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OZET

Caligmada, enzim tabanli bir fenol sensorii gelistirilmigtir. Horseradish
peroksidaz enzimi, disk seklinde kesilmig poligluteraldehit ile aktive edilmig
polistiren bir polimere kimyasal olarak baglanmigstir. Diskten gegen siirekli akiga, bir
enjektdrle, 0,5-2 mM konsantrasyon araliginda fenol yiiklemeleri yapilmig, UV-
Spektrofotometredeﬁ fenol pikleri elde edilmistir. Enzimatik reaksiyon igin gerekli
optimum hidrojenperoksit miktar1 belirlenmistir. Farkhh akig debilerinde diskin
davranig1 incelenmis ve diskin Vi, ve K, degerleri belirlenmigtir. Katki maddesi

olarak kullanilan tetrametilbenzidinin sistem iizerine etkisi aragtirilmgtir.

Reaksiyon ortaminda, optimum hidrojen peroksit miktarinin, fenoliin 1,5 kat1
oldugu belirlenmistir. Sistemin diflizyon ve kimyasal kontrollii bolgeleri
belirlenmigtir. Serbest enzim igin V,, degeri 667umol/dak-mg enzim, K, degeri 6,26
mM bulunmugtur. Tetrametilbenzidin varliinda aktivitenin arttifi goriilmiis,
aktivitenin maksimum arttig1 tetrametilbenzidin konsantrasyonu 0,64 mM olarak
belirlenmigtir. Disk oda kosullarinda saklandiginda, 12. giiniin sonunda ilk
aktivitesinin % 56’smmi  koruyabilmistir. Sistemin fenol sensorii olarak

kullamlabilmesi i¢in, 4-aminoantiprinin gerekli oldugu belirlenmisgtir.



SUMMARY

In this stud);, an enzymatic phenol sensor was developed. Horseradish
peroxidase enzyme was chemically immobilised to a polystyrene polymer, activated
by polygluteraldehyde. Phenol was injected to continuous flux of the disk between
0.5 and 2 mM concentration and phenol peaks were obtained by UV-
Spectrophotometer. Optimum hydrogen peroxide amount required for enzymatic
reaction was determined. The disk behavior was investigated at different flow rates

and, Vp, and K, were determined. The effect of tetramethylbenzidine on the system

as an additive was investigated.

It was stated that the optimum amount of hydrogen peroxide was 1.5 times the
phenol amount for the reaction. Diffusion and chemical controlled regions of the
system were determined. V,, and K, values for the free enzyme was found as 667
umol/min-mg enzyme and 6,26 mM, respectively. It was observed that the activity
was increased in the presence of tetramethylbenzidine and the maximum activity was
obtained at 0,64 mM tetramethylbenzidine concentration. The disk preserved 56% of
its initial activity at the end of 12 th day when stored at room temperature. It was

determined that 4-Aminoantipyrine was required for the system to be used as a

phenol sensor.
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1. GIRIS

Enzimler hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlan katalize eden proteinlerdir.
hiicrelerde ¢ok Onemli metabolik gorevleri olan enzimler artik ¢ok ¢esitli amaglar
icin kullamilmak lizere giinliik hayata girmiglerdir. Pekg¢ok endiistriyel, analitik ve
klinik proseslerde enzimler substrat c¢ozeltisi ile karsilastirilirlar ve iiriine
déniigtiirtildiikten sonra ekonomik olarak geri kazamlamazlar. Enzimlerin sadece bir
kere kullanilmalari, pahali olmalari nedeni ile biiyiikk masraflara neden olmaktadir.
Bu nedenle immobilize olarak defalarca kullamiimalar1 ekonomik olarak daha makul
olmakla birlikte enzimatik prosesler siirekli olarak da yapilabilmektedir. Giinlimiizde

¢ok sayrda immobilize enzim endiistride ve aritimda kullanilmaktadir.

Biyomiihendislik ve  biyoteknolojideki  dinamik  gelismeler, atiksu
ortamlarindaki  substrat konsantrasyonlarimin  hizli  ve giivenilir olarak
belirlenebilmesi ve izlenebilmesi agisindan imkan saglamaktadir. Enzim tabanh
Olglim sistemlerinin yiiksek segiciligi, kesikli yiiklemeli sistemlerin avantajlariyla
birleserek atiksu ortamlarinda olglimii istenen substratlar i¢in hizli ve giivenilir bir
proses izlemesi saglar. Bu amagla, tyrosinase, laccase ve peroxidase enzimleri
amperometrik ve potansiyometrik sensdr sistemlerinde yaygin olarak kullanilir,
Sensor sistemleri, i¢erdikleri biyokomponentler sayesinde hizli ve giivenilir 6l¢timler
saglar, taginabilir ve pratik sistemlerdir. Kirleticinin yerinde izlenebilmesi igin

rahatlikla kullanilabilirler ve dlgtimleri basittir.

Bu ¢alismanin amaci, horseradish peroksidase enzim tabanli bir polistiren
membranin fenol sensorii olarak kullamlabilirliginin arastirilmasidir. Caligmada,
horseradish peroxidase enziminin fenolii kataliz reaksiyonu standart fenol tayin
metodunda belirtilen 4-aminoantipren metoduna dayalidir. Ortamda bulunan fenol,
peroxidase enzimi ile reaksiyona girer ve fenoksi radikallerine doniigtiiriiliir. Olugan
_ bu radikaller 4-aminoantipren ile birleserek renkli bir {irlin olan N-antiptil

benzokinonimini meydana getirirler (Sekil 1.1) (Wu, 1993).
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Sekil 1.1. Horseradish peroxidase Enziminin 4-Aminoantiprin

Varhginda Fenolii Kataliz Reaksiyonu

Calismada ayrica reaksiyon ortamuna ilave edilen katki maddelerinin enzim
aktivitesine etkisi, substrat yiiklemelerindeki optimum dozlar ve enzimi saklama
sartlar1 incelenmisgtir. Farkli akis hizlarinda disk davranigt ve buna bagli olarak Vp, ve
Kmn degerleri hesaplanmigtir. Sistemin kararlilign ve 4-Aminoantiprinin sistem igin

gerekliligi belirlenmistir.
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2. FENOLUN TANIMI VE CEVRESEL ACIDAN =
ONEMI

Fenoller bir benzen yada benzenoid halkasina direkt olarak baglanmg bir
hidroksil grubu igeren bilesiklerdir. Fenol, bu grubun ana bilesigi olan
monohidroksibenzene (C¢ HsOH) verilen spesifik bir isimdir. ilk olarak 1839 yilinda
F. Runge tarafindan komiir katranindan ayrilmigs ve “karboksilik asit” olarak
adlandinnlmigtir. Bu tarihten sonra I[.Diinya Savasi yillarinda fenoliin benzene
siilfolanmasi ve siilfonun hidrolizi yoluyla ilk defa sentetik olarak elde edilmesine
kadar gecen siirede komiir katran1 fenol elde edilmesine kullanilan tek kaynak olma

6zelligini korumugtur. Bugiin fenol tamamen sentetik yontemlerle elde edilmektedir.

Fenoller, yiiksek toksiditeye, yiiksek oksijen ihtiyacina (2,4 mg O,/ mg fenol)
sahip, biyolojik olarak ayrgabilir bir Kkirleticidir. 2 mg/L’nin dstiindeki
konsantrasyonlarda baliklara toksik etki yapar, 10-100 mg/L konsantrasyonlari

arasinda da sucul yasamin 6liimiine neden olur.

Kiiciik molekiilli fenol bilesikleri kat1 veya erime noktalart oda sicakhigina
yakin olan stvilardir ve suda az ¢oziinir. Omegin, fenol suda yaklasik olarak % 9
¢oziiniir. Biiytik molekiillii bilesiklerin suda ¢oziiniirliigii daha azdir, ama eter, alkol,
benzen gibi organik ¢oziicillerde ¢Oziiniirler. Kaynama noktalari, aromatik

hidrokarbon ve halojen bilesiklerine gére daha yiiksektir. (Korkut ve ark., 2001)

2.1. Fenollii Atiksu Kaynaklar

Fenol, en 6nemli enddistriyel atiksu iceriklerinden biridir. Fenolik atiklar kok ve
petrol rafinelerindeki {iretim sirasinda ortaya gikmaktadir. Ayrica plastik ve sentetik
regine, tekstil, kimya ve boya endiistri atiksularinda da istenmeyen derisimlerde fenol

icermektedir. Fenol igeren atiksularin diger kaynaklari arasinda orlon Uretim



tesisleri, yag rafinerileri, patlayici iiretim tesisleri, kagt iiretim tesisleri, kostik havall
temizleyiciler, azot igleri, fiberglas tiretimi, d6kiimhaneler ve kullanilmig kaug:ukl‘érm

geri kazanildig1 tesisler gosterilebilir.

I¢me sularinda ve besin endiistrisi sularinda fenoliin varligi suyun tadim bozar.
Fenol igeren su klorlandiginda zehirli poliklorlu fenoller olugur. EPA (Enviromental

Protection Agency) yiizey sularinin 1 ppb’den az fenol igerebilecegini belirtmektedir.

Fenoliin sularda bulunmasina miisaade edilen maksimum konsantrasyonu Su
Kirliligi Kontrol Yonetmeligi’ne goére kanalizasyon sistemleri tam artma ile
sonuglanan atiksu alt yapi tesislerinde 20 mg/L, deniz desarji ile sonuglanan

sistemlerde 10 mg/L’ dir.

Fenoliin antropojenik kaynaklan; orman yanginlari ve lingo selulozik

materyallerin dogal bozunmasidir (Korkut ve ark., 2001).

2.2. Fenol Arntim Metotlar:

Fenollii atiksularin aritilmasi igin ¢esitli aritma teknolojileri vardir ve ¢ogu
zaman bu metotlarin uygulanmasi birbiri i;;ine girmektedir. Hem fizikokimyasal hem
de biyolojik aritim y6ntemleri endiistriyel 6l¢ekli tesislerde basariyla uygulanmakta
ve oldukga iyi aritim verimlerinin elde edildigi bildirilmektedir (Yildiz, 1998).

Karbonizasyon iglemi sirasinda olusan fenollii atiksular, kimyasal ve biyolojik
y6ntemler kullanilarak aritimaktadir. Kimyasal olarak aritma isleminin esasl
defenolizasyondur. Yiiksek fenol kirliligi iceren atiksulardan fenolii gidermek igin
¢esitli ayirma islemleri uygulanmaktadir. Bu iglemler, atik fenoliin NaOH ile
ekstraksiyonu, aktif karbon veya komiir kiiliine adsorpsiyon ve kimyasal oksidasyon

olarak kisaca dzetlenebilir.

Fenoliin geri kazamimi, gerek sularin arntimi gerekse de endiistrinin gesitli
kollarinda kullanilan bir madde olarak iiretim ekonomisine yeniden kazandinlmasim
saglamakla birlikte oldukca pahali bir islemdir. Gerektirdigi ileri teknoloji ve teknik
igletim kapasitesi agisindan, ancak oldukg¢a iyi donamimli ve yliksek {iretim

kapasitesine sahip endiistriyel tesislerde fenol geri kazamlabilmektedir. Yalmzca



fenol artiminin 6nerildigi durumlarda ise biyolojik yontemler kullanilir. BlyOlOJ
aritma; biyofiltreler, aktif camur yontemi, uzun havalandirmal: aktif ¢amur sistemica” ™
ve dogal sulama yataklar1 seklinde farkli yéntemlerle uygulanabilmektedir (Erhan,
1995).

2.2.1. Kimyasal Oksidasyon

Su ve atiksu artiminda kimyasal oksidasyonun kullanilmasimnin amact
istenmeyen kimyasal maddelerin zararsiz forma doniistiirilmesidir. Cogunlukla
oksidasyon isglemini son agamaya kadar siirdirmek uygun degildir. Fenol istenirse
karbondioksit ve suya kadar oksitlenebilir. Ancak kosullarin ayarlanmasiyla ara
kademelerde de zararsiz oksidasyon iriinleri elde edilebilir. Eger bu ara iiriinler
zararsiz iseler daha ileri oksitlemeye zaman ve ekonomi agisindan gerek yoktur. Bu
amagla kullanilan oksidant maddeler, ozon, permanganat, klor, klor dioksit gibi

maddelerdir (Sengiil ve Kiigiikgiil, 1988).

Atiksularin  kolayca biyolojik ayrigmaya ugratilamayacak nitelikte olmasi ve
fizikokimyasal aritimin da pahali olmas1 nedeniyle elektrokimyasal oksidasyon son
zamanlarda klasik giderim yo6ntemleri yerine getirilmistir. Ciinkii,. Fenoliin
elektrokimyasal yikim1 boyunca olusan polimer iiriinler elektrotlarin tizerinde birikir.
Bu birikim elektrotu pasiflestirerek yeni reaktantlarin uygulanmasim ve olusan
tirtinlerin reaksiyon bélgesinden giderimini engeller. Bu ayni zamanda, reaksiyonun
siirmesi igin gerekli potansiyelin azalmasina neden olur. Aritimda, ortama iletkenligi
arttiric1 bir elektrolit eklenir. Literatiirde Na;SQs, H,SO4, NaCl gibi elektrolitlerin
kullanildig: belirtilmigtir (Korbahtt ve Tanyolag, 2003). '

Islak hava oksidasyon prosesi, yiiksek sicaklik ve basing gerektirir. Ozonlama,
¢ok giiclii bir teknoloji olmasina ragmen, ozonun ¢oziiniirliigi sinirhdir ve 6mrii gok
azdir. Bu sebeple, proseste yiiksek enerji tiiketilir. Ozon, bilesiklerle iki yolla
reaksiyona girer; ilki, molekiiler ozon dogrudan bilesige etki eder. Ikincisi, ozonun
bozulmast sonucu olugan radikaller bilesikle dolayli olarak reaksiyona girer. HyO; ile
arttim, alternatif kimyasal oksidasyon proseslerine yardimcidir. Eger hidroksil
radikalleri fotokimyasal olarak oluguyorsa, H,O, ‘nin tiikketim katsayisimin diistikltigii
nedeniyle prosesin maliyeti yiiksek olur (Catrinescu et al., 2003).



Fenoliin ozonla oksidasyonunda, oksidatif baglanma sozkonusudun, Bteseﬁin

ilk basamaginda, fenolden 1 elektron kopmak suretiyle fenoksi radlkaHerl oiusur & ”
Sonra iki ya da daha ¢ok radikal birbirleriyle baglanarak disiik cbzunur'lﬁgqm@ab.t o

polimerleri olustururlar (Wu et al., 2000).

2.2.2. Fizikokimyasal Metodlar

Toksik organik bilesiklerin aritiminda adsorpsiyon proseslerinin kullanilmasi
olduk¢a etkili sonuglar vermektedir. Ozellikle taneli aktif karbon bu alanda
kullanilan en yaygin adsorbent maddedir (Korkut ve ark., 2001).

Fenoller, aktif karbon lizerine geri doniisiimsiiz olarak adsorbe olurlar. Diisiik
pH degerlerinde, H * iyonlar: fenoliin iyonizasyonunu engellediginden dolay1 fenol
giderimi ¢ok azdir. Yiiksek pH degerlerinde fenol, tuzlarn olusturur ki bu tuzlar
fenolik grup tizerindeki negatif yiikii iyonize eder. Aym1 zamanda, adsorbent tizerinde
OH’ iyonlarinin varliginda adsorpsiyon Onlenir. Proses i¢in uygun pH 6,2’dir

(Rengaraj et al., 2002).

Mangal komiirii, tag komiirii, linyit gibi hammaddelerden elde edilip, buharla
aktiflestirilen aktif karbon, atiksulardan g¢esitli konsantrasyonlarda fenollerin

adsorpsiyonu i¢in uygundur.

Giusti ve arkadaglar1 (1999) tarafindan yapilan adsorpsiyonla fenol giderimi ile
ilgili bir galiymada 5 g/L’lik karbon dozaji ve 2 saatlik bir temas siiresi sonucunda
1000 mg/L’ lik baslangig fenol konsantrasyonunun 194 mg/L’ye diistiigiinii ve
maksimum adsorpsiyon miktarinin da (x/m) 0,161 (mg/g) oldugunu bulmuglardir.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalar incelendiginde, adsorpsiyon tizerinde sicaklik,
pH, adsorbent ve adsorbantin cins ve konsantrasyonlarinin etkin parametreler oldugu

goriilmiigtiir (Korkut ve ark., 2001).
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2.2.3. Biyolojik Metodlar

Biyolojik aritim, ¢6ziinmiis organik maddelerin mikroorganizmalar tarafindan
pargalanarak giderilmesi iglemidir. Cok sayida bakteri ve fungus aromatik bilesikleri
karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilmektedir. Fenoliin biyolojik olarak
ayrigmasi gerek serbest, gerekse de immobilize mikroorganizmalarin kullanilmasiyla
gergeklestirilir. Yeterli bir biyolojik aritma verimi elde edebilmenin temel kogulu,
toksik madde konsantrasyonunu belirli seviyede tutmaktir. Tesislerdeki en 6nemli
isletim problemlerinden biri bundan kaynaklanir. Toksik madde limit degerleri
tesisin toplam organik madde igerigine ve isletme verimine baghdir. Dogal biyolojik
aritma (sulama ve filtre yataklar1) igin fenol limiti 125-500 mg/L’dir. Bununla
birlikte iyi bir aritim i¢in katran ve yaglarin tamamen, azot bilesiklerinin ise kismen
aritilmas: gereklidir. Gerek yad gerekse bazi azot bilegikleri mikroorganizmalarin

gelisimi agisindan olumsuz etki yaratabilirler.

Kok ve Havagazi Fabrikalarindan gelen fenollii atiksularin aritiminda iki
kademeli damlatmali filtreler kullanmhir. Filtre yatagy, yiiksek firin ciirufu veya granit
micinn ile doldurulur. Ikinci filtrenin yataginda kullamlan malzemenin ¢ap
birincininkinden %25-30 daha kiigliktiir. Birinci filtre yatagina gelen maksimum
fenol konsantrasyonu 800 g/m* den daha fazla olmamalidir (Korkut ve ark., 2001).

Fenollii atiksularin aritiminda, aktif camur yéntemi de kullanilmaktadir. Bunun
icin fenollii atiksulara evsel atiksu ilavesi gereklidir. Fenol igeriginin aritilmasina
bagli olarak gerekli hava miktar1 ve havalandirma siiresi de artar. Fenollii atiksularin
biyolojik arttiminda, organik madde konsantrasyonu, pH ve aritma derecesi onemli
faktérlerdendir. Havalandirma havuzlarina gelen fenol konsantrasyonu 600 mg/L’ye
kadar ulagabilmektedir. Fenollii atiksularin aritimi igin biyolojik aritma sistemlerinin
tasariminda sadece fenol degil, BOI ve KOI degerleri de esas alinir. Biyolojik
aritmaya verilebilecek maksimum fenol konsantrasyonu tesisin tipine ve kapasitesine
baglidir. Damlatmali filtrelere verilen organik yilikleme giinde 400-500 g BOI/m’ ve
aktif camur tesislerine verilen deger giinde 1000-1200 g BOI/m’ degerinden fazla

olmamalidir.



Fenol arttiminda biyolojik saf kiiltiir kullanimi, ¢ok yaygin kullamm aIam‘j:‘:.’ .
bulamamugtir. Aritma proseslerinde daha gok, kansim kiiltiirleri kullamlmaktadlr‘f o

Geligen bakteri ve mikroorganizma tiirleri yalnizca fenolii degil atiksu lg:ensmdekf

diger toksik bilesikleri de ayristirmaya yaramaktadir. Defenolizasyon proseslerinde

bakteriyel aktivite igin uygun miktarda mineral tuzlari, azot ve fosfor da gereklidir

Biyolojik ve biyokimyasal fenol giderme yontemleri daha 6nce bahsedilen geri
kazamim yOntemlerine gore pahalidirlar. Kimyasal oksidasyon iglemlerine gore ise
daha ekonomiktirler. Yine de endiistriyel atiksularinin aritiminda en az tercih edilen

yontemler olarak taninirlar.

Biyolojik aritma tesislerine egilimin artmast ile birlikte yiiksek verimli
teknolojiler de hizla gelismektedir. Kentsel atiksularda havalandirma havuzunun
birim hacmine oldukga fazla BOI yiikii diisebilir, fenollii atiksularin béyle yiiksek
yiiklemede c¢aligmasii zor olmaktadir. Fenol giderim orami yiik artmasiyla hizla
diismektedir. Bu durum diisiik fenol konsantrasyonlarinda sorun olabilmektedir.
Buna rapmen yiikleme ayarlandiginda aktif ¢amur tesislerinde fenolii tam olarak
ayirmak miimkiindiir (Erhan, 1995).

Giinlimiizde enzimlerin birgok aritim prosesinde uygulanmasina iligkin
caligmalar gittikge artmistir. Bu sebeple gelisen biyoteknolojide, daha iyi izolasyon
ve saflastirma teknikleriyle enzimlerin ucuz ve kolay temini gergeklestirilmektedir.
Enzimlerle aritim tekniklerinin konvensiyonel aritim tekniklerine gére avantajlari;
genis pH araliklarinda yliksek ve diisiik kirletici konsantrasyonlarina rahatlikla
uygulanabilirlik, genis bir sicaklik ve tuzluluk araliginda uygulanabilirlik, kolay
proses kontrolii seklinde siralanabilir (Duran and Esposito, 2000).
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3. ENZIMLERE GENEL BAKIS

3.1. Enzimlerin Yapis1 ve Isleyisi

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canlihia zarar vermeyecek
iliml1 kosullarda gergeklesmesini saglayan biyokatalizorler olarak tanimlanirlar. Bir
baska deyisle, enzimler Kkatalitik aktivite gosteren proteinlerdir. Her biyolojik
doniigiim bir enzim tarafindan katalizlenir. Ozgiil, genis kullamm alanh ve oldukga
etkin biyokatalistler olup, kimyasal katalistlere kiyasla ¢ok daha hizli tepkime
verirler. Yeterli kosullarin saglanmasi durumunda etkilerini gosterebiliyor olmalari,
enzimlerden dogal ortamlarimin digindaki pek ¢ok alanda yararlanabilme imkanim
ortaya ¢ikarmaktadir. Bu nedenle enzimlere iligkin tim nitelik ve ozellikleri bir
biitiin olarak inceleyen enzimoloji bilim dali, basta biyokimya ve molekiiler biyoloji
olmak iizere fizikokimya, bakteriyoloji, mikrobiyoloji, genetik, botanik, tarim,
farmakoloji, toksikoloji, patoloji, fizyoloji, tip, mithendislik, biyoteknoloji gibi bilim

dallan ile gesitli endiistriye! alanlar igin biiyiik 6nem tagimaktadir.

Tim enzim proteinleri genler tarafindan sifrelenir. Dolayisiyla amino asit
dizilimi kendine 6zgtidiir. Bazi enzimler (pepsin ve ireaz gibi) yalmz proteinden

olusmustur. Fakat diger cogunlugu iki farkli kisimdan meydana gelmistir. Bunlar;

e Protein kismi (enzimin apoenzim kismi), enzimin hangi maddeye etki
edecegini saptar.

e Koenzim kismi, organik ya da inorganik, ¢ok defa fosfattan meydana gelmis,

protein kismina gére ¢ok daba kiigiik molekiillii bir kismidir. Enzimde islev goren ve

esas ig yapan kistm bu kisimdr.

Koenzim kismt metal iyonu ise (Ca™, K" Mg", Zn"") buna "kofaktér" denir.
Enzimin etkinlik gdstermesi igin gereksinim duydugu organik molekiillere
"koenzim" denir. Bazi durumlarda koenzim kismi apoenzim kismma kuvvetlice

(kovalent) baglanmustir.

Enzimin apoenzim kismiyla substrat arasinda bir iligki vardir. Enzimler



substrata baglanarak katalizledikleri tepkimenin aktivasyon enerjisini dusurur ve o
hizim arttirir. ES (enzim-substrat) kompleksi olugur. ES kompleksindeki baglar zaylf
Vander Walls ya da hidrojen baglar1 olup, kompleks kararli degildir. Substrat,
enzimin “aktif kisim” denilen 6zgiil bir kesimine baglanir. Bu iligkiye anahtar-kilit
modeli ad: verilir (Telefoncu, 1997).

E S ES
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Sekil 3.1. Anahtar-Kilit Modeli

3.2. Enzimlerin Adlandirilmasi ve Siniflandirilmasi

Uluslararas:1 Enzim Komisyonu’nun ¢aligmalan dogrultusunda adlandirmada 3 temel

ilke gz 6niine alinmistir;

1. Enzimlerin isimleri —az son eki alirlar. Bu ilke sadece tek bir reaksiyonu
katalizleyen enzimler igin gegerlidir.

2. Enzimler katalizledikleri reaksiyona gore adlandiriir ve simflandirilir.
Burada dikkate alinan enzimin Kkatalizledigi reaksiyondur. Ara {riinler,
kofaktér ya da prostetik gruplar isme dahil edilmez. Bu nedenle bir enzim
katalizledigi reaksiyon tam anlamiyla tamamlanana kadar sistematik olarak
isimlendirilemez.

3. Yapilan bir adlandirma, reaksiyonun geri doniislii oldugu deneysel olarak
gosterilmis olsa bile biitiin enzim simflarinda reaksiyonun sadece dikkate
alinan yoniinii ifade eder. Buna karsilik enzimlerin 6nerilen isimleri genelde
ilgili reaksiyonlarin canli ortamdaki yonlerini g6z 6niine almaktadir.

Enzimlerin katalizledigi 6 temel reaksiyon simfi vardir (Cizelge 3.1) (Telefoncu,

1997).



Cizelge 3.1. Enzim Siniflart

REAKSIYON TiPi ENZIM ADI

Yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlar1 | Oksidoreduktazlar
Fonksiyonel gruplarin transferi Transferazlar
Hidroliz reaksiyonlari Hidrolazlar

Cift baglara ekleme Liyazlar
[zomerizasyon reaksiyonlart Izomerazlar

ATP boliinmesiyle bag olusumu Ligazlar

3.3. Enzimlerin Calismasina Etki Eden Faktorler

3.3.1. Sicaklik

Sicaklik 10°C yiikseldiginde tepkime hizi iki misli artar; yani tepkime hizinin
yiikselmesi, sicaklikla dogru orantilidir. Fakat belirli bir noktadan itibaren diigmeye
baglar ve tamamen durur. Enzimin en iyi galigabilecegi sicakliga optimum sicaklik
denir. Yiksek sicakliklarda enzimler etkisizdirler (genellikle 55-60°C'de). Bazi
ilicalarda yosunlar 80°C'de yasayabilirler, fakat bunun {izerindeki sicakliklarda
enzimleri tamamen koagiile olur ve bir daha etkili hale gegemez. Optimum noktanin
biraz iizerinde enzimler etkisiz olmasina karsin, sicaklik diistince tekrar etkili hale
gegebilirler. Fakat bu sicakligin devami ya da sicakhigin biraz daha yiikselmesi
enzimlerin etkinligini sonsuz olarak ortadan kaldirir. Enzimlerin etkisiz hale
gecmeleri ile proteinlerin koagiile olmasi arasinda biiyiik bir iligkinin olmasi, onlarin,
biiylik bir kisminin proteinlerden yapildigin1 kanitlar. Dogal olarak enzimler,
proteinlerin bir kismu gibi {iglinciil yapiya sahiptir veya en azindan molekiillerinin bir
kismu bu yapidadir. Fakat yiiksek sicakliklarda bu helozonik ya da tgiinciil yap:
pargalandigindan ya da birbiri {izerine yigildigindan, protein koagiile olur ve enzim
etkisiz hale geger (siitiin kaynatilmasinda, bakteri enzimlerinin etkisiz hale ge¢mesi
ile eksime Onlenir; bu yoldan teknikte biiyik Olg¢lide yararlamlir; konserve vs.
yapiminda). Diigiik sicakliklar enzimin etkinligini azaltir. 0°C'de enzim ya hi¢ ya da
¢ok az islev gosterir fakat sogugun enzimin yapisim1 bozdugu goriilmemigtir. Sicaklik

eski hale dondiigiinde etkinlik yine baglar (dondurmak suretiyle besin maddelerinin



saklanmasi, yine enzimlerin etkisiz hale gegirilmesiyle saglanir). Insan vucu%%x&a,

daha dogrusu sabit sicaklikli hayvanlardaki enzimler ¢ogunluk 37°C'de optixﬁﬁnij . '

etkindirler. Daha yiiksek sicakliklarda (gocuklarda 42, yetigkinlerde 41 °C) enzimler
etkisizlesirler; cok defa da koagiile olurlar (Telefoncu, 1997).

3.3.2. pH

Enzimler pH degisimine karsi ¢ok duyarlidirlar. Genellikle ¢ok fazla asidik ve
alkalik ortamda etkisizdirler. Baz1 hallerde enzimler en yiiksek etkinligi belirli bir pH
derecesinde gosterirler. Bu pH derecesine "optimum pH" denir. pH'la ilgili olmasinin
nedeni, bazi enzimler aktif kisimlarinda iyonik gruplar igerirler. Ortamin pH’sina
bagli olarak bu iyonik gruplar asidik ya da bazik olabilirler. Enzimin aktivite
gosterebilmesi igin asidik ya da bazik aktif kisim oOzelliklerine sahip olmasi
gerektiginden, enzim aktivitesi pH ‘ya bagli olarak degisir. Ph'ya bagli olarak protein
molekiilt lizerinde gesitli elektrik yiiklenmeleri ve buna bagh olarak dig yiiz sekli
meydana gelmekte ve substratla-enzim uyusmasini saglamaktadir. Belki de bu

elektrik ytiklenmesi enzim-substrat arasindaki g¢ekiciligi artirmaktadir (Telefoncu,
1997).

3.3.3 Enzim / Substrat Derisimi

Eger pH ve sicaklik sabit tutulursa, enzim/substrat derisimi arasindaki orana
bagli olarak bir tepkime hizi goriliir. Substratin ya da enzimin fazla olmasi bu hiz

degisik sekillerde etkileyebilir. Bol substrat bulunan bir ortama eklenecek enzim, son
{irliniin miktarinm artiracaktir (Telefoncu, 1997).

3.3.4 Diger Kimyasal Maddeler ve Suyun Etkisi

Birgok kimyasal madde enzimleri etkisiz hale getirir; Ornegin, siyanit,
solunumda &nemli rol oynayan sitokrom oksidaz enzimini etkileyerek inhibe eder ,
Sliim meydana gelebilir. Florit, glikozu laktik aside geviren enzim kademelerine etki
eder. Hatta enzimin bizzat kendisi zehir etkisi yapabilir. Enzimlerin biiyiik bir kism

islevlerini su igerisinde gosterdiklerinden, suyun miktar1 da enzim islevinde etken bir



kosuldur. Genellikle %15'in altinda su i¢eren ortamlarda, enzimler islev gﬁst. ' " A
(Telefoncu, 1997). i T £

3.4. Enzim Kinetigi

Enzimatik tepkimelerin kinetigi, “Michelis-Menten” adiyla bilinir. Substrat,
enzim molekiiline baglanarak enzim-substrat (ES) kompleksi olusturur. Bu
kompleks kararsiz olup, bozunarak iiriin verir ve enzim degismeden agiga ¢ikar

(Erarslan, 2003).

k] k2
E + S <_____’ ES ' E 4 Poereerrrerrevrrreerenee 3G.D)
k.

Enzimin korunumu:
(E0) = (E) 1 (ES) coueetireeeenieneereettineerteesiestssuesseesseteeesstessesntassssasessssssssesesssesasass (3.4

ES kompleksi kararsiz bir molekiil olup, kisa zamanda E + P ¢ ye doniigiir. Kararlt

halde; ﬂa%gl = 0 olur. (3.3) esitliginde gerekli diizenlemeler yapilirsa,

0 =Kk x[(Eg)-(ES)] X(S)-k-1X(ES)-k2X(ES)...cvriririrmirisiriririsiisisrsrinssinsnissscnsnsisesens (3.5)

0 = ki X(Eg) % (S)-k1X(ES) X(S)-K.1 X(ES)-kaX(ES)...vervreveemmmmerseerrsrereresssssesmmmsnsassss (3.6)
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(3.2) esitliginden, (ES) = kK yazilip (3.8) denkleminde yerine konursa:

2

Vi B X B X ) e (3.9)

k,x(S)+k_ +k,
V= k—zf(—i"—)’%? ................................................................................................ (3.10)

S+ 2= 72

k,
., . k_, +k, . - -
(3.10) esitliginde k, XE, yerine Vi, p yerime K, yazildiginda esitlik,
1
v

V= K; ’:?; .............................. (Michealis-Menten ESItliBi)................coeeerrrren. (.11)
seklini alir. (3.11) denklemi ¢arpma islemine gore ters gevrilip diizenlenirse,
1 K, 1 1
= Xt e Lineweaver-Burk Egitligi)......c.ccccervereerueerersunncns 3.12
AN ( sitligi) (3.12)

elde edilir.

3.5. Fenol Parcalayan Enzimler (Fenol oksidazlar)

3.5.1. Peroxidase

Peroxidase, bitkisel kaynaklardan ve mikroorganizmalardan iiretilen, peroksit
varliginda reaksiyonlar1 katalizleyen hemoproteinlerdir. Hemoprotein, aktif
boélgesinde demir bulunduran enzimlerdir. Heme enzimleri ve Kkatalizledigi

reaksiyonlar Cizelge 3.2’de goriilmektedir:



Cizelge 3.2. Yaygin Olarak Bulunan Peroxidase Enzimleri

v i
T

Peroxidase Kaynak Kataliz Reaksiyonu Biyolojik
Fonksiyon
Horseradish Armoracia 2AH+H,;0, —2A"+2H,0 Bitki
Peroxidase rusticana hormonlariin
Kokleri biyosentezi
Catalase Inek karacigeri 2H,0, —» 2H,0+0, Hidrojenperoksitin
detoksifikasyonu
Stokromc Saccharomyces 2Cc(I)+ H;0; —p 2Cc(III)+ 2H,0 | Hidrojenperoksitin
Peroxidase cerevisiae indirgenmesi
ve stokromc

nin oksidasyoniu

Ligninperoxidase Phanerochaete 2AH+H,0, —» 2A*+2H,0 Ligninin
chrysosporium indirgenmesi
Chloroperoxidase Caldariomyces 2RH+2Cl+ H;0, —» 2RCH2H,0 | Caldariomycin
Fumago indirgenmesi
Myeloperoxidase Insan 5kositi H,0,+Cl +H;0" —» HCIO+2H,0 Antimikrobiyal
Laktoperoxidase Inek siitii 2AH+H,0, —» 2A"+2H,0 Antimikrobiyal

Peroxidase enzimleri birer katalazdir. Ayni1 zamanda elektron vericisi olmadig1

zaman hidroperoksitleri ve perasitleri ayristinir. Katalaz aktivitesi, HyO,’yi oksijen ve

suya doniistiirdir.

Peroxidase enzimleri, yaygin olarak bitkilerde, hayvanlarda ve
mikroorganizmalarda bulunurlar, Uretildikleri kaynaklara gére isimlendirilirler,
Ornegin; horseradish peroxidase, lacto- ya da myeloperoxidase gibi. Simdiye kadar
caligimig peroxidase enzimlerinin ¢ogu “heme” gruplu enzimlerdir. Bununla
beraber, baz1 peroxidase enzimlerinin aktif bolgeleri Selenyum, Vanadyum,
Manganez ve Flavin igerir. Sekil 3.2°de tipik bir peroxidase enziminin aktif

bolgesinde bulunan prostetik grubu (heme grubu) gosterilmektedir;




CO.H CO,H

Sekil 3.2. Peroxidase Enziminin Prostetik Grubu (ferric protoporphyrin IX)

Peroxidase enziminin katalizledigi reaksiyonlar genel olarak agagidaki gibidir;

1. Aromatik aminlerin oksidasyonu

2. Heteroatom oksidasyonu

3. Epoksidasyon

4., Hidroperoksitlerin indirgenmesi (Adam et al., 1999).

3.5.1.1. Horseradish peroxidase (HRP)

Horseradish peroxidase enziminin genel 6zellikleri Cizelge 3.3°de verilmistir.

Cizelge 3.3. Horseradish peroxidase Enziminin Genel Ozellikleri

Isimlendirme Hidrojen-peroksit oksidorediiktaz EC 1.11.1.7
Molekiil Agirlig 40000 Dalton

Izoelektrik Nokta 7.2

Yap1 1 mol protoheme IX igeren glikoprotein
Inhibitérleri : Siyanid, siilfit, florid, azid, hidroksilamin
Aktivatorleri pH degerleri > 7 i¢in amonyak, piridin, imidazol
Optimum pH 7

pH Stabilitesi 4-10

Termal Stabilite 60°C altinda




E +H,0, e i TR 2 5 51O U ITUUORURRN (313)
Ei+ AHy " Eii+ *AHeooooooeooooooeoeoeoeeoeeoeoee s (3.14)
Ei+AHy, —————» E+ "AH +HoOueiiiiieeeceeeveeeeeeenae. (3.15)

Yukaridaki reaksiyonlarda, enzim (E), peroksitle okside edilerek birinci
formuna (E;) doniisiir. Peroksitten ayrilan bir oksijen atomu, enzimin aktif b6lgesinde
bulunan Fe*’iin yiikseltgenmesinde rol oynar. Reaksiyona katilan peroksitler,
reaksiyon sonunda suya doniisiir. (E;), aromatik bilesigi aktif b6lgesinde yakalar ve
bilesigi okside eder. Oksidasyon sonucu (°AH) radikali olusur. Olusan radikal
reaksiyon ¢ozeltisine birakilirken, enzim, ikinci forma (E;) doniisiir. Enzimin bu
yapist diger aromatik molekiilii okside eder. Olusan ikinci serbest radikal ¢ozeltiye
birakilirken, enzim ilk yapisina (E) dontigiir. Cozeltiye gegen serbest radikaller kendi
aralarinda poliaromatik bilesikleri olustururlar. Bu polimerler sulu ortamda az
coziinebilen Ozellikte olduklarindan ¢o6kelirler. Eger polimerler g¢okelemeyecek
yapida ise, enzimin aktif bolgesine geri donerler. Boylelikle enzim igin (iiriin
inhibisyonu meydana gelerek, enzimin aktivitesinde disiisler goriiliir (Nicell et al.,

1992).

Horseradish peroxidase enzimi, H,0O, varhginda bazi oksijen katilma

reaksiyonlarini katalizler (katilan oksijen atomunun kaynagi H,O, degildir). Oksijen

atomu katilmasi, bir co-substrat gerektirir ki bu da bir elektron transferiyle karbon

radikaline doniistiirilir.

Tiiyoanisollerin horseradish peroxidase ile oksidasyonunda, peroksidin oksijen

atomu oksidasyona katilir ve siilfiire oksijen atomu transferi Enzim II’den

gerceklesir.

H»0y’nin ya da hidroperoksitlerin yoklugunda peroxidase enzimleri, oksidaz
aktivitesi gosterirler. Molekiiler oksijen varliginda, indol-3-asetik asit, aldehitler,

dihidroksiasitler ve NADH peroxidase enzimleri tarafindan okside edilirler.



Fenoller (p-cresol, guaiacal, pyrogallol, catechol) ve aromatik aminler (gmh

p-tolidine, o-fenildiamin,o-dianisidin) peroxidase enzimlerinin tipik substratlarldu;,k i

Bu enzimler, H;O, ya da hidroperoksitler tarafindan peroxidase katalizi altinda
radikaller olusturmak i¢in okside edilirler. Olugsan bu radikaller, enzimin aktif
bélgesinden ortama difiize olduktan sonra dimerik, oligomerik ve polimerik {irlinler
olustururlar. Olusan bu polimerik Uriinler, ¢oktiirme, filtrasyon gibi kati-sivi ayirma

teknikleriyle ortamdan uzaklastirilabilirler.

Yapilan bir ¢alismada, horseradish peroxidase enzimi ile reaksiyon sonucu
olusan fenolik polimerik tiriinler daha sonra bir flotasyon iinitesine génderilmis ve bu
birlesik prosesin fenol gidermedeki verimliligi incelenmistir. Polimer ayirma
basamagi olarak ¢Oziinmiis hava flotasyonu uygulanmistir. Calisgmada fenol
konsantrasyonlari, 1-10 mM araliginda kullamilmigtir. Proseste polimerizasyon
basamaginin fenol giderme verimi %99, flotasyonla polimer giderme verimi %94

olarak bulunmusgtur. (Wilberg et al., 2000).

Peroxidase enziminin katalizledigi biyotransformasyonlar, yiiksek biyolojik
aktivitelerle modifiye edilmis dogal iiriinlere doniistiiriiliir. Mantar ve bitki kaynakl
peroxidase enzimleriyle ve diger oksidatif enzimlerle fenollerin oksidatif bag
olusturmalart bir¢ok deneyle gozlenmistir. Bu biyokatalitik yontemin, kompleks

molekiillerin sentezinde kullanilacag) belirtilmisgtir.

Fenollerin ve aromatik aminlerin polimerizasyonu, regine yapiminda ve
atiksulardan fenol gidermede kullanilir. Susuz ortamda, horseradish peroxidase
enziminin fenol baglarimi katalizlemesiyle olusan polimer iiriinler, fenol ve
formaldehit recineleri i¢in potansiyel iiriinlerdir. Fenoller ve fenolik regineler, komiir
isletmesinden, kagit yapimindan ve plastik iiretiminden kaynaklanan kirleticilerdir.
Bu maddelerin peroxidase ve H,0O, ile transformasyonlar, atiksulardan toksidite

giderme prosesini olusturur. (Adam et al., 1999)

Fenoliin, 2-klorofenoliin, 4-klorofenoliin, 2,4-diklorofenoliin ve 2-metilfenoliin
peroxidase ile reaksiyonu sonucu ¢ozeltideki toksiditenin davraniginin incelendigi bir
calismada reaksiyon tamamlandiktan sonra olusan triinler ¢oktiiriilmek suretiyle
¢ozeltiden uzaklagtinlmig. 2-metilfenollii ¢ozelti digindaki tiim fenolli g¢ézeltilerin



toksiditesinin tamamen giderildigi goriilmiistiir. (Wagner and Nicel, 2002)? o
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Horseradish peroxidase enziminin, aktivitesini genis pH ve sicaklik
araliklarinda siirdiirebilmesi nedeniyle atiksu arntimi ig¢in uygun oldugu

belirtilmektedir (Bhunia et al., 2001).

Yapilan bir ¢aligmada, atiksularda bulunan fenol ve 4-klorofenoliin peroxidase
enzimi ile katalizlenerek aritimi, ve antumi etkileyen pH, reaksiyon siiresi,
enzim/fenol oranlar1 detaylica incelenmistir. Deney sonuglarina gére fenol ve 4-
klorofenol atiksudan kisa stirede giderilmigtir. Reaksiyonun biiyiik béliimii ilk 10
dakikada gergeklesmistir. Sistemin optimum pH’sin1 bulmak i¢in pH 5 ile 9 arasinda
deneyler yapilmis ve optimum pH’nin 9 oldugu gézlemlenmistir. pH 5’de giderme

verimi %55 iken, pH 9°da verimin %99’lara ulagtig1 goriilmiistiir. (Tong et al., 1997).

Son 20 yilda yapilan ¢alismalarin gogunda, horseradish peroxidase enziminin
sulu ¢ozeltilerdeki fenolii katalizleme reaksiyonlarinin optimize edilmesi yoniinde
aragtirmalar yapilmaktadir. Bu alandaki son ¢aligmalar, enzimatik reaksiyonlar
sonucu su kalitesindeki degisimleri, 2.,4,6-triklorofenoliin okside edilerek 2,6-
dikloro-1,4-benzokinona doniistiiriilmesini, fenoliin ve klorofenoliin atiksulardan
aritilmasini inceleme yoniindedir. Horseradish peroxidase enziminin katalizledigi
reaksiyonlar igin piston akish ve siirekli tam karigtirmali reaktér modelleri
geligtirilmigtir.  para-fenollerin  oksidasyonunda akim durdurma teknikleri
kullanilmigtir. Enzimlerin kullanilabilir dmiirlerini uzatmak ve antim maliyetini
azaltmak ic¢in immobilizasyon tekniklerine yoOnelim olmustur. Horseradish
peroxidase immobilizasyonuna dair birgok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen,
bunlarin ¢ok azi aritimda kullanilabilmistir. Caligmalarda enzimin aktif bdlgesinin

inhibisyona ugradig: belirlenmigtir.

Horseradish peroxidase, gerek yapisi itibari ile gerekse reaksiyonlar sonucu
olusan irlinlerin inhibe edici 6zellikte olmasindan dolayr deneysel ¢alismalarda
gliclikkle kullamilabilen hassas bir enzimdir. Bu sebeple, bilim adamlar1 enzimin
stabilitesini ve en az zarara ugramasini saglé.ma amagli ¢aligmalara yonelmiglerdir.
Bu amagla, farkli immobilizasyon teknikleri, enzim modifikasyonlar1 ve reaksiyon

ortamlarina eklenebilecek katki maddeleri {izerine ¢aligmalar hiz kazanmgtir



(Nozaki and Kawamoto, 2003).

Peroxidase enziminin katalizledigi fenol giderim reaksiyonlarina eklenen katki
maddelerinin bu reaksiyonlara etkisinin incelendigi bir ¢alismada, katki maddesi
olarak polietilenglikol kullamilmigtir. Polietilenglikol varlifinda reaksiyon igin
gerekli minimum enzim dozunun normalden daha az olabilecegi goriilmiistiir. Katk
maddesi yoklugunda, aktif enzimin, reaksiyon sonucu olusan polimerik iiriinler
tarafindan inhibe edildigi gozlenmigtir. Katki maddesi varhiginda horseradish
peroxidase enziminin spesifik aktivitesinin daha yiiksek oldugu sonucuna varilmgtir.
Deneyler boyunca, reaksiyonlar sonucu olusan polimerik irlinlerin polietilenglikol
ile baglandigi ve bunun sonucu olarak horseradish peroxidase enziminin {iriin

inhibisyonunun daha yavas oldugu belirlenmistir. (Wu et al., 1998).

Petrol rafinerisi atiksularinda bulunan fenol, horseradish peroxidase ile
reaksiyona sokularak desarj limitlerinin altina disiirtilmiistiir. Atiksuda bulunan
fenollerin yani sira, %58 KOI, %78 BOI;s ve %98 toksidite giderilmistir. Reaksiyon
ile fenol biyolojik olarak daha az indirgenebilen forma doniistiiriilmiis, olusan
iiriinler, koagiilasyon ve ¢oktirme islemleri ile sistemden uzaklagtinlmigtir.
Polietilenglikol ve chitosan koruyucu madde olarak kullamilmis ve reaksiyon igin
gerekli minimum enzim dozlarimi polietileglikol 4, chitosan 25 kat azalttig:
goriilmiistiir (Wagner and Nicel, 2001). Baska bir ¢alismada deneysel sonuglar,
eklenen polietilenglikol sayesinde, reaksiyon i¢in gerekli minimum enzim dozunun

40 kat azaltildigin gostermistir (Wu et al., 1993).

Horseradish peroxidase yiiksek sicakliklarda katalitik 6mriiniin uzatilmas: igin,
lysine e-amino gruplarindan succinimide ile modifiye edilmisgtir. Succinimid gruplari
olarak etilenglikol bis-succinimidy! succinate (EG-NHS) ve asetik asit N-
hidroksisuccinimide esteri (AA-NHS) kullanilmigtir. Modifiye edilen enzimin farkli
pH ve sicaklik araliklarinda fenolii ve 4-klorofenolii giderme reaksiyonlari
calisilmustir. Igerisinde 1mmol/L fenolik substrat, 1U/cm” aktivitede enzim, 1mmol/L
hidrojenperoksit bulunan kesikli bir reaksiyon ortaminda alinan sonuglar Cizelge
3.4°de gosterilmigtir (Miland et al., 1996).



Cizelge 3.4. Modifiye Edilmis Horseradish peroxidase Enzimi A

Giderme Verimlerinin Karsilastirilmasi

Fenolik Optimum | Serbest Serbest enzim EG- AA-

substrat pH enzim giderme verimi | NHS | NHS
giderme (70°C) (70°C) | (70°C)
verimi(37°C)

Fenol 9 %50 %32 %37 %39

4-klorofenol | 8 %64 %42 %58 %54

Diger bir ¢alismada, horseradish peroxidase, kovalent olarak AAm-HEMA
(acrylamide-2-hydroxyethyl methaascyrate) kopolimerine baglanmigtir. Hidroksil ve
amino gruplan sirastyla gluteraldehit ve p-benzokinon kullamilarak aktive edilmis
daha sonra immobilizasyon islemi gercgeklestirilmistir. Kopolimerin aktivasyonu,
bagli enzim {izerinde hem sinerjistik bir etki gOstermis, hem de bagli enzim
aktivitesini 2 kat arttirmistir. Serbest enzimin aktivitesi tiim aktivitesini 2 hafta sonra
kaybederken, immobilize enzim 3. haftadan sonra aktivitesinin %60’ korudugu

gbzlemlenmigtir (Shukla and Devi, 2003).

Horseradish peroxidase enziminin, fitalik anhidrit ve glikosamin hidroklorid
ile modifiye edilerek kullanildigi bir baska galigmada, dogal ve modifiye enzimin
termostabilitesi ve fenol giderim etkisi arastirilmigtir. Fosfat tamponu (pH 7)
icerisinde peroxidase enzimi ile fitalik anhidrit ve glikosamin hidroklorid
kanstirilarak modifikasyon saglanmigtir. Enzim ve fenoliin bulundugu kesikli
reaksiyon ortamma H;0, eklenerek reaksiyon baglatilmigtir. Ortama katalaz
eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Uygun aliiminyum siilfat ve sodyum hidroksit
ilavesiyle olugan iiriinlerin koagiilasyon ve flokulasyonu gerceklestirilmistir. Arta
kalan fenol 270 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmustur. Dogal ve
modifiye enzim igin reaksiyon pH 6-11 araliginda yapilmis ve optimum pH her ikisi
icin de 9 olarak tespit edilmistir. Dogal enzim 60°C’nin iizerinde aktivitesini
kaybederken, modifiye enzimin 70 °C’den sonra aktivitesini kaybettii goriilmiigtiir.
Enzim modifikasyonu ile termostabilite 10 kat arttirilmugtir. Modifiye enzim, dogal
enzime gbre daha az dozlarda kullanilmasina ragmen, aymt giderme verimi elde

edilmigstir. Bunun nedeni olarak, modifiye edilen enzimin substrata ilgisinin arttif




belirtilmigtir. (Liu et al., 2002). ‘J:#q £
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stabilitesi {izerine etkisinin aragtinildigs bir ¢aligmada ise, enzimin bu inetalle;le"‘
inkiibasyonu, yapisal ve fonksiyonel stabilitesine olumlu etkide bulunmustur.- Bu
metaller, enzimdeki - aktif bolge residularim birlestirerek ikinci bir aktif bolge
olusturmugtur (Mahmoudi et al., 2003).

3.5.1.2. Chloroperoxidase (CPO)

Chloroperoxidase enziminin aktif bolgesinin kimyas1 ve molekiiler modeli son
yillarda agiklifa kavusmustur. Caldariomyces fumago mantarindan elde edilen
chloroperoxidase enziminin bir¢ok fenolik bilesikleri okside ettigi ortaya ¢ikmugtir.
Bununla beraber, etanoliin aldehite oksidasyonu, tiyoanisoliin oksidasyonu,
immobilize chloroperoxidase ve glikoz elektrot kullanarak klorofenollerin 8lgiimii

gerceklestirilmigtir (Duran and Esposito, 2000).

Tiyoanisoliin  chloroperoxidase ile okside edildigi bir ¢alismada,
chioroperoxidase enziminin glucoseoxidase enzimi ile birlikte, poliiiretan kopiige
immobilizasyonu saglanmistir. Enzimin uygulamadaki stabilitesi, H,O5’yi glikoz ve
oksijenden iireterek arttirilmistir. Chloroperoxidase ve glucoseoxidase enzimlerinin
kanisim halinde bulundugu reaksiyon ortamima hypol eklenmis ve bu ortamda
polimerizasyon reaksiyonu gergeklestirilmistir. Olusan képiik 3mm kalinhginda ve
25mm ¢apinda silindirler seklinde kesilmistir. Reaksiyon ortaminda, ilk olarak glikoz
oksidaz oksijen kullanarak glikozu okside etmis, hemen ardindan hidroksile ederek
glikonik aside ¢evirmistir. Reaksiyon sonucu ortamda ag1§a ¢ikan H,O,, peroxidase
tarafindan tiyoanisolii okside etmek amaciyla kullamilmagtir. Tiyoanisoliin peroxidase
ile reaksiyonunda ortama bir de H,O, eklenerek paralel deneyler yapilmigtir. H,O»
‘nin ortamda olugturuldugu deneyde enzimin reaksiyon stabilitesinin digerine gore 7

kat fazla oldugu gériilmiistiir (Velde et al., 2000).

3.5.1.3. Lignin peroxidase (LLPO)

Ozellikle Phanerochaete  chrysosporium gibi basidiomisetlerden ve
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askomisetlerden saflastirilan lignin peroxidase enziminin kimyasi oldukga 1y1 bilinir';‘”; S
Farkli kaynaklardan alinan lignin peroxidase enzimlerinin birgok aromatik bilesigi~* *

mineralize ettigi, aynca fenolik ve gok halkali aromatik bilesikleri okside éﬁigi- -

bilinmektedir (Duran:and Esposito, 2000).
3.5.1.4. Manganase peroxidase (MnP)

Manganase peroxidase, lignin peroxidase enzimine gére daha az ¢alistlmigtir.
Manganase peroxidase, ¢ok ¢esitli monoaromatik fenolleri ve aromatik boyalari
okside eder. Atiksu aritim igin yiiksek dozlarda enzim kullanimi, enzimin aritim

proseslerinde kullanilmasin kisitlamigtir (Duran and Esposito, 2000).

3.5.2. Laccase

4 Laccase, o,m,p-benzendiolleri ve fenolleri o,m,p-kinonlara ya da radikallerine
okside ederek katalizleyen oksidorediiktaz sinifi bir enzimdir (Freire et al., 2002).
Laccase ve tyrosinase, higbir kofaktdre ihtiyag duymadan molekiiler oksijenle
reaksiyona girer. (Duran and Esposito, 2000). Yapisinda bol miktarda bakir igerir,
oksijenle okside edilir, enzimin okside olmus yapist boya pigmentleri gibi birgok

farkli molekiilleri indirger (Leisola et al., 2002).

Laccase, yiiksek yapili bitkilerde, mantarlarda ve bakterilerde dagilmis olarak
bulunur. Fenolik maddeleri bir elektron transferi ile katalizleyerek ariloksi
radikallere doniistiiriir. Reaksiyon gergeklesirken, 4 elektron transfer mekanizmasi

icinde oksijen suya indirgenir (Li, 2003).

Laccase enzimleri, ligninin indirgenmesinde rol oynar. Lignin, odunda ve
biyosferde bol bulunan biyopolimer gruplarin karbohidrat olmayan kisimlaridir.
Beyaz mantarlarin hemen hemen hepsi lignin indirgeyen laccase, lignin peroxidase
ve manganase peroxidase enzimlerini {iretirler. Mono ve polifenollerden bir hidrojen
atomu, aromatik aminlerden de bir elektron aynlmasi reaksiyonlarm
gerceklestirerek, depolimerizasyon, repolimerizasyon, demetilazyon ve kinon

formasyonlarina ulasan serbest radikalleri olugtururlar. Lignin indirgenme olay1

3
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siiresince metoksihidrokinonlarin oksidasyonu sonucu metoksisemikinonlar- olusdr e

ve bunlar ileri reaksiyonlara katilabilen siiperoksit anyonik radikallerdir. Laccase
enzimleri, klorolignin ya da fenolik bilesikler igeren bir¢ok endiistri atlksuyununmw )
arttiminda kullamlirlar. Atiksularin bu yontemle aritilmasi sonucu toksiditesinin

azaldig belirtilmektedir (Abadulla et al., 2000).

Laccase kullamlarak fenol gideriminin iki farkli sistem {izerinde arastirildig
caliymada (bunlardan ilki zeytin fabrikasi atiksuyunda bulunan fenollii bilesikler
kullanilarak, ikincisi ise, atiksu yerine katekol kullanilarak gergeklestirilmistir) iki
sistemde de, uygun miktarlarda enzimatik olarak aktif 6zellik gosteren ve aym
fabrikadan alinan zeytin kabugu ve /Jaccase kullamilmustir. Reaksiyonlar oda
sicakliginda ve kesikli reaktSrde gergeklestirilmigtir. Belli zaman araliklarinda
Ornekler almip reaksiyon durdurulmustur. Zeytin kabugu sistemden santrifuj
kullamlarak atilmis ve her &rnekteki katekol konsantrasyonlan dlgiilmiistiir. Ikinci
sistem igin, zeytin kabu@u iceren reaksiyonda yaklagik 20 saat sonra, laccase igeren
reaksiyonda ise yaklagik 40 saat sonra katekol konsantrasyonunun sifira diigtigi
goriilmiigtiir. Birinci sistem igin, zeytin kabugu igeren reaksiyonda yaklagik 50 saat
sonra atiksudaki fenoliklerin konsantrasyonu sifira diiserken, laccase igceren ortamda
fazla dozda laccase kullanilmasina ragmen antimin yeterli olmadifi sonucuna

varilmistir (Groce et al., 1999).

Iki oksidatif enzim, peroxidase ve laccase lignofenollerin indirgenmesinde
kullamlmustir. Lignofenol, horseradish peroxidase ve fosfat tamponu (pH 7,5- 0,1M)
igeren bir reaksiyon ortami hazirlanmis, bu ortama her 15 dakikada bir 6 defa H,O,
(%30°luk) eklenerek 12 saat boyunca oda sicaklifinda kangtinlmistir. Olusan
polimerik {irlinler santriftij edildikten sonra kurutularak ortamdan alinmgtir. Ayni
deney laccase kullanilarak da yapilmistir. Calismada her iki enzim igin de substrat
olarak lignokatekol ve lignokresol kullanmilmig ve olusan iiriinlerin NMR
spektrumlarindan her iki substratin laccase ile katalizlenen reaksiyonda olusan
{irtinlerinin molekiil agirhiklarinin daha yiiksek oldugu, yani indirgemenin peroxidase
enzimine gbre az oldugu goriilmistir. Ayrica lignofenollerin enzimatik
modifikasyonlarla, lignini endiistride kullanilabilecek kimyasallara
dénistiiriilmesinin miimkiin oldugu sonucuna varilmigstir (Xia et al., 2003).




3.5.3. Tyrosinase

Tyrosinase, fenolik bilesikleri katalizleyen oksidorediktaz (yikscligenms:
indirgenme tepkimelerini katalizleyen enzim sifi) simifi bir enzimdir. Kataliz

mekanizmasi, ardigik iki reaksiyonla olur:

1. Bir kimyasal indirgeyici (AH;) varliginda, molekiiler oksijen kullanilarak,
monofenollerin hidroksilasyonu sonucu orto-difenoller olusur.
2. Molekiiler oksijen kullanilarak, orto-difenollerin dehidrojenasyonu sonucu

orto-kinonlar 6lu$ur.
Reaksiyonlar agagidaki gibidir;

Monofenol + O + AH; ——————  » o-difenol + HoO + A..coooverrnnenennes (3.16)

o-difenol + 1/20, — 3 o-kinon 4+ HyOuoovvrivreiivieeninnvieaanennn. 3.17)

Kinonlar daima hizli olusur ve enzimatik olmayan doniigiimler sonucu daha
stabil ara iiriinlere doniigiirler. Bu ara Uriinler sonradan yavas oligomerizasyon
reaksiyonlarina maruz kalarak, yiiksek molekiil agirlikli, suda ¢oziinmeyen
polifenolleri olustururlar (Seetharam and Saville, 2003). Olusan polifenoller,
santrifuj, filtrasyon, ¢oktiirme gibi fiziksel metotlarla uzaklastirilabilirler (Toscano et

al., 2003).

Tyrosinase, elmada, mantarda ve patateste bulunur, meyvelere koyu renk verir
(Bevilaqua et al., 2002). Bakir igeren bir enzim olup, aktif bdlgesinde prostetik gruba
sahiptir (Mai et al., 2002). Enzim, reaksiyonlar tamamlandiktan sonra molekiiler
oksijen tarafindan oksitlenerek dogal haline geri doner (Nistor et al., 1999).

Fenol doniisiimiinde serbest olarak tyrosinase enzimi kullamilarak yapilan
caligmada katki maddesi olarak chitosan eklenmis ve chitosanin olusan iiriinlerin
¢okelmesine neden oldugu belirlenmistir. Doniislim reaksiyonlan oda sicakliginda, 3
saatte gerceklestirilmis ve bu siire sonunda ¢ozelti santrifiijlenerek fenol tayini

yapilmistir. 0,5-10 mM baslangic fenol konsantrasyonlarinda optimum aktivitenin



aktivitesinin stabil olmadigi ve fenollerin yani sira birgok klorlu fenollerin de

doniisiimiiniin fyrosinase ile basariyla gergeklestirilebilecegi belirtilmektedir (Ikehata

and Nicell, 2000).

Bevilaqua ve arkadaglarinin (2002) yaptifn bir ¢aligmada, birlesik
biyolojik/enzimatik fenol doniigiim reaksiyonlari gergeklestirilmigtir. Sistemde 6nce
tyrosinase ile enzimatik aritim daha sonra da konvensiyonel biyolojik aritim
gerceklestirilmigtir. Tyrosinase, Agaricus bispora mantar tiiriinden ekstrakte edilerek
kullamlmugtir. Biyolojik aritim, 420 mg/L fenol igeren atiksuyu etkili bir bigimde
antmig, 48 saatlik kesikli reaksiyonlar sonunda KOI’nin %97’si, fenoliin %99’u
giderilmistir. Biyolojik aritimdan sonra bir defa da enzimatik aritim uygulanmig. 46
U/mL tyrosinase, 50 mg/L chitosan kullanilarak, 4 saatlik reaksiyon sonunda kalan
fenoliin %75°1 giderilmigtir. Calismada chitosanin koagulant olarak kullanildigi
belirtilmistir. Enzim kullanilarak yapilan 6n aritimda ise 2 saatlik reaksiyon sonunda
fenoliin %25°i , KOI’nin ise %581 aritilmustir. Sonraki biyolojik arntimda, 24 saatlik
reaksiyon sonunda KOI 151 mg O,/L’ye, fenol ise 1 mg/L’ye diiiiriilmiigtiir.
Enzimatik 6n aritim, oda sicakliginda havalandirilmug ortamda, pH 6,5 da, ¢ozeltiye
20 U/mL #yrosinase ekleyip kanstirilmak suretiyle gergeklestirilmistir. Biyolojik
ariim i¢in atiksu aritma tesisinden alinan ¢amur 24 saat boyunca yeni ortamina
birakilmig, ¢amur igin pH degeri 7 olan, fenol ve mikronutrient igeren bir besi
ortami hazirlanmig ve ortamin fenol igerigi 420 mg/L olana kadar isleme devam
edilmigtir. Biyolojik arntimdan ¢ikan atiksuda fenol konsantrasyonu 0,5 mg/L olarak
Olgiilmiis ve bu deger hedef degerin {istiinde oldugundan atiksu tekrar enzimatik

aritima tabi tutulmustur (Bevilaqua et al., 2002).

Tyrosinase enziminin, gluteraldehit ile kimyasal olarak modifiye edilerek
kullamldigi bir bagka c¢alismada, enzim sodyum aluminosilikat, kalsiyum
aluminosilikat ve silikajele immobilize edilerek fenol doniisiimiinde kullamimustir.
Sodyum aluminosilikat ve kalsiyum aluminosilikat {izerine enzimin yaklagik %37’si,
silikajel lizerine ise %62’sinin baglandig1 gézlenmistir. Sodyum aluminosilikat ve
kalsiyum aluminosilikat iizerine baglanan enzim aym aktiviteyi géstermistir. Fenol

doniisiimii, baslangi¢ fenol konsantrasyonuna, tutulan enzim miktarina ve pH’ya



bagli olarak %15-%60 civarinda gergeklesmistir. Sodyum aluminosilikat ve b
aluminosilikat i{izerine immobilize edilen enzim, aktivite diigiisii gézle <

defalarca kullanilmigtir. Fakat, pH 8’de, reaksiyonun hizli oldugu ilk 20 dak1kada
dnemli 6lglide enzim inhibisyonu goriilmiis, 20. dakikadan sonra inhibisyon durmus.
Ayrica pH degerini 8’den 6,8’¢ indirerek inhibisyon azaltilmig ve fenol doniiglimii
hizlandinlmustir. Calisgmada fenol konsantrasyonlarn 0,1-0,4 g/L. araliginda ve
reaksiyonlar oda sicakliinda kesikli olarak gergeklestirilmigtir. Sodyum
~aluminosilikat ve kalsiyum aluminosilikat lizerine baglanan enzim ile fenoliin biiyiik
bir kismu ilk 20 dakikada doniisiime ugramistir. Silikajele baglanan enzim ile ilk 6
saatte fenoliin %14°l, 24 saatte %37°si, 75 saatte %58’i doniigiime ugramustir.
Serbest enzimle yapilan ¢aligmalarda ise, pH 6,8 de fenoliin %93’iiniin, pH 8’de ise

%75’inin donisiime ugradi gézlenmistir (Seetharam and Saville, 2003).



4. BIYOSENSORLER

Biyosensorler, oOl¢iimii istenen bilesen (analit) ile uygun bir biyoajan
(biyomolekiil) arasindaki etkilesimin déniistiiriiciiler (transduser) yardimu ile elektrik
sinyallerine doniistiiriildiigli ve bu sinyallerin elektronik yOntemlerle analit
konsantrasyonu cinsinden ifade edildigi analitik cihazlardir. Biyosensor sistemleri
genel olarak ii¢ temel bilesenden olusur. Bunlar, segici tanima mekanizmasina sahip
biyoajan (biyomolekiil), bu biyoajanin analit ile etkilesimi sonucu olusan
fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere doniistiiren ¢evirici (tranduser) ve
elektronik boliimler olarak siralanabilir. Genel olarak bir biyosensoriin ana
elamanlar1 Sekil 4.1°de gosterilmigtir. Bu ana elamanlarin en 6nemlisi analite karsi
son derece se¢imli ve tersinir etkilesmeye sahip biyoajanlardir. Biyoajanlar,
biyoafinite ve biyokatalitik olmak iizere iki grupta toplanabilir. Biyoafinite ajanlari
(6rnegin  antikorlar) analitlerle kompleks olusturarak analitin  molekiiler
tamimlanmasinda kullamilirlar. Bu kompleks olusumu, tabaka kalinligs, kirilma indisi
ve elektriksel yiik gibi fizikokimyasal parametrelerin degisimine neden olur.
Biyokatalitik ajanlar ise analitin molekiil yapisinda degisime neden olur ve bu
déniiglim sonucunda ortamda artan veya azalan madde miktart takip edilerek
degerlendirilir. Biyokatalitik ajan olarak enzimler, mikroorganizmalar, organlar, tiim

hiicreler, bitki veya hayvansal doku pargalar1 kullanilmaktadir.

Biyosensoriin ikinci 6nemli elamam gevirici kismidir. Ceviriciler biyoajan-
analit etkilesimi sonucu olusan fizikokimyasal sinyallerin elektrik sinyallerine

doniistiirtildiigii biyosensor elamanlaridir.
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Sekil 4.1. Biyosensor ve Ana Elamanlari

[Ik biyosensdr uygulamalari 1960 yillarinda tip alaminda baglamis ve
gliniimiizde biyoteknoloji devriminin verdigi ivme ile bir¢ok alanda kullanimi
giderek yayginlasmistir. Glintimiizde biyosensorler klinik, teshis, tibbi uygulamalar,
proses kontrol, biyoreaktorler, ilag sanayi, madencilik, savunma sanayi, ariim ve
kontrol teknolojileri gibi bircok alanda ¢ok yaygin kullamilmakta ve bu konularda
yogun aragtirmalar yapilmaktadir. Hatta son yillarda biyosensér kavram ve
tammlarinda Onemli degisme ve genislemelere parelel olarak, algilama
mekanizmalar1 (gérme, isitme, koku alma, tat alma) ideal biyosenstr olarak
goriilmekte ve bu mekanizmalarin yapay olarak iiretilmesi ¢alismalar1 hizla devam
etmektedir. Biyosensor sektdriiniin toplam satiglar1 incelendiginde 1990 yilinda 35
milyon dolar olan toplam satiy miktari, 1995 yilinda 895 milyon dolara ve 2002
yilinda 2,5 milyar dolara ylikselmistir. Biyosensor satiglarinda meydana gelen bas
dondiiriicti artiglar, 6zellikle bu alandaki {retici firma sayilarim arttirdify gibi,
firmalarin biyosensorlerle ilgili aragtirma ve gelistirme faaliyetlerini de etkilemis ve
son yillarda firmalar tarafindan patentlenmis ¢aligmalarin sayisinda biiyiik artiglar
meydana gelmigstir. Halen gerek akademik gerekse firma bazinda biyosensor

calismalar artan bir hizda devam etmektedir.

Elektroanalitik kimyasal teknikler, ¢evre koruma ve kirlenmenin siirekli
izlenmesi acisindan giderek 6nem kazanmaktadir. Ozellikle elektrokimyasal sensor
ve dedektérler, oncelikli kirleticilerin yerinde izlenmesi ¢aligmalarinda $nemli rol
oynayan elektroaktif tiirlere kars1 segici, duyarl, hizli, hassas, kompak, taginabilir ve

ucuz sistemlerdir.



Uzun zamandir, pH ve oksijen elektrotlan gibi elektrokimyasal cihazl Z1:; ée
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son gelismeler organik ve anorganik kirleticilerin uygun sensorler yardimu 1e"
yerinde, hizl1 ve hassas bir gekilde Sl¢limiine izin vermektedir. Bu sensorlerden birisi
bir biyoajan kullanan biyosensorlerdir. EPA, gevresel izleme teknolojilerinin
gelistirilmesini saglamak amaciyla bu tiir sensorlerin iiretimi ve gelistirilmesini
destekleyici tesvikler vermekte ve bu sensérlerin hava, su, toprak, atiksu ve yeralti

sularinin siirekli izlenmesi ¢aligmalarinda kullanilmasini desteklemektedir.

Biyosensorlerin ¢esitli ortamlarda (toprak, hava, aritma tesisi) kirleticilerin
konsantrasyonlarim1  6lgme ve izleme potansiyeli yaninda bu tekniklerin
konvansiyonel analiz metotlarina gére daha ucuz olmas: ve ortamda kirleticinin
davramiginin siirekli izlenebilmesi gibi ¢ok onemli avantajlar1 vardir. Kirleticilerin
aninda analiz edilebilmesi, Ozellikle aritma reaktdrlerinin otomatik kontroliinde
rahatlikla kullamlabilir veya ortamdaki kirleticinin siirekli izlenmesi ile gerekli
Onlemlerin alinabilmesine izin verir. USA ve EU de giderek artan c¢evresel
simirlamalar hava, toprak ve Ozellikle sulardaki kirleticilerin giivenilir ve hizh
analizlenmesini zorunlu hale getirmistir. Konvansiyonel analiz metotlar1 oldukca
pahali, uzun zaman alan ve uzmanlik gerektiren tekniklerdir. Buna karsin
biyosensérler diigiik maliyetli ve tasinabilir olduklarindan yerinde analiz imkam

saglayan, hassas ve giivenilir biyoanalitik sistemlerdir.

4.1. Biyosensorlerin Calisma Prensibi

Ince bir tabaka enzimin, elektrokimyasal sensor yiizeyine immobilize
edilmesiyle enzim elektrotu elde edilir. Olusturulan elektrot, uygulanacak Srnegin
renk ve bulanikhigindan etkilenmeden yani 6rnegi bir 6n aritimdan gegirmeden
calistirilmali ve kesin sonuglar vermelidir. Enzim tabakasina difiize edip tiiketilen
substrat ya da bu tabakada olusan iiriin elektrokimyasal olarak izlenebilir. Izleme
potansiyometrik ve amperometrik olmak iizere iki yolla olabilir. Elektrokimyasal

sinyal ile substrat konsantrasyonlar: arasinda bir korelasyon kurulur.



mikroamper olarak, hem de elektrokimyasal sinyalin zamana karsi degisim

Bir enzim elektrotunun cevabi, hem kararli hal metodu ile milivol
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veren kinetik Sl¢timle belirlenebilir.

Enzimlerin kullanilmasiyla ilgili problemler (stabil olmamalari, tekrar
kullanilamamalari gibi) sdzkonusu oldugundan, kullamlmalariyla ilgili kisitlamalar

meydana gelmigtir. Bu sorunlar1 minimize etmek amaciyla enzimler kati desteklere

fiziksel ve kimyasal olarak immobilize edilmektedir (Taylor, 1991).

4.2. Enzim Immobilizasyon Metotlar

Enzimin elektrot yiizeyine yiiksek aktivite ile ince tabaka igerisine fiziksel
olarak yerlestirilmesi kovalent ve kovalent olmayan metotlarla gergeklestirilir.
Basit¢e immobilizasyon, serbest haldeki enzimi elektrot yiizeyinde yan gegirgen bir
membran kullanarak tutmak suretiyle gergeklestirilir. Elde edilen prob, ¢ogunlukla

kotii stabilite gosterir ve fazla miktarda enzime gereksinim duyar.

Fiziksel ya da kimyasal olarak immobilize edilen enzimler, daha iyi bir stabilite
gosterir ve diger maddelerle etkilesimi daha azdir. Tercih edilen immobilizasyon

metotlan asagidaki gibidir:

e Enzimi elektrot {izerinde, inert bir polimerik matriks i¢inde tutuklama

» Enzimi kendisine ya da baska makrosobik partikiillere (proteinler)
fonksiyonel baglayici kimyasallar vasitasiyla, elektrot yiizeyinde ince tabaka
olusturacak sekilde ¢apraz baglama

e Enzimi direkt olarak elektrot yiizeyine ya da suda ¢dziinmeyen membranlara

baglayici kimyasallar vasitasiyla baglama (Telefoncu, 1997).

Uygun immobilizasyon se¢iminde dikkat edilecek bazi hususlar vardir:
Kimyasal yoldan immobilize edilen enzimler destegin her bélgesinde agikta iken,
tutuklanan enzimler matriks i¢ine giremeyen biiyiik molekiillerden izole haldedir. Bu
ylizden, immobilizasyon tipine gore kinetik ve farkli maddelerle etkilesim her bir
metotta farklilik gosterir. Biiyiik molekiillerin tayininde tutuklanan enzimlerle &lgiim
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Immobilizasyon segiminde dikkat edilecek diger hususlar ise enzimin ince Bir

yapilamaz (Taylor, 1991).

tabaka halinde ve homojen olmasi, yiiksek aktiviteye sahip olmasi, hizli ve hassas

6lciim yapabilmesi seklinde siralanabilir (Telefoncu, 1997).

4.2.1. Fiziksel Tutuklama

Poliakrilamid gibi bir jel igine enzimin alinarak sabitlendigi fiziksel bir
yerlestirme teknigidir. Polimer, enzim varliginda ¢apraz bag formlarinin olugsumuna
olanak saglar. Glikoz oksidaz, katalaz, laktik dehidrogenaz, aminoasit oksidaz,
glutamik dehidrogenaz gibi pek ¢ok enzim bu metotla baglanir. Jellere tutuklanan
enzimler, kullanilmadiklari zamanlarda, 0-4°C arasindaki sicakliklarda korunduklan

zaman 3 aydan sonra bile aktivitelerinde minimum kayiplar gériiliir.

Bu yolla tutuklanan glikoz oksidaz, kan igindeki glikozun belirlenmesi
amaciyla bir oksijen elektrotuna baglanir. Oksijendeki azalma monitorize edilir

(Taylor, 1991).
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4.2.2. Kimyasal Immobilizasyon

4.2.2.1. Fonksiyonel Maddelerle Capraz Baglama

Enzimlerin f(;nksiyonel maddelerle c¢apraz baglanmasi, farkli metotlarla
gergeklestirilebilir. Bu metotlar, enzimlerin direkt olarak ¢apraz baglanmasi ya da
inert proteinlerle (albumin, jelatin, kalojen) ¢apraz baglanmasi olarak siralanabilir.
Immobilizasyon isleminde en ¢ok kullanilan fonksiyonel madde gluteraldehit, en ¢ok
kullamilan inert madde ise bovine serum albumindir. Teknik, basit ve hizhdir.

(Taylor, 1991).



4.2.2.2. Suda Coéziinmeyen Desteklere Capraz Baglama

Enzim immobilizasyonunda en sik kullanilan teknik olup, yiiksek st"’é“bllltcye+
yiiksek katalitik etki saglar. Bu teknik ile, elektroiletken tagiyicilar da olmak iizere
birgok tastyici kullanilabilir. Tagtyicimin dzelligi enzim immobilizasyonunun seklini
ve prob dayanikliligim belirlediginden oldukg¢a dnemlidir. Tasiyicinin korozyonu ve
bozulmasi, enzimin islevsel omriinii kisaltabilir ve ¢oziinebilir tagiyici materyaller
enzimin aktif bolgesini inhibe edebilir. Kullanilacak tagiyicilar, ¢6ziinebilme
ozelliklerine, fonksiyonel gruplanna, yiizey alanlarna, hidrofilik ve hidrofobik
ozelliklerine bakilarak segilir.

Gergekte, inorganikler, dogal polimerler ve sentetik polimerler olmak {izere 3
tip tasiyic1 kullamlir. Baglanma reaksiyonlar enzim denaturasyonuna (ii¢ boyutlu
yapinin bozulmasi) neden olmayacak sartlarda gergeklestirilmelidir. Enzimler,
katalitik aktivite i¢in gerekli olmayan fonksiyonel gruplarindan baglanir. Enzimlerin

gluteraldehit ile aktive edilmis tastyicilara baglanmasi hem kolay, hem de ucuz bir

islemdir (Telefoncu, 1997).

4.2.2.3. Elektrot Yiizeyine Direkt Baglama

Enzimi elektrot ylizeyine direkt baglama teknigi ile, elektrokatalitik etki,
sensorden hizh sinyal alma ve immobilize enzimi tekrar kullanabilme ihtimali biiyiik
Ol¢tide artar. Metalik ve karbonlu enzim elektrotlarinda, enzimatik reaksiyonlarla
olugan iiriinler potansiyometrik sinyaller sonucu belirlenirler. Fakat, bu sinyaller
elektrot ylizeyindeki redoks basamaklarina baglidir. Ayrica, elektrotun gegirdigi 6n
islemler de sensdr sinyallerini etkileyici niteliktedir. Bu sebeple genelde

amperometrik enzim elektrotlar: tercih edilir.

Fiziksel baglamada, karbonlu materyallerin yiizeyinde bulunan gesitli
fonksiyonel gruplardan dolay1r olusmus porozite, enzim adsorpsiyonunda etkili rol
oynar. Buna ragmen, proses geri doniigiimliidiir, elektrot kotii stabilite gosterir ve

sadece birkag giin iginde aktivitede diisiisler goriiliir.



immobilizasyon islevselligi arttinlir. Elektrot yiizeyi, etkili reaktif bolgelerin
olusumu ig¢in 1s1 ile, oksijen radyo-frekans plazma ile, kimyasal ya da
elektrokimyasal yollarla okside edilir. Olusan reaktif bolgeler, ya direkt olarak ya da
bir baglayici ajan vasitasiyla enzimlere kovalent baglanir. Baglamada genel olarak
gluteraldehit ve karbodiimid gibi kimyasallar kullanilir. Bu kimyasallar sayesinde,
enzimler tasiyictya baglanabildigi gibi birbirleri arasinda da ¢apraz baglar yapar.

(Taylor, 1991).
4.3. Elektrokimyasal Sensorler

Uygun elektrokimyasal sensér se¢iminde dikkat edilmesi gereken en 6nemli

hususlar soyle siralanabilir.

1. Belirlenmesi istenen substratin yapis1 (redoks ya da iyon tipleri)
2. Yapilan sensoriin sekli (mikroelektrotlar)
3. Sensor segiciligi, hassasiyeti ve olgiim hizi

4. Sensoriin dogrulugu ve stabilitesi

En sik kullanilan sensorler, potansiyometrik ve amperometrik modlarda galigan
sensorlerdir. Amperometrik enzim elektrotlar: genisletilmis bir lineer sinyal araligina
ve potansiyometrik elektrota gore daha biiylik Michelis-Menten sabitine (Kum)
sahiptir (Telefoncu, 1997).

4.3.1. Potansiyometrik Sensorler

Potansiyometrik tip sensdrde, membran (cam, kati, siv1), segici olarak yiiklii
tanecigi membran fazmn igine alir. I¢ kisumdaki dolgu gozeltisi ve ornek ¢ozelti
arasinda potansiyel fark olusturur. Olusan bu potansiyel analit konsantrasyonunun
logaritmast ile orantilidir. Potansiyometrik iyon segici elektrotlar arasinda, 6zellikle
gaz problan kullamigsizdir. Bu tip sensdrlerde bu problem, gaz segici membranin

iyon segici elektrot iizerine ¢ikarilmasiyla giderilebilir.
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Ornek igindeki diger ¢6ziinmiis maddeler membrandan difiize ed

¢6zeltisinin pH’sinu degistirebilir ve sensore olumsuz etki yapabilir.

Potansiyometrik iyon segici elektrotlar arasinda daha ziyade gaz problar
kullanighdir. Gaz problari, iyon segici elektrotun gaz segici membranla yer
degistirmesiyle yapilir. En sik kullamlan gaz segici sensérler, amonyak ve

karbondioksit sensorleridir.

Sekil 4.2°de tipik bir biyokatalitik potansiyometrik gaz probu gosterilmektedir.
Elektrot, pH camindan, referans elektrotlarindan ve gaz segici membrandan olusur.
Cam elektrot ve mémbran arasinda karbondioksit sensorii igin sodyum bikarbonat
¢Ozeltisi, amonyak sensorii i¢in amonyum klorid ¢6zeltisi ince bir tabaka halinde
bulunur. Elektrot, analizi istenen ¢ozeltiye daldirildiginda, enzimatik reaksiyon
sonucu karbondioksit veya amonyak gazi iretilir. Olugsan gaz, analizi yapilan
cozeltiden pH elektrotuna dogru difiize ederken, dncelikle gaz segici membrandan
gecer ve ig dolgu ¢ozeltisine ulagarak burada ¢oziiniir. Coziinmeye bagli olarak
ortam pH’s1 degisir ve buna bagli olarak sistemin potansiyometrik yanit1 artar.
Potansiyometrik yamittaki lineerlik, 10 pM-0,1 M substrat konsantrasyon araliginda
gozlenir (Telefoncu, 1997).

B ]

a: cam pH elektrodu
b: i¢ dolgu ¢ozeltisi
c: elektrod kalifi

d: gaz segici membran

e: enzim tabakasi

f: dializ membram

Sekil 4.2. Potansiyometrik Gaz Probu



4.3.2. Amperometrik Sensorler

Amperometrik sensorler, sabit akimi Slgerler. Amperometrik sensoNef, cayiap

elektrotu ve referans elektrot arasindaki sabit bir potansiyelde olusan akimu
monitérize eder. Bu tip sensorlerin ¢aligma prensibi genellikle iki elektron
konfigiirasyonuna dayanir. Sensor, substrat konsantrasyonuna kargi amperometrik
lineer sinyaller ve;rir. Substrat ya da iirlinden herhangi biri elektrot ylizeyinde
elektroaktif ozellikte (yiikseltgenebilir ya da indirgenebilir) olmalidir. Bu tip

sensorlerin optimizasyonu oldukga zordur.

Hidrojenperoksit oksidasyonu ve oksijen indirgenmesi 6lgiimlerinde genellikle
platin elektrotlar kullanilir. Son yillarda yapilan galigmalarda sikga, modifiye edilmis
ve modifiye edilmemis cam karbon elektrotlar kullanilmaya baglanmistir.
Amperometrik sensérlerde, elektrot yiizeyinin yapisi kimyasal maddelerle modifiye
edilerek degigtirilebilir. Bu durum son yillarda bagli bagmna bir ¢aligma sahasi
olmugstur. Modifiye elektrotlarda elektrokimyasal reaksiyon hiz1 yiiksektir,
modifikasyon iglemi sayesinde eclektrot ylizeyinin gozeltideki farkli materyallerle
kaplanmasi dnlenir. Ayrica modifikasyon sayesinde enzim immobilizasyon basamagi

daha iyi kontrol edilir.

Enzim elektrotlarinda redoks saglayicilarin  kullanilmasiyla  elektrot
yilizeyindeki protein yapilarinin yavag redoks davranigindan olusan problemlerin

kolaylikla {istesinden gelinebilir.

Amperometrik sensorler igin en ideal enzimler, ektif bolgeleri elektroaktif olan
yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarim katalizleyen enzimlerdir (Telefoncu,

1997).

4.4. Enzim Elektrotlarimn Ozellikleri

4.4.1. Stabilite

Bir elektrotun 6mrii, elektrotun saklama ve isletme stabilitesi ile karakterize



edilir. Elektrot stabilitesini etkileyen en Snemli faktor, enzim stabllltestdg angi;“

olarak potanmyometnk iyon segici elektrotlarin stabilitesi ¢ok iyidir. “Pakat"
potansiyometrik gaz problarinda i¢ dolgu ¢ozeltisi diizenli olarak yenilenmelidir.
Organik aminler ve karbondioksit gibi ugucu gazlar, analizi yapilacak g¢ozelti

icerisinde sensoriin anormal ve yiiksek sinyaller vermesini saglar.

Amperometrik bir sensoriin stabilitesi, Ozellikle yiiksek potansiyellerde
calisirken elektrot yiizeyinin kirlenmesinden etkilenir. Reaksiyon hizim azaltmak ve
ylizey kirlenmesini onlemek, ortama redoks saglayicilarin  ilavesiyle

gerceklestirilebilir.

Elektrot Omrii, kullanilan enzimin kaynagina, safligina ve immobilizasyon
metoduna da baghidir. Genel olarak, “¢oziiniir” enzim elektrotlarimin émrii 25-50
kullanimlik, poliakrilamid elektrot {izerine enzimin fiziksel tutuklanmasiyla olugan
elektrot ise 50-100 kullamimliktir. Siklikla kullanmilmadifi zamanlarda kimyasal
yollarla immobilizasyon sonucu enzimin baglandig1 elektrotlar yillarca kullamlabilir.
Cok sik kullanilan glikoz elektrotunun 6mrii 1 yil kadardir ve 1000 kullanimliktir.
Aminoasit oksidaz ve lirikaz biyosensorleri immobilizasyon teknigine bagli olarak

200-1000 kullanumliktir (Telefoncu, 1997).

4.4.2. Sinyal Siiresi

Bir biyoelektrotun sinyal siiresi kisadir. Bu siire sensérden ziyade, enzim
tabakasimin kafinligna, ¢ozeltiyi kangtirma hizina, substrat konsantrasyonuna, enzim
konsantrasyonuna, pH'ya, sicakliga ve dializ membranina baglidir. Ayrica, substratin
¢bzelti iginden membran yiizeyine gegme hizi, daha sonra buradan membrana difiize
ederek biyokatalist ile reaksiyona girme hizi ve olusan iiriiniin elektrot yiizeyine

gecme hizi sinyal siiresini etkileyen ana unsurlar olarak siralanabilir.

Fazla enzim konsantrasyonlarninda sinyal siiresi kisalir. Fakat asin
konsantrasyonlarda, enzim tabaka kalinlig1 artacagindan, substratin membran iginden
difiize etme siiresi artar, dolayisiyla sensoriin sinyal siiresi uzar. Hizh bir sinyal,
yiiksek spesifik aktiviteli enzimlerin ince tabaka halinde kullamlmalanyla saglanir



(Telefoncu, 1997).

4.4.3. Secicilik

4.4.3.1. Elektrot Probu ile Etkilesim

Ideal olarak, biyokataliz reaksiyonu sonucu olusan iirliniin ya da reaktantin
belirlenmesinde kullanilan biyosensorler, analizi yapilan ¢8zeltideki bagka
maddelerle reaksiyona girmemelidir. Pratik olarak, potansiyometrik ve amperometrik

sensorlerde bu etkilesim nadiren goriiliir.

Bir katyon cam sensorilyle birlikte kullanilan immobilize iireaz elektrotu,
kandaki ve idrardaki NH," iyonunu belirlerken aym zamanda Na" ve K* iyonlarina
da duyarhidir. Potansiyometrik sensorlerde cam elektrotlar ve kati antibiyotik
nonaktin elektrotlar kullanilarak etkilesimlerin 6niine gegilebilmistir. Bu elektrotlarin
ozelligi, belli bir reaktant/etkilesim yaratan madde oranlarinda segicilik
gostermesidir. Amperometrik sensérlerde ise etkilegimleri gidermek adina yapilan
caligmalarda karbon elektrotlarin basarili oldugu bulunmus, fakat, etkilesimlerin
tamamiyle Oniine gegilememistir. Bu elektrotlarin segiciliklerinin arttirilmas: igin

baz1 yiizey modifikasyonlarmin uygulanmasi gerektigi belirtilmigtir (Taylor, 1991).
4.4.3.2. Biyokatalist Reaksiyonu ile Etkilesim
Bu tip etkilesimler iki sinufta incelenir:

1. Olgiilecek bilesige ek olarak enzimin farkli substratlariin reaksiyona

katilmas:

2. Enzimi aktive ya da inhibe eden maddelerin varlhig

Uricase enzimi sadece iirik asite, aspartaz enzimi ise sadece aspartik asite etki
ederken diger enzimler birgok substrata etki ederler. Omegin, penisilinase enzimi
amfisilin, nafisilin, penisilin G, penisilin V, dikloksasilin gibi pek gok substratla
reaksiyona girer. Bu tarz enzimlerin bulundugu elektrotlar kullanilirken, ortamda iki
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Enzim aktivitesi ayrica kuvvetli olarak ortamda bulunan inhibe edici
maddelerden etkilenebilir. Enzim inhibitdrlerinin ¢ogu, Ag”, Hg™, Cu'? iyonlan gibi
agir metallerdir. Ayrnca siilfihidril gruplariyla reaksiyona giren bazi organik
bilesikler, enzimlerin aktif bolgelerindeki S-H gruplarini bloke eder. Fakat sensorler,
bu tip inhibisyonlardan, immobilizasyon matriksinin koruyucu etkisinden dolay:

etkilenmezler (Taylor, 1991).

4.4.4. pH’ nin Etkisi

pH, gerek immobilize sistem, gerekse dedektor performans: i¢in énemli bir
parametredir. Her enzimin aktivite gosterdigi bir pH arali1 vardir. Bu aralikta bir pH
degerinde enzimin aktivitesi maksimumdur. Enzim immobilize edidiginde,
tagiyicimun yapisina bagli olarak optimum pH degisebilir. Elektrot redoks potansiyel
prosesleri pH'ya bagimhidir. Immobilize enzim tabakasimin pH'si, ¢6zeltinin
pH'sindan farkli olabilir. Yiiksek tampon kapasitesi genel olarak bu farki minimize
eder. Hizl1 ve en hassas sonuglara ulagsmak ya elektrottaki reaksiyonlar i¢in optimum
pH degerinde, ya da enzim reaksiyonlan i¢in optimum pH degerinde ¢alismak ile
gerceklesir. Bu iki pH degeri arasinda uyum gerekir. Fakat, sensor sistemleri bu

amagla fazla zorlanmamalidir (Taylor, 1991).
4.4.5. Nicel Belirlemeler ve Belirleme Limiti

Michelis-Menten esitliginde oldugu gibi, biitiin egriler yiiksek substrat
konsantrasyonlarinda diizlesir. Yiiksek substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon
substrattan ba@nnsmﬁnx Egrideki diizlesme, kullanlan elektrotun substrat belirleme
limitinden dolay1 aym zamanda belirleme aralid1 disinda kalan ¢ok diigiik substrat
konsantrasyonlarinda da gériiliir. Amperometrik sensorlerde yiiksek hassasiyet
goriltir, lineer sinyal aralifi uzar ve Michelis-Menten sabiti potansiyometrik
sensorlere gore daha biiyiiktiir (Taylor, 1991).



4.5. Fenol Sensorleri

Bu boliimde, literatiirde yapilmig fenol sensdrleri 6zetlenmigtir.

Llaccase enzimi, polietersiilfon membrana immobilize edilip Platinyum elektrota
baglanmug ve referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrotu kullanilmistir. Bu elektrot,
genellikle kirmuzi sarap iginde bulunan olifenollerin (kafeik asit, galik asit, katekin,
rutin, malvidin) belirlenmesinde kullanilmaktadir. Asetat tamponunda pH 4,5 ve pH
3,5’da galigilmig ve katekin, ++100mV potansiyelde, pH 3,5°da pH 4,5’dakine gore
daha iyi sonug verirken, ayni potansiyelde kafeik asit ile ¢aligildiginda pH 4,5 da
sonug¢ alinamadigi gériillmiistiir. pH 3,5 de katekin ve kafeik asit arasinda etkilegim
olmadig1 ve +100 mV’da ikisinin de sensérde yamt verdigi gériilmiistiir. Katekin ve
kafeik asitin sensérde belirlenebilir minimum konsantrasyonu 1x10° M olarak
bulunmustur. 2x10°- 14x10° M konsantrasyonlar1 arasinda sensorde lineerlik
belirlenmistir. U¢ defa iist {iste yapilan substrat yiiklemelerinde sensér yanitimn

hemen hemen ayn1 oldugu belirlenmistir (Gomes et al., 2004).

Kagit fabrikast atiksuyunda bulunan fenolik bilesiklerin belirlenmesinde
amperometrik bir sensér sistemi gelistirilmistir. Kullanilan bu sistem, siirekli bir akig
sistemi, dializ membran prosesi ve Jaccase tabanli bir elektrotan olusmustur.
Sistemin performansi, pH’ya, iyonik siddete, uygulanan potansiyele ve debiye gore
aragtinlmigtir ve biyosensor, {i¢ ay gibi uzun bir siire kararli olarak caligmustir.
Biyosensoriin hassasiyeti fenol, p-fenol, guaiacol ve chloroguaiacol igin test edilmis.
Dializ membran ﬁilitesinin, biyosensér ylizeyini kirlenmekten korudugu ve
dolayisiyla da biyosensdr performansi tizerine Snemli etkide bulundugu gériilmiistiir.
Bu &zellik sayesinde, kangik bir ortamda 6n aritim yapilmadan atiksu Ornegine
direkt 6lgiim yapilabilmistir. Enzim immobilizasyonu i¢in, karbon elektrot dncelikle
pH’s1 7,2 olan fosfat tamponuyla yikanmis ve daha sonra 30 dakika boyunca,
gluteraldehit, bovin serum albumin ve laccase kangiminda bekletilmigtir. 0,5-1,6
ml./dak debi aralifinda, debi arttikga sinyal artmig bu degerden sonra artan debilerde
alinan sinyallerde diisiisler kaydedilmigtir. Sistemden stirekli bir gekilde pH’s1 5 olan
tampon ¢Ozelti gectiginden dolayr sensér uygulanacak Ornegin pH’sindan
etkilenmemistir. 1x103-5x10" M araligindaki tampon konsantrasyonlarinda
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kalibrasyonunda lineerlige, 1-10 pM arasindaki konsantrasyonlarda guaiacol vé* z;g,f

chloroguaiacol ¢ozeltilerinden 1,6 mL/dak debide ve pH 5°de 220 pL enjekte
edilerek ulagilmigtir (Freire et al., 2002).

Laccase  enzimi, fiziksel adsorpsiyon, gluteraldehit, karbodiimid,
karbodimid/gluteraldehit teknikleriyle farkhi sekillerde karbon-fiber elektrota
immobilize edilmis ve en iyi sensdr yamti karbodiimid/gluteraldehit teknigi
kullanilarak bulunmustur. Bu teknikle laccase, karbon-fiber elektrota karboksil
gruplarindan kovalent olarak baglanmig, karbodiimid sayesinde enzim ve elektrot
arasinda giiclii baglanma olugurken gluteraldehit sayesinde de enzimler arasinda
aglasma gergeklesmistir. En kotii sens6ér yamti ise fiziksel adsorpsiyon metodu
kullanmildiginda gézlenmistir. Substrat olarak 100 pM’lik katekol ¢o6zeltisi
kullamilmis ve bu metotta farkli gluteraldehit miktarlarnmin sensor {izerine etkisi
aragtinllmigtir. En iyi gluteraldehit oram1 %10 (m/v) olarak tespit edilmis, sensor
farkli pH ve potansiyellerde galistirilmis ve optimum sonuca pH 5°de ve -100 mV
potansiyelde ulasilmigtir. Immobilize laccase enziminin, 2 aydan fazla bir siire

aktivitesinin tamamini korudugu tespit edilmistir (Freire et al., 2001).

Sulu ¢ozeltilerde fenoliin belirlenmesi igin yeni bir amperometrik biyosensor
gelistirilmis ve fyrosinase enzimi, yeni bir kopolimer olan poly(N-3-aminpropyl
pyrrole-co-pyrrole) film iizerine, filmin amino gruplarindan kovalent olarak
baglanmugtir, Enzim bagl film tabakasi, indiyum-kalay-oksit (ITO) kapli cam levha
tizerine elektrokimyasal olarak uygulanmis ve polimer filmin poroz morfolojisi ve
enzimin kovalent baglanmasi, yilksek dozda enzimin tutuklanmasina ve enzim
kullamm Omriiniin uzamasina neden olmustur. pH 7,2 fosfat tamponunda ve -0,2
V’luk sabit voltajda senstrden alinan amperometrik yanit, fenol konsantrasyonlarina
bagl olarak degisim gostermis ve fenol igin 1,35-222,3 uM konsantrasyonlan
arasinda, katekol igin 1,6-118,8 uM konsantrasyonlar arasinda, p-kresol igin ise 1,9-
257,8 uM konsantrasyonlar1 arasinda sensorde lineerlik elde edilmistir. Sensiircie
yanit, 10 saniyeden kisa bir siirede alinmig ve bu siire iginde sistem kararli hale
gecmis ve enzim 4 ay sonunda ilk aktivitesinin %80’ini korumugtur. Kopolimer
elektrot, oncelikle 1,5 saat boyunca 0,1 M pH 7,2 fosfat tamponuna daldirilip
bekletilmis, daha sonra 3,6 mg/mL fyrosinase igeren ¢6zeltiye daldirilmig ve yine 1,5



saat bekletilmigtir. Reaksiyonlar, oksijene doyurulmus ortamda, oda sifg " ) \
sabit kangtirma hizlarinda gergeklestirilmis ve -0.2 V’tan yiikse Yo, >
uygulandiginda olugan kinon tipi iirlinlerin polimerlegip, elektrotu kaplagl
goriilmiigtiir. Elektrotun, kullamlmadigs siire iginde +4°C de buzdolabinda
korunabilecegi belirtilmistir (Rajesh et al., 2004).

Katekol ve p-kresolun belirlenmesi igin fyrosinase ve tyrosinase/peroxidase
enzimlerini igeren 2 elektrot hazirlanmig ve bu iki elektrotun substrat segiciligi
aragtinnlmigtir. Katekol ve p-kresoliin beraberce bulundugu bir reaksiyon ortaminda
¢ift enzimli elektrottan tyrosinase elektrotuna gore daha iyi yamit alindifs
gozlenmistir. Calismada, indiyum-kalay-oksit elektrot kullanilmus, elektrot yiizeyi
aseton ve 0,1 M NaOH ile yikanarak hidrofilik hale getirilmigtir. Daha sonra elektrot,
%5 oraminda 3-aminopropyltriethoxysilane igeren toluene batirilarak ylizeyde amino
gruplan olusturulmustur. Modifiye edilen elektrot, i¢erisinde 20 g/L peroxidase, 5
g/L tyrosinase ve %2,5 oraninda gluteraldehit olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltiye
daldnlip kanstinlmistir. Enzim molekiilleri ve elektrot iizerinde bulunan amino
gruplan c¢apraz baglanmayla baglanmistir. Enzim bagh elektrotlardan 0,5-2 mL/dak
debide, siirekli olarak 1/15 M konsantrasyonunda fosfat tamponu gegirilmis ve -
0,3V’luk potansiyel uygulanmugtir. Amperometrik Slgtimler bir
potensiostat/galvanostat kullanilarak gergeklestirilmis ve sistem kararli hale
geldikten sonra, 5’er dakika araliklarla substrat enjeksiyonlar1 yapilmistir. 0,5-2
ml/dak debilerde yapilan calismalarda her iki elektrotta da debi arttikga sensor
sinyallerinin azaldigt gorillmiigtiir. Optimum debinin 1,5mL/dak oldugu ve
tyrosinase  elektrotunun  substrat  segiciliginin  swrasiyla;  katekol>p-
kresol>pyrogallol>phenol>m-kresol olarak belirlenirken, ¢ift enzimli elektrotta bu
segicilik katekol>p-l§resol>fenol>m-kresol>pyrogallol seklinde oldugu belirlenmigtir.
Her iki elektrotta lineerlie 1-20 pM substrat konsantrasyonlannda ulagildigy,
elektrotlann kullanilmadig stire iginde +4°C de buzdolabinda korunabilecegi ve 1 ay
sonunda elektrotlarin ilk hassasiyetlerinin ancak %50’sini koruyabildigi rapor

edilmistir (Notsu and Tatsuma, 2004).

Tyrosinase enzimi titanyum sol-jel matriks igerisine immobilize edilerek fenol
sensorii olarak kullamlmis ve immobilizasyon islemi, bubar toplama metoduyla

yapilmugtir. Bu metotla immobilizasyon kolaylagtinlmis ve sol-jel cam matrikslerde
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olusabilecek catlamalarin 6niine gegilmigtir. Kullanilan bu yeni matnksi‘enzu‘ne,

enzimin dogal yapisim ve aktivitesini koruyucu bir mikrogevre saglamighaynca &

substrat ile enzim arasinda kiitle transferinden kaynaklanan etkilesmeyi artt1rm1$vé&” .

enzimin etkili kullanma Smriinii uzattig1 goriilmiistiir. Fenoliin oksidasyonu sonucu
olusan iriinler -150 mV potansiyelde sensér tarafindan belirlenmis ve sensoriin, 5
saniye gibi kisa stirede yamt verdigi ve sensér duyarliligimin ¢ok yiiksek oldugu
belirlenmigtir. Bunun nedeni olarak, enzimin poroz yapiya sahip matriks iginde fazla
miktarda tutuklanmasindan kaynaklandigi one siiriilmiistiir. 1,2x107-2,6x10% M
fenol konsantrasyonlarinda sensérde lineerlik goriilmiis ve sensdr i¢in gerekli
minimum fenol konsantrasyonunun 1x107 M oldugu belirlenmistir. Enkapsiile
edilmis tyrosinase enziminin Michelis-Menten sabitinin 0.29+0.02 mM oldugu ve

elektrotun 80 giin sonunda aktivitesinin %94’iinii korudugu bulunmustur (Yu et al.,
2003).

Tyrosinase, altin ile modifiye edilmis karbon elektrota immobilize edilmis 've
anyonik koloidal altimin kullanilmasiyla enzim biyoaktivitesinin arttign ve sensér
aktivitesini yitirmeden defalarca kullanilabilecegi tespit edilmigtir. Optimum pH
degerinde, optimum koloidal altin miktar1 kullanilarak hazirlanan sensérden 5 saniye
gibi kisa siirede sinyal alindifn ve sensor stabilitesinin uzun bir siire korundugu
bulunmustur. Ayrica, 4-48 uM fenol konsantrasyon araliginda sensorde lineerlige
ulagildig1 ve sensor i¢in gerekli minimum fenol konsantrasyonunun 6,1 nM oldugu

belirlenmigtir (Liu et-al., 2003).

Sulu ¢ozeltilerde 4-klorofenoliin belirlenmesi pH duyarh, yan gegirgen
donugtiiriiciiye sahip potensiyometrik bir sensér yardimyla gergeklestirilmistir.
Tyrosinase, ilk defa doygun gluteraldehit buhari iginde immobilize edilmis ve
sistemde farkli pH’lara ve gluteraldehit buharinda farkli stirelerde immobilizasyona
gore caliglmigtir. Bu sartlarda biyosensoriin hassasiyeti, belirlenebilir minimum
substrat konsantrasyonu ve stabilitesi aragtirllmistir. Belirlenebilir minimum substrat
konsantrasyonunun 20 ppm, belirlenebilir konsantrasyon araligimn ise 20-1000 ppm
arasinda oldugu bulunmugtur. Sensoriin kararliliga 3-4 saatte ulastify ve bu
kararliligmn 15 saat devam ettigi goriilmiistiir. En iyi sensér yamtimn pH 6°da oldugu
tespit edilmigtir (Mai et al., 2002).
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Peroxidase amperometrik elektrot kullanarak, ucuz ve basit bir nitrik ¢?.J<‘§1t » o
biyosensorii tasarlanmigtir. Nitrik oksit varliginda horseradish peroxi%wﬁ

aktivitesinde inhibisyon goriildiigtinden aktivitedeki diisme ile nitrik oksit
konsantrasyonu arasinda bir iligki kurulabilecegi belirtilmistir. Naylon, 6 mm
capinda diskler halinde kesilerek, kimyasal ¢apraz baglanma teknigi ile kesilen
diskler lizerine, iginde horseradish peroxidase, BSA ve gluteraldehit bulunan ¢dzelti
piiskiirtiilerek, yilizey homojenlestirilmigtir. Diskler, 30 dakika boyunca oda
sicakliginda kurumaya birakilmigtir. Aym sekilde bir de elektrokimyasal gapraz
baglama teknigi kullanilarak immobilizasyon gercgeklestirilmigtir. Reaksiyon igin,
biyosensor, p-benzokinon igeren fosfat tamponuna daldirilarak 10 saniye boyunca
+0,2 V’luk potansiyel uygulanmustir. Sistem kararli hale getirildikten sonra sisteme
hidrojenperoksit eklenerek reaksiyon baglatilmig ve 1 dakika sonra nitrik oksit ilavesi
yapumugtir. Akim disiisii izlenerek nitrik oksit konsantrasyonlar1 bulunmustur.
Kimyasal c¢apraz baglanma teknigi ile immobilize edilen biyosensoriin
belirleyebildigi maksimum nitrik oksit konsantrasyonu 7,9x10° M iken,
elektrokimyasal g¢apraz baglama teknigi ile immobilize edilen biyosensoriin
belirleyebildigi maksimum nitrik oksit konsantrasyonu 2x10°° M olarak bulunmustur.
Tasarlanan biyosensorler, nitrik oksitten dolayr siirekli inhibisyona maruz
kaldigindan tek klillammhk biyosensorler olarak kullanilabilecegi belirtilmistir
(Casera et al., 2000).

Sulu ortamda fenolik bilesiklerin belirlenmesi ig¢in peroxidase elektrotu
hazirlanmig ve enzim ¢ozeltisi grafit lizerine damlatilarak, enzimin grafit iizerine
+4°C’de 30 dakika boyunca adsorplanmasi beklenmigtir. Adsorplama igleminden
sonra, elektrot yikanmis ve teflon tutucu igine yerlestirilerek, amperometrik hiicreye
daldinlmigtir. Referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrotu kullamlarak elektrotlar bir
potensiyostata baglanmis ve elektrokimyasal hiicre, kesikli substrat yiikleme
sistemine gore c¢aligunlmistir. Bu sisteme ek olarak glikoz oksidaz reaktori
kullanilarak ~ hidrojenperoksit  iiretimi  saglanmigtir.  Fenolin  enzimatik
oksidasyonuyla olugan radikaller, elektrot iizerinde indirgenmis ve indirgenme akimi
ile fenol konsantrasyonlan arasinda iliski kurulmustur. Elektrotun ¢aligma stabilitesi,
sisteme ard arda verilen difenol yiiklemeleri ile aragtirilmugtir. Tekrarlanan
yiiklemeler sonucu, 1 saat boyunca elektrottan alinan akim degerlerinin % 2-3
oraninda azaldig: goriilmiis, elektrotun 2 hafta boyunca kararli kaldi1 ve 2. haftadan
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sonra aktivitede hizli diigiislerin meydana geldigi, ayrica 3 haftadan sonra el%lgtrqtlﬁ}T
bu aktivitede sabit kaldig tespit edilmistir (%60) (Rogers et al., 1995). h

Kan testlerinde kullanilan horseradish peroxidase sensorlerinin stabilizasyonu
icin, tetrametilbenzidin (TMB), luminol, argonla doyurulmus tampon, BSA, ve
Tween 20 gibi gesitli kimyasallarin etkisi aragtirnlmigtir. Ayrica reaksiyonlarda
kullanilacak ¢ozeltilerin giin 1s13inda ve karanlikta korunmasinin aktiviteye etidsi
aragtinlmigtir. TMB ve luminoliin enzimi etkili bir bi¢imde stabilize ettigi goriilmiis.
Stabilize edici madde konsantrasyonlarmin 0,1 mM’in altinda olmasina ragmen
karanlikta korunan g¢ozeltiler kullamldiginda, 12 hafta boyunca aktivitede kayip
goriilmemis, aym stabilize edici madde konsantrasyonlarinda, giin 1s11na maruz
birakilan ¢ozeltiler kullamildiginda, 6 haftada aktivitede %80’¢ varan kayiplar
goriilmiigtiir. Bu g¢ozeltiler argonla doyurulmus tampon iginde kullanildiklarinda
aktivitede kayip olmadig: literatiirde belirtilenin tam aksine, BSA ve Tween 20’nin
stabilize edici etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Stabilize edilen enzimler bu amagla 3
ay aktivitesinde degisim s6zkonusu olmadan kullamilmig ve TMB’in etkili oldugu en
iyi konsantrasyon 6 pM, luminoliin etkili oldugu en iyi konsantrasyon ise 0,1 uM
olarak belirlenmigtir. TMB ve luminoliin, enzimin aktif bélgesine baglanarak,
oksidadif yikimimi ve ii¢ boyutlu yapisim korudugu ve ayrica, ¢dzeltide bulunan
serbest radikalleri uzaklagtirdig1 belirtilmigtir (Schiitz et al., 1997).

Fenolik bilesiklerin analizi i¢in hazirlanan grafit ve karbon elektrotlarla yapilan
bagka bir ¢aligmada, reaksiyon sonucu olusan radikaller, elektrokimyasal olarak
indirgenmis ve indirgenme akimi ve fenol konsantrasyonlar1 arasinda iligki
kurulmugtur. Olusan radikellerin grafit elektrotta indirgenmesinin karbon elektrota
gore daha etkili oldugu tespit edilmistir. Elektrotlarin, %5 metanol i¢eren tamponda
daba kararhi oldugu belirlenmis ve test edilen 20 fenolik bilesik arasinda fenol,
katekol, resorkinol, p-kresol, 4-klorofenol, 2,4-diklorofenol, 4-kloro-3-metilfenol,
vanilin ve 2-amino-4-klorofenol belirlenebilmigtir. En iyi sensdr hassasiyetine, 2-

amino-4-klorofenol kullanildiginda ulagtldig1 belirlenmigtir (Ruzgas et al., 1995).

Atiksulardaki fenoliin belirlenmesi igin yapilan bir biyosensére, DNA,
polietilenimin (PEI) ve BSA gibi farkli katki maddeleri eklenerek, bu maddelerin
sensore etkisi aragtinlmustir. Peroxidase, titanyum oksit ile modifiye edilmis silikajel
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kurutulmustur. Olusan aparat, platinyum disk igeren, 1 mm derinlikli cam tiipe
yerlestirilmis, kagit attksuyu numunesinin pH’s1 7 olacak sekilde ayarlanmis ve
sisteme verilmigtir. Katki maddesi olarak PEI ve BSA’min eklendigi sistemde
eklenmeyene goére fenol hassasiyeti bakimindan bir fark olmadigi, katk: ﬁxaddesi
olarak DNA kullamildiginda, sensériin fenol hassasiyeti 6nemli derecede arttig:
goriilmiigtiir. Bu davramisgin, DNA’nin elektron transferini kolaylagtirdigindan
kaynaklandig1 beliljtilmistir. Ayrica sensoriin, DNA’L sistemde mevcut aktivitesini 1

ay boyunca koruduéu rapor edilmistir (Rosatto et al., 2001).



5. MATERYAL - METOT

5.1. Materyal

Deneysel galigmalarda kullanilan kimyasallardan, fenol, hidrojenperoksit (%35
V/V), gluteraldehit (%25 W/V), 4-aminoantiprin, Coomassie Brilliant Blue G-250,
katalaz (EC 1.1 1.1.6), horseradish peroxidase (EC 1.11.1.7), Bovin Serum Albumin

ve 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidin Merck’den, metanol Fluka’dan, dimetil siilfoksit ise

Sigma’dan temin edilmistir.
5.2. Metot

5.2.1. Biorad Protein Analizi

Metotta esas olarak Coomassie Brilliant Blue boyasi kullanilir. Bu boya,
ortamda bulunan proteinlerle kompleks olusturarak ortamdaki proteinin yogunluguna
gore agik veya koyu mavi renk verir. Metot, olugan renklerin 595 nm dalga boyunda
UV-Spektrofotometrede okunmasina dayanir. Bu analiz 0-50 ppm araliginda protein

iceren ¢dzeltilere uygulanabilmektedir.

Analizde kullanmak tizere 100 mg Coomassie Brilliant Blue, 50 mL metanolde
¢ozllmigtiir. Coziinen boya 100 mL %85°lik fosforik asite ilave edilerek
kanstinlmis ve toplam bhacim saf su ile 200 mL’ye tamamlanmigtir
(http://www.science.smith.edu/departments/Biochem/Biochem_353/Bradford.html). Bu
¢ozeltiden 21 mL alinmus, Gizerine 27 mL saf su ile eklenerek kangtinnlmig ve boya

protein analizi i¢in kullanima hazir hale getirilmistir

Protein kalibrasyonunda standart protein olarak Bovin Serum Albumin
kullanilmigtir. Standart proteinden, konsantrasyonlar1 10, 20, 30, 40 ve 50 mg/L
olacak gekilde 5 ¢ozelti hazirlanmigtir. Her bir ¢ozeltiden deney tiiplerine 1,5 mL
alnmig ve lizerlerine 1,5 mL hazirlanan boyadan ilave edilmigtir. Ayr1 bir deney

tiipline 3mL saf su ve 3 mL boya eklenip kanstirnlmigtir. UV-spektrofotometre dalga



Her bir 6megin 594 nm dalga boyunda absorbanslan ok
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konsantrasyonlarina karst okunan absorbans degerleri grafige gecmlerek”'*kalgb;a
egrisi hazirlanmigtir, Protein kalibrasyon egrisi $ekil 5.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 5.1. Protein Kalibrasyon Egrisi

5.2.2. Enzimatik Fenol Tayini

Metot, fenoliin, 4-aminoantiprin varliginda horseradish peroxidase enzimi ile

reaksiyona girmesi sonucu tiiketilen fenoliin miktarinin belirlenmesine dayalidir.

Reaksiyonda kullamlan enzim ¢ozeltisi su sekilde hazirlanmgtir: bir tiip enzim
(52 mg), 100 mM (pH 7,4) potasyum fosfat tamponunun 10 mL’sinde ¢6ziilmiigtiir.
Bu ¢ozeltiden 360 pL alinmis ve ayni tampon ile hacim 3 mL’ye seyreltilmigtir,

Reaksiyon ortamindaki konsantrasyonlan sirastyla, 10, 20, 30, 40, 50 uM
olacak sekilde, 5 deney tiipiine stok fenol ¢6zeltisinden alinmigtir. Tiiplere, 100 mM



(pH 7,4) potasyum fosfat tamponundan 1,4 mL, 1 mM hidrojen peroksitten i
mM aminoantiprinden 1 mL ve hazirlanan enzim ¢6zeltisinden 400 pL eklenip" file

calkalanmistir. 30 dakika bekletildikten sonra UV-Spektrofotometrede 510 nm dalga
boyunda absorbanslar okunmustur. Her bir fenol konsantrasyonuna karsi okunan
absorbans degerleri grafige gecirilip, bir fenol kalibrasyon egrisi hazirlanmstir.

Fenol kalibrasyon egrisi Sekil 5.2°de gosterilmektedir;
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Sekil 5.2. Enzimatik Metoda Gore Fenol Kalibrasyon Egrisi

5.2.3. Polimer Disklerin Hazirlanmasi

Yiiksek poroziteye sahip polimer iki basamakta sentezlenmistir. Birinci
basamak polimerize gluteraldehit sentezidir. Dig hacmi 50 mL olan polimer
blogunun iiretimi igin % 5°lik gluteraldehitten 5 ml alinarak, 50 mL’ye
seyreltilmigtir, Polimerizasyon reaksiyonunun olmast igin ortama 5 M, 0,1 M NaOH
ilave edilmis ve 30 dakika 600 rpm’de manyetik kanstiricida kanstinlmigtir. Daha
sonra, bu reaksiyon sonucu elde edilen poligluteraldehit ¢dzeltisinden 45 mL

alinmustir. Cozelti i¢ine radikalik polimerizasyon reaksiyonunu baglatmak igin



emiilsiyon faz ilave edilmistir. Polimerizasyon reaksiyonu 80°C’de
gergeklestirilmigtir (Unsal, 2003). Polimer blok, 0,5 cm kalinliginda ve 2 cm ¢apinda
diskler seklinde kesilmistir. Bog polimerin SEM mikrografi, Philips XL 30 SFEG
marka taramali elektron mikroskobu ile ¢ekilmistir (Sekil 5.3).

Sekil 5.3. Bos Polimerin SEM Mikrografi
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5.2.4. Enzim immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonu, poligluteraldehit ile diske kimyasal baglanma
prosediiriine uygun olarak gergeklestirilmigtir. Kullanilan poligluteraldehit ¢ozeltisi
su sekilde hazirlanmugtir: %25°lik gluteraldehitten 25 mL alinmis ve igerisine pH 9-
10 araligina ulagana kadar 1 M sodyum hidroksit ilavesi yapilmugtir. Diskten gegecek
enzim ¢6zeltisi, 26,5 mg horseradish peroxidase enziminin, 100 mM pH 7,4 fosfat

tamponunun 20 mL’sinde ¢6ziilmesiyle hazirlanmigtir.

Polimer diskin agulig: tartilmustir. Disk, bir disk tasiyiciya yerlestirilip
pompaya baglandiktan sonra 1 L saf su ile iyice yikanmugtir. Yikama iglemi
tamamlandiktan sonra, 26 mL’lik poligluteraldehit ¢ozeltisi diskten 24 saat siireyle
sirkiile edilmistir. Baglanmayan poligluteraldehitin sistemden uzaklagtirilmasi
amaciyla disk 500 mL saf su ile yikanmigtir. Hazirlanan enzim ¢ozeltisinden 500 pL
protein analizi i¢in ayrilmis ve enzim diskten 0,3 mL/dak debide, 20 saat siire ile
sirkiile edilmistir. Enzim immobilizasyonu tamamlandiktan sonra diskten sirkiile
edilmis enzim ¢ozeltisi toplanmis ve hacmi kaydedilmistir. Disk kovalent

baglanmayan enzimin uzaklagtiriimasi amaciyla 300 mL saf su ile yikanmnmgtir.

5.2.5. immobilize Enzim Miktarinin Belirlenmesi

Immobilize enzim miktar;, Bolim 5.2.1°de agiklanan metota gore
belirlenmistir. Baglangig, ¢ikis enzim ¢ozeltilerine ve yikama suyuna gerekli
seyreltmeler yapildiktan sonra her bir ¢ozeltiye esit hacimde boya ilavesi yapilmis ve
omeklerin 594 nm dalga boyunda UV- Spektrofotometrede absorbanslari
okunmustur. Absorbans degerleri, protein kalibrasyon egrisi denkleminde yerine
konup dOrneklerdeki protein miktarlari belirlenmistir. Bagh enzimin miktan,
baslangi¢ protein miktarindan ¢ikis ve yikama protein miktarlarnin toplami
gikanllarak belirlenmistir.

Yukarda agiklanan analizin kontrolii amaciyla, Boliim 5.2.1°de agiklanan boya
baglama metoduna dayali olarak, bir de farkli sekilde protein analizi yapilmagtir.
Igerisinde enzim bulunan polimer disk pompaya baglanmis ve sistemden Coomassie

Brilliant Blue boya ¢&zeltisi 1 saat sirkiile edilmistir. Burada amag, disk ig¢erisinden
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gegen boyamn diskte bulunan protein ile baglanmasini saglamaktir. 'Slivrkiilaén.yon,
isleminden sonra, baglanmayan boyay:1 sistemden uzaklagtirabilmek i{:i‘h,“ %30 .
metanol ve %7,5 asetik asit igeren 250 mL ¢6zelti sistemden gegirilmigtir. Cozelti,
boya ile kariginca renk maviye doner. Cikigtaki mavi renk kaybolana kadar yikama
islemine devam edilmigtir. Disk ¢ikarilmis ve aymt ¢Ozeltiye yatirilmigtir. Pompa
hortumlan ve disk tutucuya yapisan boyayi uzaklastirabilmek i¢in, %1 SDS (sodyum
dodesilbenzen siilfonat) ve %1 sodyum bikarbonat igeren ¢ozelti hazirlanmis,
ekipmanlar bu ¢ozeltiye yatirilmistir. Disk, yeniden tutucuya yerlestirilmistir. Bu
defa, diskte bagianmis olan boyay: sistemden uzaklastirabilmek igin, pompadan, 25
mL %1°lik SDS ve %1°lik sodyum bikarbonat igeren ¢ozelti sirkiile edilmigtir. Islem
tamamlandiktan sonra, sirkiile edilmis ¢ozeltinin 594 nm dalga boyunda UV-
Spektrofotometrede absorbansi okunmustur. Protein kalibrasyon egrisinde bu deger

yerine konulmus ve diskte bagli bulunan protein miktar1 belirlenmistir.

5.2.6. Serbest Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi ve Serbest Enzim

Kinetigi

Serbest enzim kinetigi igin, 5 adet 50 mL’lik balonjojelere fenol
konsantrasyonlan sirasiyla, 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2 mM olacak sekilde tartilan fenoller
eklenmistir. Bu ¢ozeltilerin lizerlerine toplam hacimdeki konsantrasyonu 9,6 mM
olacak sekilde 4-aminoantiprin, 3 mM olacak sekilde hidrojenperoksit ilave
edilmigtir. Literatiirde yapilan galismalarda H;O, / fenol orami 1-2 araliginda olacak
sekilde reaksiyonlarf yapilmig, bu aralik agildigi takdirde enzimin inhibe oldugu
belirtilmistir ve optfmum H,0, / fenol orani 1,5 bulunmustur (Liu, 2002).Her bir
balonjoje, 100 mM, pH 7,4 fosfat tamponuyla 50 mL’ye tamamlanmigtir. Bu 5 farkh
fenol ¢dzeltilerine 50 pL enzim (1,36pg) eklenerek reaksiyonlar baglatilmigtir.
Reaksiyonlar 60. saniyede 50 pL katalaz ilavesiyle durdurulmustur. Ornekler 30
dakika bekletilip, UV-Spektrofotometrede 510 nm dalga boyunda absorbanslar
okunmugtur. Okunan absorbans degerleri B6liim 5.2.2°de belirtilen fenol kalibrasyon
grafiginde yerlerine konulmus ve her ¢ozeltide tiiketilen fenol miktarlar
hesaplanmistir. Reaksiyonun 65. saniyede durdugu belirlenmis ve bu siireye gore
aktiviteler hesaplanmistir. Hesaplanan aktiviteler ortamdaki enzim miktarina

boliinmiis ve spesifik aktiviteler belirlenmistir. 1/S’lere karst 1/V degerlerinin
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Lineweaver-Burk’e gore grafigi cizilmistir (Sekil 6.1). Elde edilen grafikten Vm ve

K degerleri hesaplanmigtir.

5.2.7. immobilize Enzim Aktivitesi ve Immobilize Enzimin Goriiniir

Aktivitesinin Belirlenmesi

Immobilize enzim ¢aligmalarinda kullamilmak iizere bir tasiyict ortam
hazirlamgtir. Bu ortam, 4-aminoantiprin ortamidir. Aminoantiprin, konsantrasyonu
9,6 mM olacak sekilde 100 mM, pH 7,4 fosfat tamponu icerisinde ¢oziilmiigtiir.
Cozelti, sabit debide bir HPLC pompasi ile siirekli akista diskten gegirilmigtir. Disk
tutucunun ¢ikisi  UV-Spektrofotometre igindeki siirekli akig mikrokiivetine
baglanmigtir. UV-Spektrofotometre zamana karsi absorbans okuma modunda
calistirilmis ve dalga boyu 510 nm olarak ayarlanmustir. Tasiyic1 ortam diskten
gecerken, sirastyla, 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2 mM fenol ve 3 mM hidrojenperoksit igeren 1
mL’lik ¢6zelti hacimleri bir enjeksiyon valfinden sisteme enjekte edilmigtir. Her
enjeksiyon sonunda olusan pik gelisimleri UV-Spektrofotometrede gézlenmistir.
Enjeksiyonlar yapildiktan sonra her enjeksiyon i¢in UV-Spektrofotometre ¢ikigindan
Oornekler toplanmistir. Her farkli fenol konsantrasyonlarn igin yapilan
enjeksiyonlardan toplanan 6rnek hacimleri kaydedilmigtir. Her bir drnegin, en az 30
dakika bekletilerek renk gelisimi tamamlandiktan sonra, her gozeltide tiiketilen fenol
miktarlar1 hesaplanmusttr. Spesifik aktivite gram disk bagina hesaplanmigtir. 1/S’lere
karsi1 1/V degerlerinin Lineweaver-Burk’e gore grafikleri ¢izilmistir. Elde edilen

grafiklerden immobilize enzim igin Vy, ve K, degerleri hesaplanmugtir.

5.2.8. Deneylerin Yapilisi

5.2.8.1. Deney Diizenegi

Sistem, bir UV-Spektrofotometre, 1 cm>liik enjeksiyon valfi, HPLC pompast,
disk tastyici, 1 cm 151k yollu ve 80 pL hacimli mikrokiivetten olusmaktadir (Sekil
5.4). Sistemden, iginde 9,6 mM 4-aminoantiprin olan tampon ¢ozeltisi HPLC
pompas: kullamlarak gegirilmistir. Bu ortamin aynisi kor olarak kullanilmig, UV-
Spektrofotometre 510 nm dalga boyunda sifirlanmigtir. Deneysel g¢aligmalarin

amacma gore, degisik konsantrasyonlarda fenol ve hidrojenperoksit karigimlari
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enjeksiyon valfi yardimiyla sisteme enjekte edilmistir. Enjeksiyon valfinde toplanan”

ulagmis ve buradaki immobilize enzimle reaksiyona girmigstir. Olusan reaksiyon
iirtinleri, tagiyict sivida bulunan 4-aminoantiprin ile birleserek pembe renkli
kompleks olusturmugtur. 1 cem™lik enjeksiyonun diske girisi ve reaksiyon
tirlinlerinin ortamdan desorbe olmasi sirasinda UV-Spektrofotometrede zamana
bagli driin pikleri elde edilmistir. Uriin piklerinin alanlan sabit debide, baslangic
fenol konsantrasyonuna bagh olarak degisim gostermistir. Pik gelisimleri siiresince,

UV-Spektrofotometre ¢ikisindan 6rnekler toplanmistir.

Sistemde kullamilan disk tasiyici, teflon malzeme kullanilarak en diigiik olii
hacimleri verecek sekilde tasarlanmistir. Disk tasiyicida bulunan disk, 0,5 cm
kalinhiginda ve 2 cm ¢apindadir. Diskin bogluk oram %90°dir. Disk tasiyicinin
ayrintili g6sterimi Sekil 5.5°da goriilmektedir.

HPLE Pompast Alas Hggfz:i.

Enjeksiyon \alfi

Uv-

Spektrofotometre

Tagryicl sivt

Loy |

Sekil 5.4. Deney Diizenegi

B .
/ i
i Lo
i

AT EE

1 em™lik kangim tagiyict ortama karisarak, disk tutucu igerisinde bulunan reaktdre-
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Disk Tutucu

Disk

T Girig

sekil 5.5. Disk Tutucu

5.2.8.2. immobilize Sistem Kullamlarak Uriin Kalibrasyon Egrilerinin

Hazirlanisi

Immobilize enzim g¢aligmalarinda kullanilmak {izere 4-aminoantiprin tagiyici
¢ozeltisi hazirlamigtir. Aminoantiprin, konsantrasyonu 9,6 mM olacak sekilde 100
mM, pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde ¢oziilmiigtiir. Cozelti, sabit debide bir HPLC
pompas1 ile siirekli akigta diskten gecirilmigtir. Disk tutucunun ¢ikigt UV-
Spektrofotometre igindeki siirekli akis mikrokiivetine baglanmigtir. UV-
Spektrofotometre zamana karsi absorbans okuma modunda galistiniimug ve dalga
boyu 510 nm olarak ayarlanmustir. Tagtyic1 ortam diskten gegerken, sirasiyla, 0,25,
0,5, 1, 1,5, 2 mM fenol ve 3 mM hidrojenperoksit iceren 1 mL’lik ¢dzelti hacimleri
bir enjeksiyon valfinden sisteme enjekte edilmistir. Her enjeksiyon sonunda olugan
pik gelisimleri UV-Spektrofotometrede gozlenmigtir. Her bir pikin alam
hesaplanmugtir. Pik alanlan, baslangi¢ fenol konsantrasyonlan x ekseninde olacak
sekilde grafie gecirilmigtir. Buradaki pik alanlarinin, ortamda olugan tiriin miktarlari

ile orantil1 oldugu gosterilmistir.
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5.2.8.3. Immobilize Sistemde Farkli Debilerde Disk Davraniginin incelenm.es‘z'i_'v”,

“, .

mﬁ‘« ns
Sistemde SlraSIyla 0’1’ 0’59 13 29 2a59 39 3353 49 6, 8, 10, 13, 14 ve 15 l'nL/d&k3

debilerde ¢alisilmigtir. Her debi i¢in, sisteme 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2 mM fenol ve 3 mM
hidrojenperoksit karigimlarinin 1 mL’si enjekte edilmigtir. B6liim 5.2.7°de belirtilen
metoda gére immobilize enzim aktiviteleri belirlenmistir. Farkli debiler igin elde
edilen konsantrasyon serilerine gére, gériiniir V,, degerleri hesaplanmigtir. Debiler x
ekseninde olmak lizere elde edilen Vi, ve Ky, degerleri grafige gegirilmigtir (Sekil
6.25 ve Sekil 6.26).

5.2.8.4. Tetrametilbenzidinin Etkisinin Belirlenmesi

Icerisinde 1 mM fenol ve 3 mM hidrojenperoksit bulunan 9 adet ¢ozeltiye
konsantrasyonlan sirasiyla 0,01, 0,02, 0,04, 0,08, 0,16, 0,32, 0,64, 1,28 ve 2,56 mM
olacak sekilde tetrametilbenzidin ilave edilmis ve hazirlanan bu ¢ozeltiler 3 mL/dak
debide sisteme enjekte edilmistir. Her enjeksiyon igin UV-Spektrofotometre
cikisinda Omekler toplanmig ve aktivite tayini yapilmistir. Elde edilen piklerin
alanlan hesaplanmigtir.
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6. BULGULAR VE TARTISMA

6.1. Serbest Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi ve Serbest

Enzim Kinetigi

Béliim 5.2.6’da agiklanan metoda gore yapilan serbest enzim ¢aligmalarinda

elde edilen veriler Cizelge 6.1°de gosterilmistir.

Cizelge 6.1. Serbest Enzim Kinetigi Sonuglar

So (mM) | Absorbans Degerleri Tiiketilen Spesifik
Fenol Miktarlan Aktivite
(nmol) (pmol/dak-mg

enzim)

0,5 0,005 0,071 48,73

1,0 0,015 0,142 96,83

1,5 0,030 0,183 124,37

2,0 0,049 0,230 156,01

Cizelge 6.1°de hesaplanan degerler kullanilarak, Sekil 6.1°de goriildiigii gibi
Lineweaver-Burk Grafigi cizilmistir. V,, degeri, 667umol/dak-mg enzim , K, degeri
ise 6,26 mM olarak bulunmustur.
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Sekil 6.1. Serbest Enzim igin Lineweaver-Burk Grafigi

6.2. Sensor Calismalan

6.2.1. 4-Aminoantiprinin Etkisinin Arastirilmasi

Igerisinde, ImM hidrojenperoksit bulunan ve konsantrasyonlar: sirasiyla 100,
200, 300, 400 ve 500 uM olan fenol gozeltileri, igerisinde 8 g polietilenglikol
bulunan fosfat tamponu ile hazirlanmigtir. Reaksiyon ortamina 4-aminoantipren
eklenmemigtir. Her fenol ¢ozeltisi sabit debide sirasiyla diskten gegirilmis ve 400 nm
dalga boyunda UV-Spektrofotometrede zamana karg1 absorbans taramas: yapilmigtir.
Sonuglar, Sekil 6.2°de gosterilmektedir.

Sekil 6.2°de agikga gorilldiigii gibi, diskten 100 uM fenol gegerken olugan Uriin
zamana gére artmaya baglamug, belli bir stireden sonra hizla diigmiistiir. Baglangig

fenol konsantrasyonu arttik¢a ortamda olusan ilirlin miktarlarinin zamana karg1



azaldifi g6riillmiistiir. 4-aminoantiprinsiz ortamda yapilan ¢aligmalarda,
stirekli olarak geqirilen her fenol konsantrasyonunda, baslanglc; fenol ko:

ortaminda olusan fenoksi radikalleri hizli bir sekilde polimerlesmis ve dlskte
tikanmaya neden olmustur. Disk, disk tutucudan ¢ikarilmis ve kirilmigtir. Diskte
olusan polimerler g¢iplak gozle goriilebilmigtir. Reaksiyonda kullanilan
polietilenglikol polimerlesmeyi 6nleyememigtir. Diskin tikanmasi sonucu, diske
bagli immobilize enzim aktivitesi dnemli dlglide diigmiistiir. Bu sorunu giderebilmek

amaciyla, immobilize sistemde kullamlan reaksiyon ortamlarina 4-aminoantiprin

eklenmistir,

Fenoliin enzim ile reaksiyonu sonucu olusan radikaller, 4-aminoantiprin ile
reaksiyona girerek renkli fakat ¢6ziinebilir formda liriin olugturur. Olusan iiriin, yine
bir fenol tiirevidir ve pembe renklidir, UV-Spektrofotometrede 510 nm dalga
boyunda absorbans gosterir.

Deneysel ¢alismalarda 4-aminoantiprin, konsantrasyonu 9,6 mM olacak sekilde
kullanilmigtir. Serbest enzim ortaminda, farkli konsantrasyonlarda 4-aminoantiprin
ile gergeklestirilen reaksiyonlarda, 4-aminoantiprin miktarinin yetersiz geldigi
miktarlarda renk gelisiminin az oldugu goriilmiistiir. Ortama asin miktarda 4-
aminoantiprin eklendiginde, 4-aminoantiprinin kendi renginden kaynaklanan bir
girigim sdzkonusu olmus ve iriiniin rengi gozlenememistir. Reaksiyonlar igin 4-

aminoantiprin, konsantrasyonu 9,6 mM olacak sekilde kullamilmigtir.
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Sekil 6.2. 4-Aminoantiprinsiz Reaksiyon Ortaminda immobilize Sistemin Davranist

6.2.2. immobilize Sistem Kullamlarak Yapilan Uriin Kalibrasyon
Egrilerinin Yorumlanmasi

Deneyler farkli debilerde yapilmis olup, her debi igin 5 farkli fenol
enjeksiyonlar yapilmig ve ortaya ¢ikan her pikin alani hesaplanmustir. Bagslangig
fenol konsantrasyonlarna gore hesaplanmig alanlar her bir debi icin grafige

gecirilmistir.
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Sekil 6.3. 0,1 mL/dak Debide Uriin Kalibrasyonu

2,80 ]
2,45 ]
2,10 1
1,75 ]
1,40 ]
1,05 ]
0,70 ]

0,35

y =1,372x
R?=0,99

0,00
0,00

T

L] v J i ! 1 v ! M J

v I L ' A L]
025 050 075 100 125 150 1,75 2,00

Fenol (mM)

Sekil 6.4. 0,5 mL/dak Debide Uriin Kalibrasyonu
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Sekil 6.6. 2 mL/dak Debide Uriin Kalibrasyonu
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Sekil 6.7. 2,5 mL/dak Debide Uriin Kalibrasyonu
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Sekil 6.11. 6 mL/dak Debide Uriin Kalibrasyonu
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Sekil 6.12. 8 mL/dak Debide Uriin Kalibrasyonu
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Sekil 6.13. 10 mL/dak Debide Uriin Kalibrasyonu
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Sekil 6.14. 13 mL/dak Debide Uriin Kalibrasyonu
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Yukarida ayri ayn verilen konsantrasyon-alan grafiklerinin birarada gosterildigi
grafik $ekil 6.17.’de verilmigtir. Debi arttik¢a, sisteme enjekte edilen fen:ﬂﬁ\n enzim
ile yeterli siirede temas etmemesinden dolay1 olusan iiriinler azalmis, dolayls&ﬁn Uv-
Spektrofotometrede elde edilen pikler kiigiilmiigtir. Her debide hesaplanan pik
alanlari, enjekte edilen fenol konsantrasyonlariyla orantili bulunmugtur. Fenol
konsantrasyonlarma karg1 ¢izilmis alan grafiklerine gore yapilan lineer
regrasyonlarda, regresyon katsayilari 1’e yakin ¢ikmigtir. Bu sebeple, pik alanlarinin
hesaplanmasiyla sisteme enjekte edilen fenol konsantrasyonlarinin belirlenmesinin

miimkiin oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 6.17. Biitiin Debiler igin Uriin Kalibrasyonu

Sirasiyla; 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 mL/dak debilerde ¢aligilmig ve her debide
sisteme 2 mM fenol enjeksiyonlari yapilmistir. UV-Spektrofotometrede zamana karst
calisma sayfasi agilmis ve dalga boyu 510 nm olarak ayarlanmgtir. Pik gelisimleri,
Sekil 6.18°de gosterilmistir. Debi arttik¢a kalig siiresi kisaldigindan, tiriin miktar

azalmustir ve bu nedenle pik alanlar ve yiikseklikleri kiigiilmiistiir.
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Sekil 6.18. Farkli Debilerde 2 mM Fenol Yiiklemeleri

Sisteme, 1 mlL/dak dcbide, sirasiyla 0,25, 0,5, 1, 1,5 ve 2 mM’lik
konsantrasyonlarda fenol enjeksiyonlari ard, arda yapilmigtir. Aym sekilde iki
kalibrasyon yapildiktan sonra sisteme, konsantrasyonlar1 0,7 mM ve 1,2 mM olan
fenol enjeksiyonlar1 yapilmis ve sonuglari, Sekil 6.19°da gdsterilmigtir. Sisteme
enjekte edilen fenol konsantrasyonu arttikga, iiriin artigindan dolay: olugan piklerin
alan ve yiikseklikleri de artmistir. 1 mL/dak debi igin, piklerin baglangig ve bitis
noktalan arasinda yaklagik 7 dakikalik bir siirenin gegtigi belirlenmistir. 0,25 mM- 2
mM fenol aralifindaki yiiklemeler tekrarlanmig ve sistemin kararliligi aragtiriimgtir.
Pik alanlarina gore ¢izilen kalibrasyon grafiginde 1. kalibrasyon egrisinde standart
sapma =+ 0,1023, 2. kalibrasyon egrisinde standart sapma =+ 0,1007 olarak
bulunmustur. Tekrarlanan yiiklemeler sonucu olugan piklerin aym oldugu ve 0,7 mM
1,2 mM fenol yiiklemelerinin kalibrasyon araligina girdigi belirlenmistir.0,7 mM
fenol ytiklemesi sonucunda elde edilen pikin alani kalibrasyon dogru denkleminde

yerine konuldugunda enjekte edilen fenol konsantrasyonu 0,72 mM, 1,2 mM fenol
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Sekil 6.19. 1 mL/dak Debide Farkli Konsantrasyonlarda Fenol Yiiklemeleri

Sistem stabilitesinin belirlenmesi amaciyla, 1 mL/dak debide, ard, arda 13 defa,
konsantrasyonu 0,5 mM fenol enjeksiyonlar1 yapilmigtir. Ard arda yapilan fenol
yiikklemeleri, Sekil 6.20’de gosterilmektedir. Sekil 6.20°de agikga goriildiigii gibi
ortaya ¢ikan her pik, birbiriyle ayni karakteristigi gostermektedir. Elde edilen 13
enjeksiyon pikinin alanlart hesaplanip enjeksiyon sirasina gére grafige gegirilmigtir

(Sekil 6.21). Grafigin standart sapmasi + 0,0038 olarak bulunmugtur
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Sekil 6.20. 1mL/dak Debide 0,5 mM Fenol Yiiklemeleri
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Sekil 6.21. 1mL/dak Debide Tekrarlanan 0,5 mM Fenol Yiiklemelerinde Alanlarin
Degisimi



6.2.3. immobilize Sistemde Farkli Debilerde Disk Davrarfiginmees¥
Belirlenmesi

Boliim 5.2.8.3’de belirtilen metoda goére yapilan farkli debi galigmalarinda
bulunan sonuglar, Cizelge 6.2°de verilmektedir. Cizelge 6.2.°de, her bir debide
yapilan 5 farkli fenol enjeksiyonlarindan hesaplanan spesifik aktiviteler ve ¢izilen
Lineweaver-Burk grafiklerinden hesaplanan V,, ve K degerleri géosterilmektedir.
Biitiin debiler igin :¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri Sekil 6.22 ve Sekil 6.23°de

verilmigtir.
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Cizelge 6.2. Debi Galigmalari Sonug Cizelgesi

Debi So A\ Vi Kn
(mL/dak) (mM) (nmol/dak-gram disk) (umol/dak- | (mM)
ram disk)
0,25 0,004
0,1 0,5 0,013 0,067 1,97
1 0,021
1,5 0,029
2 0,035
0,25 0,034
0,5 0,5 0,064 0,327 2,13
1 0,102
1,5 0,128
2 0,163
0,25 0,046
1 0,5 0,084 0,705 3,55
1 0,145
1,5 0,217
2 0,281
0,25 0,101
2 0,5 0,158 0,788 1,7
1 0,279
1,5 0,374
2 0,447
0,25 0,108
2,5 0,5 0,186 1,309 2,8
I 0,331
1,5 0,479
2 0,598
0,25 0,133
3 0,5 0,235 1,6 2,76
1 0,414
1,5 0,575
2 0,720
0,25 0,188
35 0,5 0,305 1,337 1,52
1 0,475
1,5 0,671
2 0,749




Cizelge 6.2. Debi Caligmalan Sonug Cizelgesi (DEVAMI)

0,25 0,180
4 0,5 0,324
1 0,572
1,5 0,725
2 0,953
0,25 0,224
6 0,5 0,376 1,757 1,73
1 0,606
1,5 0,841
2 1,052
0,25 0,187
8 0,5 0,314 2,128 2,637
1 0,576
1,5 0,820
2 0,989
0,25 0,201
10 0,5 0,372 2,11 2,36
1 0,633
1,5 0,807
2 1,107
0,25 0,352
13 0,5 0,514 2,033 1,75
1 0,737
1,5 0,947
2 1,077
0,25 0,292
14 0,5 0,532 1,978 1,428
1 0,687
1,5 0,895
2 1,102
0,25 0,021
15 0,5 0,036 2,15 2,088
1 0,068
1,5 0,261
2 0,360




1/V (umol/dak-gram disk)
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Sekil 6.22. 0,5, 1, 2, 2,5, 3 mL/dak Debilerde Lineweaver-Burk Grafikleri

1N (pmol/dak-gram disk)™

6 r—r 1 v 51T+t 1t 71 "1 7
m 3,5 mU/dak
J 1 & 4 ml/dak
_J 4 6 ml/dak
5 v 8 mlidak

r-N
J o
1

w
e
i

A -y
[ ]
24 1
” T
1- i}
/ —r—rrr T T 1 1T
0,5 0,0 05 1.0 1,5 2,0 25 30 35 4.0 45
A
118, (MM)

Sekil 6.23. 3,5, 4, 6, 8 mL/dak Debilerde Lineweaver-Burk Grafikleri
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Sekil 6.22 ve 6.23°de goriildiigil gibi, her debi igin ¢izilen egrilerin regres"yoii\
katsayilari 1°e yakin bulunmugtur.

Cizelge 6.2°deki veriler kullamlarak, her fenol konsantrasyonunda, debi-
spesifik aktivite grafigi ¢izilmigtir (Sekil 6.24). Sistemde diger parametreler sabitken,
debinin arttinlmasiyla reaksiyon hizinin da arttis ve bu artisin 4 mL/dak debi
degerine kadar oldudu belirlenmistir. Bu degere kadar sistemin difiizyonal
kuvvetlerin etkisi altinda oldugu agik¢a gériilmektedir. 4 mL/dak debi, sistem igin
diftizyon kontrollii bolgenin bitip, kimyasal kontrollii bélgenin bagladifi debi
degeridir. Kimyasal kontrollii bolgede, her debi igin ulasgilan hiz degerlerinin
yaklagik olarak aym oldugu tespit edilmigtir. Bu debide V,, 2,068 pumol/dak-gram
disk olarak belirlenmistir. K, degeri ise yaklagik 2,63 mM olarak hesaplanmugtir.
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Sekil 6.24. Farkli Debiler I¢in Debi-Spesifik Aktivite Grafigi

Cizelge 6.2.’deki veriler kullanilarak, her debi icin hesaplanan Vi, ve Kn
degerleri sirasiyla grafige gegirilmigtir. Grafikler, Sekil 6.25°de ve Sekil 6.26’da
gosterilmektedir.
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Sekil 6.26. Debi-K, Grafigi
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Literatiirde, diflizyon kontrollii sistemler i¢in akig hizlarinin aﬁtln.lmg}‘snia\ bagh o

olarak reaksiyon hizlannin arttigim gésteren pek ¢ok galigma bulunmakta&ﬁ?ﬁﬁﬂéi
bir sistemde debi siirekli olarak arttirildiginda, buna bagh olarak reaksiyon hizimn
Once arttig1 ancak bir siire sonra sabit hale gelerek degismedigi goriilmiistiir. Bunun
nedeni akis hizlarinin arttirtlmasi sonucu belirli bir degerden sonra kiitle transfer
direnglerinin yenilmesi ve kiitle transfer hizinin reaksiyon hizini asmasidir. Bu
durumda kinetik mekanizma, kimyasal reaksiyonun kontrolii altina girmekte ve
reaksiyon hiz profili klasik Michaelis Menten yaklagimina uymaktadir. Sonugta
immobilize enzim sistemlerinde debi ne kadar artirilirsa artilsin, elde edilecek olan
en yiiksek reaksiyon hizi, tamamen reaksiyon kontrollii olan serbest enzimin Vy,
degerini asamaz (Bailey, 1986). Immobilize sistemde, her bir debi degerinde elde
edilen maksimum hiz degerleri (Vp,), sistemde 15 mL/dak debide elde edilen en
biiylik hiz (Vp,*) degerine boliinmiis ve Sekil 6.27 elde edilmigtir. Sistemde bagh
enzimin miktart belli olmadigindan her bir debi degerinde elde edilen maksimum hiz
degerleri serbest enzimdeki maksimum hiz yerine immobilize sistemde elde edilen

maksimum hiz degerine (V,*) béliinmiistiir.

2,5 lll'l'l l lll'i‘[ll'llllll"'rTT.l ' L
2,0- i
15+ -
-*
£
>
S~
£
> 1,0- o . . . . . -
° ® )
o0
0,5 i
- . .
. .
R e o T e —— DR

LA DL I U LR L AL
01 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Debi (mL/dak)

Sekil 6.27. Immobilize Sistemde Akis Hizinin Reaksiyon Hiz1 Uzerine Etkisi



Baglangi¢ fenol konsantrasyonlarina karsi Cizelge 6.2°de de her deb1 u;ut

gosterilmigtir.
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Sekil 6.28. Farkhi Debiler I¢in Baglangig Fenol Konsantrasyonu-Spesifik Aktivite
Grafigi

6.2.4. Tetrametilbenzidinin Etkisinin Belirlenmesi

Bélim 5.2.8.4.’de agiklanan metoda gére fenol yilkklemeleri yapilmugtir. Farkl
konsantrasyonlarda tetrametilbenzidin igeren fenol yiikklemeleri sonucu aktiviteler
hesaplanmis ve Sekil 6.29°daki gibi grafige gegirilmigtir.

S
&7

hesaplanan spesifik aktiviteler grafife gecirilmigtir. Sekil 6.28’de gr atﬁk L
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Sekil 6.29. Tetrametilbenzidinin Aktiviteye Etkisi

Tetrametilbenzidin konsantrasyonlar1 degistirilerek yapilan 1 mM’lik fenol
yiiklemelerinde, $ekil 6.29°da goriildiugii gibi tetrametilbenzidin konsantrasyonu
0,64 mM’a kadar arttirildikga aktivitede artig goriilmiis, bu konsantrasyondan sonra
aktivite degismemigtir. Tetrametilbenzidin konsantrasyonu 0,64 mM’da sabit
tutularak, 0,25-0,5-1-1,5-2 mM’lik fenol yiiklemeleri yapilmigtir. Buna paralel olarak
aym kalibrasyon bir de tetrametilbenzidin igermeyen ortamda yapilmig ve sonuglar

karsilagtinlmigtir. Sonuglar, Cizelge 6.3’de verilmistir.

Cizelge 6.3’den gériildiigii gibi tetrametilbenzidin igeren reaksiyon ortaminda
ulagilan iz degerleri tetrametilbenzidin igermeyen ortama gore yiiksek ¢ikmistir.



Cizelge 6.3. Tetrametilbenzidinin Aktiviteye Etkisi

Baslangic Fenol Kons. | V (umol/dak-gram disk) | V (umol/dak-gram disk)
(mM) *0,64 mM * Tetrametilbenzidin
Tetrametilbenzidin icermeyen ortamda
varhginda
0,25 0,107 0,070
0,5 0,173 0,126
1,0 0,311 0,208
1,5 0,436 0,332
2,0 0,546 0,388

Cizelge 6.3’de verilen degerler kullanilarak Vy, ve Ky, degerleri hesaplanmigtir.

Lineweaver-Burk grafikleri Sekil 6.30 ve Sekil 6.31°de gosterilmektedir.

1V (umol/dak-gram disk)”
w
1

y = 2,61x+0,555
R?=0,999

L v r v 1] L
-0,5 0.0 0.5 1.0 1.5 20 25
-1
1/S, (mM)

Sekil 6.30. 0,64 mM Tetrametilbenzidin Varliginda Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 6.31. Tetrametilbenzidin Igermeyen Ortamda Lineweaver-Burk Grafigi

Sekil 6.30 \i'e Sekil 6.31°de wverilen grafiklerin yardimiyla 0,64 mM
tetrametilbenzidin i¢eren ortamda V,, degeri 1,8 (umol/dak-gramdisk), K, degeri 4,7
mM olarak bulunmugtur. Tetrametilbenzidin igermeyen Ortamda Vi degeri 0,899
(umol/dak-gram disk), Ky, degeri 2,9 mM olarak bulunmustur.

6.2.5. immobilize Enzimin Stabilitesi

Sistem kapatilmadan once diskten diigiik konsantrasyonda tetrametilbenzidin
igeren fosfat tamponu gegirilmistir ve disk, disk tutucu iginde, 0,06 mM’hk
tetrametilbenzidin ¢ozeltisinde oda kosullarinda saklanmugtir. ik 4 giin, enzim
aktivitesinde diiglis gézlenmemis, 5. giiniin sonunda disk, aktivitesinin %90’1m
korurken, 12. giiniin sonunda %56’sim koruyabilmistir.Daha &nce yapilan diskler,
+4°C’de kuru olarak, +4°C’de yas olarak, +4°C’de 100 mg/L’lik Bovin Serum
Albumin ¢ozeltisinde birakilmak suretiyle farkli sartlarda muhafaza edilmistir. Fakat

aktivitedeki kayiplarin 6niine gegilememistir.



7. SONUC G

s e i

Literatiirde, horseradish peroxidase enziminin fenol ile uygulamalar yaygin
olarak serbest enzim ortamlarinda gergeklestirilmistir. Fenoliin enzim ile reaksiyonu
sonucu olusan polimerler, enzimin mikroporoz membran immobilize sistemlerde
kullammmina imkan vermemektedir. Bu ¢aligmada reaksiyon ortamina 4-
aminoantiprin ilavesiyle sorun giderilmigtir. Sistem, 4-aminoantiprin sayesinde
olusan ¢oziinebilir formdaki iriinlerin UV-Spektrofotometrede absorbanslarinin
okunmasiyla sensor olarak kullanilabilmigtir. Direkt absorbans okuma &lgiim igin

kolaylik saglamustir.

Sistemde kullanilan horseradish peroxidase enziminin yapisi bakimindan
yliksek substrat segiciligine sahip olmasi, bu enzimin kullanim avantajlarindan bir
tanesidir. Aynca, enzimin genis pH araliklaninda (pH 5-9) reaksiyonlan
katalizleyebilen bir yapiya sahip olmasi avantajlar arasinda sayilabilir. Horseradish
peroxidase, fenolin yaninda bir¢ok fenol tiirevini de degisime ugratir. Sistem
sayesinde, siirekli akigta fenol konsantrasyon degisimleri izlenebilir. Sistem aymi

zamanda hidrojenperoksit sensérii olarak gelistirilebilir.

Sistem, fenol aritimi amaciyla kullanilamaz. 4-aminoantiprin varliginda olusan

iirtin en az fenol kadar toksiktir, ¢6ziinebilir formda oldugundan ortamdan alinamaz.

Sistemde kullanilan kimyasallardan fenol ve hidrojenperoksit agir1 miktarlarda
enzimi inhibe eder. Bu yiizden sistemde her iki kimyasal da belirli

konsantrasyonlarin lizerine gikmayacak gekilde kullanilmagtir.

Enzim, yap: itibariyle hassastir, 151k ve oksijenden olumsuz yonde etkilenir. Bu
ylzden, enzimi saklama kosullarina dikkat edilmelidir. Denenen birgok saklama
kosulu enzim aktivitesi kaybinin 6niine gegememigtir. Polimere bagli enzim miktari
bilinmediginden immobilize enzim aktivitesi gram disk bagina hesaplanmigtir. Bu
sistemde farkli debilerde ve farkli substrat konsantrasyonlarinda elde edilen

aktiviteler sistemin kendisi iginde kiyaslanabilir.
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