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OZET

Bu cahsmada, oncelikle, (amimometil)polistiren (APS) ile Furfural (Fur), 5-
metilfurfural (5-Fur-CHs) ve 5-nitrofurfural’in (5-Fur-NOy), katilma-ayrniima
reaksiyonu sonucunda (¢ adet yeni Schiff bazi iceren polimerler
sentezlendi.Modifiye olmus tum polimerlerin yapis1 FT-IR, GPC ve HPLC ile
spektral analizleri yapildig: gibiytzey yapist SEM-EDX analizi ile incelendi.

Daha sonra, (APS-Fur), (APS-Fur-CHs3) ve (APS-Fur-NO;) kodlu modifiye
olmus polimerler,Glukoz oksidaz (GOy) enzimi ile immobilize edildi. Serbest ve
immobilize GOy tzerine sicakhk, pH, tekrar kullamm, depolama kararhhg gibi
parametrelerin etkisi arastirlldi. (APS-Fur)ve(APS-Fur-CHs)’e immobilize
edilen enzim icin, iki adet optimum pH belirlenmis olup,bunlar siras: ile 6,0 ve
8,0 dir. (APS-Fur-NO;)’ya immobilize edilen enzimin optimum pH s1 ise 4,0
olarak bulundu.(APS-Fur)’e immobilize edilen enzim harig, diger tim polimer
desteklerine tutturulan enzimin optimum siakhg 80 °C olarak belirlenirken bu

polimer icin optimum siakhk 60 °C olarak belirlendi.

Km ve Vmak degerleri her bir polimer destegine tutturulan enzim igin
hesaplanarak,(APS-Fur) destegi icin pH= 8’de 0,8245 mM ve 0,4683 mM.dak™
ve pH= 6’da 0,3740 mM ve 0,3860mM.dak™, (APS-Fur-CHs) destegi icin pH=



8’de 0,1401 mM ve 0,2348 mM.dak™ vepH= 6’da 0,4402 mM ve 0,2817mM.dak’
ve (APS-Fur-NO,)destegi icin pH= 4’de 0,0830 mM ve 0,3032 mM.dak*olarak
hesapland.
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ABSTRACT

Polymer-bound Schiff-base ligands were prepared from
(aminomethyl)polystyrene (APS) and furfural (Fur), 5-nitrofurfural (5-NO-Fur)
and 5-methylfurfural (5-CHs-Fur). Firstly, all of the modified polymers were
characterized on the basis of FT-IR, GPC and HPLC 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 (APS), furfural (Fur), 5-
nitrofurfural (5-NO-Fur) and 5-methylfurfural (5-CHs-Fur) modified polymer.
The influence of temperature, pH and reusability, storage capacity on the free
and immobilized Glucose oxsidase were investigated. Kinetic parameters were
calculated as (APS-Fur) support to pH= 8 at 0,8245 mM and 0,4683 mM.dak™
and pH= 6 at 0,3740 mM ve 0,3860mM.dak™, (APS-Fur-CHj;) support to pH= 8
at 0,401 mM and 02348 mM.dak® andpH= 6 at0,4402 mM and
0,2817mM.dak *and (APS-Fur-NO,)support to pH= 4 at 0,0830 mM and 0,3032

mM.dak *calculated as a.
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1. GIRIS

Cesitli fonksiyonel gruplar igceren polimerlerin sentezi ve uygulamalar: ile ilgili
calismalarin, son yillarda hizla cesitlenerek arttizi gortlmektedir. Ozellikle
koordinasyon polimerlerinin mekanik ve termal dayaniklilig: artirdig, katalitik etki
gosterdigi su vb. kirliliginin kontrol edilebilmesi ve biyoinorganik sistemlerde
kullanilabilmesiyle birlikte, bu ttr polimerlerin sentezi ve karakterizasyonu Uzerine

caligmalar dikat cekici olmaya baslanmistur.

Metal iceren ve radikalik olarak polimerlesmesi saglanan vinil ferrosenin
sentezlenmesi ile meydana gelen ilk koordinasyon polimerinden sonra, metal iceren

polimerlerin sentezi ile ilgili calismalar gliniimiize kadar devam etmektedir [6].

Iginde bulundugumuz yillar degerlendirildiginde Schiff bazi takilipolimerler ileilgili
sentez ve karakterizasyonlarin devam ettigi, hatta koordinasyon polimeri ad: altinda

calismalarin yayginlastigi gorulmektedir [2].

Kaynak arastirmalari sonucunda, (aminometil)polistirene Furfural (Fur), 5-
metilfurfural (Fur-CHj3), 5-nitrofurfural (Fur-NO;)’in takilmasi sonucunda olusan
modifiye edilmis polimerlerin immobilizasyon 0Ozelliklerinin calisilmasinin dikkat
cekici olabilecegidistnilmustir. Bu amacgla (aminometil)polistirene,Furfural ve
turevleri takili polimerler sentezlenerek, hem —CH=N- grubundaki N atomunun,
hemde furan turevlerinde bulunan oksijenin enzimler ile hidrojen bagi yapabilme
kabiliyetinden  dolayiglikoz oksidaz  enziminimmobilizasyon  6zelliklerinin

arastirilmasi hedeflenmistir.

Tezin ilk bélumunde, (aminometil)polistiren ve Furfural (Fur), 5-metilfurfural (Fur-
CHy), 5-nitrofurfural (Fur-NO,)in katilma-ayrilma reaksiyonu sonucundaSchiff bazi
iceren polimerlersentezlenmis, daha sonra glikoz oksidaz enzimi immobilize

edilmistir. Serbest ve immobilize enzimin aktifligine etki eden sicaklik, pH, substrat



konsantrasyonu, depolama siiresi gibi cesitli parametrelerin etkisi ve immobilize

enzimin tekrar kullanilabilirligi incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Schiff Bazlan

Ik defa Alman kimyac1 Hugo Schiff tarafindan 1869’te sentezlenen, primer amin ve
aktif karbonil grubunun kondenzasyonundan elde edilen,béylece icerisinde azometin
grubu bulunduran bilesiklere Schiff bazlar1 denir [1].Schiff bazlar1 iyi bir azot donor
ligandidir. Dondr ligantlar koordinasyon bilesigi olusumunda metal iyonuna bir veya

daha fazla elektron cifti vermektedir [2].

Ligant olarak, koordinasyon bilesiklerinin sentezinde kullanilan Schiff bazlarin
sentezi ve uygulamalariile ilgili bir¢cok bilim insaninin ¢alismalart mevcuttur. Schiff
bazlar: yapilarinda bulundurduklariatom ve atom gruplarindan dolay: renklidirler. Bu
nedenleboya endustrisinde Ozellikle tekstil boyaciliginda pigment olarak
kullaniimaktadir [3]. Aromatik aminlerin Schiff bazlari bazi reaksiyonlarda oksijen
tasiyici olarak polimer teknolojisinde, antistatik madde olarak kullanilmaktadir [4].
Schiff bazi komplekslerininantikanser aktivite 6zellik gostermesinden dolayitip
dunyasindaki 6nemi giderek artmaktadir ve kanserle micadelede reaktif olarak

kullanilabilmesilizerine arastirmalar siirmektedir [5].

Schiff bazi olusum mekanizmasinin, iki basamaktan olustugu bilinmektedir. Birinci
basamakta, nikleofilik 6zelligi olan amin, karbonil karbonuna katilir. Arkasindan
azot bir protonunu kaybeder bu sirada oksijene bir proton baglanir. Ikinci basamakta

ise, protonlanan —OH grubu ortamdan su olarak uzaklasir [6].

1.Basamak katilma

2.Basamak ayrilma



+
OH OH2 N
ht - H,0 + -H B

Sekil 2.1. Schiff bazinin olusum mekanizmasi

Schiff bazi olusumunda salisilaldehit,o-naftaldehit ve piridin-2-aldehitlerin yaygin
olarak kullanilmasmin nedeni, sentez sirasinda Kkararli Urtnler olusturabilmesidir
[7,8]. Ancak bunun yanisira tiyofen aldehit furfural, pirol aldehit gibi bes halkal:
aromatik aldehit veya aminlerin kullanilarak Schiff bazlarin sentezi (zerine
caligmalarin yapildigi gorulmektedir [9,10]. Kaynaklar incelendiginde furfuralin
deney kosullarinda farkli molekullerle sentezinin ¢ok yaygin olmadig: gorilmktedir.
Bunun nedeni furufuralin hava oksijeni ile polimerlesme 6zelligine sahip olmasidir.
Bunun yanisira, furfuralin endustri alaninda yaygin bir sekilde kullaniimasi farkl:
bilim alanlart igin dikkat ¢eken aldehit olmustur. Fufural ve turevleri, fiberglas
kompozitlerin yapiminda [11], plastik yalitim kopuklerin elde edisinde [11]
kullanilmasi1 nedeniyle endustri alaninda buyik bir 6neme sahiptir. Furfurahn,
doymus hidrokarbonlarin doymamis hidrokarbonlardan ayirabilmesi gibi segici bir
cozlicu Ozellik gostermesinden dolay:, petrolin rafine edilmesi sirasinda
kullaniimaktadir [12]. Furfural, fenol ve formaldehit gibi aromatik bilesikler ile
katilma-ayrilma  tepkimeleri  vererek  farkli  Gzelliklere sahip  regineleri

olusturabilmektedirler[13].

2.2. Schiff Baz Iceren Polimerler

Schiff bazi takili polimerler ile ilgili ilk caligmalar 1960’11 yillarda Delman ve
arkadaslar1 tarafindan yapilmistir [14]. Ana ve yan zincirlerinde azometin
(-CH=N-) bulunduran polimerlerin farkli reaksiyonlar goéstermesinden dolay: son

yillarda kimyacilar tarafindan blyuk bir ilgi ile arastirilmaktadir.



Schiff bazi iceren polimerler metallerle kompleks olusturma yetenegine sahip gruplar
icerdiklerinden, polimer selatlarin olusumunda metallerin ve diger kompleks

olusturucu maddelerin ayrilmasinda kullanilmaktadir [15].
Suja N.R ve Yusuff M. isimli arastirmacilar Polistiren destekli Schiff bazlari olan ve

asagida formdilleri verilen, PSOPD ve PSHQAD kodlu drinleri sentezlemislerdir
[16].

}—(i >—CH—CI }—< >—
“NaHCo, cHo = j@

=

PSOPD

Hekzamgtllen OHC N
tetramin =~
cre 2N NaOH CHLNR, + j:\ :©
a HO™ "N
Crx
N~ ~OH

PSHQAD

Sekil 2.2. (PSOPD) ve (PSHQAD) kodlu Schiff bazlarinin sentezi

Bunun icin ¢ikis maddesi olarak klorometilli polistiren den faydalanarak aldehit
takili polistireni elde etmiglerdir. Boylece Schiff bazi iceren polimeri (PSOPD)



hazirlamak icin o-fenilendiamin ile katilma-ayrilma tepkimesini gerceklestirmislerdir
(Sekil 2.2).

PSHQAD kodlu Schiff bazi igeren polimeri sentezlemek icin amin takili polimeri
sentezledikten sonra, 3-hidroksikinoksalin-2-karboksaldehit ile katilma ayrilma
tepkimesi ile drlnd elde etmislerdir (Sekil 2.2). Daha sonra kobalt(ll), nikel(ll),
bakir(Il) iyonlarin  PSOPD ve PSHQAD kodlu urinler ile komplekslerini
sentezlemiglerdir.Sentezlenen tum kompleksleri karakterize eden arastirmacilar,
mumkin geometrik yapiyr 0nermek icin element analizi, FT-IR, TGA, ylzey

analizlerinin yani sira magnetik 6l¢ciimdende faydalanmislaridir [16].
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Sekil 2.3.Dort digli ligant ve o’nun Co(ll) kompleksinin sentez rotasi



Dort digli ligant olan, N,N’-bis(asetilasetato)o-fenilendiamin Schiff bazi-Cobalt (I1)
kompleksini polimere immobilize eden Gupta ve arkadaslar1 polimerizasyon igin
stirenden faydalanmislardir (Sekil 2.3). Once N,N'’-bis(asetilasetato)o-fenilendiamin
Schiff bazmi daha sonra bu Schiff bazin Co(ll) kompleksini sentezleyerek polimere
immobilize etmislerdir. Karakterizasyon sonucunda hem metalli hem de metalsiz iki
ana Urinin meydana geldigini belirtmislerdir (Sekil 11, 111). Polimer tabanli Schiff
bazi-Cobalt(11) kompleksinin katalitik aktivitesini arastiran Gupta ve arkadaslari
H20,’in bozunma hizinin hem heterojen hem de homogen ortamda ayni oldugunu
ifade etmisleridir [17].

Radhakrishan T. ve arkadaslar1 poli(akrilamit)’i hazirladiktan sonra amid yapisinin
varligini ispatlamak i¢in ninhidrinden faydalanmiglardir. Amid ve ninhidrin arasinda
olan Urinin mavi rengi polimer yapisinda amidin varhigini gostermistir. Poli(2-
aminoetil)akrilamidi hazirlayan arastirmacilar azo tirevlerini iceren sekiz farkh
aldehit ile reaksiyona sokmuslar bdylece Schiff bazi iceren polimeri
sentezlemiglerdir. Polimer tabanl Schiff bazlarinin Mn(ll), Fe(l11), Co(ll), Cu(ll),
Ni(ll) ve Zn(ll) iyonlarin1 bulundugu ortamdan tutulma kapasitelerini
arastirmiglaridir. Radhakrishan T. ve arkadaslari, tutunma kapasitesinin Fe(lll) >
Cu(ll) > Ni(l)~ Mn(I)~ Co(ll) > Zn(ll) seklinde artan bir sirada oldugunu
belirlemiglerdir [18].

Q NH; Q NH
Il NHEM Il e
(P)—C-NH, "2 & —C -NH
| 200, 6 aaal
Poliakrilamid Poli{ 2-aminoetilakrilamid

Sekil 2.4.Poli(2-aminoetil)akrilamid’in hazirlanisi

Metaloporhibrinlerin  kataliz ve biyolojik materyalde kullanimlarmin 6nem

kazanmasi nedeniyle, Tessymol Mathew ve Sunny Kuriakose polistiren destekli



porhibrinleri Schiff bazi olusturarak sentezlemisler ve Elektron Spin Rezonans ile

yapismi arastirmiglaridir (Sekil 2.5). Daha sonra Bakir(I1) ve Gumus(I1) iyonlarmn ile
komplekslerini sentezleyerek karakterize etmislerdir [19].

|—©—0f\ G'NHZ

hatTend

NH2

Sekil 2.5. Porhibrin selatin yapis1

Y-zeolit’te bulunan —NH; grubu Uzerine (sekil 2.6) 2-hidroksi benzaldehit’in
kondenzasyonu sonucunda Schiff bazinin sentezlendigini (sekil 6(b)) spektroskopik
yontemler ile agiklayan Sahar ve arkadaslari 1-propenin oksidasyonunun 373 K de
O, ortamina gerek kalmadan gergeklestigini agiklamiglardir [20].
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I | | | |
050 000 /TN 2T\
\ |/ \ I/ 0 f) o 0 E 0
Si |Si
(C:Hz)s G o
NH N=
2 [OREE 38
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Sekil 2.6.HY-Zeolit tizerindeki bagsiz ATPSsal Schiff bazi1 (A) ve HY-OTS zeolit
uzerinde kismi modifiye olmus ATPSsal bagsiz Schiff bazi (B)



Organo kilden olusan bir yap1 Schiff bazi ile modifiye eden Lagadic IL, dnce 3-
aminopropyltriethoxysilan ile MgCl,.6 H,O’yla birlikte kil tabakas1 hazirlarken amin
uclu yapilar elde etmistir (Sekil 2.7). Daha sonra salisilaldehit, 5-klorosalisilaldehit
ve 2-pridinkarboksialdehit ile kildeki aminler arasinda olusan Schiff bazini
sentezlemistir. Lagadic IL, selat grubunun sterik etkisi arttikga kil katmalar:

arasindaki hacmin arttigin1 XRD ile belirlemistir [21].

MgCL.6H,0 + (BtO);8i” "N,

lNaOH

\_ inorganik tabaka < ;—OH He— >

< >—OH
NH2 NH2 ‘(,) O_OH HO— /_\
NH2

N, n=! NI

[  inorpanik tabaka z z ('J (,J

[\ inorgarik tabaka |

| \ inorganik tabaka |

Mg-APTES-SA
Sekil 2.7.Inorganik yiizeye bagl selat gurplar: icin 6ngériilen yapilar

Gonza’lez-Arellano ve arkadaslari, MCM 41 destek materyali (zerine yaptiklar:
arastirmada 2-tert-butil-4-metil-6{(E)-[(2S)-1-(1-arilmetil)pirolidinil]Jimino}
metilfenolii (aril: fenil, 1-naftil, 2-naftil) iceren Schiff bazlarin1 ve onlarin Pd(Il)
komplekslerini  (Sekil 2.8) sentezleyip, karakterize ederek bu tir Pd(Il)
komplekslerinin katalizor olarak kullanilabilecegini s6ylemislerdir [22]

D
_ —N
5 — O~ i /\Pd/ A
—o LL o “oAc
K >—NH
NH > R=fenil:3Pd-(destek)
4 R=1-naftil:4Pd-(destek)

R=2-naftil:5Pd-(destek)

Sekil 2.8.2-tert-biitil-4-metil-6{(E)-[(2S)-1-(1-arilmetil)pirolidinil]imino}
metilfenolden hazirlanan Schiff bazi-Pd kompleksinin yapisi
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El-Sonbati ve arkadaslar1 2-substitiie anilin ve sinnamaldehit ile Cu(ll), Pd(ll),
UO.(I1), Rh(I11) ve Pd(1V) den hazirlanan polimerlerin IR, elektronik, *H ve *C-
NMR spektrumu ile beraber elementel analiz, termogravimetrik ve manyetik
duyarliik Olctimlerini yaparak, koordinasyon sayilarini belirlemislerdir [23]. Bu
arastirmacilar c¢alistiklari polimer icerisinde hem tioazolin hem de Schiff bazi

formunun (Sekil 2.9) birlikte oldugunu ifade etmislerdir.

T
CH
HN/’

i S i s

Sekil 2.9.Sentezlenen polimer igindeki tiazolin (A) ve Schiff bazi (B) formu

Daha sonra 1,4-bis(2-hidroksifenilazometin)fenilen’den hazirlanan Schiff bazi iceren
polimerin Ti(l11), Cr(111), Fe(l11), Mn(11), Ni(ll) ve Cu(ll) tuzlar: ile komplekslerini
sentezleyip yapisin1 (Sekil 2.10) karakterize eden Aswar ve Bhave isimli
arastrmacilar, termal kararliligin farkli metallerde farkli o6zellik gosterdigini
belirtmiglerdir. Termal kararlilik ile ilgili siranin; Ni(ll1) > Cu (1) > Mn(ll), Cr(l1) >
Ti(l11) > Fe(l11) seklinde oldugunu ifade etmislerdir [24]

—n

Sekil 2.10.1,4-bis(2’-hidroksifenilazometin) kompleksinin yapisi

Kumar ve Mathew, %2 mol DVB-, EGDMA-, BDDMA-, HDODA- ve
TTEGDA(Sekil 2.11.a) iceren, polistiren destekli Schiff bazlarinin sentezi,

karakterizasyonu ve bunlardan hazirlanan metal komplekslerinin katalitik
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aktivitelerini  arastirmiglardir. Polisitiren destekli Schiff bazini1 sentezlerken

salisilaldehit ve dietilentriaminden faydalanmiglardir.

=g
5%&%&%%{?

Stiren EGDMA BDDMA HDODA TTEGDA

(@)
CH ;OCH.CI
CH, Cl
SnCI

Sekil 2.11. (a) Stiren ve cesitli capraz baglayicilar
(b) Polistirenin klorometilasyonu

Bu kompleksler Fe(l1), Fe(l11), Co(ll), Ni(ll) ve Cu(ll) metal iyonlar1 ile yapilmustir.
Polimer-metal komplekslerinin katalitik aktivitelerini arastirmak icin, hidrojen
peroksidin  bozunma reaksiyonu model reaksiyon olarak secilmistir. Metal
iyonlarinin komplekslesmetirleri ve polimer destegindeki capraz bagli gruplarin
katalitik aktivite tzerine etkisi ile ilgili detayli bir arastirma yapmslardir [25].

2.3.Enzimler ve Enzim immobilizasyonu
2.3.1. Enzim
Kimyasal reaksiyonlarin bir cogu kendiliginden olurken, bazi reaksiyonlarin belirli

bir hizla gerceklesmesi icin katalizore ihtiyag duyarlar. Katalizorler reaksiyon

sirasinda bir degisime ugramazlar [26]. Katalizorler herhangi bir kimyasal tepkimeye
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girmemelerine ragmen aktivasyon enerjisini dislrerek reaksiyonun hizlanmasini

saglarlar [27].

Enzimler, biyolojik yapilardaki reaksiyonlarin uygun kosullarda gerceklesmesini
saglayan ve bu reaksiyonlari diizenleyen biyokatalizorlerdir [28]. Enzimler de diger
katalizorler gibi katalizledikleri reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini (Ea) dislrip
reaksiyonu hizlandirirlar [27]. Enzimler yiksek molekil agirligina sahip protein
yapili biyolojik katalizorlerdir. Enzimler tepkimenin Kkinetigini etkilerken,
tepkimenin termodinamigi Uzerinde bir etkisi yoktur [29].Enzimler, hiicre iginde
reaksiyonlaringerceklesmesine yardimci olurkenyan rlin olusturmazlar ayrica,

reaksiyonun verimi %100 dur.

Bazi enzimler katalitik etki gosterebilmek icin proteinden baska bir metal iyonuna,
protein olmayan organik bir bilesige veya bunlarin her ikisine birden ihtiyac duyarlar
[30]. Enzimlerin sahip olduklar: bu iyon veya bilesige Kofaktér, bu kofaktorelere
sahip enzimlere ise Koenzim denir. Enzimlerin protein kismina Apoenzim denir. Her

ikisine birden de Haloenzim adi verilir [31].

Enzimlerin immobilizasyonu biyoteknolojinin en 6nemliuygulama alanlarindan
biridir. Enzimler disuk sicaklikta yiksek katalitik etkinlikleri ve biyobozunur
Ozellikte olmalarindan dolayi, immobilizasyon olduk¢a avantajli bir yontemdir.
Reaksiyon ortamindan kolayca ayrilmasi ve tekrar tekrar kullanimi sayesinde,
immobilize enzimin kullanimi Gretim maliyetlerindaha dislk olmasina yardimci olur
[32].

Enzimler cesitli kaynaklardan elde edilirlerki bunlar, pepsin, katalaz gibi enzimlerin
elde edildigi hayvansal organ ve dokular, papain ve fisin gibi enzimlerin eld edildigi
bitkisel dokular, amilaz, glikoz oksidaz gibi enzimlerin elde edildigi

mikroorganizmalar olmak (zere gruplandirilabilen biyolojik kaynaklardir.
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2.3.2 Glukoz oksidaz enzimi

Glukoz oksidaz Aspergillus niger ve Penicillium notatum gibi kuflerden elde edilir.

Penicillium notatum Aspergillus niger

Sekil 2.12. Glukoz Oksidaz enziminin elde edildigi kiflerin goriintisu

Bunlara yiuksek organizmali bitkiler ve hayvanlarda rastlanmamistir. Glukoz oksidaz
enzimleri ayr1 kaynaklardan elde edilmis olsalar bile benzerlik gosterirler. Molekul
agirhiklari genel olarak 160,000-180,000 Daarasindadir. Bir mol enzim 2 mol FAD
icerir ve izoelektrik noktalar1 yaklasik pH 4.2°dir. Uygulamalarda en yaygin
kullanilan Glukoz Oksidaz, molekil agirligi 186,000 olan ve A. Niger’den elde
edilen dimerdir [33].

Glukoz oksidaz, glukozu oksijen molekulinin varhginda glukonik asite donustdrdr.
Reaksiyon sonunda indirgenmis olan H,O, olusur. H,O,, glukoz oksidaz enzimini
olusturan kuflerde bulunan katalaz enzimi ile su ve oksijene ayrisir[34].

3-D-Glukoz + O, + H,O &» Glukonikasit + H,0,

Glukoz oksidaz, glukozun glukonik asit ve H,O,’ye oksidasyonu tepkimesinde
katalizor olarak gorev alir [35]. Bu oksidasyon glukozun icerdigi flavin adenin
dinukleotid (FAD) kofaktoriindeki bir redoks degisimi ile gerceklesir [36].Glukoz
oksidazin etkinlik gosterdigi optimum sicaklik 40-50°C,optimum pH’in ise 4,5-6,0
oldugu bilinmektedir [37].
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Turuncgil sulari, gazli igecekler, bira, sarap, mayonez ve salata soslarinda kullanilan
glukoz oksidaz, gidalarda ¢o6zinmis halde bulunan oksijeni tutarak acilasmayi
engeller. Balda ylksek miktarda bulunur glukoz oksidaz, dogal koruyucu gorevi
gorur. Cinkd, balin ylizeyinde bulunan glukoz oksidaz, atmosferdeki oksijen gazini
hidrojen perokside indirger ve bunun sonucunda antimikrobiyel bir bariyer

olusturulmus olur.

2.3.3.Enzim immobilizasyonu

Enzimler, reaksiyonlari ¢ok yuksek hizda katalizledikleri igin, canli organizma
disinda kullanabilme fikri ortaya atilmis ve ilk olarak 1926 yilinda Sumner tarafindan
ureaz enzimi kristal olarak elde edilmistir. Bu caligmanin arkasindanbirgok
organizmadanenzimler izole edilmis ve kristalize formlarda piyasaya sunulmustur
[29].

Bir reaksiyonun ilerlemesine yardimci olan enziminserbest olarak kullanilmasi,
reaksiyon ortamindan enzimin istenilen anda alinamamasina ve uygulamalarin
kontroliniin zor olmasina neden olmaktadir.Ayrica, reaksiyonu istenilen anda
durdurmak icin ortama eklenilen inhibitor, enzim tarafindan Kirlenilen ortama yeni
bir kirlilik katmaktadir ki kirliligin artmasi maliyeti artirmaktadir. Tekrar kullanmak
icin enzimi ortamdan almak da imkansizlagsmaktadir. Yukarida bahsedilen, bu
sorunlardan dolay: enzimlerin bir tasiyiciya baglanip ya da bir matrikse hapsedilip
kullanilmas:1 son zamanlarda Ozellikle endustriyel acidan 6nem kazanmis ve bu

yontemin teknolojik uygulamalarina 6nem verilmistir[28].

Enzim teknolojisinin en pratik ve en c¢ok gelisen yollarindan birisi
immobilizasyondur. immobilizasyon’un kelime anlami"tutuklanmis, hareketi
smirlandiriimas, ¢6ziinmez hale getirilmis” demektir. Immobilizasyon, enzimlerin ya
da mikroorganizmalarin fiziksel ve/veya kimyasal yontemlerle Kkatalitik aktifligini
koruyarak, tekrar ve strekli kullanimimi saglamak amaciyla organik veya inorganik

tastyicilara tutturulmasidir [29].
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2.3.4. Enzimlerin immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyon yontemleri farkli sekillerde smiflandirilmalarina ragmen

genel olarak kimyasal ve fiziksel olmak tzere iki ana baslik altinda toplanabilir.

1) Kimyasal yontemler
a) Kovalent baglama
b) Capraz baglama

c) iyonik baglanma

2) Fiziksel yontemler

a) Adsorpsiyon ile immobilizasyon
b) Hapsetme ile immobilizasyon

- Mikrokapsul ile hapsetme yontemi

- Kafes tipi hapsetme yontemi

Kovalent baglama

Cogunlukla enzim yapis1 ve fonksiyonel gruplarin bilindigi durumlarda kullanilir.
Kovalent baglanma ile immobilizasyon iki basamakta gerceklesir. Ilk basamakta
destek maddesinin aktiflestirilmesi, ikincisinde ise enzimin kovalent baglanmasi
seklinde olur. Destek maddesi; karboksil, hidroksil, amino gibi fonksiyonel gruplar
bulundurmalidir [29].

Kovalent baglanma ile enzim immobilizasyonun’un en biyik avantaji, baglarin cok
kuvvetli olmasindan dolay: her tirli ortamda kullanilabilir olmasidir. Enzim destek

materyali Gzerinde yer aldigindan substrat ile kolay temas eder [38].

Bu yontemin dezavantaji ise destek materyali ile enzim arasinda siki etkilesim

sonucunda enzimin dogal konfarmasyonu bozulabilir [39].
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[ DESTEK

Sekil 2.13.Kovalent Baglanma ile immobilizasyonunun Gésterimi

Capraz baglama

Proteinin molekuller arasi caprazlanmasi temeline dayanir [40]. Bir enzimin
kendisine caprazlanmas: pahali vede yetersizdir. Bunun nedeni proteinin bir kismi
tasiyict gibi davranmaktadir. Capraz baglanma ile immobilizasyonungogunlukla
baska bir yontemle kullanilmas: daha elverislidir. Genellikle kovalent baglanma ile
birlikte kullanilir. Enzim tasiyict matrise bag ajanlar1 ile ¢apraz kovalent baglarla
baglanmig oldugundan, desorpsiyon oldukca az olur. Capraz baglanma igin en ¢ok
kullanilan bag ajani glutaraldehittir [41,42].

Capraz baglanma reaksiyonlar1 zor kosullarda meydana gelir. Kosullarin zor olmasi
enzimin aktif bolgesinde konformasyonel degisiklige sebep olabilir. Bunun
sonucunda 6nemli miktarda aktivite kayb1 olabilir. Capraz baglanmada enzim ile
tasiyict arasindaki baglar cok kuvvetli oldugundan pH, sicaklik ve iyon siddetinde
degisim meydana gelmesi sonucunda enzim tasiyicidan ayrilmaz ve kararliligini
korur [41].

Sekil 2.14.Capraz Baglanma ile Iimmobilizasyonun Gaésterimi
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Iyonik baglanma

Iyonik baglanma, enzimin iyon degistirici ajanlar bulunduran ve suda ¢éziinmeyen
bir tasiyiciya iyonik olarak baglanmasina dayanir. Tasiyict olarak genellikle iyon
degistirici merkezlere sahip olan polissakaritler ve sentetik polimerler kullanilir.
Enzim tasiyictya kolaylikla baglanir. Iyonik baglanma yontemindeki immobilizasyon
kosullar1 kovalent baglanmaya gore daha ilimhdir ve bu yizden enzimin
konformasyonel yapisinda ve aktif bolgelerinde ¢ok az degisiklik gozlenir. Bundan

dolayr immobilize olmus enzimin aktivitesi cogu zaman yuksektir[43].

Adsorpsiyon ile immobilizasyon

Bu immobilizasyon yontemi, enzimin suda ¢6zinmeyen bir tasiyict ylzeyine
baglanmas: temeline dayanmaktadir [40]. Enzim tasiyiciya hidrojen baglari,
hidrofobik etkilesim ve van der Waal’s kuvvetleri veya bunlarin tamaminin birlesimi
gibi fiziksel etkilesimlerle baglanir. Bu kuvvetler ¢ok zayif olmalarina ragmen yeterli

bir baglanmanin gergeklesmesini saglayacak sayidadir [43].

Adsorpsiyonun en bulylk avantaji genellikle bag ajanina ihtiya¢ duymamasidir.
Baglanma fiziksel kuvvetlerle oldugu icin enzimin konformasyonel yapisinda
oldukc¢a az degisiklige neden olur. Dezavantaji ise enzimin tasiyiciya zayif baglarla
baglanmasindan dolay: sicaklik, pH veya iyonik siddetteki degisimler ya da ortama

substrat ilave edilmesi enzimin tasiyicidan ayrlmasina yol acabilir [43].

[-_-- DESTEK-----]

Sekil.2.15.Adsorpsiyon yontemi ile immobilizasyonun gdésterimi
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Tutuklama ydntemi

Tutuklama yontemiyle immobilizasyonda enzim kafes gorevi géren polimer matris
veya membran icerisinde tutulmaktadir. Bu tutulmada substratin iceri girmesine izin
verilirken, protein iceride muhafaza edilmektedir. Tutuklama ydnteminin kovalent
baglanma ve gapraz baglanmadan farki enzimin c¢ozeltide serbest olmasi, ancak jel
matris ya da membran igerisinde tutularak hareketinin kisitlanmasidir. Bu nedenle
tutuklama yonteminin genis uygulanabilirlik alan1 vardir [44,43].Y6ntemin
dezavantaji ise, ylksek molekil agirlikli substratlarin enzime zor tutunmalari ve

tastyicilarin yeniden elde edilememesidir. [45].

3
®

Sekil 2.16. Enzimin Bir Tasiyic1 icerisinde Tutuklanmas:

Mikrokapsiul ile hapsetme ydntemi

Mikrokapsul tipi tutuklamada enzim yari gecirgen polimer membran igerisinde
tutuklanir. Bu immobilizasyon metodunun avantajlari enzim ve substrata genis yuzey
alan1 saglamasi ve sadece tekli enzimler igin degil, farkli tipte enzimlerin de ayni
prosedirle immobilize edilebilir olmasidir. Metodun dezavantajlari ise yuksek
molekil agirhikli substratlara uygulanamamasi, enzimin bazi durumlarda inaktive
olmasi, enzimin membran duvarina yapismas: ve mikrokapsullerden enzimin

damlamas: sayilmaktadir [46].
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Sekil 2.17. Enzimin Bir Kapsul icinde hapsedilmesi

Kafes tipi hapsetme ydntemi

Kafes tipi hapsetme yontemi, ¢apraz bagli polimerlerin bosluklar: iginde enzimin
tutulmas: esasina dayanir. Bu yontemde enzim igeren monomer ya da polimer
cozeltilerine uygun bir kimyasal baslatict UV 1sinlar1 uygulayarak yiiksek oranda
capraz bagl bir polimer agi olusturulur. Enzim molekulleri fiziksel olarak polimer
kafes icerisinde tutulur ve jel matriksin disina ¢ikmaz, fakat substrat ve riin surekli
kafes icine giris-¢ikis yapabilir. Enzim kimyasal degisime ugramaz. Ayrica bu
yontemle farkl fiziksel formlarda suda ¢oziinmeyen enzim turevleri hazirlanabilir.
Jelatinimsi bir yapiya sahip enzim tirevleri, immobilize bir enzimin hem duzenli

hem de duizensiz yizeyler izerinde kolayca depolanmasini saglar [47].



3.MATERYAL VE METOD

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

3.1.1 Kimyasal maddeler

Kimyasal Madde

DMF

Aminometil polistiren

Furfural

5-metilfurfural

5-nitrofurfural

Glukoz Oksidaz

Sodyum Dihidrojenfosfat(NaH,PO,, 120 g/mol )
Fosforik Asit (H3PO4 106.09 g/mol)

Sodyum Asetat (C,H3NaO,, 82.02 g/mol)
Disodyum hidrojenfosfat (Na;HPO4,142 g/mol )
Boraks/(Na;B4O7, 201.24 g/mol )

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

Fenol (94,11 g/mol)

Peroksidaz enzimi(Bayir turbundan)

3.1.2. pH metre

Temin Edilen Uretici Firma
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Orion pH metre 420 Amodel pH metre, tampon ¢ozeltileri ayarlamak icin kullanildi.

3.1.3. Calkalamah su banyosu

ST 402 NUVE marka sicaklik kontrollii su banyosu kullanildi.
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3.1.4. SEM - EDX (Taramah Elektron Mikroskobu-)

Numuneler 2nm Au ile kaplanarak QUANTA 400F Field Emission cihazi

kullanilarak ODTU merkez laboratuarlarinda yapildi.

3.1.5. Ultraviyole-gorunir bolge spektrumu

UV-GB spektrumlar1 UV-1800 ENG240V, SOFT model spektrofotometre ile 800-

200 nm araliginda DMF ¢0zucisu iginde alindh.

3.1.6.GPC (Buytklikce ayirma)

Molekulleri tanecik blylkliklerine gore ayiran GPC, Waters 1500 Series model

kromotografisi ile yapild1.
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4.DENEYSEL BOLUM

4.1. Polimerik Schiff Bazlarnmn Hazirlanmasi1 (Genel Yontem)

Schiff bazi ve karbinolamin iceren polimerler geri sogutucu altinda 70°C de
sentezlendi. Geri sogutucuya bagli cam balona (Aminometil)polistiren DMF de
cozllerek konuldu. Geri sogutucu altinda kaynatma ve karistirma islemleri yapilirken
damlatict muslugu agilarak DMF de ¢Ozulmis aldehit ¢ozeltisi balondaki polimer
cozeltisi Uzerine yaklasik 10 dakikalik bir sure iginde damlatildi. Aldehit ¢6zeltisinin
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 uzaklastirild:r ve etiivde

kurutuldu.

4.1.1. (APS-Fur) polimerinin sentezi

1 g (Aminometil)polistiren (1 g, 0,5-1,0 mmol/g -NH2 yiiklu) 2 boyunlu cam balona
alinarak 20 ml DMF de ¢6zuldu. 0,11 mL (1 mmol) furfural’in 10 ml DMF i¢inde
oda sicakliginda ¢ozilerek hazirlanan ¢6zeltisi, damlatma hunisine konularak bolim
4.1’de acgiklanan yonteme gore sentezi yapildi. Sentezlenen (APS-Fur) polimerleri 24

saat etiivde kurutuldu.

4.1.2. (APS-Fur-CHj3) polimerinin sentezi

1 g (Aminometil)polistiren (1 g, 0,5-1,0 mmol/g -NH2 yiikli) 2 boyunlu cam balona
alinarak 20 ml DMF de ¢ozildd. 1 mmol (0,14 g) 5-metilfurfural’in 10 ml DMF
icinde oda sicakliginda ¢ozilerek hazirlanan c¢ozeltisi, damlatma hunisine konularak
bolim 4.1°de agiklanan yonteme gore sentezi yapildi. Sentezlenen (APS-Fur-CHs)

polimerleri 24 saat etiivde kurutuldu.
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4.1.3. (APS-Fur-NO,) polimerinin sentezi

1 g (Aminometil)polistiren (1 g, 0,5-1,0 mmol/g -NH2 yiklu) 2 boyunlu cam balona
alinarak 20 ml DMF de ¢6zuldd. 1 mmol (0,15) 5-nitrofurfural’in 10 ml DMF iginde
oda sicakhiginda ¢Ozulerek hazirlanan ¢ozeltisi, damlatma hunisine konularak bolim
4.1°de acgiklanan yonteme gore sentezi yapildi. Sentezlenen (APS-Fur-NOy)

polimerleri 24 saat etlivde kurutuldu.

4.2.(APS-Fur), (APS-Fur-CHs) ve (APS-Fur-NO,) Polimerlerinin

Immobilizasyon slemleri

4.2.1. Enzimin immobilizasyonu

5,9 mg B-glukoz oksidaz, 10 ml DMF ¢0zeltisinde ¢Ozuldukten sonra 20 ml DMF
cOzeltisinde c¢oziinmus 1 g polimerin Uzerine ilave edildi. Karisim 3 saat oda
sicakliginda manyetik karistirict Gzerinde karistirlarak immobilizasyon reaksiyonun
gerceklesmesi saglandi. Reaksiyon sonunda polimerler siiztlerek alindi ve muhtemel
monomer yapilar1 uzaklastirmak icin seyreltik aseton ile yikandi Immobilize

enzimler +4°C de muhafaza edildi.

4.2.2. Serbest p-glukoz oksidaz enziminin aktifligine pH etkisi

Serbest B-glukoz oksidaz enziminin aktifligine pH etkisini incelemek igin, tup
icerisindecalisilan pH degerlerinde (3,0-9,0) hazirlanan tamponda ¢6ziinen enzime
glukoz ilave edilip oda sicakligida karistirildi. 4-Aminoantipiren(10 mg), fenol(20
mg)ve peroksidaz enzimi 0,5 mg)eklendikten sonra UVv-GB

spektrofotometresiyardimiyla 498 nm absorbansdegerlerinde okundu.

4.2.3. immobilize edilen B- glukoz oksidazin aktifligine pH etkisi

Immobilize enzimin10 mg aktifligine pH etkisini incelemek icin cesitli pH larda

(3,0-9,0) Bolim 4.2.2°de belirtilen islemler gergeklestirilerek aktiflik tayini yapild.
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4.2.4. Serbest p-glukoz oksidaz enziminin aktifligine sicakhgin etkisi

Serbest B-glukoz oksidaz enziminin aktifligine sicakligin etkisini bulmak igin, tip
icindeenzimin optimum pH daki tampon ¢ozeltisinde ¢ozlinen enzime glukoz ilave
edilerekcalisilan sicaklikda (20°C-90°C) karistirildi. 4-Aminoantipiren (10 mg),Fenol
(20 mg)ve Peroksidaz enzimi (0,5 mg) eklendikten sonra UV-GB
spektrofotometresiyardimiyla 498 nm de absorbansdegerleri okundu ve enzimin

aktifligi tayin edildi.

4.2.5. immobilize edilen - glukoz oksidazin aktifligine sicakhgin etkisi

Immobilize enzimin (10 mg), aktifligine sicakhgin etkisini incelemek icin farkl
sicakliklarda (20-90 °C) Bolum 4.2.4°de belirtilen islemler uygulanarak aktiflik
tayinleriyapildu.

4.2.6. Serbest p-glukoz oksidaz enziminin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Serbest B-glukoz oksidaz enziminin aktifligine derisimin etkisini incelemek igin, tup
icinde bulunan farkl: derisimlerdeki glukoz ¢ozeltisine (40 mM-0,5 mM) serbest -
glukoz oksidaz ilave edilir. 4-Aminoantipiren(10 mg), Fenol (20 mg)ve Peroksidaz
enzimi (0,5 mg), eklendikten sonra ¢alkalamali su banyosunda 30 dk bekletilerek ve
UV-GB spektrofotometresiyardimiyla 498 nm deki maksimum absorbansdegerleri
okundu. Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafigicizilerek Km ve Vmax degerleri

belirlendi.

4.2.7. Immobilize edilen B- glukoz oksidazin aktifliginesubstrat derisiminin

etkisi

Immobilize enzimin (10 mg), aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek igin
farkl derisimlerde glukoz ¢ozeltisine (40 mM-0,5 mM) BoOlum 4.2.6°da belirtilen

islemler uygulanarak aktiflik tayinleri yapildi.
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4.2.8.immobilize edilen p-glukoz oksidazintekrar kullamlabilirligi

Immobilize enziminin (300 mg), tekrar kullanilabilirligini incelemek igin, tiip her bes
(5) glinde bir enzimin optimum pHdaki tampon ¢6zeltisinde ¢6zlinen enzime glukoz
ilave edilip 2 saat oda sicakliginda karistirildi. 4-Aminoantipiren (10 mg), Fenol (20
mg)ve Peroksidaz enzimi (0,5 mg) eklendikten sonra enzimin optimum sicakhiginda
30 dk karistirlldi.  UV-GB  spektrofotometresiyardimiyla 498 nm de

absorbansdegerleri okundu.

4.2.9. immobilizasyon islemlerinde kullamlan tamponlarin hazirlans:

pH: 3 (NaH;PO4/H3;PO,) tamponu:
6.24 g (40 mmol) NaH,PO4.2H,0 (sodyum dihidrojenfosfat) 250 mL su icerisinde
cozilur. Uzerine derisik % 85'lik HsPO,' den pH: 3 oluncaya kadar damla damla

eklenir.

pH: 4 (NaH,PO4/H3;PO,) tamponu:
6.24 g (40 mmol) NaH,PO4.2H,0 (sodyum dihidrojenfosfat) 250 mL su icerisinde
cozilur. Uzerine derisik % 85'lik HsPO,' den pH: 4 oluncaya kadar damla damla

eklenir.

pH: 5 (sodium acetate/acetic acid) tamponu:
100 mL 0,25 M asetik asit tzerine 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 Nay;HPOQO, lzerine 0,25 M NaH,PO,dan pH: 6 icin pH 6 oluncaya
kadar,pH: 7 icin pH 7 oluncaya kadar, pH: 8 icin pH 8 oluncaya kadar, pH: 9 i¢in pH

9 oluncaya kadar damla damla eklenir.
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pH: 10 (Na,B,O;/NaOH)tamponu:
100 mL 0,25 M Na;B4O~lizerine 0,25 M sodyum hidroksitten pH: 10 oluncaya kadar

damla damla eklenir.

Glukoz ¢ozeltilsinin hazirlamisi (40 mM-0,5 mM):

40 mM stok glukoz cozeltisi hazirlamak igin; 0,3693 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 c¢ozeltisinden seyreltilerek hazirlandi.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

5.1. Schiff Bazi Takih Polimerin Karakterizasyonu

(Aminometil)polistiren (APS) ve furfural turevlerinin katilma-ayrilma tepkimesi
sonucunda Schiff bazlarmin olustugu FT-IR spektrumu ile degerlendirildi.
Farkliliklar1 daha iyi vurgulamak icin APS polimerinin FT-IR spektrumu ile ilgili
degelendirmeler, Aynaci E. [48] ve Bozkir E. [49] tezlerinden alind1.

Asagida modifiye edilmis (APS-Fur), (APS-Fur-CHs;) ve (APS-Fur-NOy) polimerine
ait goruntuler verilmistir.Gorintilerden anlasidigr gibi farkli yan dallara ait
furfuralin APS polimerine takildikga olusan Griinun renginin degistigi gorilmektedir.
—H, -CH; ve —-NO;, grubu baglandik¢a polimerlerin rengi koyu kahverengi ye dogru

.
v

degismektedir.

-
s

|
(7

(APS-Fur)(APS-Fur-CHs) (APS-Fur-NOy)
Sekil 5.1. Sentezlenen polimerlerin kati haldeki fotograflari
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(APS-Fur), (APS-Fur-CHjs) ve (APS-Fur-NO2)polimerlerininkapali bir tip i¢inde
DMF ¢6zuclsinde tg¢ gun boyunca karisrildiktan sonra alinan buyuklikge ayirma
(GPC) spektrumu sonunda Mw ve Mn degerleri sirasi ile, 878 ve 860; 874ve 862 ve
881 ve 867 olarak belirlenebilmistir (Mw: agirlikca ortalama mol kitle; Mn: sayica

ortalama mol kutle).

H T ) ) o T T T ' T k]
28,00 30,00 52,00

T T T T B L P ™7 T St o |
2850 3000 3050 00 M50 2O0 IS0 3300 3350
WhnLes

Resim5.1. (APS-Fur) i¢in alinan buyiklikce ayirma (GPC) spektrumunun bilgisayar
ekranindakigoriintusu

5.1.1. Reaksiyon Baslangicinda kullanmilan (Aminometil)polistiren (APS)

(APS) polimerinde1543 cm™’de ortaya ¢ikan pikin Snw2 titresim frekansina, 3440-
3400 cm™’de goriilen genis pikin ise v NH2(asim, sim) titresim frekansina karsilik geldigi
on goralda (Sekil 5.2).
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100

Gecrgenlilk %o
v
=}

80 -

; -1
Dalga Say1s1 (em )

Sekil 5.2. (APS) polimerinin FTIR spektrumu

2920 cm™ ve 2850 cm™ de gériilen piklerinise, ve.niitai) titresim frekansina, 3060
cm® ve 3021 cm™ de ortaya ¢ikan zayif piklerin VcH(aromatiky titresim frekansina
karsiik geldigi dustnilmektedir. 1947 cm™, 1878 cm™, 1808 cm™ de gbriilen
piklerin ve_novertontar) titresimine karsilik geldigi 6n goruldu[50].

Furfural ve tlrevleri ile katilma-ayrilma tepkimesi veren (APS)’ninSEM-EDS/ EDX
goruntu ve spektrumu alinarak (Resim 5.2.) modifiye olan polimerlerin yizey

morfolojisi ve EDX/EDS spektrumu ile karsilastirildi.

Resim 5.2. (APS) polimerinin SEM (120 ve 500 buyultmeli) gérintisu
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Element (APS)

Cc 97,22

@) 1,36

Sekil 5.3. (APS) polimerinin EDS spektrumu

Sekil 5.3’de goruldugu gibi APS polimerin yapisindaki elementler EDX/EDS’ye
gore bulunan elementler ile uyumludur. Dusik ytzdede Oksijenin polimerin nem
absorblamasindan kaynaklandigi sOylenebilir. Calisilan tiim polimerlerde SEM
goruntulerinin net alinabilmesi icin 0n islem olan, Au ile drneklerin kaplanmasi
nedeniyle EDX spektrumlarinda Au’nin gorilmesi, polimerleri Gzerine tutturmak
icin kullanilan yapiskan bandin yapisindan veya kullanilan azot gazi gecisi sirasinda
yapida Cl, gazmin eser halde bulunmasindan dolayr Cl atomununortaya

ciktigisoylenebilir. EDX/EDS spektrumlarinda azot ylizdesi tain edilememektedir.
5.1.2. (APS-Fur) Polimeri

Asagida (APS-Fur) polimerine ait FTIR spektrumu gorilmektedir.(APS-Fur)
polimerine ait alifatik vc. titresimi 2920cm™ ve 2850cm™ de, belirgin aromatik

ve titresimi ise 3060 cm™ ve 3021 cm™ de gdzlenmistir. Ayrica vc.-rovertontar)
titresimleri ise 1947 cm™, 1878 cm™ ve 1808 cm™ de gozlenmistir(Sekil 5.2.A). Bu
piklerin APS polimerindeki pikler ile ayni titresim frekansinda gorulmesi polimerik

yapmin korundugunu gostermeketedir. Ancak 3500-3400 cm™ araliginda genis pikin



31

olmast modifiye olmus polimerin H;O’yu adsorplamasindan kaynaklandigi
séylenebilir. -CH=N- grubunun katilma sonucunda meydana geldigi 1612 cm™’de
gorulen keskin pikin ortaya ¢ikisindan dolay:r 6n goraldi (Sekil 5.4.B).Ayrica 836
cm™ de gozlenen yeni pikin fufural halkasina ait oldugu disunulen vpaka titresimi
(Sekil 5.4.C). olarak 6n goruldi [50].

100

Gegirgenlik %o

.3',5[‘;“] 25&)[]'.. _...lsml..__ ...5[][]'.

1.
Dalga Savis1 (cm )

Sekil 5.4. (APS-Fur) polimerinin FTIR spektrumu

Arka sayfada goOruldigt gibi, (APS-Fur) polimerlerinin  mikro  kire
yapilarindadegisiklik olmamistir. Bu sonug ise bize polimerik yapilarin korundugunu
gostermektedir. (APS-Fur) polimerlerine ait EDS degerlerine gore oksijen elementin
yuzdesi, (APS)’ninkinden daha fazla bulunmustur. Bu sonuca, (APS) polimerine

karbonil bulunduran aldehitin takildiginin bir gostergesi olarak bakilabilir.
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Resim 5.3. (APS-Fur) polimerinin SEM (120 ve 500 biytltmeli) gorintusu

c Element (APS)
C 88,75
o) 10,38
@M <07
— =HC\ /
0
080 160 240 320 400 480 560 640 720 keV

Sekil 5.5. (APS-Fur) polimerinin EDS spektrumu

Sekil 5.5’de goruldagt gibi (APS-Fur) polimerin yapisindaki elementler EDS
spektrumuncabelirlenebilmistir. Oksijen elementinin ylzdesinin APS polimerinden
daha fazla gortlmesi fufuralin APS polimerinekatildiginin bir gdstergesi olarak
bakilabilir. Au ve CI elemenlerininin 1,80-2,80 keV arasinda ortaya gikmasmin
nedeni, bolim 5.1.1°de verilen agiklamalarda belirtilmistir.
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5.1.3. (APS-Fur-CHjs) Polimeri

Asagida (APS-Fur-CHs) polimerine ait FTIR spektrumu Sekil 5.6.”dagorilmektedir.
(APS-Fur) polimerine ait alifatik vcy titresimi 2920cm™ ve 2850cm™ de, aromatik
ve titresimi ise 3060 cm™ ve 3021 cm™ de gdzlenmistir. Ayrica ve.-novertontar)
titresimleri ise 1947 cm™, 1878 cm™ ve 1808 cm™ de gdzlenmistir(Sekil 5.6.A). Bu
piklerin APS polimerindeki pikler ile ayni titresim frekansinda gorilmesi polimerik
yapmin korundugunu godstermeketedir. —CH=N- grubunun katilma sonucunda
meydana geldigi 1622 cm™’de goriilen keskin pikin ortaya ¢ikisindan dolay: 6n
goruldin (Sekil 5.6). Ayrica 841 cm™ de g6zlenen pikin fufural halkasina ait oldugu
distnulen vhaa titresimi (Sekil 5.6.C). olarak 6n goralda [50].

Gecirgenlik, %

()
o
|

4000 3000 1. 2000 1000
Dalga sayis1 (cm ')

Sekil 5.6. (APS-Fur-CHs) polimerinin FTIR spektrumu

Arka sayfada gordldigi  gibi, (APS-Fur-CH3)  polimerlerinin  yizey
modifikasyonlarinda degisiklik olmamistir. Bu sonug ise bize polimerik yapilarin

korundugunu gostermektedir.
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Resim 5.4. (APS-Fur-CHz3) polimerinin SEM (120 ve 500 biyultmeli) gorintisu

Element (APS)

C
C 88,75
0] 10,38

9~ "
— =HC\ ff,CH3

o An 1

ummuu -

080 160 240 320 400 480 keV

Sekil 5.7. (APS-Fur-CHs) polimerinin EDS spektrumu

(APS-Fur-CHs) polimerine ait EDS degerlerine gore oksijen elementin ytizdesi,
(APS)’ninkinden daha fazla iken (APS-Fur) polimerine yakin bir deger elde
edilmistir. Bu sonuca, (APS) polimerine Oksijen grubunu bulunduran aldehitin
takildiginin bir gostergesi olarak bakilabilir. Au ve Cl elemenlerininin 1,80-2,80 keV
arasinda ortaya cikmasmin nedeni, bolim 5.1.1°de verilen agiklamalarda
belirtilmistir.
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5.1.4. (APS-Fur-NO,) Polimeri

Asagida (APS-Fur-NO,) polimerine ait FT-IR spektrumu Sekil 5.8.’deg6rilmektedir.
(APS-Fur) polimerine ait alifatik vcy titresimi 2920cm™ ve 2850cm™ de, aromatik
ven titresimi ise 3060 cm™ ve 3021 cm™ de gdzlenmistir. Ayrica ve-novertontar)
titresimleri ise 1947 cm™, 1878 cm™ ve 1808 cm™ de gdzlenmistir(Sekil 5.8.A). Bu
piklerin APS polimerindeki pikler ile ayni titresim frekansinda gorilmesi polimerik
yapmin korundugunu godstermeketedir. —CH=N- grubunun katilma sonucunda
meydana geldigi 1618 cm™’de goriilen keskin pikin ortaya ¢ikisindan dolay: 6n
goruldi (Sekil 5.8.B). Ayrica 834 cm™ de gézlenen pikin fufural halkasina ait oldugu
distnulen vhaka titresimi (Sekil 5.8.C). olarak 6n goraldua [50].

-CH=N-

Gecirgenlik, %o

[52]
o
|

4000 3000 1, 2000 1000
Dalga sayis1 (cmn )

Sekil 5.8. (APS-Fur-NO,) polimerinin FT-IR spektrumu

Arka sayfada goruldugt gibi, (APS) ve (APS-Fur-NO;) polimerlerinin yuzey
modifikasyonlarinda degisiklik olmamistir. Bu sonug ise bize polimerik yapilarin

korundugunu gostermektedir.
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Resim 5.5. (APS-Fur-NO,) polimerinin SEM (120 ve 500 buyultmeli) géruntdisu

Element | (APS)

Cc 84,00

O 15,46
@ =HC<\O /71\102

080 160 240 320 400 480 560 keV

Sekil 5.9. (APS-Fur-NO,) polimerinin EDS spektrumu

Sekil 5.9°da goruldugi gibi (APS-Fur-NOy) polimerlerine ait EDS degerlerine gore
oksijen elementin yizdesi, (APS) ve (APS-Fur) polimerleri’ninkinden daha fazla
bulunmustur. Bu sonuca, (APS) polimerine —-NO, grubunu bulunduran aldehitin
takildiginin bir gostergesi olarak bakilabilir. Au ve Cl elemenlerininin 1,80-2,80 keV
arasinda ortaya cikmasmin nedeni, bolim 5.1.1°de verilen agiklamalarda
belirtilmistir.
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5.2. Iimmobilizasyon Uzerine Cahsmalar

5.2.1. immobilize edilen B- glukoz oksidazin aktifligine pH etkisi

Modifiye olmus polimerlerehidrojen baglari ile kuvvetlendirilmis adsorpsiyon
yontemi ile immobilize edilen B- glukoz oksidazin aktifligine pH etkisini incelemek
icin BOlim 4.2.2° de anlatildig: sekilde gerceklestirilen reaksiyonlara ait maksimum
aktiflik degerlerinin pH ile degisimi sekil 5.10. daki gibidir. Furfural ve 5-
metilfurfural icin optimum pH 6 ve 8 iken 5-nitrofurfural igin pH 4 olarak

bulunmustur.

100 - — GDX-(.F'.F'S*FUI’:I
GOx-(APS-Fur-NO, )
Bl
o GOz-(APS-Fur-CH,)
?5 60
E
% 40
B
L
M 20 4
10 4
':I T T L] y I T ?
3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 5.10.(APS-Fur), (APS-Fur-CHs), (APS-Fur-NO,) kodlu polimerlere ait
optimum pH grafigi

5.2.2. immobilize edilen B- glukoz oksidazin aktifligine sicakhgin etkisi

Hidrojen baglar1 ile kuvvetlendirilmis adsorpsiyon yontemiyle polimerlere
immobilize edilen B- glukoz oksidazin aktifligine sicakligin etkisi Bolim 4.2.4° de
anlatildigr sekilde gerceklestirilen reaksiyonlara ait maksimum aktiflik degerlerinin

sicaklik ile degisimi sekil 5.11. deki gibidir.
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Sekil 5.11.(APS-Fur)kodlu polimerin pH= 6 ve pH=8 deki optimum sicaklik grafigi
vecalisilan sicakliklarda olusan rtine ait gorintaleri
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Sekil 5.12.(APS-Fur-NO;) kodlu polimer igin pH= 4, (APS-Fur-CHs) kodlu polimer
icin pH= 6 deki optimum sicaklik grafikleri ve ¢alisilan sicakliklarda
olusan Urtne ait gorintuleri

APS-Fur’in pH 6 daki optimum sicaklig1 60 °C, pH 8 deki optimum sicaklig: 80 °C
iken (APS-Fur-CHs)’in pH 6 daki optimum sicakligi 80 °C, pH 8 deki optimum
sicakligr 80 °C olarak belrlenmistir. (APS-Fur-NO,)’in ise pH 4 deki optimum
sicaklig1 80 °C olarak bulundu.
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GOx-(APS-Fur-CH,) pH 8
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Sekil 5.13. (APS-Fur-CHjs) kodlu polimerin pH 8 deki optimum sicaklik grafikleri ve
caligilan sicakliklarda olusan Urtine ait goruntuleri

5.2.3. immobilize edilen B- glukoz oksidazin aktifligine substrat derisiminin
etkisi

Hidrojen baglar1 ile kuvvetlendirilmis adsorpsiyon yontemiyle polimerlere
immobilize edilen B- glukoz oksidazin aktifligine substrat derisiminin etkisini
incelemek icin BOlum 4.2.6° da anlatilan reaksiyon ve yontem gercgeklestirildi.

Kalibrasyon grafiginden elde edilen sonuclar yardmmi ile hesaplanan Vmak ve Km
degerleri cizilen Lineweaver-Burk grafiginden elde edildi(Sekil 5.14-5.16).

Sekil 5.14.”de (APS-Fur) kodlu polimer igin pH= 8, sicaklik 80 °C ve pH= 6, sicaklik
60 °C’deki Lineweaver-Burk grafigi cizilmistir.

Grafikte gorildiigii gibi serbest haldeki enzim ile immobilize olmus enzimin R
degerleri sirasi ile 0,9065, 0,9430ve 0,9111, 0,9054 olarak ortaya ¢ikmustir.
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Sekil 5.14. (APS-Fur) kodlu polimerin pH= 8, t= 80 °C (A) ve pH= 6, t= 60 °C (B)
dekiLineweaver-Burk grafigi

Regresyon degerinin 1’e yakin olmasi deneysel degerlerin birbiri ile uyumlu

oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 5.15.”da (APS-Fur-CHs) kodlu polimer icin optimum pH= 6, sicaklik 80 °C ve
optimum pH= 8, sicaklik 80 °C’deki Lineweaver-Burk grafigi cizilistir.
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" GOx-(APS-Fur-CH;) 02 | R* = 0,6704
0,7 A
06
0.5
1]

LAV (dak/bD)

- 08 0,2 04 0,6
15 {1/
A
1 -
y=1,675%+ 0,234
R*=0,867
0.2
S 06 -
§ ¢ GOxz-(APS-Fur-CHs)
=
=04 = Serbest-GOx
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Sekil 5.15. (APS-Fur-CHs) kodlu polimerin pH= 6, t= 80 °C (A) ve pH= 8, t= 80 °C
(B) deki Lineweaver-Burk grafigi

Grafikten goriildugii gibi serbest haldeki enzim ile immobilize olmus enzimin R?
degerleri sirasi ile 0,8704, 0,9349 ve 0,9288, 0,8671 olarak orataya ¢ikmistir.
Regresyon degerinin 1’e yakin olmasi deneysel degerlerin birbiri ile uyumlu

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 5.16.’da (APS-Fur-NO) kodlu polimer igin optimum pH= 4, sicaklik 80
9C’deki Lineweaver-Burk grafigi cizilistir. Grafikten goriildiigii gibi serbest haldeki
enzim ile immobilize olmus enzimin R? degerleri sirasi ile 0,9235, 0,9064 olarak
orataya ¢ikmistir. Regresyon degerinin 1’e yakin olmas: deneysel degerlerin birbiri

ile uyumlu oldugunu gostermektedir.

+ Serhest-GOx 3
= GOx-(APS-Fur-NO,) . | R*=08235
= ;]
% 1.5
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0.5 - RY = 09064
_ﬁ
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Sekil 5.16. (APS-Fur-NO,) kodlu polimerin pH=4, t=80 °C deki Lineweaver-Burk
grafigi

Grafiklerden elde edilen sonuclar asagidaki ¢gizelgede(Cizelge5.1) toplu olarak

verilmistir.
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Cizelge 5.1. Immobilize ve serbest enzim icin kinetik parametreler

Vmax Vmax Km Km

Calisma Enzim Schiff bazi iceren polimer Enzim Schiff bazi
Sartlar iceren polimer

80°C 0,148 0,3032 0,0078 0,083

pH 4 (APS-Fur-NOy) (APS-Fur-NOy)

80°C 0,432 0,2817 0,5925 0,4402

pH 6 (APS-Fur-CHjs) (APS-Fur-CHs)

60 °C 0,4971 0,386 0,341 0,374

pH 6 (APS-Fur) (APS-Fur)

80°C 0,3788 0,4683 1,12 0,8245

pH 8 (APS-Fur) (APS-Fur)

80°C 0,3788 0,2348 1,12 0,1401

pH 8 (APS-Fur-CHjs) (APS-Fur-CHjs)

5.2.4. immobilize edilen B- glukoz oksidazin tekrar kullanilabilirligi

Hidrojen baglar1 ile kuvvetlendirilmis adsorpsiyon yontemiyle polimerlere
immobilize edilen B- glukoz oksidazin aktifligine substrat derisiminin etkisini
incelemek icin BOlim 4.2.8° de anlatildig1 sekilde gergeklestirilen reaksiyonlara ait

maksimum aktiflik degerlerinin tekrar kullanim sayist ile degisimi asagidaki gibidir.
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Sekil 5.17. (APS-Fur-NO>) kodlu polimerin pH=4, t=80 °C deki tekrar
kullanilabilirlik grafigi
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Sekil 5.18. (APS-Fur) kodlu polimerin pH= 8, t= 80 °C ve pH= 6, t= 60 °C deki
tekrar kullanilabilirlik grafigi
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Sekil 5.19. (APS-Fur-CHs) kodlu polimerin pH= 6, t= 80 °Cve pH= 8, t=80 °C
deki tekrar kullanilabilirlik grafigi

5.2.5. immobilize edilen B- glukoz oksidazin depolama kararhhg
Hidrojen baglar1 ile kuvvetlendirilmis adsorpsiyon yontemiyle polimerlere

immobilize edilen B- glukoz oksidazin depolama kararlilig: icin her bir (1) ayda bir
UV-GB spektrofotometresiyardimiyla 498 nm de absorbansdegerleri okundu.
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Sekil 5.20. (APS-Fur) kodlu polimerin depolama kararlilig1
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Sekil 5.21. (APS-Fur-CHjs) kodlu polimerin depolama kararlilig:
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Sekil 5.22. (APS-Fur-NO3) kodlu polimerin depolama kararlilig:
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6. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI

Bu c¢alisma iki bélimden olusmaktadir. Birincisi polistiren destekli yeni t¢ adet
polimerler sentezlenmistir. Spektral olarak karakterize edilen polimerlerde Schiff
bazinin olustugu FTIR spektrumu ile incelenmistir. Ayrica (APS-NH,) polimerinin
modifikasyonu sonucunda mevcut yapmin bozunnmadigi polimerik yapinin
korundugu SEM fotograflarindan gorilebilir. Karakterizasyon sonucunda modifiye

olan polimerler igin Onerilen yapilar asagida verilmistir. (Sekil 6.1).

PS @A v \@ PS @A ﬁC@CHg PS OA(/ E@NOZ

(APS-Fur) (APS-Fur-CHs) (APS-Fur-NO,)

Sekil 6.1. Modifiye edilmis polimerler icin 6n gérulen yapilar

Tez calismasmin ikinci bolimi enzim calismas: tzerine olmustur. Bu calismada
kullanilan enzimp-glukoz oksidaz dir. B-glukoz oksidaz enziminin serbest haldeki
aktivitesine ve polisitiren destekli furfural ve onun -CH; ve —NOjturevlerinin
takilmas:1 sonucunda olusan polimerlerep-glukoz oksidazin immobilize edilmesi
ileenzimin aktivitesine etki eden cesitli parametreler incelenmistir. incelemeler

sonucunda elde edilen bulgular asagida verilmistir.

1- Serbest B-glukoz oksidazin optimum pH’t 5 bulunmustur [51]. (APS-Fur),
(APS-Fur-CHs), (APS-Fur-NO;) kodlu polimerler tzerine immobilize edilen
B-glukoz oksidaz enzimleri igcin optimum pH, (APS-Fur) ve (APS-Fur-CHs)
icin pH 6,0 ve 8,0 (APS-Fur-NOy) i¢cin pH 4,0 olarak bulunmustur.

2- Serbest B-glukoz oksidazin optimum sicakligi 60° C olarak bulunmustur.[51].
Immobilize edilen B-glukoz oksidaz enzimi igin optimum sicaklik degerleri
(APS-Fur) ve (APS-Fur-CHjs) icin pH 6,0 da 60° C, pH 8,0 de ise 80° C
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olarak bulunurken, (APS-Fur-NOy) igcin pH 4 de 80° C derece olarak

bulunmustur.

Serbest B-glukoz oksidaz icin Km degerleri, immobilize enzimin optimum
sicaklik ve pH degerlerine gore ayr1 ayr1 hesaplanmstir. pH 6,0 ve60° C’de
Km= 0,4971 Mm, pH 8,0 ve 80° C’de Km=0,3788 Mm, pH 4 ve 80°
C’de0,148 Mm, pH 6 ve 80 ° C’de Km 0,432 Mm olarak bulunmustur.
Immobilize edilen B-glukoz oksidaz enzimi icin Km degerleri (APS-Fur),
(APS-Fur-CHs3) ve (APS-Fur-NOy) icin ayr1 ayr1 hesaplanmistir.(APS-Fur)
icin pH 6,0 ve 60° C’de Km 0,386 Mm ve pH 8,0 ve 80 ° C’de Km 0,4683
Mm olarak bulunmustir. (APS-Fur-CHs) polimeri igin ise, pH 8,0 ve 80 °C’de
Km 0,2348 Mm ve pH 6,0 ve80 ° C’de Km 0,2817 Mm olarak bulunurken,
(APS-Fur-NOy) igin pH 4 ve 80 ° C Km 0,3032 Mm olarak bulunmustur.

Serbest B-glukoz oksidaz igin Vmak degerleri pH 6,0 ve 60 °C’de 0,341
mM.dak™?, pH 8,0 ve 80°C’de 1,12 mM.dak™, pH 4 ve 80 °C’de 0,0078
mM.dak™,pH 6 ve 80 °C’de mM.dak *olarak bulunmustur.immobilize edilen
B-glukoz oksidaz enzimleri igin ise Vmak degerleri, (APS-Fur) i¢in pH 6,0 ve
60°C’de 0,374 mM.dak™ve pH 8,0 ve 80 °C’de 0,8245 mM.dak™ olarak
belirlenmistir. (APS-Fur-CHjs) icin pH 8,0 ve 80 °C Vmak 0,1401 mM.dak™
ve pH 6,0 ve 80 °C 0,4402 mM.dak™ olarak bulunmustur. (APS-Fur-NOy)
icin pH 4 ve 80 ° C Vmak 0,083 mM.dak™ olarak bulunmustur.

Bu calismada farkl: optimum pH’lar g6zlenmistir. Bu durum enzimin aktif
bolgelerinin farkli pH larda farkli amino asit kisimlarmin etkili oldugu

seklinde yorumlanmustir.

Bu calismada enzimin, hidrojen baglari1 olusturarak immobilize edildigi
sOylenebilir. Bilindigi gibi glikoz oksidazin dis kabugunda karbohidrat
bulunmaktadir (Sekil 6.2).
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Karbohidrat’in —OH grubu, yapidaki —-NH, veya —COOH gruplar: ile,
polimerin yapisindaki —CH=N- azot atomu arasinda hidrojen baglari
olusabilir (Sekil 6.3.)

Karbohidrat

Sekil 6.2. Glukoz oksidazin iki boyutlu goérinimi

X: -H, -CHa, -NO,

Sekil 6.3. Glukoz oksidaz ve polimer arasindadn gorilen.hidrojen bagin olusumu

7- Sicaklik artikga Km degerlerinin genellikle artig1 Cizelge 5.1°de gorulmektedir.

Substant grubu degistikce 80 © C sicaklik ¢alismalarinda enzimin aktif oldugu pH nin
degistigi cizelgede gorilmektedir. (Aps-Fur-NOy) igin enzimin aktiflik gosterdigi pH
4 iken metil icin pH 6 da gortlmustur. Kaynak arastirmasina gore, kataliz olay1
asidik ortamda meydana geliyorsa enzimin Glu412 olarak kodlanan bdélgesi, nétral
ortamda reaksiyon olusuyorsa enzimin His516kismi, bazik ortamda reaksiyon

olusuyorsa enzimin His559 kismi etkiliolur [52].
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Bu bilgiler dikkate alindiginda immobilize olan enziminGlukoz oksidaz enziminin,
kataliz reaksiyonlarinda rol oynayan t¢ énemli aminoasit yan zinciri vardir. Bunlar
His516, Glu412 ve His559 dur. (Aps-Fur-NO,) takilmis olan enzimin pH 4 de aktif
olmasinin nedeni enzimin glu412 kodlu kisminin aktif rol oynadigi, buna karsin

(Aps-Fur-CHs) enzimin his 516 kodlu kisminin aktif rol oynadigi yorumu yapilabilir.

Glukoz oksidaz enzim immobilizasyonunda kullanilan bu polimerler, (APS-Fur),
(APS-Fur-CHs), (APS-Fur-NO,), baska enzim immobilizasyon calismalarinda da

uygulanabileceginden biyosensor olarakta ¢alisiimasi mumkandur.
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