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OZET

Bu calismada, glukoz tayini igin ii¢ adet yeni ferrosen sapkali nanokiireler ((PS-N-Fc),
(PS-N-C-C-N-Fc) ve (PS-N-C-C-C-N-Fc)) hazirlandi.  Nanokiirelerin  yapilarini
aydinlatmak i¢in FT-IR, GPS ve element analizlerinden yararlanildi. Ferrosen sapkali
nanokiirelerin yiizey yapisindaki degisiklikler SEM/EDX ile belirlendi. B-Glukoz oksidaz
(GOx), hazirlanan ferrosen sapkali nanokiireler iizerine adsorpsiyon yontemine gore
immobilize edildi. Serbest ve immobilize GOx enzim {izerine sicaklik, pH, tekrar kullanim,
depolama kararliligi ve kinetik parametreler arastirildi. (PS-N-Fc), (PS-N-C-C-N-Fc) ve
(PS-N-C-C-C-N-Fc)’e immobilize edilen enzim igin, optimum pH belirlenmis olup, bunlar
siras1 ile pH=7,0, pH=8,0 ve pH=8,0 dir. (PS-N-Fc) nanokiireye tutturulan enzimin
optimum sicakligi 60 °C olarak belirlenirken, (PS-N-C-C-N-Fc) ve (PS-N-C-C-C-N-Fc)
nanokiireye tutturulan enzimin optimum sicakligi 40 °C olarak belirlendi. Lineweaver-
Burk egrileri ¢izildi, Vmax ve Km degerleri hesaplandi. (PS-N-Fc), (PS-N-C-C-N-Fc) ve
(PS-N-C-C-C-N-Fc)’e immobilize edilen enzim igin, sirastyla 0,274 mM.dak™ ; 2,47 mM,
76,92 mM.dakt; 4,61 mM ve 71,43 mM.dak™? ; 3,75 mM olarak hesaplandi.

Bilim Kodu : 201.1.005

Anahtar Kelimeler  : Ferrosen, enzim immobilizasyonu, B-Glukoz oksidaz, modifiye
polimer

Sayfa Adedi . 69
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ABSTRACT

In this study, three novel ferrocene-tagged materials ((PS-N-Fc), (PS-N-C-C-N-Fc) and
(PS-N-C-C-C-N-Fc)) are designed for glucose determination. Structure of all ferrocene-
tagged material have been characterized by using spectral analysis such as FT-IR, GPS and
elemental analysis. The changes in the surface structure of modified polymers were
examined with SEM/EDX analysis. Glucose oxidase were immobilized onto ferrocene-
tagged materials with using the adsorption method. The influence of temperature, pH and
reusability, storage capacity on the free and immobilized glucose oxidase were
investigated. The immobilized glucose oxidase on (PS-N-Fc), (PS-N-C-C-N-Fc) and (PS-
N-C-C-C-N-Fc) showed an optimum pH values that were pH=7,0, pH=8,0 and pH=8,0.
Optimum temperature for (PS-N-Fc) showed at 60 °C, for (PS-N-C-C-N-Fc) and (PS-N-C-
C-C-N-Fc) at 40 °C also. Kinetic parameters were calculated for (PS-N-Fc), (PS-N-C-C-N-
Fc) and (PS-N-C-C-C-N-Fc) 0,274 mM.min%; 2,47 mM, 76,92 mM.min*t ; 4,61 mM and
71,43 mM.min ; 3,75 mM respectively.

Science Code : 201.1.005

Key Words : Ferrocene, immobilization of enzyme, 3-Glucose oxidase, modified
polymer
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

A
Km
Vmax

v (cm™?)

Kisaltmalar

Fc

FT-IR

GOx (GOD)
GPC
'H-NMR
ICP-MS
Mn

Mw

PDI

PS-N-C-C-C-N-Fc
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1. GIRIS

19. yiizyildan itibaren bilim insanlarinin, sentezlenen organometalik molekiillerin yapisini
aydinlatmak istemesi, o6zellikle spektrofotometre cihazlari iizerine olan gelismeler, bu
bilesiklerin g¢esitlenmesine hiz kazandirmistir. Organometalik bilesiklerin “metal-karbon
bagi iceren bilesikler” olarak tanimlanmasindan giliniimiize kadar, ¢ok genis ¢alisma alani
haline gelecek olan “organometaller kimyasi” bashigi altinda yeni bir bilim dalinin

olustugu goriilmektedir.

Ferrosen, bu yeni bilim dalinin alt alan1 olan “sandvi¢ bilesikleri” smifinin ilk tyesidir.
Pauson ve Kealy’nin fulvalen bilesigini sentezlemeye caligmasi sirasinda kesfedilmistir.
Yapidaki Fe atomunun iistiin elektrokimyasal 6zelligi sayesinde, redoks reaksiyonlarindaki
katkisi, hem organik hem de inorganik yapida olmasi ve ¢ok iyi termal kararliliga sahip
olmasi gibi o6zellikler nedeniyle, ferrosenin arastirmacilar i¢in cazip bir molekiil oldugu

kaynaklardan goériilmektedir.

Ferrosenin iistiin 6zellikleri sayesinde, endiistriyel alanda, biyosensor hazirlanmasinda,
tedavi amacli ila¢ sentezlerinin g¢esitlenmesi gibi genis kullanim alanina sahip olmasi,
sunulan tezin ¢ikis noktasini olusturmustur. Hem endiistriyel, hem saglik, hem de fen
bilimi alaninda dikkat ¢ekebilecegini diisiindiigiimiiz ferrosen igerikli materyali hazirlamak

ve biyokataliz 6zelligini incelemek tezin amacini olusturmustur.

Sunulan tezin ilk boliimiinde, farkli kol uzunluklarina sahip ferrosen, nanokiire yapisindaki
polimerlerle tepkimeye sokularak, enzim immobilizasyonuna elverisli destek materyaller
sentezlenmistir.  Sentezlenen polimerlerin  yapist  ¢esitli analiz  yontemleriyle
aydinlatilmistir (GPC, Element Analizi, FT-IR, SEM-EDX). Ikinci boliimiinde ise
adsorpsiyon yontemine gore B-Glukoz oksidaz enzimi immobilize edilmis, serbest enzim

ve immobilize olmus enzimin biyokataliz 6zellikleri aragtirilmistir.






2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Organometaller Hakkinda Genel Bilgi

Organik kimya ve anorganik kimya arasinda olan ve her iki bilimi de kullanan
organometaller kimyasi, bir ya da daha fazla metal-karbon bag1 i¢eren bilesiklerin kimyas1
olarak tanimlanmaktadir. 20. yiizyilin baglarindan itibaren gelisme gosteren bu alana, metal
ve karbon atomu arasinda hem ¢ hem de 7w bagi igeren bilesikler, bir veya daha ¢ok sayida
metal-metal bagi iceren bilesikler ve organik kimyada bilinmeyen veya alisilmigin diginda
yapidaki molekiiller dahil edilmektedir [1]. Metal-karbon baginin 6zelligi iyonik
karakterden kovalent karaktere kadar genis bir aralikta degiskenlik gostermesidir. Organik
kisitm bag karakterinde bir rol iistlense de baslica etken, bilesigin yapisindaki metal

atomudur [2].

Organometalik kimya alanindaki ilk arastirma 1912 yilinda, Nobel 6diillii bir arastirma
olan organomagnezyum halojeniirlerin sentezi olup, giinlimiizde Grignard reaktifleri olarak
bilinmektedir. Grignard reaktiflerinin birgok kullanim alan1 olmakla birlikte, 6zellikle

alkol, aldehit, keton gibi organik bilesiklerin sentezinde kullanilmaktadir [3].

1950-1960 yillar1 arasinda elektronik spektrumlarin analizi {izerine Onemli gelismeler
sayesinde, Zeise tuzu ve ferrosen gibi kesiflerin organometalik kimyanin kuramsal
temellerini belirlemede dnemli bir katki sagladigi goriilmektedir. 1951 yilinda, ingiliz
kimyac1 Pauson ve 6grencisi Kealy, bir Grignard reaktifi olan siklopentadienilmagnezyum
bromiir ile demir(Il) kloriirii etkilestirerek fulvalen (Sekil 2.1) sentezlemeye calismis fakat

bunun yerine ferroseni sentezlediklerini (Sekil 2.2) ifade etmislerdir [4].

L~

Sekil 2.1. Fulvalen bilesiginin yapisi
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Sekil 2.2. Pauson ve Kealy’nin Ferrosen Sentezi

Organometal olan ferrosen ile (aminometil)polistirenin modifiye edilmesi ve enzim
immobilizasyonu {izerine olan aragtirmalarimizdan dolayi, ferrosen ve onun bazi

uygulamalar1 hakkinda genel bilgi asagida sunulmustur (B6lim 2.2).
2.2. Ferrosen

Ferrosen (Sekil 2.3), molekiil formiilii CioHioFe olan, su, kuvvetli asit ve bazlardan
etkilenmeyen, erime noktasit 174°C ve bozunma sicakligi 400°C’un {izerinde oldugu

bilinen turuncu renkli kat1 bir maddedir [5].

Sekil 2.3. Ferrosen’in yapisi

Ferrosenin yapisinda bulunan diizgiin besgenler (siklopentadienler) ile demir atomu
arasinda bir etkilesim s6z konusudur. 1951 yilinda Almanya’da Fischer ve Phab [6],
Amerika’da ise Wilkinson, Rosenblum, Whiting ve Woodward [7]’mn yaptiklar
caligmalardan, ferrosenin iki farkli konformasyon yapisina sahip oldugu ve ferrosendeki
siklopentadienil halkalarinin, demir atomu ile etkilestigi ve halkalara dik bir eksen
etrafinda serbestge donebildigi belirtilmistir [2, 8]. Bu iki konformasyon ise prizmatik ve

anti-prizmatik form (Sekil 2.4) olarak adlandirilmistir [8].



AY
AY
\
AY
N
AY 4
N 7
Fe
7’ \

a. Prizmatik Form  b. Anti-prizmatik Form

7/ \ 7/
: ’ \:,
4 \ Va
7/ \ Vi
4 \ Vi
\ 7/
4
Fe
7 \\
// A
Y
4
N
@

Sekil 2.4. Ferrosen’in Konformasyonlari

Ferrosen, organometalik bilesikler icerisinde “sandvi¢ bilesikleri” olarak adlandirilan
grubun ilk tyesidir. Sandvi¢ bilesikleri, iki halka arasinda metal atomu bulunduran
bilesikler olarak tanimlanmaktadir [4]. Sandvic bilesiklerinde metal iyonu her iki halkadaki
karbon atomlart ile etkilesim igerisinde oldugundan, bu bilesikler son derece kararli

yapidadir [9].

Ferrosen igeren bilesiklerin, hem organik hem de inorganik 6zellik gostermesi, yiiksek
termal kararlilik, ¢6ziiciilerde iyi ¢dzlinme, sentezlerinin nispeten kolay olmasi, indirgenme
yiikseltgenme 0zelliginin olmasi, merkezindeki demir atomu sayesinde kimyasal ve
elektrokimyasal ozellikler gostermesi, ferrosen ve tiirevlerine olan ilgiyi arttirmistir [10,

11].

Ferrosen tiirevleri, elektrokimyasal 6zellikleri sayesinde sensor yapiminda [12], kompozit
roket yakitlarinda itici glic olarak [13], polimerik materyallerin mekanik o6zelliklerini
iyilestirmede [14], hem aromatik karakteri hem de termal kararlilifi sebebiyle sivi
kristallerin hazirlanmasinda [15], yliksek termal kararlilik, geri doniisiimlii redoks
davranist Ozellikleri ile de malzeme biliminde [16] kullanilmaktadir. Ayni1 zamanda
ferrosen tiirevlerinin antitimor, antibakteriyel, antimalariyel, antifungal, antiproliferatif,
antitiiberkiiloz ve antimikrobiyal gibi genis spektrumda biyolojik aktiviteye sahip
olmasindan dolay1 gelecek yillarda birgok hastaligin tedavisinde etkin madde olarak

kullanilabilecegi diistiniilmektedir [9].

Yukarida bahsedilen o6zelliklerden dolayi, ferrosen tiirevleri iizerine olan g¢aligmalarin
yaygin bir sekilde hala devam ettigi goriilmektedir. D. R. van Staveren ve N. Metzler-

Nolte isimli arastirmacilarin sentezledikleri ferrosen igeriklli tuzun “ferroserone” adi
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altinda satisa ¢ikarildigr ve demir eksikligi tedavisinde kullanildig1 goriilmektedir (Sekil
2.5) [17].
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Sekil 2.5. Ferroserone adiyla satisa sunulmus bilesik
Edwards E. 1. ve arkadaslar1 ise ¢ok bilinen bir antibiyotik olan penisilin ile ferrosen tiirevi

iceren bilesigi (Sekil 2.6) sentezlemis, bu bilesigin B-laktamaz enzimini inhibe edici

ozellige sahip oldugunu rapor etmislerdir [18].
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Sekil 2.6. Ferrosenil penisilin tiirevi bilesik

Arastirmact Christophe Biot 2004 yilinda, daha 6nce sentezlenmis kloroquin (CQ)
bilesigine adapte olmus ve direng gostermeye baslamis malarya paraziti (plasmodium
falciparum)’ne karst yeni bir strateji arayisina girmistir. Nitekim standart ilaglara
organometalik bilesiklerin eklenmesi stratejisi ile sentezledigi ve ferroquin (FQ)(Sekil 2.7)
adimni verdigi bilesik, umut verici bigimde anti-malaryal etki gostermis, boylece kloroquine

kars1 diren¢ kazanmig olan parazitlerin bliylimesini 6nlemek miimkiin olmustur [19].



Sekil 2.7. Ferroquin Bilesigi

Katalin Di Gleria ve ¢alisma arkadaslarina ait 1988 yilindaki ¢alismada, antijen-antikor
etkilesimine dayanan bir immiino-elektrot sistemini gelistirdikleri belirtilmistir. Bu
sistemde, antikor hazirlanmasinda, oksijensiz ortamda glukozun glukolaktona
yiikseltgenebilmesi i¢in elektron aligverisini (Sekil 2.8) saglamak amaciyla ferrosen
kullanilabilecegini belirtmistir. Antijen ise elektrot sistemindeki ferrosen ile etkilestirilen
lidokain olmustur (lidokain; kalp ritmi diizenleyicisi olarak kullanilmaktadir) (Sekil 2.9)
[20].

Agv Ag: Ab
Fec- Ag Fc-Ag: Ab *
> Glukoz
Fc-Ag <
Elektrot
Glukolakton

Sekil 2.8. Immiino-elektrot sistemindeki elektron aligverisi (Ag : Antijen, Ab : Antikor, Fc-
Ag : Ferrosen-Antijen Konjuge Yapisi, GOD : B-Glukoz oksidaz)
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Sekil 2.9. Ferrosen-Lidokain konjuge yapisi

Halojen serilerinden biri olan brom atomunu igeren bir ferrosen tiirevi olan 1,1'-
dibromoferrosen’i 1976 yilinda sentezleyen Boev ve Dombrovskii [21] isimli
arastirmacilarin, ferrosenin c¢esitli tepkimeleri ilizerine giiniimiize kadar devam eden
aragtirmalarini siirdiirdiigii goriilmektedir. Boev ve Dombrovskii, ferrosenin, asetal ve
katallarla olan reaksiyonlarmi inceledikleri gibi [22], merkiirasyon tepkimeleri iizerine
[23], arastirmalarin1 genislettikleri goriilmektedir.

Polimerlesme baslaticis1 olarak ferrosen iceren makromolekiillerin ilk kullanilisi 1980
yilinda Simionescu ve arkadaslari tarafindan [24], ilk Schiff bazi igeren ferrosenli
polimerlerin sentezinin ise 1981 yilinda Korshak ve arkadaslari tarafindan yapildig

literatiirlerden goriilmektedir [25].

Destek materyal olarak iletken polimerler kullanarak ferrosen igeren enzim elektrotlarin
hazirlanmasi {izerine olan arastirmalarin Mizutani ve Asai isimli arastirmacilar tarafindan

baslatildig1 goriilmektedir [26].

Igcme sularinin  dezenfekte edilmesinde, klor ve bazi bilesiklerinin kullanildig:
bilinmektedir. Dezenfekte i¢in kullanilan bu yontemin bazi toksik etkilere sebep oldugu da
bilinmektedir. Son yillarda dezenfeksiyon i¢in elektrokimyasal yontemlerin kullanildigi
(elektrokimyasal yiikseltgeme, elektrokoagiilasyon, elektroflotasyon gibi), boylece suyun
zararli  mikroorganizmalardan  temizlenebildigi  ifade  edilmektedir.  Ozellikle
elektrokimyasal yiikseltgeme yoOnteminin daha etkili olmasi1 {izerine, ferrosen ve
bilesiklerinin yaygin bir sekilde kullanildigi goriilmektedir. Nitekim, Kun Shang ve
arkadaslar1 ¢ok katmanli nano tip (MWCNT), ferrosen (Fc) ve poli(amido amin)
(PAMAM) ile asagida gosterildigi gibi bir ¢alisma elektrodu (Sekil 2.10) hazirlayarak,



diisiik potansiyelde E. Coli ve S. aureus’a karst bir dezenfeksiyonu yapmanin miimkiin

oldugunu ifade etmislerdir [27].

Calisma elektrodu

Sekil 2.10. Kun Shang ve arkadaslarinin ¢ok katmanli nano tiipler, ferrosen ve poli(amido
amin) ile hazirladigi ¢calisma elektrodu

Redoksca aktif 6zelliginden dolay: ferrosen ve tiirevlerinin antikor olarak kullanilmasi ve

hazirlanmasimin daha kolay oldugunu soyleyen Laforge ve arkadaslarini takiben,

ferrosenmonokarboksilik asidin bagisiklik tiirlerinde bir isaretleyici (markir) olarak

kullanilabilecegi Zhang ve arkadaslar1 tarafindan belirtilmistir. Zhang ve arkadaslari

bagisiklik tiirlerinin isaretleyicisi olarak hazirlanan ferrosen igerikli ¢ipi (Sekil 2.11)

hazirlarken nanoboyutlu altin zerrelerinden faydalanmiglardir [28, 29].
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Sekil 2.11. Zhang ve arkadaglarinin bagisiklik tiirlerinin isaretleyicisi olarak hazirladigi
ferrosen igeren ¢ip

Kitin’in (Sekil 2.12a) deasetillenmesi sonucunda elde edilen ¢itosan’in (Sekil 2.12b)

biyobozunur olmasit ve toksik etkiye sahip olmamasi nedeniyle immmobilizasyon

caligmalarinda yaygin bir sekilde kullanildig1 goriilmektedir. Ancak elektron transferinin
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onemli oldugu immobilizasyon c¢aligmalarinda, ¢itosan’in elektron transfer etkisinin diisiik
olmasindan dolayi, elektron transferini saglayabilecek aracilara (medyator) ihtiyag
duyulmaktadir. Bu amagla, ferrosen tiirevlerinin iyi bir elektron aracisi oldugunu ifade
eden arastirmacilarin [30, 31] B-Glukoz oksidaz gibi bir enzimin aktif merkezinin
indirgenebilmesinde, redoks ¢alisma potansiyelinin (Em°) +0.1V ve +0.4V arasinda olmasi

gerektigini ifade etmislerdir.
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Sekil 2.12. Kitin(a) ve Citosan(b)’1n Yapisi

Kaynak aragtirmalarimiza gore tireaz [32], trosinaz [33], B-Glukoz oksidaz [34] ve ksantin
oksidaz [35] gibi enzimlerin immobilizasyonu yapildiginda, elektron transferini saglamak
icin ferrosen tiirevlerinin (vinilferrosen ya da ferrosenkarboksaldehit gibi) agirlikli olarak

kullanildig1 goriilmektedir.

1989 yilinda bir arastirmaci tarafindan elektron saglayict bir kaynak olarak ferrosen ve
tirevlerinin zeolit ile beraber kullanilarak enzime yiliklenmesiyle, daha i1yi sonuglarin elde
edilebilecegi Ongoriilmiistiir. 1989 yilinda Moller’in [36], ferrosenin (besli halka boyutu
6.6A), zeolitteki 12 iiyeli halka icine yerlesebilecegini dne siirmiistiir. Ciinkii zeolitteki bu
halkanin i¢ ¢apmin yaklasik olarak 7.5A’luk bir pencereye sahip oldugunu belirtmislerdir
[37].
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Poli(allilamin) ile ferrosenkarboksaldehitin tepkimesi sonucunda ferrosen fircali
polimerleri hazirlayarak, bunlari nanoboyut yapisindaki altin ile etkilestiren Qui ve

arkadaslar1 Hepatit B’ye duyarli sensor elde ettiklerini ifade etmislerdir (Sekil 2.13) [38].

(PAA-Fc¢) hepatit antikor
o) =<

cams1 karbon
elektrot

Sekil 2.13. Qui ve arkadaslarinin hazirladig1, yapisinda ferrosen igeren Hepatit B’ye duyarl
sensor semasi

20. yiizyilldan itibaren yakit tiiketiminin hizla artmasiyla, mevcut enerji kaynaklari
azalmaya baglamistir. Buna bagl olarak, alternatif enerji kaynaklarinin bulunmasi énemli
bilimsel bir arastirma alani haline gelmistir. Ozellikle, biyolojik yakitlarm gelistirilmesi
iizerine dikkat ¢ekicidir. Kimyasal yakitlarin gelistirilmesi yerine, biyoyakit iizerine
aragtirmalarin  ¢esitlendigi goriilmektedir. Ciinkii biyoyakit sisteminde, biyolojik
molekiiller (mikroorganizmalar ya da enzimler gibi) kullanilmakta, boylelikle asir1 sicaklik
ve basing sartlarindan kagip, ¢evre sicakligl ve basinci altinda ¢alisma imkani1 dogmaktadir.
Boyle olumlu sartlar tasiyan enzim esasli bir biyoyakiti gelistirdiklerini sdyleyen Shim ve
arkadaslari, grafit karbon {izerine 1,1-ferrosendikarboksilik asit ve B-Glukoz oksidaz

enzimini immobilize etmislerdir (Sekil 2.14) [39].

GOx
@)J\OH @/U\N/
H
Fe H,N-GOx Fe
—_—
s D
/N\”/Q _
(@) (@)

Sekil 2.14. Shim ve arkadaslarinin ferrosen tiirevi ile grafit karbon tizerinde B-Glukoz
oksidaz enziminin immobilizasyonu
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Bilindigi gibi, renksiz, kokusuz ve =zehirli bir gaz olan CO (karbonmonoksit)
konsantrasyonu yaklagtk 100 ppm’den daha fazla oldugunda insan i¢in oOliimle
sonuglanabilecek bir durumu olusturmaktadir [40]. Bu nedenle, CO’e duyarli materyallerin
hazirlanmas1 ve gelistirilmesi ¢ok Onemlidir. Kaynaklar incelendiginde, CO’e duyarl
materyaller lizerine olduk¢a yaygin ¢aligsmalarin oldugu goriilmektedir. Bu arastirmalardan
biri de ferrosen igeren CO-duyarli elektrotlarin gelistirilmesidir. Bunun igin 6nce 1-(2-
karboksietil)pirol sentezlenmis, sonra ferrosenkarboksaldehit ile monomer elde edilmis;
daha sonra elektrokimyasal yontem ile sekil 2.15a’da verilen polimerik yap1 hazirlanmistir.
CO molekiiliiniin tayini i¢in, Kurtz Mikrobalans Yontemini kullandiklarint ifade eden
arastirmacilarin, hazirladiklar1 polimerik yapinin sekil 2.15b’deki gibi CO molekiilii ile
etkilesimde olabilecegini belirtmislerdir [41].

\__/ Wy \ 7 Vb
(a) (b)

Sekil 2.15. Elektrokimyasal yontemle sentezlenmis ferrosen tiirevi polimerin Kurtz
Mikrobalans Ydntemini kullanarak CO ile etkilesimi (a) Elektrokimyasal
yontemle sentezlenen ferrosen igerikli polimerik yap1 (b) Ferrosen igerikli
polimerin CO ile etkilesimi

Ferrosenin iistliin elektrokimyasal ozelliginden yararlanilan bir baska calisma ise
GenMarkDx sirketi tarafindan desteklenen, eSensor® XT-8 ismiyle piyasaya sunulan cihaz
oldugu goriilmektedir. Bu cihaz, multipleks molekiiler tanilarin yapilmasi i¢in islenebilir
bir sinyal iiretmesi ve yenilik¢i bir teknolojiye kapi agmasi bakimindan, 6diil almis bir
DNA sensoriinden ibarettir. Asagidaki semada bu DNA sensoriiniin ¢alisma prensibi

gosterilmektedir (Sekil 2.16) [42].
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Sekil 2.16. GenMarkDx sirketinin destekledigi, eSensor® XT-8 adindaki DNA sensdriiniin
caligma prensibi

2.3. Schiff Bazi iceren Polimerler

Schiff bazi igeren polimerler, metal ile kompleks olusumu igin gerekli ligand atomlara
sahip olmasindan dolayi, polimerik selatlar olusturabilirler. Bu 06zellikleri sebebiyle,
metallerin [43] ve diger kompleks yapict maddelerin ortamdan ayrilmasinda yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir [44]. Arastirma grubumuz tarafindan da hazirlanan, Schiff bazi
iceren polimerler tiizerine arastirmalar giderek c¢esitlenmekte, bu polimerlerin farkli

Ozellikleri incelenmektedir.

Aragtirma grubumuz tarafindan, ilk kez 2006 yilinda poliakrilamit polimerinin ¢esitli
aldehitler ile (4-metoksibenzaldehit ve 4-klorobenzaldehit) kondenzasyonundan,
polimerik-Schiff bazlar1 (Sekil 2.17) ve onlarin Co(Il) ve Ni(Il) kompleksleri
sentezlenmistir. Laboratuvarimizda, polimerik-Schiff bazlarinin ve onlarin  metal
kompleksleri hazirlanip bu bilesikler, molar iletkenlik, magnetik duyarlilik, elektronik ve
FT-IR spektral yontemler ile karakterize edilmis; polimer-metal komplekslerinin ana

polimere gore daha yiiksek bir termal kararliliga sahip oldugu gozlemlenmistir [45].
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HoN —_—
H,N
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T

PAA: Poliakrilamit
SB: Schiff Bazi

Sekil 2.17. Poliakrilamit ve aldehitten yola ¢ikilarak sentezlenen Schiff bazi igeren
polimerin sentez rotasi

Yukaridaki ¢alismayi takiben, yine poli(akrilamit)’ten faydalanan Ozcan ve Sari, aldehit
olarak, 5-kloro-2-hidroksibenzaldehit, 5-bromo-2-hidroksibenzaldehit ve 5-metil-2-
hidroksibenzaldehit’ten (Sekil 2.18) faydalanmislardir.

amit iminol imin
Poli(akrilamit) Karboksaldehit grubu grubu grubu
H,N o H,N O HN OH
g ” T T
H2 -H,O H2 H2 H H2
S B e At
D¢ CHO a i:o b J
X: -Cl, -Br, -CH,4 n
I
CH
OH
X
a: 16, b:1, n:6

Sekil 2.18. Aldehit ve Poli(akrilamit) yapilar1

Boylece 3 yeni Shiff bazi iceren polimer elde edildikten sonra, bu Schiff bazlarinin Cu(II)
ve Ni(Il) komplekslerini sentezleyerek, Schiff bazi takili poli(akrilamit)’in Ni(IT) ve Cu(II)
iyonlarina olan segiciligi ilizerine olan degerlendirmeyi yapmislar ve bunun ig¢in ICP-MS

tekniginden faydalanmislardir [46].
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Yeni Schiff bazi takili polimerlerin sentezi i¢in, poli(stiren)’den faydalanan Nartop ve Sari,
(aminometil)polistiren ile 2-hidroksi-5-bromobenzaldehit, 2-hidroksi-5-metilbenzaldehit
ve 2-hidroksi-5-klorobenzaldehit’ten faydalanarak Sekil 2.19’daki gibi bir yap1 onerdikten
sonra Mn(II) ve Ni(Il) iyonlarina olan segiciligini arastirdiklar1 gibi, M. luteus (ATCC-
9341)’a kars1 antibakteriyel 6zelliklerini de kuyucuk-difiizyon yontemi ile aragtirmislardir.
Sentezlenen tiim modifiye polimerlerin yapilari, element analizi, magnetik dl¢tiim, FT-IR,

UV-GB, TGA/DTA ve 'H-NMR ile karakterize edilmistir [47].

OH X OH @
O NHS /C[ _HZO \©[ O
+ —
N
@ X CHO (Hzé

X: -Cl, -Br, -CH;

Sekil 2.19. Nartop ve Sar’nin sentezledigi Schiff bazi iceren polimerin yapisi

Yeni poli(stiren) oligomer tabanli Schiff bazlarin1 sentezlemek icin, (4-formil-3-
metoksifenoksimetil)polistiren ~ (FMPS) ile  sikloalkilaminotiyofen tiirevlerinden
faydalanarak, bunlarin Cu(Il) ve Ni(Il) iyonlar1 ile olan komplekslerini sentezleyip (Sekil
2.20) karakterize eden Nartop ve arkadaslari, sentezlenen tiim maddelerin antibakteriyel
aktivitelerini arastirmiglardir. Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
putida, Escherichia coli, Salmonella typhi H, Brucella abortus, Shigella dysenteria type
10, Micrococcu luteus ve Candida albicans’a olan etkilerini inceleyen arastirmacilar,

calisilan bilesiklerin ¢ogunun bakteri ve mayalara karsi etkili oldugunu belirtmislerdir [48].

(Aminometil)polistiren ve dort siibstitiie salisilaldehitin (2-hidroksibenzaldehit, 5-floro-2-
hidroksibenzaldehit,  5-floro-3-kloro-salisilaldehit ~ ve  5-floro3-metil-salisilaldehit)
kondenzasyonu sonucunda, karbinolamin ve azometin yapili polimerlerin olustugunu ifade
eden Bozkir ve arkadaslari, bu polimerlerin Cr(I11) ve Ni(ll) koordinasyon polimerlerini

hazirlamiglardir.
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Sekil 2.20. Nartop ve arkadaslarinin sentezledigi Schiff bazi iceren polimerlerin sentez
rotasi

Yapilarmi *H-NMR ve *C-NMR analizi ile belirleyen arastirmacilar, ayrica, SEM-EDX
ile yiizey yapilarini analiz ederek nanokiire Ozellige sahip polimerlerde bu yapinin

korundugunu ifade etmislerdir [49].

2.4. immobilizasyon

Enzim immobilizasyonu, enzime dayali endiistriyel siireglerde, biyokiitle kaynakli katalitik
reaksiyonlarda ve ¢evre dostu enerji elde edilmesinin basarili bir sekilde gerceklesmesi i¢in
adeta “anahtar bir teknoloji” yontemi olarak ifade edilebilir. immobilizasyon ydntemleri,
enzimin yeniden kullanimi i¢in basit ayirma ve kullanim kolayligin1 saglarken, enzimin

etkinligi ve seciciligini de korur.

Enzimler, kimyasal reaksiyonlar i¢in 0zel katalizorlerdir. Genellikle enzimler, oda
sartlarina yakin 1limli ortamlarda etki gosterirler. Enzimler, kimyasal doniisiim
stireglerinde, gida ve ilag tiretiminde, cevresel iyilestirme faaliyetlerinde ve biyoyakit

hiicrelerin gelisiminde 6nemli bir yere sahiptir [50].
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Genel olarak enzimler, klasik kimyasal katalizorler ile karsilastirildiklarinda kararliliklart
daha disiiktiir ve pahalidirlar. Bu tip sorunlarin iistesinden gelinebilmesi, enzimlerin
coziinemeyen kat1 destekler iizerine immobilizasyonu ile miimkiindiir. Simdiye kadar
enzimlerin immobilizasyonu igin kati destek olarak, ¢esitli polimerlerin ya da inorganik

materyallerin sec¢ildigi rapor edilmistir [51].

Enzimlerin immobilizasyonunda ii¢ temel yontemden bahsetmek miimkiindiir. Bunlar; a)
bir tasiyiciya baglama, b) kapsiilleme veya hapsetme, ¢) capraz baglama (tasiyicisiz) olarak

gruplandirilabilir (Sekil 2.21).

L Enzim immobilizasyonu J
- - Kapsiilleme veya
Tasiyiciya Baglama Capraz Baglama T
Fiziksel Kovalent Kansiill H .
; apsiilleme apsetme
Adsorpsiyon veya Baglanma

fyonik Baglanma " —
2 @ / e ¢eC E

C
C ~_—

C Tasiyici Enzim D
Materyal

Sekil 2.21. Enzim immobilizasyon yontemleri

Enzimin destek materyale baglanmasi fiziksel, iyonik ya da kovalent baglanma yoluyla
olabilir. Fiziksel baglar, endiistriyel kosullar altinda enzimi destek iizerinde tutmak igin
cok zayiftir. Iyonik baglar nispeten daha giigliiyken, kovalent baglanma enzim igin en
giicli baglanma bicimidir [52]. Ancak, giicli kovalent baglar enzimin yiizeyden

ayrilmasina engel olur. Bu da enzimin geri doniisiimsiiz olarak aktifligini yitirmesine sebep
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olabilir. Enzim ve destek materyal arasindaki etkilesim, spesifik kimyasal, biyokimyasal,

mekanik ve kinetik 6zelliklere sahip olmasini saglar.

Bifonksiyonel reaktifler kullanilarak, tasiyict materyaller olmadan, enzim Kristallerinin
birbirine c¢apraz baglanmasi miimkiindiir. Tasiyic1 kullanilan sistemlerde enzimin
aktivitesinde azalma goriiliirken, enzimlerin ¢apraz baglandig: sistemlerde diisiik de olsa
verimli oldugu rapor edilmistir [53]. Bunun yani sira ¢apraz bagl enzimler, diisiik enzim
aktivitesi, zayif mekanik kararlilik ve jelatinimsi yapida olmak gibi dezavantajlara da
sahiptir. Capraz baglayici olarak glutaraldehit kullanildigt ve bdylece enzim
immobilizasyonu tizerine yapilan ilk ¢alismanin 1964’te yapildigi goriillmektedir [54].

Kapsiilleme ve hapsetme yontemlerindeki prensip, organik bir polimer, jel bir kafes ya da
ici bos bir mikrokapsiil i¢cine enzimin hapsedilmesidir. Enzimin hapsedildigi polimerik ag
yapi, enzimi ¢evre ile dogrudan temastan korurken, gaz kabarciklarmin ve hidrofobik
¢oziiclilerin etkisini en aza indirir. Fakat enzimin polimere diisik verimle yiiklenme

olasilig1 bu yontemin en biiylik dezavantaj1 olarak kabul edilmektedir [55].

Immobilizasyonda, kovalent baglanma nispeten daha karmasiktir ve baglanan enzimin

denatiirasyon ihtimalinden dolay1 baz1 potansiyel riskler tagimaktadir [52].

2.5. B-Glukoz oksidaz (GOx) Enzimi

B-Glukoz oksidaz enzimi (sistematik adi: EC 1.1.3.4 B-D-glukoz: O, oksidorediiktaz), 3-D-
glukozun oksidasyonunu katalizleyen [56], oksidorediiktaz enzim smifina dabhil,
glikoprotein yapisinda, ¢cogunu mannoz olusturmak iizere karbohidrat igerigi % 16 olan ve
kanda seker tayini i¢in sik¢a kullanilan bir enzimdir. Enzimin prostetik grubu FAD (flavin
adenin diniikleotit)’tir. Her bir mol B-Glukoz oksidaz, iki mol FAD igermektedir. Ik B-
Glukoz oksidaz aktivitesi 1928’de Miiller tarafindan Aspergillus niger (Sekil 2.22) adli

mantardan karakterize edilmistir [57].
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Sekil 2.22. Aspergillus niger mantari

Glukoz yiikseltgenmesi pH 4-7 araliginda gergeklesir ve maksimum yiikseltgenmenin pH
5,5’ta goriildiigii rapor edilmistir. B-Glukoz oksidaz asagida verilen tepkimeyi Katalizler ve
olusan glukolakton, sulu ortamda baska herhangi bir enzime ihtiya¢c duymadan glukonik
asite indirgenebilir. Olusan H20O; renksizdir. UV-GB Spektrumunun alinabilmesi i¢in, 4-
AAP (4-Aminoantipiren) ve fenol eklenerek peroksidaz enzimi varliginda renkli kinonimin
bilesigini olusturur. Olusan kinonimin bilesigi, 504 nm’de kendine 06zgli absorbans

gosterir.

Glukoz + H,0 + 0, 3Glukoz Oksidaz__  Gukonik asit + H,0,

peroksidaz

H,0, + 4-AAP + fenol Kinonimin + H,O

B-Glukoz oksidaz enziminin immobilizasyon ¢alismalari {izerine 6zet bir arastirma asagida

sunulmustur.

Zhongju Song ve c¢alisma grubu 2011 yilindaki ¢alismalarinda, altin nanopartikiiller
icerisine B-Glukoz oksidaz enzimini kapsiilasyon yontemi ile immobilize etmislerdir. Daha
sonra ferrosen ile isaretlenmis olan antikorlar ve antijenlerin etkilesiminden faydalanarak,
yiiksek hassasiyete sahip tiimdr tanis1 ve klinik tarama saglayabilmek i¢in bir immiinotest
sistemini (Sekil 2.24) gelistirmislerdir. Gelistirilen bu yontemde elde edilen sonuglar ile
referans olarak alinan degerlerin birbiri ile uyumlu oldugunu gozlemislerdir. Ayrica, bu

metodun bazi proteinlerin tanisi i¢in de uygulanabilecegi belirtilmistir [58].
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Sekil 2.23. Zhongju Song ve ¢alisma grubunun tiimor tanist i¢in tasarladigi immiinotest
sistemi

Glukoz + GOD (FAD) —® Glukolakton + GOD (FADH,)
GOD (FADH,) + 2F¢" ——— GOD (FAD) + 2Fc + 2H"

2Fc — > 2Fc" + 2e (elektrot iizerinde)

Sekil 2.24. Zhongju Song ve ¢alisma grubunun tiimor tanisi i¢in tasarladigi immiinotest
sisteminde gergeklesen tepkimeler

Jian-Ding Qiu ve calisma grubunun 2011 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada glukoz
biyosensorii yapimi i¢in, yeni bir ¢itosan-ferrosen/grafen oksit/B-Glukoz oksidaz (CS-
Fc/GO/GOXx) nanokompozit filmini hazirlamislardir (Sekil 2.25). Arastirmacilar, bu filmle
biyosensorlerin hizli cevap yetenegi, iyi tekrarlanabilirlik, yiiksek kararlilik gosterdigi ve
pratik biyosensor tasarimlarinda enzim immobilizasyonu i¢in uygun malzemeler

olduklarin belirtilmislerdir [34].
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Fc  GOx(FAD) Ghukoz

damlatma

Glukolakton

Fet GOx(FADH,)

Elektrot
Elektrot

CS-Fc GO GOx

Sekil 2.25. CS-Fc/GO/GOx modifiye elektrot sistemi ve GOx tarafindan katalizlenen
glukoz oksidasyonunun sematik gosterimi

Anette Isaksen ve Jens Adler-Nissen 1997 yilinda yapmis olduklari bir ¢alismada,
antioksidant icermeyen mayonezin raf omrii 1 giin iken, GOD-CAT-Glukoz (B-Glukoz
oksidaz-Katalaz-Glukoz) igeren mayonezin raf Omriiniin 132 giine kadar ¢iktigini
bildirmislerdir. Ozellikle konserve yiyeceklerde GOD-CAT kullanildigi durumlarda raf
omriinlin uzadig bildirilmistir. Anette Isaksen ve Jens Adler-Nissen Onerdikleri GOD-
CAT’1n etki mekanizmasinin, ortamda bulunan O2’nin GOD tarafindan uzaklastirilmasina
dayandigini, bdylece yiyeceklerin daha uzun siire oksitlenmeden saklanabildigini 6ne

stirmiislerdir [59].

Sar1 ve arkadaglar1 2012 yilinda, platin igeren bir kat1 destek materyali hazirlamislar ve bu
destege B-Glukoz oksidaz enzimini immobilize etmislerdir. Boylece, immobilize enzim ile
serbest enzimin aktifligine etki eden faktorleri karsilagtirmiglardir. Bu ¢alisma sonucunda
immobilize enzimin, serbest enzime gore gozle goriliir Ustiinliikler sagladigr bildirilmistir.
Serbest enzim yerine immobilize enzimin tercih edildigi sistemlerde; enzimin geri kazanim
kolayligi, daha genis pH araliginda caligilabilmesi, serbest enzimin bozundugu
sicakliklarda immobilize enzimin aktiflik gosterebildigi ve immobilizasyon sayesinde
disik miktarda enzim kullanilarak c¢ok basamakli islemlerin gercgeklestirilebilecegini

belirtmislerdir [60].

Doénmez ve arkadaslarinin 2014 yilindaki bir ¢alismasinda, L-glisin ve Pt(IV) igerikli nano-
polimerik bir destek materyal hazirlanmis, bu polimerik materyal ile karbon-pasta elektrot
sistemi modifiye edilmis ve glukoza duyarli biyosensor sistemi tasarlanmistir. B-Glukoz

oksidaz enzimini elektrot sistemine immobilize eden arastirmacilar Pt(IV) igerikli
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materyalin hazirlanmasinin nedeni olarak, soy metalin kendine has katalitik aktiviteye
sahip olmasindan dolay1 tercih etiklerini belirtmislerdir. Bu ¢alisma sonucunda, cesitli
alanlarda glukoz tayini yapmaya elverisli, duyarliligi yiiksek ve cevap siiresi kisa bir

glukoz sensoriinii tasarladiklarini ifade etmislerdir [61].

Calisma grubumuza ait yeni bir ¢alismada Ozkan ve arkadaslar1 P-Glukoz oksidaz
enziminin, Pt(II) ve Pt(IV) ile modifiye edilmis nanokiire yapili materyal {izerine
tutunmasini saglamislar (Sekil 2.26), iyon yiikiiniin, enzim tutulmas {izerindeki etkilerini

aragtirmiglardir.

L
H >
] \,ﬁ/ 0 P

o
&

HO -

Sekil 2.26. Modifiye edilen polimere enzimin baglanma seklinin sematik gosterimi

Modifiye edilen destek polimere koordine kovalent baglarla baglanmis enzimin yiiksek
konformasyonel kararliliga sahip oldugu ve aktif merkezinin korundugu hatta immobilize
enzimin tekrar kullamilabilirliginin ¢ok iyi oldugu bildirmislerdir. Boyle bir stratejinin
yalnizca endiistriyel alanda genis kullanima sahip B-Glukoz oksidaz enzimi igin degil,

cesitli enzimler i¢in de 6nemli bir yere sahip olabilecegini belirtmislerdir [62].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

3.1.1. Kimyasal maddeler

Asagida listenen kimyasal maddelerin tiimii Sigma-Aldrich firetici firmasindan temin
edilmistir.

(Aminometil)polistiren: (100-200 mesh, 0.5-1.0 mmol/g N yiiklenmis, % 1 ¢apraz bagli)
(4-formil-3-metoksifenoksimetil)polistiren (ameba resin): 100-200 mesh, 1.0-1.5mmol/g
yiiklenmis, divinilbenzen ile % 1 ¢apraz bagli)

Ferrosenkarboksaldehit (214,04 g/mol)

Etilendiamin (60,10 g/mol)

1,3-diaminopropan (74,12 g/mol)

Glukoz (180,16 g/mol)

B-Glukoz oksidaz (Aspergillus niger’den izole edilmis, 192 U/mg)

Fenol (94,11 g/mol)

4-Aminoantipiren (4-AAP, 203,24 g/mol)

Peroksidaz enzimi (HRP, 50-150 U/mg)

Sodyum dihidrojen fosfat (120 g/mol),

Sodyum hidrojen fosfat (142 g/mol),

fosforik asit (106,09 g/mol),

Sodyum asetat (82,02 g/mol),

Sodyum borat (Boraks, 201,24 g/mol),

Sodyum hidroksit (40 g/mol),

N,N-dimetilformamit (DMF),

Aseton
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3.1.2. Cihazlar

pH metre : Hazirlanan tampon ¢ozeltilerin pH’sini1 belirlemek i¢in Jenway 3010 pH metre
kullanildi.

Ultraviyole — Goriiniir Bélge spektrofotometresi : Shimadzu UV-1800 model, UV
Spektrometresi ile UV-GB spektrumlari alindu.

Calkalamali, sicaklik kontrollii su banyosu : Wisebath WSB-18 model su banyosu ile

caligmalarda hem sicaklik kontrolii hem de karistirma islemi saglandi.

Element analizi : Element analizleri LECO-CHNS-9320 model element analizi cihaz ile

Bozok Universitesi Kimya Boliimii’nde yapildi.

FT-IR (Fourier Transform Infrared) spektrometri Cihaz: : Sentezlenen tiim polimerlerin
FT-IR spektrumlar;, Mattson-1000 FT-IR model cihaz ile Gazi Universitesi Fen

Fakultesi’nde alind.

SEM/EDX (taramali elektron mikroskobu/enerji dagilim X-igimi kirvmimi) @ PS-N-Fc ve PS-
N-C-C-N-Fc polimerlerinin SEM/EDX’leri QUANTA 400F Field Emission cihazi ile
ODTU merkez laboratuvarinda yapildi. PS-N-C-C-C-N-Fc polimerinin SEM analizi ise
JEOL JSM-6060LV Scanning Electron Microscope cihazi kullanilarak Gazi Universitesi

Biyoloji Boliimii Laboratuvarinda yapildi.

GPC (Jel Gegirgenlik Kromatografisi) : Sentezlenen polimerlerin GPC analizleri Bozok

Universitesi’nde yapild.
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4. DENEYSEL BOLUM

4.1. Ferrosen Takih Schiff Bazi iceren Polimerlerin Hazirlanmasi

Ferrosen igeren polimerler geri sogutucu altinda 50°C’da, azot atmosferinde sentezlendi.
Geri sogutucuya bagli cam balona polistiren esasli polimerler DMF’de ¢oziilerek konuldu.
Geri sogutucu altinda kaynatma ve karistirma islemleri yapilirken damlatict muslugu
acilarak DMF’de ¢o6ziilmiis ferrosenkarboksaldehit ¢ozeltisi, balondaki polimer ¢ozeltisi
iizerine yaklasik 5 dakikalik bir siire iginde damlatildi. Aldehit ¢ozeltisinin ilavesinden
sonra 2 saat geri sogutucu altinda kaynatma ve karistirma islemlerine devam edildi. Iki
saatin sonunda temiz bir behere alinan karisim asetonla yikanarak reaksiyona girmemis

olan reaktifler ortamdan uzaklastirildi ve etiivde kurutuldu.
4.1.1. Tek karbon kollu ferrosen — polimer destegin (PS-N-Fc) hazirlanmasi

1 g (Aminometil) polistiren (1 ¢/0,5-1,0 mmol/g NH yiikli) iki boyunlu cam balona
alinarak 10 mL DMF’de ¢oziildi. 0,1070 g (I mmol) ferrosenkarboksaldehitin 10 mL
DMF i¢inde oda sicakliginda ¢oziilerek hazirlanan ¢ozeltisi, damlatma hunisine konularak
boliim 4.1°deki genel yontemde agiklanan yonteme gore tepkime ortamina eklendi.

Sentezlenen (PS-N-Fc) polimeri etiivde kurutuldu.

e 2

Sekil 4.1. PS-N-Fc destek polimerinin sentezinde izlenen yol

4.1.2. iki karbon kollu ferrosen — polimer destegin (PS-N-C-C-N-Fc) hazirlanmasi

1 g Ameba resin (1 g/0,9 mmol/g -CHO yiiklii) iki boyunlu cam balona alinarak 10 mL
DMF’de ¢oziildii. 0,054 mL etilendiamin (1 mmol) ve 0,1712 g (1 mmol)

ferrosenkarboksaldehitin 10 mL DMF i¢inde oda sicakliginda c¢oziilerek hazirlanan
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cozeltisi, damlatma hunisine konularak boliim 4.1°deki genel yontemde agiklanan yonteme

gore tepkime ortamina eklendi. Sentezlenen (PS-N-C-C-N-Fc) polimeri etiivde kurutuldu.
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Sekil 4.2. PS-N-C-C-N-Fc destek polimerinin sentezinde izlenen yol

4.1.3. U¢ karbon kollu ferrosen — polimer destegin (PS-N-C-C-C-N-Fc) hazirlanmasi

1 g Ameba resin (1 g/0,9 mmol/g -CHO yiiklii) iki boyunlu cam balona alinarak 10 mL
DMF’de ¢oziildii.

0 NH, o}
H
oo L SR @O e
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Sekil 4.3. PS-N-C-C-C-N-Fc polimerinin sentezinde izlenen yol

0,067 mL 1,3-diamino propan (0,8 mmol) ve 0,1712 g (1 mmol) ferrosenkarboksaldehitin
10 mL DMF iginde oda sicakliginda ¢oziilerek hazirlanan ¢ozeltisi, damlatma hunisine
konularak boliim 4.1°deki genel yontemde agiklanan yonteme goére tepkime ortamina

eklendi. Sentezlenen (PS-N-C-C-C-N-Fc) polimeri 4 saat etiivde kurutuldu.
4.2. immobilizasyon I¢in Stok Enzim Cozeltisinin Hazirlanmasi
Sentezlenen polimerlere immobilizasyonu disiiniilen B-Glukoz oksidaz enziminin stok

¢ozeltisini hazirlamak i¢in 0,0135 g B-Glukoz oksidaz 100 mL saf suda ¢oziilerek, +4°C’da

muhafaza edilmistir.
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4.3. Sentezlenen Destek Polimerlere B-Glukoz oksidaz Enziminin Immobilize

Edilmesi

(PS-N-Fc), (PS-N-C-C-N-Fc) ve (PS-N-C-C-C-N-Fc) kodlu polimerlere B-Glukoz
oksidazin immobilizasyonu i¢in iki boyunlu balona, calisilan polimerlerden 0,5’er gram
alinarak 5 mL DMF eklendi. Geri sogutucu altinda 30 dk 50°C’da 1sitildi. Balon iginde
bulunan boliim 4.2.’de verilen stok enzim ¢ozeltisinden 15 mL eklendi ve 24 saat geri
sogutucu altinda oda sicakliginda karistirma islemine devam edildi. Tepkime sonunda, kati
maddeler asetonla yikandi, safsizlik ve tutulmayan enzim uzaklastirildi. Bunu takiben

stizge¢ kagidindan siiziiliip etiivde kurutuldu.

4.4. immobilize B-Glukoz oksidaz Enziminin Aktifligine pH Etkisi

Immobilize B-Glukoz oksidaz enziminin aktifligine pH etkisini arastirabilmek igin
immobilizasyonun gergeklestirildigi polimerlerden 20 mg deney tiiplerine alindi.
Uzerlerine pH tamponlarin her birinden 4’er mL ve 20 mg glukoz eklendi. 15 dk oda
kosullarinda karistirma isleminden sonra, 4-Aminoantipiren (10 mg), fenol (20 mg) ve
peroksidaz enzimi (0,5 mg) eklenerek UV-GB spektrofotometresi yardimiyla 504 nm’de

absorbans degerleri okundu.

4.4.1. pH tamponlarimin hazirlanmasi

pH 3 (NaH:PO4/H3POs) tamponu : 6,24 g (40 mmol) NaH2P04.2H>O (sodyum
dihidrojenfosfat) 250 mL su igerisinde ¢oziildii. Uzerine % 85°lik HsPO4 ¢dzeltisinden pH
3 olana kadar damla damla eklendi.

pH 4 (NaH2PO4/H3PO4) tamponu : 6,24 g (40 mmol) NaH2PO.4 (sodyum dihidrojenfosfat)
250 mL su igerisinde ¢oziildii. Uzerine %85°lik HsPO4’ten pH 4 olana kadar damla damla
eklendi.

pH 5 (CH3COO Na*/CH3COOH) tamponu : 100 mL 0,25 M asetik asit lizerine 0,25 M

sodyum asetattan pH 5 olana kadar damla damla eklenir.
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pH 6-7-8-9 (Na;HPO4/NaH2PO4) tamponu : 100 mL 0,25 M NaHPO; iizerine 0,25 M
NaH:PO4 ‘tan pH 6 i¢in pH 6 olana kadar, pH 7 i¢in pH 7 olana kadar, pH 8 icin pH 8

olana kadar, pH 9 i¢in ise pH 9 olana kadar damla damla eklenir.

4.5. Iimmobilize B-Glukoz oksidaz Enziminin Aktifligine Sicakhgin Etkisi

Sentezlenen polimerlere immobilize edilen B-Glukoz oksidaz enziminin aktifligine
sicakligin etkisini incelemek i¢in, optimum pH’da, 30°C - 90°C araliginda ¢alisildi. Boliim
4.4.°de belirtilen galisma yontemi kullanilarak sirasiyla 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C,
80°C, 90°C’de olusan iiriiniin 504 nm’de absorbans degerleri kaydedildi.

4.6. immobilize p-Glukoz oksidaz Enziminin Aktifligine Substrat Derisiminin Etkisi

Sentezlenen polimerlerin (PS-N-Fc, PS-N-C-C-N-Fc ve PS-N-C-C-C-N-Fc), optimum
pH’da stok glukoz cozeltileri hazirlandi. Immobilize olmus enzim iizerine degisen
hacimlerde (derisimleri 50-0,5 mM olacak sekilde) stok glukoz ¢ozeltisi eklendi. Optimum
pH’daki tampon ¢6zeltisi ile toplam hacim 5 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin
tizerine 4-Aminoantipiren (10 mg), fenol (20 mg) ve peroksidaz enzimi (0,5 mg) sirasiyla
eklendi. Optimum sicakliktaki ¢alkalamali su banyosunda, 30 dk karigtirma islemi yapilda.
Ardindan 504 nm’de absorbans degerleri kaydedildi.

4.6.1. Derisim ¢alismalarinda kullanilan stok glukoz ¢ozeltisinin hazirlanmasi

50 mL’lik balon jojeye 0,45 g glukoz eklendi ve belirlenen optimum pH’daki tampon

cozeltisi ile 50 mL’ye tamamlandi.

4.7. Serbest p-Glukoz oksidaz Enziminin Aktifligine Substrat Derisiminin Etkisi

Serbest enzimin optimum sicakligi 60°C ve pH 7 tamponu, kosullarin1 dikkate alarak

Boliim 4.6°daki metot uygulandi.
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4.8. Immobilize B-Glukoz oksidaz Enziminin Tekrar Kullanilabilirligi

Tip ic¢ine 0,0125 g immobilize olmus enzim konuldu. Optimum pH’daki tampon
¢ozeltisinden 4 mL eklendi. Olusan heterojen karisim iizerine 0,016 g glukoz eklenerek
oda sicakliginda 15 dk karistirildi ve 4-aminoantipiren, fenol, peroksidaz enzimi sirasiyla
eklendi. Hazirlanan karigim, belirlenen optimum sicakliga ayarlanmis ¢alkalamali-sicaklik
ayarli su banyosunda 15 dk karistirildi. Siiziintii kuvars hiicreye alinarak 504 nm’deki

absorbanslar1 kaydedildi.

4.9. immobilize B-Glukoz oksidaz Enziminin Depolama Kararhihg

Tiip i¢ine 0,0125 g immobilize edilen enzim {izerine, sirasiyla optimum pH tamponu, 0,016
g glukoz, 4-aminoantipiren, fenol ve peroksidaz enzimi eklendi. 5 dk sonra olusan siiziintii
kuvars hiicreye alinarak 504 nm’deki absorbanslari kaydedildi. Bu islem 9 ay boyunca
tekrarlandi.
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5. SONUC

5.1. Farkh Kol Uzunlugunda Ferrosen Takili Polimerlerin Karakterizasyonu

Asagida PS-N-Fc, PS-N-C-C-N-Fc ve PS-N-C-C-C-N-Fc kodlu polimerlere ait fiziksel

goriintiiler verilmistir (Resim 5.1).

(PS-N-Fc) (PS-N-C-C-N-F¢)  (PS-N-C-C-C-N-Fc)

Resim 5.1. Sentezlenen PS-N-Fc, PS-N-C-C-N-Fc ve PS-N-C-C-C-N-Fc polimerlerinin
goriintiileri

Sentezlenen polimerlerin karakterizasyonlar1 igin GPC, Element Analizi, FT-IR
Spektroskopisi ve. SEM/EDX Analizi yapildi. Tiim polimerler i¢in bulunan GPC ve

element analiz sonuglar1 Cizelge 5.1°de verildi.

(PS-N-Fc), (PS-N-C-C-N-Fc) ve (PS-N-C-C-C-N-Fc) polimerlerinin [63, 64] Jel
Gegirgenlik Kromatografisi (GPC) analiz sonucunda Mw ve Mn degerleri sirasi ile (PS-N-
Fc) i¢in 878 ve 860 ; (PS-N-C-C-N-Fc) igin 874 ve 862 ve (PS-N-C-C-C-N-Fc) i¢in 881 ve

867 olarak belirlendi. (Mw: agirlik¢a ortalama mol kiitle; Mn: sayica ortalama mol kiitle).
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Cizelge 5.1. Modifiye edilen polimerlerin Mw, M ve element analiz yiizdeleri

o Hesaplanan
Bilesik Onerilen Birim (M) | PDI | Mu* | M, (Bulunan)

(renk) C H N Fe
PS-N-Fc [(CeH)e(CroH1/NFe)] 8562 | 692 | 149 | 596
bordo M, =939 109|878 | 860 | go'31y | (7.56) | (1.85) | (457)
PSN-C-C-N-Fe | [(CaHo)s(CotHzzN2OFO)] | | 15 | g74 | goz | 8078 | 673 | 304 | 608
turuncu My, =921 ' (81,30) | (6,98) | (3,59) | (5,73)
PSN-C-C-C-N-Fc | [(CaHo)s(CaaHzsN202Fe)] | 1 oo | gar | ge7 | 8060 | 704 | 2,99 | 597
kahverengi My =938 ' (81,04) | (7,27) | (2,12) | (5,12)

Mw* : GPC analiz sonucuna gére kiitlece ortalama mol kiitlesi

Sentezlenen polimer yapilari igin Onerilen birime ait kiitlece ortalama mol kiitlesi (Mw) ile
GPC analiz sonucunda bulunan kiitlece ortalama mol kiitlesi (My") degerlerinin birbirine

yakin oldugu goriilmiistiir. Bu sonug, onerilen birimlerin dogrulugunu gostermektedir. PDI

Kiitlece Ortalama Mol Kliitlesi

olarak gosterilen ve heterojenlik indeksi adi verilen parametre, —
Sayica Ortalama Mol Kitlesi

Mw - . .. .. o . .
(ﬁ) oranina esittir ve polimer zincirlerinin uzunlugu hakkinda bilgi verir. Bu oran,

polimer zincirlerinin biiytikliikleri birbirine yaklastikca kiiciiliir. Heterojenlik indeksinin 1
oldugu durumlar “ideal hal” olarak adlandirilir. GPC analizi sonucunda goriilen PDI
degerlerinin 1’e yakin olmasi da sentezlenen polimerlerimizin zincir uzunlukarinin

birbirine yakin olduguna destek olarak gosterilebilir.

Katilma-ayrilma tepkimesi sonucunda olusan, ferrosen igeren PS-N-Fc, PS-N-C-C-N-Fc,
PS-N-C-C-C-N-Fc kodlu polimerlerin ve (Aminometil)polistiren polimerinin FT-IR

spektrumlari incelendi.
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Sekil 5.1. (Aminometil)polistirene ait FT-IR spektrumu

(Aminometil)polistiren’e ait spektrumda, 1543 cm™®’de —NH, grubundaki N-H bag
egilmelerine, 3440-3400 cm™¥’de goriilen genis bandm asimetrik ve simetrik N-H bag
gerilmelerine karsilik geldigi diisiiniildii. 2920 cm™ ve 2850 cm™’de gériilen bantlarmn
alifatik C-H, 3060 cm™ ve 3021 cm™¥’deki bantlarin ise aromatik C-H gerilmelerine ait

oldugu sdylenebilmektedir.

Polimerlerin FT-IR spektrumlarinda, 1637-1662 cm™’de gériilen bantlarm -HC=N- bag
gerilmesine, 2827-2932 cm™ araliginda goriilen bantlarin ve-Hiifatik) bag gerilmesine, 3028-
3102 cm™ araliginda gériilen bantlarin ise vc-H@omaik) bag gerilmelerine karsilik geldigi
sdylenebilir. Ayrica orta siddette 476-529 cm™ ve 1390-1397 cm™ araligma denk gelen
bant gerilmelerinin ferrosen’e ait oldugu ve besli halkalar ile Fe atomu arasindaki bag

gerilmelerini gosterdigi sdylenebilir (Cizelge 5.2).
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Cizelge 5.2. Modifiye edilen polimerlerin belirgin FT-IR frekanslari (cm™)

Bilesigin Sembolii V halka-Fe V"HC=N V C-H (alifatik) V C-H (aromatik)
PS-N-Fc 139 1662 oo 3102
PS-N-C-C-N-Fc 1531977 1640 2022 3080
PS-N-C-C-C-N-Fc 1532991 1637 3253 3028
Nanokiire yapisindaki (Aminometil)polistiren ve (4-formil-3-

metoksifenoksimetil)polistiren’den hazirlanan (PS-N-C-Fc), (PS-N-C-C-N-Fc) ve (PS-N-
C-C-C-N-Fc) polimerlerinin SEM/EDX fotograf ve spektrumu alinarak yiizey morfolojisi
incelendi. SEM fotograflarindan, hazirlanan tiim polimerlerin kiire yapisin1 korudugu
gortildii. EDX spektrumunda yer alan Fe piklerinden ferrosenkarboksaldehitin polimerlerin
yapisina katildigr yorumu yapildi. EDX spektrumunda bulunan Au ve Pd elementlerine ait
piklerin de analiz sirasinda polimer iizerini kaplama amagl kullanilan Au-Pd karisimindan

kaynaklandig1 yorumu yapildi.
5.1.1. PS-N-Fc polimerinin karakterizasyonu

(Aminometil)polistiren ve ferrosenkarboksaldehitin katilma-ayrilma tepkimesi sonucunda
olusan iiriiniin (Sekil 5.1.) FT-IR spektrumunda, 1662 cm™’de gériilen bandin -HC=N- bag
gerilmelerine, 2932 cm™ ve 2827 cm™ de goriilen bantlarin alifatik C-H gerilmelerine ait
titresim frekansina, 3102 cm™ de ortaya ¢ikan bandin ise aromatik C-H gerlimelerine ait
titresim frekansina karsilik geldigi diisiiniildii. 1390 cm™ ve 476 cm™ de gériilen bantlarin
siklopentadienil halkalar1 ile Fe atomu arasindaki etkilesimden kaynaklanan titresim

frekansina karsilik gelebilecegi 6n goriildii.

N§ P

C
H

Sekil 5.2. PS-N-Fc polimerinin 6n goriilen yapisi
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Sekil 5.3. PS-N-Fc polimerine ait FT-IR spektrumu

(PS-N-Fc) polimerine ait SEM fotograflarina bakilarak, polimerlerin yiizey
morfolojisinden kiire yapisinin korundugu, EDX spektrumunda Fe elementinin yer almasi

nedeniyle de ferrosenkarboksaldehitin kiirelere takildig1 yorumu yapildi.

Resim 5.2. PS-N-Fc polimerinin SEM (100 ve 500 biiyiitmeli) goriintiisii
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Resim 5.3. PS-N-Fc polimerinin EDX spektrumu

5.1.2. PS-N-C-C-N-Fc polimerinin karakterizasyonu

(4-formil-3-metoksifenoksimetil)polistiren (ameba resin), etilendiamin ve
ferrosenkarboksaldehitin katilma-ayrilma tepkimesi sonucunda olusan iiriintin (Sekil 5.4.)
FT-IR spektrumunda, 1640 cm™’de goriilen pikin -HC=N- bag gerilmelerine, 2922 cm
goriilen pikin ve-Haiifatik) titresim frekansina, 3080 cm™ de ortaya ¢ikan pikin ise Ve-H(aromatik)
titresim frekansina karsihik geldigi on goriildii. Orta siddette 1397 cm™ ve 517 cm™ de

goriilen piklerin vhaika-Fe titresim frekansina karsilik gelebilecegi 6n gortildii.

®/\OQCH\\ //Ig@

Fe

N-CH,-CH,-N
OCH; @

Sekil 5.4. PS-N-C-C-N-Fc polimerinin 6n goriilen yapisi
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Sekil 5.5. PS-N-C-C-N-Fc polimerine ait FT-IR spektrumu

(PS-N-C-C-N-Fc) polimerinin SEM/EDX fotograf ve spektrumu alinarak (Resim 5.3 ve
Sekil 5.5) polimerlerin ylizey morfolojisinden kiire yapisinin korundugu, EDX
spektrumunda Fe elementinin yer almasi nedeniyle de ferrosenkarboksaldehitin kiirelere

takildig1 yorumu yapildi.

Resim 5.4. PS-N-C-C-N-Fc polimerinin SEM (100 ve 500 biiyiiltmeli) goriintiisii
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Resim 5.5. PS-N-C-C-N-Fc polimerinin EDX spektrumu

5.1.3. PS-N-C-C-C-N-Fc polimerinin karakterizasyonu

(4-formil-3-metoksifenoksimetil)polistiren  (ameba resin), 1,3-diamino propan ve
ferrosenkarboksaldehitin katilma-ayrilma tepkimesi sonucunda olusan iiriintin (Sekil 5.7.)
FT-IR spektrumunda, 1637 cm™’de gériilen pikin -HC=N- bag gerilmelerine, 2924 cm™ ve
2852 cm de goriilen pikin ve-Hiifatik) titresim frekansia, 3028 cm™ de ortaya ¢ikan pikin
ise Vc-H(aromatik) titresim frekansina karsilik geldigi 6n goriildii. Orta siddette 1391 cm™ ve

529 cm™ de goriilen piklerin vhaika-rc titresim frekansina karsilik gelebilecegi 6n goriildii.

WOQ CH\\ //Ié <

Fe

N-CH,-CH,-CH,-N
OCH, 2-LH,-UHy @

Sekil 5.6. PS-N-C-C-C-N-Fc polimerinin 6n goriilen yapisi
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Sekil 5.7. PS-N-C-C-C-N-Fc polimerine ait FT-IR spektrumu

(4-formil-3-metoksifenoksimetil)polistiren, 1,3-diaminopropan ve
ferrosenkarboksaldehitin katilma-ayrilma tepkimesi sonucunda olusan iriiniin SEM/EDX
fotograf ve spektrumu alinarak (Resim 5.4. ve Sekil 5.8.) polimerlerin yiizey
morfolojisinden kiire yapisinin korundugu, EDX spektrumunda ise Fe elementinin
spektrumda yer almasit nedeniyle ferrosenkarboksaldehitin kiirelere takildigi yorumu

yapildi.

X188 1884Km

Resim 5.6. PS-N-C-C-C-N-Fc¢ polimerinin SEM (100 ve 400 biiytiltmeli) goriintiisii
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Resim 5.7. PS-N-C-C-C-N-Fc polimerinin EDX spektrumu

5.2. Immobilize p-Glukoz oksidaz Enzimi ile ilgili Cahsmalar
5.2.1. Immobilize p-Glukoz oksidazin aktifligine pH etkisi

Yapisinda ferrosen igeren, farkli kol uzunluklarina sahip polimerlere adsorpsiyon ile
immobilize edilen B-Glukoz oksidazin aktifligine pH etkisi, Bolim 4.4.’de agiklanan
yontem kullanilarak incelendi ve Sekil 5.8, Sekil 5.9, Sekil 5.10 grafikleri elde edildi.

PS-N-Fc
P
2 100
£
<
W 50
@
X 9
2 4 6 8 10
pH

Sekil 5.8. PS-N-Fc polimere immobilize edilen $-Glukoz oksidazin aktifligine pH etkisi



41

. PS-N-C-C-N-Fc
E
£ 100
h
® 50
[aa]
X
0
2 4 6 8 10
pH

Sekil 5.9. PS-N-C-C-N-Fc polimere immobilize edilen B-Glukoz oksidazin aktifligine pH
etkisi

PS-N-C-C-C-N-Fc
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Sekil 5.10. PS-N-C-C-C-N-Fc polimere immobilize edilen f-Glukoz oksidazin aktifligine
pH etkisi

5.2.2. iImmobilize B-Glukoz oksidazin aktifligine sicaklik etkisi

Adsorpsiyon metodu ile sentezlenen polimerlere immobilize edilen B-Glukoz oksidaz
enziminin aktifligine sicakligin etkisi Bolim 4.5°de agiklanan yontem uygulanarak

incelendi ve Sekil 5.11, Sekil 5.12, Sekil 5.13 grafikleri elde edildi.
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Sekil 5.11. PS-N-Fc polimere immobilize edilen B-Glukoz oksidazin aktifligine sicaklik

etkisi
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Sekil 5.12. PS-N-C-C-N-Fc polimere immobilize edilen f-Glukoz oksidazin aktifligine
sicaklik etkisi
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Sekil 5.13. PS-N-C-C-C-N-Fc polimere immobilize edilen f-Glukoz oksidazin aktifligine
sicaklik etkisi
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Immobilize edilen B-Glukoz oksidaz igin elde edilen optimum pH ve sicaklik degerleri

asagidaki toplu olarak verilmistir.

Cizelge 5.3. Sentezlenen polimerlere immobilize edilen 3-Glukoz oksidaz igin segilen
optimum pH ve sicaklik degerleri

Sentezlenen Polimerler Optimum Sartlar
pH Sicaklik
(PS-N-Fc)-GOx 7 60°C
(PS-N-C-C-N-Fc)-GOx 8 40°C
(PS-N-C-C-C-N-Fc)-GOx 8 40°C

5.2.3. Serbest ve immobilize B-Glukoz oksidaz enziminin aktifliine substrat

derisiminin etkisi

Serbest ve immobilize edilmis B-Glukoz oksidaz aktifligine substrat derisiminin etkisi
Boliim 4.6.’da belirtilen yontem uygulanarak degerler kaydedildi. Bu degerlerden

Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildikten sonra Km ve Vmax degerleri belirlendi.

Serbest GOx (pH 7)

2,000

1/V(dak/mmM)

U,000

-1 -0,5 0 0,5 1
1/[s1(1/mMm)

1,5 2 2,5

Sekil 5.14. pH 7°de serbest B-Glukoz oksidazin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Sekil 5.14’te serbest B-Glukoz oksidaz igin pH 7 ve 60°C’da calisilmis, elde edilen

absorbans degerleri ile yapilan hesaplamalar sonucu 1/V-1/[S] grafigi ¢izilerek, dogrunun
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x eksenini kestigi noktadan Km, dogrunun y eksenini kestigi noktadan da Vmax degeri

hesaplanmustir.
Serbest GOx (pH 8)
2,000
s
£
S~
i‘u 1,000
=
>
S~
-
0,2 0 0,2 0,4 0,6
1/18] (1/mM)

Sekil 5.15. pH 8’de serbest B-Glukoz oksidazin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Yukaridaki grafikte serbest B-Glukoz oksidaz i¢in pH 8 ve 40°C’da ¢alisilmis, elde edilen
absorbans degerleri ile yapilan hesaplamalar sonucu 1/V-1/[S] grafigi ¢izilerek, dogrunun

x eksenini kestigi noktadan Km, dogrunun y eksenini kestigi noktadan da Vmax degeri

hesaplanmastir.

(PS-N-Fc)-GOx

1
s
E
=
©
=2
>
S~
L]

4 3 2 -1 0 1 2 3

1/18] (1/mmMm)

Sekil 5.16. PS-N-Fc isimli polimere immobilize edilen 3-Glukoz oksidazin aktifligine
substrat derigiminin etkisi
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Sekil 5.16’da PS-N-Fc polimerine immobilize edilmis B-Glukoz oksidaz i¢in pH 7 ve
60°C’da calisilmis, elde edilen absorbans degerleri ile yapilan hesaplamalar sonucu 1/V-

1/[S] grafigi cizilerek, dogrunun x eksenini kestigi noktadan Km, dogrunun y eksenini

kestigi noktadan da Vmax degeri hesaplanmistir.

(PS-N-C-C-N-Fc)-GOx

4,00
R?=0,928
s
£
~
3
5]
2z
>
SN
i
-0,05 0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
1/[s] (1/mm)

Sekil 5.17. PS-N-C-C-N-Fc isimli polimere immobilize edilen B-Glukoz oksidazin
aktifligine substrat derisiminin etkisi

Sekil 5.17°de PS-N-C-C-N-Fc polimerine immobilize edilmis B-Glukoz oksidaz i¢in pH 8
ve 40°C’da ¢alisilmis, elde edilen absorbans degerleri ile yapilan hesaplamalar sonucu 1/V-
1/[S] grafigi ¢izilerek, dogrunun x eksenini kestigi noktadan Km, dogrunun y eksenini

kestigi noktadan da Vmax degeri hesaplanmistir.

(PS-N-C-C-C-N-Fc)-GOx

4,000
R?=0,99
__ 3,000
=
£
S~
<
(C
z
>
S~
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Sekil 5.18. PS-N-C-C-C-N-Fc isimli polimere immobilize edilen B-Glukoz oksidazin
aktifligine substrat derisiminin etkisi
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Sekil 5.18’de PS-N-C-C-C-N-Fc polimerine immobilize edilmis B-Glukoz oksidaz i¢in pH
8 ve 40°C’da c¢alisilmis, elde edilen absorbans degerleri ile yapilan hesaplamalar sonucu
1/V-1/[S] grafigi ¢izilerek, dogrunun x eksenini kestigi noktadan Km, dogrunun y eksenini
kestigi noktadan da Vmax degeri hesaplanmistir. Bulunan tiim sonuglar Cizelge 5.4 te toplu

halde gosterilmistir.

Cizelge 5.4. Immobilize enzim ve serbest enzim igin kinetik parametreler

Serbest Enzim Immobilize Enzim Km (mM) ; Vmax(mM/dak)
Caligilan Kosullar Km (mM)
Vmax(mM/dak)

PS-N-F¢ | PS-N-C-C-N-Fc | PS-N-C-C-C-N-Fc¢

1,34
pH 7, 60°C 0,274; 2,47
2,58

6,29
pH 8, 40°C » 65 76,92; 4,61 71,43; 3,75

5.2.4. Immobilize p-Glukoz oksidaz enziminin tekrar kullanilabilirligi

Sentezi yapilan polimerlere immobilize edilen B-Glukoz oksidaz’in tekrar kullanilabilirligi

Boliim 4.8.’de verilen yontem kullanilarak belirlenmistir.
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Sekil 5.19. PS-N-Fc polimere immobilize edilen -Glukoz oksidazin tekrar
kullanilabilirligi ve kullanim sayis1 arttikca meydana gelen renk degisimi
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Sekil 5.20. PS-N-C-C-N-Fc polimere immobilize edilen f-Glukoz oksidazin tekrar

kullanilabilirligi ve kullanim sayis1 arttikca meydana gelen renk degisimi
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Sekil 5.21. PS-N-C-C-C-N-Fc polimere immobilize edilen B-Glukoz oksidazin tekrar
kullanilabilirligi ve kullanim sayis1 arttikca meydana gelen renk degisimi

®e
*
L 4
*oe
*
L 4
®e
*
0,"‘
L X 4
”’000.
5 10 15 20 25 30
Tekrar Kullanim Sayisi
5' J t:ll ‘ L&
: 4 -l “=po
1 2 3. 14 15 16 ... 23 4 25

49

Calisilan polimerler iginde (PS-N-Fc) polimere immobilize edilen B-Glukoz oksidazin

tekrar kullanilabilirliginin diger polimerlerden daha iyi oldugu goriildii.

5.2.5. immobilize B-Glukoz oksidaz enziminin depolama kararhhg:

B-Glukoz oksidazin oda kosullarinda saklanmasi ve aktivitesini ne kadar siireyle devam

ettirdigini takip etmek icin depolama kararlilig1 deneyleri Boliim 4.9.’da belirtilen sekilde

gergeklestirildi. Elde edilen UV-GB spektrumlarinda 504 nm’deki absorbans degerleri

dikkate alinarak zamana karsilik % bagil aktivite grafikleri ¢izildi. Her ay alinan 6l¢iimlere

9 ay boyunca devam edildi.

PS-N-Fc kodlu polimere immobilize edilen B-Glukoz oksidazin depolama kararliliginin

calisilan diger polimerlerden daha iyi oldugu goriildii.
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Sekil 5.22. PS-N-Fc polimere immobilize edilen B-Glukoz oksidazin depolanmasi

stiresince gosterdigi bagil aktiflik
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Sekil 5.23. PS-N-C-C-N-Fc polimere immobilize edilen B-Glukoz oksidazin depolanmasi

stiresince gosterdigi bagil aktiflik
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Sekil 5.24. PS-N-C-C-C-N-Fc polimere immobilize edilen -Glukoz oksidazin
depolanmas stiresince gosterdigi bagil aktiflik
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6. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI

Sunulan c¢alisma iki ana béliimii icermektedir. Ik boliim polistiren destekli, ferrosen igeren
Schiff-baz1 polimerlerin sentezi ve karakterizasyonu iizerine olmustur. ikinci bdliim ise
sentezlenen ii¢ yeni polimere B-Glukoz oksidaz enziminin immobilizasyonu ve immobilize
enzim ig¢in optimum c¢alisma kosullarmin (pH ve sicaklik) belirlenmesi, kinetik
parametrelerinin  (Km ve Vmax) bulunmasi, bdylece biyokataliz ozelliklerinin

karsilastirilmasi lizerine olmustur.

Ferrosen igeren Schiff-baz1 polimerlerin yapilar1 element analizi, FT-IR, GPC ve
SEM/EDX ile aydinlatilmistir.

6.1. Karakterizasyona Ait Degerlendirmeler

Ferrosen igeren Schiff-baz1 polimerlerin FT-IR spektrumlar1 incelendiginde, -HC=N-
grubuna ait, alifatik C-H gerilmelerine ait, aromatik C-H gerilmelerine ait ve ferrosen
yapisindaki besli halkalar ile Fe atomu arasindaki etkilesime ait karakteristik pikler

sentezlenen polimerlerinin yapisininin, 6n goriilen yapilara uygun oldugunu gostermistir.

SEM goriintiilerine  bakildiginda polimerlerin yiizey modifikasyonlarinda belirgin
degisikliklerin olmadig1 ve polimerlerin kiire yapilarmi koruduklari goriilmiistiir. EDX
analizlerinde, Fe elementine ait piklerin gozlenmesi, ferrosenkarboksaldehitin polistiren

tabanli polimerlerin yapisina katildigin1 desteklemistir.
6.2. immobilizasyon Calismalarina Ait Degerlendirmeler

(PS-N-Fc)-GOx, (PS-N-C-C-N-Fc)-GOx ve (PS-N-C-C-C-N-Fc)-GOx kodlu immobilize
enzimler i¢in optimum pH degerleri ; (PS-N-Fc)-GOx i¢in 7, (PS-N-C-C-N-Fc)-GOx ve
(PS-N-C-C-C-N-Fc)-GOx polimerleri i¢in de 8 olarak bulundu. Bununla birlikte serbest 3-

Glukoz oksidaz enziminin optimum pH’1 5 olarak belirlendi.
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(PS-N-Fc)-GOx, (PS-N-C-C-N-Fc)-GOx ve (PS-N-C-C-C-N-Fc)-GOx kodlu immobilize
polimerler i¢in optimum sicaklik degerleri ; (PS-N-Fc)-GOx i¢in 60°C, (PS-N-C-C-N-Fc)-
GOx ve (PS-N-C-C-C-N-Fc)-GOx polimerleri i¢in de 40°C olarak bulundu. Bununla

birlikte, serbest B-Glukoz oksidaz enziminin optimum sicakligi 60 °C olarak bulundu.

Serbest B-Glukoz oksidaz i¢in pH 7, 60°C’da Km degeri 1,34 ve pH 8, 40°C’da Km degeri
6,29 bulunmustur. (PS-N-Fc), (PS-N-C-C-N-Fc) ve (PS-N-C-C-C-N-Fc) kodlu polimerlere
immobilize edilen B-Glukoz oksidaz i¢in Km degerleri sirasiyla ; 0,274, 76,92 ve 71,43
olarak bulunmustur. Km degerlerine bakilarak (PS-N-Fc) kodlu polimere immobilize

edilen enzimin substratina olan ilgisinin daha fazla oldugu sdylenebilir.

Serbest B-Glukoz oksidaz i¢in pH 7, 60°C’da Vmax degeri 2,58 ve pH 8, 40°C’da Vmax
degeri 2,65 bulunmustur. (PS-N-Fc), (PS-N-C-C-N-Fc) ve (PS-N-C-C-C-N-Fc) kodlu
polimerlere immobilize edilen B-Glukoz oksidaz i¢in Vmax degerleri sirasiyla ; 2,47, 4,61

ve 3,75 olarak belirlendi.

Sunulan caligmada farkli optimum pH’lar gozlenmistir. Bu durum her polimer igin,
enzimin aktif bolgelerinde bulunan, farkli amino asit kalintilarinin etkili olmasindan

kaynaklanabilir.

Ayni optimum pH’ya sahip olan (PS-N-C-C-N-Fc)-GOx ve (PS-N-C-C-C-N-Fc)-GOx

immobilize enzimlerin, kol uzunlugu arttikca Km ve Vmax degerlerinin de arttigi goriildii.

Bu c¢alismada enzimin hidrojen baglar1 olusturarak immobilize edildigi soylenebilir.
Immobilizasyonun, B-Glukoz oksidazin dis kabugundaki karbohidratin —OH grubu ile
yapidaki —NH> veya —COOH gruplarinin, polimerlerin yapisinda bulunan -CH=N- (imin)

azot atomu arasinda hidrojen baglarini yaparak olustugu (Sekil 6.1) yorumu yapildu.

Enzim ve polimer arasindaki etkilesimin Sekil 6.1°deki gibi oldugu 6n goriildii. Modifiye
edilen polimerlerin yapisinda bulunan ferrosenin katkisi ile, olusan elektron aligverisi

sayesinde glukoz, glukonik asite yiikseltgenir.
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@ @ Kinonimin + H,O
Fe
o (PS-N-Fc) Glukonik asit + H,0,
[ H. _ _ -» 4-AAP + Fenol
N € c GOx
O (PS-N-Fe)” Glukoz
@ medyatdr-enzim tabakasi

Sekil 6.1. immobilize olmus B-Glukoz oksidaz ile yapilan deneylerde ortamda
gerceklestigi diistintilen reaksiyonlar

6.3. Oneriler

Medyatorlerin 6nemli oldugu diger enzimlerin immobilizasyon c¢aligsmalari, hazirlanan

destek polimerlerle yapilabilir.

Bu enzimin, depolama kararlilig1 ve tekrarlanabilirligini daha iyi gelistirebilmek i¢in yeni

destekler hazirlanabilir.

Ferrosen takili nanokiire yapili polimerler, bazi hastalik teshis ve tedavisinde

kullanilabilecek 6rnek nanokiireler olarak degerlendirilebilir.

Immobilize GOx enzimi i¢in bulunan optimum sartlar ve kinetik paremetreler serbest
enzime gore daha istiin oldugundan, farkli sartlarda caligilabilir olmasi avantaj olarak
degerlendirilebilir. Pahali enzimlerin destek materyaller {izerine immobilize edilmesi ve
calisilan kosullarin ¢esitlendirilebilmesi ile zamandan ve maddi agidan tasarruf

saglanabilecegi sonucu ¢ikarilabilir.
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Abstract: Modified polystyrene with PtV )-azomethine (AP5-5ch-P) was synthesized
oy means of condenzation and demensirated to be a promising enryme suppornt by sudyving
the enzymadc properties of ghicose oxidazs enzyme (GOw) mmiobilized on it The
characteristics of the immobilized ghacose oxidaze (APS-Sch-Pi—GOx) enmyme showed
two optimvom pH values that wers pH = 4.0 and pH = 7. The msertion of stahle
BTV -azomethine spacers berween the polystyrens backbons and the mmoebilized GO,
(APS-Sch-Pe—G0m), increazes the enzymes’ actvity and mprowes their affinity towards
the sabstrate even at pH = 2. The influsnce of temperatare, reusability and storage capacity
on the free and mmobilized zhacese oxidase enryme was investipated The tarage
stability of the immebilized zlocese oxidase was shown fo be cleven moenths n dry
condittions at +4 *C.

Eeywords: P{IV —azomethine: Polystyrene; ghucose exidase enzyme; two optioom pH

1. Imtrodocton

Enzymes are used as biocafbysts in the chemical pharmmaceutical and foed ndustries and as
specific lizands in climical and chemical apalyses [1]. Glacose oxidase (O] is a commercially
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CATIOBMANPASA DNIVEREITES] FEN-EDERIVAT FAEDLTRA KIMYA BOLOMD

Farkh Kol Uzunluklarma Sahip Ferrosenin Nanokiireli Polimere Talalmas:
ve SEM-EDS/EDX ile Karakterizasyonu

Esin ANTEPLI Nurzen SARI

Gazi Universitasi Fen Fakiiltesi Kintya Bélimi, 06500 Tekmikokullar, Ankara,
asimanpl{mhomail com

Ferrosen tirevlenmm nanobihm, iletken polimerler, 1lag kimyas ve bivosensér skt alanlarda
kullammen artmas: nedemyle gesith senterlenn vamldiz sorilmektedr Farmakolojk olarsk tedavide
ver alm: olan ferroserone adi alhmda satsa pkanlan ve demar eksiklifn tedaviande kullamlan farrosen
wenkh ilag saghk sektorinde kollamlmaya baslanmustr. Sapofi-Aventisde’dekn knhmk galiymalar
sopueunds, foroquin bilesiy “Malarya sifma’ tedavisinde kullamlmaya baglanmestr [1]. Lokal
anesterik bir dlag olan Lidokam'mn viewitan atilmasi de ilzh sivecin talabi igm, ferrosemn
mitkemme] elektrokimyasal dzellifinden faydalamimaktadir [2] Divabetik hastalann kanmdak glukoz
ditzeymin belirlenmesindekullamlan ve br amperometrikéleim tekmin olan'ExacTech pen’ mimh
a1stern Medisense girken tarafindan geligtinlomg olup, ferrosenin grafit elekiroda mmebilize edilmes:
e bar sensdr olarek kullamldi zérilmektedw [2]. Bitin bu dzet bilgilerden garildasn gibi, yem
Ferrosen tirevlennin ve uygulamalanmn arsgtmlmasina thtivagy dwyulmaktadr Sumulan cahsmanm
amary; farkh kol nmmluklarma sabwp Ferrosemin nanokiire yapusindakn polmerls etkilestinlerek,
potansivel iletken polmmerler, ilag kimmyasi ve bivosensdr gibi alanlann uygulammasina dikkat
cekmekfir Hazdanan Ferrosen sallimly pohmerler SEM-EDSEDY analizm ie degerlendinlersk,
element anzhzi 1le desteklenmsty,

Anahtar kelimeler: Ferrosen, Polistiren, Nanokiire
Kaynaklar
[1]C. BIOT. Curr. Med. Chem. Ansi-Infective Agens 3, (2004),135-147.

[2E. DIGERIA, H. A O.HILL, C.J MCNEIL inal. Chem. 58, (1988), 1203-1205.
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Influence of nanosphere has different spacer arms on the reuse of
Glucose oxidase enzyme

Esin Antepli, Nursen San
Department of Chemistry, Faculty of Science, Gazi University, Turkiye

Abstract

Since the rising of nanosphere in material science, its pokential applications have attracted considerable attentions
due to its mechanical, tharmal, optical properties. Immobilization of enzymes onto polymeric microsphere is the
most useful strategy to improve the operational stability of biocatalysts without catalyst contamination. Glucose
oxidase (GOx) is a commercially important enzyme which has application in pharmaceutical industry as a
biosensor for the enzymatic determination of glucose in diabetes and the fermentation of liquor, and in the food
industry for the removal of glucose and shelf life of various products. To investigate the effect of spacer arms on
enzyme immobilization prepared nanosphere-polymeric support and glucose oxidase emzyme (GOx) immobilized
on there.
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