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OZET

Bu ¢alismada; Imidan fosmet ve Vantex pestisitlerinin belirlenmesinde AChE immobilize
nanapartikiillerin kullanilabilirligi arastirilmistir. Bu amagla, (2AEPS-SalBr) ve (2AEPS-
SalBr-Pd) kodlu nanopartikiiller sentezlenmistir. Tris(2-aminoetil)amin polimeri ile 5-
brom-2-hidroksi  benzaldehitin  kondenzasyonu sonucunda (2AEPS-SalBr) kodlu
nanopartikiil, kalip yontemi kullanilarak da (2AEPS-SalBr-Pd) kodlu nanopartikiil
sentezlenmistir. Sentezlenen nanopartikiillerin yapilar1 FT-IR, GPC, SEM/EDX ve element
analizleri ile aydmlatilmigtir. Sentezlenen nanopartikiillere Asetilkolinesteraz(AChE)
enzimi immobilize edilerek immobilize-AChE enziminin optimum pH, optimum sicaklik,
tekrar kullanim sayisi, depolama kararliligi ve kinetik parametreleri belirlenmistir.
Immobilize AChE optimum pH degeri her iki destek icin 8, optimum sicaklik degeri ise
sirastyla 50°C ve 70°C bulunmustur. Km ve Vmak degerleri; (2AEPS-SalBr)-AChE i¢in
(pH:8, 50°C’de) 1,443 mM; 0,251 mM/dk, (2AEPS-SalBr-Pd)-AChE i¢in (pH:8, 70°C’de)
0,680 mM; 0,157 mM/dak olarak hesaplanmistir. Daha sonra Imidan fosmet ve Vantex
pestisitlerinin tayini yapilmistir. Arastirma sonucunda Imidan fosmet pestisitinin Vantex
pestisitine gore daha diislik konsantrasyonda belirlenebildigi goriilmiistiir.
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ABSTRACT

In this study, the usability of AChE immobilized nanoparticles for the identification of
Imidan fosmet and Vantex pesticides was investigated. For this purpose, (2AEPS-SalBr)
and (2AEPS-SalBr-Pd) encoded nanoparticles were synthesized. Condensation of the
tris(2-aminoethyl) amine polymer with 5-bromo-2-hydroxy benzaldehyde resulted in the
formation of (2AEPS-SalBr). To synthesize (2AEPS-SalBr-Pd) coded nanoparticle
template method was used. The structures of the synthesized nanoparticles were identified
by FT-IR, GPC, SEM / EDX and element analysis. Acetylcholinesterase (AChE) enzyme
was immobilized on the synthesized nanoparticles and optimum pH, optimum temperature,
reuse number, storage stability and kinetic parameters of immobilized-AChE enzyme were
identified. Optimum pH for immobilized AChE on both supports was 8 but the optimum
temperature was found 50°C and 70°C, respectively. Km and Vmax values for AChE
which immobilized to (2AEPS-SalBr) were 1,443 mM; 0,251 mM/min (pH:8, 50°C); for
AChE which immobilized to (2AEPS-SalBr-Pd) were 0.157 mM/min.; 0,680 mM (pH: 8,
70°C). Thereafter, the identification of Imidan fosmet and Vantex pesticides was carried
out. As a result of the research, it was observed that the determination of Imidan fosmet
pesticide can be determined at a lower concentration than the Vantex pesticide.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

BM
A

°C
e.n.
v

pH
Meff
Vmak
Km
mM

Kisaltmalar

AChE

DTNB

FT-IR

GBC

Imidan Fosmet
IR

SEM/EDX

UV-GB

Vantex

Aciklamalar

Bohr magneton

Dalga boyu

Derece santigrat

Erime noktasi

Frekans

Hidrojen iyonu konsantrasyonun eksi logaritmasi
Manyetik moment

Maksimum hiz

Michaelis-Menten sabiti

Milimolar

Molekiil agirligt

Aciklamalar

Asetilkolinesteraz

5,5'-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit

Fourier Transform Infrared Spektroskopisi

Jel Gegirgenlik Kromatografisi

O,0O-dimetil S-ftalimidometil fosforoditiyoat

Kizil6tesi Spektroskopisi

Taramali Elektron Mikroskobu / Enerji Dagilimli X-1g1n1
Spektroskopisi

Ultraviyole - Goriiniir Bolge Spektroskopisi
Siklopropankarboksilik asit, 3-(2-kloro-3,3,3-trifluoro-1-
propenil)-2,2-dimetil, siyono(3-fenoksifenil)metil ester, [1R-
[1a(S*), 3a(2)]



1. GIRIS

Asetilkolinesteraz (AChE, EC:3.1.1.7), bir sinir tastyicisi olan asetilkolini hidrolize ederek
sinir iletiminde yer alan bir enzimdir. Organofosfat ve piretroidler gibi pestisitler AChE’1
inhibe ederler. Bu inhibisyon AChE’m aktif bolgesinde yer alan serin hidroksil grubuna

pestisitlerin kovalent olarak baglanmasi sonucunda gergeklesir [1].

Tarim ve tarim dis1 faaliyetlerde kullanilan pestisitlerin toprakta, suda ve havada birikerek
hedef olmayan organizmalar i¢in toksik etki gostermesi miimkiin olmaktadir. Bu sebeple
gida orneklerinde pestisit tayini yapilabilmesi i¢in AChE inhibisyonuna dayali yontemler
gelistirilmektedir [2,3]. Bu yontemlerden biri AChE’mn immobilizasyonudur.

Enzim immobilizasyonu enzimin bir destege fiziksel ya da kimyasal olarak baglanarak
hapsedilmesi ve bu sayede enzimin tekrar tekrar kullanilabilmesi, operasyonel sartlara (pH,

sicaklik vb.) kars1 dayanikli olmasi i¢in gerceklestirilen bir islemdir.

Cevre ve tip gibi alanlarda kullanilan nanopartikiillerin immobilizasyon ¢alismalarinda
destek materyali olarak kullanimi giderek artmaktadir [4,5]. Yiizey alanlarinin biiyiik
olmasi, dayaniklilhlk ve biyouyumluluk gibi avantajlar nanopartikiillerin enzim

immobilizasyonunda destek materyali olarak kullanilma sebeplerindendir [6].

Sunulan tezde azometin ve azometin-Paladyum koordinasyon polimeri igeren
nanopartikiiller hazirlanmistir. Tris(2-aminoetil)amin polimeri ile 5-brom-2-hidroksi
benzaldehitin katilma ayrilma tepkimesi sonucunda azometin(Schiff bazi) igeren polimerik
destegi (2AE-Sal-Br) sentezlenmistir. Template metoduna goére azometin-Pd(ll)
koordinasyon polimeri; tris(2-aminoetil)amin polimeri, 5-brom-2-hidroksi benzaldehit ve
PdCl2’den yararlanilarak elde edilmistir (2AE-Sal-Br-Pd). Sentezlenen desteklerin yapilari
FT-IR, GPC, elementel analizi ve SEM/EDX ile aydinlatilmistir.

Sentezlenen destek materyallerine Asetilkolinesteraz(AChE) enzimi immobilize edilmistir.
Serbest ve immobilize enzimin aktifligine etki eden pH, sicaklik, substrat konsantrasyonu,
depolama siiresi gibi parametrelerin etkisinin yan1 sira immobilize enzimin tekrar
kullanilabilirligi arastirilmigtir. Imidan fosmet ve Vantex pestisitlerinin tayini, immobilize

edilmis AChE ile Ellman yontemi kullanilarak spektroskopik yontemle gerceklestirilmistir.






2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Nanopartikiil Terimi ve Tarihi

Nanoteknoloji nanopartikiilii 1-100 nm arasinda biiylikliige sahip olan ve essiz fiziksel
ozellik gosteren materyal olarak tanimlamaktadir. Bir nanopartikiil; kiiresel (Sekil 2.1a),

tiip (Sekil 2.1b) [7] bigiminde veya diizensiz sekilde (Sekil 2.1c) [8] olabilir:

(b)

Sekil 2.1. Farkli sekillere sahip nanopartikiiller: a) nanokiireler b) nanotiip c) diizensiz
sekilli

Asagidaki skalada bir nanopartikiiliin kolloid ve kiiciik partikiillere gore olan boyut

karsilastirmasi goriilmektedir:

0,1 1 10 100 1000
1 T T T T nm
kolloidler
nanopartikiiller
<«
cok kiiciik partikiiller

Sekil 2.2. Nanopartikiiller ile kolloid ve ¢ok kiiclik partikiillerin boyut karsilastirmasi

Nanopartikiillerin yiizyillar boyunca optik olaylarin (1s181in davranis ve o6zelliklerinin
madde ile etkilesiminin incelenmesi) arastirlmasinda kullanildigr kaynaklardan
goriilmektedir[9]. Ayrica, Romalilarin camlar1 renklendirmek icin yine nanopartikiilleri
kullandig1 bilinmektedir[10]. Antik Misirlilar tarafindan Altin nanopartikiillerin kozmetik
olarak kullanildigi, glimiis ve bakir nanopartikiillerin ise seramiklere metalik parlaklik

vermek i¢in kullanildig1 kaynaklarda belirtilmektedir [11].



Nanometre ve mikrometre ¢apli partikiillerin cesitli arastirma alanlarinda kullanildigi
bilinmektedir. ~ Nanopartikiillerin =~ hazirlanmasinda ~ genel  olarak,  polistiren,
poli(stiren/akrilat), poli(metilmetakrilat) ve poli(hidroksimetilmetakrilat) gibi polimerlerin
kullanildh@r goriilmektedir[12,13] (Sekil 2.3). Ciinkii bu polimerlerin hidrofobik 6zellige

sahip olmasi hazirlanan nanopartikiile bir avantaj saglamaktadir[13].

i COCH
n

n
Polistiren Poli(stiren/akrilat)
OH
cH H
o)

o)

{\)//ﬂo ‘E%T

~
4 n
Poli(metilmetakrilat) Poli(hidroksimetilmetakrilat)

Sekil 2.3. Nanopartikiil yapisinda kullanilan polimerlerden bazilari

Nanopartikiiller, yiiksek mekanik mukavemet, oksijen iyon iletkenligi, biyouyumluluk ve

biyolojik aktivitenin korunmasi gibi benzersiz 6zelliklerinden dolay: ¢ok ilgi gérmektedir

[6].

Nanoteknoloji biyouyumlu yilizeylerin gelistirilmesine katki saglamaktadir, bu katki
biyomolekiillerin immobilizasyonu sonucunda ¢evre miihendisligi [4], biyosensor ve tip

gibi [5] ¢esitli alanlara uygulanmasiyla olmaktadir.

Nanopartikiiller genis ylizey alanlarindan dolayr 6nemli adsorpsiyon kapasitesine
sahiptirler. Bu nedenle kimyasal bilesik, ila¢ ve protein gibi diger molekiilleri yiizeylerine

kovalent baglarla veya adsorpsiyonla baglayabilir ya da tasiyabilirler[14].



Nanokiirelerin ultra kiiciik hacimleri sayesinde en kiiclik kilcal damarlar1 kolayca
gegebilmeleri [15], uzun siire kan dolasiminda kalabilmeleri, hiicrelere ve dokulara kolayca
niifuz edebilmeleri, kontrollii salim 6zelligi gosterebilmeleri, yiizeylerine ligand eklenerek
tedavi edilmek istenilen bolgeye 6zgii hedefleme faydalariyla ilag iletim sistemlerinde
kullanilabilmektedir [16]. Ayrica nanopartikiiller ilaglarin/proteinlerin ya da peptidlerin

kararliliklarinin artmasina katkida bulunurlar [17].

Giliniimiizdeki calismalara bakildiginda nanopartikiillerin biyokataliz uygulamalarinda
yaygin bir sekilde kullanildig1 goriilmektedir. Ozellikle enzimlerin katalitik aktifliginin
korunmasmi saglamak ig¢in ¢esitli nanopartikiillerin  gelistirilerek  (Sekil 2.4)
immobilizasyon c¢alismalarinin oldugu goriilmektedir [18]. Nanokiirelere immobilize
edilen enzimlerin daha verimli, geri donilisimii daha kolay, 6zellikle pahali enzimlerin
yeniden kullanimini saglayacak onemli bir faktorii gelistirmek igin ¢aligmalarin ilerledigi

goriilmektedir [19,20].

(b)

Sekil 2.4. Nanokiirelere immobilize edilen enzimlerin genel goriiniisii: a) gdzenekli silika
b) manyetik nanopartikiil [21]

Nanopartikiillerin karakterizasyonunda kullanilan bazi teknikler asagida verilmistir:

= Elektron Kirinimi, (boyut, fazlar hakkinda bilgi, yapt ve bag uzunluklari hakkinda
bilgi)

= Taramali ve Gegirgen Elektron Mikroskoplari (SEM, TEM), (pargaciklarin boyutu /
sekli, dagilim1 ve topoloji hakkinda bilgi)

= Taramali Tiinelleme Mikroskobu (STM), (parcaciklarin boyut, sekil ve i¢ yapisinin

belirlenmesi)

4

Gaz adsorpsiyonu (ylizey alan1 hakkinda bilgi)

4

Fotoelektron Spektroskopisi (Elektronik yapinin belirlenmesi)
= Iletkenlik (Iletken bant, s1zma ve topoloji hakkinda bilgi)



2.2. Paladyum Kompleksleri ve Nanopartikiiller

Paladyum komplekslerinin kataliz [22], optik [23], antibakteriyel ve antifungal [24] gibi
farkli alanlarda uygulamalar1 vardir.

Kanser tedavisinde cis-platin kullanimindan kaynaklanan yan etkilerin {istesinden
gelebilmek i¢in yeni metal bazli ilaglar gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Pt(II) ile ayn1 grupta
yer almasi ve komplekslerinin ayn1 geometriye sahip olmasi, daha diisiik termodinamik

kararlilik gostermesi Pd(II)’ye olan ilgiyi giderek artirmaktadir[25].

Pd(Il) kompleksleri ayn1 zamanda antimikrobiyal ve antibakteriyel aktiviteye sahiptir.
Carvalho ve digerleri, Gram negatif(Escherichia coli ve Pseudomonas aureus) ve Gram
pozitif(Staphylococcus aureus) bakteri tiirlerine karsi antibakteriyel etki gosteren L-
triptofan amino asidin Pd(ll) kompleksinin, [Pd(trp):], etkili oldugunu ifade etmislerdir
[26].

(S-alil-L-sistein siilfoksit) ile yeni suda ¢Oziiniir Pd(I) kompleksi hazirlayarak Hela
hiicreleri lizerindeki antitiimor etkinligini aragtiran Abbehausen ve digerleri, kompleksin
kanser tedavisinde kullanilan cis-platine yakin bir etki gdsterdigini, ayrica bu kompleksin
Gram-pozitif ve Gram-negatif mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip

oldugunu da belirtmislerdir [27].

Indirgenebilir kirleticilerin tehlikesiz formlara doniistiiriilmesinde Pd nanopartikiillerinin
kullanildig1 goriilmektedir. Nitekim Cr(VI) kanserojen olarak bilinirken ti¢ degerli krom
tuzlarmin toksik olmadigi bilinmektedir. Pd nanopartikiilleri Cr(VI)’y1 Cr(Ill)’e hizlica
indirgeme yoOniindeki kabiliyeti sayesinde ¢evre endiistrisinde kullanilmaktadir [28].
Ayrica Paladyum nanopartikiillerin de tipki Au ve Ag nanopartikiillerinde oldugu gibi
sulardaki kirliliklerin uzaklastirilmasinda kullanildig: ifade edilmektedir [29].

Paladyum nanopartikiilleri sentezlerin aktivasyon enerjisinin daha diisiik olmasin1 sagladig
gibi, doymamis bilesiklerin hidrojenlenmesi ve alkollerin yiikseltgenmesi gibi baz1 organik
reaksiyonlarin meydana gelmesinde de rol oynamaktadir. Paladyum nanopartikiiller toksik
ve pahali olmadig1 i¢in organik reaksiyonlarda katalizor olarak kullanilmasi tercih

edilmektedir [30].



Paladyum nanopartikiiller, organik veya inorganik yapidaki ¢esitli destekler ile
kombinasyon halinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Gozenekli polimerler arasina
yerlestirilen Paladyum nanopartikiiller, karbon ve oksit bazli katalizérlerden daha iyi
fiziksel ve Kimyasal Ozelliklere sahip oldugundan Onemli bir katalizér simifim
olusturmaktadir [31,32]. Polimer destekli Paladyum igerikli katalizorler kenetlenme ve

hidrojenasyon reaksiyonlarinda kayda deger performans gostermektedir [33].

Paladyum soy metali sanayi endiistrisinde (Heck ve Suzuki-Miyaura reaksiyonlar1 gibi)
genis olgiide kullanildigi goriilmektedir. Ornegin C-C baglarinin olusumu i¢in Paladyum
nanopartikiillerinin yaygin olarak kullanilmasinin nedeni elektrostatik ve sterik faktorlerin
birlikte hareket etmesidir. Ciinkii PdClz, tetra-n-alkil amonyum tuzu varliginda
indirgenerek Paladyum nanopartikiillerini olusturur. Sekil 2.5’te gorildigi gibi
nanopartikiil, elektrostatik kararlilig1 saglayacak olan CI” iyonlar tarafindan sarilirken

tetra-n-alkil amonyum katyonu sterik kararliliga katkida bulunur[30].

Sekil 2.5. Tetra-n-alkilamonyum tuzu varliginda PdCl>’iin indirgenmesi ile edilen Pd
nanopartikiilleri

2.3. Enzim Immobilizasyonu

Immobilize enzim terimi “enzimlerin katalitik aktivitelerinin korundugu, tekrar tekrar ve
stirekli olarak kullanilabildigi belirli, tanimlanmig bir alana fiziksel olarak hapsedilmesi

veya sinirlanmasi” anlamini tagimaktadir [34].



Enzimler ¢ogunlukla optimum kosullarda (oda sicakligi, nétr pH ve sulu ortam) calisir.
Fakat c¢ogu endiistriyel proses enzimlerin denatiire oldugu yiiksek sicaklik ve sert

kosullarda ¢alismay1 gerektirir ki bu durum enzimde aktivite kaybina neden olur [21].

Immobilize enzimlerin ¢dziiniir enzimlere gore kararliligmin yiiksek olmasi ve reaksiyon
ortamindan kolayca ayrilabilmesi enzimin kullanimina yonelik O6nemli bir tasarruf

saglamaktadir [35].

Enzimler, cesitli ydntemlerle immobilize edilebilir. Immobilizasyon metotlarmin

siniflandirilmasi agsagidaki sekilde gosterilmistir:

[ Enzim immobilizasyon ]

Yontemleri

Tasiyiciya

Baglama

£ T
(Adsorpsuyonveya [ ovalentJ

Iyonik Baglanma Baglanma
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— T

[ Kapsiilleme J [ Hapsetme J
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.

G
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Sekil 2.6. Enzim immobilizasyon yontemlerinin sematik gosterimi

Adsorpsiyon nispeten basit ve ucuz bir metottur ve enzimi kimyasal olarak modifiye
etmez, ancak Ozellikle sulu ¢oziicliler iginde enzim sizinti egilimi gosterdigi icin

siirlamalar vardir [36].

Hapsetme veya kapsiilleme, enzimin bir polimer agina hapsedilmesidir. Bunun i¢in organik
polimer, silika sol-jel, oyuk bir fiber veya mikrokapsiil membran kullanilabilir. Ilave
kovalent baglanma gereklidir. Hapsetme, enzim varliginda bir polimerik agin sentezini
gerektirir. Capraz bagl enzimlerin aktivitenin diisiik tutulmasi, zayif tekrar iretilebilirlik,
diisiik mekanik stabilite ve jelatinimsi ¢apraz bagli enzimlerin kullanimindaki zorluklar
gibi ¢esitli dezavantajlar1 vardir. Tagiyict icermeyen makropartikiilleri hazirlamak icin

capraz bagl enzim agregatlari veya bifonksiyonel reaktif kristalleri kullanilir [37].



Fiziksel baglanma endiistriyel sartlar altinda enzimin tasiyiciya sabit tutulmasi igin
genellikle ¢cok zayif olarak bilinir. Iyonik baglanma genellikle daha giicliidiir ve kovalent
baglanma daha da kuvvetlidir [37].

Enzim immobilizasyonunda enzimin Kkararliligina ve kinetigine etkili oldugu igin
kullanilan destek materyalinin &nemli oldugu bilinmektedir. Ideal destek materyali
ozellikleri arasinda, basinca karst fiziksel direng, hidrofiliklik, enzimlere karsi inertlik,
tirevlendirmenin kolaylilig1, biyolojik uyumluluk, mikrobiyal saldirtya karsi direng ve

diisiik maliyetli olma bulunur [38].

Enzim immobilizasyonunda polimerik malzemeler biiyiik yiizey / hacim orani sayesinde
oldukca kullanighidir. Katalizoriin aktif ylizey alaninin 6nemli bir rol oynadig1 enzimatik
olmayan heterojen katalizore benzer olarak, destegin aktif yiizey alani, bir immobilize
enzim sistemi ile katalizor etkinligini 6nemli ol¢iide etkiler. Genis aktif ylizey alani elde

etmek i¢in, daha kiigiik capta pargacik gereklidir.

Biyokatalizorlerin  operasyonel kararliligimi arttirmak i¢in enzimlerin  polimerik
platformlara immobilizasyonu en faydali yontemdir. Enzimle birden ¢ok noktada etkilesim
olusturabilecek bir destek kullanarak polimerik destege immobilize edilen enzimin

kararliligini arttirmak miimkiin olabilir[39].

Sentetik polimerler enzim immobilizasyonunda destek materyali olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. Cilinkii mekanik kararliliga sahip oldugu gibi bakteriyel saldirilara kars:
da daha kararhidirlar [40]. Son zamanlarda polimer mikrokiire, fiber, tiip, ayn1 zamanda
metal ve manyetik nanopartikiiller gibi nano boyuttaki desteklere enzim immobilizasyonu

rapor edilmektedir [20].

Enzimler nano desteklere immobilize edildiginde, "li¢ boyutlu enzim immobilizasyonu"
sayesinde sert kosullara kars1 (1s1 ve organik ¢oziiciiler gibi) biiyiik 6l¢iide kararli olurlar.
Ug boyutlu enzim immobilizasyonunda, polar ve hidrofobik etkilesimler ile van der Waals

kuvvetleri sayesinde enzimin birden ¢ok noktasindan baglanmasi miimkiindiir [41].
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2.4. Enzim Kinetigi

Enzimatik reaksiyonlarin hizlari ve reaksiyon parametrelerindeki degisimin reaksiyon

hizina etkisi enzim kinetigi ile incelenir.

Ky K,

K, 3

Sekil 2.7. Enzimatik bir reaksiyonun sematik gosterimi

ki hiz sabiti ko’ye gore ¢ok yiiksek oldugundan ve enzimatik tepkimenin hizini, k2 hiz

sabitine gore belirlenir.

V,, (MM/dk)

72 Vmak

K;q [S]. (mM)

Sekil 2.8. Michaelis-Menten grafigi (Vmak: maksimum hiz, Km: Michaelis-Menten sabiti)

Artan substrat konsantrasyonuyla reaksiyon hizi baslangi¢ta dogrusal bir sekilde artarken,
enzim subsrata doymaya basladik¢a reaksiyon hizi substrat konsantrasyonuna paralel

olarak artig gostermez[42].

Vo — Vmak X [S] K — (kl + k2)

Ky + [S] " Ky 1)

Michaelis-Menten esitligi (2.1), deneysel verilerin daha kolay ¢izilebilmesi i¢in esitligin

her iki tarafi da ters ¢evrilerek Lineweaver-Burk esitligi (2.2) elde edilir.



11

K
1 m , 1 22)
VO Vmak X [S] Vmak

Lineweaver-Burk esitliginden yararlanilarak elde edilen grafik yardimiyla Km ve Vmak
degerleri bulunur[43].

Egim =K,/ V,

1/V, (1/ (uM/dK))

/ Sy Vinak

/7
N
K. 1/ [S] (1/ mM)

Sekil 2.9. Lineweaver-Burk grafigi

2.5. Asetilkolinesteraz (AChE) Enzimi

Kolinesterazlar; kolinerjik noéronun restorasyonu i¢in gerekli olan asetilkolinin, kolin ve
asetik asite hidrolizini katalizleyen bir enzim ailesidir[44]. Boceklerde ve omurgalilarda
bulunan kolinesterazlarin iki tipi vardir: Asetilkolinesteraz (E.C. 3.1.1.7) ve
biitirilkolinesteraz (E.C.3.1.1.8). Agirlikli olarak kolin esterlerini hidrolize eden spesifik
asetilkolinesteraz beyin, sinir ve kirmizi kan hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonda
bulunurken, spesifik olmayan “pseudo” kolinesteraz olarak da bilinen ve kan serumunda,
pankreasta, karacigerde ve merkezi sinir sisteminde bulunan biitirilkolinesteraz, diger

esterleri ve kolin esterlerini hidrolize eder[45,46].

AChE’1n aktivitesindeki azalma sinir sistemi rahatsizliklarina ve 6liime neden olur [47].

Asetilkolinesteraz, yaygin olarak kullanilan organofosfat pestisitleri tarafindan inhibe edilir
[48].

AChE ilk defa 1938 yilinda elektrik baliginin (Torpedo marmoreta) elektrik organindan
ekstraksiyon yoluyla saflastiriimistir [49].
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Sekil 2.10. Elektrikli yilan baligindan(Torpedo marmorata) ekstrakte edilen AChE'm
kurdele yapisi [50]

Sekil 2.11'deki reaksiyonda goriildiigii gibi asetilkolin (AX) hidrolizinde, enzim-substrat
kompleksi (EH.AX) olustuktan sonra kolin (HX) molekiilii aciga ¢ikar. Daha sonra asetik
asit (AOH) ile hidrolizlenecek asetillenmis enzim (EA) olusumunun ardindan enzim
serbest hale doner. Asetilkolin ile olan tepkimelerde k> ve ks oldukg¢a biiyiikk olup tiim

tepkime ¢ok hizli meydana gelir ve enzim rejenere edilerek serbest hale geri doner [49].

k

EH+AX S 2EHAX —>EA —5>EH+AOH

Sekil 2.11. Asetilkolinesterazin asetilkolin ile reaksiyonun sematik gosterimi

Asetilkolinesterazin aktif bdlgesi 20 A uzunlugundaki derin, dar ve elektronegatif bir
gecitte bulunur [51]. Aktif merkez esteratik ve anyonik olmak {izere iki ana alt birimden
olusmaktadir (Sekil 2.12). Katyonik ligandlar ile AChE'm baglanma hizina katkida
bulunan Onemli faktor elektrostatik etkilesimdir [52]. Anyonik bdlge asetilkoline
baglandiginda asetilkolindeki ester bagi enzimin esteratik bolgesiyle etkilesir ve esteratik

bolgedeki serin kalintisina baglanir [53].
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Ho—ﬁ'
CH, O
HSC\ +/CH3 Asetik Asit
N—CH2CH2—O—%—CH3 +
| Asetilkolin © (|:H3
Elektrostatik i H.C CH
Etkilesim ! i 3 \N/ 3
i i l
; 0 CH,CH,OH
\@/ Kolin
Serin
Anyonik Bolge Esteratik Bolge
AChE

Sekil 2.12. AChE ile asetilkolinin reaksiyon mekanizmasi [54]

2.6. Ellman Metodu

Spektroskopik yontem, enzim aktivitesinin Ol¢timiinde kullanilan yontemlerden biridir.
Asetilkolinesteraz enziminin aktivitesi Ellman yontemi ile spektroskopik olarak tayin
edilebilir. Bu yontem substrat olarak asetiltiyokolin kullanilmasiyla reaksiyon sonucunda
olusan tiyokolinin DTNB [5,5'-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit)] reaktifi ile tepkimesiyle
olusan sar1 renkli 5-merkapto-2-nitrobenzoik asitin pH 8'de UV-GB spektrofotometrede

412 nm'de absorbansinin okunmasi esasina dayanir[55].

O
/'l':/\s/IK _AChE /T:/\SH + CH,COOH
Asetiltiyokolin Tiyokolin
HoOC COOH
O,N S—S NO;
5-5'ditiyobis(2-nitrobenzoik asit)
HOOC ‘ COOH
O,N S\S/\/,L*'\ + Hs NO,

5-merkapto-2-nitrobenzoik asit

Sekil 2.13. Ellman reaktifi ile asetiltiyokolinin reaksiyon mekanizmasi
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2.7. Organofosfath Pestisitler

Pestisitler tarimda yaygin olarak kullanilmaktadir. Pestisitler, suda ¢oziinebilirliklerine
bagli olarak ya toprakta kalir ya da yiizey ve yeralt1 sularina karigir. Pestisit bozunumuyla
olusan bilesikler; bitkilerde, hayvanlarda ve su kaynaklarinda kalici olabilir ve besin
zincirinde yukar1 hareket ettikge daha konsantre olurlar [56]. Ancak bu bilesiklerin ¢ogu

son derece toksik, cogunlugu insan sagligi ve ¢evre i¢in zararlidir.

Organofosfatli pestisitler ilk olarak 1800’lerde sentezlenmis ve 1930’larda kolinerjik
etkileri tanimlanarak bocek oldiiriicti 6zellikleri kesfedilmistir [57]. Organofosfatlar, fosfor
iceren asitlerin ester, tiol ester veya anhidrit tiirevleri olup tarimda, evlerde, bahgelerde ve
veterinerlikte kullanilmaktadir. Organofosfat insektisitleri yliksek toksititede olan ve AChE
inhibisyonu vasitasiyla merkezi sinir sistemine zarar verebilen dnemli bir agrokimyasal

sinifindadir.

Organofosfat pestisitleri gilines 15181, hava ve toprakta hidroliz olarak hizlica bozunurlar.
Organoklorlu pestisitlere gore daha hizli bozulmalarina ragmen, organofosfatlar ¢ok
yiiksek toksisiteye sahiptirler [58]. Organofosfatli pestisitlerin yaygmn olarak kullanimi
cevre ve gida giivenligi agisindan sorunlara yol agmaktadir. AChE’1 geri doniisiimsiiz
olarak inhibe eden organofosfat pestisitleri ACh’nin yikimimi engelleyerek sinapslarda
asetilkolin birikimine ve asir1 uyarilmis merkezi sinir sistemine [59], duyusal ve
davranigsal ~ bozukluklara, koordinasyon bozukluguna, motor fonksiyonlarinin

baskilanmasina ve solunum yetmezligine yol acarlar.

Organofosfat insektisitlerinin toksik etkisi, AChE enziminin aktif bolgesindeki serin

hidroksil grubuyla etkilesmesi sonucunda meydana gelir. Bu durumda enzim inhibe olur

[47].
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Sekil 2.14. AChE ile organofosfat pestisitleri arasindaki reaksiyon mekanizmasi

Sekil 2.14’te sematize edildigi gibi AChE ve organofosfat reaksiyonu sonucunda olusan
fosforillenmis enzim, oksim gibi bir niikleofilik reaktif ile reaksiyona girerse (a), enzim
organofosfat-oksim kompleksinin ayrilmasiyla rejenere olur. Fakat niikleofilik bir reaktif
ile reaksiyona girmezse (b), dealkilasyon sonucunda enzim “aged” (yaslanmis) enzim

olarak adlandirilan geri doniisiimii olmayan bir forma doniisiir [60].

2.7.1. Tez cahsmasinda kullanilan organofosfath pestisit

Imidan Fosmet organofosfat insektisitlerinin organotiyofosfat altgrubuna aittir. Imidan
Fosmet; meyve ve findik agaclari, yaban mersini, tarla ve sebze bitkileri gibi karasal
bitkilerdeki bocek, giive, bit, sinek ve kene gibi ¢esitli zararlilar1 kontrol etmek amaciyla

hem tarimda hem de tarim dis1 faaliyetlerde kullanilmaktadir[61].

Imidan Fosmet erime noktast 66-69°C olan pembe ile beyaz renk araliginda olabilen
kristalin bir katidir. Fosmet diisiik buhar basincina sahip olup suda az ¢6ziinmesine ragmen
aseton, kloroform ve ksilende daha iyi ¢6ziiniir[60]. Imidan Fosmet alkalin ve notr kosullar

altinda daha az, asidik kosullar altinda daha hizli hidroliz olur[62].
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Sekil 2.15. Imidan Fosmet (O,0-dimetil S-ftalimidometil fosforoditiyoat) insektisitinin
kimyasal formiilii (Molekiil Formiilii:C11H12NO4PS2, Ma:317.314 g/mol)

Akut oral maruziyette fosmet tatli su baliklari, bal arillar1 ve omurgasiz canlilar i¢in ¢ok
toksiktir, memelilerde yetiskin viicut agirligini, dogurganligr ve yavru viicut agirliginm
azaltir[62]. Fosmete agiz ve deri yoluyla maruz kalma sonucunda kolinesteraz aktivitesi
inhibe olur. Test hayvanlarinda uzun siireli maruziyet sonucunda sarsinti, salya ¢ikarma,
dengesiz yliriiyiis, havale ve aktivite azalmasi gibi kolinesteraz inhibisyonuyla iligkili

klinik bulgular bulunmustur[61].

2.8. Piretrin ve Piretroid Pestisitleri

Piretrinler ve piretroidler tarimda ve tarim dis1 faaliyetlerde (sivrisinek kontrolii, evsel
faaliyetler vb.) kullanilan bir insektisit grubudur. Memelilere ve kuslara daha toksik olan
organofosfat pestisitleri kullaniminin azalmasiyla piretrin ve piretroid pestisitleri kullanimi
artmistir[63].

Piretrinler, Avustralya ve Afrika'da sik goriilen krizantem ciceklerinden tiiretilen botanik
bocek oldiriiciilerdir. Hedef bocek zararlilarinda felce neden olan ve sonunda 6limle

sonuglanan sinir islevini degistirerek ¢alisirlar[63].

Sentetik bir insektisit olan piretroidler, piretrinlere benzer ancak c¢evre sartlarinda
kararliliklarin1 artirmak i¢in modifiye edilirler. Tarim, ev ve bahgelerde yaygin olarak
kullanilir. Organofosfatli insektisitlerin kullaniminin azalmasiyla bu maddelerin kullanimi
giderek artmaktadir[64]. Ozellikle piretroidler yiizey suyu alanlarinin  yakininda

uygulandiginda su zehirliligi riski olusturabilirler[65].
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2.8.1. Tez cahsmasinda kullamlan piretroid pestisiti

Suda ¢Oziinmeyen renksiz bir kati olan Vantex (Etken maddesi: Gama-sihalotrin,
siklopropankarboksilik asit, 3-(2-kloro-3,3,3-trifluoro-1-propenil)-2,2-dimetil, siyano(3-
fenoksifenil)metil ester, [1R- [1o(S*),3(Z)]]-), genis spektrumlu bir insektisit olarak

kullanilir. Gamma-sihalotrin, oral ve dermal yollarla orta derecede toksiktir.

HsC CHs

Sekil 2.16. Vantex(Gama-sihalotrin) insektisitinin kimyasal formiilii (Molekiil Formiilii:
C23H19CIF3sNO3z, Ma: 449,856 g/mol)

Bal arilar1 ve bir¢cok suda yasayan organizma i¢in oldukcga toksik, kuslara ve solucanlara
kars1 orta diizeyde toksiktir. Gama-sihalotrin (GCH) gibi piretroidler suda yasayan

organizmalara kars1 yiiksek ve istenmeyen toksisiteye sahip insektisitlerdir[65].

Gama-sihalotrin (GCH), sentetik piretroidlerin [sihalotrin (CH) ve lambda-sihalotrin
(LCH)] tek, ¢oziinmiis bir enantiyomeridir ve bu kimyasal simifindaki diger insektisitlerle

ayni norotoksik etkiyi paylasir[66].

Lambda-sihalotrin konsantrasyonunun yaklagik yarisinda Gama-sihalotrininin benzer
etkilere neden oldugu toksisite testleri ile ortaya konulmustur. Biyolojik aktivitenin
lambda-sihalotrinin yaklasik iki kati olmas1 Gama-sihalotrin i¢in uygulama oranlarini1 daha
diisiikk tutmaktadir, bu nedenle her iki insektisit i¢in toksisite riskinin ayni oldugu

belirtilmektedir[67].

2.9. Immobilize AChE ile Pestisit Tayini

Sivi ve gaz kromatografi metotlar1 pestisit kalintisint 6lgmede kullanilmasina ragmen,

zaman alict olmalari, kapsamli 6rnek hazirlama prosediirleri, pahali cihazlara ve teknik
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uzmanlhiga gereksinim duymalarinin yani sira pestisitlerin anti-kolinesteraz aktiviteleri

konusunda herhangi bir bilgi vermezler [68].

Biyolojik bilesiklere dayali analitik teknikler pestisit tayininde basit bir alternatif
saglamaktadir. Cilinkii 6rnek ayirma ve temizleme basamaklari olmadan direkt analiz
miimkiin olabilir. Ozel biyoreaktif tek bir bilesigi ya da yakindan iliskili oldugu bir grup
bilesigi potansiyel olarak tespit edebilir [68]. Pestisit tespiti i¢in biyolojik sensorler
gelistirmek i¢in cesitli enzimler kullanilabilirken, yiiksek Ozgiinliikk ile hizli toksisite
taramasinin yapilmasi gerektiginde asetilkolinesteraz (AChE) enzimi tercih edilir [69].
AChE, norotoksik ajanlarin birka¢ pg/L’siyle inhibe olabildiginden olduk¢a duyarli

biyolojik tanima elemani olarak kullanilmaktadir [70].

Son yillarda asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi inhibisyonuna dayali gesitli teknikler
diistik maliyet, kolay kullanim, hizli cevap ve yiiksek hassasiyetlerinden dolay1 pestisit

tayininde arastirmacilarin ilgisini gekmektedir [2].

2.10. Asetilkolinesteraz Enzimi Uzerine Yapilan Calismalar

Ozkan ve digerleri pestisit tespitinde kullanmak iizere, Pt(I) ve Pt(IV) takil
nanopartikiilleri kalip metoduna goére hazirladiktan sonra AChE enzimini hazirlanan
nanopartikiillere immobilize etmislerdir (Sekil 2.11). Immobilize AChE’m yiiksek tekrar
kullanilabilirlik ve uzun depolama kapasitesi gosterdigini ayrica karbaril pestisiti tespitinde

basari ile kullanilabilecegini belirtmislerdir [71].
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Sekil 2.17. [4BoBPS-Sch-Pt(1V)] ve [4BoBPS-Sch-Pt(1l)] nanopartikiillerinin sentezi

Yin ve digerleri metil paraokson, karbofuran, ve foksim pestisitlerinin tayini icin
asetilkolinesteraz (AChE) enzimini, altin nanopartikiil (AuNPs) ve ipek bocegi kozasindan
ekstrakte edilen dogal bir protein olan fibroinle modifiye edilmis platin elektrot {izerine
immobilize ederek yeni ve kararli bir amperometrik biyosensor gelistirmislerdir.
Arastirmalarin sonucunda metil paraokson igin 2x10°M, karbofuran i¢in 1x10°1°M, foksim
icin 2x10°°M'lik bir tayin limitinin oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, arastirmacilara gore
ipek fibroin; enzimin aktivitesinin korunmasinda ve biyouyumlu mikro ¢evre
saglanmasinda etkili oldugu gibi, enzimin platin elektrot yiizeyinden sizmasini da
engellemistir. Altin nanopartikiiller (AuNPs), ¢alisilan proteinler i¢in tipk1 dogal sistemlere
benzeyen bir ¢evre saglayip proteinin yalitkan ozelligini azaltarak elektron transferini

kolaylastirmistir.
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Sekil 2.18. Fibroin (a), AuNPs—fibroin (b), AChE (c), AChE-AuNPs— fibroin (d)
yapilarinin UV-GB spektrumlari

Arastirmacilar, UV-GB spektrumunda goriildiigii gibi serbest AChE'm 406 nm’de
maksimum absorbans bandi gosterdigini(c), hazirlanan destege (AChE-AuNPs-fibroin)
immobilize edilen AChE’in ise 407 nm’de maksimum absorbans bandi gosterdigini(d),
boylece AChE’m kimyasal cevresinin ve yapisinin korunarak aktifligini stirdiirdiigiinii

ifade etmislerdir [72].

Kestwal ve digerleri gida Orneklerindeki pestisit tayini i¢in agoroz jel ve Ogiitilmiis
¢emenotu tohumundan (Sekil 2.19) hazirlanan membran ile AChE enzimi immobilize
edilmis altin nanopartikiillerin karisimindan olusan matriksten faydalanarak bir biyosensor

tasarlamiglardir.

(@) (b)

Sekil 2.19. Agaroz jel (a), cemenotu tohumu (b)

%92 oraninda AChE"in hazirlanan membrana tutundugunu ifade eden aragtirmacilar, enzim
aktifliginin 55 glin boyunca korundugunu belirtmislerdir. Hazirlanan matriksteki altin
nanopartikiillerin (10-20 nm ¢apli) membran igerisine esit olarak dagildigii TEM

goriintiileri  analizlerine dayandirarak agiklamiglardir (Sekil 2.20). Arastirmacilar
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hazirladiklart biyosensor araciligiyla, karbofuran, oksamil, metomil ve Kkarbaril

karbamatlari i¢in sirastyla 2, 21, 113 ve 236 nM olarak tayin limitini tespit etmistir [3].
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Resim 2.1. FH-A-AChE-GNPs membranlarindaki serbest ve immobilize Altin
nanopartikiillerin TEM goriintiileri

Yang ve digerleri Platin nanopartikiil (Pt NPs), karboksilik grafen (CGR) ve nafyon
membran ile modifiye edilmis camsi karbon elektrotu (GCE) hazirladiktan sonra, AChE
enzimini Kitosan ile capraz bag araciligiyla elektrot yiizeyine immobilize etmislerdir (Sekil
2.21). Arastirmacilar, (Pt NPs—CGR-NF) nanokompozitin miikemmel iletkenlik, kataliz ve
biyouyumlu olmasi sayesinde AChE immobilizasyonu i¢in iyi bir hidrofilik yilizey
olusturdugunu ifade etmislerdir [73].

Resim 2.2. GO(a), CGR(b), Pt NPs-CGR(c)’ ye ait SEM goriintiileri

AChE'mm hidrolizi sonucunda olusan asetik asite duyarli silika nanopartikiillere yiiklenen
Tb(II)'iin p-siilfanato-thiakaliksaren kompleksini hazirlayan Mukhametshina ve digerleri
Tb(III) komplekslerinin protonlanmasi sayesinde AChE"in hidroliz reaksiyonunu takip
edebildiklerini ifade etmislerdir. Mukhametshina ve digerleri asagidaki gibi bir

mekanizmayi 6ne siirmislerdir [74].
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Sekil 2.20. AChE'in hidroliz reaksiyonunda olusan H* 'un Th(lIl) kompleksi ile olan
reaksiyon mekanizmasi

Shriver-Lake ve digerleri, fluoresan 6zellik gosteren karboksilli polistirenden hazirlanmig
mikro kiirelere AChE immobilizasyonunu ger¢eklestirmislerdir. Daha sonra bu kiireleri
poli(N-(3-aminopropilmetakrilamid)) hidrojeli igine kapsiillemislerdir. Bdylece destek
materyalin yapisinda aminli bir yapmin da olmasina imkan saglamislardir. Bu durumun
immobilize AChE'in daha yiiksek sicakliklarda maksimum aktivite gosterdigini ifade eden
Shriver-Lake ve digerleri hidrojelli yapidaki immobilize AChE''m hidrojel ile
kapsiillenmeyen immobilize AChE’a gére 1,78x10* kat, serbest AChE’a gore ise 4,34 x
10* kat katalitik aktiflige sahip oldugunu belirtmislerdir [75].
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Sekil 2.21. AChE immobilize mikro kiire-hidrojel kompoziti sentezinin sematik gosterimi
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Saleem ve digerleri adsorbsiyonla AChE’1 immobilize ederek hem kararliliginin daha iyi
olmas1 ve hem de reaksiyon ortamindan kolayca ayrilabilmesi i¢in gozenekli silikon
yiizeyinden  faydalanmuslardir.  Karakterizasyon i¢in ~ FT-IR  spektrumundan
faydalanmislardir (Sekil 2.24a). IR spektrumlar1 karsilastirildiginda goézenekli silikon
destegine immobilize edilen enzimin varligim, 3364 cm™’de goriilen yeni ve genis bir
bandin ortaya ¢ikmasiyla kanitlamislardir. Bu genis bandin AChE'in yapisinda bulunan
hidroksil gruplarindan kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir. Ayrica 2962 cm™’deki C-H
gerilme titresimlerinin siddetinin artmasmin 1641 cm™’deki yeni ve genis bandin NH
biikiilme ve makaslama moduna karsiik geldigini, 1451-1410 cm™ araliginda keskin

sinyallerin ise C = C gerilme titresimine karsilik geldigini sdylemislerdir.

Arastirmacilar, AChE ile immobilize edilmis gozenekli silikonun floresans 6zelliginin,

serbest gozenekli silikona gore daha siddetli oldugunu ifade etmislerdir (Sekil 2.24b) [76].

Enzim immobilize gbzenekli silikon yiizey
120 = = Yalm silikon yiizey
2 1001 ’5"
= =
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Sekil 2.22. Gozenekli silikon ylizey ve enzim-immobilize gdzenekli silikon yiizeye ait FT-
IR spektrumu(a), dalga boyu-floresans yogunlugu grafigi(b)

Tiimtiirk ve Yiiksekdag ACHhE enzimini poli(etilenimin) kapli silika nanopartikiillerine
immobilize ederek enzimin optimum pH ve sicakhiginin sirasiyla 8 ve 35°C oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica immobilize enzimin daha iyi kararliliga sahip oldugunu, kullanilan
destek materyalin ucuz ve hazirlanmasinin kolay oldugunu, immobilizasyon kapasitesinin

de yiiksek oldugunu ifade etmislerdir [77].

Kumar ve digerleri cam yiizeyi (H2SO4/H202:3/1 araciligryla) hidroksilli yap1 olan silanole

dontstirdiikten (Sekil 2.25) sonra AChE '1 immobilize etmislerdir. Enzimle immobilize
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olan bu ylizey organofosfat ¢ozeltisine(malatiyon ve trikloron) daldirildiginda, enzimin
tamamen inhibe oldugunu ifade etmislerdir, inhibe olmus olan bu enzimi 1% AgNOs, 0.1%
NaBHs ve 1% trisodyumsitratin bulundugu ¢6zelti ortamina daldirdiklarinda ortamda tiyol
molekiili olusmadigi i¢in Ag nanopartikiillerin olusumunun engellenmedigini ve bu
sebeple 420 nm'de absorbansin arttigini, bunun da organofosfat konsantrasyonuyla iliskili
oldugunu ifade etmislerdir. Ag nanopartikiillerin miktarindaki artiga dayanarak malatiyon

ve trikloron pestisitlerini sirasiyla 0.455 nM ve 5.46 nM'da tespit etmislerdir [78].

Asetilkolinesteraz ~—| Inhibisyon

'__‘_;__' Sitrat kapht Ag nanopartikiilleri . . o Kismi inhibisyon

Sekil 2.23. Ag nanopartikiillleri kullanarak organofosfat pestisiti tespiti icin AChE
immobilizasyonun sematik gosterimi

Demirci ve digerleri AChE’1in immobilizasyonu ig¢in iki metot kullanmiglardir. Metotlardan
biri ACh™'in polimer ile sarilmas1 (metakrilik asit, capraz baglayici olarak N,N'-metilen-bis
(akrilamid)), daha sonra ACh* 'in uzaklastirilmasiyla olusan bosluga AChE enzimi
immobilize edilmesidir. Diger metot ise, ACh" wuzaklagtirlmadan AChE'm

immobilizasyonun yapilmasi seklindedir.
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Sekil 2.24. AChE immobilizasyonu i¢in kullanilan metotlarin sematik gosterimi

Arastirmalarin sonucunda birinci metoda gore immobilize olan AChE'in ¢evresindeki
polimerle daha kuvvetli bag yapmasindan dolay: aktifliginin ikinci metoda gore daha iyi
oldugunu ve ayrica serbest AChE’a gore aktifliginin 240 kat daha biiyiik oldugunu ifade
etmislerdir [79].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

3.1.1. Kimyasal maddeler

Deneysel ¢alismalar sirasinda kullanilan kimyasal maddelere ve firma bilgilerine asagida

yer verilmistir.

Cizelge 3.1. Kimyasal listesi

Kimyasal Madde Uretici Firma
Tris(2-aminoetil)amin polimer (200-400 mesh, 3,5-5,0 mmol/g N)
5-brom-2-hidroksi benzaldehit, 98% saflikta

PdCly, 99,9% saflikta

N,N-Dimetilformamid, susuz 99,8% saflikta

Toluen, susuz 99,8% saflikta

Aseton, 99,8% saflikta

Sodyum dihidrojen fosfat(NaH2PO4,120g/mol)
Fosforik asit (H3PO4 106,09 g/mol )

Asetik asit (CH3COOH) Sigma-Aldrich
Sodyum asetat (CH3COONa, 82,02 g/mol)
Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4,142 g/mol
Boraks/ (Na2B40O7.10H20, 201,24 g/mol )
Sodyum hidroksit ( NaOH,40 g/mol)
5,5!-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB)

Sodyum bikarbonat
AChE (elektrikli yilan baligindan izole) (518 iinite/mg, 10KU)
Asetil tiyokolin iyodiir, >98 % saflikta

Vantex Agrinova

Imidan Fosmet Supelco
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3.1.2. Cihazlar

pH metre

Jenway 3010 model pH metre cihazi, tampon ¢ozeltilerin pH’sim1  ayarlamada

kullanilmastir.

Ultraviyole — Goriiniir Bolge spektrofotometresi

UV-GB spektrumlar1 UV-1800 ENG240V, SOFT model spektrofotometre ile 700-180 nm

araliginda alinmstir.

Calkalamali, sicaklik kontrollii su banvosu

Wisebath WSB-18 model su banyosu ile ¢aligmalarda hem sicaklik kontrolii hem de

karigtirma islemi saglanmistir.

Element analizi

Element analizleri LECO, CHNS-932 Elementel Analiz Cihazi ile ODTU Merkez
Laboratuvar, AR-GE ve Olgme Merkezi’nde yapilmistir. Metal yiizdelerine ODTU Merkez
Laboratuvari’nda  Perkin  Elmer Analyst 400 marka Atomik Absorpsiyon

Spektrofotometrisi Cihazi ile yapilmstir.

GPC (Jel Gecirgenlik Kromatografisi)

Sentezlenen polimerlerin  GPC analizleri Gazi Universitesi Fen Fakiitesi Kimya

Boliimii’nde yapilmistir.

FT-IR (Fourier Transform Infrared) spektrometri cihazi

Sentezlenen tiim polimerlerin FT-IR spektrumlart Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi’nde

Mattson-1000 FT-IR model cihaz ile 4000-400 cm™ araliginda alinmistir.
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SEM/EDX (Taramali Elektron Mikroskobu / Enerji Dagilimli X-1sin1 Spektroskopisi)

(2AEPS-SalBr) ve (2AEPS-SalBr-Pd) polimerlerinin SEM/EDX’leri QUANTA 400F
Field Emission cihazi ile ODTU Merkez Laboratuvari’nda yapilmistir.

3.2. Hazirlanan Cozeltiler

Immobilize desteklerin optimizasyonu ve Imidan Fosmet ve Vantex pestisitleri {izerine
olan uygulama ¢alismalar1 sirasinda kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanmalar ile ilgili bilgi

asagida yer verilmistir.

pH 3 (NaH2PO4/H3PO4) tamponu; 6,24 g (40 mmol) NaH2PO4.2H20 (sodyum dihidrojen
fosfat) 250 mL su icerisinde ¢oziilmiistiir. Uzerine derisik 85%°lik HsPO4 ¢ozeltisinden pH

3 olana kadar damla damla eklenmistir.

pH 4 (NaH2PO4/H3PO4) tamponu; 6,24 g (40 mmol) NaH2PO4 (sodyum dihidrojen fosfat)
250 mL su icerisinde ¢dziilmiistiir. Uzerine 85%’lik HsPOa4’ten pH 4 olana kadar damla

damla eklenmistir.

pH 5 (CH3COONa/ CH3COOH) tamponu; 100 mL 0,25 M asetik asit iizerine 0,25 M
sodyum asetattan pH 5 olana kadar damla damla eklenmistir.

pH 6-9 (Na:HPO4/NaH2PO4) tamponu; 100 mL 0,25 M Na;HPOs iizerine 0,25 M
NaH2PO4 ‘tan pH 6 i¢in pH 6 oluna kadar, pH 7 i¢in pH 7 olana kadar, pH 8 i¢in pH 8

olana kadar, pH 9 i¢in pH 9 olana kadar damla damla eklenmistir.

pH 10 (Na2B4sO7/NaOH) tamponu; 100 mL 0,25 M NazB4O7 iizerine 0,25 M sodyum
hidroksitten pH 10 olana kadar damla damla eklenmistir.

Asetilkolinesteraz (AChE) enzim ¢dozeltisi; 18 mg enzim 50 mL saf suda ¢oziilmiistiir.
Hazirlanan bu ¢ozelti 1’er mL’lik hacimler halinde eppendorf tiiplere konulmus ve derin

dondurucuda -20°C’de muhafaza edilmistir.
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Asetiltiyokolin iyodiir ¢ozeltisi; 0,075 M stok substrat ¢ozeltisi hazirlamak i¢in; 0,216 g

asetil tiyokolin iyodiir tartilarak 10 mL hacim ¢izgisine kadar saf su ile tamamlanmustir.

Renklendirici (DTNB); 0,01 M DTNB ¢6zeltisini hazirlamak igin; 39,6 mg 5,5-ditiyobis-2-
nitrobenzoik asit 10 mL pH 7 fosfat tamponu ile ¢oOziiliip {izerine 15 mg sodyum

bikarbonat ilave edilmistir.

Imidan Fosmet (O,O-dimetil S-ftalimidometil fosforoditiyoat) ¢ozeltisi: 1,57 x 10° M’lik
(0,5 ppm) fosmet ¢ozeltisini hazirlamak igin 0,5 mg fosmet tartilarak 1L’lik saf su:

asetonitril (4:1) karisiminda ¢oziilmiistiir.

Vantex (siklopropankarboksilik asit, 3-(2-kloro-3,3,3-trifluoro-1-propenil)-2,2-dimetil,
siyano(3- fenoksifenil)metil ester, [1R- [1a(S*),30(2)]]) ¢ozeltisi: 1,11 x 10° M’lik (0,5
ppm) Vantex ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 0,5 mg Vantex tartilarak 1L’lik saf su: asetonitril

(4:1) karisiminda ¢oztilmiistiir.

3.3. Destek Polimerlerinin Hazirlanmasi

Bu c¢alismada, once katilma-ayrilma tepkimesine gore Schiff bazi i¢eren polimer, daha

sonra “kalip” yontemi ile Paladyum iyonu i¢eren koordinasyon polimeri sentezlenmistir.

3.3.1. (2AEPS-SalBr) polimerinin hazirlanmasi

Schiff baz1 igeren polimeri sentezlemek igin tris(2-aminoetil)amin polimeri ile 5-bromo-2-
hidroksi benzaldehitin katilma ayrilma tepkimesinden yararlanilmistir. Bunun i¢in, 20 mL
DMF’de ¢oziilmiis 0,5 g tris(2-aminoetil)amin[polimer bagli], sogutucuya baglanmis iki
boyunlu cam balona konulmustur. 80°C’de 1sitilmis geri sogutucu altinda karistirma islemi
yapilirken damlatma hunisi icerisindeki 3,5x10° mol (0,704 g) 5-bromo-2-hidroksi
benzaldehit damla damla balondaki tris(2-aminoetil)amin[polimer bagli] ¢dzeltisi iizerine
ilave edilmistir. Aldehit ¢ozeltisi eklendikten sonra 6 saat geri sogutucu altinda karistirma
ve 1sitma islemine devam edilmistir. Alt1 saatin sonunda temiz bir behere alinan karisim
oda sicakligina geldikten sonra, aseton eklenerek ¢oktiiriiliip stiziilmiistiir. (2AEPS-SalBr)
kodlu polimer, 1:1 metanol:aseton karisimi ile 3 defa yikandiktan sonra 80°C’deki etiivde 1

giin boyunca kurutulmustur (Verim 75%).
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Sekil 3.1. (2AEPS-SalBr) polimerinin sentezine ait reaksiyon mekanizmasi

3.3.2. (2AEPS-SalBr-Pd) polimerinin hazirlanmasi

Tris(2-aminoetil)amin polimeri ile 5-bromo-2-hidroksi benzaldehitin, geri sogutucu altinda
DMEF ile ¢oziilmesinden sonra PdCl, eklenerek kalip yontemine gore Pd(Il) koordinasyon
polimeri sentezlenmistir[80]. Bunun i¢in, geri sogutucuya baglanmis cam balona 20 mL
DMF’de ¢ozilmis 0,5 g tris(2-aminoetil)amin polimerinden konulmustur. 80°C’de geri
sogutucu altinda karistirma islemi yapilirken damlatma hunisi igerisindeki 3,5x107 mol
(0,704 g) 5-bromo-2-hidroksi  benzaldehit, damla damla balondaki tris(2-
aminoetil)amin[polimer bagli] ¢6zeltisi ilizerine ilave edilmistir (Sekil 3.2a). Aldehit
cozeltisi eklendikten sonra 6 saat geri sogutucu altinda karistirma ve 1sitma islemine devam
edilmistir. Daha sonra reaksiyon ortamma 10 mL DMF igerisinde 3,5x107 mol ( 0,620 g)
¢ozlinmiis metal tuzu (PdCl) ilave edilerek 12 saat boyunca manyetik karistiricida oda
sicakliginda karistirilmistir. 12 saatin sonunda temiz bir behere alinan karisim oda
sicakligina geldikten sonra, aseton eklenerek ¢oktiiriilmiistir (Sekil 3.2b). Cokelek 1:1
metanol:aseton karisimi ile 3 defa yikanmistir. Daha sonra 80°C’de, 1 giin boyunca etiivde
kurutulmustur (Verim 90%).

Br Br

[ Wi
N~pda_,
° HO ( N/
N + PdCl, —»
NN\ 2 ‘\N/\/N\J \_@
H Br H

Br

(@) (b)

Sekil 3.2. (2AEPS-SalBr-Pd) polimerinin sentezine ait reaksiyon mekanizmasi
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3.4. Destek Polimerlere AChE Enziminin Immobilizasyonu, Optimizasyonu ve
Pestisit Tayini

Asetilkolinesterazin immobilizasyonu i¢in iki boyunlu balona, ¢alisilan polimerlerden
0,5’er gram alinarak 10 mL. DMF eklenmistir. Geri sogutucu altinda 30 dk 50°C’de
isitilmistir. Balon igerisine Bolim 3.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan stok enzim
¢ozeltisinden 2 mL eklenip 12 saat geri sogutucu altinda oda sicakliginda karistirma
islemine devam edilmistir. Tepkime sonunda, kati1 maddeler asetonla yikanmis, boylece
safsizlik ve tutulmayan enzim uzaklastirilmigtir. Bunu takiben siizge¢ kdgidindan siiziiliip

etlivde kurutulduktan sonra +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.4.1. Immobilize Asetilkolinesteraz enziminin aktifligine pH etKisi

Immobilize asetilkolinesteraz enziminin aktifligine pH etkisini incelemek igin
immobilizasyonun gergeklestirildigi polimerlerden 6’sar mg alinarak yedi adet deney
tiipiine konulmustur. Uzerlerine pH tamponlarmin (pH 3-9) her birinden 4’er mL, substrat
cozeltisinden (asetiltiyokolin iyodiir) 20 pL eklenerek oda sicakligindaki ultrasonik su
banyosunda 15 dk karistirtlmistir. Karistirma isleminden sonra 50 uL. DTNB eklenerek 15
dk daha karistirma islemine devam edilmistir. UV-GB spektrofotometresi ile 412 nm’deki
absorbans degisimi izlenmistir. Bu degerler grafiklestirilerek optimum pH degerleri

belirlenmistir.

Serbest enzim ve farkli desteklere tutturulmus enzimin optimum pH degerlerinin
kiyaslayabilmek icin serbest AChE’n aktifligine pH etkisi de incelenmistir. Bunun igin,
yedi adet deney tiipii igerisine Bolim 3.2°de belirtildigi gibi hazirlanan serbest enzim

¢ozeltisinden 3 pL alinarak immobilize enzim i¢in yapilan islemler tekrarlanmistir.

3.4.2. immobilize Asetilkolinesteraz enziminin aktifligine sicaklik etkisi

Immobilize asetilkolinesteraz enziminin aktifligine pH etkisini incelemek icin
immobilizasyonun gerceklestirildigi polimerlerden 6’sar mg alinarak sekiz adet deney
tiipiine konulmustur. Uzerlerine optimum pH’daki tampon cdzeltisinden ve 20 pL stok
substrat ¢ozeltisinden (asetiltiyokolin iyodiir) ilave edilmistir. Bu ¢ozeltiye 50 uL. DTNB
eklenerek ultrasonik su banyosunda 15 dk karistirilmistir. UV-GB spektrofotometresi ile
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412 nm’de absorbans degisimi izlenmistir. Bu islem 20°C-90°C sicaklik degerleri arasinda
10’ar derecelik artislarla tekrarlanmistir. Daha sonra bu degerler grafiklestirilerek galisilan

polimerlere immobilize AChE igin optimum sicaklik degerleri belirlenmistir.

Serbest enzim ve farkli desteklere tutturulmus enzimin optimum sicaklik degerlerinin
kiyaslayabilmek i¢in serbest AChE’1n aktifligine sicakligin etkisi de incelenmistir. Bunun
icin, sekiz adet deney tiipii igerisine Boliim 3.2°de belirtildigi gibi hazirlanan serbest enzim

¢ozeltisinden 2,88 uL alinarak immobilize enzim i¢in yapilan islemler tekrarlanmustir.
3.4.3. immobilize Asetilkolinesteraz enziminin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Destek materyale tutturulmus enzimin aktifligine substrat (asetiltiyokolin iyodiir)
derisiminin etkisini incelemek i¢in AChE immobilize edilmis polimerden 6’sar mg
alinarak on adet deney tiipii icerisine konulmustur. Uzerlerine 0,075 M’lik stok
asetiltiyokolin iyodiir ¢ozeltisinden degisen miktarlarda (10-60 upL) ilave edilmistir.
Tiiplerdeki toplam hacim 4020 pL olacak sekilde optimum pH’daki tampon ¢ozeltisinden
ilave edilip optimum sicakliga getirilmis ultrasonik su banyosunda 15 dk karistirilmustir.
Daha sonra her bir tiipe 50 uL. DTNB eklenip 15 dk daha karistirma islemine devam
edilmistir. Tipler igerisinde degisen derisimlerdeki (0,18-1,12 mM) substrat ¢ozeltilerinin
meydana getirdigi absorbans degisimleri UV-GB spektrofotometresinde 412 nm de

izlenmistir.

Serbest enzim ve farkli desteklere tutturulmus enzimin Kinetik parametrelerini
kiyaslayabilmek i¢in Serbest Asetilkolinesterazin (AChE) aktifligine substrat derigiminin
etkisi de incelenmistir. Bunun igin, tiip igerisine Boliim 3.2°de belirtildigi gibi hazirlanan
serbest enzim ¢ozeltisinden 2,88’er pL alinip on tiip igerisine konulup immobilize enzim

icin yapilan islemler sirasiyla uygulanarak aktiflik tayinleri yapilmistir

Artan substrat derisimine karsi absorbans degerleri grafige gecirilmistir. Elde edilen
A 1 .
grafigin denkleminden(ax?+bx+c) egim bulunup, v = (?) X (Egm) formiilii ile her bir

derisim ic¢in hiz degerleri hesaplanmis, Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafigi ¢izilerek

Km ve Vmak degerleri belirlenmistir.
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3.4.4. immobilize Asetilkolinesteraz enziminin tekrar kullamlabilirligi

Destek materyale tutturulmus enzimin tekrar kullanilabilirligini incelemek i¢in AChE
immobilize destek materyalinden 6 mg almarak bir tiip igerisine konulmustur. Uzerine 4
mL optimum pH’daki tampon ¢ozeltisinden ve 20 pL substrat ¢ozeltisinden
(asetiltiyokolin iyodiir) eklenip 15 dk oda sicakliginda ultrasonik su banyosunda
karistirilmistir. Daha sonra tiip igerisine 50 uL DTNB eklenerek karistirmaya devam

edilmistir. UV-GB spektrofotometresinde 412 nm'de absorbans degerleri okunmustur.

Tip icerisindeki ¢ozelti kismi1 dekante edilerek uzaklagtirilmistir. Geriye kalan katinin

tizerine ayni1 islemler tekrarlanmis, bu islemlere renklenme solana dek devam edilmistir.

3.4.5. immobilize Asetilkolinesteraz enziminin depolama kararlihg

Destek materyale tutturulmus enzimin depolama Kkararliligini incelemek igin AChE
(asetilkolinesteraz) enzimi immobilize edilmis polimerlerden 6’sar mg alinarak tiiplere
konulmustur Uzerlerine 4 mL optimum pH'daki tampon ¢ozeltisi ve 20 pL stok
asetiltiyokolin iyodiir (substrat) ¢ozeltisinden eklenerek 15 dk karigtirilmistir. Her bir tiipe
50 uL DTNB eklenerek 15 dk daha karistirma islemine devam edilmistir. UV-GB
spektrofotometresi yardimiyla 412 nm’de absorbans degerleri okunmustur. Bu islem her ay
bir defa olmak iizere oda sicakliginda tekrarlanmistir. Boylece dokuz ay sonunda

immobilize enzimin aktifligini % kag¢ koruyabildigi hesaplanmustir.

3.4.6. immobilize AChE enzimi ile pestisit tayini

AChE (Asetilkolinesteraz) enzimi immobilize edilmis polimerlerden 6’sar mg alinarak alti
adet deney tiiptine konulmustur. Tiplere (4000-3050 pL) pH 8 tampon ¢ozeltisi
konulduktan sonra 20 pL asetiltiyokolin iyodiir ¢ozeltisi eklenerek ultrasonik su
banyosunda 20 dk karistirtlmistir. Bunu takiben 50 u. DTNB ¢ozeltisi ilave edilerek 10 dk
daha karistirma islemi yapilmistir. Daha sonra hazirlanan alt1 tiip igerisine sirasiyla 0 pL,

10 pL ve 50 pL olacak sekilde stok pestisit ¢ozeltisi eklenmistir.

Pestisit ilavesinden 30 dk sonra, tiipler igerisinde pestisit yoniinden farkli derisimlerdeki

sart renkli c¢ozeltilerin, belirlenen dalga boyundaki absorbans degisimi UV-GB
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spektrofotometresi yardimiyla izlenmistir. Bu ¢aligsma kullanilan madde miktarlar1 ve islem

sirast degistirilmeden Imidan fosmet ve Vantex pestisitleri i¢in ayri ayri yapilmistir.
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Bu ¢alismada, Asetilkolinesteraz enziminin (AChE) immobilizasyonunda kullanilmak
tizere (2AEPS-SalBr) ve (2AEPS-SalBr-Pd) destek polimerleri sentezlenmistir. (2AEPS-
SalBr) ve (2AEPS-SalBr-Pd) polimerleri Element analizi, FT-IR, SEM/EDX ve GPC
Ol¢timleriyle karakterize edilmistir. Daha sonra, (2AEPS-SalBr) ve (2AEPS-SalBr-Pd)

polimerlerine (AChE) enzimi immobilize edilerek optimizasyon kosullar1 arastirilmistir.

4.1. Destek Polimerlerinin Karakterizasyonu

Asagida (2AEPS-SalBr) ve (2AEPS-SalBr-Pd) polimerlerine ait goriintiilere yer verilmistir

(Resim 4.1).

(b)

Resim 4.1. Sentezlenen polimerlerin goriintiileri: a. (2AEPS-SalBr) b. (2AEPS-SalBr-Pd)

Sentezlenen polimerlerin karakterizasyonlar1 i¢in Jel Gegirgenlik Kromatografisi (GPC),

Element Analizi, FT-IR Spektroskopisi ve SEM/EDX analizleri yapilmistir.

Cizelge 4.1. Modifiye edilen polimerlerin Mw, Mn ve element analiz yiizdeleri

ilesi Hesaplanan
}?;;%( Onerilen Birim (My) PDI | My* | M, (Bulunan)
C H N Pd
(ZS,AEPS- [(CeHe)s(CasHuNaOBI] | 4 0g | 50 | goo | 8562 | 692 | 149 | 596
alBr) M., =1168 . o &% | e | o
sari
S(zfélfppsd-) [(C8H8)10(CP23|)_:||29N4OZB|’2) cos | a0 | 700 | 8078 | 673 | 304 | 608
bordo My =1200 (81,30) | (6,98) | (3,59) | (5,73)

Mw*: GPC analiz sonucuna gore agirlik¢a ortalama mol kiitlesi

Mw : Elementel analiz sonuclarina gore agirlik¢a ortalama mol kiitlesi
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(2AEPS-SalBr) ve (2AEPS-SalBr-Pd) polimerlerinin (GPC) analiz sonucunda Mw ve Mn
degerleri sirasi ile (2AEPS-SalBr) i¢in 960 ve 890 ; (2AEPS-SalBr-Pd) i¢in 840 ve 790

olarak belirlenmistir. (Mw: agirlik¢a ortalama mol kiitle; Mn: sayica ortalama mol kiitle).

(2AEPS-SalBr) ve (2AEPS-SalBr-Pd) polimerleri igin 6nerilen birime ait kiitlece ortalama
mol kiitlesi (M) ile GPC analizine gore bulunan kiitlece ortalama mol kiitlesi (Mw)

degerlerinin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir.

Kiitlece Ortalama Mol Kiitlesi

Heterojenlik indeksi (PDI), (%) formiilii ile bulunarak polimer

Sayica Ortalama Mol Kiitlesi
zincirlerinin uzunlugu hakkinda bilgi vermektedir. GPC analizi sonuglarina gore PDI
degerlerinin 1’e yakin olmasi sebebiyle sentezlenen polimerlerin zincir uzunluklarinin

birbirine yakin oldugu yorumu yapilmistir.

R T S TN R -
i Y W I\‘"t__,""“". ] il /(_ s -ﬂ\“’-.___ A [ :"_ fA /\:.I:!: .:'_ !

Yo Gegirgenlik

000 ¥aa MIOC J500 000 1440u) 1 LD

Dalga Sayist [u:m'l}

Sekil 4.1. tris(2-aminoetil)amin[polimer bagli]’a ait FT-IR spektrumu

Tris(2-aminoetil)amin [polimer bagli] polimerinin, katilma-ayrilma tepkimesi sonucunda
olusan (2AEPS-SalBr) polimerinin, kalip yontemine gore olusan (2AEPS-SalBr-Pd)
polimerinin FT-IR spektrumlarindan (sirasiyla Sekil 4.1, Sekil 4.3 ve Sekil 4.6)
yararlanilarak belirgin FT-IR frekanslar1 Cizelge 4.2°de karsilastirilmistir.
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Cizelge 4.2. Modifiye edilen polimerlerin belirgin FT-IR frekanslari (cm™)

Bilesigin Sembolii | Y oH/ V pd-N; Pd-0 V -He=N V C-H (alifatik) V C-H (aromatik)
(2AEPS-SalBr) "o | 1625, 2920
3300-3100 /-; 1633 2840 3120
-/ 2920
(2AEPS-SalBr-Pd) 600:680 1640 2840 3115

Nanokiire yapisindaki tris(2-aminoetil)amin[polimer bagli]’den hazirlanan (2AEPS-SalBr)
ve (2AEPS-SalBr-Pd) polimerlerinin SEM/EDX fotograf ve spektrumu alinarak yiizey
morfolojisi incelenmistir. SEM fotograflarindan, hazirlanan (2AEPS-SalBr) ve (2AEPS-
SalBr-Pd) polimerlerin kiire yapisini korudugu gozlenmistir. EDX spektrumunda yer alan
Pd piklerinden tris(2-aminoetil)amin polimeri ve aldehitin katilimindan olusan modifiye
olmus polimere koordine oldugu yorumu yapilmistir. EDX spektrumunda bulunan Au
elementlerine ait piklerin de analiz sirasinda polimerlerin tizerini kaplama amaglh

kullanilan Au’dan kaynaklandigi yorumu yapilmistir.

4.1.1. (2AEPS-SalBr) polimerinin karakterizasyonu

Tris(2-aminoetil)amin[polimer bagli], (2AEPS), ile 5-bromo-2-hidroksi benzaldehitin
katilma-ayrilma tepkimesi sonucunda olusan {iriin olan (2AEPS-SalBr) polimerine (Sekil
4.2) ait FT-IR spektrumu asagida verilmistir (Sekil 4.3). (2AEPS-SalBr) kodlu polimerine
ait alifatik vc.n titresimi 2920 cm™ ve 2840 cm™ de, aromatik vc.n titresimi ise 3120 cm™ de
gozlenmistir. Bu piklerin (2AEPS) polimerindeki pikler ile ayni titresim frekansinda
goriilmesi  polimerik  yapmin  korundugunu gostermektedir. —CH=N- grubunun,
(2AEPS)’daki —NH ile aldehit arasindaki katilma-ayrilma reaksiyonu sonucunda meydana

geldigi 1625 cm™ ve 1633 cm™*de goriilen piklerin ortaya cikisiyla dngdriilmiistiir [71].

Br
| OH
N
( ”
‘ N N
\N/\/ " N\
H Br

Sekil 4.2. (2AEPS-SalBr) polimerinin 6ngériilen yapisi
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%% Gegirgenlik

Dalza Sayisi (cm ‘1].

Sekil 4.3. (2AEPS-SalBr) polimerine ait FT-IR spektrumu

(2AEPS-SalBr) polimerine ait SEM fotograflarina bakilarak, polimerlerin yiizey

morfolojisinden kiire yapisinin korundugu, EDX spektrumunda Br elementinin yer almasi

nedeniyle aldehitin kiirelere takildig1 yorumu yapilmaistir.

Resim 4.2. (2AEPS-SalBr) polimerinin SEM (1000 ve 2000 biiyiitmeli) gériintiisii
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2.00 4.00 6.00 2.00 10.00 12.00 kev

Sekil 4.4. (2AEPS-SalBr) polimerinin EDX spektrumu

4.1.2. (2AEPS-SalBr-Pd) polimerinin karakterizasyonu

(2AEPS-SalBr) ve Paladyumun katilma-ayrilma tepkimesi sonucunda olusan tiriiniin (Sekil
4.5) FT-IR spektrumunun genis pikler halinde ortaya ¢ikmasi net bir yorum yapilmasina
engel olmustur (Sekil 4.6). Ancak, 1640-1645 cm™’de gériilen genis pikin -HC=N- ve
-NH- bandlarinin ¢akisma yapmasindan kaynaklandigi 6ngoriilmiistiir. (2AEPS-SalBr)’nin
FT-IR spektrumuna gore 10 cm™’lik kaymanin olmas1 komplekslesmeden dolayr oldugu
diisiiniilmiistiir. 2920 cm™ de gériilen pikin ve-Haiifatiky titresim frekansia, 3115 cm™ de
ortaya ¢ikan pikin ise Vc-Heromatik) titresim frekansina karsilik geldigi, orta siddette 600 cm™
ve 680 cm™ de goriilen piklerin vpd-n ve vpg-o  titresim frekansina karsilik gelebilecegi

Ongorilmiistiir.
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Sekil 4.6. (2AEPS-SalBr-Pd) polimerine ait FT-IR spektrumu

(2AEPS-SalBr-Pd) polimerinin SEM/EDX fotograf ve spektrumu alinarak (Resim 4.3 ve
Sekil 4.7) polimerlerin ylizey morfolojisinden kiire yapisinin korundugu, EDX

spektrumunda Pd elementinin yer almasi nedeniyle de Pd(ll) iyonunun kiirelere takildig:

yorumu yapilmistir.
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Resim 4.3. (2AEPS-SalBr-Pd) polimerinin SEM (1000 ve 2000 biiyiiltmeli) goriintiisii

PdLa

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 kev

Sekil 4.7. (2AEPS-SalBr-Pd) polimerinin EDX spektrumu

4.2. Serbest ve immobilize AChE Enzimi ile flgili Calismalar

Serbest ve immobilize AChE enziminin optimizasyon degerleri ile elde edilen kinetik

parametrelere ait verilere bu boliimde yer verilmistir.
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4.2.1. Serbest ve immobilize AChE’1n aktifligine pH etkisi

Serbest ve polimerik desteklere immobilize edilen AChE’in aktifligine pH etkisi, Boliim

3.4.1°de aciklanan yontem kullanilarak incelenmis ve Sekil 4.8’deki grafikler elde

edilmistir.

Serbest AChE (2AEPS-SalBr)-AChE (2AEPS-SalBr-Pd)-AChE
X 100 x° 100 - X 100 -
g g g | g ol
s 80 = 80 = 80
g 60 = 60 < 60
g 40 + g 40 + g 40 +
g | 5 L 3
8 20 i.% 20 5 20

0 0 0

3 5 7 9 3 5 7 9 3 5 7 9

pH pH pH
(@) (b) (c)

Sekil 4.8. Enzim aktifligine pH etkisi: Serbest AChE (a), (2AEPS-SalBr) polimerine (b) ve
(2AEPS-SalBr-Pd) polimerine (c) immobilize edilen AChE

Hem serbest enzimin hem de immobilize enzimin optimum pH’s1 8 olarak bulunmustur.
Bu durum enziminin mevcut cevresinin immobilizasyon iglemlerinden etkilenmedigi

seklinde yorumlanabilir.

4.2.2. Serbest ve immobilize AChE’ 1 aktifligine sicaklik etKkisi

Sentezlenen polimerlere immobilize edilen AChE enziminin aktifligine sicakligin etkisi
Boliim 3.4.2°de agiklanan yontem uygulanarak incelenmis ve Sekil 4.9°daki grafikler elde

edilmistir.
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Sekil 4.9. Enzim aktifligine sicaklik etkisi: Serbest AChE (a), (2AEPS-SalBr) polimerine
(b) ve (2AEPS-SalBr-Pd) polimerine (c) immobilize edilen AChE

Immobilize edilen AChE i¢in elde edilen optimum pH ve sicaklik degerleri Cizelge 4.3 te

verilmistir.

Cizelge 4.3. Sentezlenen polimerlere immobilize edilen AChE i¢in segilen optimum pH ve
sicaklik degerleri

. Optimum Sartlar
Sentezlenen Polimerler
pH Sicaklik
(2AEPS-SalBr)-AChE 8 50°C
(2AEPS-SalBr-Pd)-AChE 8 70°C

(2AEPS-SalBr-Pd) polimerine immobilize edilen AChE’in optimum sicakliginin, (2AEPS-
SalBr) polimerine immobilize edilen AChE’m optimum sicakligindan 20 °C daha yiiksek
oldugu goriilmektedir. Bu durum yiiksek sicaklik gerektiren enzim uygulamalarinda
(2AEPS-SalBr-Pd) polimerine immobilize edilen AChE’in kullaniminin daha dogru

olacagi seklinde yorumlanabilir.

4.2.3. Serbest ve immobilize AChE enziminin aktiflig¢ine substrat derisiminin etkisi

Serbest ve immobilize edilmis AChE aktifligine substrat (asetilkolin iyodiir) derisiminin
etkisi Bolim 3.4.3te belirtilen yontem uygulanarak belirlenmistir.
Her bir grafikte serbest enzim verileri referans olarak yer almak iizere elde edilen
verilerden Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafiklerdeki verilerden yararlanarak Km ve

Vmax degerleri bulunmustur.
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Sekil 4.10. AChE’in aktifligine substrat derisiminin etkisi: serbest AChE ve (2AEPS-
SalBr) kodlu polimere immobilize AChE (a), serbest AChE ve (2AEPS-
SalBr-Pd) kodlu polimere immobilize AChE (b)

Sekil 4.10°da serbest AChE, (2AEPS-SalBr) ve (2AEPS-SalBr-Pd) kodlu polimerlere
immobilize AChE igin pH 8’de ve sirasiyla 50°C ve 70°C’de ¢alisilmig, 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.

Cizelge 4.4. Serbest ve immobilize AChE i¢in kinetik parametreler

Optimum Kosullar AChE Destek Km (mM) | Vmak (mM/dk)
. serbest - 0,146 1,085
pH 8,50°C immobilize | (2AEPS-SalBr) | 1,443 0,251
. serbest - 0,118 1,680
pH 8, 70°C immobilize | (2AEPS-SalBr-Pd) | 0,680 0,157

Km enzimin substrata olan ilgisini ifade eder. Km ne kadar kiigiik olursa enzimin substrata
olan ilgisinin o kadar yliksek oldugu anlasilir. Vmak ise enzimin substrata doydugu andaki

katalitik hiz1 ifade eder.

(2AEPS-SalBr) kodlu polimere immobilize edilen AChE’in kinetik parametreleri
(Km=1,443, Vmak=0,251) incelendiginde, serbest AChE enziminin degerlerine
(Km=0,146, Vmak=1,085) gore Km degerinin immobilize AChE’da daha biiyiik oldugu
yani substrata olan ilginin serbest enzime gore daha az oldugu; hiz agisindan ise, substrat

doygunlugunda katalitik tepkimenin serbest enzime gore daha yavas ilerledigi goriilmiistiir.
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(2AEPS-SalBr-Pd) kodlu polimere immobilize edilen AChE’m kinetik parametreleri
(Km=0,680, Vmak=0,157) incelendiginde de, serbest AChE enziminin degerlerine
(Km=0,118, Vmak=1,680) gore Km degerinin immobilize AChE’da daha biiyiik oldugu
yani substrata olan ilginin serbest enzime gore daha az oldugu; hiz agisindan ise, substrat

doygunlugunda katalitik tepkimenin serbest enzime gore daha yavas ilerledigi goriilmiistiir.

Cizelge 5.4'te goruldugi gibi optimum kosullarda olan (2AEPS-SalBr) ve (2AEPS-SalBr-
Pd) polimerlerine immobilize AChE arasindaki kinetik parametreler incelendiginde ise
(2AEPS-SalBr-Pd) polimerine immobilize AChE’mn substrata olan ilgisinin yaklasik 2 kat
daha fazla oldugu ancak, susbstrat doygunlugunda katalitik tepkimenin hizinin(Vmak)
(2AEPS-SalBr) polimerine immobilize AChE igin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

(2AEPS-SalBr-Pd)-AChE polimerine immobilize AChE i¢in optimum sicaklik (2AEPS-
SalBr) polimerine immobilize AChE’a gore 20°C daha yiiksek olarak belirlenmistir. Buna
ragmen (2AEPS-SalBr-Pd) polimerine immobilize AChE’in substrata olan ilgisi daha
yiiksektir.

4.2.4. immobilize AChE enziminin tekrar kullamlabilirligi

Sentezi yapilan polimerlere immobilize edilen AChE’in tekrar kullanilabilirligi Boliim

3.4.4’te verilen yontem kullanilarak belirlenmistir.

(2AEPS-Sal-Br)-AChE (2AEPS-Sal-Br-Pd)-AChE
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Sekil 4.11. Immobilize edilen AChE’m tekrar kullamlabilirligi: (2AEPS-SalBr) polimerine
immobilize edilen AChE (a), (2AEPS-SalBr-Pd) polimerine immobilize edilen
AChE (b)
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Yapilan yirmi (20) adet 6l¢iim sonucunda, (2AEPS-SalBr) polimerine immobilize edilen
AChE aktifliginin %29,86’sin1 korurken, (2AEPS-SalBr-Pd) polimerine immobilize edilen
AChE’1n aktifliginin % 42,02’sini korudugu bulunmustur.

4.2.5. immobilize AChE enziminin depolama kararhhg

Immobilize AChE’1n oda kosullarinda saklanmas1 ve aktivitesini ne kadar siireyle devam
ettirdigini takip etmek i¢in depolama kararliligi deneyleri Boliim 3.4.5°te belirtilen sekilde
gerceklestirilmistir. Elde edilen UV-GB spektrumlarinda 412 nm’deki absorbans degerleri
dikkate alinarak zamana karsi % bagil aktivite grafikleri c¢izilmistir. Her ay alinan
ol¢timlere 12 ay boyunca devam edilip elde edilen verilerden Sekil 4.12°deki grafik elde

edilmistir.

(2AEPS-Sal-Br)-AChE (2AEPS-Sal-Br-Pd)-AChE
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Sekil 4.12. Immobilize AChE’mn zamana bagh gosterdigi bagil aktiflik: (2AEPS-SalBr)
polimerine immobilize AChE (a), (2AEPS-SalBr-Pd) polimerine immobilize
edilen AChE (b)
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(2AEPS-SalBr) polimerine immobilize AChE enziminin 12. ay sonunda bagil aktifliginin
%32,18’ini, (2AEPS-SalBr-Pd) polimerine immobilize AChE enziminin 12. ay sonunda
bagil aktifliginin %42,41’ini korudugu belirlenmistir. (2AEPS-SalBr-Pd) polimerine
immobilize edilen AChE i¢in depolama kararliliginin daha iyi olmast AChE ile destek

arasinda daha kuvvetli bir etkilesim gerceklestigi seklinde yorumlanabilir.
4.2.6. immobilize AChE enzimi ile pestisit tayini
Polimerik desteklere immobilize edilen AChE (Asetilkolinesteraz) enzim aktifliginin

inhibisyonu iizerine pestisitlerin (Imidan fosmet, Vantex) etkisi Boliim 3.4.6’da anlatildig1

sekilde gerceklestirilmistir. Polimerik desteklere immobilize edilen AChE’in bagil
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aktivitesi lizerine pestisitlerin etkisi ile ilgili grafikler Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’te,

412nm’deki absorbans degisimlerine ait degerler Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da verilmistir.

Abs —— (2AEPS-Sal-Br)-AChE Abs —— (2AEPS-Sal-Br-Pd)-AChE
——(2AEPS-Sal-Br)-AChE + 10 ul fosmet ——(2AEPS-Sal-Br-Pd)-AChE + 10 ul fosmet

09 ¢ (2AEPS-Sal-Br)-AChE + 50 l fosmet 09 ¢ (2AEPS-Sal-Br-Pd)-AChE + 50 pl fosmet
06 | 06 |
0,3 0,3

0| ‘ ‘ A, Dalga 0 / ‘ ‘ \ A, Dalga

370 420 470 520 Boyu 370 420 470 520 Boyu

(@) (b)

Sekil 4.13. AChE’in bagil aktifligi lizerine Imidan fosmet pestisitinin etkisi: (2AEPS-
SalBr) polimerine immobilize AChE (a), (2AEPS-SalBr-Pd) polimerine
immobilize (AChE) (b)

Cizelge 4.5. Immobilize AChE’m % bagil aktiflikleri iizerine Imidan Fosmet pestisitinin

etkisi
- Bagil Aktivite %
Ek'ﬁgﬁﬂ;gﬁ's't (2AEPS-SalBr)- | (2AEPS-SalBr-Pd)-
AChE AChE
0 L 100 % 100 %
10 uL 94,89% 86,36%
50 uL 39,90% 41,01%

Immobilize AChE ve onun substrati olan asetiltiyokolin iyodiir (ATCh) ile verdigi
reaksiyon ortamina; bir organofosfat pestisiti olan Imidan fosmet, farkli hacimlerde (0 pL,
10 pL ve 50 pL) ilave edildiginde AChE’in bagil aktivitesinde belirgin bir disiis
gozlenmistir. 50 pL pestisit ilavesinde (2AEPS-SalBr) polimerine immobilize AChE’m
bagil aktivitesinin %39,90’ 11, (2AEPS-SalBr-Pd) polimerine immobilize AChE’in bagil

aktivitesinin %41,01’ini korudugu belirlenmistir.
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Abs —— (2AEPS-Sal-Br)-AChE Abs  — (2AEPS-Sal-Br-Pd)-AChE
——(2AEPS-Sal-Br)-AChE + 10 ul vantex ——(2AEPS-Sal-Br-Pd)-AChE + 10 pl vantex
09 F (2AEPS-Sal-Br)-AChE + 50 pl vantex 09 * (2AEPS-Sal-Br-Pd)-AChE + 50 ul vantex
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Sekil 4.14. AChE’in bagil aktifligi lizerine Imidan fosmet pestisitinin etkisi: (2AEPS-
SalBr) polimerine immobilize AChE (a), (2AEPS-SalBr-Pd) polimerine
immobilize (AChE) (b)

Cizelge 4.6. Immobilize AChE’1n % bagil aktiflikleri iizerine Vantex pestisitinin etkisi

Eklenen Pestisit Bagil Aktivite %
Hacimleri (2AEPS-SalBr)- (2AEPS-SalBr-Pd)-
AChE AChE
OuL 100 % 100 %
10 uL 90,46% 87.84%
50 puL 47,25% 52.47%

Immobilize AChE ve onun substrati olan asetiltiyokolin iyodiir (ATCh) ile verdigi
reaksiyon ortamina; pretroid pestisiti olan Vantex, farkli hacimlerde (0 pL, 10 puL ve 50
uL) ilave edildiginde AChE’n bagil aktivitesinde belirgin bir diisiis gozlenmistir. 50 pL
pestisit ilavesinde (2AEPS-SalBr-Pd) polimerine immobilize AChE’in bagil aktivitesinin
%47,25’ini, (2AEPS-SalBr-Pd) polimerine immobilize AChE’in bagil aktivitesinin

%52,47’sini korudugu belirlenmistir.

4.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Calismada once AChE enzimini immobilize etmek icin destek materyalleri sentezlenip
karakterizasyonlart (FT-IR, GPC, SEM/EDX ve element analizi ile) yapilmigtir. Daha
sonra sentezlenen destek polimerlerine AChE enzimi immobilize edilmistir. Immobilize
AChE enzimi i¢in optimum ¢alisma kosullar1 (pH ve sicaklik), kinetik parametreler (Km
ve Vmak) belirlenip, immobilize AChE’in biyokataliz ozellikleri tespit edilmistir.
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Polimerik desteklere immobilize edilen AChE’mn aktifliginin inhibisyonu iizerine

pestisitlerin (Imidan fosmet, Vantex) etkisi incelenmistir.

(2AEPS-SalBr) ve (2AEPS-SalBr-Pd) polimerlerine immobilize AChE i¢in optimum pH
degerleri serbest enzimin de optimum pH degeri ile aym1 bulunmasi enzimin

mikrogevresinin immobilizasyon kosullarindan etkilenmedigi yoniinde degerlendirilebilir.

Immobilize enzimin, serbest enzime gore daha yiiksek sicakliklardaki ¢alisma sartlarinda

kullanilabilecegi gortilmiistir.

Km degerlerine bakilarak (2AEPS-SalBr-Pd) polimerine immobilize edilen enzimin
substratina olan ilgisinin (2AEPS-SalBr) polimerine immobilize enzime gére daha fazla

oldugu gortilmiistiir.

AChE enziminin pestisitler tarafindan inhibe edilmesi prensibine dayanilarak
gerceklestirilen caligmalarda, immobilize AChE’in c¢ok diisiik miktardaki pestisit

varliginda enzim aktifliginin 6nemli dl¢tide etkilendigi bulunmustur.

4.4. Oneriler

Asetilkolinesteraz enziminin optimum kosullar1 ve kinetik parametrelerinin gelistirilmesi
icin farkli Schiff bazi iceren polimerlere immobilizasyon c¢alismalarinin yapilabilecegi

diistiniilmektedir.

Gelistirilen polimer enzim sisteminin atik su bertarafinda kullanilabilirligi, sentezlenen
polimerlere  baska  enzimlerin  immobilize  edilebilirliginin  arastirilabilecegi

ongoriilmektedir.

Gelistirilen polimer enzim sisteminin su ve gida gibi farkli 6rneklerde Imidan fosmet ve
Vantex pestisitlerinin belirlenmesinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilacak yeni
caligmalarla diger pestisitlerin belirlenmesinde de gelistirilen polimer enzim sisteminin

kullanilabilirliginin arastirilabilecegi 6ngoriilmektedir.
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ACHE 1k defa 1938 wilinda elektrik bahfmin { Torpedo marmorata) elekink orgamndan ekstraksiyon
voluyla saflastinlmustir. Kolinesteraz, asetilkolin hidrolhize etme yvetenegine saluptir. Sistematik adi EC
3.1.1.7 dir ve entrositlerde, karacigerde, dalakta, sinmir uglarinda, beynin gri cevherinde bulunmustur.
Dogal substrat olan asetilkolinin (AX) hidrolizinde, enzim-substrat kompleksi (EH.AX) olusumunu,
kolin molekiiliiniin (HX) agi@a ¢ikisit ve ardindan asetik asit (AOH) ile hidrolizlenecek asetillenmis
enzim (EA) formu olugur, daha sonra tekrar enzim serbest formuna déner [1, 2].

Bu cahsmada; Pd(Il) kompleksinin takilmas: igin tris(2-aminoetil)amine polimerinden faydalanildi.
Once, tris(2-aminoetil)amin ile salisilaldehit tirevinin katlma-ayrilma tepkimesi sonucunda yeni Schiff
baz igeren polimer sentezlendi. Kalp yontemine gre de Pd(1I) kompleksi sentezlendi [3]. Hazirlanan
destek polimere AChE enzimini immobilize edilerek optimum ¢ahsma kogullan ve destek materyalin
enzime karsi ilgisi belirlendi. Optimum pH= § olarak bulunurken, sicakhk 70 °C olarak tespit edildi. Bu
sartlardaki Km/Fmax degerleri 0.678 mM /0.232 mM min™' olarak bulundu.
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Introduction

Recently there has been a considerable interest in the
material chemistry of nanoparticules involving metal
ion because of their potential medicine and industrial
applications [1]. The use of nanoparticules in medicine
and more specifically drug delivery is set to spread
rapidly. Nanoparticules involving metal ion play a very
important role not oaly in chemical remsctions
(enzymatic reactions) in the human body but also in
industrial chemical processes [2]. AChE biosensors
have been used to detect unknown toxic mixtures, but
there are some problems with the identification of toxic
mixtures in samples. Therefore, new methods are being
investigated by authors. One of these methods is the
immobilization of enzymes onto nanospheres. There has
been an increase in studies on enzyme immobilization
on nanospheres due to their small size and large surface
area4.5 Nanospheres are useful for improving the
operational  stability of immobilization. Therefore
enzyme immobilization into  or onto  various
nanoparticles has been proposed and reported.

Experimental

To prepared such a support, the N-{2-[Bis(2-
aminoethyl jamino|ethyl }aminomethyl-polystyrene
(ZAEPS) reacted with 2-bromo salicylaldehyde by
means of condensation method.

4.1 Immaobilization of ACKE on nanomaterial
(ZAEPS-8alBr)

After dissolving enzyme in pure water (50 mL, 3.6 x 10-
4 gLy, 2AEPS-SalBr polymer (0.5 g) was placed toa 2
mL of 3.6 x 107" gL of AChE. This solution was
diluted to 10 ml and at room temperature in a shaking
water bath for 8 h. The immobilized polymer was
separated and the free enzyme was removed by washing
with phosphate buffer and then stored at + 4 °C.

Conclusion

The apparent kinetic parameters of the immobilized
enzyme and free enzyme were compared, and this
showed that the Michaelis constant (Km) of the
immobilized AChE was higher than that of the free
AChE. while there was a significant difference in the
maximum reaction rates | Fmax).
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Figure I Mechanism for the catalvtic activity of AChE

Kinetic parameters were studied for free AChE and
immobilized AChE optimum at pH=8.0 and optimum
temperature (50 °C). Km/Fmax values were calculated
from Lineweaver-Burk plots for immobilized AChE to
the novel support, 1443 mM and 0251 mMmin"'
respectively for 50 °C. patterns because they may not be

reproduced properly.

Table IKinetic parameters (Kn/Vinax; mMinM min™)
jor free ACRE and immobilized AChE

pH | Temp. Km/VFmax
(*C) (mM/ mM
min"")
Free Enzvme ) 30 0.146/1 85
ACKE-2AEPS- b 50 1.443/0.251
SalBr
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