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OZET

Bu calismada, oncelikle, Polistiren A-NH, (PSA) ile salisilaldehit (Sal), 5-
metilsalisilaldehitin (5-CH3;Sal) katilma-ayrilma reaksiyonu sonucunda iki adet

Schiff bazi iceren polimerler sentezlendi.

Modifiye olmus tiim polimerlerin yapis1 FT-IR, GPC gibi spektral analizler
veelement analizlerinin yam sira yiizey yapisinda meydana gelen degisiklikler

SEM-EDX analizi ile incelendi.

Sonrasinda ise, (PSA), (PSA-SalH)ve (PSA-SalCH3) kodlu modifiye olmus
polimerlere, adsorpsiyonyontemi ile Glukoz oksidaz (GOy) enzimi immobilize
edildi. Serbest ve immobilize GOy enzim iizerine sicakhk, pH, tekrar kullanim,
depolama kararhihgi gibi parametrelerin etkisi arastirildi.(PSA)’e immobilize
edilen enzim icin, iki adet optimum pH belirlenmis olup, bunlar sirasi ile 4,0 ve
7,0 dir. (PSA-SalH) ve (PSA-SalCH3)’ya immobilize edilen enzimin optimum
pH s1 ise sirasiyla 7,0 ve 6,0 olarak bulundu. (PSA), (PSA—SalH) desteklerine
tutturulan enzimin optimum siakhg 80 °C olarak belirlenirken (PSA-SalCHs3)

polimer icin iki optimum s1akhik 40 °C ve 70 °C olarak belirlendi.



Lineweaver-Burk egrileri cizilerek, Vmax ve Kmdegerleri her bir polimer
destegine tutturulan enzim icin hesaplanarak, (PSA) icin pH=4 ve t=80 °C’de
1,641 mM.min" ve 1,031 mM; pH=7 ve t=80 °C’de 1,266 mM.min" ve 0,917mM
olarak belirlendi. (PSA-SalH) i¢in pH=7 ve t=80 °C’de 1,069 mM.min'l; 0,549
mM olarak velirlenirken, (PSA-SalCH;) destegi icin pH=6 ve t=40 °C’de ve
pH=6 ve t=70 °C’de sirasiyla 2,216mM.min""; 0,813 mM olarak hesaplandi.
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polimer, immobilizasyon ve glukoz oksidaz
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ABSTRACT

Polymer-bound Schiff-base ligands were prepared from Polystyrene A-NH,
(PSA) and salicylaldehyde (Sal) andS-methylsalicylaldehyde (5-SalCH3). Firstly,
all of the modified polymers were characterized on the basis of FT-IR and GPC
spectral analyses studies. The changes in the surface structure of modified

polymers were examined with SEM-EDX analysis.

After that, Glucose oxsidase were immobilized onto (PSA), (PSA-SalH) and
(PSA-SalCH3;) modified polymer with using the adsorption method. The
influence of temperature, pH and reusability, storage capacity on the free and
immobilized Glucos oxsidase were investigated. The immobilized glucose
oxidase on (PSA) showed two optimum pH values that were pH = 4 and pH =
7(PSA-Sal)-GOsand (PSA-SalCH3)-GOy were showed optimum pH values as 7
and 6, respectively. (PSA) and (PSA-SalH) were showed optimum temperature
as 80 °C.

Kinetic parameters were calculated as 1.641mM min"/ 1.031 mM.; 1.266 mM
min~' /0.917 mM, 1.069 mM min'/ 0.549 mMand 2.216 mM min "' / 0.813 mM,
for K /Vmax respectively; (PSA), (PSA-SalH) and (PSA-SalCH3;) bound

enzymes.
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1. GIRIS

Son yillarda ¢esitli nanoyapili platformlarin sentezi ve uygulamalart {izerine
calismalarla karsikarsiyayiz [1,2]. Ozellikle nanoplatformlarin yiizey alanlarmin

bliyiik olamasi nedeniyle ¢alismalarin gesitlendigi goriilmektedir [3].

Isitildiginda yumusayan, sogutuldugunda tekrar sertlesen bir plastik olan polistiren
kiireler (PS) ile tek boyutlu nanoteller, nanogubuklar ve nanotiipler olusturulmasi
sayesinde, 151k yayan diyotlar (LED'ler), fotonik kristaller, yiizey 1slatma ve
fotokataliz gibi pek cok endiistriyel alanda araci olarak kullandigi goriilmektedir

[4,5].

Schiff bazi igeren polimerlerin metal segicilikte, niikleer tip ve ilag salinim gibi
alanlarda kullanilmast nedeniyle, bu tiir polimerlerin sentezlerinin ¢esitlendigi

goriilmektedir [6,7].

Bunun yani sira Glukoz oksidaz enziminin biyokatalizor olarak, kayda deger bir
Olcilide arastirllmasinin nedeni endiistriyel alanda 6nemli bir yer tutmasidir. Ciinkii,
Glukoz oksidaz enzimi kan, gida ve biyolojik sistemlerdeki glukozun analitik
Ol¢iilmesinde kullanilmaktadir. Bunedenle kolay, ucuz ve hassas dl¢tim tekniklerini

gelistirmek icin bilim insanlarinin yogun bir arastirma i¢inde oldugu goriilmektedir.

Bu amagla, sunulan tezde Polistiren A-NH; ile Salisilaldehit (SalH) ve 5-metil-2-
hidroksi benzaldehit (Sal-CH3)’in kondenzasyonu sonucunda yeni Schiff bazitakili
nanokdireli polimerler sentezlendi, karakterizasyonlar1 yapildi.Yapilar1 aydinlatilan
modifiye olmus polimerlerin Glukoz oksidaz enzimii¢gin immobilizasyon 6zellikleri

arastirildi.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Schiff Bazlar

Karbon-azot arasinda c¢ift bagi (bir imin grubu) igeren bilesikler Schiff bazi olarak
bilinir. Schiff bazi1 ilk kez 1869’da Alman kimyaci Hugo Schiff tarafindan
sentezlenmistir [8]. Schiff bazi 1930’lu yillar da Pfeiffer tarafindan ligant olarak
koordinasyon kimyasinda kullanilmistir [9]. Bu tarihlerden itibaren giiniimiize kadar
yeni Schiff bazlarin sentezi, komplekslerinin hazirlanmas1 ve 6zelliklerinin
incelenmesi ile ilgili birgokarastirmalar yapilmistir. Schiff bazlar1 karbonil veya
aldehit bilesikleri ile primer aminlerin kondenzasyonu ile olusmaktadir (Sekil 2.1).
Schiff bazi olusumunda en c¢ok kullanilan aldehit bilesenleri; salisilaldehit,2-

hidroksi-1-naftaldehit vepiridin-2-karboksaldehit oldugu goriilmektedir [10].

0 R
R—N:cin + W0  R=R’= Alkil veya Aril

|
R—NH; + R'—é—u

Primer amin  Aldehit Schiff bazi

Sekil 2.1. Schiff bazi olusum reaksiyonu

Aldehit bilesenlerinden, salisilaldehitin yaygin olarak kullanildigi goriilmektedir [8].
Ciinkii salisilaldehitin kullan1ldg1 aminoasit-Schiff bazlar1 P.L.P.-aminoasit Schiff
bazlarina model bilesikler olusturmaktadir. P.L.P. olarak kisaltilan piridoksal-5-
fosfat bir aromatik aldehit olup (Sekil 2.2.); B¢ vitamininin aktif koenzim halidir. Be
vitamini ise, insan ve hayvanlarin biiylimesinde 6nemli bir yer tutan ve eksikliginde

protein metabolizmasinda bozukluklara neden olan bir aromatik aldehittir.

P.L.P.’nin aldehit grubu ile enzimin aktif merkezinde bulunan aminoasit arasinda
Schiff bazi olugmaktadir. Bdylece enzimin aktif hale gelmesi ile canli
metabolizmasinda 6nemli yer tutan transaminasyon, dekarboksilasyon, deaminasyon

ve rasemleme olaylar1 bu Schiff bazi lizerinden gerceklesmektedir [8].



Sekil 2.2.Pridoksal-5 fosfat [(4-formil-5-hidroksi-6-metilpiridin-3-il) metoksi]-
fosfonik asit)’1n agik geometrik yapisi (A) ve top-sopa modeli(B)

2.2. Schiff Baz1 Iiceren Koordinasyon Polimerleri

Cesitli yontemleri kullanarak Schiff bazi iceren polimerlerin sentezlendigi kaynak
taramalarinda goriilmektedir. Schiff bazi iceren polimerler iizerine yapilan kaynak

arastirmasi ilizerine olan 6zet niteliginde bilgi asagida verilmistir.

Yang ve arkadaglar1 atom transfer radikal polimerizasyon (ATRP) yoOntemini
kullanarak, u¢ grubunda Salisil aldehit bulunduran polistirenin, p-metoksianilin ile
katilma-ayrilma tepkimesi sonucunda N-Salisiliden-4-metoksi-anilin Schiff bazini

iceren modifiye edilmis polistireni sentezlemiglerdir [11].

Polistiren destekli Schiff bazim1 ve onun Zn®'kompleksini sentezleyen
arastirmacilar, NMR, IR,UV-GB ve floresans spektrumlar: ile karakterize ettiklerini
belirtmislerdir. Polistiren destekli Schiff bazi-Zn*‘kompleksini, kiigiik molekiillii
Schiff bazi-Zn*‘kompleksi ile karsilastirmasini yapan arastirmacilar, polistiren
destekli Schiff bazi-Zn*'kompleksinin yaygin coziiciilerde daha iyi ¢oziindiigiinii
ifade etmislerdir. Ayrica kolay film haline gelebilen polistiren destekli Schiff bazi-

Zn*"kompleksinin floresans 6zellik gosterdigini belirtmislerdir [11].

Bu arastirmacilar, Sekil 2.3’de verilen tepkimenin olusmasi i¢in, CuCl, stiren ve
pentametildietiltriamin (PMDETA) ile reaksiyona bagliyarak, PSt-CH,-S kodlu

bilesignii sentezlemislerdir.



i cl ~ H, [H
0=C | PMDETA/Cucl  OHC el PR
e —— W
HO 90°C HO
n
5-(klorometil)-2-hidroksibenzaldehit Stiren PSt-CH, -S

Sekil 2.3. PSt-CH,-S kodlu bilesigin sentezi

Daha sonra 4-metoksianilinin THF ¢oziiciisiinde PSt-CH,-S kodlu bilesik ile katilma
ayrilma tepkimesi sonucunda, PSt-CH,-SMOA kodlu bilesigi sentezleyerek
Zn*"kompleksini hazirlamislardir (Sekil 2.4).

OHC. H,(H, NH2_©_OCH3 H3CO_©_N§CH Hy | Hy
@c c—c1 > Q Cc—C Cl

HO DMF HO

PSt-CH, -S PSt-CH,-SMOA

Sekil 2.4.PSt-CH,-SMOA kodlu bilesigin sentezi

Kumar ve arkadaslar1 (aminometil)polistiren ile 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehit’in
(vanilin) kondenzasyonu sonucunda Schiff bazi sentezlemisler ve sentez sirasinda
¢Oziicli olarak DMF kullanmislardir. Bu Schiff bazinin Mn2+, C02+, Fe3+, Cu2+, Zn2+,
U®, Ni**, Na*, K, NH,", Ca'™ katyonlar ile karsit anyon olarak, CI°, Br', NO;", NO,
ve CH3CO;“1n bulundugu iyonlarindan olusan 20 ppm lik ¢6zeltisinde bulunan Ni**
iyonunun ortamdan uzaklastirilmasinda kullanilabilecegini belirtmislerdir [12] (Sekil

2.5).

HO e G e O

Sekil 2.5.(Aminometil)polistirenin ve vanilin tepkimesi sonucunda olusan Schiff bazi



Kumar ve John’un yapmis olduklar1 benzer bir calismada 2-nitrobenzaldehit ve
(aminometil)polistirenin kondenzasyonu ile yeni bir Schiff bazi sentezlemisler ve
polimerdestekli Schiff bazi ligant aracihg ile Cu*" iyonlarmi ortamdan

uzaklagtirilabilecegini belirtmiglerdir [13] (Sekil 2.6 ).

Oy e

Sekil 2.6. (Aminonmetil)polistiren ve 2-nitrobenzaldehit’ten hazirlanan Schiff bazi

Kumar ve Mathew Sekil 2.7°de goriilen stiren ve divinilbenzen ¢apraz baglayicilarla
polistiren destekli Schiff bazlarin1 sentezlemisler ve metal komplekslerinin katalitik

aktivitelerini arastirmislardir [14].

!

e
0

Stirgn ovE

Sekil 2.7. Stiren ve divinilbenzen

Bu arastirmacilar oOncelikle dietilentriamin ile salisilaldehitten bir Schiff bazi
sentezlemis, daha sonra bu Schiff bazi ile klorometillenmis polistireninin (Sekil 2.8),
dioksanda 48 saat reflaks ederek, polistiren destekli dietilentriamino-salisilaldehit

Schiff baz1 sentezlemislerdir.



CH;OCH,Cl
CH,CI
SHC14

Sekil 2.8.Klorometillipolistiren

s K

OH o H

100 °C 2

e+ S e O
{ OH Dioksan /48 h OH

Sekil 2.9. Polistiren destekli dietilentriamino-salisilaldehit ~ Schiff bazinin
hazirlanmasi

Ayrica polistiren destekli Schiff bazinin bazi metal iyonlar1 ile kolaylikla
komplekslestigini sdyleyen bu arastirmacilar, Divinilbenzen gibi capraz baglh
recinelerin  polistiren  destekli  dietilentriamino-salisilaldehit ~ Schiff  bazi
komplekslerinin degisik pH lardaki Fe(II), Fe(Ill), Co(Il), Ni*" ve Cu2+iyon1ar1na
karst metal segiciligini arastirmuslardir. Arastirmalarinin sonucunda, Cu® iyonunun
en fazla tutundugunu ifade etmislerdir. Metal iyonlar1 arasindaki segicilik sirasinin;

Cu?"™>Co?">Ni*">Fe*">Fe?" seklinde azaldigin belirtmislerdir.

Polimerik-Schiff bazlarmin gecis metal komplekslerinin indirgeyici olarak
davranisini inceleyen Kim ve Choi isimli arastirmacilar poli(4-vinil piridin—co-stiren
ile (1,3-bis salisiliden imino propan) katilimi sonucunda olusan polimerin metal
iyonlar1 ile olan kompleksinin (PVPS)M(II)SALPR, ve poli(4-vinil piridin—co stiren)
ile 1,4-bis(salisilideniminobiitan) katilim1 sonucunda olusan polimerin metal
kompleksinin (PVPS)M(II)SALBU [M: Cu], katalitik etkilerini karsilastirmiglardir.
Bu karsilastirma sonucunda, (PVPS)Cu(II)SALPR nin katalitik etkisinin daha fazla
oldugunu ifade etmislerdir [15].



Chang ve arkadaglar1 klorometilli polistiren iizerine tutturulan Schiff bazimi (sekil
2.10.a,b) sentezledikten sonra Cu?’ iyonu ile kompleksini olusturmuslar (sekil
2.10.c) ve katalitik etkisini arastirmiglardir. Arastirmalarinda, O, ile yiikseltgenme
sonucunda benzaldehit, stiren ve epoksit iirlinlerini elde ettiklerini ifade etmislerdir
[16]. Arastirma sonucunda yiikseltgenme reaksiyonunu inceledikleri PS-H,L-Cu
(sekil 2.10.c) kodlu yapinin Katalitik etkisinin yiiksek oldugunu, 363 °K’de kararli

oldugunu ve tekrarlanabilir 6zellik gosterdigini ifade etmisleridir.

OH COOH OH COOH
CHO H,N 161=N
+ —_—
2-hidroksibenzaldehit 2-aminobenzoik asit 2-(2-hidroksibenzilidinamino)-

benzoik asit

()

COOH  OH WED
C OO T G
CH,0—C

H
=0

HO

(b)

0
CHO0=C CH,0—C" u

©, & + Cu(l) ———— >
e (=
HO | p
Cu
\ O\
H

(©

Sekil 2.10. PS-H,L-Cu yapil1 polimerin sentez yolu (a-c).

Zhao ve arkadaglar1 siklohekzanin oksijen ile epoksidasyon reaksiyonunun

olusumunu arastirmak icin, Alanin-Schiff bazlh Mn*" kompleksini SiO, matriksine



hapsederken sol-jel metodunu kullanmiglardir [17]. Bu amagla 6nce tuz formunda
Schiff bazimi (Sekil 2.11 (A)) sentezleyen arastirmacilar H,SO, ile tuz yapisini
degistirerek N-hidroksisiiksinimit ile tepkimeye sokmuslardir (Sekil 2.11 (B)).
Mn(OAc),-4H,0 ve Tetraetoksisilan eklenip, pH=3"e kadar asidik ortami olusturan
arastirmacilar, jel goriinlimii elde edilinceye kadar karistirma islemini yapmislar ve
boylece SiO, igine hapsedilmis olan Alanin-Schiff bazli Mn>kompleksini elde
etmislerdir (Sekil 2.11 (D)).

H
_ H
CHO KOH C=NCHCOOK C=NCHCOOH
+ CH;CHCOOH | H,S0, @ ]
— CH;, 2 .
OH NH, CH,;CH,OH OH oH s
A
O\
C—NCHCOON. -
N-Hidroksisiiksinimit @ - ‘ thO)3SlCH2CH2CH2CH2N‘
> CH 2
DCC OH ’ 0
B
Mn(OAc), 4H,0

H
C==NCHCONHCH,CH,CH,Si(EtO);
@( LiCl

(Et0);SiCH,CH,CH,  CH,CH,CH,Si(OEt);
(|IH3 (,3H3
LCHCONH HNOCHC_

SN

Cl

D

Sekil 2.11.Mn(II) koordinasyon polimerinin sentez yontemi

Syamal ve arkadaslari, polistirenin 1 graminda 3,9 mmol klor igeren ve %2 capraz
baglhi  divinilbenzen ile klorobenzenin  etkilesimi  sonucunda  olusan

klorometilpolistirene destekli Schiff bazin1 hazirlarken, salisilaldehit ile etilendiamin



ve 3-formilsalilik asit ile etilendiaminin kondenzasyondan faydalanmiglardir (Sekil

2.12) [18].

COOH-CH ,-PS$

HO
OH <\©
_ N—
N /

N
H CHz_CHZ H

Sekil 2.12. Polistiren (PS) destekli 4 verici atoma sahip Schiff bazi

Bu arastirmacilar yukarida gosterilen polimere takili ligantin Cu(Il), Ni(II), Fe(II),
Zn(II), Cd(II) ve Co(Il) iyonlar1 olan komplekslerini sentezlemislerdir. PS-CH,—LCu
ve PS-CH,-LCo komplekslerinin paramanyetik, PS—CH,—LNi kompleksinin
diyamanyetik olup her iicliniin kare diizlem yapida oldugunu ifade etmislerdir.
Ayrica PS-CH,-LFeCl kompleksinin paramanyetik olup, oktahedral yapida
oldugunu, PS-CH,-LZn ve PS—-CH,-LCd komplekslerinin diyamanyetik ve

tetrahedral yapida oldugunu spektral degerlendirmelerle dngérmiislerdir [18].

2006 yilinda Lagadic’in yapmus oldugu amin fonksiyonel grubunu iceren ve Mg””
iyon tabakasindan olusan silikatin, salisilaldehit, 5-klorosalisilaldehit, 2-piridin
karboksaldehit ve asetil asetonun reaksiyonu sonucunda, N ve O gibi elektron ¢ifti
verici gruplara sahip Schiff bazlarini sentezlemistir. Cu(Il), Ni(I) ve Co(II) iyonlar
ile selatlagsmasi sonucunda olusan kompleksin (Sekil 2.13) X-iginlar1 difraksiyonu,
IR, ®C NMR ile karakterize edereck asagidaki gibi bir yapmin olabileegini

Onermislerdir.
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inorganik tabaka

:

g NH
O\ M2+/ O _N\ 2 o ’
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Sekil 2.13. Inorganik yiizeye bagli selat gruplari icin dngériilen yapilar

Karakterizasyon sonucunda, tabakada bulunan selat gruplarmin biiyiikligii ve bu
gruplarin baglanmadaki yonlenmelerinin farkliligindan dolayi, tabaka yiizeylerinin

de farkli 6zellik gosterdigini ifade etmistir [19].

Maurya ve arkadaslar1 diklormetilli polistirene Schiff bazini takmak igin 3-formil
salisilikasit ile o-hidroksibenzilaminden faydalanmiglardir. Arastirmacilar, polistiren
destekli Schiff bazinin VO kompleksini (Sekil 2.14) sentezlemisler, bu kompleksin
katalitik etkisini stiren, etilbenzen ve fenol bilesikleri lizerinde c¢alismislardir.
Arastirmalarin sonucunda, stiren i¢in bes {irliniin olustugunu, bunlarin; stiren oksit,
benzaldehit, 1-feniletan-1,2-diol, benzoik asit ve fenilasetaldehit oldugunu
etilbenzenden; benzaldehit, fenil asetik asit, stiren ve 1-feniletan-1,2-diol olusurken,

fenoliin  yiikseltgenme {irlinlerinin, katekol ve p-hidroksikinon oldugunu

belirtmislerdir [20].
PS— 0 o
O PMF
o\\\,"/o
_N

Sekil 2.14. Yiikseltgenme reaksiyonu i¢in kullanilan polistiren destekli VO
kompleksinin yapisi
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2.3. Nano Kiire Polimerler Uzerine Yapilan Uygulamalar

Nanoteknoloji teriminin ilk defa 1974 yilinda Norio Taniguchitarafindan ifade
edilmesinden sonra, nanokiirelerin hastalik teshis ve tedavisinde yan etkisi olmadan

kullanilabilecegi diisiincesi yayginlasmaya baslamistir [21,22].

Nanopartikiiller 10 nm ile 1000 nm arasinda bir biiyilikliige sahip olan koloidal
partikiillerdir. Nanopartikiillerin hem kii¢iik hem de makro molekiiller i¢in ilag
tagiyici sistemler olarak kullanilmasi {izerine arastirmalarin yaygin oldugu
kaynaklarca goriilmektedir. Bu amacgla nanoboyutlama adi verilen bir yontem
kullanilmaktadir. Nanoboyutlama,aktiffarmasotikbilesen(API) iceren bir partikiil
boyutunun, alt  mikronskalasina  getirilerek  kiiclltiilmesidir.  Partikiil
boyutununkiiciilmesiyle, = API’nin¢goziinmehizinda  6nemli  birartis  oldugu

belirlenmistir.

Mide-barsak sisteminde kullanilacak ilaglarin polimer esasli nano partikiilleri
kullanarak ila¢ salinim o6zelliklerinin incelenmesi iizerine olan arastirmalarin son
yirmi yil i¢inde arttifin1 vurgulayan Florence Delie, bu tiir polimerik-partikiillerin
ila¢ salimimda, lektin ile kapli olup olmamasinin, boyutunun, direncinin, hatta zeta

potensiyeli gibi 6zelliklerinin 6nemli rol oynadigini ifade etmistir [23].

Hussain ve arkadaslari, Nanokiireler kullanilarak ila¢ salinimi gerceklestiginde, bu
kiirelerin adeta siizge¢ gibi calisan lenfatik sisteme katilarak (Resim 2.1)
metabolizmadan uzaklasacagini, bdylece O©nemli bir organ olan Kkaracigeri

korunmanin da miimkiin olabilecegi ifade etmislerdir [24].

Ilag salmimda, biyobozunur polimerik nanopartikiiller {izerine g¢aligmalarm son

yillarda yogunlastig1 goriillmektedir (Resim 2.1).
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Resim 2.1. Nanopartikiil icine hapsedilmis bir ajanin kan hiicreleri ile beraber olan
bir animasyon goriintiisii.

Bu kiirelerin  biyouyumlu olmalar1  halinde ilag saliniminin  arttigini
sOyleyenKreuter’densonra arastirmacilar, nanokiirelerin hazirlanma yontemine bagh
olarak yiizey ve salinim 06zelliklerinin degistigini ifade ederek, nanokiirelere ilacin
hapsedilmesi, takilmasi veya adsorbe edilmesi gibi yontemlerin kullanilabilecegi

degerlendirmesini yapmislardir [25].

*1—— Kontrast (gériintiileme) ajan
@e+——dla¢
V+———— Hedef ligant

A B C

Resim 2.2. Nanopartikiillerin kullanilmasi; A) Hiv viiriisiinden elde edilen proteinin
giimiis nanokapsiiler i¢inde hapsedilmesi, B) Ila¢ yiiklii nanokapsiiliin
yapisin gosteren sematik goriintii, C) Ilag¢ yiiklii (koyu mavi) kapsiil’iin
tiimore takilmasi ile ilgili semaik goriintii (Y: antibadiler, kotu kirmizi:
magnetik nanopartikiiller)

Sahni ve arkadaglar1 bellek bozuklugu, sozciik erisim kaybi, mekansal ve zamansal
uyum bozuklugu gibi rahatsizliklara sebeplere olan Alzheimer hastaliginin
Norodejeneratif bir hastalik olarak yayginlasmasi iizerine, nanopartikiiller

i¢cerisindeki ila¢ saliniminin etkileri lizerine bir¢ok arastirmalarin
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yapildig1 kaynaklarda goriilmektedir.Bu nedenle nanopartikiiller {izerine olan

caligmalarin giderek yayginlasacagi beklenmektedir[26].

Yan kristalize poli (L-lactide/DL-lactide) (PLDL70) ve poli (L-laktid-ko-glikolid)
(PLGAB8S5)’den nanopartikiilleri hazirlayan Wen ve arkadaglari otolog kok hiicre
tedavisinde kullanimi miimkiin olabilecek alma-verme 6zelligine sahip bir kompozit
gelistirmislerdir. Hazirlanan bu nanokompozitlerin 270-300 nm arasinda degisen bir
buytikliikkte oldugunu ifade etmislerdir. Bu arastirmacilar trombin reseptor aktivatorii
peptid-6 (TRAP-6)’y1 basariylaPLDL70 ve PLGAS85 nanopartikiillerin igerisine
aldiklarin1 ifade etmiglerdir.15 giin sonunda Peptid-6 (TRAP-6)’nin nanopartikiil
olan PLDL70 ve PLGAS85 den saliniminin sirastyla %30 ve %80 oldugunu ifade
etmislerdir[27] (Resim 2.3).

A

Resim 2.3.Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) goriintiileri (A)PLDL70 nano-
tanecikleri,6l¢ek bar = 500 nm (B) nanopartikiiller, 6lcek cubugu = 250
nm.
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2.4. Enzim ve Enzim immobilizasyonu

2.4.1. Enzim
Enzimler,kataliz yapan (yani kimyasal tepkimelerin hizini arttiran)
biyomolekiillerdir[28]. Enzim tepkimelerinde, katalize ugrayan

molekiillere substrat denir ve enzim bunlar1 farkli molekiillere, tirlinlere dontstiiriir.
Bir canli hiicresindeki tepkimelerin hemen hemen tamaminin yeterince hizl
olabilmesi i¢in enzimlere gerek duyulur. Enzimler substratlar1 i¢in son derece

secicidirler [28].

Her katalizor gibi enzimler de bir tepkimenin aktivasyon enerjisini (E, veya AG)
azaltir ve bdylece tepkime hizini artirir. Enzimlerin etkinligi kimyasal katalizérlerden
10°-10'° kat daha fazladir [29]. Diger katalizérler gibi enzimler de katalizledikleri
tepkime sonucunda tilkkenmez. Ancak, diger cogu katalizorden farkli olarak enzimler
cok daha spesifiktir. Enzimlerin 4000'den fazla biyokimyasal tepkimeyi katalizledigi
bilinmektedir [30].

Enzimin hangi substratla ¢alisilacagini saptayan apoenzim kismidir. Yani apoenzim
kismiyla substrat arasinda bir iliski vardir.Koenzim kismi daha ¢ok kimyasal baga
yakin olarak islev gosterir, ester baglarinipar¢alamasi 6rnek verilebilir.Yani, enzimin
apoenzim kismi bir ya da birka¢ yerinden (aktif bolgelerden) substrat molekiiliine
temas eder ya da baglanir (yani bir enzim-substrat kompleksi olusturur).Bu arada
koenzim kismi substrat iizerindeki baglarla ger¢ek anlamda birlesmeye veya

baglanmaya giderek onu pargalar [31].
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“ Substrat

Anahtar Aktif merkez

Kilit Modeli
Enzim

Sekil 2.15.Enzim ¢aligma mekanizmasi

Enzim-Substrat
Kompleksi

Genel enzim reaksiyonu Es. (2.1) ile 6zetlenebilir[31].

E+t S<—>ES

E*P 2.1

E= Enzim; S= Substrat; ES= Enzim-Substrat Kompleksi; P= Uriin’diir.

2.4.2.Enzim immobilizasyonu

Immobilizasyon kelime anlami olarak, “tutuklanmis, hareketi smirlandirilmis,
¢coziinmez hale getirilmis” demektir. Enzimlerin ya da mikroorganizmalarin fiziksel
ve/veya kimyasal yontemlerle katalitik aktifligini koruyarak, tekrar ve siirekli

kullanimini saglamak amaciyla organik veya inorganik tastyicilara tutulmasidir [29].

Tarihte ilk enzim immobilizasyonu 1916’da Nelson ve Griftin tarafindan
adsorpsiyonyontemi ile gergeklestirilmistir. Modern anlamda ise ilk olarak 1954°te
Grubhofer ve Schleith tarafindan bazi immobilize enzim tiirevleri hazirlanarak
kinetik parametreleriincelenmistir. Daha sonra bu alandaki ¢alismalar diinyanin her
tarafinda popiilaritekazanmig olup enzimler degisik amaclar ile immobilize edilmistir

[32].

Immobilizasyon ~ sonucunda enzim molekiiliiniin  fiziksel ve kimyasal

ozellikleridegisebilmektedir. Enzim molekiiliiniin hareket yetenegi sinirlanir [33].
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Enzimin bir yiizeye immobilize edilmesinde secilen yontem ¢ok dnemlidir. Cilinkii
uygulanan yontemle enzimin aktif merkezindeki kimyasal yapinin ya da reaktif
gruplarin degistirerek enzim aktivitesinde bir kayba sebep olmamasina dikkat
edilmelidir. Bir bagkadeyisle enzim immobilizasyonu enzime olabildigince az hasar
vererek yapilmalidir.Enzimin aktif merkezi hakkindaki bilgilerin fazla olmasiyla bu

hasar minimuma indirilmesi miimkiindiir[34].

2.4.3. Enzim immobilizasyonu yontemleri

Enzim immobilizasyon yontemlerinin siniflandirilmasi soyledir:
1) Tastyiciya baglanma
a) Fiziksel Adsorpsiyon
b) Iyonik baglanma
¢) Kovalent baglanma
2) Carpraz baglanma
3) Hapsetme
a) Matriks (kafes) i¢ine hapsetme
b) Mikrokapsiil i¢ine hapsetme

Tasiyiciya Baglanma

Bilinen en eski enzim immobilizasyon yontemitasiyict bir ylizey lizerine baglamadir.
Bu yontemde baglanan enzimin miktart ve immobilize edilmis enzimin
aktivitesitastyic1 yiizeyin oOzelliklerine baghidir. Baglanma sekline gore, tasiyici

ylizey lizerine baglama yontemleri ¢esitlilik gostermektedir.

Fiziksel Adsorpsiyon

Bu yontemin temeli enzim proteininin suda ¢dziinmeyen bir tastyici {lizerine fiziksel
adsorbsiyonudur. Enzim molekiiliinde ve aktif bolgede hemenhemen higbir hasara ve

konformasyon degisimine yol agmayan bir immobilizasyon ydntemidir. Bunu
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yaninda enzim ve tasiyici arasinda olusan kuvvetlerin zayifligindandolay1 kullanim

stirasinda, adsorbe olmus enzim tasiyici yiizey iizerinden ayrilabilmektedir[35].

Sekil 2.16. Adsorpsiyon yontemiyle enzim immobilizasyonunun sematik gosterimi

Iyonik Baglanma

Bu yontemde enzim proteininin suda ¢éziinmeyen iyon degisiminisaglayan maddeler
igeren bir tastyici yiizey iizerine iyonik olarak baglanmasina yapilmaktadir. Bu
yontem konformasyonda ve enziminaktif bolgesninde c¢ok az degisime sebep

olmaktadir. Bu sebeple yliksek aktivite gdstermektedir [35].

+ -

+ -

Ienzim
+ -

DESTEK

Sekil 2.17. lIyonik baglanma yéntemiyle enzim immobilizasyonunun sematik
gosterimi

Kovalent Baglanma

En sik kullanilan immobilizasyon yontemi olmakla beraber, enzim ve tasiyict matriks

arasinda kovalent baglarin olustugu immobilizasyon yontemidir.
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Kovalent baglama yontemi enzim ve suda ¢ézlinmeyen bir tasiyici yiizeyin kovalent
baglanmasi temeline dayanmaktadir. Bu baglama yonteminde olusabilecek bazi

fonksiyonel gruplar karboksil, amino, hidroksil ve siilfidril gruplaridir.
Kovalent baglama ile immobilizasyon i¢in gerekli sartlar fazladir, enzimin
konformasyonunu degistirebilecegigibi enzimin aktif bdlgesini de etkileyerek

aktivite kaybina sebep olabilir.

Kovalent baglanma yonteminde enzim ile tasiyici arasinda kovalent bag oldugu i¢in

etkilesim kuvvetlidir. Bu da yontemin en 6nemli avantajidir [36].

enzim

enzim

DESTEK

b

Sekil 2.18. Kovalent baglanma yontemiyle enzim immobilizasyonunun sematik
gosterimi

Capraz Baglanma

Bu yontemde enzim immobilizasyonu, enzim proteinlerinin diger protein
molekiillerine ya da fonksiyonel gruplara molekiiller arasi ¢apraz baglanmasiyla
gerceklesir. Enzim molekiillerinin birbirlerine ¢apraz baglanmasi hem pahali hem
yetersiz bir yontemdir c¢ilinkii protein molekiilleri ana destek maddesi yerine

gececeklerdir. Bu da diisiik enzim aktivitesine neden olacaktir.

Capraz  baglamada en sik kullanilan baglayict ajan  gluteraldehittir.

Baglanmareaksiyonlar1 agir kosullarda gerceklesir. Bu kosullar enzimin aktif
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bolgesindekonformasyon degisikliklerine yol agabileceginden enzim aktivitesinede

de degisiklige neden olmaktadir [35].

enzim ™ {enzim

Sekil 2.19. Capraz baglanma ydntemiyle enzim immobilizasyonunun sematik
gosterimi

Hapsetme

Bu yontem polimerik matriks yapisinda veya yar1 gecirgen membranlarda
enziminhapsedilmesine dayanir [36]. Bu tutulmada substratin igeri girmesine izin
verilirken, protein iceride muhafaza edilmektedir. Yontemin dezavantaji ise, yliksek
molekiil agirlikli substratlarin enzime zor tutunmalar1 ve tasiyicilarin yeniden elde

edilememesidir[36].

Matriks (Kafes) I¢ine Hapsetme

Capraz olarak baglanmis, suda ¢6ziiniir polimer molekiilleri arasindaki bosluklara
enzimin hapsedildigi yontemdir. Enzim molekiilleri fiziksel olarak polimer kafes
icerisinde tutturulur ve jel matriksin digina ¢ikmaz, fakat substrat ve {iriin siirekli
kafes icine giris-¢ikis yapabilir. Enzim kimyasal degisime ugramaz. Ayrica bu
yontemle farkli fiziksel formlarda suda ¢6ziinmeyen enzim tiirevleri hazirlanabilir.
Jelatinimsi bir yapiya sahip enzim tiirevleri, immobilize bir enzimin hem diizenli

hem de diizensiz ylizeyler lizerinde kolayca depolanmasini saglar [37].
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Sekil 2.20. Polimer matriks (kafes) icine hapsetme yontemiyle enzim
immobilizasyonunun sematik gosterimi

Mikrokapsiil Icine Hapsetme

Enzim molekiiliiniin yar1 gegirgen polimer membranlari ile kaplanmasi yontemidir.
Bu immobilizasyon metodunun avantajlar1 enzim ve substrata genis yiizey alani
saglamasidir. Metodun dezavantajlar1 ise yiiksek molekiil agirlikli substratlara
uygulanamamasi, enzimin bazi durumlarda inaktive olmasi, enzimin membran

duvaria yapismasi ve mikrokapsiillerden enzimin damlamasi sayilmaktadir [38].

AT

enzim =
enzim
enzim
enzim

e

Sekil 2.21. Mikrokapsiil i¢ine hapsetme yoOntemiyle enzim immobilizasyonunun
sematik gosterimi
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2.4.4. Glukoz oksidaz enzimi ve ozellikleri

Glukoz oksidaz enzimi (GOy) (EC. 1.1.3.4, B-D-glukoz:oksijen oksidorediiktaz),
Glukoz molekiiliiniin molekiiler oksijen ile yiikseltgenip glukono-d-lakton (glukono-
1,5 lakton) ve hidrojen peroksidin (H,O;) olustugu reaksiyonu katalizler.Lakton sulu
ortamda herhangi bir enzime ihtiya¢ duymadan hidroliz olarak glukonik aside
dontistir [39].

GOx
B-D-Glukoz + O; + HyO ——— Glukonikasit + H20; [2.2]

GOy aktivitesi ilk kez 1904’ te Maksimow tarafindan Aspergillus Niger (A.Niger) de
saptanmustir. 1928de Miiller enzimin yiikseltgeyici etkisi oldugunu belirlemistir.
Glukoz oksidaz enzimlerinin molekiil agirliklar1 yaklagik 160-180 kDaarasindadir.
Bir mol enzim 2 mol Flavin Adenin Diniikleotid (FAD) igerir ve izoelektrik noktalar1
yaklasik pH 4.2°dir. Calismalarda en yaygin kullanilan Glukoz oksidaz, 4. Niger’den
elde edilen molekiil agirlig1 186,000 Da olan dimerlerdir [40].

Sekil 2.22. Aspergillus (A), Penicillium (B) ve Talaromyces flavus (C) kiifleri

2.4.5. Glukoz oksidaz enziminin iizerine yapilan ¢calismalar

Jiang ve arkadaglar1 liiminol tayininde kullanmak tizere, birelektrokemiliiminesans
(ECL) biyosensoriinii elde etmek i¢in GOy enziminden faydalanmislardir. Bilindigi
gibi liiminol kan ile tepkimeye girdiginde mavi-yesil renk veren amin tiirevi bir

kimyasal maddedir. Bu nedenle hizli ve etkili bir kan analizin yapilabilmesi i¢in
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bilim insanlarmin yapmis oldugu aragtirmalardan biri de liiminol igerikli yeni
sensorlerin hazirlanmasi iizerinedir. Bu amagla, Jiang ve arkadaslar1 altindan
hazirlanan elektrot tabakayiizeyini kitosan, grafit ve karbon nanotiiplerden olusan
kompozit ile modifiye etmislerdir. Bunu takiben hazirlanan kompozit, nanoyapili Au
ve Pt kaplayarak, karsinoembriyonik antijen (CEA) muamelesinden sonra (Ab) GOy
enzimi immobilize etmislerdir. Ab yiizeyini Ag nanopartikiilleri ilekapladiktan sonra
(Sekil 2.23.), Sekil 2.24’teki mekanizmanin olusumuyla liminoliin aktif olarak
kullanilabilecegini ifade etmislerdir [41].

P : o s £
- | RETTE *
- Chi-GR-CNTs \t ﬂ DpAu-Pt

Sekil 2.23. Kitosan-Grafit-Karbon nanotiiplerden olusan kompozit ile modifiye
olmus yiizeyin GOy immobilizasyonunun sematik gosterimi

Glucose Luminol
GOD C }— C

Sekil 2.24. Liiminol teshisi i¢in gerceklesen mekanizma
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Li ve arkadaglar1 Glukoz biyosensorii hazirlarken, SnO,-Au igerikli karbon
nanotiliplerden faydalanmiglardir (MWCNTs @ SnO,-Au). Bu kompozitin yapisi
TEM, X 1sin spektroskopisi ve Raman spektroskopisi ile belirlenmistir.Bu
kompozitin GOy enzimi ile immobilize edilmesiyle hazirlanan glukoz biyosensorii ile
4,0-24,0 mM arasinda bir 6l¢iimiin yapilabilecegini belirtmislerdir. Arastirmacilar
hazirlanan kompozitin klinik laboratuvarlarda kan sekerinin belirlenmesinde

kullanilabilecegini ifade etmislerdir [42].

Wu ve arkadaslarinin, Platin nanopartikiillerini igeren grafit ve ¢itosandan
hazirlanmis kompozit film iizerine, GOy enziminin immobilize edilmesindeki
amacin, genig yiizey alani ve elektriksel iletkenligi miikemmel olan bir biyosensor
hazirlamaktir. Bu arastirmacilar Sekil 2.25” da goriildiigii gibi grafit tabaka tlizerine

nanopartikiil yapili platinlerin yiiklendigini TEM fotograflari ile ortaya koymuslardir.

Sekil 2.25. Grafit tabaka lizerine platin nanopartikiillerin yiiklendigine dair TEM
fotografi

Hazirlanan Glukoz sensoriin klinik tanilamada ve uygulama i¢in 6nemli bir materyal

oldugunu ifade etmislerdir [43].
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Deng ve arkadaslar1 Glukoz tayini i¢in, azot yiiklii karbon nanotiip (CNx-MWNTs)
iizerine GOy enzimini immobilize etmislerdir (GOy/CNx-MWNTs). Hazirlanan
sensOr membran yapida olup ylizeye enzim tutulmasindan 6nce ve sonrasindaki
degisiklikleri SEM fotograflariyla gostermislerdir. Sekil 2.26°de gortldigi gibi
enzimin immobilize edilmesi ile lif halindeki goriintii kaybolmustur. Bu
aragtirmacilar azotun yiiklenmesi ile hazirlanan nanotiipe yiiklii enzimin elektron

transferini hizlandirdigini ifade etmislerdir [44].

>
©
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Sekil 2.26. (a) CNx-MWNTs ile modifiye olmus ylizey (b) modifiye ylizeye GOy
immobilizasyonundan sonraki SEM goriintiileri

Yeni elektrokimyasal biyosensorlerin hazirlanmasi ve dizayni énemli oldugu igin,
Tasviri ve arkadaslari amin ile aktiflestirilmis TiO, (NH,-TiO,-CNT) iizerine
yapmis olduklari aragtirma sonucunda enzimin Schiff bazi olusumuyla tutuldugunu
ifade etmislerdir. Bu arastirmacilar NH,-TiO,-CNT matrisi {izerinde immobilize
edilmis GOy enziminin Michaelis-Menten sabitini 8,59 mM olarak belirlemislerdir
[45].

fletken polimerler iizerine GO, enziminin immobilizasyonunu yiiksek basing
uygulayarak yapan arastirmacilar ise Talay ve arkadaslart1 olmustur. Farkli

basinglarin (75-150 bar) uygulanmasi ileyapilan immobilizasyonun sonucunda
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enzimin aktifliginin arttigini, ancak 150 bar’in {izerine c¢ikildiginda enzimin

aktifliginde azalma oldugunu ifade etmislerdir [46].

Gozenekli ve toz halinde bulunan SiO, yilizeyine GOy enziminin immobilize edilmesi
sonucunda aktifligini inceleyen arastirmacilar Libertino ve arkadaslaridir. Yaptiklari
incelemeler sonucunda gozenekli SiO; lizerine yapilan immobilizasyonun daha iyi

sonuclar verdigini ifade etmislerdir [47].
Jung ve Hartmann isimli arastirmacilar GOy enzimini kullanarak indoliin

yiikseltgenme sonucunda 2-indolinon elde edilisiSekil 2.27 * deki gibi olabilecegini

ifade etmislerdir.

Glukoz izlukano-lakion

(

GOx GOxH-
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Sekil 2.27. indoliin yiikselgenme mekanizmasi

Sekilde B-D-Glukoz, Glukano-6-Lakton’a doniisiirken olusan H,O,’in indol’i
yiikseltgeyerek 2-indolinon’un elde edildigi goriillmektedir [48].

Benzer bir calismaya yine Jung ve arkadaglari tarafindan devam edildigi
goriilmektedir. Bu  arastirmadaki  farkliigin  iseSBA-15 kodlu silika’y1

kullanmalarindan kaynaklanmaktadir. SBA-15 kodlu silika yiizeyine immobilize



26

edilen GOy enzimi ile olusan kloroperoksidazsayesinde indolii yiikseltgemislerdir

[49].

GOy’ enzimatik inhibisyonu ile agir metal katyonlarinin tayininde
kullanilabilecegine dair bir arastirma Ghica ve arkadaslar1 tarafindan yapilmstir.
Bunun i¢in mediatdr olarak kullanilan Poli(nétral red) filmin yiizeyi glutaraldehit ile
capraz baglanarak elektropolimerizasyon yontemiyle karbon elektrot yiizeyinde
biyosensor hazirlanmistir. Siit 6rneginde bulunan agir katyonlardan kadmiyum,
bakir, kursun ve cinko metalleri {izerinde arastirma yapmuslardir. Hazirlanan
biyosensor ile Cd i¢in 1 pg/L, Pb icin 3 pg/L, Cu i¢in6 pg/L ve Znigin 9 png/ L ye
kadar tayin yapabildiklerini belirtmislerdir [50].

Yeni bir Glukoz  sensOriini  hazirlayan  Ohnuki  ve  arkadaslan,
oktadesiltrimetilamonyum ve nanoyapiya sahip Prusya mavisi (PB) ni igeren film
tizerine GOy enzimini immobilize etmislerdir. Enzimin immobilize edildigi bilgisini
IR spektrumu ve X-isinlart dagilim spektrumlartyla aciklamiglar, H>O, nin
uretilmesinde kataliz olarak nano boyutlu PB klastirlarin etkili oldugunu

belirtmislerdir [51].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deneyde Kullamlan Kimyasal Maddeler, Aletler, Cihazlar ve Teknikler

3.1.1. Kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Temin Edilen Uretici Firma
DMF Sigma Aldrich

Polistiren-NH,Sigma Aldrich

Salisilaldehit Sigma Aldrich

5-Metilsalisilaldehit Sigma Aldrich

Glukoz Oksidaz (192 U/mg) Sigma Aldrich

Sodyum Dihidrojen fosfat (NaH,PO4, 120 g/mol ) Sigma Aldrich

Fosforik Asit (H3P0O4106.09 g/mol ) Sigma Aldrich
Sodyum Asetat (C;H300Na, 82.02 g/mol) Sigma Aldrich
Disodyum hidrojenfosfat (Na,HPO4,142 g/mol ) Sigma Aldrich
Boraks/ (Na,B407, 201.24 g/mol ) Sigma Aldrich

Sodyum hidroksit ( NaOH,40 g/mol) Sigma Aldrich
4-Aminoantipirin (4-AAP) (203,24 g/mol) Sigma Aldrich
Glukoz (180,16 g/mol) Sigma Aldrich

Fenol (94,11 g/mol) Sigma Aldrich
Peroksidaz enzimi (192 U/mg) Sigma Aldrich

3.1.2. pH metre

Orion pH metre 420 A model pH metre, tampon ¢6zeltileri ayarlamak i¢in kullanildi.

3.1.3. Calkalamal su banyosu

ST 402 NUVE marka sicaklik kontrollii su banyosu kullanilds.
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3.1.4. SEM/EDX (taramal elektron mikroskobu/enerji dagilimi X-1s1n1 kiriimri)

Numuneler 2nm Au ile kaplanarak QUANTA 400F Field Emission cihazi
kullanilarak ODTU merkez laboratuarlarinda yapildi.

3.1.5. Ultraviyole-goriiniir bolge spektrofotometresi

UV-GB spektrumlart UV-1800 ENG240V, SOFT model spektrofotometre ile 800-

200 nm araliginda DMF ¢oziiciisii i¢inde alindi.

3.1.6. GPC (jel gecirgenlik kromatografisi)

Polimerlerin My, ve M,, degerleri icinGPC, Waters 1500 Series model kromotografisi

ile Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii Merkez Laboratuvarida yapildi.

3.1.7. Element analizi

Element analizleri LECO-CHNS-9320 model element analizi cihazi ile Bozok

Universitesi Kimya Béliimiinde yapild.

4. DENEYSEL BOLUM
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4.1. Schiff Bazi iceren Polimerlerin Hazirlanmasi (Genel Yontem)

Schiff bazi iceren polimerler geri sogutucu altinda 70°C de sentezlendi. Geri
sogutucuya bagli cam balona polistiren-NH, DMF de coziilerek konuldu. Geri
sogutucu altinda kaynatma ve karistirma islemleri yapilirken damlatict muslugu
acillarak DMF de ¢oziilmiis aldehit c¢ozeltisi balondaki polimer ¢ozeltisi iizerine
yaklagik 10 dakikalik bir siire i¢inde damlatildi. Aldehit ¢dzeltisinin ilavesinden
sonra yaklasik bir saat geri sogutucu altinda kaynatma ve karistirma islemlerine
devam edildi. Bir saatin sonunda temiz bir behere alinan karisim asetonla yikanarak

reaksiyona girmemis olan reaktifler ortamdan uzaklastirildi ve etliivde kurutuldu.

4.1.1. (PSA-SalH) polimerinin sentezi

1 g polistiren-NH; (0,5-1,0 mmol/g -NH, yiiklii) 2 boyunlu cam balona alinarak 15
ml DMF de ¢6ziildii. 0,11 mL (1 mmol) 2-hidroksibenzaldehit’ten 10 ml DMF i¢inde
oda sicakliginda ¢oziilerek hazirlanan ¢6zeltisi, damlatma hunisine konularak boliim
4.1°de agiklanan yonteme gore sentezi yapildi. Sentezlenen (PSA-SalH) polimerleri

24 saat etiivde kurutuldu.

4.1.2. (PSA-SalCH;) polimerinin sentezi

1 g polistiren-NH; (0,5-1,0 mmol/g -NH; yiiklii) 2 boyunlu cam balona alinarak 15
ml DMF de ¢oziildii. 0,11 mL (1 mmol) 2-hidroksi-5-metil benzaldehit’ten10 ml
DMF i¢inde oda sicakliginda ¢oziilerek hazirlanan ¢ozeltisi, damlatma hunisine
konularak boliim 4.1°de agiklanan yonteme gore sentezi yapildi. Sentezlenen (PSA-

SalCH3) polimerleri 24 saat etiivde kurutuldu.
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4.2. (PSA), (PSA-SalH) ve (PSA-SalCHj;) Polimerlerinin immobilizasyon

islemleri

4.2.1. Enzimin immobilizasyonu

5,9 mg B-glukoz oksidaz, 10 ml DMF c¢ozeltisinde ¢oziildiikten sonra 20 ml DMF
¢ozeltisinde ¢ozliinmiis 1 g polimerin iizerine ilave edildi. Karigim 3 saat oda
sicakliginda manyetik karistirici iizerinde karistirilarak immobilizasyon reaksiyonun
gerceklesmesi saglandi. Reaksiyon sonunda polimerler siiziilerek alindi ve muhtemel
monomer yapilari uzaklastirmak igin seyreltik aseton ile yikandi. immobilize

enzimler +4°C de muhafaza edildi.

4.2.2. Serbest B-glukoz oksidazin aktifligine pH etkisi

Serbest B-glukoz oksidaz enziminin aktifligine pH etkisini incelemek igin, tiip
igerisine ¢alisilan pH degerlerinde (3,0-9,0) hazirlanan tamponda ¢dzlinen enzim ve
glukoz cozeltileri ilave edilip oda sicakligida karistirildi. 4-Aminoantipirin (10 mg),
fenol (20 mg) ve peroksidaz enzimi (0,5 mg) eklendikten sonra UV-GB

spektrofotometresi yardimiyla 498 nm absorbans degerlerinde okundu.

4.2.3. immobilize edilen B- glukoz oksidazin aktifligine pH etkisi

Immobilize enzimin 10 mg aktifligine pH etkisini incelemek icin gesitli pH larda

(3,0-9,0) Boliim 4.2.2°de belirtilen islemler gergeklestirilerek aktiflik tayini yapildi.

4.2.4. Serbest B-glukoz oksidazin aktifligine sicakhgin etkisi

Serbest B-glukoz oksidazin aktifligine sicakligin etkisini bulmak igin, tiip i¢inde
enzimin optimum pH daki tampon ¢6zeltisinde ¢6ziinen enzime glukoz ilave edilerek
calisilan sicaklikda (20 °C - 90 °C) karistirildi. 4-Aminoantipirin (10 mg), Fenol (20
mg) ve Peroksidaz enzimi (0,5 mg) eklendikten sonra UV-GB spektrofotometresi

yardimiyla 498 nm de absorbans degerleri okundu ve enzimin aktifligi tayin edildi.
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4.2.5. immobilize edilen p- glukoz oksidazin aktifligine sicakhgin etkisi

Immobilize enzimin (10 mg), aktifligine sicakligin etkisini incelemek igin farkli
sicakliklarda (20-90 °C) Bolim 4.2.4°de belirtilen islemler uygulanarak aktiflik
tayinleri yapildi.

4.2.6. Serbest p-glukoz oksidazin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Serbest B-glukoz oksidazin aktifli§ine derisimin etkisini incelemek icin, tiip iginde
bulunan farkli derisimlerdeki glukoz ¢ozeltisine (40 mM-0,5 mM) serbest B-glukoz
oksidaz ilave edilir. 4-Aminoantipirin (10 mg), Fenol (20 mg) ve Peroksidaz enzimi
(0,5 mg), eklendikten sonra ¢alkalamali su banyosunda 30 dk bekletilerek ve UV-
GB spektrofotometresi yardimiyla 498 nm deki maksimum absorbans degerleri

okundu. Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafigi cizilerek Km ve Vmax degerleri

belirlendi.

4.2.7. immobilize edilen P-glukoz oksidazin aktifligine substrat derisiminin

etkisi

Immobilize enzimin (10 mg), aktiflifine substrat derisiminin etkisini incelemek igin
farkll derisimlerde glukoz ¢ozeltisine (40 mM-0,5 mM) Boliim 4.2.6°da belirtilen
islemler uygulanarak aktiflik tayinleri yapildi.

4.2.8.Immobilize edilen p-glukoz oksidazin tekrar kullamlabilirligi

Immobilize enziminin (300 mg), tekrar kullanilabilirligini incelemek icin, tiip her bes
(5) giinde bir enzimin optimum pH daki tampon ¢ozeltisinde ¢oziinen enzime glukoz
ilave edilip 2 saat oda sicakliginda karistirildi. 4-Aminoantipirin (10 mg), Fenol (20
mg) ve Peroksidaz enzimi (0,5 mg) eklendikten sonra enzimin optimum sicakliginda
30 dk kanstirildi. UV-GB spektrofotometresi yardimiyla 498 nm de absorbans

degerleri okundu.
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4.2.9. immobilizasyon islemlerinde kullamilan ¢ozeltilerin hazirlamisi

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

6.24 g (40 mmol) NaH,P04.2H,0 (sodyum dihidrojenfosfat) 250 mL su igerisinde
¢oziiliir. Uzerine derisik % 85'lik H3PO4' den pH: 3 oluncaya kadar damla damla

eklenir.

pH: 4 (NaH,PO4/H;3;POy) tamponu:

6.24 g (40 mmol) NaH,P04.2H,0 (sodyum dihidrojenfosfat) 250 mL su igerisinde
¢oziiliir. Uzerine derisik % 85'lik H;PO,' den pH: 4 oluncaya kadar damla damla

eklenir.

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

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

damla damla eklenir.
pH: 6-9 (Na;HPO, NaH>PO,) tamponu:
100 mL 0,25 M Na,HPOy iizerine 0,25 M NaH,PO4 dan pH: 6 i¢in pH 6 oluncaya

kadar, pH: 7 i¢in pH 7 oluncaya kadar, pH: 8 i¢in pH 8 oluncaya kadar, pH: 9 i¢in

pH 9 oluncaya kadar damla damla eklenir.

pH: 10 (Na;B,0:/INaOH) tamponu:

100 mL 0,25 M Na,B4O+lizerine 0,25 M sodyum hidroksitten pH: 10 oluncaya kadar

damla damla eklenir.
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Glukoz ¢ozeltisinin hazirlanist (40 mM-0,5 mM):

40 mM stok glukoz ¢ozeltisi hazirlamak icin; 0,37 gr glukoz tartilip ¢alisilan pH
tampon ile 50 mL ye tamamlanir. 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 hazirlanirken 40

mM stok glukoz ¢ozeltisinden seyreltilerek hazirland.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

5.1. Schiff Bazi1 Takili Polimerin Karakterizasyonu

Asagida (PSA) ve modifiye edilmis (PSA-SalH) ve (PSA-SalCHs3) polimerine ait
goriintiiler verilmistir.Gorilintlilerden anlasildigi gibi renk beyazdan sartya dogru

degisiklik gostermektedir.

(PSA) (PSA-SalH) (PSA-SalCHs)

Sekil 5.1. Sentezlenen (PSA-SalH, PSA-SalCHj3) polimerlerin kati
haldeki fotograflar

(PSA), (PSA-SalH) ve (PSA-SalCHj3) kodlu polimerlerin katilma-ayrilma tepkimesi
sonucunda Schiff bazlarnin olustugu FT-IR spektrumu ile degerlendirildi.

(PSA), (PSA-SalH) ve (PSA-SalCHj3) polimerlerinin kapali bir tiip i¢cinde DMF
¢oziiclislinde ii¢ giin boyunca karistirildiktan sonra alinan biiytikliikkge ayirma (GPC)
spektrumu sonunda Mw ve Mn degerleri sirasi ile, (PSA) i¢in 878 ve 860; (PSA-
SalH) i¢cin 874ve 862 ve (PSA-SalCHs) icin 881 ve 867 olarak belirlenmistir (Mw:

agirlik¢a ortalama mol kiitle; Mn: sayica ortalama mol kiitle).
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Sekil 5.2. (PSA) i¢in alman biiyiiklik¢e ayirma (GPC) spektrumunun bilgisayar

ekranindaki goriintiisii

5.1.1. (PSA) polimeri

(PSA) polimerinde 1543 cm’de ortaya ¢ikan pikin ny, titresim frekansina, 3460-

3400 cm > de goriilen genis pikin ise NH(asim, sim) titresim frekansina karsilik geldigi
on gorildi (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3. (PSA) polimerinin FT-IR spektrumu
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2920 cm™ ve 2850 cm™! de goriilen piklerin ise, Ve-Halifatik) titresim frekansina, 3013,

' ve 2920cm™ de ortaya cikan zayif piklerin vcmgromaiiky titresim frekansina

cm
karsilik geldigi diisiiniilmektedir. 1940 cm™, 1870 cm™, 1800 cm™ de goriilen

piklerin ve_povertonlan titresimine karsilik geldigi on goriildii [52].

Salisilaldehit ve tlirevlerinin katilma-ayrilma tepkimesi veren (PSA) nin SEM-EDS/
EDX fotografve spektrumu alinarak (Resim 5.3.) modifiye olan polimerlerin ylizey

morfolojisi ve EDX/EDS spektrumu ile karsilastirildi. Resim 5.1°deki SEM

fotograflarinda (PSA) kodlu polimerin nanokiire yapisindaoldugugoriilmektedir.

Element (PSA)

C 92,22

o 1,32

Sekil 5.4. (PSA) polimerinin EDX spektrumu
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EDX/EDS’ ye gore belirlenen,PSA polimerin yapisindaki elementlerin yiizdesi

Cizelge 5.1°de veilen element analizleri ile uyumludur.

Cizelge 5.1. Modifiye edilen polimerlerin M,,, M, ve element analiz yiizdeleri

Bilesik Kimyasal Formiili
Renk, *M,, My, M,), PDI
C, H, N; (% bulunan/hesaplanan)
(PSA) [(CsHsg)7(CsHa(CH2),NH,)]
Crem, 848 (892, 586), 1.52
90,32/90,56; 7,79/7,78; 1,88/1,65
(PSA-SalH) [(CsHs)(C12H10o(CH2), NO)]
Yellow, 836 (880, 807), 1.09
89,00/89,34; 7,18/7,01; 1,67/1,56
(PSA-SalCHs) [(CsHs)6(C13H12(CH,), NO)]
Yellow, 848 (898, 831), 1.08

89.15/88.56,7.55/7.23,1.65/1.34

*Element analizine gore On goriilen yap1

Diisiik ytizdede oksijen(O) elementinin goriilmesi polimerin nem (H;O)
absorblamasindankaynaklandigi sdylenebilir. Calisilan tiim polimerler i¢in SEM
goriintiilerinin net alinabilmesi i¢in 6n islem olan Au ile drneklerin kaplanmasi

nedeniyle EDX spektrumlarinda Au’nin gériilmesi beklenen bir sonuctur.
5.1.2. (PSA-SalH) polimeri

(PSA-SalH) polimerine ait FT-IR spektrumu agagida verilmistir. (PSA-SalH) kodlu
polimerine ait alifatik vcy titresimi 2923 cm’! ve 2856 cm’ de, aromatik vc.y

" ve 3025 cm’ de gdzlenmistir.Ayrica vC-H(overtonlar)

titresimi ise 3063 cm’
titresimleri ise 1947 cm™, 1878 cm™ ve 1808 cm™ de gozlenmistir. Bu piklerin APS
polimerindeki pikler ile ayni titresim frekansinda goriilmesi polimerik yapinin
korundugunu gostermektedir. —CH=N- grubunun,PSA daki —NH, ile aldehit
arasindaki katilma-ayrilma reaksiyonu sonucunda meydana geldigi 1618 cm™’de

goriilen pikin ortaya ¢ikisiyla 6n gorildi[53].
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Sekil 5.5. (PSA-SalH) kodlu polimer i¢in FT-IR spektrumu
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CH Element

(PSA)

Au
Au

1.00 2.00 3.00 4£.00 5.00 6.00 T7.00 9.00 .00 10.00 keV

89,23

7,84

Sekil 5.6. (PSA-SalH) kodlu polimerin EDX spektrumu

5.1.3. (PSA-SalCH3) polimeri

(PSA-SalCH3) polimerine ait FT-IR spektrumu asagida verilmistir. (PSA-SalCHj3)

kodlu polimerine ait alifatik vy titresimi 2923 cm’! ve 2856 ¢cm’ de, aromatik vc.g

titresimi ise 3063 cm’

ve 3025 cm” de gdzlenmistir.Ayrica vC-H(overtonlar)

titresimleri ise 1947 cm™, 1878 cm™ ve 1808 cm™ de gozlenmistir. Bu piklerin APS

polimerindeki pikler ile ayni titresim frekansinda goriilmesi polimerik yapinin

korundugunu gostermektedir. —CH=N- grubunun,PSA daki —NH, ile aldehit

arasindaki katilma-ayrilma reaksiyonu sonucunda meydana geldigi 1622 cm™’de

goriilen pikin ortaya ¢ikisiyla 6n gortldi [53].
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Element (PSA)

oH
C 88,56

=
&

Au

Au

.00 2.00 3.00 4.00 5.00 &.00 7.00 @8.00 .00 10.00 keV

Sekil 5.8. (PSA-SalCH3;) kodlu polimerin EDX spektrumu

5.2. immobilizasyon Uzerine Cahsmalar

5.2.1. Immobilize edilen p-glukoz oksidazin aktifligine pH etkisi

Modifiye olmus polimerlere hidrojen baglar1 ile kuvvetlendirilmis adsorpsiyon
yontemi ile immobilize edilen B-glukoz oksidazin aktifligine pH etkisini incelemek
icin Boliim 4.2.2° de anlatildig1 sekilde gergeklestirilen reaksiyonlara ait maksimum
aktiflik degerlerinin pH ile degisimi sekil 5.10.-5.12deki gibidir. (PSA) kodlu
polimere immobilize enzim i¢in optimum pH lar 4,0 ve 7,0 iken (PSA-SalH) kodlu
polimere immobilize enzim i¢in optimum pH 7,0, (PSA-SalCHj3) kodlu polimere

immobilize enzim i¢in optimum pH 6,0 olarak bulunmustur.
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Sekil 5.9. (PSA) kodlu polimere immobilize enzimin pH grafigi
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Sekil 5.11. (PSA-SalCH3) kodlu polimere immobilize enzimin pH grafigi
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— GOx-P54A)
T GOx-P3A-SalH)
— GOx-(PSA-SalCHx)

Sekil 5.12. (PSA), (PSA-SalH) ve (PSA-SalCHj3) kodlu polimerlere immobilize
enzime ait karsilagtirmali olarak ¢izilen pH grafigi.

5.2.2. immobilize edilen p-Glukoz oksidazin aktifligine sicakh@in etkisi

Hidrojen baglar ile kuvvetlendirilis adsorbsiyon yontemiyle polimerlere immobilize
edilen B-glukoz oksidazin aktifligine sicakligin etkisi Bolim 4.2.4. de anlatildig:
sekilde gerceklestirilen reaksiyonlara ait maksimum aktiflik degerlerinin sicaklik ile

degisimi Sekil 5.14-5.17 arasinda verilmistir.

100 - GOx-(PSA)pH 4

80 -
% 60 -
5
=
)L&{, 40
[aa]
X

20

0
20 40 60 80 100
Sicaklik

Sekil 5.13. (PSA) kodlu polimere immobilize enzimin pH 4,0 deki sicaklik grafigi
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Sekil 5.14. (PSA) kodlu polimere immobilize enzimin pH 7,0 deki sicaklik grafigi
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Sekil 5.15. (PSA-SalH) kodlu polimere immobilize enzimin pH 7,0 deki sicaklik
grafigi

(PSA) kodlu polimere immobilize enzim i¢in pH 4,0 de optimum sicaklik 80 °C, pH
7,0 i¢in optimum sicaklik 80 °C iken (PSA-SalH) kodlu polimere immobilize enzim
icin pH 7,0 de optimum sicaklik 80 °C ve (PSA-SalCHj3) kodlu polimere immobilize

enzim i¢in pH 6,0 da optimum sicakliklar 40 °C ve 70 °C olarak bulunmustur.
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Sekil 5.16. (PSA-SalCHj3) kodlu polimere immobilize enzimin pH 6,0 daki sicaklik
grafigi

5.2.3. immobilize edilen B-Glukoz oksidazin aktifliine substrat derisiminin

etkisi

Hidrojen baglar1 ile kuvvetlendirilmis adsorbsiyon yontemiyle polimerlere
immobilize edilen B-glukoz oksidazin aktifligine substrat derisiminin etkisini

incelemek i¢in Boliim 4.2.6” da anlatilan yontem gerceklestirildi.

Kalibrasyon grafiginden elde edilen sonuglar yardimi ile hesaplanan Vmak ve Km

degerleri ¢izilen Lineaweaver-Burk grafiginden elde edildi (Sekil 5.17-5.20).

Sekil 5.18” de (PSA) kodlu polimere immobilize enzim i¢in pH 4,0 de 80 °C sicaklik
degeri i¢in Lineaweaver-Burk grafigi ¢izilmistir. Grafikte de goriildiigii gibi serbest
haldeki B-Glukoz oksidaz ile immobilize olmus enzimin R degerleri sirasi ile 0,9416
ve 0,9567 olarak ortaya ¢ikmistir. Regrasyon degerinin 1’e¢ yakin olmasi deneysel

degerlerin birbiri ile uyumlu oldugunu gostermektedir.
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R?=0,9416
B GOx-(PSA)pH 4 80°C

o Serbest GOx

RZ=0,9567

1/V (dal/M)

-3 -1,5 0 1/[5](1/m) 1.5 3

Sekil 5.17. (PSA) kodlu polimerine immobilize enzim i¢in pH 4,0 de 80 °C sicaklik
degerinde Lineaweaver-Burk grafigi

Sekil 5.19° da (PSA) kodlu polimere immobilize enzim i¢in pH 7,0 de 80 °C sicaklik
degeri i¢in Lineaweaver-Burk grafigi ¢izilmistir. Grafikte de goriildiigii gibi serbest
haldeki B-Glukoz oksidaz ile immobilize olmus enzimin R’ degerleri sirasi ile 0,9331
ve 0,9396 olarak ortaya ¢ikmustir. Regrasyon degerinin 1’e yakin olmasi deneysel

degerlerin birbiri ile uyumlu oldugunu gostermektedir.
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Sekil 5.18. (PSA) kodlu polimere immobilize edilen enzimin pH 7,0 de 80 °C
sicaklik degeri i¢in Lineaweaver-Burk grafigi
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Sekil 5.20° de (PSA-SalH) kodlu polimere immobilize enzimin pH 7,0 de 80 °C
sicaklik degeri i¢in Lineaweaver-Burk grafigi cizilmistir. Grafikte de goriildiigi gibi
serbest haldeki B-Glukoz oksidaz ile immobilize olmus enzimin R’ degerleri sirasi ile
0,9331 ve 0,9396 olarak ortaya c¢ikmistir. Regrasyon degerinin 1’e yakin olmasi

deneysel degerlerin birbiri ile uyumlu oldugunu gostermektedir.

2 1 R?=0,934

B GOx-(PSA-SalH) pH 7 80 °C
® Serbest GOx

g 1,5 -

2

<) R?2=0,933

2 1

»
I T O T T 1

-2 -1 0 1/[9] (1/|V|) 1 2 3

Sekil 5.19. (PSA-SalH) kodlu polimere immobilize edilen enzim i¢in pH 7,0 de 80°C
sicaklik degeri i¢in Lineaweaver-Burk grafigi

Sekil 5.21° de (PSA-SalCH3) kodlu polimer i¢in pH 6,0 da 40 °C ve 70 °C sicaklik
degerleri icin Lineaweaver-Burk grafikleri cizilmistir. Grafikte de goriildiigii gibi
serbest haldeki -Glukoz oksidaz ile immobilize olmus enzimin R* degerleri sirast ile
0,9733, 0,9670ve 0,9457, 0,9551 olarak ortaya ¢cikmistir. Regrasyon degerinin 1’e

yakin olmasi deneysel degerlerin birbiri ile uyumlu oldugunu gostermektedir.
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B GOx-(PSA-5alCH3 | pH 4 40 °C R*=0,967

e Serbest GOx 200
R¢=0,9733

[
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]
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(A)

, 2,5 RZ = 0,9457
B GOx-(PSA-5a/CH3}pH 6 70 °C

® Serbest GOx b

R:=0,9551

1/V (dalo/M)

O
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(B)

Sekil 5.20. (PSA-SalCH3) kodlu polimere immobilize edilen enzimin pH 6,0 da 40
°C (A) ve 70 °C (B) sicaklik degerleri i¢in Lineaweaver-Burk grafikleri

Grafiklerden elde edilen sonuglar agsagidaki ¢izelgede toplu olarak verilmistir.
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Vmax Vmax Km Km
Calisma Enzim Schiff baz1 igeren Enzim Schiff bazi igeren
Sartlar polimer polimer
pH 4 0,7735 1,641 0,400 0,972
80 °C (PSA) (PSA)
pH 6 0,0115 2,406 0,808 3,652
40 °C (PSA-SalCH3) (PSA-SalCHj3)
pH6 1,0055 2,216 0,8221 0,811
70 °C (PSA-SalCH3) (PSA-SalCHj3)
1,2661 1,09
pH 7 (PSA) (PSA)
80 °C 1,67 1,070 0,732 0,549
(PSA-SalH) (PSA-SalH)

5.2.4. immobilize B-Glukoz oksidazin tekrar kullanilabilirligi

Hidrojen baglan

ile kuvvetlendirilmis adsorbsiyon yontemiyle polimerlere

immobilize edilen B-glukoz oksidazin aktifligine substrat derisiminin etkisini

incelemek i¢in Boliim 4.2.8” de anlatildig1 sekilde gergeklestirilen reaksiyonlara ait

goreceli

grafiklerdeki gibidir.

aktiflik degerlerinin tekrar kullanim sayisi

ile degisimi

asagidaki
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Sekil 5.21. (PSA) kodlu polimere immobilize edilen enzim i¢in pH 4,0 de 80 °C
sicaklik degeri i¢in tekrar kullanilabilirlik grafigi
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Sekil 5.22. (PSA) kodlu polimere immobilize edilen enzimin pH 7,0 de
sicaklik degeri i¢in tekrar kullanilabilirlik grafigi

80 °C
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° @ (PSA-SalH) pH 7 80 °C

4 8 10
Tekrar kullanim

Sekil 5.23. (PSA-SalH) kodlu polimere immobilize edilen enzimin pH 7,0 de 80 °C
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sicaklik degeri i¢in tekrar kullanim grafigi

Telcrar kullanum sayisa

Sekil 5.24. (PSA-SalCHj3) kodlu polimere immobilize edilen enzim i¢in pH 6,0 da

40°C sicaklik degeri i¢in tekrar kullanim grafigi
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Sekil 5.25. (PSA-SalCH3) kodlu polimere immobilize edilen enzimin pH 6,0 da 70
°C sicaklik degeri i¢in tekrar kullanim grafigi

5.2.5. imobilize B-Glukoz oksidazin depo kararhhig

Hidrojen baglari ile kuvvetlendirilmis adsorbsiyon yontemiyle polimere immobilize
edilen B-glukoz oksidazin depolama kararlilig1 i¢in her bir (1) ayda bir UV-GB

spektrofotometresi yardimiyla 498 nm de absorbans degerleri okundu.
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6. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESIi

Bu c¢alisma iki boliimden olugmaktadir. Birincisi Polistiren destekli yeni iki adet
polimer sentezlenmigstir. Spektral olarak karakterize edilen polimerlerde Schiff
bazinin olustugu FT-IR spektrumu ile incelenmistir. Ayrica (PSA) polimerinin
modifikasyonu sonucunda mevcut yapinin bozunmadigi polimerik yapinin
korundugu SEM fotograflarindan goriilebilir. Karakterizasyon sonucunda modifiye

olan polimerler i¢in 6nerilen yapilar asagida verilmistir (Sekil 6.1.)

(PSA)

(PSA-SalH)

[@les)

(PSA-SalCHs)

Sekil 6.1. Modifiye edilmis polimerler i¢in 6n goriilen yapilar
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Tez calismasinin ikinci boliimii enzim ¢alismasi tizerine olusmaktadir. Bu ¢alismada
kullanilan enzim B-Glukoz oksidaz enzimidir. B-Glukoz oksidaz enziminin serbest
haldeki aktivitesine ve Polistiren destekli salisilahdehit ve salisilaldehitin —CHj3
tirevinin takilmasi sonucunda olusan polimerlere B-Glukoz oksidaz enziminin
immobilize edilmesi ile enzimin aktivitesine etki eden ¢esitli parametreler

incelenmistir. Incelemeler sonucunda asagidaki bulgular elde edilmistir.

Serbest B-Glukoz oksidaz enziminin optimum pH’1t 5 bulunmustur [53]. (PSA),
(PSA-SalH) ve (PSA-SalCHj3) kodlu polimerler iizerine immobilize edilen B-Glukoz
oksidaz enzimleri i¢in optimum pH degerleri (PSA) kodlu polimer i¢in pH 4,0 ve
7,0; (PSA-SalH) kodlu polimer i¢in pH 6,0 ve (PSA-SalCHs3) kodlu polimer i¢in pH

6,0 olarak bulunmustur.

Serbest B-Glukoz oksidaz enziminin optimum sicakligr 60 °C olarak bulunmustur
[53]. Immobilize edilen B-Glukoz oksidaz enzimi igin optimum sicaklik degerleri
(PSA) kodlu polimer i¢in pH 4,0 de 80 °C, pH 7,0 de 80 °C olarak bulunurken,
(PSA-SalH) kodlu polimer i¢in pH 7,0 de 80 °C, (PSA-SalCHj3) kodlu polimer i¢in
pH 6,0 da 40 °C ve 70 °C olarak bulunmustur.

Serbest B-Glukoz oksidaz enzimi i¢in Km degerleri, immobilize enzimin optimum
sicaklik ve pH degerlerine gore ayr1 ayri hesaplanmistir. pH 4,0 de 80 °C i¢in Km
degeri 0,400 mM, pH 6,0 da 40 °C i¢in Km degeri 0,808 mM, pH 6,0 da 70 °C igin
Km degeri 0,8221 M ve pH 7,0 de 80 °C icin Km degeri 0,732 mM olarak
bulunmustur. immobilize edilen B-Glukoz oksidaz enzimi i¢cin Km degerleri (PSA),
(PSA-SalH) ve (PSA-SalCHj3) kodlu polimerler i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir. (PSA)
kodlu polimer i¢in pH 4,0 de 80 °C i¢in Km degeri 0,972 mM, pH 7,0 de 80 °C i¢in
Km degeri 1,09 mM, (PSA-SalH) kodlu polimer i¢in pH 7,0 de 80 °C i¢in Km degeri
0,549 mM, (PSA-SalCH3) kodlu polimer i¢in pH 6 da 40°C i¢in Km degeri 3,652
mM ve pH 6,0 da 70 °C i¢in Km degeri 0,811 mM olarak bulunmusgtur.
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4. Serbest B-Glukoz oksidaz i¢in Vmak degerleri pH 4,0 de 80 °C i¢in Vmak degeri
0,7735 mM.dak™', pH 7,0 de 80 °C i¢in Vmak degeri 1,67 mM.dak™, pH 6,0 da 40 °C
icin Vmak degeri 0,0115 mM.dak™, pH 6,0 da 70 °C i¢in Vmak degeri 1,0055
mM.dak™ olarak bulunmustur. immobilize edilen B-Glukoz oksidaz enzimleri igin
Vmak degerleri, (PSA) kodlu polimer icin pH 4,0 de 80 °C i¢in 1,641 mM.dak™', pH
7,0 de 80 °C icin 1,2661 mM.dak'l, (PSA-SalH) kodlu polimer i¢in pH 7,0 de 70 °C
icin 1,070 mM.dak ™" ve (PSA-SalCH;) kodlu polimer i¢in pH 6,0 da 40 °C i¢in 2,406
mM.dak-1, pH 6,0 da 70 °C sicaklik degeri igin 2,216 mM.dak™ olarak bulunmustur.

5. Bu c¢alismada farkli optimum pH’lar gozlenmistir. Bu durum enzimin aktif
bolgelerinin farkli pH’larda farkli amino asit kisimlarinin etkili oldugu seklinde

yorumlanmustir.

6. Bu caligmada enzimin hidrojen baglari olusturarak immobilize edildigi soylenebilir.
Bilindigi gibi glukoz oksidazin dis kabugunda karbonhidrat bulunmaktadir (Sekil
6.2.).

Karbonhidratin —OH grubu, yapidaki —NH, veya —COOH gruplar1 ile, polimerin

yapisindaki -CH=N- azot atomu arasinda hidrojen baglar1 olusabilir.

EKarbohidrat

Sekil 6.2. Glukoz oksidazin iki boyutlu gériiniimii
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! \

"> Hidrojen bagi
OH

X
X=-H,-CHj

Sekil6.3. Glukoz oksidaz ve polimer arasinda 6ngdriilen hidrojen baginin olusumu

Sicaklik arttikga Km degerlerinin genellikle arttigi Cizelge 5.1. de goriilmektedir.
Siibstitlie grup degistikge 80 °C sicaklik ¢aligmalarinda enzimin aktif oldugu pH nin
degistigi ¢izelgede goriilmektedir. (PSA) i¢in enzimin aktiflik gdsterdigi pH 4,0 ve
7,0 iken (PSA-SalCHs;) i¢in 6,0 olarak bulunmustur. Kaynak arastirmasina gore,
kataliz olay1 asidik ortamda meydana geliyorsa enzimin Glu412 olarak kodlanan
bolgesi, notral ortamda reaksiyon olusuyorsa enzimin His516 kismi, bazik ortamda
reaksiyon olusuyorsa enzimin His559 kismu etkili olur [54].Bu bilgiler dikkate
alindiginda immobilize olan enzimin Glukoz oksidaz enziminin kataliz
reaksiyonlarinda rol oynayan {i¢ dnemli amino asit yan zinciri vardir. Bunlar His516,
Glu412 ve His559 dur. (PSA) kodlu polimere takilan enzimin pH 4,0 de aktif
olmasinin nedeni enzimin Glu412 kodlu kisminin aktif rol oynadigi, pH 7,0 de aktif
olmasinin nedeni enzimin His516 kismi, (PSA-SalH) kodlu polimere takilan enzimin
pH 7,0 de aktif olmasinin nedeni enzimin His516 kodlu kisminin aktif rol oynadigini

gostermektedir. (PSA-SalCH3) kodlu polimere takilan enzimin pH 6,0 da aktif

olmasinin nedeni ise enzimin His516 kismi etkili olmaktadir [54].
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Oneriler

e Hazirlanan destek polimerlerle farkli enzimlerin immobilizasyon c¢alismalar

yapilabilir.

e Calisilan enzimin, depolama kararlili§1 ve tekrarlanabilirliginin daha iyi olmasi

icin yeni destekler hazirlanmalidir.

e Hazirlanan nanokiire yapili destek polimerlerinin hastalik teshis ve tedavisinde

kullanilabilecek 6rnek nanokiireler olarak degerlendirilebilir.

e Hazirlanan destek polimerindeki hidroksil ve imin gruplariyla iki disli ligand

ozelliginden dolay1 metal secicilik arastirmasinda kullanilabilecegi Onerilebilir.

e Immobilize GOx enzimi igin bulunan optimum sartlar, serbest enzime gére daha

sert sartlarda calisilabildigi icin 6nemli bir avantaj olarak degerlendirilebilir.
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Ek-1.XIII. Ulusal Spektroskopi Kongresi Kitapcigiin Kapak Sayfasi Goriintiisii
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Ek-2.XIH.‘ Ulusal Spektroskopi Kongresine 'Glukoz oksidaz enziminin aktif
bolgelerinin spektrofotometrik olarak incelenmesi' isimli s6zel sunum 6zeti

Uhaaimrres K bmli
ML Uiysal Spaktraskopd Mongresd
1518 Mayns 2043, BURDU A-TUREIYE

817
AMIN VE SCHIFF BAZI IGEREN NANOKURELERLE ETKILESMIS,
GLUKOZ OKSIDAZ ENZIMININ AKTIF BOLGELERININ
SPEKTROFOTOMETRIK OLARAK INGELENMESI

Nursen SARI', Seda KAYHAN', Dilek NARTOP®

"Gax Oniversiesf Fan Fakifes), Kimya Bodmg, 06100 Sageviar, Ankema
ENevgehir Dniversites) Fan Edebipat Fakiitasi, Kimya B6l6m i, B0 Mevgehic
fursanpEgeriade. e

Bir reaksiysoun ilerlemesing yardime: olan enzirmin bakrar kullarimi sadlamak, istenilen anda
onamdan uzaklagtrmak ve enzimin gehigma etaminds kontrolnd saflamak idn Bir tEgpciyE
haflamak son willann endisiriyel e teknolojik uygulamalannda onem arz etmektedir [1,2].

Surulan gahgmada Clukor oksidaz erami (E0x), Sehiff bazi ve =MH; Igeren nanokirell destek
palimeranne [[PS&NH:, [FSA-SalH] ve [FSA-SalGHa), akllf merkezi kerunarak bajlanmasi
saflanmighr. Schiff bazn takimasi,  palistiren-NH; le Saliskakdenil (SalH) ve 2-hidroksi-5-
melibenzaldehit ($al-CHyfin kablma-ayrilma resksiyonian sonucunds olugan drinler olup, yapis FT-
IR, Element anslizl ve GPT spekiral anakzlere yerumlsnms, nanckirelerin yizey moralojiel SERM-
ERM analigi ile ingelenmiglic Srhiff kas takls nannkdmd pofimena anzim (G0 immobilize edildikien
gonra, enzimin hengl biigesinin skbf oldufuna karar wermed iin optimum pH paramaireleri
incelenm igtir. Bunun yameira, immobilize enzimin (G0x) sicaklhk, tekrar kullanim, depotama kararhiigl
gibi, bioka1alz olarak incelenebiliecedl paramisrelenn elkiside aragtinlsnighr.

(PSA-MH;} destedine immobiize edilen enzim lgin Glud12 ve HIsS18. (PSA-5alH) deatedine
immobilize edilen enzim ign His 518 ve  (PSA-SalCH;) destading immaokbilize edllen enzim ign de
Hig516 knsmin aktif olabileceging karar verildi.

Kaynaklar:
111 E. Aynaei, M. Sar, H. Tumiurk, Al Cafl. Bloed. Sup. (2011) 39, 260-266.
@ M.San, E. Antepli, D. Nariop, M. K. Yefim, il J Mol Soi (20012) 13, T1870-11830,
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Ek-4.XXV. Ulusal Biyokimya Kongresine "Nanokiireli Polimerik Destek Uzerine
Biyokataliz Olarak Glukoz Oksidaz Enziminin Kullanim1' isimli
sozel sunum Ozeti

XXV, ULUSAL BIYOKIMY A KONGRESI

28 Uikl Biyalinge Koagrac, o (25" Narional Bicchamisry Comgraus, fk ) TURKET]

$-017 - NANOKURELI POLIMERIK DESTEK (ZERINE
BIYOKATALIZ OLARAK GLUKOZ OKSIDAZ ENZIMININ

KULLANIMI

" Nurscn Sart, ' Nurbanu Ozdem, ' Seda Kayhan, ' Fatma Arslan
! Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi, Kimya, Ankara

Amag: Polimer tabanl makromolekiillerin vapisinda oksijen, azot ve kiikiint gibi
elektronegatif gruplar bulundugunds, immebilize edilen enzim ile hidrojen bain
yapubilir, biylecehirenzimdestefeakti fmerkezininyapssim bormadanbaglanabilir.
Hidrojen bagnin immishilizasyon itzerine ethisini araghmak igin, kitkiint igeren
bes karbonhu aromatike halkaya sahip polimer destefin hamrlanmasi hedeflendi.
Gereg ve Yimtem: Enzimi immobilize ctmek igin polimerik destek hazirlarken
(aminometiljpolistiren (APS) ve tiyofen aldehit (tio) ile reaksiyona sokuldu.
Bulgular: Yapilan biyokataliz qabsmalannda, yeni destege (APS-tio) glukoz
oksidaz (GOx) enziminin immaobilizasyonu sonucunda pH 4 ve T'de iki optimum
gizlendi. Aynica her bir optimum pH'da ki optimum sicakhklar pH= 4 igin
309C ve S0 °C ; pH=7 1gin 30 °C we 70 °C olarak bulundu. Serbest Glx ve
immobilize (G0x enzimlerinin 10 ay boyunca depolama kararlibfn aragtinld.
Buna giire baglang; aktivitelerinin sirasiyla %92,30 ve %82,61 olarak korundugu
belirlendi. Yeni destek polimerine immobilize olan enzimin depolama kararhibi
ve tekrarlanabilirliginin yan sira Km ve Vmax degerleri belirlendi. Km deferine
gire immobilize enzimin serbest enzimden dsha aktif oldufu belirlendi.
Sonug: Hanrlanan (APS-tio) desteginin GOx'in bivokataliz olarak kullammimn
uygun oldugu keran verldi Sunulan bu caligma Gari Universitesi BAP
tarafindan 05/2010-75 ve 052012-68 nolu projelerince  desteklenmigtir.

§017 - USE OF GLUCOSE OXIDASE ENZYME AS BIOCATALYSIS
ON NANOPLATFORMS

" Murgen San, ' Nurbanu Gzdem, ' Seda Kayhan, ' Fatma Arslan
! Chemistry, Gazi University Science Faculty, Ankara

Objective: If a polymer-hased macromolecule supports have electronegative
groups like oxygen, nitrogen and sulfuor may be useful for increasing the
enzyme stability via hydrogen bonding attachment. So, the surface on
which the enzyme 15 immobilized has several vital roles to play such as
retaining of teetiary structure in the enzyme through hydrogen bonding. To
investigate the effect of hydrogen bond on enzyme immaobilization prepared
new polymeric support attached aromatic ring with five carbon including 5,
Material and Methods: To prepare such a polymeric support, the polystyrene-
ANH2 (PSA) reacted with thiophenealdehyde by means of condensation method.
Results: New support (PSA-tio) two optimum pH were observed at 4 and 7.
The optimum temperature for immobilized glucose oxidase was found 1o be
30 °C and 50 °C at pH=4; 30 °C and 70 °C at pH=7 for support (PSA-tio)
polymer. After 10 months, the free GOx and immohilized enzyme retained
92,30 % and 8261 % of their original activity, respectively. Kinetic parameters
were studied for free GOx and immobilized ghicose oxidase optimum at
pH and temperature. In our study the immobilized form of the enzyme was
much more stable than the free enzyme. Furthermore, operational and storage
stabilities of GOx were dramatically improved following immobilization.
Conclusion: These kinds of superior properties of our developed immobilization
strategy would be great advantages for various industrial applications, not
only for GOx but also for other enzymes. This wark was supported by Gazi
University Research Fund (Project number: 05/2010-75 and 05/2012-68).
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