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OZET

Asetilkolinesteraz  enzimini kiire yapisindaki ylizeye immobilize etmek igin,
ferrosenkarboksaldehit ve kiire yapisinda bulunan (aminometil)polistiren’in katilma ayrilma
tepkimesi sonucunda olusan bir destek hazirlanmistir. Destegin yiizey modifikasyonu i¢in
Elementel Analiz, Enerji Dagilimli X-Isin1 Analizi (EDX) ile birlikte Taramali Elektron
Mikroskopisi (SEM-EDX), ve Fourier doniisiimlii IR spektroskopis (FTIR) ile karakterize
edilmistir. Immobilize enzimin katalitik aktivitesi asetiltiyokolin substrat1 kullanilarak
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Immobilizasyondan sonraki sekizinci hafta sonunda
immobilize enzimin goreceli olarak aktivitesini %88,8 korudugu belirlenmistir. Calisilan
pestisitler iginde immobilize enzimi en fazla inhibe eden pestisitin Azinfos-etil pestisiti
oldugu spektrofotometrik 6l¢iim sonuglarina gore karar verilmistir.
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ABSTRACT

In order to immobilize acetylcholinesterase enzyme on the spherical surface, a support was
prepared by the addition-dissociation reaction of ferrocenecarboxaldehyde and
(aminomethyl) polycitrene in the sphere structure. The surface modification of the support
was characterized by Elemental Analysis, Scanning Electron Microscopy (SEM-EDX) with
Energy Dispersive X-Ray Analysis (EDX), and Fourier transform IR spectroscopy (FTIR).
The catalytic activity of the immobilized enzyme was determined spectrophotometrically
using acetylthiocholine substrate. At the end of the eighth week after immobilization, the
immobilized enzyme retained 88.8% of its relative activity. According to the
spectrophotometric measurement results, Azinfos-ethyl pesticide was found to be the most
inhibitory pesticide to the immobilized enzyme among the pesticides studied.
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1. GIRIS

Herhangi bir zararliy1 6nleme, yok etme, kovma veya azaltma amagli kullanilan kimyasallar
pestisit olarak ifade edilir. Benzen hekzakloriir (BHC) 1952 yilinda iiretilen ilk ticari
pestisittir. Pestisitlerin ¢evre ile etkilesimleri, kimyasal yapilar1 ve etkileri birbirinden
farklidir. Pestisitlerin ciddi etkileri bilinse de kullanicilar bu farkindaligr uygulamalarina
yansitamamaktadirlar. Pestisitlerin toprak ekosisteminde ve insanlarda zararl etkileri vardir
(biyolojik molekiilleri, dokular1 ve organlari etkileyerek akut veya kronik bozukluklara yol

acar). Dogum oncesi de dahil olmak iizere her yastan insani etkiler.

Tiim pestisitler kullanicilar i¢in toksik degildir [1]. Pestisitlerden kaynaklanan risk,
kullanicilarin dikkat ve yetenek olgusu iyi olmadiginda ve uygun koruma stratejilerini
uygulamadiginda ortaya ¢ikmaktadir. Diinya genelinde kullanilan pestisit ve diger tarim
kimyasallarin halk sagligina énemli bir problem olusturdugu ifade edilmektedir [2]. Ciddi
paraquat toksisite, coklu organ yetmezligi ve 6liimciil kan kanseri ile 6nemli halk sagligi
ortaya ¢ikmaktadir. Paraquat toksisite, solunum yetmezligi ve 6liimle sonuglanan akciger

bozuklugunun baslica nedenlerinden biridir [3].

Pestisit kalintilarin ve metabolitlerin analizi gaz kromatografisi (GC), yiiksek performansl
stvi kromatografisi (HPLC) ve kapiler elektroforez (CE) gibi ¢esitli kromatografik
yontemler kullanilarak yapilabilmektedir [4-6]. Yiiksek hassasiyetleri ve secicilikleri
nedeniyle GC ve HPLC bu bilesiklerin tespiti i¢in en sik kullanilan yontemlerdir. Bununla
birlikte, bir¢ok pestisit termal kararsizlik ve diisiik ucuculuk sergilediginden, GC ve HPLC
icin tlirevlendirme reaksiyonlari, sikict 6n islem prosediirleri ve biiyiik miktarda organik

coziicli gereklidir [7]. Bu nedenle alternatif yontemler gelistirmek onemli hale gelmistir.

Bu tez calismasinda, Asetilkolinesteraz enziminin inhibitorii olan pestisit kalintilarinin
belirlenebilmesinde immobilizasyon yonteminin kullanilmasi amac¢lanmistir. Bu amagla
ferrosen destekli nanokiireler hazirlanmis ve asetilkolinesteraz enzimi immobilize edilmistir.
Immobilize enzimim optimum kosullar1, Km Ve Vmax degerleri belirlendikten sonra, Azinfos-
etil, azinfos-metil ve tetraklorvinpos pestisitlerinin inhibitdr 6zelliklerinin karsilastirilmasi
UV-GB spektrumlarinin 412 nm deki maksimum absorbanslarinin kiyaslanmasi ile

yapilmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Polimer Bazh Nanopartikiiller

Polimerik-nanopartikiil, 10 ila 1000 nm arasinda yer alan bir boyuta sahip kati partikiillerdir.
Polimerik nanopartikiiller (NP'ler), kii¢iik boyutlar1 sayesinde son yillarda biiyiik ilgi
gormektedir [8-10]. Polimer bazli nanopartikiiller dogal veya sentetik polimerlerden olusan
kolloidal sistemlerdir. "Nanopartikiil" terimi, morfolojilerine gore farklilik gdsteren hem

nanokapstilleri hem de nanokiireleri kapsamaktadir [11].

Fonksiyonellestirilmis NP'ler genis capta arastirilmis ve bu arastirmalar devam etmektedir.
1980'lerden bu yana [9] polimerik nanotasiyicilar, dendrimerler, nanofiberler, niozomlar,

stingerler ve lipozomlar gibi yaygin olarak kullanilmaya baslanmustir.

Polimer bazli nanopartikiiller, nano boyutlari nedeniyle siklikla yeni 6zelliklere sahiptir.
Polimerlerin fizikokimyasal 6zellikleri PNP'lere doniistiiriildiiklerinde degisir ve bu da
nanobilim ve biyomedikal uygulama alaninda uygulanabilirligini gelistirmektedir [12].
PNP'ler, ilag biyoyararlanimini iyilestirmek, salinimi uzatmak, sitotoksisiteyi azaltmak,
farmakokinetigi iyilestirmek ve hedeflenen hiicre veya dokuya daha fazla farmasétik ajan
iletmek, bilesenleri enzimatik bozunmadan korumak ve genel olarak verimliligi ve terapotik

etkinligi artirmak i¢in 6nemli bir arag olarak 6ne ¢ikmaktadir [13-15].

Nanopartikiillerin hazirlanmas: igin genellikle, poliesterler, poli-alkil-siyanoakrilatlar,
polistiren ve amfifilik blok kopolimerler kullanilir. Nanokiireler, maddeyi (iyon, molekiil,
ilag gibi) icinde tutulabildigi veya yiizeylerinde adsorbe edilebildigi bir polimerik aga
dayanmaktadir [12-14]. Rezervuar sistemi (nanokapsiil) ve matris sistemi (nanosfer) [15]

olarak tanman bu iki tip polimerik NP Sekil 2.1'de gosterilmistir.



Nanocapsule Nanosphete

Sekil 2.1. Polimerik nanopartikiil sekilleri [16]

Partikiil boyutunun yani sira nanopartikiillerin sekli hem farmakolojik hem de fonksiyonel
acidan 6nemlidir. Kiiresel nanopartikiiller yiiksek yiizey-hacim orani ve kendine 6zgii optik
ozellikleri sayesinde en ¢ok arzu edilen nanopartikiillerdir. Nanopartikiillerin ylizey yapisi
coziiniirliige, agregasyon ozelliklerine, biyolojik bariyerleri asma kabiliyetine gibi dnemli
alanlara katkida bulunur. Miikemmel fizikokimyasal ozelliklere sahip PNP'ler, cesitli

biyonanomalzemelerin gelistirilmesinde dnemlidir [17,18].

2.2. Polistiren (PS), Polistiren-nanopartikiiller (PS-NP) ve Enzim Immobilizasyonunda
Kullanim

PS, stiren monomerlerinin polimerizasyonu sonucu olusan aromatik bir polimerdir (Sekil
2.2). PS, yiiksek yar1 saydamlik, dayaniklilik ve kolayca boyanabilme 6zelliklerine sahip
termoplastik bir polimerdir. Ayrica gida depolama ve tasima, g¢esitli ambalaj {irtinlerinin

iiretimi ve oyuncak, klips ve ofis malzemelerinin iiretimi i¢in de kullanilmaktadir [19,20].

Sekil 2.2. Polistiren’in genel gosterimi

FDA tarafindan bildirilen kabul edilebilir giinliik alim miktar1 (ADI) 90.000 pg/kisi/giindiir
[20]. Dolayistyla, PS'nin gida ve gida dis1 tiriinlerde kullaniminin insan giivenligi ve saglig

acisindan biiyiik bir sorun teskil etmedigi goriilmektedir [21].



NP'ler, reaktiviteleri {izerinde 6nemli bir etkiye sahip olan hacme gore daha yiiksek yiizey

iligkisi ile karakterize edilir.

Boyutlari, sekilleri ve ¢esitli ylizey modifikasyonlari nedeniyle PS-NP'ler teknolojik ve
biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. NP'lerin kimyasal yiizeyinin
modifikasyonlari, biyolojik ajanlardaki ¢oziiniirliik ve dayanikliligin yan1 sira biyo-dagilim
ve biyo-uyumluluk agisindan kilit Gneme sahiptir [22]. Biyo-uyumluluk, PS'nin laboratuvar
ekipmani ve biyomedikal cihazlarin iiretiminde yaygin olarak kullanilmasin1 saglayan
ozelliktir [23]. Bu ozellik ayn1 zamanda bu bilesigin biyolojik sistemlerle olumsuz
etkilesime girmemesi gerektigine karar verir. PS'nin yiizeyi hidrofobiktir ve bu nedenle,
ornegin oksidasyon yoluyla kolayca modifiye edilebilir ve hiicre kiiltiirleri i¢in oldukga alict
yiizeyler iiretebilir [24]. Bu ylizeyler ayrica UV 1sinlama ve etilen oksit ile sterilize edilebilir
[25]. PS-NP'ler, 6rnegin biyosensor olarak, fotonikte ve kendi kendine bir araya gelen
nanoyapilarda genis capta kullanilmaktadir [26]. PS'nin biyo-uyumlulugu, bu maddenin
NP'lerin biyolojik sistemlerle etkilesimi {lizerinde olumsuz bir etkiye sahip olmamasina
neden olur. Modifiye yiizeyli PS-NP'ler homojeniktir. Diisiik polidispersiyon indeksi ile

karakterize edilirler ve biyolojik sivilarda kararl kolloidler olustururlar [27].

Polistireni sistein amino asidi ile fonksiyonellestirilerek  bakir iceren nanopartikiil
hazirlayan Kumar ve digerleri, ilireazin kovalent immobilizasyonu i¢in verimli bir
nanopartikiil tabakasi olusturduklarini ifade etmislerdir. Boylece, iireaz enzim aktivitesini
%72,37 oraninda korundugu, kayda deger bir kullanilabilirlik gosterdigi, serbest enzime

kiyasla immobilize enzimin termal ve pH kararliliginda artis saglandigi belirtilmistir [28].
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Sekil 2.3. Sistein ile fonksiyonellestirilmis polistiren tabakasini gosterimi



(Aminometil)polistirenin (APS) ve 2-fenilindol-3-karboksaldehit (2-PIn-Ald)’in katilma-
ayrilma tepkimesi sonucunda polimerik-Schiff bazi (APS— 2PIn-Sch), ve o’nun Ni(Il)
kompleksi (APS-2PIn-Sch-Ni)’ni hazirlayan arastirmacilar kovalent baglama yontemi ile -
Galaktosidazi immobilize etmislerdir. Serbest ve immobilize B-Galaktosidaz {izerine
sicaklik, pH, tekrar kullanim, depolama kararlilig1 gibi parametrelerin etkisini arastiran
Aynact ve digerleri immobilize edilen enzim i¢in Km degerlerini sirasiyla 0,0363 mM ve,
0,380 mM olarak bulmuslardir. (APS-2PIn-Sch-Ni) kodlu polimerik-nanokiirelerin
depolama kararliligin diger nano-polimere oranla daha yliksek ciktigini ifade etmislerdir
[29].

Sekil 2.4. Modifiye edilen polimerlerin $-Galaktosidaz ile olan etkilesimlerin gosterimi

Amin destekli polistiren ile salisilaldehit ve 5- metilsalisilaldehitin kondenzasyon
reaksiyonu sonucunda Schiff bazi takili polimeri sentezleyen Kayhan ve digerleri, Glukoz
oksidaz (GOx) enzimini adsorpsiyon yontemi ile immobilize ederek (Sekil 2.5), hem serbest
hemde immobilize Glukoz oksidaz enzim iizerine olan pH, sicaklik, depolama kararlilig1 ve
tekrar kullanim parametrelerin etkisi arastirmislardir. Arastirmalarinin sonunda, Schiff bazi
takili polimere immobilize edilen enzim i¢in, iki optimum pH belirlenmistir. Lineweaver-
Burk egrilerinden fayadalanarak, Vmax degeri C’de 1,069 mM.min-1 degeri ile (PSA—SalH)

lizerine immobilize edilen GOx’in en biiyiik degere sahip oldugu ifade edilmistir [30].
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Sekil 2.5. Enzim ve polimer arasinda 6n goriilen etkilesimin olusumu

Ozdem ve digerleri, (aminometil)polistiren (APS) ile tiyofenaldehit ve o’nun tiirevleri olan,
5- klortiyofenaldehit, 5-metiltiyofenaldehit lerin katilma-ayrilma reaksiyonu sonucunda ii¢
yeni Schiff bazi1 igeren polimerler sentezleyerek, Glukoz oksidaz (GOx) enzimini
immobilize etmislerdir. Enzimin substrat ile olan hizi siibstitiient igermeyen polimerik Schiff
bazlarinda 1,0948 mM/min™ degeri ile en biiyiik degere sahip oldugunu belirlemislerdir
[31].

Glukozu belirleyabilmek icin ii¢ yeni ferrosen katkili nanokiireler hazirlayan Antepli ve
digerleri, Ferrosen takili nanokiirelerin yiizeyindeki degisiklikleri SEM/EDX ile
inceledikten sonra, B-Glukoz oksidaz (GOx) enzimini nanokiireler {izerine immobilize
etmislerdir. Immobilizasyon ydntemi olarak adsorpsiyon ydntemini uygulayan
aragtirmacilar immobilize edilen enzim i¢in, optimum pH lari, pH=7,0, ve pH=8,0 olarak
bulmuslardir. Vmax / Km degerleri ise immobilize edilen enzim igin, sirasiyla farkli destek
polimerlerinde 0,274 mM.dak™? /2,47 mM, 76,92 mM.dak™/ 4,61 mM ve 71,43 mM.dak™* /
3,75 mM olarak bulunmustur [32.] Arastirmacilar milkemmel tekrarlanabilirlik oldugunu

ifade etmislerdir (sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Tekrarlanabilirligin goreceli aktiflikle iligkisi

Sonmez ve digerleri 2017 yilinda, L-glisin ile (4-formil-3-metoksifenoksimetil)polistiren
(FMPS) ile modifiye edilmis mikrokiireler kullanilarak glukoza duyarli yeni bir biyosensor
hazirlamislardir. Glukoz oksidaz enzimi, glutaraldehit ile ¢apraz baglanarak modifiye
karbon pasta elektrot {izerine immobilize edilmisdir. Enzimatik olarak elde edilen H2O2'in
yiikseltgenmesi glukoz tayini i¢in kullanmiglar, optimum sicaklik ve pH sirasiyla 50 °C ve
8.0 olarak bulmuslardir. Biyosensoriin, 20 dl¢imden sonra %3,3 bagil standart sapma ile
miikemmel tekrarlanabilir sonuglar verdigini ve ayrica iyi bir depolama kararliligina sahip

oldugunu tespit etmislerdir [33.]

Glukoz tayinindeki tekrarlanabilirlik perfermansini aragtiran Yetim N K ve arkadaslar1 2015
yilinda, ¢ift ferrosen etiketli nanomateryal tasarlanmislardir (sekil. 2.7) . Bu ¢alismada, c¢ift
etiketli ferrosen, N-(2-[Bis(2-aminoetil)amino]etil)aminometil-polistiren (2AEPS) ve
ferrosen aldehit (Fc) igeren yeni nanopartikiiller kondensasyon yoluyla sentezlenmis ve
iizerine immobilize edilen glukoz oksidaz enziminin (GOD) enzimatik 6zellikleri
arastirtlmistir. 2AEPSFc-GOD, kirk bes ardisik dongiiden sonra baslangig aktivitesinin
%15'inden fazlasini korudugu belirtilmistir [34].



‘ 202 Gluconic
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Sekil 2.7. Cift ferrosen etiketli nanomateryal tlizerine immobilize edilen GOD’1n enzimetik
mekanizmasi

Polistiren destekli Schiff baz1 ve kompleskleri tizerine AChE immobilize ederek pestisit
tayini lizerine ilk calismanin 2018 yilinda lisansiistii tezle Karmaz tarafindan yapilarak, 2021

yilinda Karmaz ve digerleri tarafindan yayimlandig: goriilmektedir [35,36].

Asetilkolinesteraz enziminin (AChE), organofosfatlar1 uzaklastirabilme 6zelliginden
faydalanan Ozkan E.H ve digerleri polistiren destekli Schiff bazlar1 ve onlarin Pt(II) ve
Pd(II) koordinasyon polimerlerini sentezlemek icin triptofandan faydalandiklarini, 107 M
derisimindeki Phosmet (OPs) tespiti icin iyl bir analitik performans gosterdigini ifade

etmislerdir [37].

Diklorvos (DDVP: 2,2-diklorovinil dimetil fosfat) ve klorpirifos (O,0-Dietil O-3,5,6-
trikloropiridin-2-il fosforotiyoat) pestisitlerini tespit etmek i¢in asetilkolinesteraz (AChE)
enzimi immobilize edilmis polimerik mikrokiireler hazirlayan Yetim NK ve digerleri
kiirelerin hazirlanmasinda tris(2-aminoetil)amin-polistirenden faydalandiklarimi ifade
etmislerdir (Sekil 2.8). immobilize AChE kullanildiginda, DDVP ve klorpirifos icin tespit
limit degerlerin sirasiyla 0,42-0,75 pg L™ ve 0,34-4,23 pg L araliginda elde ettiklerini ifade
etmislerdir [38].
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Sekil 2.8. Calisilan pestisit tespitinde en iyi sonucu veren immobilize polimerik
mikrokiireler

Insektisitlerin kalitatif tanimlanmasi i¢in kondenzasyon reaksiyonu ile amid igeren
polimerler (TrisPS-Ntaa ve TrisPS-Ntaa-Fc) sentezleyen Nartop ve digerleri kizilotesi
spektroskopisi (IR), taramali elektron mikroskobu-enerji dagilimli X-1s1n1 spektrometresi
(SEM-EDX) ve jel permeasyon kromatografisi (GPC) ile karakterizasyondan sonra,
asetilkolinesteraz enzimini (AChE) polimerlere kovalent olarak immobilize etmislerdir.
Buna gore, bazi tarimsal iriinlerde zararli organizmalar1 Onlemek i¢in kullanilan
organofosfat (malathion, acephate, chlorpyrifos methyl) ve karbamat (carbofuran,
methiocarb, methomyl)’in AChE {izerindeki inhibitor aktivitelerini enzimatik olarak

belirlediklerini ifade etmislerdir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Amit iceren (TrisPS-Ntaa)-enzim ve (TrisPS-Ntaa-Fc)-enzim immobilize
polimerlerin goriintiisii

AChHE enzimi ile pestisitler arasindaki etkilesim sonuclaria gore, en giiclii inhibitor etkiyi

sirastyla karbofuran ve asefatin gosterdigini belirtmislerdir [39].
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2.3. Enzimi immobilize Etme Yoéntemleri

Enzimler biyolojik katalizorler olup, canli organizmalarda biyokimyasal reaksiyonlari
hizlandiririlar. Enzim tanimi ilk olarak 1878 yilinda ifade edilmis ve Alman fizyolog
Wilhelm Kiihne tarafindan kullanilmigdir. Mayanin sekerlerden alkol iiretme kabiliyetini
tanimlayan enzim Yunanca en ('iginde' anlamina gelir) ve zume (‘maya' anlamina gelir)
kelimelerinini biraraya getirilmesi ile tiiretilmistir. Enzimler ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
kullanilir ve reaksiyon sirasinda kendileri tiiketilmeden reaksiyonu hizlandirirlar. Enzimleri
genellikle substrat molekiillerinin iiriin molekiillerine doniisiimiinii katalizleyebilenler

olarak asagidaki gibi tanimlariz:

Substrat = Enzim = Uriin

Enzimler, insanlik tarihinin uzun bir déoneminden beri katalizor olarak kullanilmaktadir.
Ancak, izole enzimlerin endistriyel siire¢lerde kullanimi ancak on dokuzuncu yiizyilin

sonlarinda baglamistir [40].

Farkli desteklerin ve enzimlerin Ozellikleri nedeniyle, immobilizasyon ic¢in genel bir
hazirlama yontemi uygulamak miimkiin degildir. Sekil 2.10'da gosterildigi gibi, enzim

immobilizasyonunun dort farkli yontemi vardir (Sekil 2.10).

Capraz Baglama Adsorpsiyon

Tutuklama veya
Kapsulleme

Tasiyici

Kovalent Baglama

Sekil 2.10. Enzim immobilizasyonunda yaygin olarak kullanilan dort farkli yontem
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2.3.1. Capraz baglama yontemi

Enzim molekiillerinin birbiri ile yada bagka fonksiyonel gruplarla ¢apraz baglanmasi
seklinde gerceklesir. Bu baglanma sonucunda bazen enzim aktivitesinde azalma meydana

gelebilir. Capraz baglanma ile enzimin aktif bolgesinin yapisi degisebilmektedir.

2.3.2. Adsorpsiyon yontemi

Adsorpsiyon yonteminde temel olarak van der Waals etkilesimleri, hidrofobik etkilesimler
veya elektrostatik etkilesimler mevcuttur. Bu yontemde, polimerler ve enzimler arasinda
kimyasal bag olusmaz, bu da enzimlerin konfigiirasyonunda degisikligin olmadigi veya
onemli Olgiide daha az oldugu anlamina gelir. Enzimlerin van der Waals etkilesimleri,
elektrostatik ve hidrofobik adsorpsiyon ile immobilizasyonu, enzimin aktivitesinin
maksimum diizeyde korunmasini saglayabilir. Ayrica, bu yontemin uygulanmasi nispeten

daha kolay, basit ve ucuzdur [41].

2.3.3. Kovalent baglanma

Enzimlerin fonksiyonel gruplari ile destek arasinda kovalent baglarin olugmasiyla enzimleri
immobilize etmek olduk¢a yaygindir. Bu yontemde, enzimler kovalent baglarla ylizeyde
sikica tutulur, bu yontemde immobilize edilen enzimlerin reaksiyonlar sirasinda
ayrilmasimin diisiik oldugu ve endiistriyel 6lgekli reaksiyonlar i¢in daha uygun oldugu

anlamina gelir [39,40].

2.3.4. Tutuklama

Adsorpsiyon yontemlerinin aksine, tutuklama yonteminde enzimler destekleyicilerinin
yiizeyinde diiz bir sekilde bulunmazlar. Bunun yerine, polimerik matris i¢inde fiziksel olarak
hapsedilirler. Bu yontem enzimleri zorlu ortamlardan koruyabilir ve kararlilig1 artirabilir.
Bununla birlikte, fiziksel adsorpsiyonda oldugu gibi, enzimler polimer iginde fiziksel olarak

hapsedilir [42].
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2.4. Enzimin Kinetigi
Enzim ile ilgili olan reaksiyonlarin hizlar1 ve reaksiyon parametrelerindeki degisimler enzim

kinetigi ile incelenir. Sematik gosterimde yer alan ki hiz sabiti ko ye gore yiliksektir bu

nedenle enzimatik tepkimenin hizi ko hiz sabitine gore belirlenir.

k1

—
4—

K1

Sekil 2.11. Enzim-Substrat etkilesimin sematik gosterimi

= V =
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Sekil 2.12. Michaelis-Menten grafigi ve Lineweaver-Burk grafigi (Km: Michaelis-Menten
sabiti, Vmak: maksimum hiz)

Yukarida verilen grafiklerde, substrat konsantrasyonun artmasiyla reaksiyon hizi baglangicgta
dogrusal artarken, enzim subsrata doymaya basladik¢a, reaksiyon hiz1 substrat

konsantrasyonuna paralel olarak artisin olmadigi goriilmektedir [43].

— Vinak x [S] _ (k1t+k3)
T K +[S] Ky = ky 21)

0
Michaelis-Menten esitligi (Es. 2.1), verilerin daha kolay ¢izilebilmesi igin Lineweaver-Burk
esitligi (Es. 2.2) elde edilir. Lineweaver-Burk esitliginden faydalanarak elde edilen grafik ile
Km ve Vmak degerleri hesaplanir [42].
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Asetilkolinesteraz (EC 3.1.1.7; AChE; asetilkolin hidrolaz) bir norotransmitter olan
asetilkolinin (ACh) hidrolizini katalize eden bir serin hidrolazdir. Bu nedenle sinapstaki ACh
konsantrasyonunu diizenler. Bu enzimin tamamen bloke edilmesi (6rnegin sinir gazi sarin
ile) oliimciildiir. Asetilkolinesterazin aktif merkezi anyonik ve esteratik olmak iizere iki ana
alt birimden olusur (Sekil 2.13.). Katyon gruplarin varliinda AChE’a baglanma hizinda
onemli olan bir etkilesim tiirti vardir ki, bu etkilesim tiirii elektrostatik etkilesimdir. Anyonik
bolge asetilkoline baglandiginda asetilkolindeki ester bagi enzimin esteratik bolgesiyle

etkilesir ve esterik bolgedeki serin kalintisina baglanir [42, 43].

HO—E_
CH, 0
H3C_ +/CH3 Asetik Asit
N—CHZCHZ—O—E—CHS —_— +
I Asetilkolin ! CHs
ik | 1Kol 1
Elektrostatik : HaC | _CHj
Etkilesim : I
§ A CH,CH,0H
@ Kolin
Serin
Anyonik Bolge Esterik Bolge
AChE

Sekil 2.13. AChE ile asetilkolin arasinda gerceklesen mekanizma

2.5. Ellman Metodu

Asetilkolinesteraz enziminin aktivitesi spektroskopik olarak tayin edilirken Ellman yontemi
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ellman yonteminde substrat olarak asetiltiyokolin kullanilir
ve aralarindaki tepkime sonucunda olusan tiyokolin DTNB [5,5'-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik
asit)] reaktifi ile tepkimeye girer. Boylece olusan sar1 renkli 5-merkapto-2-nitrobenzoik
asitin UV-GB spektrofotometre cihazinda 412 nm'deki absorbansin okunmasi temeline

dayanmaktadir.
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O
/N+\/\s)K _AChE /N+\/\SH + CHZCOOH
Asetiltiyokolin Tiyokolin
HOOC COOH
O,N S—S NO

5-5'ditiyobis(2-nitrobenzoik asit)
HOOC COOH
02N SN [+ + Hs NO,

‘ N

5-merkapto-2-nitrobenzoik asit

Sekil 2.14. Ellman reaktifin kullanimasi sonucunda gerceklesen tiyokolinin reaksiyon
mekanizmasi

2.6. Pestisitler

Pestisitler bocekleri, kemirgenleri, mantarlar1 ve yabani otlar1 ortadan kaldirmak igin
kullanilan kimyasal bilesiklerdir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiiti (FAO)
pestisitleri, gida tiretimini, depolanmasin1 ve tasinmasini etkileyen herhangi bir hasere,
hayvan veya insan hastaligina neden olan istenmeyen bitki veya hayvan tiirlerini kontrol
etmek, onlemek, yok etmek i¢in katilan madde veya madde karigimi olarak tanimlamaktadir

[44].

Pestisitler, fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine gore iki ana kategoride smiflandirilir.
Biyopestisitler dogal olarak olusan pestisitler olup bitki, bakteri ve mantarlar gibi canlilar
tarafindan  olusturulur. Sentetik  pestisitlerin  cogunlugunu organik kimyasallar
olusturmaktadir ve bunlar organofosfatlar, organoklorinler, karbamatlar ve piretroidler

olarak dort grupta toplanmugtir [44].

Pestisitler, modern tarim teknikleri ve gelismis mahsul iiretimi i¢in ideal adaylar olsa bile,
ciddi saglik sorunlarina yol agmaktadir. Pestisitlerin dogal hormonlar1 taklit edebilmesi
sonucunda hormonal yapilar1 dengesizlestirebilir, bagisiklig1 azaltabilir, kansere ve iireme

ile ilgili diger sorunlara neden olabilir [45].

Pestisitlere dogrudan maruz kalan bir kisinin bas, boyun, meme, tiroid, beyin, kolorektal,

pankreas, akciger, 16semi, prostat, lenfoma ve yumurtalik kanseri gibi ¢esitli insan
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kanserlerine neden oldugu goézlemlenmistir [45]. DNA, canli organizmalarda bulunan,
kalitsal bilgileri tagiyan ve proteinlerin ve enzimlerin biyolojik sentezini kontrol eden 6nemli
bir biyomolekiildiir. ilag ve pestisitler gibi kimyasallarin DNA ile etkilesime girer ve gen
mutasyonlarina neden olabilecek ve karsinogenez gibi olumsuz saglik sonuglarina yol

acabilecek konformasyonel degisikliklere neden olur [45,46].

Bilim camiasi, pestisit kirliliginin azaltilmasia yonelik yaratict yaklasimlar bulmak igin
yogun bir sekilde c¢alismaktadir [47,48]. Cevre dostu olabilecek stratejilerle, pestisit
sorunlarimi ¢ézmek veya alternatif yesil ¢oziimler gelistirmek igin ¢esitli yaklagimlari
uygulanmaktadir. Bunlardan, enzimatik bozunma ile pestisitleri parcalayabilen veya

belirleyebilen arastirmalarin giderek daha hayati hale geldigi goriilmektedir.

2.6.1. Tez cahsmasinda kullanilan pestisitler

Azinfos-etil ve Azinfos-metil emici ve ¢igneyici hasereleri kontrol etmek i¢in kullanilan bir
organofosfat insektisittir. Sudaki ¢oztiniirliigii disiiktiir, nispeten ugucudur. Memeliler i¢in
toksiktir. Norotoksiktir ve bir asetil kolinesteraz inhibitoridiir. Tetraklorvinpos genellikle
ciftlik hayvanlarinda sinekleri kontrol etmek i¢in yem katki maddesi olarak ve evcil
hayvanlarda kene ve pireleri kontrol etmek igin kullanilir. G6z yasarticidir ve bir

kolinesteraz inhibitoridir (Sekil 2.15).

{ ﬁ O
P T HaCo P Oxp-0
H o 3 \O’r\S’/\N T"‘g
JLP N / HsCc—© N ey
SN SN HiC™ CH,

azinfos-etil azinfos-metil tetraklorvinpos

Sekil 2.15. Tez calismasinda kullanilan pestisitlerinin agik formiil yapilar



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasal madde ve iiretici firma bilgileri asagida belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal madde ve tiretici firma bilgileri

17

Kimvasal Madde

Uretici Firma

(Aminometil)polistiren (3,5-5,0 mmol/g N / 200-400 mesh)

N.N-Dimetilformamit, susuz 99.8%

p-nitrofenil palmitat (N2752)

Sodyum DihidrojenFosfat(NaH2PO4,120g/mol)

Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPO4,142 g/mol

Asetil tiyokolin iyodiir, = 98 %

Sodyum Hidroksit ( NaOH,40 g/mol)

Hidroklorik Asit

NaHCO;

5,5 -ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB)

ACHhE (elektrikli yilan baligindan izole) (518 units/mg, 10KU)

Asetonitril

Ferrosen Karboksaldehit(%o 98)

Etanol (46,070 g/mol, % 99.8)

Azinfos-metil

Azinfos-etil

Sigma-Aldrich

Tetraklorvinpos

Carlo Erba

Aseton

Emir Kimya

3.2. Kullanilan Cihazlar

pH metre

Jenway 3010 model pH metre cihazi, tampon ¢ozeltilerin pH’sin1 ayarlamada kullanilmigtir.
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Calkalamali, sicaklik kontrollii su banyosu

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

karistirma islemi saglanmistir.

Ultraviyole — Goriiniir bolge spektrofotometresi

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

araliginda alinmistir.

Element analizi

Element analizleri LECO, CHNS-932 elementel analiz cihazi ile Gazi Universitesi Fen

Fakiiltesi arastirma laboratuvarinda yapilmistir

FT-IR (Fourier Transform Infrared) spektrometri cihazi;

Sentezlenen tiim polimerlerin FT-IR spektrumlar1 Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi’nde

Mattson-1000 FT-IR model cihaz ile 4000-400 cm™ araliginda alinmistir.

SEM/EDX (Taramali Elektron Mikroskobu/Enerji Dagilim X-1s1n1 Kirinimai)

AS-Fc polimerlerinin SEM/EDX’leri QUANTA 400F Field Emission cihaz1 ile ODTU

merkez laboratuvarinda yapilmigstir.

TGA (Termografik Analiz)

Numunelerin termal bozunmalari ve kiitle kayiplari, 25 °C - 900 °C sicaklik araliginda 10
°C/dakika 1sitma hizinda ve N2(g) atmosferinde Setaram marka Simultaneous TG/DTA

cihazi ile ODTU merkez laboratuvarlarinda incelendi.
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4. DENEYSEL YONTEM

4.1. Hazirlanan Cozeltiler

4.1.1. Tampon cozeltileri

-pH 4 tamponu 36 numarali kaynaga gore hazirlandi; 100 mL saf su igerisinde, 6,24 g
NaH,PO; ¢oziindii. Uzerine HsPOj ¢ozeltisinden eklendi. Ekleme islemine pH 4 olana kadar
devam edildi.

-pH 5 tamponu 36 numarali kaynaga gdre hazirlandi; 50 m’lik hacimde 0,25 M asetik asit
cozeltisi hazirlandi. Cozelti lizerine 0,25 M sodyum asetattan eklendi. Ekleme islemine pH
5 olana kadar devam edildi.

-pH 6-9 tamponlar1 36 numarali kaynaga gore hazirlandu.

4.1.2. Enzim aktiflik tayininde kullanilan ¢ozeltiler

- Asetilkolinesteraz enzim ¢ozeltisi (AChE); kaynaklara gore hazirlanmis [42, 43] 1mL’lik

enzim ¢ozeltisinin -20°C’deki hali oda sicakligina getirilerek saf su ile 2mL’ye seyreltildi.

- Asetiltiyokolin iyodiir ¢ozeltisi; 0,075 M stok substrat ¢ozeltisi hazirlandi. 0,216 g asetil

tiyokolin iyodiir 10 mL balon joje ye konularak hacim ¢izgisine kadar saf su ile tamamland.

- 5,5'-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB); 39,6 mg 5,5-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit 10
mL balon jojeye konulduktan sonra pH 7 fosfat tamponu ile ¢6ziindii, lizerine 15 mg sodyum

bikarbonat ilave edilerek 0,01 M ¢o6zeltisini hazirlandi.

4.1.3. Pestisit ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

-Azinfos-etil ¢ozeltisini hazirlamak igin (1,57 x 10°® M) 0,54 mg Azinfos-etil tartild1. Saf su:

asetonitril (1:5) ¢oziicii ortaminda ¢oziildii.
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-Azinfos-metil ¢dzeltisini hazirlamak igin (1,57 x 10 M) 0,47 mg Azinfos-metil tartild1. Saf

su: asetonitril (1:5) ¢6ziicii ortaminda ¢6zildii.

-Tetraklorvinpos ¢dzeltisini hazirlamak igin (1,57 x 10 M) 0,57 mg Tetraklorvinpos tartildi.

Saf su: asetonitril (1:5) ¢oziicli ortaminda ¢oziildii.

4.2. Ferrosen Etiketli Destek Polimerlerinin Sentezi (AS-Fc)

Ferrosen etiketli destek polimeri sentezlemek i¢in kiire yapisinda olan
(aminometil)polistiren ile ferrosen karboksaldehitin katilma-ayrilma tepkimesinden
yararlanilmistir. 25 mL dimetilformamit (DMF)’de ¢6ziilmiis 1 g (aminometil)polistiren,
geri sogutucuya baglanmis iki boyunlu cam balona konuldu. 80°C’de karistirma islemi
yapilirken etil alkolde ¢oziilmiis 0,6 g ferrosenkarboksaldehit damla damla balondaki
(aminometil)polistiren ¢dzeltisi lizerine ilave edildi. 3 saat geri sogutucu altinda karistirma

ve 1sitma islemine devam edildi.

Sekil 4.1. (AS-Fc) nanokiireler igin 6n goriilen yap1

Ug saat sonra temiz 50 mL’lik behere alinan karisim oda sicakliginda bekletildikten sonra,
aseton ile ¢oktiiriilerek stiziildii. (AS-Fc) kodlu polimer (sekil 1), 1:1 aseton-su ile 3 defa
yikand1 ve 80°C’deki etiivde 1 giin boyunca kurutuldu (Uriin 1,2203 gram. Verim %76,25).

4.3. Ferrosen Etiketli Destek Polimerlere AChE Enziminin immobilizasyonu

Ferrosen etiketli destek polimerinden 1,0 gram tartilarak iki boyunlu hiicre kabina

konulduktan sonra {izerine 10 mL DMF eklendi. Daha sonra karsimin bulundugu balon
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icerisine Bolim 3.2.°de belirtildigi sekilde hazirlanan stok enzim ¢ozeltisinden 1 mL
eklendi. 3 saat geri sogutucu altinda oda sicakliginda (25 °C) karigtirma islemine devam
edildi. Tepkime sonunda, katt maddeler aseton-su (1:1) ile yikanarak, tutulmayan enzim

uzaklastirildi.

Sekil 4.2. (AS-Fc)’nin AChE ile olan tepkimesi sonucunda olusan etkilesim

4.3.1. immobilizasyon iizerine calismalar

Immobilize asetilkolinesteraz enziminin aktifligine pH etkisi

Alt1 adet 5 mL’lik balon joje i¢ine ferrosen etiketli polimerden 6’sar mg konuldu. Her balon
joje lzerine pH tamponlarinin (pH=4-9) her birinden 4’er mL eklendi. Polimer ve
tamponlarin bulundugu ortama, asetiltiyokolin iyodiir ¢ozeltisinden 40 uL eklendi. Oda
sicakligindaki ultrasonik su banyosunda bes dakika karistirildi. Karistirma isleminden sonra
50 uL DTNB eklenerek 15 dakika daha karistirma islemine devam edildi. Farkli tampon
ortamlarinda hazirlanmis karisimdan spektrofotometre hiicresine konularak 412 nm’deki
absorbans degisimi UV-GB spektrofotometresi cihaziyla takip edildi. Elde edilen degerler
grafige cizilerek optimum pH belirlendi. Serbest enzim i¢in de ayni kosullarda deney

yapilarak aktifligine pH nin etkisi de incelendi.

Immobilize asetilkolinesteraz enziminin aktifligine sicaklik etkisi

Yedi adet 5 mL’lik balon joje icine ferrosen etiketli polimerden 6’sar mg konuldu.
Polimerlerin bulundugu balon jojeye optimum pH’daki tampondan ve 40 pL stok
asetiltiyokolin iyodiir (substrat) ¢ozeltisinden ilave edildi. 50 uL. DTNB eklendiken sonra
ultrasonik su banyosunda 15 dakika karigtirildi. Optimum tampon ortaminda hazirlanan
karisimdan spektrofotometre hiicresine konuldu ve 412 nm’deki absorbans degisimi UV-GB

spektrofotometresi cihaziyla takip edildi. Bu islem 20°C-80°C sicaklik degerleri arasinda
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10 °C artislarla tekrarlandi. Bu degerler grafige gecirilerek immobilize enzim i¢in optimum
sicaklik degerleri belirlendi. Serbest enzim icin de aym sekilde aktiflige sicakligin etkisi

incelendi.

Immobilize asetilkolinesteraz enziminin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Substrat (asetiltiyokolin iyodiir) derisiminin etkisini incelemek i¢in immobilize edilmis
ferrosen etiketli polimerden 6’sar mg on adet balon joje igerisine konuldu. Her birinin
tizerlerine 0,075 M’ stok asetiltiyokolin iyodiir ¢ozeltisinden 10-100 pL arasinda degisen
miktarda ilave edildi. Balon jojedeki toplam hacim (2940-2850) uL olacak sekilde tampon
¢ozeltisinden ilave edildi. Optimum sicakliga getirilmis ultrasonik su banyosunda 15 dakika
karistirildi. Daha sonra her bir balon jojeye 50 L. DTNB ekleyip 15 dakika daha karistirma
islemine devam edildi. 0,25-2,50 mM degisen derisime sahip olan balon jojelerdeki
¢ozeltilerinin absorbans degisimleri UV-GB spektrofotometresinde 412 nm de kaydedildi.
Serbest enzimin aktifligine substrat derisiminin etkisi de incelendi. Artan substrat derisimine
kars1 absorbans degerleri grafige gecirildi. Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafigi ¢izilerek

Km ve Vmak degerleri belirlendi.

Immobilize asetilkolinesteraz enziminin tekrar kullanilabilirligi

AChE immobilize edilmis Ferrosen etiketli polimerden 6 mg alinarak 5 mL’lik balon joje
icerisine konuldu. 2,5 mL pH 7 tampon ¢o6zeltisinden ve 40 pL asetiltiyokolin iyodiir
cozeltisinden konularak 15 dakika oda sicakliginda su banyosunda karistirildi. Daha sonra
50 uL DTNB balon joje icine eklenerek karistirmaya devam edildi. Balon jojelerdeki
¢ozeltilerin absorbans degisimleri UV-GB spektrofotometresinde 412 nm de kaydedildi.
Balon joje igerisindeki c¢oziicli dekante edilerek uzaklastirildi. Geriye kalan AChE

immobilize edilmis ferrosen etiketli polimere ayni islemler tekrarlandi.

Immobilize asetilkolinesteraz enziminin depolama kararlilig

AChE immobilize edilmis Ferrosen etiketli polimerden 6 mg alnarak 5 mL’lik balonjoje
ierisine konuldu. Uzerlerine 2910 uL pH 7 tampon ¢dzeltisi, 40 uL stok asetiltiyokolin
iyodiir (substrat) ve 50 pL DTNB eklendi ve karigim 15 dakika karistirildi. UV-GB

spektrofotometresi ile 412 nm’de absorbans degerleri okundu. Yukarida bahsedilen islem
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hafta bir defa olmak iizere oda sicakliginda tekrarlandi. Boylece 8 hafta sonunda immobilize

enzimin aktifligini % kag¢ koruyabildigi hesaplandi.

4.3.2. immobilize AChE enzimi ile pestisit tayini

Ug adet balon joje icine, AChE (Asetilkolinesteraz) enzimi immobilize edilmis
polimerlerden 6’sar mg konuldu. Balon jojelere pH 7 tampon ¢ozeltisi konulduktan sonra 40
uL asetiltiyokolin iyodiir ¢ozeltisi eklendi ve su banyosunda 15 dakika karistirildi. Bunu
takiben karisim tlizerine 50 pL DTNB ¢ozeltisi ilave edildi. 10 dakika daha karistirilarak
inkiibasyon isleminin olmasi saglandi. Daha sonra hazirlanan ti¢ balon joje igerisine, 50 pL
stok pestisit ¢ozeltisi eklendi. Pestisit ilavesinden 30 dk sonra, 412 nm dalga boyundaki
absorbans degerleri UV-GB spektrofotometre cihaziyla belirlendi.

Immobilize AChE enzimi ile pestisit tayinindeki tekrar kullanim incelenmesi

Ug adet tiip i¢ine, AChE (Asetilkolinesteraz) enzimi immobilize edilmis polimerlerden 5’er
mg konuldu. Tiiplere pH 7 tampon ¢6zeltisi konulduktan sonra 40 pL asetiltiyokolin iyodiir
cozeltisi eklendi ve su banyosunda 15 dakika karistirildi. Bunu takiben karigim {izerine 50
uL DTNB c¢ozeltisi ilave edildi. 10 dakika daha karistirilarak inkiibasyon isleminin olmasi
saglandi. Daha sonra hazirlanan bes balonjoje icerisine, 50 pL stok pestisit ¢ozeltisi eklendi.
Pestisit ilavesinden 30 dk sonra, 412 nm dalga boyundaki absorbans degerleri UV-GB
spektrofotometre cihaziyla belirlendi. Balon joje igerisindeki ¢oziicii dekante edilerek
uzaklastirildi. Geriye kalan AChE immobilize edilmis ferrosen etiketli polimere ayni

islemler 4 kez tekrarlanarak absorbans degerleri kaydedildi.

5 mg polm

hd

pH 7 Tampo 5 mg polm
40 pL AChl
50 pL DTN

pestisit

40 pL. AChl
50 pL DTNB

estisit

1

N

Sekil 4.3. Immobilize AChE enzimi ile pestisit tayininin tekrar kullanilabilirligin deneysel
gosterimi
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5. SONUCLAR

5.1. Karakterizasyon

Ferrosen etiketli destek polimerlerin karakterizasyonu i¢in SEM/EDX, element analizi,

FTIR ve TGA analizlerinden faydalanildi.

SEM-EDX analizi

Ferrosen etiketli destek (AS-Fc) polimerine ait SEM fotograflarina bakildiginda, kiire
yapisinin korundugu asagida verilen resimde goriilmektedir. Ayrica, ferrosen etiketli destek
(AS-Fc) polimeri ile ferrosen etiketli olmayan polimere ait EDX spektrumlar

kiyaslandiginda (Resim 5.1), spektrumlar arasinda belirgin fark oldugu goriildii [35].

Resim 5.1. Ferrosen etiketli destek (AS-Fc) polimerinin SEM (400, 1000 ve 2000 biiyiitmeli)
goruntisu
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Ferrosen etiketli destek (AS-Fc) polimerinde 6 keV - 7 keV arasinda gozlenen demire ait
pikin ortaya ¢ikis1 Ferrosen karboksladehit’in katilmasi sonucunda olduguna karar verildi

(Sekil 5.1). EDX spektrumda goriilen oksijen atomunun yapidaki kristal H>O’dan

kaynaklanabilecegine dair yorum yapildi.

c: \ edax32\ genesi s\ genspc. spc
Label :
KV30.0Tilt:0.0 Take-of f:36.8 Det Type: SUW Res: 127 Anp. T: 102. 4
FS: 667 Lsec : 16 17- May- 2024 14: 46: 05
d Ka
Feka
Fell
D Ka
La
Fekb
o) " " N " . . )
é. 00 4 00 6 00 8 00 16. 00 12 00 keV

c: \ edax32\ genesi s\ genspc. spc
Label :

kV:30.0Tilt:0.0 Take-off:36.9 Det Type: SUIW Res: 127 Anp. T: 102. 4
17- Myy- 2024 14: 52: 54

FS: 556 Lsec : 9

g Ka

Ka
l. FRTORTINN NOPRT s " . . L
keV

2.00 4. 00 6. 00 8.00 10.00 12.00

Sekil 5.1. Ferrosen etiketli ve etiketli olmayan polimerlere ait EDX spektrumlari
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Element analizi

Element analiz sonuglar1 Cizelge 5.1°de verilmis olup, 6n goriilen yapi ile uyumlu oldugu

sonucuna varildi.

Cizelge 5.1. (AS-Fc) kodlu polimerin My ve element analiz yiizdeleri

Hesaplanan

Bilesik .

Onerilen Birim (Mw) Muw (Bulunan)
(renk)

C H N Fe

(AS-Fc) 83,68 6,59 |107 |4,29
koyu kahve [(CsHs)s(CH=N-Fe) 1305 | (86,81) | (7,08) |(1,32) (4.03)

(CsHg)s]n x 3H20

Element analiz sonuglarina gore tekrarlanan birim iginde ti¢ mol kristal H2O’nun olabilecegi
yorumu yapildi. Ayrica ferrosen etiketli polimerde demir iyonunun belirlenmesi ferrosen

karboksaldehitin polimere baglandigini bir delili olarak yorum yapildi [32].

TGA egrisi

Ferrosen etiketli polimerine TGA egrisi Sekil 5.2.°de, kiitle kayiplar ile ilgili 6n goriilen
yapilar Cizelge 5.2°de verildi.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Kiitle Kayhi, %

0 200 400 600 800
Sicaklik, °C

Sekil 5.2. Ferrosen etiketli polimere ait TGA egrisi
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Cizelge 5.2. Ferrosen etiketli polimerin Termal Analiz Sonuglari

Hesaplanan

. Sicaklik (Bulunan)
Onerilen Birim

°C Ayrilan grup veya | % kiitle
[(CgHs)s(CH=N-Fe) (CgHs)s]x3H20

*Kkalan grup

40 -146 3H20 4,14 (4,73)

194 - 550 | (C,N,Fe)n 67,64 (*)

650-800 *10C+Fe203 19,98 (19,33)

(*): On goriilemedi

Sekil 5.2 ye gore ferrosen etiketli polimerin 1s1l isleminde, 6nce 146 °C’a kadar kristal
H>O’nun ayrildigr [35,51], daha sonra tek basamakta bozunarak geride %19,93 kiitle ile
demir ve karbon atomunlarini iceren bir kiitlenin kalmis olabilecegi onerildi. Sekil 5.2 ye
gore, tek basamakta gerceklesen bozunma sicakliginin 194 °C’de bagladigi 800 C’de
ferrosen destekli polimerin %80,67 lik kismin parcalanarak %19,33 lik kisminin kaldigi

goriildil.

FTIR spektrumu

Ferrosen etiketli ve ferrosen etiketli olmayan polimerlere ait FT-IR spektrumu Sekil 5.3’te
verilmistir. Polimerik yapilar farkli zincir boylarina sahip oldugu i¢in IR spektrumlarinda
daha genis bant olarak goriilmesi beklenen bir durumdur. Ferrosen etiketli olmayan
polimerin -NH, grubuna ait IR bantlarin 3200 cm™-3400 cm™’de genis bantlar olarak
goriilmesi polimerik yapidan kaynaklandigi sdylenebilir. Ayrica 1800 cm™ civarindaki amid

I bandlar1 da genis bant olarak goriilmektedir [49,50].

Ferrosen etiketli polimere ait alifatik vc.n titresimi 2928 cm™ ve 2864cm™ de, aromatik ve-H
titresimi ise 3061 cm™ ve 3018 cm™ de gzlenmistir [50]. Ferrosen etiketsiz polimerde 3200

cm? - 3400 cm™de genis bantlar olarak goriilen bantlarm  goriilmemesi
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ferrosenkarboksladehit katilmasinin bir sonucu olarak degerlendirilebilir. Ayrica amid I

bantlarinin goriilmeyisi de bu sonucu desteklemektedir [49].

1632 cm™*de goriilen yeni bandin —~NHz uglu polimer ile aldehit arasindaki katilma-ayrilma

reaksiyonu sonucunda meydana geldigi ve  —CH=N-(imin) grubunun olusumundan

kaynaklandig1 diigiiniildii [51]. Ferrosene ait olan karakteristik tiglii bantlarin ferrosen
etiketli polimerde 1418-1430 cm™ araliginda goriilmesi, yine aldehitin polimere
baglandiginin bir delili olarak degerlendirildi.
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Sekil 5.3. Ferrosen etiketli ve ferrosen etiketli olmayan polimerlere ait FT-IR spektrumu
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5.2. Serbest ve Immobilize AChE Enzimi ile Tlgili Sonuclar

Serbest ve immobilize AChE’1n aktifligine pH. sicaklik ve substrat derisiminin etkisi

Serbest ve polimerik destege immobilize edilen AChE’1n aktifligine pH ve sicaklik etkisi,
Boliim 3.’de agiklanan yontemin uygulanmasi sonucunda elde edilen degerler incelenmis ve
Sekil 5.4.’deki grafikler elde edilmistir. Optimum pH arastirmalarinin sonucunda serbest
enzim i¢in optimum pH=8 iken immobilize enzim i¢in pH=7 olarak bulunmustur. Serbest
enzim ve immobilize enzim i¢in optimum sicakligi 40 °C olarak ayni bulundu. Serbest
enzime gore farkli optimum pH gostemesi immobilizasyon sonucunda immobilize enzimin
konformasyonal yapinin korunarak serbest enzime gére daha nétral kosullarda galisabilecegi

diistincesi olusmustur.

100 100

% S
o g ——Serbest Enzim
c;). 60 £ < —e—Immobilize Enzim
= < 60
> <
2 4 Serbest Enzim 2
< - 2 40
= . e
S 20 ~e—Immobilize Enzim 3
e q
:(8 0 20

3 : . . 20 40 60 80 100
pH Sicakhk, °C

Sekil 5.4. Serbest ve immobilize AChE’1n aktifligine pH ve sicaklik etkisi

Serbest ve ferrosen etiketli destege immobilize edilmis AChE’nin aktifligine substrat
(asetilkolin 1yodiir) derisiminin etkisi incelenirken Boliim 3.’de belirtilen deneysel yontem
uygulanmis bdylece elde edilen verilerden yapilan hesaplamalar sonrasinda Sekil 5.5°te
verilen Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafiklerdeki verilerden yararlanarak Km ve

Vmax degerleri bulundu.
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10 y=2,0486x + 15251 .
g 8 R = 09798 Serbest Enzim
S
=
= 6 °
s . o
> . Immobilize Enzim
— S
A e
2 | .- o e y = 1,0446x + 0,0822
R P R2=0,9757
-1 0 1 2 3 4 5
1/S mM-t

Sekil 5.5. Serbest ve immobilize AChE’nin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Immobilize ve serbest enzime ait dogrunun egilim ¢izgisinden sirasiyla y=1,0446x + 0,0822
ve y=2,0486x + 1,5251 olarak bulundugu goriilmektedir. Bu degerler dikkate alinarak 1/V
= Km/Vmax x1/[S] + 1/Vmax ifadeleriyle birlikte hesaplandiginda, Cizelge 5.3’te verilen
degerler elde edildi.

Cizelge 5.3. Serbest AChE ve (AS-Fc)-AChE’mn optimum sartlar1 ve Km ve Vmak

degerleri
Depolama
) 10. kullanimda o
Optimum ) ) Vmak . (8.hafta, Aktiflik
Enzim halleri | Ky (mM) Aktiflik %
Kosullar (mM/dk) %)
Oda sicakliginda (25 °C)
pH 7, serbest 1,35 0,66 - -
40°C Immobilize 12,70 12,16 61,8 88,8

K, enzimin substrata olan ilgisidir. V,,,; ise enzimin substrata doydugu andaki katalitik
hizidir. Km ifadesinin deneysel olarak tanimi olan ‘enzim reaksiyon hizinin V4 'in yarisi
oldugu substrat konsantrasyonu’ oldugu bilgisi dikkate alindiginda, immobilize enzimin
substrata olan ilgisinin azaldig1 Cizelge 5.3 te verilen degerlerden anlagilmaktadir. Bu arada,

immobilize enzimin V.4, yani hiz1 artmistir.
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Immobilize AChE enziminin tekrar kullanilabilirligi ve depolama kararliligi

Ferrosen etiketli destege uygulanan immobilize enziminin tekrar kullanilabilirligi ve

depolama kararlilig1 oda sicakliginda yapilmistir.

Ferrosen etiketli destege yapilan immobilize enziminin tekrar kullanilabilirligi ile ilgili
kullanim sayisi 10 (on) olduktan sonra devam edilmemistir. Onuncu kullanimdan sonra

ferrosen etiketli destege immobilize edilen enziminin aktifliginin %61,8 korundugu

gorilmiistir.
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Sekil 5.6. Immobilize AChE enziminin tekrar kullanilabilirligi ve depolama kararlilig
grafikleri

Ferrosen etiketli destege yapilan immobilize AChE’in saklanmasi/depolanmasi sonucunda
aktifliginin ne kadar siireyle devam ettirdigini takip etmek i¢in depolama kararlilig1 deneyi
yapildi. Her hafta olgiilen enzim aktivitesi % de goreceli aktivite olarak hesaplanarak Sekil
5.6 de verilen grafik elde edildi. Sekizinci hafta sonunda immobilize enzimin goreceli olarak

aktivitesini %88,8 korudugu belirlendi.
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5.3. immobilize AChE Enzimi ile Pestisit Degerlendirmesi

Ayni sartlar altinda calisilan {i¢ farkli pestisitin AChE iizerine olan etkisinin incelenmesi

sonucunda elde edilen degerlerin grafige gecirilmesiyle Sekil 5.7. elde edilmistir.

—azinfos-etil 1
2 . B
—azinfos-metil
—tetraklorvinpos
0,8
——tetraklorvinpos
——azinfos-metil
0,6 —azinfos-etil
w
j
[
o
=
2
80,4 +
<

380 430 480
380 430 480 Dalga Boyu (nm)
Dalga Boyu (nm)
A B

Sekil 5.7. Immobilize AChE enzimi ile pestisit etkilesimlerinin absorbandaki degisimlerine
ait Uv-GB spektrumlari (A: ilk 6lgtimler, B: 2.61¢timler)
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o™y o
HOOC ™ ™ ~§~ HOOC ™ g
2-nitro-5-tiobenzoat anyonu C

Sekil 5.8. Enzimin ¢aligma sartlarinin izlenmesi sirasinda uygulanan mekanizma (C)
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Azinfos-etil, azinfos-metil ve tetraklorvinpos pestisitler i¢inde (Sekil 5.9) immobilize AChE

enzimini en ¢ok inhibe eden pestisitin Azinfos-etil oldugu goriilmektedir.
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- - -~ 1|
[l,ﬁ:\ hrquxsfzha,ﬂ k| aodxsﬂrﬁ = | O-P-0CHs
- '.‘:'-N . HSG-H_ S, ” : H
~ZN ) Mo o g OCHs
Azinfos-etil Azinfos-metil Tetraklorvinpos

Sekil 5.9. Calisilan pestisitlerin molekiil yapilari

412 nm dalga boyundaki absorbansin Azinfos-etilin daha etkili olmasinin nedeni Sekil

5.8.’de verilen enzim-substrat mekanizmani daha etkili bir sekilde durdurmasindan dolay1

oldugu sodylenebilir.

5.4. Iimmobilize AChE Enzimi ile Pestisit Tayinindeki Tekrar Kullanimdaki
Degerlendirmeler

Immobilize enzimin ¢alisilan tiim pestisitlerin 4 tekrar kullanilabilirliginde Azinfos-etil i¢in

0,012, Azinfos-metil ve Tetraklorvinpos igin sirasiyla 0,18 ve 0,21 olarak absorbans

gosterdigi belirlendi.
0,5 . . .
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Sekil 5.10. Immobilize enzimin ¢alisilan tiim pestisitler igin 4. tekrar kullanilabilirligindeki
absorbans degerleri ve dordiincii tekrarlama ile ilgili verilerin karsilastirilmast



35

6. SONUC VE ONERILER

Sentez sonucunda elde edilen Ferrosen etiketli polimerin kiire formunda oldugu SEM
fotograflarina gore karar verilmistir. Ayrica organometalik molekiil olan ferrosenin kiirelere
Schiff bazi olusumuyla baglandig1 FTIR spektrumuna gore karar verildi. Ferrosen etiketli
polimerin FTIR spektrumunda, giris polimerinden FTIR spektrumundan farkli olarak yeni
imin pikinin ve ferrosene ait spesifik piklerin gozlenmesi ferrosenin polimerik kiirelere
baglandiginin bir delili olarak degerlendirildi. Karakterizasyonda elementel analize gore
onerilen birim yapinin TGA analizi ile birlikte degerlendirildiginde birim yapinin uyumlu

oldugu sonuca varildi.

Optimum pH ve sicaklik kosullarinin arastirilmasi sonucunda, immobilize enzimin serbest
enzim den farkli optimum pH kosulunda daha iyi aktivite gosterebilecegi, ancak optimum
sicakligin serbest enzimle ayni sicaklik kosulunda (40 °C) 1iyi aktivite gosterebilecegi
goriildii. Immobilize ve serbest enzime ait Km / Vmak degerleri sirasiyla 12,70/12,16 ve
1,35/0,66 olup, immobilize enzimin substrata olan ilgisinin azaldig1 ancak, Vmak yani hizi
artdig1 goriildii. Immobilize enziminin tekrar kullamilabilirliginde kullanim sayis1 10 (on)
aktifliginin %61,8 korundugu ve immobilize enzimin sekiz hafta sonra goreceli olarak

aktivitesini %88,8 korudugu belirlendi.

Azinfos-etil, azinfos-metil ve tetraklorvinpos pestisitlerin immobilize AChE enzimini en
¢ok inhibe eden pestisitin Azinfos-etil oldugu, enzim-substrat mekanizmani daha etkili bir

sekilde durdurabildigi goriildii.

Cizelge 6.1. Immobilize edilen ferrosen etiketli polimerin ¢alisilan pestisitlere kars1 goreceli
aktivite degisimleri

Goreceli aktiflik (%)
Pestisit Adi
1. 6lgim 2. 6l¢iim 3. 6lglim 4. 6l¢iim
Azinfos-etil 67 34 13 6
Azinfos-metil 86 41 16 9
Tetraklorvinpos 100 43 19 12
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Immobilize enzimin pestisit ile muamelesi sonucunda, pestisit oratmadan uzaklasmis olsa
bile enzim-substrat etkilesimini ¢ok zayiflattigi ve immobilize enzimin 4.kez pestisitle
etkilestirilmesi sonucunda calisilan pestisitlerin immobilize enzimin ¢alisabilirligini
Azinfos-etil >Azinfos-metil > Tetraklorvinpos sirasinda neredeyse yok ettigi gorildi
(Cizelge 6.1).

Tim sonuglar, Ferrosen etiketli polimerin pestisit analizlerinde kullanilabilecegini
gostermektedir. Pestisit analizine yonelik bir sensor yapilabilecegi, hatta tez kapsaminda
modifiye edilmis polimerle iki kere yapilacak pestisit analizinin saglikli sonu¢ vermesinin
miimkiin olabilecegini Oneriyoruz. Ferrosen etiketli polimer ile sadece pestisit analizleri

degil, biyobelirte¢ ve terapotik hedefler i¢in kullanilabilir oldugunu 6neriyoruz.
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