis OH grubu su olarak ayrilir ve Schiff bazi olusur [14].

Basamak 1. Kattlma:
v 101 :OH
O: |

( " hzh R—C—R heh R—C—R

R—C—R + RNH, —= —

\_/ St ath I

Basamak 2. Ayrilma :

:6” W : O 3 "0 -H
| hzh d(lm- yavas . hizh .
[ : - Pee— — ' —_— = NR'
RCNHR RoCo—NHR' RPN = W
s

Sekil 2.1. Schiff bazinin olusum mekanizmasi

Schiff bazlar1 organik bilesiklerin 6nemli bir tiyesi olup, ¢ok fazla ilging 6zelliklere
sahiptirler. Bu o0zellikleri nedeniyle tipta, tarimda, petrol, ilag¢ alanlarinda ve
malzeme bilimlerinde kullanilir [15]. Schiff bazlar1 énemli bir ligand simifidirlar.
Gegis metal iyonlar1 ile cok disli ligand olarak baglanarak koordinasyon

polimerlerini olustururlar [16]. Schiff bazlar1 ve metal kompleksleri ters olarak
3



oksijen baglanma ile elektrokimyasal indirgeme reaksiyonlar1 ve oksitlenme
reaksiyonlart i¢in katalizor olarak kullanilirlar [17]. Cesitli gecis metal kompleksleri
ile baz1 Schiff bazlarinin azot, oksijen donor atomlar1 biyolojik sistemlerde dnemli
rol oynarlar ve verimli bir sekilde diazot ve dioksijenin indirgenmesini katalizlerler.
Ayrica Schiff bazlarmin makrosiklik tiirevleri fotosentez gibi temel biyolojik
fonksiyonlara sahiptirler. Bu ozelliklerinden 6tiirli memelilerde ve diger solunum
sistemlerinde oksijen tasirlar [18]. Inorganik kimyada kararli metal kompleksleri
olusturmalar1 sebebiyle Schiff bazlar1 ayn1 zamanda biyoinorganik kimyanin geligimi
ile yakindan ilgili olup, mantar ve bakterilere kars1 aktiviteleri 6nemlidir [19, 20].
Schiff bazi tiirevleri antibakteriyel, antifungal, antikanser ve sitmaya kars1 etkilidirler
[21]. Ayrica Schiff bazlari, yapilarinda bulunan atom ve atom gruplarindan Otiirii
renkli madde 6zelligi tagimalar1 sebebiyle tekstilde boya pigmenti olarak kullanilirlar

[22].

2.2. Polimerler

Monomerlerin birbirlerine kovalent baglar ile baglanmasi sonucu meydana gelen
biiylik molekiiller polimer olarak adlandirilirlar. Polimerleri olusturan kiiciik
molekiiller monomer adini alir. Cok sayidaki monomerlerin polimerizasyon

tepkimesi ile polimerler olusurlar [23].

Polimerler elastik 6zellik gosteren polimerler (elastomer), benzer lif yapisindan
olusan polimerler (elyaf), ince tabaka haline getirilebilen elastik 6zellik gdsteren

polimerler (plastik) seklinde gruplar icerirler [24].

Polimerler, sentezlenme yoOntemlerine gore, kondenzasyon (basamakli)
polimerizasyonu, katilma (zincir) polimerizasyonu ve koordinasyon polimerizasyonu
seklinde genel olarak ii¢ ana gruba ayrilirlar. Katilma polimerizasyonu ise radikalik
katilma  polimerizasyonu ve iyonik katilma polimerizasyonu (anyonik

katilma/katyonik katilma) olmak iizere gruplandirilir [23].



2.3. Schiff Bazi iceren Polimerler

Yapisinda (-CH=N-) bulunan polimerler, polimerik-Schiff bazlar1 (poliiminler)
olarak adlandirilirlar. 1957 yilindan beri yaygin olarak incelenmislerdir [25]. Bu
polimerler genellikle kondenzasyonla bir diimin ve hidrazin ile bir dialdehit ya da
diketondan sentezlenir. Ilk polimerik-Schiff bazi, 1923 yilinda tereftalik aldehit ile
benzidin veya o-anisidinin kondenzasyon reaksiyonu ile elde edilmistir. Polar (C=N)
bagindan kaynaklanan gii¢lii zincir-zincir etkilesiminden dolayr polimerik-Schiff
bazlarinin ¢ogu ¢oziiniir degildir [26]. Bu yilizden enzim immobilizayonunda destek
maddesi olarak kullanilirlar. pH sensorleri, 151k yayan diyotlar diger kullanim alanlari
arasindadir. Metal iyonlar1 ile komplekslerinin elde edilmesi ile bu tiir polimerlerin
kullanim alanlar1 daha da genisletilmistir. Komplekslesmede metal iyonlarinin
secimi, ligandin diyazni, kars1 iyonlar ve ¢oziicliler etkilidir [27]. Metal iyonlar
baglandiklar1 polimerlere termal kararlilik ve gelistirilmis kimyasal direng saglarlar
[28]. Optik, elektriksel ve katalitik 6zellik katarlar [29]. Boya ve katalizorlerde
kullanilirlar [30]. Bu tiir polimelerden sivi kristal olanlar1 diisiik ¢oziiniirliik, yiiksek
erime sicakligina sahiptirler [16]. Antimikrobiyal, antifungal ve antikanser 6zellige
sahiptirler ve sitmaya kars1 etkilidirler [21]. Giines enerji konvertorlerinde ve SOx ve
NOx’i ¢evreden uzaklagtirmada kullanilmalar1 da 6nemli uygulamalar1 arasindadir

[16].

2.4. Enzim

Enzimler kimyasal reaksiyonlar1 katalize eden, hizlandiran proteinlerdir [31]. Bunu
reaksiyonun aktivasyon enerjisini diigiirerek yaparlar ve reaksiyon verimi %100 diir.
Reaksiyon hizim minimum 10° hizlandirirlar ve reaksiyon sonunda harcanmadan

cikarlar. Enzimler 4000’den fazla biyokimyasal tepkimeyi katalizlemektedirler [11].

Her enzimin aktivitesinin maksimum oldugu pH ve sicaklik vardir. Bu degerin
altinda veya iistiinde aktiviteleri diiser. Ornegin enzimler 0-40°C arasinda reaksiyon

hizin1 artirirlar. Sicaklik 40°C nin tizerine ¢iktiginda enzimin yapisi zarar goriir ve
5



aktivitesi diiser. Sicaklik 60°C nin iizerine ¢iktiginda ise enzim tamamen bozulmus

olur [31].

Biiyiik molekiil agirligina sahip biyolojik katalizér olan enzimler, tepkimenin

termodinamigini etkilemeyip, tepkimenin kinetigini etkilerler [12].

4 Aktivasyon enerjisi

i3 —— > Enzimsiz

“~-___>} > Enzimli

L

Urunler

Sekil 2.2.Enzimin tepkime kinetigine etkisi

Endiistride kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde edilir. Bunun
nedeni olarak, mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin, bitkisel ve hayvansal
enzimlere gore katalitik etkilerinin yliksek olmasi, olumsuz yan {irlinler

olusturmamalari, ucuz olmalar1 ve fazla miktarda elde edilmeleri sdylenebilir [31].

Her enzimin baglandig1 6zel bir substrati vardir. Substrat, enzimin kimyasal olarak
tamdig1 ve baglandigi maddedir. Ornegin trombin enzimi arginin ve glisin arasinda
olan peptit baginin kirilmasini katalize ederek bu reaksiyonu hizlandirir. Enzimin
substrata baglandig1 bolgelerine ise aktif bolge denir. Bu bdlgelerde enzim-substrat
uyumu ilk temasta hemen olmaz. Uyum substrattaki bazi baglar kullanilarak
gergeklestirilir [32].

W P —Substrat ke
- Enzim aktivasyonu gergeklegir,
f ~|tl[ njll;: 1 r

o XA

Substrat enzimin aktif Enzim/Substrat Enzim aym kalir
bolgesine baglanr kompleksi olugur urun olugur

Sekil 2.3.Enzim mekanizmasi



Diisiik substrat konsantrasyonunda reaksiyon hizt substrat konsantrasyonuna
baglantili olarak artar. Substrat konsantrasyonu artirildigi zaman reaksiyon artig
hizinda azalma olur. Burada substrat konsantrasyonu daha da artirilirsa hiz sabit
kalir. Bunun sebebi enzimlerin tamaminin substrat ile birlesmesidir. Bu olaya doyma
ad1 verilir. Enzimlerin reaksiyon hizini artirmasinin sebepleri olarak asagidakiler
sOyelenebilir:

-Enzim substrata baglanarak, parcalanacak baga yakin durarak ara {riiniin
olusumunu kolaylastirir.

-Bazi enzimler substrat ile zayif kovalent bag olusturarak reaksiyonu hizlandirirlar.
-Enzimin proton alic1 veya verici Ozelligi varsa asit veya baz reaksiyonlarini
katalizler.

-Enzim substrattaki par¢alanacak bagin zayiflamasini saglayarak bagin seklini bozar.

Bu yiizden bag daha kolay kopar ve reakiyon hizlanir [33].

Reaction rate

0 1000 2000 3000 4000
Substrate concentration

Sekil 2.4.Substrat konsantrasyonu ile reaksiyon hizi ilisgkisi

Enzimin hangi substratla calisilacagini saptayan apoenzim kismidir. Apoenzim
enzimlerin protein kismi olup substrat ile iligkilidir. Enzimlerin protein olmayan ve
biyolojik aktiviteleri gerekli kisimlari ise koenzimdir. Koenzim bir metal iyonu

olabilecegi gibi protein olmayan organik molekiiller de olabilir [24].

2.4.1. Glukoz oksidaz enzimi

Glukoz oksidaz (GOx) enzimi, bOocek ve mantar gibi organizmalarda bulunan

dimerik flavoenzim katalizleyicisidir. Biyoteknoloji uygulamalari i¢in Aspergillus ve
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Penicilium mantarlarindan 6ziitlenir. Aspergillus niger (GOx-an) gore Penicilium
amagasakiense (GOx-pa) glikozu daha verimli katalizler. GOx-pa ve GOx-an her

ikisi de kirilgan ve kisa operasyonel yagam Omiirlerine sahiptirler [34].

Glukoz oksidaz, B-D-Glukozun Glukonikasite oksidasyonunu katalizler. Bu olay
stiresince kofaktor flavin adenin diniikleotid (FAD) iki elektron alir ve oksijen

molekiiliinii hidrojen perokside indirger [35].

B-D-Glukoz + 0, +H,0 ﬂ» Glukonikasit + H,0,

Sekil 2.5. Glukozun GOx katalizorliiglinde O2 ve H20 reaksiyonu

Bu doniisiim ile gida maddelerinden oksijen ve glukozu glukonik asite ¢eviren
islemlerde kullanilir [36]. Glukoz oksidaz, monomer basina sadece bir kovalent bagl
olmayan FAD ile birlikte kiiresel enzim dimeridir. Denatiire edici sartlar altinda
proteinden ayrilabilir. Glukoz oksidaz enziminin aktif oldugu optimum sicaklik 40-

50 °C, optimum pH ise 4,5 — 6,0 araligidir [12].

Glukoz oksidasyonu sonucu elde edilen diger iiriin hidrojen peroksittir. Ekmek
yapiminda kullanilan, glukoz oksidaz enzimi ile olusan hidrojen peroksit, hamuru
gelistirici  etkiye sahip olup, gorlinlis Ozelliklerini, islenebilirligini  ve
stabilizasyonunu artirir [37]. Ayrica balda yiliksek oranda bulunan glukoz oksidaz
balin yiizeyinde bulunan oksijen gazim1 hidrojen perokside indirgeyerek
antimikrobiyal bir kalkan olusturur. Cesitli meyve sularinda, gazli igeceklerde,
ickilerde, salata soslarinda ve mayonezde glukoz oksidaz enzimi ¢oziinmiis oksijeni
kendine baglayarak bu iiriinlerin tadinin bozulmasii engeller. Glukoz oksidaz
enzimi tibbi amagclar dogrultusunda biyosensorlerin iiretiminde de kullanilir, 6rnegin
kandaki glukozu tayin etmek gibi [38]. Ayrica biyoyakit olarak anot hiicrelerde de

kullanimi1 s6z konusudur [35].



2.5. Enzim immobilizasyonu

1850°’li yillarda Louis Pasteur, sekerin maya ile alkole fermantasyon olayinin
fermentler sayesinde daha hizli oldugunu belirlemistir. 1878 yilinda Frederick W.
Kiihne, bu fermentlere enzim adin1 vermis ve fermentlerin canlilardan ayrilamaz
yapida oldugunu sdylemistir. 1897°de Eduard Buchner, sekerin fermantasyonunu
saglayan enzimlerin canli hiicresinden cikarildiginda da islevini siirdiirdiigiini
bulmustur. 1926’da ise James Summer, iireaz enzimini laboravur ortaminda iireterek
tireaz kristalleri elde etmistir. Summer caligmasi ile bu alanda 6nemli bir ¢igir

acmistir [39].

Enzimleri saflagtirmanin maliyetinin yiiksek olmasi ve enzimlerin istenildigi anda
ortamdan uzaklagtirllamamalar1 sebebiyle tekrar kullanilamamalarindan otiirti
enzimlerin reaksiyonlarda serbest bulunmalar1 yerine enzim immobilizasyonu tercih
edilir. fmmobilizasyon, hareketi smrlandirilmis, ¢oziinmez ya da hapsedilmis
anlamma gelir. Enzim immobilizasyonu ise, tekrar ve silirekli kullanmak icin
enzimlerin inorganik veya organik tasiyicilara fiziksel ya da kimyasal yontemlerle
baglanmasi islemidir [6]. Maliyetinin diisiik olmasi, devaml iiretim yapilabilmesi,
tekrar kullanilabilmeleri, {iriinlerin kolaylikla ve saf bir sekilde elde edilebilmeleri,
enzimin Kkatalitik etkisinin korunmus olmasi, immobilize bazi durumlar igin
enzimlerin daha yiiksek aktivite gosterebilmeleri, enzimlerinin kendini pargalama
olasiliginin az olmasi, c¢evre kosullarina (sicaklik ve pH gibi) daha dayanikhi
olmalari, ¢ok basamakli reaksiyonlar i¢cin uygun olmalar1 gibi nedenlerden Otiirii
enzim immobilizasyonu olduk¢a onemlidir [40, 41]. Enzim immobilizasyonun en
onemli dezavantaji katalitik aktivite kaybidir [42]. Immobilize enzimin &zellikleri

hem enzime hem de destek maddesinin sahip oldugu 6zelliklere baglidir [40].

2.5.1. Enzim immobilizasyon yontemleri

Enzimi sivi ortamda ¢6ziinmez hale getirerek, destek maddesine baglamak bdylece

enzimi tekrar kullanmak, enzimi tepkime ortamindan uzaklagtirmak ve enzimin



dayanikliligini artirmak amaclh yapilan enzim immobilizasyonu i¢in se¢ilen yontem

cok onemlidir [43].

Immobilizasyon ydnteminin se¢iminde maliyet, giivenilirlik, enzimin aktivite ve

kararlilig1 g6z oniine alinarak yontem se¢imi yapilir [44].

Farkli siniflandirma yontemleri olmakla birlikte enzim immobilizasyon yontemleri

genel olarak iki sekilde siniflandirilirlar:

I. Kimyasal yontemler
1) Kovalent baglama
2) Capraz baglama
3) Iyonik baglanma

II. Fiziksel yontemler
1) Adsorpsiyon ile immobilizasyon
2) Hapsetme ile immobilizasyon
a) Mikrokapsiil ile hapsetme yontemi
b) Kafes tipi hapsetme yontemi

2.5.1.1. Kimyasal yontemler

Enzim immobilizasyonu i¢in kullanilabilecek kimyasal yontemlerden biri kovalent
baglama olup, immobilizasyonda geleneksel bir metotdur [41]. Enzimin karboksil,
hidroksil, amino gibi fonksiyonel grup iceren destege kovalent baglanmasi ile
immobilizasyon gerceklesir [45]. Genellikle sulu ortamda ve gergeklesmesi zor
oldugundan 1liml sartlarda (oda sicakligi, nétral pH) meydana gelir. Enzim ve destek
arasindaki etkilesim gii¢lii olup, bazen enzim aktivitesini arrtitabilmesi agisindan
onemlidir [46]. Yontemin avantajlar1 yani sira dezavantajlar1 da mevcuttur. Giiglii
baglar icermesi, enzim sizintisinin ¢ok az olmasi, enzimin stabil olmasi
immobilzasyon yoOnteminin avantajlaridir. Enzimin sterik modifikasyonlarinin

olusabilmesi, enzimatik aktivitede azalma olabilmesi, geri doniisiimsiiz baglanma
10



nedeniyle destegin yeniden kullanilamamasi, destek kimyasal modifikasyon
gerekliligi ise kovalent baglanma ile immobilizasyonun dezavantajlaridir. Ayrica bu
yontemde secilen destegin ucuz olmasi, ¢cevreye zarar vememesi ve yeterli miktarda

enzimi tastyabilmesi gibi 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir [47, 48].

f3e
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Sekil 2.6. Kovalent baglanma kimyasal yontemi ile enzim immobilizasyon gosterimi

Enzim immobizasyon yontemlerinden digeri ¢apraz baglama yontemidir. Capraz
baglanma yonteminin olusumunda kimyasal baglar etkilidir. Bu enzim
immobilizasyon yontemi, c¢ift islevli veya ¢ogul islevli reaktifler araciligiyla enzim
molekiilleri arasindaki molekiiller aras1 ¢apraz baglarin olusumu ile gerceklesir [48].
Capraz baglanmada kullanilan reaktifler glutaraldehit, klorformat, heterosiklik
halojenler, bisoksiranlar, divinilsiilfanlar, gecis metal iyonlar1 ve epiklorhidrinlerdir
[49]. Yontemde capraz baglanma maddesi enzimin aktif bodlgesine baglanarak
aktivite kaybina neden olabilir [50]. Destege ihtiyac duyulmamasi, enzimim
kararliligini devam ettirmesi ve sizintinin minumum olmasi ise yoOntemin

avantajlarindandir [47].

Sekil 2.7. Capraz baglanma ydntemi ile enzim immobilizasyon gosterimi

Iyonik baglanma ise kimyasal yontemlerden sonuncusudur. Enzim immobilizasyonu
suda ¢ozlinmeyen ve iyon degistirme Ozelligine sahip destege iyonik baglama ile
gerceklesir. Bazen bu etkilesimle birlikte fiziksel adsorpsiyon da olur. Iyonik

baglanma enzimin yapisinda ve aktif merkezinde herhangi bir degisiklige neden
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olmaz. Bu ylizden enzim aktivitesi genellikle yikselir [46]. Yontemde iyon
degistiriciler tasiyici olarak kullanilir. Sicaklik ve pH diger yontemlerde oldugu

tizere ¢ok onemlidir [51].
2.5.1.2. Fiziksel yontemler

Adsorpsiyon ile immobilizasyon, enzim immobilizasyonu i¢in kullanilabilecek
fiziksel yontemlerden biridir. En basit yontem olup, enzim destek maddesine
kimyasal yapis1 bozunmadan baglanir. Genelikle hidrofobik destek kullanilir. Destek
ve enzimin fonksiyonel gruplari arasinda kovalent olmayan etkilesimler meydana
gelir. Bu etkilesimler elektrostatik giigler, hidrofobik etkilesimler ve hidrofilik
etkilesimlerdir [42]. Adsorpsiyon immobilizasyonu genellikle enzimin aktivitesini
korumasi sebebiyle kolay bir yontemidir. pH, sicaklik, iyonik giicler ve polar
¢oziicliler gibi belli sartlar immobilizasyonu degistirebilir [52]. YOntemin dezavantaji
enzim ve destek arasindaki baglanmanin zayif olmasindan Otiiri enzimin matristen
kopabilmesidir [41]. Ancak bu bagin zayif olmasi sebebiyle enzim yapisinin
degisiklige ugramamasi ise ydntemin bir avantajidir. Istenmeyen bir durum olan
enzim sizintis1 ise sartlar ve gozenek boyutuna dikkat edilerek giderilebilir [53].

Enzim aktivitesini artirmak i¢in ise amonyum siilfat ya da protein ilavesi yapilabilir

® I
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Sekil.2.8. Adsorpsiyon yontemi ile enzim immobilizasyon gosterimi

Fiziksel yontemlerden bir digeri ise hapsetme ile immobilizasyon (tutuklama)
yontemidir. Bu yontem enzimin kafes veya polimer igersinde tutularak
siiriklenmesinin  engellenmesidir. Yontemin kovalent baglanma ve c¢apraz
baglanmadan farki enzimin ¢Ozeltide serbest olmasidir. Tutuklama ile enzimin
stiziilmesi minimuma indirgenir, enzimin kararliligi arttirilir ancak enzimin aktif
bolgesine substratin baglanmasi smirli olur. Enzim i¢in uygun bir mikro ortam
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kapsiil olusturan malzeme kullanim1 ve uygun pH, polarlik ile saglanir [55]. Basit ve
verimli bir yontem olmasi, enzim ile polimer arasinda giiglii baglar igermemesi,
enzim kaybinin ¢ok az olmasi bu yontemin de avantajlar1 arasindadir. Dezavantajlar
ise enzimi saran ortama sizinti olabilmesi, yiizey jel matris igine iyi niifuz

edilememesi, ylizeylere ve iiriinlere madde transferi direncidir [491].
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Sekil 2.9. Enzimin tasiyict igerisinde tutuklanmasi

Mikrokapsiil ile hapsetme yonteminde enzim yar1 gegirgen polimer zar igerisinde
tutululur. Yontemde enzimin 1-100 pum aras1 boyutlu mikrokapsiillere baglanmasi
tercihtir. Substrat molekiillerinin kii¢lik olmas1 immobilizasyonun verimliligini artirir
[56]. Enzimin yapisi lizerine olumsuz etkisi olmayan iyi yontemdir. Dezavantaj1 ise
substratin enzime diflizyonunun sinirli olmasidir [51]. Ayrica genellikle baglanma

fiziksel oldugundan enzim sizintis1 meydana gelebilir [57].

Sekil 2.10. Enzimin kapsiil icinde hapsedilmesi

Kafes tipi hapsetme yontemi ise ¢apraz bagl polimerlerin enzim ¢dzeltisi igerisinde
olusturduklar1 immobilizasyon gesitidir. Yontemde ¢apraz baglanma ile olusturulan
kafes icersine enzim hapsedilmektedir. Capraz bag yiizdesinin fazla olmas1 substratin
enzimin aktif merkezine ulasgamamasina ve enzimde aktivite kaybina sebep olacagi

icin bag ylizdesine dikkat edilmelidir. Kolay olmasi, ¢ok az enzim kullanilmasi,
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polimerlesmenin hizli ve rahat gerceklesmesi, capraz baglayict ve monomer
derisimlerinin degistirilmesi ile farkli gdzenek biiyiikliikte kafes elde edilebilmesi,
capraz bag olusumunda kullanilan isinlarinin (gama ve UV) enzimin yapist ve
kararlig1 iizerine fazla etkisinin olmamasi yoOntemin avantajlar1 arasindadir.
Dezavantajlar1 olarak ise kafes igerisinden enzimin sizma olasiliginin olmasi, jel
olusumunda ortamin sicakliginin enzimin kararliligini olumsuz etkileyebilmesi

sOylenebilir [58].

2.6. Literatiir Arastirmasi

Glukoz oksidaz enzimi ve enzim immobilizasyonu ile ilgili olarak kisa bir literatiir

arastirmasi asagida verilmistir:

Giirel ve arkadaglan tarafindan, hidrojeller igindeki 2-hidroksi etil metakril ve N-
vinil pyrrolidone iizerine 1smlama (UV) ile GOx enziminin immobilizasyonu
saglanmistir. Sicaklik, komonomer konsantrasyonu ve ¢apraz baglanma gibi
parametreler ile ilgili deneyler yapilmistir. Tekrar kullanilabilirlik Olgiilerek, cok
diisiik sicakliklarda 1sinlarin  enzimin aktivitesi {izerine etkisinin olmadigini

ispatlanmigtir [59].

Cardiel ve arkadaslar1 tarafindan, iyonik olmayan misel iskeleler iizerine
mikroakigkan platform kullanilarak GOx enzimi immobilize edilmis ve UV,
kriyojenik elektron mikroskobu ve taramali elekron mikroskobu kullanilarak
immobilizasyonu dogrulamistir. Nanojel-GOx iskelelerin altinda farkli glukoz
konsantrasyonlar1 sergileyen dogrusal ampermetrik sonuglar bulunmustur. GOx
enziminin Omriinii ve dogalligin1 etkilemeyen iyonik olmayan jellerin uygun bir
mikro ¢evre olustudugu belirtilmistir. Ayrica maliyeti, islemin basit olmasi, biyo

uyumlu olmasi gibi iyonik olmayan jellerin 6nemli 6zellikleri gosterilmistir [60].

Bhakta ve arkadaglar1 tarafindan, polistren ince filmler {lizerine GOx immobilize
edilmistir. Elde edilen sonuglara gdre nanogecirgen filmler substratin ylizey alani

icinde ve enzim aktivitesinin artisiyla immobilizasyonda yiikselis gosterdigi
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bulunmugtur. Substrat-enzim arayiizeyinin karakterizasyonu, enzimin kararlilig1 ve
katalitik aktiviteyi gelistirmek icin immobilizasyon sartlarinin, protein yapisinin
oldukca Onemli oldugu belirtilmistir. Bu calismada polistren blok polivinilpridin

nanogecirgen filmlerin aktivitesi 3300+£700 Um? olarak elde edilmistir [61].

Karuppiah ve arkadaslar tarafindan, grafit nanolevhalar (GNs) {izerine GOx enzimi
immobilize edilmis ve bu levha ZnO patikiilleri basili karbon elektrot iizerine
yatirilmistir.  GNs/ZnO elektron tarama mikroskobu ve elementel analiz ile
karakterizasyonu yapilmistir. Calismada, elektrot iizerine immobilize edilmis GOx ,
-0,4V diizgiin potansiyelde iyi bir sekilde belirlenmis redoks cifti gostermistir. GOx
enziminin gelismis elektrokimyasi elektrotta hizli bir elektron transferi ile heterojen
elektron tranfer hiz sabiti 3,75 s olarak belirlenmistir. Hizli elektron transferinin,
ZnO/GNs’nin iletkenliginin iyi olmasindan ve GNs’nin genis ylizey alanindan
kaynaklandig1 belirtilmistir. Modifiye elektrot goriintiileri glukoza 0,3-0,4mM
konsantrasyonlarinda dogrusal bir yanit oldugu ve 30,07 pA mM™" cm? duyarl
oldugu bulunmustur. Uretilen sensdriin yiiksek duyarliliga, tekrarlanabilirlige ve

uzun vadeli kullanima olanak sagladigini belirtilmistir [62].

Mani ve arkadaglar tarafindan, indirgenme ile grafin kobalt fitalosiyanin (CoPc)
hazirlanarak, glukozun emzimatigi arastirilmigtir. CoPc glukozu belirlemede ve GOx
enzimi immobilizasyonunda elektrokatalizor gorevi yapmaktadir. CoPc’1 sabitlemek
icin grafin kullanilmistir. Elde edilen bilesigin kararlilig1 elektron tarama mikroskopu
ve X-ray ¢alismalari ile kontrol edilmistir. GOx enziminin direk elektron transferi
redoks pikleri 0,44V olarak belirlenmistir. Elektro aktif GOx miktar1 ve elektron
transfer sabit orami (ks) sirasiyla 3,77x10"° mol cm? ve 3,57s” dir. Urettikleri
ampermetrik biyosensor glukozu genis ve dogrusal konsantrasyonda, 10uM ile
14,8mM yiiksek hassaslikta, 5,09pAmM™ cm™ olarak olgmiistiir. Ayrica insan

kaninda ve idrarinda glukoz tayini i¢in arastirmalar yapilmistir [63].

Welch ve arkadaglar1 tarafindan, polistiren siilfonat kullanarak poli(3.,4-
etilendioksitiyofen) ile organik elektrokimyasal transistorler imal edilmistir.

Polimerize edilmis ylizeyden karmasik polimer fircalari glisidil metakrilat ve 2-
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hidroksietil metakrilattan elde edilmistir. Bu fircalar glukoz oksidaz ile

islevsellestirilmis ve elektrik performansinin uzun siireli oldugu tespit etmistir [64].

Su ve arkadaglar1 tarafindan, GOx enzimi altin nanopartikiiller (AuNPs) ile MoS2
kullanim1 ile cam karbon elektrota elektrokimysal biyosensor {iretmek igin
immobilize edilmistir. AuNPs ve MoS:2 kullanilan immobilize enzim elektrottan
elektron transferinin hizli oldugu tespit edilmistir. Glukoz 10-300uM konsantrasyon
araliginda tespit edilmis ve 2,8uM kadar diisiik seviyelerde o6l¢lim yapilabilecegi
bulunmustur [65].

Vogt ve arkadaglari, glukoz biyosensorleri ve biyoyakit hiicreleri ig¢in en sik
kullanilan enzim GOx (Aspergillus niger’dan elde edilen) pH bagimli redoks
potansiyelini pH 4,5 ve 8,5 de UV/vis spektroelektrokimya yontemleri kullanilarak
Olemiistiir. Arastirmada, tiim pH araliginda GOx flavin adenin diniikleotid (FAD)
kofaktorii ¢ifte azaltilmis hidrokinonokside degismistir. GOx redoks potansiyeli pH’
a baglh olarak pKa 7,2 de GOx flavohidrokinon tespit edilmistir. Halojeniirlerin
varhiginda pH<6 degerinde redoks potansiyellerinde azalma goézlemlenmistir. Notr
ortamda ¢alisan biyosensor ve biyoyakit i¢in anot hiicresi pH degeri 7,4 ve 7,0 olarak

bulunmustur [66].

Ozden ve arkadaslar tarafindan, polianilin-GOx Pt elektrot {izerine adsorsiyon ile 1V
potansiyelde hazirlanmistir. Oksijen ile glukoz tepkisiyle olusan hidrojen peroksit
enzimi elektrotun PBS ¢dzeltisi igerisinde 0,7V potansiyelde ampermetrik 6l¢iimleri
yapilmistir. Polimerizasyon i¢in monomer konsantrasyonlari, elektrolit kalinligi
enzim i¢in pH ve sicaklik gibi parametreler optime edilerek sonuglar
degerlendirilmistir. Hazirlanan polimerin sensdre tepki siiresi 4-5s bulunmustur,
dogrusal ampermetrik 6l¢tim yapilmistir. Ayrica, sensoriin askorbik asit, oksalik asit,
laktoz, sukroz, ve iire gibi maddelerin varliginda bile basarili sonu¢ verdigi

belirlenmistir [67].

Elvan ve arkadaslari, GOx enziminin 6zelliklerini arastirmak i¢in Pt*" ve Pt*" ile yeni

nanokiireler  hazirlamistir.  Aminometil  polisitren  (APS),  2-hidroksi-5-
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metilbenzaldehit ve Pt / Pt*" kullanarak, iizerine GOx enzimini immobilize edip
enzimatik Szelliklerini aragtirmustir. APS-Pt**-GOx ve APS-Pt*"-GOx kompleksleri
icin optimum pH degeri belirlemistir. Elde edilen immobilize komplekslerin tekrar
kullanilabilirligi, depolama kararliligi, sicaklik etkisi ve serbest kullanilabilirligini
arastirmistir. Pt atomu iceren destek lizerine GOx enziminin depolama ve yeniden
kullanilabilirliginin miikemmel derecede oldugunu tespit etmistir. APS-Pt*"-GOx ilk
aktivitesini 32 dongiiden sonra %30 dan daha oranda aktivitesini korudugu

bulunmustur [68].

Seda ve arkadaslari, polisitren-ANH2 (PSA) modifiye edilmis nanopartikiiller ile bazi
salisilaldehit tiirevlerinin immobilize GOx {izerine enzimatik o6zelliklerini
incelemistir. Modifiye polistirenlerin karakterizasyonu i¢in, IR spektrumlari, jel
permeasyon kromatografisi ve taramali elektron mikroskopisi kullanilmistir.
Immobilize GOx biitiin 6zelliklerini (PSA-SalH)-GOx, (PSA-SalCH3)-GOx ve
(PSA)-GOx dan biri hari¢ hepsinin gosterdigini bulmustur. PSA {izerine GOx
immobilizasyonunda iki optimum pH diger immobilize polimerlerde bir optimum pH

oldugunu tespit edilmistir [69].
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3. BOLUM

MATERYAL VE METOD
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
(Amimometil)polistiren, tereftaldehit, 2-amino-4-metilfenol, glukoz oksidaz (Sigma
Aldrich), sodyum dihidrojenfosfat (NaH,PO4, 120 g/mol), fosforik asit
(H3P0O4106.09 g/mol), sodyum asetat (C,Hs;NaO,, 82.02 g/mol), disodyum
hidrojenfosfat (Na,HPO4,142 g/mol), boraks (Na,B407, 201.24 g/mol ), sodyum
hidroksit (NaOH,40 g/mol), 4-aminoantipiren (4-AAP) (203,24 g/mol),
glukoz(180,16 g/mol), fenol (94,11 g/mol), peroksidaz enzimi (bayir turbu),
dimetilformamit (DMF) maddeleri Sigma-Aldrich firmasindan satin alinmistir.
3.2. Cihazlar
3.2.1. pH metre
Tampon ¢ozelti ayarlamada Orion 420A model pH metre kullanilmigtir.
3.2.2. Calkalamal su banyosu
ST 402 NUVE marka sicaklik kontrollii su banyosu kullanilmustir.

3.2.3. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Gortintiiller QUANTA 400F Field Emission cihazi ile alinmustir.
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3.2.4. Ultraviyole-goriiniir bolge spektrumu (UV-GB)

Spektrumlar, UV-1800 ENG240V, SOFT model spektrofotometre ile 800-200 nm

araliginda saf su icinde alinmustir.

3.2.5. Infrared spektrofotometresi (FT-IR)

Spektrumlar, Fourier doniisim infrared spektrofotometresi ile 4000-400 cm’

araliginda TUBITAK MAM Kimya Enstitiisii’nde alinmistir.

3.2.6. Niikleer manyetik rezonans spektrofotometresi (‘H-NMR)

'H-NMR spektrumlar (500 MHz, DMSO, 298 K), Bruker AVANCE 500 NMR
cihazi ile TUBITAK MAM Kimya Enstitiisii’'nde alimustir.

3.2.7. Termogravimetrik Analiz Cihaz1 (TGA)

TGA analizleri, TUBITAK MAM Kimya Enstitiisii’nde, Perkin Elmer marka termal
analiz cihazi ile azot atmosferinde, 10-910 °C sicaklik araliginda, 10 °C/dakika 1sitma

hizinda Slgiilerek alinmustir.
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4. BOLUM

DENEYSEL BOLUM

4.1. Polimer Tabanh Schiff Bazinin Hazirlanmasi (Genel Yo6ntem)

Polimer destekli Schiff bazi1 geri sogutucu altinda 70°C sicaklikta sentezlendi.
DMF’de ¢oziinen (aminometil)polistiren ¢ozeltisi lizerine, DMF’de c¢oziinmiis
aldehit ve amin cozeltileri yavas yavas ilave edilerek, 4 saat siire ile kaynatma ve
karistirma islemlerine devam edildi. Reaksiyon sonucu olusan ve oda sicakliginda
bekletilen karigim, tepkimeye girmeyen kisimlarin uzaklastirilmasi amaglt aseton ile

yikandi ve 24 saat siire ile etiivde kurutma islemi yapildi.

4.1.1. (AMP-TA-MAF) polimerinin sentezi

20 mL DMF’de ¢6ziinen 1 g (aminometil)polistiren (1 g, 4,0 mmol/g -NH2 yiiklii) ve
20 mL DMF’de ¢oziinen 0,54 g tereftaldehit ile 10 mL DMF’de ¢6ziinen 0,49 g 2-
amino-4-metilfenol ¢ozeltileri geri sogutucu altinda boliim 4.1°de belirtilen yonteme

gore sentezlendi ve etiivde kurutuldu.

4.2. Polimer Tabanh Schiff Bazi Kompleksinin Hazirlanmasi (Genel Yontem)

Polimer destekli Schiff bazi metal kompleksi geri sogutucu altinda 70°C sicaklikta
sentezlendi. DMF’de ¢oziinen (aminometil)polistiren ¢ozeltisi iizerine, DMF’de
¢Ozlinmiis aldehit ve amin c¢ozeltileri yavas yavas ilave edilerek, 4 saat siire ile
kanistirildi. DMF’de ¢oziinen PtCly ¢ozeltisinin karisima ilave edilmesinin ardindan
2 saat kaynatma ve karistirma islemine devam edildi. Reaksiyon sonucu olusan ve
oda sicakliginda bekletilen karigim, tepkimeye girmeyen kisimlarin uzaklastirilmasi

amacli aseton ile yikandi ve 24 saat siire ile etlivde kurutma islemi yapildi.

20



4.2.1. (AMP-TA-MAF-Pt) polimerinin sentezi

20 mL DMF’de ¢6ziinen 1 g (aminometil)polistiren (1 g, 4,0 mmol/g -NH2 yiiklii),
20 mL DMF’de ¢oziinen 0,54 g tereftaldehit ve 10 mL DMF’de ¢oziinen 0,49 g
2-amino-4-metilfenol ile 1,35 g PtCly ¢ozeltileri geri sogutucu altinda boliim 4.2°de

belirtilen yonteme gore sentezlendi ve etiivde kurutuldu.

4.3. (AMP-TA-MAF) ve (AMP-TA-MAF- Pt) Polimerlerinin immobilizasyon

Calismasi

4.3.1. immobilizasyonda kullanilan tampon ¢é6zeltilerin hazirlamis:

pH:3 (NaH,PO/H;P0Oy) tamponu:

6,24 g (40 mmol) NaH,P04.2H,0 (sodyum dihidrojenfosfat) 250 mL su igerisinde
¢oziildi. pH:3 oluncaya kadar, derisik % 85'lik H3PO4 ¢ozeltisi damla damla ilave
edildi.

pH:4 (NaH,;POyH;P0,) tamponu:

6,24 g (40 mmol) NaH,P04.2H,0 (sodyum dihidrojenfosfat) 250 mL su igerisinde
¢oziildii. pH:4 oluncaya kadar, derisik % 85'lik H;PO4 ¢ozeltisi damla damla ilave
edildi.

PH:5 (sodyum asetat/asetik asit) tamponu:

pH:5 oluncaya kadar, 100 mL 0,25 M asetik asit iizerine 0,25 M sodyum asetat

¢Ozeltisi damla damla ilave edildi.
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PH:6-9 (Na,HPOy NaH,P0O,) tamponu:

pH:6/7/8/9 oluncaya kadar, 100 mL 0,25 M Na,HPOj, iizerine 0,25 M NaH,PO4

¢Ozeltsisi damla damla ilave edildi.

PpH:10 (Na,B,0;,/NaOH) tamponu:

pH:10 oluncaya kadar, 100 mL 0,25 M Na;B407 iizerine 0,25 M sodyum hidroksit

¢Ozeltisi damla damla ilave edildi.

Glukoz cozeltilsinin hazirlanisi (40 mM-0,5 mM):

0,0160 g glukoz, calisilan pH tampon ile 10 mL ye tamamlanarak 40 mM stok
glukoz ¢ozeltisi hazirlandi. 20 mM, 18 mM, 16 mM, 14 mM, 12 mM, 10 mM, 8 mM,
6 mM, 4 mM, 2 mM, 1 mM ve 0,5 mM glukoz ¢ozeltileri ise, 40 mM stok glukoz

¢ozeltisinden seyreltilerek hazirlandi.

4.3.2. p-glukoz oksidaz enziminin immobilizasyonu

20 mL DMF’de ¢6ziinen 1 g polimer {izerine, 21 mL saf suda ¢éziinmiis 0,3 mg -
glukoz oksidaz enzimi ilave edilerek manyetik karistiricida oda sicakliginda 2 giin
karistirldi. Immobilizasyon reaksiyonu sonucu olusan polimer siizme ile alindi.
Seyreltik aseton ile reaksiyona girmemis monomer yapilar1 uzaklastirma amagh

yikama islemi yapildi. Immobilize enzimler +4°C de muhafaza edildi.

4.3.3. Serbest B-glukoz oksidaz enzim aktifligi iizerine pH etkisi

pH:3 ile pH:9 araliginda hazirlanan 4 mL tampon c¢dzeltilerde serbest B-glukoz
oksidaz enzimi (10 mg) ¢oziildii ve lizerine glukoz (16 mg) ilave edildi. Oda
sicakliginda yapilan karistirma islemi esnasinda 4-aminoantipiren (10 mg), fenol (20
mg) ve peroksidaz enzimi (0,5 mg) eklendi. UV-GB spektrofotometresi ile 498

nm’de, absorbans degerleri okundu. Serbest enzim aktifligi belirlendi.
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4.3.4. Iimmobilize edilen p-glukoz oksidaz aktifligi iizerine pH etkisi

pH:3 ile pH:9 araliginda hazirlanan tampon 4 mL ¢6zeltilde immobilze enzim (2
mg) ¢oziildii ve boliim 4.3.3°de belirtilen islemler uygulandi. immobize enzim

aktifligi belirlendi.

4.3.5. Serbest B-glukoz oksidaz enzim aktifligi tizerine sicaklik etkisi

Belirlenen optimum pH daki 4 mL tampon ¢ozeltide serbest B-glukoz oksidaz enzimi
(10 mg) ¢oziildii ve lizerine glukoz (16 mg) ilave edildi. Calkalamali su banyosunda
farklt calisma sicakliklarinda (20°C-90°C) yapilan karistirma iglemi esnasinda 4-
aminoantipiren (10 mg), fenol (20 mg) ve peroksidaz enzimi (0,5 mg) eklendi. UV-
GB spektrofotometresi ile 498 nm’de, absorbans degerleri okundu. Serbest enzim

aktifligi belirlendi.
4.3.6. immobilize edilen B-glukoz oksidazin aktifligi iizerine sicakhik etkisi
Belirlenen optimum pH daki 4 mL tampon ¢ozeltide serbest B-glukoz oksidaz enzimi

(2 mg) ¢oziildii ve ve boliim 4.3.5°de belirtilen islemler uygulandi. immobilze enzim

aktifligi belirlendi.
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5.1. Sonuglar

5. BOLUM

SONUCLAR VE TARTISMA

5.1.1. Polimer Tabanh Schiff Bazlarinin Karakterizasyonu

Modifiye edilmis polimerlerin bazi fiziksel 6zellik ve analitik verileri Tablo 5.1.’de

verilmistir. Polimer tabanli Schiff bazlarinin agirlik¢a ortalama molekiil agirligi (Mw)

ve sayica ortalama molekiil agirligi (MnNwvR) sirarasiyla element analiz sonuglari ve

'H-NMR spektrumlarina gére onerilmistir. Polidispersite indeksi (HI) ise Mw /

MhnNMR orant ile belirlenmistir.

(AMP-TA-MAF)

I

(AMP-TA-MAF-Pt)

Resim 5.1. Sentezlenen modifiye polimerlerin kat1 hal goriintiileri

Tablo 5.1. Bilesiklerin bazi fiziksel ve analitik 6zellikleri

Bilesik My, Kimyasal Formiil Renk Element Analizi
Manmr Lefr, Bulunan (Hesaplanan) %
HI BM
C H N Pt
(AMP-TA-MAF) 1104 [(C8H8)7(C24H22N2O)] Sari 86,93 7,07 2,54 -
/1082 - (88,72) (7,21) (2,59) -
1,02
(AMP-TA-MAF-Pt) 1343 [(C8H8)7(C24H21N20C13Pt)] Kahverengi 71,46 5,80 2,08 14,52
0 (69,44) (5,64) (2,03) (14,10)
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5.1.1.1. (AMP-TA-MAF) polimeri
(AMP-TA-MAF) polimerine ait, IR spektrumu Sekil 5.1’de verilmistir.

1602 cm™ ve 1589 cm™’de gdzlenen pikler, amin grubu igeren polimere aldehitin
katilmas1 sonucu olusan simetrik V(ch-n gerilme titresimleri olarak 6ngoriilmiistiir.
Aromatik vc.p titresimi 3056 cm™ ve 3010 cm™de, alifatik V(c-n titresimi ise 2925
cm”' ve 2850 cm™’de gozlenmistir. Aromatik vc—c, titresimine ait bantlar 1565 cm™

ve 1546 cm™*de ortaya ¢ikmistir. 3417 cm’ de gozlenen titresim bandi ise fenolik

V(on) piki olarak belirlenmistir.

J“W f‘mﬁww‘\l“ |“
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on— !|H

% Gegirgenlik
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Sekil 5.1. (AMP-TA-MAF) polimerinin IR spektrumu
(AMP-TA-MAF) polimerine ait, 'H-NMR spektrumu Sekil 5.2.’de verilmistir.

7,95 ppm’de gdzlenen pik imin (CH=N) protonu olarak éngériilmiistiir. Integrasyon
degeri olarak alinan bu pik yiiksekligi (1 birim) ile polimerdeki toplam —CH-CH, pik
yuksekliginin karsilastirilmasiyla, tekrarlayan birim sayis1 -CH=N / —CH-CH, 1/7

olarak belirlenmistir. Aromatik protonlara ait pikler 6,30 — 7,80 ppm araliinda ve
25



alifatik protonlara ait pikler 1,21 — 3,37 ppm araliginda ortaya ¢ikmustir. Aromatik
CH,-N protonuna ait pik ise 4,85 ppm’de goriilmiistiir. Fenolik OH protonuna ait pik
10,20 ppm’de gozlenmistir. Aromatik CH; protonuna ait pik ise 2,63 ppm olarak

belirlenmistir.

l ‘LU».L;LJ " Jl Ji \ eLII' -

T T T T
Sekil 5.2. (AMP-TA-MAF) polimerinin 'H-NMR spektrumu

(AMP) ve (AMP-TA-MAF) polimerlerine ait SEM goriintiileri resim 5.2.°de

verilmistir.

(Aminometil)polistiren ile modifiye olmus polimerin SEM fotograflari

karsilastirtlmistir. Modifiye olmus (AMP-TA-MAF) polimerde ¢okmeler seklinde

ylizey morfolojisinde degisiklikler gozlenmistir.

(b)

) .

Resim 5.2. (AMP) polimeri (a) ve (AMP-TA-MAF) polimerinin (b) SEM goriintiileri

(2)
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5.1.1.2. (AMP-TA-MAF-Pt) polimeri
(AMP-TA-MAF-Pt) polimerine ait IR spektrumu Sekil 5.3’de verilmistir.

Liganda ait 1602 cm™ ve 1589 cm™’de gézlenen iki imin pikinin, 1627 cm™ ve 1593
cm e kaymasi imin azotlar iizerindeki ortaklanmamus elektron ¢iftleri ile Pt(IV)
tyonu arasindaki koordinasyonun gostergesi olarak ongoriilmiistiir. Aromatik vc.n)
titresimi 3038 cm™’de, alifatik v(c.m titresimi ise 2917 cm™ ve 2833 cm™'’de ortaya
cikmistir. Aromatik V) titresimine ait bantlar 1565 em’ ve 1533 cm’de
gozlenmistir. Ayrica 518 cm™ ve 463 cm™’de gozlenen yeni bantlar VM-0) V€ V(M-N)
gerilme titresimleri olarak belirlenmistir. Bu ise iki azot atomu ve bir hidroksil

oksijeni tizerinden koordine kovalent bag olustugunun gostergesi olarak

yorumlanmustir.
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Sekil 5.3. (AMP-TA-MAF-Pt) polimerinin IR spektrumu

(AMP-TA-MAF-Pt) polimerine ait SEM goriintlisii Resim 5.3.°de verilmistir.
(Aminometil)polistiren ile modifiye olmus polimerin SEM fotograflar
karsilastirilmistir. Modifiye olmus (AMP-TA-MAF-Pt) polimerinde ¢ukur goriintii
seklinde ylizeyde farkliliklar gbzlenmistir.
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Resim 5.3. (AMP-TA-MAF-Pt) polimerinin SEM goriintiisii
5.1.2. Serbest ve immobilize Enzimlerin Karakterizasyonu
5.1.2.1. Serbest p-glukoz oksidaz enzimi
5.1.2.1.1. pH etkisi
Enzimin aktifligine pH etkisini inceleme amacli yapilan islemler (bolim 4.3.3)
sonucu elde edilen grafik sekil 5.4’de verilmistir. Grafik, reaksiyonlara ait
maksimum aktiflik degerleri ile pH degisimini gostermektedir. Olgiilen absorbans x

100 / maksimum absorbans ile bagil aktivite (%) belirlenmistir.

Serbest enzimin optimum pH’1 5 olarak bulunmustur [68].

120
100 -
80
60
40
20 -

% hagil aktivite

Sekil 5.4. Serbest GOx enzim aktivitesi iizerine pH etkisi
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5.1.2.1.2. Sicaklik etkisi
Enzimin aktifligine sicakligin etkisini inceleme amacli yapilan islemler (bdliim 4.3.5)
sonucu elde edilen grafik sekil 5.5°de verilmistir. Grafik, reaksiyonlara ait

maksimum aktiflik degerleri ile sicaklik degisimini gostermektedir.

Serbest enzim i¢in sirasiyla 30 °C ve 70 °C olarak iki optimum sicaklik bulunmustur.

120
00
80
60
40 -
20

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
sicaklik

1 1 1

% bagl aktivite

Sekil 5.5. Serbest GOx enzim aktivitesi tizerine pH:5’ deki sicaklik etkisi
5.1.2.2. Immobilize edilen p-glukoz oksidaz enzimi

5.1.2.2.1. pH etkisi

Modifiye edilmis polimer tabanl1 Schiff bazi ve Pt(IV) kompleksine immobize edilen
B-glukoz oksidaz enziminin aktifligine pH etkisini inceleme amagli yapilan islemler
(bolim 4.3.4) sonucu elde edilen grafikler sekil 5.6 ve sekil 5.7°de verilmistir.
Grafikler, reaksiyonlara ait maksimum aktiflik degerleri ile pH degisimini

gostermektedir.

(AMP-TA-MAF) ve (AMP-TA-MAF-Pt) kodlu polimerlere kovalent baglanma ile

immobilize edilen enzim i¢in optimum pH degerleri 8 olarak bulunmustur.
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Sekil 5.6. (AMP-TA-MAF) polimeri enzim aktivitesi tizerine pH etkisi
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20

Sekil 5.7. (AMP-TA-MAF-Pt) polimeri enzim aktivitesi iizerine pH etkisi

5.1.2.2.2. Sicaklik etkisi

Modifiye edilmis polimer tabanli Schiff bazi ve Pt(IV) kompleksine immobize edilen
B- glukoz oksidaz enziminin aktifligine sicakligin etkisini inceleme amagh yapilan
islemler (boliim 4.3.6) sonucu elde edilen grafikler asagida verilmistir. Grafikler,

reaksiyonlara ait maksimum aktiflik degerleri ile sicaklik degisimini gostermektedir.
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(AMP-TA-MAF) kodlu polimerlere kovalent baglanma ile immobilize edilen enzim

icin sirastyla 40 °C ve 70 °C olarak iki optimum sicaklik degeri bulunmustur (Sekil

5.8).

(AMP-TA-MAF-Pt) kodlu polimerlere kovalent baglanma ile immobilize edilen
enzim i¢in ise sirasiyla 40 °C ve 80 °C olarak iki optimum sicaklik degeri

bulunmustur (Sekil 5.9).
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Sekil 5.8. (AMP-TA-MAF) polimeri enzim aktivitesi tizerine pH:8” deki sicaklik

etkisi

40 °C 70 °C

Resim 5.4. (AMP-TA-MAF) polimerinin pH:8 i¢in iki optimum sicakliktaki iiriin
goriintiileri
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Sekil 5.9. (AMP-TA-MAF-Pt) polimeri enzim aktivitesi izerine pH:8’ deki sicaklik
etkisi

40 °C 80 °C

Resim 5.5. (AMP-TA-MAF-Pt) polimerinin pH:8 i¢in iki optimum sicakliktaki {iriin

goriintiileri
5.2. Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Oneriler
Iki asamali olarak gerceklestirilen tez calismasinda, ilk olarak bir adet polimer

tabanli Schiff baz1 ve bu ligandin Pt(IV) kompleksi sentezlenmis ve yapilar

spektroskopik yontemler ile karakterize edilmistir (Sekil 5.10).

S S
(AMP-TA-MAF) (AMP-TA-MAF-Pt)

Sekil 5.10. Modifiye polimerler i¢in 6n goriilen yapilar
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Ikinci asama olarak ise modifiye edilen polimerlere B-glukoz oksidaz enziminin
immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Serbest haldeki ve polistiren destekli Schiff
bazi ile metal kompleksi iizerine immobilize edilmis haldeki B-glukoz oksidaz

enziminin aktivitesine pH ve sicaklik parametrelerinin etkisi incelenmistir.

Serbest B-glukoz oksidaz enziminin optimum pH degeri 5 olarak bulunmustur [68].
Modifiye edilmis (AMP-TA-MAF) ve (AMP-TA-MAF-Pt) polimerlerine immolize

edilen B-glukoz oksidaz enziminin optimum pH degerleri ise 8 olarak belirlenmistir.

Serbest B-glukoz oksidaz enzimi i¢in iki optimum sicaklik degeri 30 °C ve 70 °C
olarak bulunmustur. GOx enzimi disiik sicaklikta ve yiiksek sicaklikta aktivite
gosterebilmektedir [68]. Modifiye edilmis (AMP-TA-MAF) polimerine immolize
edilen B-glukoz oksidaz enziminin pH:8’deki iki optimum sicaklik degerleri 40 °C ve
70 °C olarak belirlenmistir. Modifiye edilmis (AMP-TA-MAF-Pt) polimerine
immolize edilen B-glukoz oksidaz enziminin optimum pH:8’deki iki optimum
sicaklik degerleri ise 40 °C ve 80 °C olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore,

immobilize edilmis GOx enziminin 1s1ya karsi daha kararli oldugu 6ngdriilmiistiir.

Glukoz oksidaz enzimi dis kabugu hidroksil gruplari i¢geren karbonhidrat zincirleri ile
kapli dimerik bir proteindir (Resim 5.6). Bu sebeple calismada, enzimin hidrojen

baglar1 olusturarak immobilize edildigi 6n goriilebilir [70].

Karbohidrat

FAD

Resim 5.6. Glukoz oksidaz enziminin iki boyutlu goriintiisii
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Modifiye (AMP-TA-MAF) polimeri i¢in, enzimin —OH, —NH, ya da —COOH
gruplart ile polimer yapisindaki imin (—CH=N-) azot atomu ve hidroksil (-OH)
oksijeni arasinda hidrojen baglari olustugu diistiniiliir (Sekil 5.11).

CH,

Sekil 5.11. (AMP-TA-MAF) modifiye polimeri ile glukoz oksidaz enzimi arasindaki
ongoriilen hidrojen bag olusumu

Modifiye (AMP-TA-MAF) polimeri i¢in ise, enzimin —OH grubu, —-NH, grubu ya da
—COOH grubu iizerinden Pt(IV) metaline koordine kovalent bag ile baglandigi
ongoriliir (Sekil 5.12).

¥ .

Sekil 5.12. (AMP-TA-MAF-Pt) modifiye polimeri ile glukoz oksidaz enzimi
arasindaki ngoriilen koordine kovalent bag olusumu

His516, Glu412 ve His559 glukoz oksidaz enziminin kataliz reaksiyonlarinda etkili

olan 6nemli aminoasit yan zincirleridir. Kataliz olay1 asidik, bazik ya da noétral
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ortamda meydana gelebilir. Asidik ortamda gergeklesen katalizde enzimin Glu412
kismi, noétral ortamda His516 kismi, bazik ortamda ise His559 kismu etkilidir [12,
71]. (AMP-TA-MAF) ve (AMP-TA-MAF-Pt) polimerlerine immolize edilen f-
glukoz oksidaz enziminin optimum pH degerinin 8 olmas1 His559 kodlu bolgenin

aktif rol oynadig1 seklinde yorumlanabilir.

Tez caligmasi kapsaminda sentezlenen modifiye polimerlere immobilize edilen B-
glukoz oksidaz enziminin aktifligine substrat derisiminin etkisi, immobilize enzimin
tekrar kullanilabilirligi ve depolama kararliligi gibi parametrelerin etkisinin
incelenmesi gerceklestirilebilir. Ayrica yeni modifiye polimerlerin sentez ve
karakterizasyonu ile bu destek polimerlere immobilize edilebilecek GOx ya da farkl
enzimlerin aktifligi {izerine benzer parametrelerin etkilerinin incelenmesi

sunulabilecek Oneriler olarak sdylenebilir.
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