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ozellikler tasiyan sistemler olusturma kolayhigi, tek asamali olusu enzimin
aktivitesini kaybetmeksizin sulu sistemlerde kolaylikla uygulanabilirligi gibi
tistiinliikler saglamaktadir. Filmlerin yiizeysel morfolojileri Taramali Elektron

Mikroskopu (SEM) kullanilarak incelendi.




ABSTRACT

Electrochemical polymerization of pyrrole and thiophene through the thiophene
moieties of several insulating polymers and monomers (their polymers) were
performed. As a result, copolymers of insulating polymers and monomers with
pyrrole or thiophene were achieved. Immobilization of several enzymes in
conducting copolymer matrices achieved by electropolymerization method. The
enzyme electrode should have repetitive and prolonged use without reduction in
efficiency and performance. The objective of the proposed research is to
synthesize conducting copolymers constituting polypyrrole and polythiophene as
matrices for the immobilization of enzymes. These monomers were polymerized
by constant current and constant potential electrolyses methods. Immobilization of
the enzyme occurred in-situ during copolymerization. We have developed a
process that successfully incorporates enzymes into conducting copolymer
matrices by electropolymerization. Electropolymerization is an efficient enzyme
immobilization method used in biosensor development. Conducting copolymers
of polythiophene or polypyrrole can be grown electrochemically on an electrode
surface, and it is demonstrated that electrochemical polymerization is an easy and
attractive approach for the immobilization of enzymes at electrode surface. Some
of these electropolymers can also serve as mediator, decreasing the work potential
and thereby avoiding interference from other species. Often, the thickness of the
growing polymer film is controlled by measuring the charge transferred during the
electrochemical polymerization process. The main advantages of entrapment of

enzymes into conducting polymer films during the electrochemical




polymerization process are the extremely simple one-step procedure and the
control of the spatial distribution of the immobilized enzyme. The effects of
process variables on the structure, properties and mechanism of bioactivity were
determined. It was desirable to monitor the retention of bioactivity over a wide
range of time, temperature and other environmental conditions. The surface
morphologies of the films were investigated by using Scanning Electron

Microscopy(SEM).
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L. Girisg

[letken polimerler genis kullanim alanlarindan dolay1 giiniimiizde biiyiik
onem kazanmglardir. Elektrik ileten polimerler giiniimiizde pillerde (Peres,
1992), elektrokromik aygitlarda (Diaz, 1981), gaz aymrma membranlarinda
(Pellegrino, 1996) ve enzim tutuklama matrislerinde (Toppare, 1997;1999)
kullanilmaktadir. Diger yandan iletken polimerlerin ¢6ziniirliiklerinin ve termal
ozelliklerinin neredeyse olmamasi bu malzemelerle iletken/yalitkan karigimlarm
hazirlanmasinda ¢ok ¢esitli zorluklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu
sorunun  ¢oztimiiniin  elektrokimyasal yontemlerle olabilecegini g&stermek
amaciyla grubumuz bir yalitkan polimer kaph platinin elektrot olarak kullanimin
onermistir (Toppare, 1990;1997;1999). Bu yéntemle bir takim fonksiyonel gruplu
yalitkan polimerlerin iletken polimerlerle kargimlarimin  hazirlanabilecegi
bulunmugtur. Bir baska tiir polimerlerde ise polimerler arasi tepkimelerin
gergeklesebilecegi tespit edilmis ve bunlarin kopolimerlerinin hazirlanabilmesi
igin etkin yontemlerin olabilecegi ispatlanmistir. Buna ek olarak tekrar
polimerlestirilebilir polimerlerin hazirlanmas: ile iletken kopolimerlerinin yapist
aydinlatilabilmis  ve  enzimleri tutuklama  kapasiteleri  arastirilmistir.
Elektrokimyasal yontemle iletken kopolimer sentezinin ¢ok cesitli avantajlari
vardir; 1) reaksiyonlarin oda sicakliginda yapiliyor olmasi, ii) polimer filmlerin
direkt olarak elektrot yiizeyinde iiretilmesi, iii) film kalinliklarinin kontrol
edilmesi ve iv) homojen filmlerin hazirlanabilmesidir. Enzim tutuklamast,
enzimlerin Kkatalitik aktivitelerinin kalici olabilmeleri ve enzimin defalarca

kulllanilabilmesi igin bir matris iginde ya da yiizeyinde fiziksel ya da kimyasal
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olarak hapsedilmeleridir. Tutuklanmis bir enzim sisteminin bir biyosensor olarak
kullanilabilmesi i¢in, enzimin aktivitesini korumasi, kararli olmasi, belli
substratlara spesifik olmasi, kullanilacag: ortamin pH, sicaklik, iyonik kuvvet gibi
parametrelerine uygunluk gostermesi gibi kosullari saglamasi gerekmektedir.
Enzim igeren bir ¢ozeltide monomerin oksidasyonu sonucunda elektrokimyasal
olarak polimerlesmesi alternatif tutuklama yo6ntemlerinden biridir. Diger
tutuklama yontemleriyle kiyaslandiginda, elektrokimyasal yéntem ¢abuk sonug
vermesi, farklt monomer veya destek elektrolit kullanilarak yepyeni 6zellikler
tastyan sistemler olusturma kolayligi, tek asamali olusu, enzimin aktivitesini
kaybetmeksizin sulu sistemlerde kolaylikla uygulanabilirligi gibi iistiinliikler
saglamaktadir.

Kolesterol oksidaz gerek kararli bir enzim olusu gerekse oldukga spesifik
olmasi, kandaki ve serumdaki kolesterol tayininde kullanilmasi agisindan énemli
bir enzimdir. Kolesterol oksidaz kolesteroliin kolestenona yiikseltgenmesini
katalizleyen enzimdir. Daha 6nceki ¢alismalarda, kandaki ve serumdaki kolesterol
tayininde tutuklanmis kolesterol oxidaz kullanilmustir (Carpentier, 1995;
Crumblis,1993). Kolesterol oksidaz enziminin ¢esitli matrislerde farkli
yontemlerle tutuklanmasina iliskin ¢alismalar yapilmistir (Hall, 1996; Kumar,

2000).

Kolesterol
oksidaz

\

Kolestenon
Kolesterol
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Kolesterol tayini i¢in tutuklanmis kolesterol ile yapilmis sensérler vardir.
Bu sensorler genellikle hidrojen peroksite duyarly, amperometrik tayine dayali

kolesterol sensorleridir (Gobi, 2001; Bongiovanni, 2001).

II. Kopolimerler
II' A. 3-metil tienil metakrilat / Polipirol veya Politiyofen

Kopolimerleri

Enzim tutuklama matrisi olarak  kullanilan poli(3-metil  tienil
metakrilat)(PMTM)/polipirol ~ (PPy) ve PMTM/politiyofen(PTh) iletken
kopolimerleri elektrokimyasal yontemle sentezlenmistir. 3-metil tienil metakrilat
(MTM) monomerinin kimyasal yéntemle sentezi i¢in 3-tiyofen methanol ve

metakrolil kloriir kullanilmistir.
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S

Sekil 1. PMTM sentezi
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Daha sonra (PMTM) serbest radikal polimerlesme yoéntemi ile
sentezlenmistir. Polimerlesmenin sonunda olusan polimer metanolde ¢oktiiriilerek
elde edilmistir. (Sekil 1)

PMTM nin pirol varliginda iletken as1 kopolimerleri elektrokimyasal
yontemle {iretilmistir. Bu amag i¢in, daha 6nceden PMTM ile kaplanmis platin
(Pt) calisma elektrodu, Pt karsit elektrot ve giimiis(Ag) tel referans olarak
kullanilarak, 3 lii elektroliz hiicresinde pirol, distile su veya asetonitril ortaminda,
destek elektrolit olarak p-toluen sulfonik asid (PTSA), sodium dodesil sulfat
(SDS) veya tetrabutilammonyum tetrafloroborat (TBAFB) sistemlerinde,
oncelikle sabit potansiyel elektroliz yontemi (1.0 V vs Ag/Ag" ) ile
gergeklestirilmigtir. Elektrolizden sonra calisma elektrodunda toplanan polimer
elektrot yiizeyinden kazinarak ¢ikartilmis ve birkag saat diklorometanda yikamak
suretiyle, asilanmayan PMTM nin ortamdan ¢6ziinerek uzaklastirilmasi saglandi.

PMTM nin tiyofen varliginda as1 kopolimerlerin iiretimi i¢in ise, PMTM

kapl platin ¢calisma elektrotu, 0.02 M tiyofen ve 0.05 M TBAFB igeren asetonitril

iceren elektroliz hiicresine konulmustur.. Elektrolizler sabit gerilim elektrolizi ile
1.9 V da 60 dakika siireyle azot atmosferinde yapilmistir. Tiyofen varliginda
elektrolizler farkli elektroliz ortamlarinda da gergeklestirilmistir. Ikinci yéntem
olarak, 40 mg PMTM ve 0.02 M tiyofen diklorometan ortamina eklenerek sabit
gerilim elektrolizi ile (1.9V 30 dakika) 0°C yapilmistir.Her iki sekilde de filmler
elektrot yiizeyinden kazinip PMTM nin ¢6ziiglsiinde yikanip vakumda

kurutulmustur. (Sekil 2)
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Sekil 2 PMTM nin elektrokimyasal kopolimerlesmesi

PMTM nin kimyasal homopolimerlesme tepkimeleri diklorometanda
yapilmigtir. PMTM soliisyonuna baslatici olarak daha 6nceden nitrometanda
¢coziinmiis FeCls eklenmistir. Bir giin reaksiyon zamanindan sonra siyah liriin
metanolde ¢Oktilirilmistiir. Sonra sabit agirliga gelene kadar vacumda
kurutulmustur.

PMTM nin galvonastatik (sabit akim) homopolimerlesme tepkimeleri
propilen karbonate ve diklorometan da yapilmistir. TBAFB (0.2 M) destek

elektrolit olarak kullamilmistir. Propilen karbonat ortaminda PMTM kaph

electrode, diklorometanda ise PMTM ¢6ziilmiis soliisyon kullanilmustir. Elde

edilen filmler kazinip vacumda kurutulmustur. (Sekil 3)
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Sekil 3 PMTM nin galvanostatik polimerlesme tepkimesi
letkenlik 6lgiimleri 4-probe teknigiyle Sl¢iilmiistiir. Pirolli kopolimerlerin
iletkenlikleri, 0.6 S/cm ile 3.0 S/cm arasinda degismektedir. Tiyofenli asi
kopolimerlerinin iletkenlikleri de yaklasik 107 S/cm dir. Filmlerin elektrot ve
cozelti yiizeyleri aymi iletkenlikte bulunmustur. Bu sonug ise, iretilen filmlerin

homojen oldugunun gostergesidir.(Tablo 1)

Tablo 1. PMTM igeren kopolimerler filmlerinin iletkenlikleri

Ornek Iletkenlik (S/cm)
PMTM2/PPy (PTS doped) 3.0
PMTM2/PPy (SDS’ doped) 0.8
PMTM2/PPy (BF4 doped) 0.6
PMTM2/PTh (BF4 doped) 6x107

Sekil 4 ve 5 te PMTM nin homo polimerlerinin ve tiyofen ya da pirolle
tiretilen kopolimerlerinin daha kararli olduklari goriilmiistiir. PMTM nin camsi
gecis sicaklifindan sonra erimeden direk bozundugu DSC ve TGA analizleri

sonucunda anlasilmistir.
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PMTM nin pirol ve tiyofen varliginda asi kopolimerlerinin sentezleri farkl
destek elektrolit ve farkli solventler de basariyla gergeklestirilmistir. Ayrica,
PMTM nin kimyasal ve sabit akim da homo polimerleri de yapilmistir. Bu
polimerlerin, iletkenliklerinden hi¢ bir sey kaybetmedigi ve termal 6zelliklerinin
iyilestirildigi gézlenmistir. Kullanilan farkli dopantlarda farkli termal 6zellikler ve

farkli ylizey morfolojileri gézlenmistir.

I B. (S)-2-metilbutil 2-(3-tienil) asetat / Polipirol veya Politiyofen

Kopolimerleri

Ik &nce (S)-2-metilbutil 2-(3-tienil) asetatin (MBTA) monomer sentezi

icin (S)-(-)-2-metilbutanol ve tiyofen-3-asetik asit kullanilmistir. (Sekil 6)

g ; o] . J\/ PTSA S : 0
OH Benzene o/\(\
MBTA
Sekil 6. MBTA sentezi
MBTA nin homo-polimerleri sabit akim y&ntemi ile diklorometan (15mL)
de sentezlenmistir. TBAFB (0.2 M) destek elektrolit olarak kullanilmistir.
Diklorometanda MBTA ¢6ziilmiis solisyon kullanilmistir. Elde edilen filmler
kazinip vacumda  kurutulmustur. PoliMBTA  kismen asetonitrilde ve
diklorometanda ¢éziinebiliyor. Boylelikle NMR ¢iktist alinabildi.

Ayrica MBTA min PTh ile olan iletken kopolimeri de sabit gerilim

yontemiyle (elektrokimyasal yontemle) sentezlenmistir. Bu amag i¢in, platin (Pt)
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calisma elektrodu, Pt karsit elektrot ve giimiis(Ag) tel referans olarak kullanilarak,
3 lii elektroliz hiicresinde tiyofen, asetonitril ortaminda, destek elektrolit olarak
tetrabutilamonyum tetrafloroborat (TBAFB) sisteminde, (1.9 V vs Ag/Ag’ ) ile
gergeklestirilmistir.

Poly(MBTA) nin pirol varhiginda iletken blok kopolimerleri
elektrokimyasal yontemle {iretilmisti. Bu amac¢ icin, daha &nceden
elekrokimyasal (sabit akim) yontemiyle poly(MBTA) kaplannus platin (Pt)
¢alisma elektrodu, Pt karsit elektrot ve giimiis(Ag) tel referans olarak kullanilarak,
3 li elektroliz hiicresinde pirol, distile su veya asetonitril ortaminda, destek
elektrolit olarak p-toluen sulfonik asid (PTSA) veya tetrabutilamonyum
tetrafloroborat (TBAFB) sistemlerinde, 6ncelikle sabit potansiyel -elektroliz
yontemi (1.1 V vs Ag/Ag’ ) ile gerceklestirilmistir. Poly(MBTA) nin tiyofen
varhiginda blok kopolimerlerin tiretimi igin ise, daha Onceden elekrokimyasal
(sabit akim) yontemiyle poly(MBTA) kaplanmis platin ¢calisma elektrotu, 0.02 M
tiyofen ve 0.05 M TBAFB iceren asetonitril igeren elektroliz hiicresine
konulmugtur. Elektrolizler sabit gerilim elektrolizi ile 1.9 V da 60 dakika siireyle
azot atmosferinde yapilmistir. Elektrolizden sonra ¢alisma elektrodunda toplanan
polimer elektrot yilizeyinden kazinarak ¢ikartilmis ve birkag saat diklorometanda
yikamak suretiyle, Poly(MBTA) nin ortamdan ¢6ziinerek uzaklastirilmasi

saglandi.(Sekil 7)
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Sekil 7. poliMBTA nin pirol veya tiyofen ile elektrokimyasal kopolimerlesmesi

Monomerin  redox davranist  doniisiimlii  voltametri  (CV) ile
incelenmistir.Calisma ve karsit elektrot olarak Pt tel ve referans elektrod olarak
Ag/ Ag' kullamlmistir. Daha sonra pirol ve tiyofen varliginda da CV ¢alismalan
asetonitril-TBAFB ¢6ziicii-destek elektrolit sisteminde yapilmistir. Bu calismalar
sonucunda monomerin +2.4 V da yiikseltgenme piki goriilmiistiir. (Sekil 8a)
Stirekli tarama yapinca bu pikin kiigiildiigii gézlenmistir. Ama tiyofen varhiginda
artan anodik ve katodik pikler sirastyla +1.5 V ve +0.3 V oldugu gézlendi. (Sekil
8b) Saf tiyofenin yiikseltgenme ve indirgenme pikleri ise sirasiyla +1.25 V ve
+0.7 V dur. (Sekil 8c) Piklerin kaymasi MBTA ile tiyofen arasinda bir etkilesme
oldugunun ispatidir. Diger taraftan saf polipirol ile MBTA/Py voltametrileri
arasinda hi¢ bir fark gozlenmemistir. Bunun sebebiyse MBTA ile Piroliin

oksidasyon piklerinin birbirinden ¢ok farkli olmasidir.
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Sekil 8. Déniigtimlii Voltametri (a) MBTA, (b) MBTA+Thiophene sistemi

(c) saftiyofen

lletkenlik slgiimleri 4-probe teknigiyle dlgiilmiistiir. . Filmlerin elektrot ve
cozelti ylizeyleri aym iletkenlikte bulunmustur. Bu sonug ise, iiretilen filmlerin
homojen oldugunun gostergesidir. Iletkenlik sonuglari asagidaki Tablo 2 de

gosterilmektedir.
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Table 2 MBTA bazli kopolimerler filmlerinin iletkenlikleri (S/cm)

Polimer Elektrot Yiizeyi (S/cm)  Cozelti Yiizeyi (S/cm)
PoliMBTA 8x10~ 8x10~
MBTA/PTh 2x107 6x10~
poliMBTA/PTh 1x10™ 1x10™
poliMBTA/PPy1 2x107 4x10™
poliMBTA/PPy2 3x10™ 2x107

Taramal: electron mikroskobunda (SEM) poliMBTA, poliMBTA/PPy, ve

poliMBTA/PTh nin mikro yapilari incelenmistir. PoliMBTA mnin elektrode

taraflar1 diizken, ¢ozelti tarafi tanecikli yapidadir. (Sekil 9) PoliMBTA/PPy nin

asetonitril-TBAFB sisteminde iretilen filmlerin morfolojileri saf PPy in

karnibahar yapisindan ve poliMBTA tanecikli yapisindan ¢ok farklidir.(Sekil 10)

-

Sekil 9. poliMBTA nin ¢dzelti yiizeyinin SEM fotografi
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Sekil 10. poliMBTA/PPy nin ¢ozelti yiizeyinin SEM fotografi

Disiik sicaklikta MBTA min homo-polimerlesmesi sabit akim elektroliz
yontemi ile gergeklestirilmistir. Sonra poliMBTA nin pirol veya tiyofen varliginda
sabit gerilim elektroliz yontemi ile iretilmigtir. Ayrica, MBTA min tiyofenle
kopolimeri sabit gerilimle elde edilmistir. Daha sonra poliMBTA/PPy matrisinde

glukoz oxidaz ve invertaz basariyla tutuklanmustir.

II. Uygulamalar
III. A. Enzim Tutuklanmasi

HI. A. I. PMTM/PPy matrisinde invertase tutuklanmasi

Invertaz enziminin tutuklanmas: tiyofen ile fonksiyonlandirilmis polimer
yapisinda elektrokimyasal yontemle gergeklestirilmistir.
Invertaz enziminin tutuklama islemi poli (3-metil tienil metakrilat)

(PMTM), politiyofen = (PTh), PMTM/PPy  kopolimer  matrislerinde
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gerceklestirilmistir. Enzim tutuklama islemi, daha énceden PMTM ile 6nceden
kaplanmis Pt elektrodu kullanilarak pirol varliginda +1.0 V da gerceklestirilmis,
ardindan aym sistemde +0.1 V da filmler indirgenmistir. Indirgenmis film kaph
calisma elektrodu enzim, destek elektrolit (SDS) iceren tampon ¢Gzelti igerisine
yerlestirilmigs ve +1.0 V da enzim tutuklama islemi gerceklestirilmistir.
PMTM/PTh ve saf PTh kapl elektrotlar ise asetonitril/tetrabutil amonyum
tetrafloroborat sisteminde +1.9 voltda tiretilmistir. Ardindan bu elektrotlar, 15 mL
0.6 mg/mL destek elektrolit (SDS) ve 0.01 M pirol igeren ¢ozelti igeresine
konulmus ve +1.0 V da elektroliz gerceklestirilmistir. Elektrolizler oda
sicakliginda ve azot varhiginda gerceklestirilmistir. Immobilizasyon islemi
tamamlandiktan enzim elektrotlar: distile su ve tampon ¢6zelti ile yikanmis ve
bdylelikle hapsolmamis ama yiizeyde kalmig enzimler ortamdan uzaklastiriimis.
Enzim elektrotlar1 4 °C de tampon ¢6zelti icinde saklanmistir.

Tutuklanmis ve serbest enzimlerin aktiviteleri spektrofotometrik yontemler
kullanilarak tayin edilmistir. Enzim elektrotlart konsantrasyonu bilinen substrat
¢ozeltisi (sakkaroz) igerisinde belirli zaman araliklarinda sabit sicaklikta (25 °C)
tepkimeye sokulmus ve sonugta elde edilen ¢6zelti arsenomolibdat ile
renklendirilmis ve renkli ¢ozeltilerin spektrofotometrede absorbanslari 6l¢iilmiis,
ve elde edilen absorbanslar aktivite (1 dakikada elde edilen {riin miktari)
cinsinden rapor edilmistir.

Piroliin elektrokimyasal polimerlesmesi sirasinda enzim molekiilleri hem
pirol hem de destek elektrolit tarafindan tasindigi dusiiniilmektedir. Enzimin
calisma elektroduna tasinmasi sirasinda hangi parametrenin ise daha belirleyici

oldugunu saptamak amaciyla hazirlanan enzim elektrodlarinin aktiviteleri
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belirlenmis  ve pirol varhgnda tutuklama islemi gerceklestirilen enzim
elektrotlarinin  aktivitelerin ve tepkime hizlarinin, Vi, daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Boylelikle enzimin g¢ozeltiden caligma elektroduna tagmmasi
temelde ortamdaki pirol sayesinde saglanmaktadir.

Ayrica polimerin indirgenmesi sirasinda enzimin hapsedilmis oldugu
elektrot iceresinden ayrilmadifini ya da herhangi bir sekilde bozunmaya ugrayip

ugramadigini belirlemek amacryla, indirgenmis elektrotlar ve indirgenmemis

elektrotlarm aktiviteleri kiyaslanmis ve sonug olarak da indirgenme isleminin

herhangi bir degisime ya da aktivite kaybina yol agmadigi goriilmiigtiir. (Tablo 3)

Tablo 3. PMTM/PPy/SDS ve (PMTM/PPy)/SDS sistemlerinde tutuklanms

invertaz aktiviteleri

Polimer matrisi Aktivite (umol dk™ elektrot)
PMTM/PPy/SDS 2.053
(PMTM/PPy)/SDS 0.188

Enzim tutuklamasi  gerceklestirilen  polimer  filmlerinin  ylizey
morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla taramali electron mikroskopi (SEM)
caligmalar1 gergeklestirilmistir. Yapisinda enzim hapsedilmis polimerlerin ylizey
morfolojileri tamamen degismis ve enzimsiz polimerlerde baskin olan
“cauliffower” yapilart tamamen bozulmus, bunlarn yerine yapida enzim
odaciklarinin baskin olarak var oldugu goézlemlenmistir. Buna karsin, enzim
tutuklanmis filmlerin elektroda bakan taraflarinda  ise onemli farkliliklar

gozlemlenmemistir. (Sekil 11)
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Sekil 11 Taramali elektron mikroskop (a) EE2 nin ¢6zelti yiizeyi (b) EE4 nin

cozelti yiizeyi (c) EE3 iin gozelti ylizeyi.
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Enzim elektrotlarmin kinetik parametreleri, maksimum tepkime hiz1 (Vmax),
enzimin substrata olan ilgisi (Kn), Michaelis-Menten kinetigi kullanilarak
belirlenmistir. K,, degerlerinin agagi yukari ayni seviyede olduklar1 buna karsin
PMTM/PPy elektrotlarin (Vi) degerlerinin ise diger elektrotlara kiyasla 3-4 kat
daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. (Tablo 4)

Tablo 4. Tutuklanmis invertaz enziminin kinetik parametreleri

Polymer matrisi Ky (mM) V max (Lmol dk’! elektrot'l)
(EE1) PPy/invertaz 28.2 4.17
(EE2) PMTM/PPy/SDS/invertaz 30.2 3.15
(EE3) Pt(PMTM/PPy)/SDS/inv 26.2 1.16
(EE4) Pt(PMTM/PTh)/PPy/SDS/inv 22.5 3.17
(EES5) Pt(PTh)/PPy/SDS/inv 273 3.88

Enzim elektrotlarmin kullanim &miirlerini kiyaslamak amaciyla yapilan

testlerde ise yaklasik 20 defa aktivitelerinden onemli kayba ugramaksizin

kullanilabildikleri gdzlemlenmistir. (Sekil 12)
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Sekil 12a. EE2 nin kullanim 6mrii
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Sekil 12b. EE3 {in kullanim 6mrii

IHI. A. II. Tiyofen-3-il-asetik asid kolesteril ester (CM)/PPy

kopolimer matrisinde kolesterol oksidaz tutuklanmasi

Bu c¢alismada kolesterol oxidase enzimi tutuklanmasi i¢in CM/PPy

kopolimeri ve PPy matrisleri kullamilmigtir. CM  nin pirol varhginda

elektropolimerlesmesi Sekil 13 de goriildiigii gibidir.

CM/PPy

Sekil 13. CM/PPy kopolimerinin elektrokimyasal sentezi
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Elektropolimerlesme ti¢ boliimlii hiicrede, Pt calisma ve karsit elektrodlart
ve glimiis tel ise referans olarak kullanilmistir. 0.1 M fosfat tamponu (pH=7.0) 10
mL i¢inde 0.2 M pirol, 6 mg mL™ PTSA (destek elektrolid), 1 mg mL™" kolesterol
oksidaz (COD) kullamlarak tutuklama islemi elektrokimyasal olarak yapilmistir.
CM/PPy/COD elektropolimerlesmesi icin CM kapli Pt elektrod anot olarak
kullamilmistir.  Elektrolizler oda sicakhiginda azot atmosferinde +1.0 V da
yapilmigtir. Tutuklama igleminden sonra ¢aligma elektrodlari ¢ikarilmis ve bir kag
kez su ile yikanmistir destek elektrodlar uzaklagtirmak i¢in. Daha sonra aym
elektrot fosfat tamponunda 10 dakika bekletilir ve sonra ¢Ozeltinin enzim
aktivitesi incelenir tutuklanmayan enzimleri ortamdan uzaklastirmak i¢in. Bu
islem fosfat tamponunda aktivitesi goriinmeyene kadar devam eder. Enzim
tutuklanmis elektrodlar kullanilmadiklari zaman fosfat tamponunda 4 °C
saklanirlar.

Tutuklanmig ve serbest enzimlerin aktiviteleri spektrofotometrik yontemler
kullamlarak tayin edilmistir. Enzim elektrotlar konsantrasyonu bilinen substrate
¢ozeltisi (kolesterol) igerisinde belirli zaman araliklarinda sabit sicaklikta (25 °C)
tepkimeye sokulmus ve sonugta elde edilen ¢ozelti fenol ve 4-aminoantipirin ile
renklendirilmis ve renkli ¢zeltilerin spektrofotometrede absorbanslart Ol¢iilmiis,
ve elde edilen absorbanslar aktivite (I dakikada elde edilen iiriin miktari)

cinsinden rapor edilmistir. Tepkimeleri Sekil 14 de goriildiigi gibidir.
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Kolesterol
oksidaz

H,0,

Kolesterol Kolestenon

\
H,0, + HO N @—N»I - Q‘NWI _ o 4H,0
NH, ==
! 0 ©

feno . ..
(p-benzoquinone monoimine) phenazon

4-aminoantipirin

Sekil 14. Kolesteroliin renklendirilme reaksiyonlar:

Enzim elektrotlarmin kinetik parametreleri, maksimum tepkime hizi (Vimax),
enzimin substrata olan ilgisi (K.), Michaelis-Menten kinetigi kullanilarak
belirlenmistir. Ky, degerlerinin asagi yukari aym seviyede olduklar: buna karsin
serbest enzimlerin(Vima,) degerleri ise difer elektrotlara kiyasla 100 kat daha
yilksek oldugu gozlemlenmistir. (Tablo 5) Enzimler dar bir alana
hapsolduklarindan igin genellikle hizlarinda 6nemli kayiplar olmaktadir. Sebebi
ise hapsolan enzimlerin, serbest enzimlerden gok farkli bir mikro ¢evreye sahip
olmalarindandir. Bu farkli cevrede fiziksel ve kimyasal karakterinin degismesine
yol acar. Bunun sonucunda da enzimlerin substrate ¢ozeltisi ile bulugsmasi zorlagir

bu da hizin azalmasina yol agar.

30

e



Tablo 5. Serbest ve tutuklanmig COD’un kinetik parametreleri

V max Ky (mol L)
Free COD 3.0x107"° 2.6x10™
PPy/PTSA/COD 4.0x10°° 8.2x107
CM/PPy/PTSA/COD 7.0x107° 7.8x107

"1 mol dk'mL™

® 11 mol dk'elektrot™

Enzim elektrotlarrmin kullamm 6miirlerini kiyaslamak amaciyla yapilan
testlerde ise yaklasik 25 defa aktivitelerinden o6nemli kayba ugramaksizin
kullamlabildikleri gézlemlenmistir. (Sekil 15)
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Sekil 15a. PPy/PTS/COD elektrodunun kullanim émrii
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Sekil 15b. CM/PPy/PTS/COD elektrodunun kullanim 6mrii
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Taramah elektron mikroskopu ile yiizeyleri incelenerek COD enziminin ne
gibi ylizey farkliliklarina yol agtifina bakilmistir. Filmler analiz edilmeden 6nce
yikanmasmin sebebi hapsolmayan enzimlerin ortamdan uzaklastirilmasidir. Bu
filmlerin yiizey morfolojileri, COD’suz iiretilen filmlerle karsilastinldigin da ¢ok
farklidir. Filmlerin ¢ozelti taraflarinda goriilen karmbahar yapisinin ciddi bigimde

COD’la tahrip oldugu gozlenmigtir.(Sekil 16)

(b) ' o d)

Sekil 16. Taramali Elektron Mikroskopun

(a) PPy/PTSA/COD filminin ¢ézelti yiizeyi

(b) PPy/PTSA/COD filminin elektrot yiizeyi

(c) CM/PPy/PTSA/COD filminin ¢dzelti yiizeyi
(d) CM/PPy/PTSA/COD filminin elektrot yiizeyi
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[letken PPy ve CM/PPy matrislerinde COD’un basarili bir sekilde
hapsolmast gerceklestirilmistir. Enzim elektrodunun kinetik parametreleri,
kullamm  &miirleri ve yiizey morfolojileri incelenmistir. Bu c¢alisma da
monomerde  kolesteril grubunun olmasi enzim aktivitesini etkilemedigi

gbzlenmistir.
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OZET

Cesitli tiyofen fonksiyonlu yalitkan polimerlerin ve monomerlerin, pirol ve tiyofen ile
elektrokimyasal olarak polimerlestirme ¢alismalarn yapildi. Bunun sonucunda yahtkan
polimerlerin ve monomerlerin pirol veya tiyofen ile kopolimerleri elde edildi. Ayrica
elektrokimyasal olarak firetilen polialkil tiyofenler enzim tutuklama matrisi olarak
kullamildi. Tekrarlanabilir, uzun siireli kullamlabilir 6zellikte ve performansindan 6diin
vermeksizin iletken kopolimer matrislerinde tutuklanmig enzim elektrotlar iiretildi. Bu
elektrotlar kullanilarak kolesterol tayininde kullanilacak biyosensér dizayn edilecektir.
Polipirol ve politiyofen ile tretilmis iletken kopolimerlerin enzim tutuklama matrisi olarak
kullanildi. Enzimin iletken polimer matrisi igerisinde elektropolimerizasyon yontemi ile
basarili bir sekilde tutuklanmasi i¢in bir yontem gelistirildi. Farkl destek elektrolit ya da farkli

monomerler kullanarak yapilan elektropolimerizasyonlarda yeni 6zellikler elde edilmistir.




Elektropolimerizasyon yontemi enzim tutuklanmasinda gesitli avantajlara sahiptir; (a) film
kalmligimin kontrollii birsekilde ayarlanmasi (b) tek basamakl kolay bir yéntem olmasi (c)
¢ok tabakali yapr olusturulabilmesi gibi. Yontem gesitliliklerinin biyoaktivite mekanizmasi,
yapt ozellikleri tizerine etkileri arastirildi. Enzim konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu,
zaman, pH, sicaklik, tepkime {iriinleri ve diger ¢evresel kosullarin biyoaktivite lizerine etkisi
gozlemlenerek uygun parametreler tespit edildi. Enzim iceren bir ¢ozeltide monomerin
oksidasyonu sonucunda elektrokimyasal olarak polimerlesmesi alternatif tutuklama
yontemlerinden biridir. Diger tutuklama yontemleriyle kiyaslandiginda, elektrokimyasal
yéntem c¢abuk sonu¢ vermesi, farkli monomer ve destek elektrolit kullamlarak yepyeni
ozellikler tasiyan sistemler olusturma kolayhigi, tek asamali olusu enzimin aktivitesini
kaybetmeksizin sulu sistemlerde kolaylikla uygulanabilirligi gibi iistiinliikler saglamaktadir.

Filmlerin yiizeysel morfolojileri Taramal Elektron Mikroskopu (SEM) kullanilarak incelendi.

ABSTRACT

Electrochemical polymerization of pyrrole and thiophene through the thiophene moieties of
several insulating polymers and monomers (their polymers) were performed. As a result,
copolymers of insulating polymers and monomers with pyrrole or thiophene were achieved.
Immobilization of several enzymes in conducting copolymer matrices achieved by
electropolymerization method. The enzyme electrode should have repetitive and prolonged
use without reduction in efficiency and performance. The objective of the proposed research is
to synthesize conducting copolymers constituting polypyrrole and polythiophene as matrices
for the immobilization of enzymes. These monomers were polymerized by constant current
and constant potential electrolyses methods. Immobilization of the enzyme occurred in-situ

during copolymerization. We have developed a process that successfully incorporates
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enzymes into conducting copolymer matrices by electropolymerization. Electropolymerization
is an efficient enzyme immobilization method used in biosensor development. Conducting
copolymers of polythiophene or polypyrrole can be grown electrochemically on an electrode
surface, and it is demonstrated that electrochemical polymerization is an easy and attractive
approach for the immobilization of enzymes at electrode surface. Some of these
electropolymers can also serve as mediator, decreasing the work potential and thereby
avoiding interference from other species. Often, the thickness of the growing polymer film is
controlled by measuring the charge transferred during the electrochemical polymerization
process. The main advantages of entrapment of enzymes into conducting polymer films during
the electrochemical polymerization process are the extremely simple one-step procedure and
the control of the spatial distribution of the immobilized enzyme. The effects of process
variables on the structure, properties and mechanism of bioactivity were determined. It was
desirable to monitor the retention of bioactivity over a wide range of time, temperature and
other environmental conditions. The surface morphologies of the films were investigated by

using Scanning Electron Microscopy(SEM).
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