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Bu calismada, ikili ¢oktiirme yOntemiyle oda sicakliginda ve inert atmosferde
sentezlenen manyetik nanopartikiiller lizerine a-amilaz immobilizasyonu g¢aligilmistir.
Ciplak manyetik nanopartikiiller yanisira, simultane sentez-kaplama metoduyla, farkli
konsantrasyonlarda (%0,5, %1 w/v) agar, pektin veya karboksimetil seliiloz (CMC)
iceren ortamlarda polisakkarit-kapli manyetik nanopartikiiller iiretilmistir. Sentezlenen
nanopartikiiller X-1sinlar1 kirinimi (XRD), Fourier dontisiimlii infrared (kizil6tesi) (FTIR)
spektroskopisi, termogravimetrik analiz (TGA), titresimli 6rnek manyetometresi (VSM)
ve taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile karakterize edilmistir. Sentezlenen ¢iplak,
%0,5- ve %]1- agar-kapli manyetik nanopartikiiller iizerine a-amilaz adsorpsiyon ve
kovalent bag ile immobilize edilmistir. Adsorpsiyon yontemi ile yapilan
immobilizasyonda, sonikasyon, immobilizasyon stiresi (0,5; 1; 2; 4; 8; 16 saat), yiizey
kaplama malzemesinin varligt ve konsantrasyonu (%0,5 ve %l w/v agar),
immobilizasyon pH’1 (pH 3.,4,5,6,7) gibi parametrelerin baglanan protein miktarina,
enzim aktivitesine ve spesifik aktiviteye etkisi incelenmistir. Kovalent baglama ile
immobilizasyonda, gluteraldehit (GA) ile partikiillerin ylizey aktivasyonu yapilmig
ardindan enzim immobilizasyon islemleri gerceklestirilmistir. Yiizey kaplama
malzemesinin konsantrasyonu (%0,5 ve %1 w/v agar), immobilizasyon pH’1 (pH
4,5,6,7,8) ve gluteraldehit konsantrasyonu (%0,5; %1; %3; %5 v/v) gibi parametrelerin
baglanan protein miktarina, enzim aktivitesine ve spesifik aktiviteye etkisi incelenmistir.
Immobilize edilen protein miktarlar1 Bradford yontemiyle hesaplanmustir. Enzim

aktivitesi tayini i¢in nisasta-iyodin metodu kullanilmistir.
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Calismalar sonucunda, serbest a-amilaza gore %666,6 spesifik aktivite artist
gosteren, pH 8’de, %3 GA ile aktive edilmis %1 agar-kapli manyetik nanopartikiiller
iizerine kovalent baglama ile immobilize edilen enzimler se¢ilmistir. 45°-60°C arasinda
yapilan sicaklik stabilitesi deneyleri sonucunda immobilizasyon isleminin sicaklik
optimumunu degistirmedigi (55°C), ancak enzim aktivitesini 4 kat yiikselttigi ortaya
cikmigtir. Saklama stabilitesi deneyleri +4°C’ de yapilmig ve 77 giin sonunda, serbest o.-
amilazin aktivitesi %88 diiserken, immobilize enzimin aktivitesinin %99 unun
korundugu goriilmiistiir. Coklu kullanim ¢alismalarinda, immobilize a-amilaz, 6
kullanim sonunda spesifik aktivitesinin yaklasik %55’ini korumustur. Bu sonug, o-
amilazin manyetik nanopartikiil iizerine kovalent bag ile immobilizasyonunun, tekrarl
kullanim i¢in uygun oldugu ve bir¢ok endiistriyel uygulama i¢in yliksek potansiyelinin

oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar Sozciikler: Manyetik nanopartikiil, Polisakkaritler, Enzim immobilizasyonu,

Alfa amilaz.



ABSTRACT

PRODUCTION OF MAGNETIC NANOPARTICLES COATED WITH
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Supervisor: Asst. Prof. Dr. Suzan BIRAN AY

In this study, a-amylase immobilization on magnetic nanoparticles synthesized by
co-precipitation method at room temperature and under inert atmosphere was studied. In
addition to bare magnetic nanoparticles, polysaccharide-coated magnetic nanoparticles
were produced by the simultaneous synthesis-coating method in media containing agar,
pectin, or carboxymethyl cellulose (CMC) at different concentrations (0.5%, 1% w/v).
The synthesized nanoparticles were characterized by X-ray diffraction (XRD), Fourier
transform infrared (FTIR) spectroscopy, thermogravimetric analysis (TGA), vibrating
sample magnetometry (VSM) and scanning electron microscope (SEM). ai-amylase was
immobilized on the synthesized bare, 0.5%- and 1%- agar-coated magnetic nanoparticles
by adsorption and covalent bonding. In the immobilization by adsorption method, the
effects of parameters such as sonication, immobilization time (0.5; 1; 2; 4; 8; 16 h),
presence and concentration of surface coating material (0.5% and 1% w/v agar),
immobilization pH (pH 3,4,5,6,7) on the amount of bonded protein, enzyme activity and
specific activity were investigated. In the immobilization by covalent bonding, the surface
activation of the particles was made with glutaraldehyde (GA) and then enzyme
immobilization processes was carried out. The effects of concentration of surface-coating
material (0.5% and 1% w/v agar), immobilization pH (pH 4.5,6,7,8) and glutaraldehyde
concentration (0.5%; 1%; 3%; 5% v/v) on the amount of bonded protein, enzyme activity
and specific activity were investigated. The amount of immobilized protein was
calculated by Bradford method. Enzyme activity was determined by starch-iodine

method.
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As aresult of the studies, enzymes that showed a specific activity increase of 666.6
% compared to the free enzyme and which were immobilized by covalent bonding on 1%
agar-coated magnetic nanoparticles activated with 3% GA at pH 8 were selected. As a
result of the temperature stability experiments carried out between 45°-60°C, it was
revealed that the immobilization process did not change the temperature optimum (55°C),
but increased the enzyme activity 4 times. Storage stability experiments were performed
at +4°C and after 77 days, the activity of free a-amylase reduced to 88%, while 99% of
the activity of the immobilized enzyme was preserved. In multiple use studies,
immobilized a-amylase retained approximately 55% of its specific activity after 6 uses.
This result revealed that covalent immobilization of ai-amylase on magnetic nanoparticles

is suitable for repeated use and has high potential for many industrial applications.

Keywords: Magnetic nanoparticles, Polysaccharides, Enzyme immobilization, Alpha

amylase.
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GIRIS

Son yillarda demir, nikel, kobalt, glimiis gibi malzemelerin ileri teknoloji
uygulamalarina entegre edilmesi, yiiksek performansa sahip ve karmasik islemlerde
kullanilabilecek ileri malzeme uygulamalar1 {izerine bir¢ok ¢aligma yapilmakta ve bu
konu biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu malzemelerin tiretim proseslerinin gelistirilmesi,
malzemenin kullanim amacina gére modifiye edilmesi, karakterizasyon c¢aligmalari
olduk¢a 6nemlidir. Nano boyutta malzemelerin iglevselligi, karakteristik 6zellikleri ve
performanslar1 géz 6niinde bulunduruldugunda nanoteknoloji alanindaki gelismeler igin
ilk ve en 6nemli adimin bu nano boyuttaki malzemelerin sentezi oldugu sdylenebilir. ikili
coktiirme, hidrotermal sentez, sol-jel metodu, mikroemiilsiyon gibi farkli yontemler ve
sentez parametrelerinin degistirilmesiyle farkli karakteristik ozelliklerde partikiiller
sentezlenebilir. Kullamim amacina ve istenilen o6zelliklere uygun spesifik
modifikasyonlarla da farkli uygulamalar i¢in kullanilabilir hale getirilebilirler. Yiizey
modifikasyonlar1 icin polimer, inorganik veya organik kaplama malzemeleri
kullanilabilir. Se¢ilen kaplama malzemesine bagli olarak nanopartikiillerin sahip oldugu
fiziksel ve kimyasal ozellikler farklilik gosterebilir. Spesifik uygulamalar i¢in metalik
veya manyetik partikiiller uygun biyopolimerlerle kaplanarak biyoteknolojik siireclerde
kullanilabilmektedir (Akbarzadeh, Samiei, & Davaran, 2012).

Nanopartikiiller, molekiiller ve atomik diizeydeki yapilar arasinda bir kdprii gorevi
gordiikleri icin bilimsel ¢aligmalarda biiyiik ilgi gérmektedirler. Nanobiyokatalizorler
olarak bilinen nano boyutlu partikiillere immobilize edilmis enzimler, hizla gelisen ve ilgi
ceken bir alan olarak kabul edilirler. Enzimlerin nanoyapi ortamlari, nanolifler,
nanotiipler, nanogdzenekli yapilar ve nanopartikiilleri iceren nanoyapilarla saglanir (Kim,

Grate, & Wang, 2008).

Enzimler gida, deterjan, kagit, tekstil gibi ¢esitli endiistriyel ve biyolojik
proseslerde yaygin olarak kullanilan katalizorlerdir. Ancak kisa Omiirleri, kararsiz
yapilar1 ve saflastirma tekniklerinin maliyeti nedeniyle uygulamalari sinirhidir. Bu
nedenle, enzim stabilitesinin iyilestirilmesiyle bu sorunlar ¢oziilebilir ve uygulamalari
artirabilir (Bickerstaff, 1997; Jafarizadeh-Malmiri, Ghaz-Jahanian, & Berenjian, 2012).

Enzimlerin immobilizasyonu, enzim o6zelliklerini gelistirmek i¢in en basarili yontem



olarak kabul edilir (Velde, Lourenco, Pinheiro, & Bakker, 2002; Bullock, 1995).
(Coziinmeyen organik veya inorganik tasiyicilar iizerine enzim immobilizasyonu, enzim
teknolojisinde ¢cok onemli bir yere gelmistir (Bickerstaff, 1997). Immobilize enzimler,
fiziksel olarak sinirlandirilmig ve verimli bir sekilde geri dontistiiriilebilen enzimlerdir.
Immobilize enzimlerin en onemli &zelligi, bilyiik &lgekli uygulamalar icin islemin
maliyetini azaltmasidir. immobilize enzimin maliyeti, enzimin tekrar tekrar kullanilabilir
hale gelmesiyle biiyiik dl¢lide azaltilabilir. Bununla birlikte immobilize edilen enzimler,
serbest enzimlere kiyasla daha stabildirler ve reaksiyon sonunda ¢ozelti igerisinden

kolaylikla ayrilabilirler.

Immobilize enzimlerin iiretimi icin fiziksel yontemler (destek ve enzim arasinda
zayif etkilesimler vardir) ve kimyasal yontemler (enzim ile kovalent baglar olusur) gibi
cesitli yontemler uygulanmaktadir. Immobilizasyon igin en ¢ok kullanilan teknikler

kovalent baglama, tuzaklama, adsorpsiyon ve ¢apraz baglamadir (D’Souza, 1999).

Geleneksel immobilizasyon ydntemleriyle hazirlanan  biyokatalizorlerle
karsilagtirildiginda manyetik nanopartikiiller iizerine immobilize edilmis enzimler,
disaridan uygulanan bir manyetik alan yardimiyla kolayca ¢ozelti igerisinden

ayrilabilmesi sayesinde uygulamalarda daha avantajlidir (Ansari & Husain, 2012).

Bu caligmada, ikili c¢oktiirme yontemiyle manyetik nanopartikiillerin
sentezlenmistir. Manyetik nanopartikiiller sentez asamasinda simultane bir sekilde farkli
konsantrasyonlarda ve agar, karboksimetilselilloz, pektin gibi farkli yiizey aktif
maddelerle kaplanmistir. Ardindan sentezlenen partikiiller Fourier Doniisiimlii Kizilotesi
Spektroskopisi (FTIR), X-1is1n1 kirinimi (XRD), Termogravimetrik analiz (TGA),
titresimli 6rnek magnetometresi (VSM) gibi yontemlerle karakterize edilmistir. Kaplama
malzemelerinin 6zellikleri ve konsantrasyon degisiminin karakteristik 6zellikler iizerine

etkisi incelenmistir.

Tezin ikinci agamasinda, sentezlenen bu partikiillerden farkli konsantrasyonlarda
agar polimeri ile kaplanan partikiiller iizerine alfa amilaz enzimi immobilizasyonu
calistlmistir.  Immobilizasyon ¢alismalarinda adsorpsiyon ve kovalent baglama
yontemleri incelenmistir. Kovalent baglama yontemi i¢in kullanilacak partikiillere farkli
konsantrasyonlarda gluteraldehit ile ylizey aktivasyonu islemi uygulanmistir.

Immobilizasyon ¢aligmalarinda immobilizasyon y&ntemi, immobilizasyon siiresi,



kaplama malzemesinin  konsantrasyonu, immobilizasyon pH’1, gluteraldehit
konsantrasyonu gibi parametreler incelenmistir. Immobilize enzim igin yapilan enzim
aktivitesi ve spesifik aktivite tayinlerinin ardindan optimum kosullar se¢ilmis ve ardindan
serbest ve immobilize enzimlerin pH kararlilig1, sicaklik kararliligi, islemsel kararliliklar

ve saklama stabiliteleri ¢aligilmustir.



1. ENZIMLER

Spesifik biyokatalizér olarak da bilinen enzimler canli organizmalarda
biyokimyasal reaksiyonlari hizlandiran protein molekiilleridir. Canli organizmalarda
meydana gelen bir¢ok tepkime enzimler yardimiyla katalizlenir. Enzimler, uygun
kosullar saglandig1 takdirde etkilerini gosterebiliyor olduklarindan, dogal ortamlari
disinda pek cok alanda yaralanabilme imkani sunarlar. Bu sebeple farkli bilim dallar1 ve

cesitli endiistriyel alanlar i¢in biiyiik 6nem tasimaktadirlar (Robinson, 2015).

Katalizor olarak enzimler c¢ok diisiikk konsantrasyonlarda kullanildiginda bile
etkilidirler ve reaksiyon esnasinda kendilerini tiiketmeden reaksiyonlar: hizlandirirlar.
Genel olarak enzimler, substrat molekiillerinin iirin molekiillerine doniisiimiinii katalize

etme yetenegine sahip olan biyokatalizorler olarak tanimlanabilir:

Enzim ..
Substrat <= Uriin
Enzimler dort temel agidan ¢ok gii¢lii katalizorlerdir:

e Enzimler siradan kimyasal katalizorlere gore tepkimeleri yaklasik 1000 kat
daha hizli gerceklestirebilmektedirler. Bu hiza ulasabilmeleri igin yiiksek
sicaklik, basing, pH gibi reaksiyon kosullarina ihtiya¢ duymazlar. Bu
nedenle enzimlerle katalizlenen reaksiyonlar fazla enerji gerektirmezler.

e Kimyasal katalizorlere gore ¢ok daha farkli kimyasal reaksiyonlar enzimler
tarafindan katalizlenebilir.

e Enzimler substrata ve reaksiyon tiiriine oldukc¢a spesifiktirler. Bu sebeple
gerceklesen reaksiyon yiiksek verimle gerceklesir ve az sayida yan iirlin
meydana gelir.

e Enzimler farkli dogal kontrol mekanizmalarina sahiptirler. Enzimlerin

aktivitesi, bulunduklari sartlara gore diizenlenebilir.

Enzimlerin ¢aligma mekanizmasi iki farkli agidan ele alinabilir:

e Reaksiyon siiresince meydana gelen enerji degisiklikleri incelenebilir.
Biitiin kimyasal reaksiyonlarda aktivasyon enerjisi olarak adlandirilan
enerji engelinin asilmasi gerekmektedir. Aktivasyon enerjisi ne kadar
yiiksek olursa, asilmasi gereken enerji engeli o kadar biiyiik olacak ve birim

zamanda bu engeli asabilen molekiillerin sayis1 da o kadar az olacaktir.



Reaksiyon hizini artirabilmek i¢in sisteme katalizor eklenebilir. Katalizor
olarak enzimler secildiginde enzim substrat ile kompleks yaparak

aktivasyon enerjisini diisiirebilir (Sekil 1.1.).

0
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Sekil 1.1. Bir reaksiyonun baslamasi icin gereken aktivasyon enerjisi iizerine enzimin etkisi (a)
katalizlenmemis, (b) katalizlenmis (Robinson, 2015)

e Kataliz sirasinda enzimin aktif bolgesinde gerceklesen yapisal degisiklikler
incelenebilir. Enzimlerde aktif merkez, enzimin substrata baglandig1 bolge
ve kataliz olaymin gergeklestirildigi bolge olmak iizere iki bolgeden olusur.
Substrata baglanan bolge disinda protein molekiiliiniin geri kalani aktif
bolgeyi stabilize eder ve bolgenin substrat molekiilii ile etkilesimi igin
uygun bir ortam saglar. Bu sebeple aktif bolge, katalitik aktivite kaybi

olmadan proteinin geri kalanindan ayrilamaz (Sekil 1.2.).

Substrat

Katalitik Bolge
Reaksiyonun
gerceklestigi bolge

Baglanma Balgesi
Substrati yerinde
tutar

Enzim

Sekil 1.2. Enzimin aktif bolgesi



Cogu enzim yalnizca protein yapisindan olusurken bazilar1 da protein yaninda
enzimlerin katalitik aktivite gostermeleri i¢in gerekli olan protein olmayan bilesenler
icerirler. Enzimin protein kismima “Apoenzim” denir. Protein yapisinda olmayan yan
gruplar, genellikle demir, kobalt, bakir, manganez veya ¢inko gibi metal iyonlarindan
meydana gelmis ise “Kofaktor”, organik molekiillerden meydana gelmigse ise “Koenzim”
olarak adlandirilir. Enzim yiizeyine kovalent olarak bagli olan koenzim veya kofaktore
“prostetik grup” adi verilir. Enzimin protein bilesini olan apoenzim, koenzim ya da
kofaktorii ile katalitik olarak aktif oldugu durum ise “Holoenzim” olarak adlandirilir
(Sekil 1.3.). Eger koenzim veya kofaktor enzimden ayrilacak olursa, enzimin geri kalan
apoenzim kismi tek basina katalitik olarak inaktiftir. Enzimin aktivitesi sadece koenzim

ya da kofaktor apoenzim ile bir arada oldugunda goézlenir (Fennema, 1985).

| APoENziM | | APoENZIM | | APoENZIM |

| koENziM | | PROSTETIK GRUP | 6‘\ Metal Tyonu

Sekil 1.3. Holoenzimin yapisi

1.1. Enzimlerin Simiflandirilmasi

Enzimler etki ettikleri ve katalizledikleri reaksiyona bagl olarak adlandirilmakta
ve hidrolazlar, izomerazlar, ligazlar, liyazlar, oksidorediiktazlar ve transferazlar olarak
alt1 temel grupta siiflandirilmaktadirlar. Uluslararas: Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji
Birligi (International Union of Biochemistry and Molecular Biology — I[UBMB)’ ne gore,
her enzim katalize edilen reaksiyona dayali olarak bir enzim sinifina (EC 1 — 6) atanir

(Moss & Webb, 2001).

- Oksidorediiktazlar (EC 1), elektron donorii olarak kabul edilen oksitlenmis
substrat ile indirgeme reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir. Bu enzim
sinift, etki ettigi kiikdirt, aldehit vb. gibi fonksiyon grubuna gore 22 alt sinifa
ayrilir.

- Transferazlar (EC 2), fonksiyonel gruplarin dondr bir bilesikten alic1 bir
bilesige transfer edilmesi reaksiyonlarmi katalizleyen enzimlerdir.

Fonksiyonel grubun aktarildig1 gruba gore 9 alt sinifa ayrilirlar.



- Hidrolazlar (EC 3), C — O, C — N ve C — C baglar1 dahil olmak {izere ester,
gikoliz, eter, peptid, asit anhidrit gibi ¢esitli baglarin hidrolizini katalize
eder. Hidrolize edilen baga bagl olarak 13 alt sinifa ayrilirlar. Endiistriyel
olarak kullanilan enzimlerin %80’ini olustururlar. Cogunlukla gida
islemede kullanilirlar (Krishna, 2002).

- Liyazlar (EC 4), hidroliz ve oksidasyon disindaki yollarla ¢esitli baglarin
par¢alanmasini katalize eder. Ayrildiklar baga gore 7 alt sinifa ayrilirlar.

- Izomerazlar (EC 5), tek bir molekiil i¢indeki degisiklikleri katalize eden
enzimlerdir. Bu enzimlerden bazilari substratin fonksiyonel gruplarini
molekiildeki bir pozisyondan digerine transfer ederek yapisal olarak
yeniden diizenlerken, digerleri substratin molekiiler geometrisini degistirir.

- Ligazlar (EC 6), ATP difosfat baglarinin hidrolizi sonucu serbest kalan
enerji ile yeni baglarin olusmasini katalize eder (Brown, 2013).

1.2. Enzim Aktivitesi ve Aktiviteyi Etkileyen Faktorler

Uluslararas1 Biyokimya Birligi karar1 ile 1 birim enzim aktivitesi, optimum 6l¢iim
kosullarinda 25°C'de dakikada 1 mol substratin iiriine doniisiimiine neden olan enzim
miktart olarak tanimlanmaktadir (Koolman & Roehm, 2005). Gida endiistrisinde
kullanilmakta olan enzimlerin ¢ogu i¢in farkli tanimlar kullanir. Ciinkii bu endiistride
kullanilan enzimler hammaddedir ve enzimatik olarak aktif protein miktarinin dl¢tilmesi
miimkiin degildir. Bu sebeple derisik ham enzim soliisyonlar: i¢in aktivite mL enzim
basina enzim birimi (U/mL enzim ¢06zeltisi) olarak veya soliisyonun igerdigi protein
miktar1 belirlenmigse mg toplam protein basina (U/mg protein) olarak tanimlanabilir
(Fennema, 1985). Enzim aktivitesi terimi bir ¢dzelti i¢erisindeki toplam enzim birimlerini
ifade eder. Spesifik aktivite ise toplam proteinin miligrami basina enzim birimi sayisidir.
Spesifik aktivite enzim safliginin bir ol¢iisiidiir. Enzim saflastik¢a artar tamamen saf
oldugunda maksimum degere ulasir ve sabit hale gelir (Nelson & Cox, 2004). Enzim
aktivitesi ve enzimatik reaksiyon hizi enzim konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu,

inhibitor ya da aktive edici ajanlarin varligi, pH ve sicaklik gibi faktdrlerden etkilenir.

1.2.1. Enzim konsantrasyonu

Daha yiiksek enzim konsantrasyonu substrati islemek i¢in daha fazla enzim
molekiiliiniin varligin1 gosterir. Enzim-substrat kompleksinin yiiksek seviyeleri, daha
yiiksek bir baglangi¢c hizi ile sonuglanir dolayisiyla reaktant {iriin dengesine dogru

kaymada bir baslangic saglar. Enzim konsantrasyonunda ger¢eklesen artmanin reaksiyon
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hiz1 {izerindeki etkisini incelemek i¢in, reaksiyonda substrat fazla miktarda olmalidir;
yani reaksiyon, substrat konsantrasyonundan bagimsiz olmalidir. Ciinkii substratin
tamami bagladiginda, geriye kalan enzimlerin baglanabilecegi herhangi bir substrat
olmayacagindan reaksiyon artik hizlanmayacaktir (Sekil 1.4.). Bu reaksiyonlar, hizlari
substrat konsantrasyonundan bagimsiz oldugu ve k sabitine esit oldugundan “sifir
dereceli reaksiyonlar”dir. Reaksiyonda iiriin olusumu zamanla dogrusal bir hizda ilerler

(Punekar, 2018).

Reaksivon Hiz1

b - - ——

€ oo on -

A B
Enzim Konsantrasyonu

Y

Sekil 1.4. Enzim konsantrasyonu ile degisen reaksiyon hizi (Worthington, 2021)

Sekil 1.4.te gorildiigli gibi grafigin AB alaninda reaksiyon hiz1 substrat
konsantrasyonundan bagimsizdir. Bu sebeple lineer bir sekilde art1 gosterir, ancak BC
alaninda ve sonrasinda bu diizglin dogrusal artig goriilmemektedir. Substrat
konsantrasyonu kisitlayict oldugunda reaksiyon daha fazla hizlanamaz. C noktasi,
reaksiyonun doygunluk noktasidir. Bu noktadan sonra enzim konsantrasyonunda

meydana gelecek olan artig reaksiyonu hizlandirmaz.

1.2.2. Substrat konsantrasyonu

Artan substrat konsantrasyonu, reaksiyon hizini belirli bir noktaya kadar arttirir.
Enzim miktar1 sabit tutulursa ve substrat konsantrasyonu kademeli olarak artirilirsa,
reaksiyon hizi maksimuma ulasincaya kadar artacaktir (Sekil 1.5.). Bu noktadan sonra
mevcut enzimler doymus olacagindan substrat konsantrasyonundaki artiglar reaksiyon
hizin1 artirmaz. Bu maksimum hiza ulasildifinda mevcut enzimin tamaminin

enzim/substrat kompleksine (ES) doniistiigli varsayilir.
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Sekil 1.5. Substrat konsantrasyonu ile degisen reaksiyon hizi (Worthington, 2021)

Cogu enzim, enzim aktivitesi ile substrat konsantrasyonu arasindaki iligkiyi iki
asamada tanimlayan Michaelis-Menten kinetigini takip eder. Ilk asamada, ikisi arasindaki

iliski dogrusaldir ve baglanmamis aktif bolgelerin sayisi azaldiginda grafik platolasir.

Kullanim1 yaygin olan enzimlerin ¢ogu i¢in Michaelis sabitleri belirlenmistir. K

sabitinin degeri belirli bir enzim hakkinda bilgi verir.

- K degerinin kiigiik olmasi, enzimin doygun hale gelmesi i¢in az miktarda
substrat gerektigini gosterir. Bu nedenle, maksimum hiza daha diisiik substrat
konsantrasyonlarinda ulasilir.

- K degerinin biiylik olmasi, maksimum reaksiyon hizina ulagmak i¢in yiiksek
miktarda substrata ihtiyac¢ oldugunu gosterir.

- Enzimin katalizor gérevi gordiigii en diisiik Km’ye sahip substratin, cogu zaman
enzimin dogal substrati oldugu varsayilir, ancak bu tiim enzimler i¢in dogru
degildir (Punekar, 2018).

1.2.3. inhibitor ya da aktivatér varhg

Birgok enzim, katalitik islevlerini artirmak veya baglatmak i¢in substrat veya enzim
olmayan molekiillere ihtiya¢ duyarlar. Bazi enzimler Mg*?, Mn*2, Zn*2, Ca*2, Co™?, Cu*?,
Na‘, K* gibi metal iyonlarini kullanirlar.

Enzim inhibitorleri ise enzimin katalitik aktivitesini etkileyen ve sonug¢ olarak

katalizi yavaglatan veya bazi durumlarda durduran maddelerdir. Inhibisyon



mekanizmalariyla ilgili teorilerin ¢ogu, enzim-substrat kompleksi ES'nin varligina
dayanmaktadir. Enzim inhibisyonunun ii¢ yaygin tirli vardir: rekabetci, rekabetgi

olmayan ve substrat inhibisyonu.

Rekabetci inhibisyon, hem substrat hem de substrata benzeyen bir madde enzime
eklendiginde meydana gelir. Enzim katalizorlerinin Kkilit-anahtar teorisi bu etkiyi
aciklamak icin kullanilabilir (Sekil 1.6.). Substrat molekiiliine cok benzeyen molekiiller

aktif bolgeye baglanir ve gergek substratin baglanmasini engeller.

Anahtar — Kilit Teorisi Semboller
Enzim

‘ Substrat
| Substrata benzeyen molekil

Sekil 1.6. Anahtar-kilit teorisi — rekabet¢i inhibisyon (Worthington, 2021)

Farkli molekiil

Anahtar — kilit teorisi enzimlerin aktif bdlgesiyle ilgilidir. En yiizeyindeki aktif
bolgenin substrat i¢in giiclii bir afiniteye sahip olmasina dayanir. Substrat, enzim
ylizeyinde reaksiyon iirlinlerine doniisiimii daha kolay olacak sekilde tutulur. Enzim kilit
ve substrat bir anahtar gibi diisiiniildiiglinde, anahtar kilide sokulur, anahtar ¢evrilir ve
kilit agilir (Sekil 1.6.(1)). Bununla birlikte substrata benzeyen bir inhibitér varliginda
enzim kilidindeki pozisyon igin substrat ve bu inhibitdr arasinda rekabet olusur. Inhibitor
kazandiginda, kilit pozisyonuna yerlesir ancak kilidi agamaz (Sekil 1.6.(2)). Bu sebeple
reaksiyon yavaslar ¢ilinkii mevcut enzimlerden bazilar1 inhibitor tarafinda isgal edilmis
olur. Enzimin aktif yilizeyine uymayan bir molekiil oldugunda enzim bu molekiilii

reddeder ve substrati kabul eder, boylece reaksiyon normla sekilde ilerler (Sekil 1.6.(3)).

Rekabet¢i olmayan inhibitorler, enzime eklendiklerinde, enzimi artik substrati

kabul edemeyecek sekilde degistirirler (Sekil 1.7.).
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Sekil 1.7. Rekabet¢i olmayan inhibitorler (Worthington, 2021)

Substrat inhibisyonu bazen agiri miktarda substrat mevcut oldugunda meydana
gelir. Bir noktadan sonra reaksiyona eklenen substrat, reaksiyon hizini diisiiriir. Bunun
sebebinin, enzim ylizeylerindeki aktif bdlgeler i¢in rekabet eden ¢ok sayida substrat
molekiiliiniin aktif bolgeleri bloke etmesi ve diger substrat molekiillerinin aktif bolgeye
ulagmasii Onlemesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Sekil 1.8.). Bu da mevcut
enzimin tamami kullanilmadigindan reaksiyon hizinin diigmesine neden olur (Boyer,

2006).

Semboller
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Enzim Substrat

Sekil 1.8. Substrat inhibisyonu (Worthington, 2021)
1.2.4. Sicakhk

Cogu kimyasal reaksiyonda oldugu gibi sicaklik arttik¢a enzim reaksiyonlarinin da
hizi1 belirli bir sicakliga kadar artacaktir. Reaksiyon hizinin en yiiksek oldugu, her enzimin
daha aktif oldugu belirli bir optimum sicaklik vardir. Enzimler protein yapili
olduklarindan optimum sicakliktan sonra reaksiyon hiz1 diismeye baslar. Ciinkii protein
yapili enzimler denatiire olmaya baglar ve bdylece seklini kaybeder ve iyi calisamaz

duruma gelir (Sekil 1.9.).
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Sekil 1.9. Sicakligin reaksiyon hizina etkisi (Worthington, 2021)
Bir siire sonra, enzimler uygun sicakliklarda bile aktivite gostermeyeceklerdir.

Enzimlerin 5°C veya altinda saklanmasi genellikle en uygunudur. Bazi enzimler

donduklarinda aktivitelerini kaybederler.
1.2.5. pH

Enzimler asidik karboksilik gruplar1 (COOH-) ve bazik amino gruplar1 (NH>)
iceren protein yapili katalizorlerdir. Bu nedenle enzimler pH degerinin degigsmesinden
etkilenir. Her enzimin maksimum verimlilikte ¢alistigi optimum pH degeri vardir.
Reaksiyon pH’1 optimum pH’dan diisiik veya yiiksekse, enzim aktivitesi ¢aligmayi

durdurana kadar azalir (Sekil 1.10) (Voet, Voet, & Pratt, 2006).

A Optimum pH

¢

Reaksiyon Hiz1

Y

pH

Sekil 1.10. pH in reaksiyon hizina etkisi (Worthington, 2021)
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1.3. Enzimlerin Avantajlar1 ve Kisitlamalar:

Enzimlerin yiiksek aktivite, secicilik ve 6zgiilliik gibi kendilerine 6zgii 6zellikleri
vardir. Geleneksel katalizorlerle karsilastirildiginda, enzimler reaksiyon termodinamigini
etkilemeden reaksiyon hizini arttirir. Béylece cogu karmasik kimyasal islem uygun ¢evre
kosullarinda gergeklesebilir. Ancak enzimlerin ¢ogu nispeten kararsizdir ve enzimlerin
iiretimi ya da saflagtirilmasi islemleri ekonomik agidan uygun degildir. Enzimleri verimli
bir sekilde kullanmanin yolu, aktif enzimin geri kazanilmasinda yatmaktadir, enzimlerin
yeniden kullanilabilmesi enzimlerin maliyetini 6nemli Ol¢iide azaltmaktadir (Brena &
Viera, 2006; Johannes, Simurdiak, & Zhao, 2006). Ayrica, geleneksel heterojen kataliz
ile karsilastirildiginda, enzim katalizi homojen ¢oziinmiis kosullar altinda gergeklestirilir.
Enzim, yeniden kullanim i¢in reaksiyon karigimindan aktif formda geri kazanilmadig:
takdirde iriinii kontamine edebilir ve safsizliklara yol acar. Bu teknik kisitlamalar,
enzimlerin bir destek materyaline immobilize edilmesiyle asilabilir (Mateo, Palomo,

Lorente, Guisan, & Lafuente, 2007).
1.4. Enzim Immobilizasyonu

Suda ¢oziinebilen ve ¢oOzelti icerisinde serbest halde hareket edebilen enzim
molekiillerinin, suda ¢dzlinmeyen bir tasiyiciya fiziksel ya da kimyasal olarak baglanarak
hareketinin sinirlandirilmasina immobilizasyon denir. Enzim immobilizasyonu sayesinde
enzim molekiilleri reaksiyon ortamindan kolaylikla ayrilabilir ve tekrar tekrar
kullanilabilir. immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore avantaj ve dezavantajlari

vardir (Tablo 1.1) (Katchalski-Katzir, 1993).

Tablo 1.1. Enzim immobilizasyonunun avantajlari ve dezavantajlari

Avantajlar Dezavantajlar
Enzimin yeniden kullanimi1 Aktivite kayb1
Uriinden kolayca ayrilabilme Ekstra maliyet (destek materyal ve kimyasal)
Yiiksek segicilik Difiizyon kisitlamalari

Daha kolay reaktor isletimi

Daha genis reaktor segcenegi

1.4.1. immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyonunda kullanilan farkli teknikler vardir. Bu teknikler temel
prensipler ayni kalmakla birlikte olduk¢a farkli bigimlerde siniflandirilabilmektedirler
(Sekil 1.11.).
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Enzim Immobilizasyonu

: Kovalent ik Mikro-
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Sekil 1.11. Enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan yontemler

1.4.1.1. Tasyrciya baglama

Enzim immobilizasyonu yontemlerinden tasiyictya baglama metodu en eski
yontemlerdendir. Enzimin baglanacagi uygun tasityiciyr se¢cmek  Onemlidir.

Immobilizasyonda kullanilacak tastyicinin se¢imi sirasinda,

e Partikiillerin biiyiikligi,
e Toplam yiizey hidrofobik gruplarin hidrofilik gruplara orani,

e Tastyicinin kimyasal bilesimi gibi 6zelliklerine bakilir.
Secilecek tasiyicinin ise su niteliklere sahip olmasi beklenir:

e Hidrofilik karakter,

e Suda ¢6zlinmeme,

e Por6z yap1 (gozeneklilik),

e Mekanik kararlilik,

e Uygun tanecik formu,

e Kimyasal ve termal kararlilik,

e Tasiyict kovalent baglamada kullanilacaksa iliman kosullarda reaksiyon
verebilen fonksiyonel gruplara sahip olmasi,

e Ucuz olma,

e Mikroorganizmalara kars1 direngli olma,

14



Kovalent baglama ile immobilizasyon

Kovalent baglama ile enzim immobilizasyonuna enzim ve tasiyicit ya da destek

materyalinin fonksiyonel gruplar1 arasinda kovalent baglarin olusumu aracilik eder.

Enzim ve destek arasindaki etkilesimin kararliligi, destek {izerinde bulunan fonksiyonel

gruplar tarafindan yonetilir (Ispas, Sokolov, & Andreescu, 2009; Hsieh, Liu, & Liao,

2000). Bu yontemdeki kritik adim, 6zellikle bag olusumu sirasinda aktif katalitik merkezi

korumak icin enzimlerin fonksiyonel ozelliklerinin korunmasidir (Scouten, 1987).

Tastyic1 ya da destek materyalindeki kovalent bag olusturan fonksiyonel gruplar:

Amino gruplari,
Imino gruplar,
Hidroksil gruplari,
Karboksil gruplari,
Tiyol gruplari,
Methiltiyol gruplari,
Guanidyl gruplari,
Imidazol gruplar,

Fenol halkalari

Enzimlerin destek materyali ile kovalent bag olusturan 6nemli fonksiyonel gruplart:

a - karboksi grubu (C-terminal ug)

o —amino grubu (N-terminal uc)

g-amino grubu (lizin ve arjinin)

B- ve y- karboksil gruplari (aspartat ve glutamat)
Fenol halkasi (tirosin)

Tiyol grubu (sistein)

Hidroksil grubu (serin ve treonin)

Imidazol grubu (histidin)

Indol halkast (triptofan)

Enzimin matrise kovalent baglanmasi i¢in ¢ok ¢esitli reaksiyonlar, matris iizerinde

mevcut fonksiyonel gruplara dayali olarak kullanilmistir. Enzim ve tasiyict ya da destek

materyal arasindaki kovalent bag olusumu su reaksiyonlarla meydana gelmektedir:
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e Diazotizasyon
Matris — N = N — Enzim
e Alkilasyon ve Arilasyon
Matris — CH2 — NH — Enzim, Matris — CH2 — S — Enzim
¢ Amid Bagi olusumu
Matris — CO — NH — Enzim
e Amidasyon Reaksiyonu
Matris — CNH — NH — Enzim
e Schiff’in Baz Olusumu
Matris — CH = N — Enzim
e Tiyol-Disiilfit Yer Degistirmesi
Matris — S — S — Enzim
e Bifonksiyonel Ayiraglarla Tasiyici Baglama
Matris — O(CH2)N = CH(CH2)3CH = N — Enzim
e UGI Reaksiyonu
e Civa — Enzim Yer Degistirmesi (Sheldon & Pelt, 2013; Brena & Batista-
Viera, 2006)

Tablo 1.2. Kovalent baglama ile enzim immobilizasyonunun avantajlar: ve dezavantajlari

Avantajlar Dezavantajlar
Nispeten basit bir yontem Aktivite kayb1
Enzim s1zintis1 ya da desorpsiyon sorunu yok Matris ve enzim yenilenemez

Siirekli sistemlere uygulanabilir

Adsorbsiyon ile immobilizasyon

Enzimlerin bir destek materyal iizerine immobilizasyonunda kullanilan en eski ve
en basit yontem fiziksel adsorpsiyon yontemidir. Bu yontemde enzim, destek materyale
hidrojen bagi, Van der Waals etkilesimleri ya da hidrofobik etkilesimler ile
baglanmaktadir. Genellikle enzimin katalitik aktivitesi korunur, ancak enzimi bagh
tutmak icin bu baglar zayif oldugundan enzim tasiyicidan ayrilabilir. Immobilizasyon
islemi, enzimin suda ¢dziinmeyen bir destek materyali ile karistirilip enzim fazlaliginin
yikanarak uzaklastirilmasiyla gerceklestirilir (Hofstee, 1973; Visser & Strating, 1975).
Adsorpsiyon ile immobilizasyon yonteminin basit olmasi, 1limli kosullarda

gerceklesmesi, ekonomik olmasi, tersinir olmasi sebebiyle tasiyicinin baska amagclar igin
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tekrar kullanilabilmesi gibi avantajlarinin yaninda enzimle tastyici arasinda gérece daha
zay1f bir etkilesim oldugundan reaksiyonun kritik noktasinda desorpsiyon olmasi ve
riinleri kirletebilmesi, optimum kosullar1 saglanmanin zor olmasi gibi dezavantajlari

vardir (Roig, Estevez, Velasco, Ghais, & Silverio, 1986).

Tablo 1.3. Adsorbsiyon ile enzim immobilizasyonunun avantajlart ve dezavantajlart

Avantajlar Dezavantajlar
Basit ve ucuz bir yontem Desorpsiyon
Enzim katalitik aktivitesini korur Az verimlilik

Ayni zamanda enzim saflagtirma

Iyonik baglama ile immobilizasyon

Iyonik baglama ile enzim immobilizasyonu ydnteminde enzim, suda ¢dziinmeyen
ve iyon degistirme yetenegine sahip bir destek materyaline iyonik olarak baglanmasina
dayanmaktadir. Tas1yict olarak genellikle iyon degisim merkezine sahip polisakkaritler
ve sentetik polimerler kullanilir. Tasiyict olarak secilen materyaller anyonik ya da
katyonik olabilir. Bu yontem de olduk¢a basit bir yontemdir. Bir enzimin destek
materyaline baglanmasi kolaylikla gerceklesebilir. Ilimli kosullarda gerceklestiginden,
enzimin konformasyonunda ve aktivitesinde ¢ok az degisiklige neden olur. Bu sebeple,
bu yontem ¢ogu durumda yiiksek aktiviteye sahip immobilize enzimler verir. Enzim ve
tastyicl materyal arasinda baglanma kuvveti kovalent baglanmadaki etkilesimden daha
zayiftir bu sebeple yiiksek iyonik kuvvete sahip substrat ¢ozeltileri ve pH degisimleri
enzim s1zintisina sebep olabilir (Brena & Batista-Viera, 2006).

Tablo 1.4. [yonik baglama ile enzim immobilizasyonunun avantajlari ve dezavantajlar

Avantajlar Dezavantajlar

Uygulamasi kolay Enzim kagagi

Tastyic1 yenilenebilir Reaksiyon diisiik spesifiklige sahiptir
Enzim kimyasal olarak modifiye edilmez Adsorpsiyon ve iyon degisimi ayn1

zamanda gergeklesebilir.
1.4.1.2. Tutuklama
Tutuklama ile enzim immobilizasyonu yontemi enzimin gozenekli bir polimer
matris, jel ya da membran i¢inde tutulmasi ile gerceklestirilir. Tutuklama islemi substrat
bu matristen iceri girebilirken proteini de igerde tutacak sekilde gerceklesir. Bu
yontemde, diger yontemlerin aksine enzim ¢o6zelti igerisinde serbest durumdadir, jel

matris ya da membran igerisinde tutularak hareketsizlestirilir. Bu 6zelligi sebebiyle
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uygulama alanlar1 olduk¢a genistir (O'Driscoll, 1976). Bu immobilizasyon metoduyla
enzimlerden farkli olarak organel ve hiicreler de immobilize edilebilir. Yiiksek molekiil
agirhigina sahip olan substratlar enzime zorla tutunmalar1 ve tasiyicilarin tekrar
kullanilamamas1 bu yontemin dezavantajlarindandir. Bu dezavantajlarin  Oniine
gecebilmek i¢in ultrafiltrasyon membrani kullanilabilir ancak bu durum da aktive
olmamis enzimler membran yiizeyine yapisarak reaksiyon soliisyonuna gegiste azalmaya

sebep olur (Bickerstaff, Immobilization of Enzymes and Cells, 1997).

Tablo 1.5. Tutuklama yéntemiyle enzim immobilizasyonunun avantajlari ve dezavantajlari

Avantajlar Dezavantajlar

Uygulamasi kolay Enzim kagagi

Aktivite kayb diigiik Substratin kiigiik olma zorunlulugu
Enzim gereksinimi az Kiitle transferi sinirlandirmasi
Notral ve suda ¢oziinmeyen tasiyicilar Difiizyon bariyerleri

Enzimlerin tutuklama metoduyla immobilizasyonu, jel ya da fiber i¢ine tutuklama

ve mikro enkapsiilasyon gibi tekniklerle yapilabilmektedir.
Jel tutuklama yontemi

Jel tutuklama ile enzim immobilizasyonunda enzimler monomer (akrilamid),
oligomerik ve polimerik (kolajen, jelatin, kalsiyum aljinat) maddelerden elde edilmis,
suda ¢oziinmeyen polimer jeller icerisinde tutulur. Tutuklama isleminde sicaklik, iyonik
kuvvet, pH degisikligi ile capraz baglanma reaksiyonu gerceklesir. Capraz bag ylizdesi
asir1 oldugunda substratin enzimin aktif merkezine ulagmasi engellenir ve enzimin yapisi
bozuldugundan aktivite kaybi meydana gelebilir. Bu yontemle immobilize edilen
enzimler kiiciik molekiilli enzimler olmalidir. Jel tutuklama ydntemi c¢ok kolay
kullanilabilir olmasi, gercek bir fiziksel yontem olmasi, ¢ok az miktarda enzime ihtiyag
duymasi, polimerlesmenin kolay ve hizli olmasi gibi avantajlara sahiptir. Immobilizasyon
isleminde jel olusumu sirasinda reaksiyon sicakliginin enzimi inaktif hale getirmesi ve
ayrica ¢apraz bagli polimerin ag yapisindan enzimin kagmasi gibi dezavantajlari da vardir

(Bernfeld & Wan, 1963).

Fiber tutuklama yontemi

Fiber tutuklama metodu ile enzim immobilizasyonu yontemi, enzimin seliiloz gibi

agst yapidaki bir polimerde tutuklanmasiyla gerceklesir. Fiberlerin bazi organik

18



coziiciilere kars1 direngli olmasi ve yiiksek iyonik kuvvete sahip olmalari bu yonteme
avantaj saglar, fakat bu yontemde de diisiik molekiil agirligina sahip olan substratlarin
kullanim1 yontemi sinirlamaktadir. Polimer ¢oziiciisii olarak suda ¢dziinmeyen sivilar
kullanildigindan enzimin aktif merkezi etkilenebilir ve enzim inaktive olabilir (Dinelli,

Marconi, & Morisi, 1976).
Mikrokapsiilleme yontemi (membranda tutuklama yontemi)

Mikrokapsiilleme ile enzim immobilizasyonu ydnteminde enzim yar1 gegirgen
membran i¢ine hapsedilir. Kullanilan membranin gézenek caplar1 dnemlidir. Gézenek
caplar1 ve immobilize edilecek enzimin substratinin molekiil biiytlikliigli, substratlarin
kapsiile girisini ve olusacak {iriiniin kapsiil disina ¢ikisini engellemeyecek boyutlarda
olmalidir. Bu yontemde kullanilan yar1 gecirgen membranlar, biiyiikk protein ve
enzimlerin kapsiil disina ¢ikmasina engel olur ancak kiiciik substrat ve liriinlerin serbestge
girip ¢ikmasina imkan tanir. Bu sebeple substrat molekiilleri kiiciik olan enzimler i¢in
uygulanamaz. Immobilizasyon isleminde kullanilacak yar1 gecirgen membranlarin
hazirlamasi i¢in iki farkli yontem vardir. Bunlardan birincisi kimyasal bir reaksiyon
olmayan ve koagiilasyona dayal1 oldukca basit bir yontemdir. Bu yontem ile yar1 gecirgen
membran hazirlamak i¢in, enzim ve membran i¢in kullanilacak madde ¢dziicii icerisinde
¢oziillir ve hazirlanan ¢ozelti ¢oktiiriici madde igerine mikro damlaciklar halinde enjekte
edilir. Bu yonteme faz ayrimi polimerizasyonu olarak da adlandirilir. Diger bir yontem
ise kimyasal bir reaksiyon olan ara yiizey polimerizasyonu yontemidir. Bu yontemle
membran olusturabilmek i¢in ¢oktiiriici madde soliisyonu igerisinde enzim ¢dzeltisinin
mikro damlaciklart hazirlanir ve iki ¢Ozeltinin birlesme noktalarinda polimerlesme
goriiliir. Enzimleri mikrokapsiille immobilize etme yonteminde yaygin olarak kimyasal
mikrokapsiilleme yontemi kullanilir. Bu yontem de siirekli ve siirekli olmayan yari
gecirgen membran mikrokapsiillerde tutuklama olmak tizere iki grupta incelenir. Stirekli
mikrokapsiillerde ¢erceve olan kullanilan membran kati siirekli olmayan
mikrokapsiillerde ise c¢erceve olan membran sividir. Tim mikrokapsiilleme
yontemlerinde kullanilacak olan membran maddesinin yar1 gegirgen olmasi
gerekmektedir. Mikrokapsiilleme yontemiyle enzim immobilizasyonu enzime genis
yiizey alam1 sagladigindan ve sadece tekil enzimlerle degil farkli enzimlerle de
kullanilabildiginden avantajlidir. Ancak bu yontemde de molekiil agirlig yiiksek olan
substratlarla kullanilamamasi, enzimin bazi durumlarda aktivitesinin yitirmesi, membran

duvarlarina yapisabilmesi gibi dezavantajlar1 vardir (Wadiack & Carbonell, 1975).
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1.4.1.3. Capraz baglama

Capraz baglama ile immobilizasyon yonteminde kii¢iik molekiillii bi- veya multi-
fonksiyonel reaktifler araciligiyla enzim molekiilleri arasinda baglar olusturulur ve islem
sonucunda suda ¢éziinmeyen kompleksler ortaya ¢ikar. Bu capraz baglanmalar molekiil
ici olabilecegi gibi molekiiller arasi da olabilmektedir. Immobilizasyon islemi protein ve
reaktif konsantrasyonu, pH, sicaklik, iyonik siddet, reaksiyon siiresi ve immobilize
edilecek enzim gibi faktorlerden etkilenir. Bu yontem oldukga basittir ancak enzimlerdeki
fonksiyonel gruplarin capraz baglayici olarak kullanilmasi i¢in gereken sartlarin
olusturulmas: zordur. Capraz baglanma ile enzim immobilizasyonu i¢in en yaygin

kullanilan reaktifler:

o Gluteraldehit

e Kloroformat

e Karbonildiimizadol

e Heterosiklik halojentirler

e Bisoksiranlar

e Divinilsiilfanlar

e P-benzokinonlar

e Epiklorhidrinler

e Gegis metal iyonlar1 (Sheldon & Pelt, 2013)

Proteinler ana destek maddesi gibi davranma egiliminde olduklarindan enzimler
kendi i¢lerinde capraz baglanabilirler. Birbirlerine ¢apraz baglanan enzimler daha sonra
coziilemeyen makro molekiiller haline gelirler ve bu da verimin goreceli olarak
diismesine ve maliyetin artmasina sebep olur. Bunun engellenmesi icin capraz

baglamanin bagka yontemlerle beraber kullanilabilir (Taylor, 1991).

Destek materyalini aktive etmek i¢in en yaygin kullanilan yontem amid ya da
birincil amin i¢eren tastyicinin gluteraldehit ile islem gormesidir. Gluteraldehit dogrudan

destek materyaline eklenerek aldehit son grubuyla reaksiyon elde edilir.

Capraz baglama ile enzim immobilizasyonu yonteminde diger immobilizasyon
yontemlerinden farkli olarak tasiyiciya gereksinim duyulmaz. Tasiyici gereksinimi
olmamasi islemin maliyetini diislirmesinin yani sira enzim aktivitesinin tastyici ile
seyrelmesini de Onleyeceginden yonteme onemli bir avantaj saglar. Bu immobilizasyon

yonteminde, capraz baglanma reaksiyonunun 1limli kosullarda gerceklesmemesi,
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kosullarin kolay kontrol edilememesi ve bu kosullarin enzimin aktif bodlgesinde
konformasyonel degisikliklere sebep olarak dnemli dl¢lide aktivite kaybina yol agmasi
yontemin en bilylik dezavantajidir. Bununla birlikte reaksiyon sonucunda elde edilen
enzim preparati jelatinimsi bir yapiya sahiptir. Tasiyicinin jelatinimsi yapist bir¢ok
uygulamada kullanim kisitlamasin1 beraberinde getirmektedir. Hazirlanan tastyici
jelatinimsi yapida oldugundan mekanik kararliligi ve tekrar tekrar kullanilabilirligi
oldukga diisiiktiir. Tasiyicinin mekanik kararliligini artirabilmek i¢in enzim jel matrisinde
capraz baglanabilir veya ¢apraz baglanmadan 6nce bir destek materyaline adsorpsiyonu
gerceklestirilebilir. Ancak bu durumda tekrar bir tagiyici gereksinimi dogacagindan tercih

edilmez (Cao & L. Van Langen, 2003; Sheldon & Pelt, 2013).

Tablo 1.6. Capraz baglama ile enzim immobilizasyonunun avantajlari ve dezavantajlari

Avantajlar Dezavantajlar

Baglanma kuvveti yliksek Aktivite geri kazanimu diisiik
Enzim kagis1 diigiik [liml1 olmayan kosullar
Tasiyic1 gereksinimi yok Mekanik kararlilik diisiik
Aktivite tasiciyla seyrelmez Tekrar kullanim zorlugu

Jelatinimsi yap1

Capraz baglama ile immobilizasyon yontemindeki dezavantajlar sebebiyle
immobilize enzimler i¢in capraz bagli enzim kristallerine (Cross-Linked Enzyme
Crystals, CLEC) ve enzim agregatlarina (Cross-linked enzyme aggregates, CLEA) dayali
yeni yontemler {lizerine ¢alismalar yapilmaya baglanmistir (Zelinski & Waldman, 1997,
Suleka, Fernandez, Kneza, Habulina, & Roger, 2011). Bu yontemlerle tasiyicisiz makro
boyutta partikiiller hazirlanabilir. Tastyic1 kullanildiginda enzimin tasiyiciyla seyrelmesi
sorunu boylece ortadan kalkmaktadir. Ciinkii immobilize enzim sistemlerinde tasiyici
enzimin katalitik olmayan biiylik bir kismini olusturur ve yiiksek konsantrasyonlarda
enzim kullanimi ile bu sorun ¢oziilemez. Tasiyici lizerinde olusacak birden fazla tabaka
substratin enzime ulagimini engeller. Spesifik aktivite agisindan en verimli durum enzim
molekiiliiniin tastyici lizerine tek tabaka seklinde adsorblanmasidir. Tiim bunlar géz
ontlinde bulundurularak ¢apraz baglanmis enzim kristalleri (CLEC) ve ¢apraz baglanmis
enzim agregatlar1 (CLEA) yontemleri ile tasiyiciya gereksinim duyulmayan
immobilizasyon yontemlerine duyulan ilgi artmaktadir. Bu yaklagimlarla katalizorde

enzimin yiiksek konsantrasyonda bulunmasi, yiliksek stabilite ve tasiyici gereksinimi
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olmadig i¢in diisiik maliyetli bir islem olmasi gibi avantajlar elde edilir (Sheldon & Pelt,
2013).

Capraz bagli enzim kristalleri (CLEC), oldukga yiiksek aktiviteye sahip, dayanikli
ve tanecik boyutlar1 kontrol edilebilen immobilize enzim preparatlaridir. Bu enzim
preparatlar1 6zellikle organik ¢oziiciiler icerisinde ger¢eklesen enzimatik reaksiyonlarda
diger enzimlerden ¢ok daha yiiksek aktivitelere sahiptirler. Fakat bu enzim preparatlarinin
hazirlanmas1 i¢in ¢ok yiiksek safliktaki serbest enzimlerin uygun sekilde
kristallendirilmesi gerekir. Bu islem hem ¢ok yiiksek maliyetli hem de oldukca zordur.

Bazi enzimler i¢in bu islemin uygulanmasi imkansizdir (Roy & Abraham, 2004).

Capraz bagli enzim agregatlar1 (CLEA), capraz bagli enzim kristallerinin
gerektirdigi yliksek saflikta enzim ve kristal formda enzim gibi kisitlamalar1 ortadan
kaldirmak igin gelistirilen bir yontemdir. Iyonik olmayan polimerlerin ve suyla
karigmayan organik ¢oziiciilerin protein molekiillerinin su molekiilleri ile etkilesimleri
baz1 notral tuzlar kullanilarak azaltilir ve kovalent olmayan etkilesimler ile bir araya
gelerek agregatlar olusturup c¢okmeleri saglanir. Bu yontemle olusturulmus protein
agregatlar1 bi-fonksiyonel reaktifler ile capraz baglanarak ¢apraz bagli enzim
agregatlarin1 olusturur. Bu ndtral tuzlar ve organik c¢oziiciiler yardimiyla yapilan
agregatlastirma islemi protein saflastirmasinda da yaygin olarak kullanilan bir yontem
oldugu i¢in ¢apraz bagli enzim agregatlar1 yontemi i¢in saflagtirma ve immobilizasyonun
bir arada oldugu bir yontem denilebilir. Bu yontem immobilizasyon i¢in 6n saflagtirma
islemi gerektirmediginden oldukca kullanighdir (Suleka, Fernandez, Kneza, Habulina, &
Roger, 2011).

Capraz baghh enzim agregatlart (CLEA) yoOnteminde diger immobilizasyon
yontemlerinde de meydana gelen aktivite kayb1 ve kiitle transferindeki zorluklar gibi
dezavantajlar1 vardir. Capraz baglayict ve enzimin aktif merkezi arasinda dogrudan
etkilesim oldugunda aktivite kayb1 yiliksek olur (Cabirol, ve digerleri, 2008). Capraz
baglayici degistirilerek bu durumun etkileri azaltilabilir (Mateo, Palomo, Langen, &
Rantwiik, 2003). Kiitle transferlerinde karsilasilan zorluklar ise c¢apraz bagli enzim
agregatlarinin boyutlarindan kaynaklanir. Tanecik boyutunun kontrol edilebilmesi i¢in
enzim ve gluteraldehit konsantrasyonu parametreleri ¢ok onemlidir. Bu parametrelerde

yapilacak degisimlerle tanecik boyutunu kiitle transferinde kisitlama yaratmayacak
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bicimde ayarlamak miimkiindiir. Tiim bunlar goz Oniline alindiginda bu yontem

endiistriyel acidan da ilgi duyulan ve iizerine ¢alisilan bir yontemdir.

1.4.2. Destek materyali se¢cimi

Tasiyictya baglama ve tutuklama ile enzim immobilizasyonu yontemlerinde destek
materyaline ihtiya¢ duyulur. Enzim immobilizasyonunda segilen tasiyict ya da destek
materyalinin se¢imi Onemlidir. Secilen matris, enzimin baglanabilecegi fonksiyonel
gruplar iceren bir yap1 iskeletine sahip olmasimmin yaninda goézenek boyutu,
hidrofili/hidrofobik yapisi, ylizey kimyasi gibi fiziksel ve kimyasal ozellikleri ile
immobilize edilen enzimin katalitik 6zelliklerini belirler. Ideal bir destek materyalinde

aranan Ozellikler su sekildedir:

e Basinca kars1 fiziksel direng

e Hidrofiliklik,

e Enzimlere kars ilgisizlik (inert olma),

e Tiirevlendirme kolaylig1,

e Biyouyumluluk,

e Suda ¢6zlinmeme,

e Mikrobiyal saldirilara kars1 direngli olma,
e Diisiik maliyet,

e Kolay bulunabilirlik (Trevan, 1980)

Tasiyict olarak kullanilan destek materyalleri kimyasal bilesimlerine gore organik
ve inorganik olarak siiflandirilirlar (Cabral & Kennedy, 1991). Organik destek materyali
kendi igerisinde dogal ve sentetik olarak iki alt gruba ayrilirlar. Inorganik tasiyicilar
fiziksel, kimyasal ve mikrobiyal bozunmalara kars1 ytliksek stabilite gosterme gibi bir¢cok
avantaja sahip olsalar da endiistriyel uygulamalarin ¢cogunda organik destek materyalleri
tercih edilmektedir (Vaghari, ve digerleri, Application of Magnetic Nanoparticles in
Smart Enzym Immobilization, 2016).

Tablo 1.7. Enzim immobilizasyonu igin kullanilan destek materyalleri

Organik

Dogal polimerler
* Polisakkaritler: seliiloz, dekstran, nisasta, agar, agaroz, kitin, aljinat
* Protein: kollajen, albiimin

« Karbon
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Tablo 1.7. (Devam) Enzim immobilizasyonu igin kullanilan destek materyalleri

Sentetik polimerler
* Polistren

* Diger polimerler: poliakrilat, polimetakrilat, poliakrilamid, poliamid, vinil

Inorganik

Dogal mineraller
Bentonit, silika
Islenmis materyaller

Cam, metaller, metal oksitler

Matrislerin ortalama partikiil capi, sisme davranigi, mekanik dayanikliligi,
sikistirma davranigi gibi fiziksel 6zellikleri immobilize enzim sistemlerinin performansi
ve kullanilacak reaktdr tipinin belirlenmesi i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir. Ozellikle
destek materyalinin gozenek yapist ve partikiil boyutu tasiyicinin yiizey alanini
belirlediginden enzimlerin tasiyiciya baglanma kapasitelerine de dogrudan etkiler.
Gozenekli yapiya sahip olmayan destek materyalleri ¢cok az difiizyon sinirlamasi gosterir
fakat ylizey alanlar1 gbézenekli destekler kadar genis olmadigindan diisiik yiikleme
kapasitesine sahiptirler. Bu ylizden enzim immobilizasyonu i¢in genellikle gozenekli
malzemeler tercih edilir. Yiikleme kapasitesinin ve akis Ozelliklerinin optimize
edilebilmesi i¢in gézenekli malzemelerin kontrollii bir gézenek dagilimina sahip olmasi
istenir. Destek materyallerinde enzimin aktivitesini belirleyen diger 6nemli 6zellik ise
hidrofilik karakterdir (Gemeiner, 1992).

Agaroz yaygin olarak kullanilan bir matristir. Enzim immobilizasyonu i¢in yiiksek
yiikkleme kapasitesine yol agan godzenekli yapisinin yani sira hidrofilik karakteri,
tirevlendirme kolayligi, yiiklii gruplarin olmamasi (substrat ve iiriinlerin spesifik
olmayan adsorpsiyonu Onlenir) ve kolay bulunabilir olmas: gibi avantajlara sahiptir.
Ancak agaroz ve diger gozenekli destek materyalleri yliksek maliyetli tagtyicilardir. Bu
nedenle matris rejenerasyonuna ve matrislerin yeniden kullanimina izin veren tersinir
immobilizasyon yontemleri kullanilabilir (Khan & Alzohairy, 2010).

Gliniimiizde, destek materyali olarak kullanimi yayginlasan nanomalzemeler de
olduk¢a avantajli tasiyicilardir. Biyokatalizorlerin verimliligini belirleyen temel
faktorleri dengelemek icin yiizey alani, kiitle transfer direnci ve enzim yliklemesi gibi
ideal ozellikler sunar (Kim, Grate, & Wang, 2008; Feng & Ji, 2011). Nanoteknoloji,

biyoteknoloji ve biyomedikal alanlarda potansiyel uygulamalara yol agan enzim
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immobilizasyonu i¢in c¢esitli alternatifler saglamistir (Ansari & Husain, 2012). Son
zamanlarda uygulamalarda polimer mikrokiireler, nanolifler, nanotiipler gibi desteklere
immobilize edilen enzimlerle birlikte g¢esitli metal ve manyetik nano/mikro boyutta
taneciklere yapilan immobilizasyon ¢aligmalar1 rapor edilmistir (Kim, Grate, & Wang,
2006; Yim, Kim, Karajanagi, Kane, & Dordick, 2003).

Demir (ILIII) oksit, Fe3Os, koyu siyah renkli suda ¢oziinmeyen ve diisiik
reaktiviteye sahip bir mineraldir. Nano/mikro boyutlu parcacik formunda kolaylikla
hazirlanabilir. Bu tasiyicilar direkt ya da uygun destek materyalini olusturmak i¢in ¢esitli
yiizey aktif malzemelerle kaplanarak kullanilabilirler. Demir minerallerinden farkli
olarak kobalt ve nikel ferritleri de magnetik 6zellik, dayaniklilik, inertlik gibi 6zellikleri
sebebiyle tercih edilen destek materyalleridir. Bu tarz destek materyallerinin sahip oldugu
manyetik 6zellik sayesinde immobilize edilmis enzim soliisyon ortamindan disaridan

uygulanacak bir manyetik kuvvet ile kolaylikla uzaklastirilabilir (Zucca & Sanjust, 2014).
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2. MANYETIK NANOPARTIKULLER

Nanopartikiiller 100 nm altinda partikiil boyutuna sahip olan parcaciklar olarak
tanimlanmalaria ragmen literatiirde birkag¢ yliz nanometre partikiil boyutuna sahip olan
parcaciklar da nanopartikiil olarak adlandirilmaktadir (Huang & Juang, 2011).
Nanopartikiillerin sentezi i¢in manyetik 6zelligi olan kobalt (Co), nikel (Ni), demir (Fe)
gibi metaller veya metal oksitler kullanilir. Bu malzemeler arasinda y-Fe>O3; (maghemit)
ve Fe3O4 (manyetit) formu yaygin olarak kullanilan demir oksit manyetik nanopartikiiller,
diger manyetik malzemelere kiyasla biyouyumlu, diisiik maliyetli ve kolay sentezlenebilir

olmasi sebebiyle tercih edilirler (Konwarh, Karak, Rai, & Mukherjee, 2009).

Giliniimiizde manyetik nanopartikiillerin yiiksek yiizey alani/hacim orani, yiiksek
ozgiilliik, iyi kiitle transfer 6zellikleri, biyouyumluluk, siiperparamanyetik 6zellikler ve
hizl1 ayrilabilme gibi 6zellikleri sebebiyle proteinlerin ve enzimlerin immobilizasyonu ve
saflagtirilmasi, biyoayirma prosesleri, ila¢ tasinimi, ila¢ salinimi, biyosensorler, kirlilik
giderme gibi genis uygulama alanlar1 vardir (Funtes, Viseras, Ubiali, Terreni, &
Alcantara, 2001). Ozellikle protein ve enzimlerin immobilizasyonunda manyetik
nanopartikiiller oldukg¢a tercih edilen bir destek materyalidir. Manyetik nanopartikiiller
izerine immobilize edilen enzimler reaksiyon sonrasinda katalizoriin ortamdan ayrilarak
tekrar kullanilmasma olanak sagladigindan ikinci bir saflastirma islemine gerek
duyulmamaktadir. Bu sebeple diger yontemlerle karsilastirildiginda daha ekonomik, hizli

ve ¢evreci bir yontemdir (Vaghari, ve digerleri, 2016) .

Demir oksit manyetik nanopartikiiller genellikle yiliksek reaktiviteye sahip
tanecikler oldugundan bir ortama dogrudan maruz birakildiklarinda bozunabilirler.
Ayrica biyouygulamalarda kullanilan demir manyetik nanopartikiillerinin oksitlenmesi
istenmeyen durumlardan biridir. Bu sebeple bu tarz uygulamalarda ve protein
immobilizasyonlarda kullanilacak manyetik nanopartikiiller i¢in ¢esitli modifikasyon
yontemleri gelistirilmistir. Manyetik nanopartikiiller manyetik c¢ekirdek, bu cekirdegi
korumak i¢in ylizey kaplayict ve fonksiyonel kaplama olmak iizere li¢ kisimdan
olusmaktadir. Manyetik nanopartikiiller fonksiyonel kaplama kismi i¢in se¢ilen malzeme
ile kolaylikla islevsellestirilebilir ve ¢esitli enzim tiirlerinin baglanmasi i¢in kullanilabilir.
Bununla birlikte kullanilan fonksiyonel kaplama malzemeleri ile manyetik

nanopartikiillerin kolloidal kararlilik kazanmasi ve istenmeyen kiimelesmelerin
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onlenmesi, partikiillerin daha kararli hale gelmesi ve toksisitelerin azalmas1 saglanabilir.

(Barnakov, Yu, & Rosenzweig, 2005).

2.1. Manyetik Nanopartikiil Sentezleme Yontemleri

Manyetik nanopartikiiller fiziksel, kimyasal ve biyolojik metotlarla sentezlenebilir.

2.1.1. Fiziksel yontemler

Fiziksel yontemler ile manyetik nanopartikiil sentezleme yoOntemi ‘“‘yukaridan
asaglya” ve “asagidan yukariya” olarak adlandirilan yaklagimlardan olusmaktadir.
Yukaridan asagiya sentez yaklagiminda daha biiyiik boyuttaki malzemeler bilyeli
oglitmeyle nano boyutlu parcaciklar haline getirilir. Bu yontem ile istenilen boyutlarda
nanopartikiillerin elde edilmesi zordur (DeCastro & B.S. M, 2002). Asagidan yukartya
sentez yaklasiminda ise yukaridan asagiya yonteminin aksine daha iyi dagilmis ve nano
Olgekli parcaciklar elde edilebilir. Lazerle buharlastirma, tel patlama ve soygaz

yogunlastirma gibi yontemlerle yapilabilir (Biehl, Liithe, Dutz, & Schacher, 2018)

2.1.1.1. Bilyeli égiitme yontemi / Mekanik yontem

Bilyeli 6giitme yontemi yukaridan asagiya bir yaklasimdir. Bu yontemde daha
biiylik boyutlu pargaciklarin mekanik olarak daha kiigiik boyutta parcaciklara 6giitiilmesi
islemidir (Fecht, Hellstern, Fu, & Johnson, 1990; El-Eskandarany, 2001). Calisma
prensibi oldukc¢a basittir. Hammadde olarak kullanilacak malzeme 6giitme islemi igin
birgok bilyenin bulundugu i¢i silindirik bir ortama alinir ve bilyeler ile kati malzeme
arasindaki devam eden ¢arpigsmalarin sonucunda kati malzemeye uygulanan kinetik enerji
nano ya da mikro boyutta toz ile sonuglanir. Bilye/toz orani, bilyelerin boyutu, titresim
hizlari, 6glitme siiresi gibi parametreler nano/mikro boyutlu taneciklerin olugumunu
etkiler. Bu islemin en biiyilik dezavantaji kontaminasyona ¢ok agik bir yontem olmasidir.
Bununla birlikte kimyasal yontemlere kiyasla tanecikler arasinda daha genis boyut

dagilimi vardir (Mohamed & Mohamed, 2019).
2.1.2. Kimyasal yontemler

Kimyasal yontemlerle nanopartikiil sentezi asagidan yukariya yaklasimlardan

olusmaktadir.
2.1.2.1. Ikili ¢éktiirme yontemi

Ikili ¢oktiirme ydntemi kontrol edilebilir biiyiikliik ve manyetik dzelliklere sahip

olan manyetik nanopartikiillerin sentezlenmesi ic¢in yaygin olarak kullanilan
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yontemlerdendir (Kumar, 2013). Sentez sirasinda kullanilan malzemelerin zararh
olmamasi, uygulanmasinin kolaylig1 gibi sebeplerden dolay1 biyomedikal uygulamalarda
olduk¢a fazla kullanilir (Indira & Lakshmi, 2010). Bu sentez yontemiyle biiyiik
hacimlerde sentez yapmak miimkiindiir. Manyetik 6zelliklere sahip nanopartikiillerin
iiretimi i¢in farkli metal iyonlar1 kullanilir. Bu yontemde manyetik nanopartikiiller oda
sicakliginda veya yiiksek sicakliklarda inert bir atmosferde bir baz ilave edilerek sulu
metal tuzu ¢ozeltilerinden hazirlanir (Faraji, Yamini, & Rezaee, Magnetic nanoparticles:
synthesis, stabilization, functionalization, characterization, and applications, 2010).
Demir oksit manyetik nanopartikiillerin sentezi i¢in gerceklesen reaksiyon su sekildedir

(Indira & Lakshmi, 2010):

Fet? + 2Fe*3 + 80H™ — Fe(OH), + 2Fe(OH); — Fe; 0, + 4 H,0
Ikili ¢oktiirme yonteminde pH, metal iyonlar: ve konsantrasyonlari, kullanilan
tuzun yapisi, reaksiyon sicakligi, iyonik kuvvet ve reaksiyon ortami ve karistirma hizi,
bazik ¢o6zeltinin eklenme hizi gibi parametreler manyetik nanopartikiillerin boyutu ve
seklini etkiler. pH ve iyonik kuvvet degistirilerek sentezlenecek partikiillerin ortalama
cap1 kontrol edilebilir. pH ve iyonik kuvvet arttik¢a partikiillerin ¢ap1 diigsmektedir. Ayni
zamanda bu parametreler partikiillerin ylizey kompozisyonlarini degistirir bdylece

elektrostatik ylizey yiikii de degistirilmis olur (Wu, He, & Jiang, 2008).

2.1.2.2. Termal ayrisma (termal bozunum) yontemi

Termal bozunma ile monodispers nanopartikiil sentezlemek i¢in yiiksek sicaklik
altinda organometalik baslaticilar kullanilir. Termal bozunma yontemiyle sentezlenen
manyetik nanopartikiiller yiiksek kristallige sahip, boyutlar1 kontrol edilebilen
nanopartikiillerdir. ~ Organometalik  baslaticilarin =~ bozunma  siireci, manyetik
nanopartikiillerin istenen boyut ve sekilde sentezlenebilmesi i¢in organik yiizey aktif
maddelerin varhiginda gergeklestirilir (Effenberger, ve digerleri, 2017). Manyetik
nanopartikiil hazirlanmas1 i¢in kullanilan stabilize edici maddeler yag asitleri,
heksadesilamin ve oleik asittir. Termal bozunma isleminde kullanilan stabilize edici
ajanlar, manyetik nanopartikiillerin biiyiimesini kontrol eden nanopartikiillerin
cekirdeklenmesini yavaglatir ve 30 nm’den daha kiigiik kiiresel sekil ve istenilen boyutun
iiretilmesini saglayabilir. Reaksiyonun sicaklik gereksinimi kullanilan organometalik
baglaticinin tipine baghdir. Sicaklik derecesi, reaksiyon siiresi, yiizey aktif madde,

coziiclilerin tlirli gibi parametreler ile istenilen sekil ve boyutta nanopartikiil
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sentezlenebilir (Lu, Salabas, & Schiith, 2007; Patsula, ve digerleri, 2016). Bu yontem
homojen, tek tip boyutta ve biiyiik dl¢cekli manyetik nanopartikiillerin sentezi igin en iyi
yontemlerdendir (Kudr, ve digerleri, 2017). Bu yontemde toksik organik ¢oziiniir
coziiciilerin kullanim1 sentezlenen partikiillerin biyomedikal alanlarda kullanilmasini

sinirlar (Faraji, Yamini, & Rezaee, 2010).
2.1.2.3. Hidrotermal sentez yontemi

Hidrotermal sentez (solvotermal sentez) yonteminde nanopartikiiller otoklav gibi
kapali sistemler igerisinde yiiksek basing ve sicaklik altinda sulu bir ¢ozelti iginde
sentezlenir (Zhang, Zhang, Gao, & Zhang, 2016). Bu sentez yontemi ile manyetik
nanopartikiiller sentezlenirken hidroliz ve oksidasyon reaksiyonlar1 gergeklesir (Reddy,
Arias, Nicolas, & Couvreur, 2012). Bu yontem ultra ince tozlarin iiretimi ve farkl
materyallerden kristal olusturmanin basarili bir yoludur (Faraji, Yamini, & Rezaee,
2010). Sentezlenecek nanopartikiillerin morfolojisi ve kristalligi ¢oziicliniin uygun
sekilde karistirilmasi, zaman, basing miktar1 ve sicaklik gibi parametrelere baglhidir.
Hidrotermal sentez yonteminin yiiksek kristallik ve istenen sekil ve boyutta nanopartikiil

sentezlenebilmesi gibi avantajlar1 vardir (Zahid, ve digerleri, 2019).
2.1.2.4. Mikroemiilsiyon yontemi

Mikroemiilsiyon yonteminde birbirine karismayan yag ve su ylizey aktif madde
ortaminda kararli izotropik olarak dagilmasi yontemidir. Bu islemde yag ylizey aktif
madde ile karistirilir ve ortam sicakliginda manyetik olarak karigtirilir. Bu yontemde 6zel
ekipmanlara, yiiksek sicakliga ve basinca gerek duyulmaz. Sentez sonucunda elde edilen
taneciklerin sekil, boyut, kristal yapis1 gibi 6zellikleri sentez parametreleri degistirilerek
kontrol altina alinabilir (Agostiano, ve digerleri, 2000). Nanopartikiillerin 6zellikleri
sentez sirasinda kullanilan yiizey aktif maddeye ve bu maddenin yapisina bagl olarak
degisir (Sanchez-Dominguez, Aubery, & Solans, 2012). Yiizey aktif madde, su ve yag
arasinda olusan ara ylizey gerilimini azaltarak seffaf bir soliisyon olugmasini saglayan

amfifilik bir molekiildiir (Faraji, Yamini, & Rezaee, 2010).

Mikroemiilsiyon yontemi kullanilarak sentezlenen partikiillerin boyutlar1 daha
kiigiiktiir ve doygunluk magnetizasyonunda daha yiiksektir (Wu, He, & Jiang, 2008; Chin
& Yaacob, 2007). Bu mikroemiilsiyon sistemlerde organik faz ortaminda, organik faz ve
suyun olusturdugu ara yiizey, yiizey aktif maddelerle kararli hale getirilirken nano

boyutlu su kiireleri olusur. Bu kiireler yiizey aktif madde/su oranina gore degisir. Yiizey
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aktif madde/su oran1 15’in altinda oldugunda ters misel, {istiinde oldugu durumlarda ise
mikroemiilsiyon sistemler olusur. Olusan nano boyutlu su kiireleri molekiiler bazda
heterojen olmalarina ragmen termodinamik olarak kararli yapidadirlar. Nano boyutta
taneciklerin sentezlenebilmesi i¢in gerekli olan mikro reaktorler bu su kiireleridir. Su
kiirelerinin ~ biiylikliigli sentezlenen partikiillerin boyutunu etkileyen Onemli

parametrelerden biridir (Sato, 1995).

Mikroemiilsiyon yontemiyle sentezlenen nano boyutlu parikiillerin morfolojik

ozellikleri su parametrelere baglidir:

- Malzemenin kristal, kompozit veya saf yapida olmasi,
- Malzemenin derigimi,

- Yiizey aktif maddenin tiirt,

- Organik fazn tiiri,

- Su/organik faz molar orant,

- lkinci organik fazin tiirii,

- Tepki siiresi (Srikanth, Carpenter, Spinu, Wiggins, & O'Connor, 2001)

2.1.2.5. Sol-jel yontemi

Sol-jel yontemi nano boyutlu taneciklerin sentezi i¢in kimyasal bir yontemdir. Bu
islem, metal alkoksitlerin hidrolizini ve polikondenzasyon reaksiyonlarini igerir. Bu
reaksiyonlar sonucunda oda sicakliginda jel olusur. Nanopartikiil sentezi i¢in kullanilan
metal tuzlart suda veya diger ¢oziiciilerde ¢oziiliir ve kolloidal ¢ozelti hazirlamak igin
homojen olarak dagilir. Bu islemdeki tiim kimya, metal alkoksitlerin hidrolizi ve
polikondenzasyon reaksiyonlari ile oda sicakliginda jel olusumunu igerir. Metalik tuzlar
suda veya diger c¢oziiciilerde ¢oziiliir ve sol veya kolloidal ¢dzelti hazirlamak igin
homojen olarak dagilir (Ansari, Ruffinatti, Stura, Argenziano, & Abollino, 2019).
Parcaciklar arasinda Van der Waals kuvvetleri meydana gelir ve aradaki etkilesim,
karistirma ve sicaklik arttikca artar. Elde edilen karisim ¢dziicii ¢ikana kadar isitilir
ardindan ¢6zelti kurutulur ve en sonunda jel olusumu gerceklesir (Hasany, Ahmed, Rajan,
& Rehman, 2012; Mohamed & Mohamed, 2019). Bu yontem istenilen yapiya sahip
materyallerin deney parametreleri degistirilerek elde edilebilmesi, partikiil boyutunun
kontrol edilebilmesi ve monodispers fazin elde edilebilmesi, reaksiyon {iriinlerinin

homojenliginin kontroliiniin kolay olmasi ve sol-jel matriks i¢inde kendi 6zelliklerini
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koruyabilen molekiillerin yerlestirilebilmesi gibi avantajlara sahiptir. Ote yandan
sistemin pahalilig, i giicli gerektirmesi ve veriminin az olmasi gibi dezavantajlar1 vardir

(Shaker, Zafarian, Chakra, & Rao, 2013).
2.1.3. Biyolojik yontemlerle sentez

Biyolojik sentez yontemiyle nanopartikiil sentezlemek i¢in bitkiler ve mantarlar,
viriisler, bakteriler gibi canli mikroorganizmalar kullanilir (Verma, Pathak, Srivastava,
Prawer, & Tomljenovic-Hanic, 2021). Sentezlenen partikiiller biyouyumlu oldugundan
biyomedikal alanlarda kullanima uygundur. Verimli, ¢evre dostu ve temiz bir sentez
yontemidir. Ancak sentezlenen nanopartikiillerin dagilimi zayiftir (Komeili, 2012). Son
zamanlarda bu yontemle nanopartikiil sentezine ilgi yogunlagsmistir ancak bitkilerin
kullanilarak sentezlendigi nanopartikiillerin olusum mekanizmalar1 iyi anlagilamamistir
ve bu konu iizerine ¢aligmalar devam etmektedir (Komeili, 2012; Duan, Shapter, Qi,

Yang, & Gao, 2018).
2.2. Farkh Sentez Yontemlerinin Karsilastirilmasi

Manyetik nanopartikiillerin ~sentezlenebilmesi i¢in birgok farkli teknik
gelistirilmistir. Bu yaklasimlari fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak ii¢ gruba ayrilabilir.
Manyetik nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanilan yontemlerin detaylari Tablo 2.1.’de
Ozetlenmistir. Ancak, fiziksel ve kimyasal nanopartikiil sentezleme yontemleri arasinda
karsilagtirma yapilirsa partikiillerin  boyutunu ve seklini kontrol etmek fiziksel
yontemlerle zordur (Cuenya, 2010). Kimyasal yontemlerde boyut, sekil gibi 6zellikler
reaksiyon parametreleri ile kontrol edilebilir (W.Wu, He, & Jiang, 2008).

Tablo 2.1. Manyetik nanopartikiil sentezi icin kullanilan yontemlerin avantajlar: ve dezavantajlari

Sentez Yontemi Avantajlar Dezavantajlar
Fiziksel  Bilyeli 6glitme Kolay, ucuz Kontaminasyon riski
Yontemler Gaz faz1 biriktirme  Kolay Partikiil boyutu kontrolii zor
) ) ) Zay1f baglar
Sol-jel yontemi Partikiil boyutu kontroli ] )
Yiiksek gegirgenlik
Kimyasal  Ikili ¢oktiirme Kolay, etkili Safsizlik
Yontemler Hidrotermal sentez  Partikiil boyutu ve sekli kontrolii Yiiksek sicaklik ve basing
Ayn1 boyut ve dar boyut dagilimli
Oksidasyon metot ) Kiigiik boyutta kolloidler
partikiiller

Mikrobiyal =~ Mikrobiyal i .
Ucuz, yiiksek verim Uzun zaman gerekli
Yontemler inkiibasyon
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Basit bir sentez yontemi olmasi ve sahip oldugu diger dezavantajlar géz oniinde
bulunduruldugunda manyetik nanopartikiil sentezi icin ikili ¢oktiirme yontemi yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Sentezlenen manyetik nanopartikiillerin boyut ve
morfolojik 6zelliklerinin kontrolii g6z 6niine alindiginda termal ayristirma (bozunma) en
iyi yontem gibi goriilmektedir. Alternatif olarak, mikro emiilsiyonlar, cesitli
morfolojilerde ancak diisiik verimli monodispers halde nanopartikiilleri sentezlemek igin
kullanilabilir. Bununla birlikte mikro emiilsiyon yontemi i¢in biiyiik miktarlarda ¢oziicii
gerekmektedir. Hidrotermal sentez, yiiksek kaliteli manyetik nanopartikiillerin tiretimi
icin daha az kullanilan bir yontemdir. Manyetik nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanilan
yontemlerden ikili ¢oktiirme ve termal ayristirma (bozunma) en ¢ok kullanilan ve

caligilan yontemlerdir ve bu yontemler biiylik dl¢ekte hazirlanabilirler.

Bunun yam sira biyolojik yontemlerle manyetik nanopartikiillerin sentezi ¢evre
dostu, diisiik maliyetli, siirdiiriilebilir, tekrarlanabilir ve yiiksek verimli olmasi sebebiyle
tercih edilen bir yontemdir. Bitki aracil1 biyolojik sentez yontemi gelisme asamasindadir
(Gul, Khan, Rehman, Khan, & Khan, 2019). Mikroorganizmalarla sentezlenen
nanopartikiiller monodispers degildir ve sentez siiresi kimyasal ve fiziksel yontemlere
gore cok daha fazla zaman alir (Narayanan & Sakthivel, 2010). Tiim bunlar g6z Oniine
alindiginda, manyetik nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanilacak yontemlerin se¢imine
iliskin goriisler farklilik gosterir. Bu sebeple tek bir yontemin optimal ve en iyi yontem
olarak tanimlanmasi dogru degildir. Her yontemin kendi avantajlar1 ve dezavantajlar
vardir ve yontem se¢imi nanopartikiillerin verimi, morfolojisi, boyutlari, sekilleri,

yontemin maliyeti gibi faktorlere baglidir.
2.3. Demiroksit (Fe3O4) Manyetik Nanopartikiillerin Yiizey Modifikasyonlari

Manyetik nanopartikiillerin ¢ok farkli uygulama alanlar1 vardir. Cesitli yap1 ve
kompozisyonlarda manyetik nanopartikiillerin sentezi i¢in farkli bircok uygun sentez
yontemi gelistirilmis olmasina ragmen, farkli disiplinlerde etkin sekilde kullanimlarina
uygun olarak islevsellestirilmeleri gerekebilir. Uygun sekilde yilizey modifikasyonu
yapilan partikiillerde aglomerizasyon Onlenebilir ve stabiliteleri artirilabilir. Yapilan
caligmalarda ¢ogunlukla yiizey aktif madde olarak polimerik, organik maddeler ve enzim

kullanilmistir.

Ciplak demir oksit manyetik nanopartikiiller, asidik c¢ozeltilerde genellikle

kararsizdirlar ve yeniden kullanilabilirlikleri sinirlidir. Yiizey alani/hacim oraninin biiyiik
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olmas1 da uygulamada pargaciklarin zor toplanmasina ve dolayisiyla parcaciklar
arasindaki giliglii manyetik cekimler sebebiyle yiizey enerjilerinde minimizasyon
meydana getirerek sulu ¢ozeltilerdeki dagiliminin sinirlanmasina sebep olur. Enzimlerin
bu tiir ara yiizlere maruz kalmasi aktivitelerinin azalmasina veya kaybolmasina sebep

olabilir.

Sentez islemi sirasinda veya sonrasinda manyetik nanopartikiillerin yiizey
modifikasyonu ile bu tlir sinirlamalarin tstesinden gelinebilir. Yapilan bu yiizey
modifikasyon islemleri ile manyetik nanopartikiillerin biyouyumlulugu, dagilabilme
ozellikleri ve biyobozunurlugu gibi ylizey ozellikleri optimize edilir ve bunun yaninda
hidrofobik demir oksit nanopartikiillerin hidrofilik bir sistemde kullanilabilmesi i¢in bir
ortam saglar. Partikiillerin yiizey modifikasyonu i¢in oleik asit, laurik aist, alkilstilfonik
asitler ve alkilfosfonik asitler gibi yiizey aktif maddeler yaygin olarak kullanilir (Sahoo,
ve digerleri, 2001).

Polietilen glikol (PEG), polivinilpirolidon (PVP), poli (etilen-ko-vinil asetat),
poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve polivinil alkol (PVA) gibi ¢esitli polimerler de
manyetik nanopartikiillerin kaplamasinda kullanilabilir (Lee, ve digerleri, 2006). Ayrica
jelatin, dekstran, polilaktik asitler, nisasta, alblimin, lipozomlar, kitosan, etil seliiloz gibi
dogal malzemeler de kaplama amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Liu, ve digerleri,

2007).

Fiziksel ve kimyasal Ozellikleri manyetik nanopartikiillerin uygulanabilirligi
iizerinde belirleyicidir. Bu nedenle yiizey morfolojisi, kimyasal bilesim ve fonksiyonel
gruplarin dagilimi gibi ylizey Ozelliklerinin bilinmesi i¢in yiizey karakterizasyon
teknikleri kullanilir. Yiizey karakterizasyonu i¢in Fourier doniisiimlii kizilotesi
spektroskopisi (FTIR), atomik kuvvet mikroskobu (AFM), taramal1 elektron mikroskobu
(SEM), gegirimli elektron mikroskobu (TEM), X-isin1 kirimim analizi (XRD) ve
termogravimetrik analiz (TGA) gibi temel teknikler kullanilir.

2.4. Demiroksit (Fe3O4) Manyetik Nanopartikiillerin Yiizey Aktivasyonu
2.4.1. Gluteraldehit aktivasyonu

Gluteraldehit, immobilizasyonda yaygin olarak kullanilan bir ¢apraz baglama
ajanidir. Gluteraldehit, manyetik nanopartikiillerin fonksiyonellestirilmesi i¢in kaplama

ajanlari ile kullanilir. Kaplama malzemesinin iizerindeki amino gruplari, gluteraldehitin
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karboksil grubuyla reaksiyona girer ve bdylece aktive edilmis partikiillerin yiizeyi
gluteraldehitin karboksil grubuna sahiptir. Partikiille olugsacak baglanti, gluteraldehitin ve
diger birkag fonksiyonel grupla iki islevli bir reaktifin polimerizasyonu sebebiyle olusur.
Bu islem birden fazla noktada gerceklesen kovalent baglamayi kolaylastiran yiiksek pH
ve sicakliklarda son derece kararlhidir (Barbosa, ve digerleri, 2014; Adriano, Mendonga,

Rodrigues, Mammarella, & Giordano, 2005; Habeeb & Hiramoto, 1968).

2.4.2. Karbodiimid aktivasyonu

Karbodiimid aktivasyonu ile baglanma basit ve yiiksek verimli oldugundan son
donemlerde iizerine c¢alismalar yapilan bir konudur (Chen & Liao, 2002). 1-etil-3-[3-
dimetilaminopropil] karbodiimid hidrokloriir (EDC), suda ¢6ziinen bir ¢apraz baglama
ajanidir. Bu baglama maddesi karboksil gruplarmi birincil aminlere baglamak icin
kullanilir. Birincil aminlerle spontan reaksiyon i¢in karboksil gruplarimi aktive eden
capraz baglayici, amin baglarmin olusumunu kolaylastirilir. Karbodiimidin capraz
baglanmasi, suda ¢oziiniir oldugu i¢in organik ¢oziiciiler eklenmeden de
gerceklestirilebilir. Bunun yani sira, fazla reaktif ve ¢apraz baglanma yan firiinleri,
reaksiyondan su ya da seyreltik asitlerle yikandiginda kolaylikla uzaklastirilabilir
(Sheehan, Cruickshank, & Boshart, 1961).

2.5. Manyetik Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Manyetik nanopartikiillerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini incelemek icin farkl
karakterizasyon teknikleri kullanilir. Nanopartikiillerin boyutlarindaki kiictik bir
degisiklik bile 6zelliklerini degistirebilir. Manyetik nanopartikiilleri karakterize etmek
icin zeta potansiyeli, Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR), taramali
elektron mikroskobu (SEM), gecirimli elektron mikroskobu (TEM), X-1sim1 kirinim
analizi (XRD) ve termogravimetrik analiz (TGA), titresimli 0rnek magnetometresi

(VSM) gibi analiz yontemleri kullanilir.

Zetasizer, partikiillerin boyutu ve yiizey yiikii gibi 6zelliklerinin karakterizasyonu
icin kullanilir. pH ve izoelektrik nokta partikiiller i¢in 6nemli bir parametredir. Zeta
potansiyeli bir slispansiyondaki partikiiller tarafindan sergilenen fiziksel bir 6zelliktir. Bir
partikiil ylizeyindeki net yiikiin olusturulmasi iyonlarn dagilimimi etkiler. Zeta
potansiyelinin biiylikligii sistemin kararliligini etkileyen bir degerdir. Partikiillerin zeta
potansiyeli biiyiik bir negatif ya da pozitif bir degerse birbirlerini itmeye meyillidirler
dolayisiyla partikiillerin bir araya gelme egilimleri bulunmaz. Deger diistiik¢e

34



partikiillerin bir araya gelme olanagi artar. Topaklanmanin en yiiksek degeri zeta
potansiyeli 0 oldugunda goriiliir. Bir siispansiyon i¢inde negatif yiiklii zeta potansiyeline
sahip partikiil oldugu durumda bu siispansiyona daha fazla alkali ilavesi oldugunda
partikiiller daha fazla negatif yiikle yiiklenirler. Ancak bu siispansiyona asit ilave
edildiginde belirli bir zaman sonra yiikiin nétralize olacagi bir noktaya ulasir. Daha fazla
asit ilavesi ile pozitif yilik olusur. Egrinin 0 zeta potansiyelinden gectigi nokta izoelektrik
nokta olarak adlandirilir. Uygulamada bu deger énemlidir ¢ilinkii kolloidal sistemin en
kararli oldugu nokta izoelektrik noktasidir. Kararli ya da kararsiz siispansiyonlar
arasindaki ayirim genellikle +30 mV veya -30 mV olarak kabul edilir. Zeta potansiyeli
+30 mV degerinden daha yiiksek ya da -30 mV degerinden daha diisiik oldugunda

partikiillerin kararli oldugu kabul edilir.

Gegirimli elektron mikroskobu (TEM), partikiillerin ¢ekirdek boyutunu, boyut
dagilimini ve seklini belirlemek i¢in kullanilir. Yiiksek ¢oziiniirliiklii TEM, kristal yapili
nanopartikiillerin ylizey atomik diizenlemelerini belirlenmesi i¢in kullanilir. Taramal
elektron mikroskobu (SEM), mikro ve nano boyutlu manyetik nanopartikiillerin
morfolojisini ve boyutunu belirlemek i¢in kullanilir. SEM, TEM’den daha diisiik
cozliniirliige sahiptir (Profeta, ve digerleri, 2005).

X-1sm1 difraksiyonu (XRD) kullanilarak sentezlenen partikiillerin kristal yapisi,
malzemenin faz degisimi ve ortalama parcacik boyutu hesaplanabilir (Inouye, ve
digerleri, 1982). XRD’nin keskin tepe noktalari, Debye Scherrer denkleminde (Esitlik 1)
kullanilarak tanecik boyutu hesaplanir. Boyutlarinin belirlenmesi zor olan ve kristal

yapida olmayan nanopartikiiller i¢in genis tepeler elde edilir.
Dy = kA/BcosO (1)

Bu esitlikte D ortalama tanecik boyutu, k kristal bicimine bagl bir sabittir ve
genelde 0,89 olarak alinir; A X-1511 dalga boyu (1.54060A), B FWHM (full width at half

max) pikin yarisindaki maksimum genislik ve 6 Bragg acisidir.

Fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi (FTIR), manyetik nanopartikiillerin
yapisi ve baglanma &zelliklerini belirlemek icin kullanilir. Ozellikle islevsellestirilmis
manyetik nanopartikiillerin her agsamasi sirasinda herhangi bir organik molekiiliin islevsel
grup varligini belirlemek i¢in bu teknik dnemlidir. Bu analizle bilesiklerin baglanmasi,

uygun pik olusumlariyla kanitlanabilir (Grass, Athanassiou, & Stark, 2007).
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Termogravimetrik analiz (TGA) ile manyetik nanopartikiillerin yiizey aktif
maddelerle kaplanmasindan sonra ylizey kaplamasi ve polimerler ile kaplama olusup
olusmadig1 ve bu baglanmanin etkinligini belirlemek icin kullanilir. Bu analizde artan
sicaklikla partikiillerin agirliginin azalmasi, kaplamanin dis ve i¢ katmanlarinin kiitle

kayiplarina baglanir (Shen, Laibinis, & Hatton, 1999).

Titresimli numune magnetometresi (VSM) teknigi ile manyetik nanopartikiillerin
manyetizasyon 0Ozelligini belirlemek i¢in kullanilir. Bu teknikte oda sicakliginda
uygulanan bir dis manyetik alan altinda sentezlenen manyetik nanopartikiillerin mnyetik
ozellikleri belirlenir. Manyetik nanopartikiillerin boyutu nano ve mikro dl¢ekler arasinda
degisir, siiperparamanyetik o6zellikler gosterir. Bu nnopartikiillere uygulanan manyetik
alana kars1 hassasiyet gosterip etkilesime girebilirler (Pathak, Jain, Kumar, Wang, & Pant,
2019). Manyetik alan uygulandiginda manyetik nanopartikiillerin manyetizasyonlari
genellikle -3 ile 3 T arasinda degerlendirilebilir. Ayrica kabugun manyetizasyona

etkisinin etkin bir sekilde belirlenmesi i¢in de kullanilir (Foner, 1959).
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3. AMILAZLAR

Amilazlar, hidrolazlarin mikroorganizmalarda, bitkilerde ve hayvanlarda yaygin
olarak bulunan bir siifidir. Bitkilerdeki bir depolama polisakkariti olan nigastadaki O-
glikosidik baglar1 spesifik olarak pargalayabilirler. Nisasta, lineer glikoz polimeri o-1,4
baglar1 igeren amiloz ve a-1,4 glikoz kalintilarinin lineer zincirlerinin a-1,6 baglariyla
birbirine baglandig1 dall1 bir polimer olan amilopektin olmak iizere iki bilesenden olusur
(Sekil 3.1-2.). Amilazlar tarafindan gerceklestirilen nigasta depolimerizasyonu birgok

uygulamada kullanilir.

CH,OH CH,OH

Sekil 3.1. Amiloz molekiiliinde tekrar eden glukoz birimleri

CH,OH
)
H  HA H
>| OH H
0 o B
H OH
CH,OH CH,
0 )
H H /4 H H /4 H H

Sekil 3.2. Amilopektin molekiiliindeki dallanma bélgesi (4):0-1,4 glikozidik baglanti, (B):a-1,6 glikozidik
baglanti

3.1. Amilaz Tipleri
Amilazlar, etki bi¢imlerine gore {i¢ ana gruba ayrilabilir: endoamilazlar,

ekzoamilazlar ve dallanmay1 kesen enzimler.
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3.1.1. Endo-amilazlar

Sivilastirict enzimler olarak da bilinen bu enzimler substratin i¢ bolgesinde bulunan
baglart hidrolize eder. Endoamilazlar, nisasta icerigindeki bilesenleri (amiloz,
amilopektin ve ilgili polisakkaritlerdeki a-1, 4 glikozidik baglar1) pargalayan ve nisasta
cozeltisinin viskozitesinin hizli bir sekilde azalmasina ve ayrica iyot boyama giiciiniin
azalmasina neden olan a-amilazlar en iyi bilinen endo-amilazlardir (Jin, Leeuwen, &

Patel, 1999).

3.1.2. Ekzo-amilazlar

Ekzo amilazlar kompleks bir karbonhidratin kendisini olusturan basit
monosakkaritlerine déniistiiriilmesi islemini yapan enzimler olarak bilinir. Indirgen
olmayan ug kisimlarda itibaren enzimi pargalayan B-amilazlar,
amiloglikozidaz/glikoamilaz ve a-glukosidazlar ekzoamilazlardandir. f-amilazlar, a-1,4-
glikozidik baglarini hidrolize edebilir fakat a-1,6 dallanma noktalarin1 gegemez ve nisasta
zincirini indirgen olmayan ucundan itibaren parcalar. Amiloglikozidaz/glikoamilaz, a-1,4
ve a-1,6 glikozidik baglar parcalar. a-glukosidazlar, 6zellikle amiloz ve amilopektine
etki eden diger enzimler sayesinde meydana gelmis kisa zincirli oligosakkaritler
iizerindeki o-1,4baglarin1 hidrolize eder. Endoamilazin etkisine kiyasla bu enzimleri

nigastanin viskozitesinde ve iyot boyama giiciinde yavas bir azalma ile sonuglanirlar.

3.1.3. Dallanmayi kesen enzimler

Nisasta bilesenlerindeki dallanma noktalar1 a- ve B- amilazlarin saldirilarina karsi
direng gosterirler. Pullulanaz spesifik olarak bu baglantilara saldirir. Glukoamilaz da bu
baglantilara ve dallanmaya saldirabilir ancak reaksiyon pullulanaz etkisine kiyasla daha

yavas ilerler (Muralikrishna & Nirmala, 2005).
3.2. Alfa Amilaz

a-amilazlar (EC 3.2.1.1 endo-1,4-a-glukohidrolaz), lineer amilaz zincirinde
bulunan bitisik glikoz birimleri arasinda 1,4-o-D-glukosidik baglari rastgele pargalayan
hiicre dis1 enzimlerdir. Substrat molekiillerinin i¢ kismindaki baglarini1 pargalayan
endoenzimler smifina aittirler. a-amilazlar, molekiiler agirligi 20-55 kDa olan kiigiik
proteinlerdir. Tek bir polipeptit zincirine sahip ayni zamanda kalsiyum iceren

enzimlerdir. ai-amilazlar farkli kaynaklardan elde edilebilirler ve farkli kaynaklardan elde
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edilmis a-amilazin amino asit bilesimi birbirlerinden olduk¢a farklidir, ancak katalitik

islevi aynmidir (Vander, Uitdehaag, Leemhuis, & Dijkhuizen, 2002).
3.2.1. Alfa amilaz kaynaklar:
3.2.1.1. Bitkisel kaynakl alfa amilazlar
a-amilazlar bugday, ¢avdar, piring, misir, yer fistig1 ve bir¢cok bitkide bulunur ve

bu bitkilerden izole edilebilir.

3.2.1.2. Hayvansal kaynakl alfa amilazlar

Hayvanlarin pankreasinda ve tiikiiriik salgisinda a-amilaz bulunur. Pankreatik
amilazlar, pismis nisastay1 ve pismemis nisastay1 hidroliz eder ve dekstrin ve maltoza
doniistlirtir. Agir metal iyonlar1 tarafindan hizla inaktive olurlar. Kloriir iyonlarinin
varliginda, pH 7.0’de optimum aktivite gdzlenir ve stabilite i¢in kalsiyum kloriir iyonlar1
gerekir (Granger, Abadie, & Marchis-Mouren, 1975). Tiikiirik amilazi, pisirilmisg
nigastay1 dekstrin ve maltoza hidrolize edebilir (optimum pH 6.7 ve kloriir iyonlar

tarafindan aktive edilir).

3.2.1.3. Mikroorganizma kaynakl alfa amilazlar

oi-amilazlar hayvanlar ve bitkilerden izole edilmesine ragmen, kontrollii kosullarda
ve kisa siirede iriin elde edilmesi sebebiyle asil kaynagi mikroorganizmalar
olusturmaktadir (Lonsane & Ramesh, 1990). Mikroorganizmalar igerisinde de
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus candidus gibi bazi funguslar ve
Pseudomonas saccharophila ve dogada yayilis1 genis olan Bacillus tiirleri ve alt tiirleri
gelmektedir (Pandey, ve digerleri, 2000).

Funguslardan izole edilen fungal a-amilazlar sicakliga bakteriyel kaynakli o-
amilazlardan daha az direncgli ve daha az stabildir. Bu nedenle ¢alismalarda yogunluklu

olarak bakteriyel kaynakli amilazlar 6zellikle de Bacillus amilazlar kullanilmaktadir

(Wolfgang, 2007).
3.2.2. Alfa amilaz kullanim alanlari

a-amilazlar, gida, fermantasyon ve tekstilden kagit endiistrisine kadar farkli bir cok
endiistriyel uygulamalarla giinlimiiz biyoteknolojisinde biiyiikk Onem tasimaktadir
(Pandey, ve digerleri, 2000). ai-amilazlar, endiistriyel amilazlarin en popiiler ve 6nemli

formlarindan biridir. a-amilazlar pahali olmamasi ve ticari olarak temin edilebilir olmasi,
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buna ek olarak analizlerinin hizli, basit ve ucuz olmasi sebebiyle oldukga ilgi ¢ekicidir

(Patcharin, Juming, & Barbara, 2003).

a-amilazlar, 6zellikle bakteri ve fungus kaynakli olanlar olmak {izere 6nemli bir

endiistriyel enzimdir. a-amilazlar i¢in birgok uygulama mevcuttur:

e Ilag endiistrilerinde uygulama (Arica, Bayramoglu, & Yilmaz, 2004)

e Kagit liretiminde, gida ve fermantasyon endiistrisinde (Pandey, ve digerleri,
2000)

e Firncilik ve tekstil endiistrisinde

e Deterjanlarda

e Nisastadan faydali biyokimyasallar elde etmek icin, nigasta sivilastirma, nisasta
bozunmasi, oligosakkaritlerin tiretimi i¢in sentetik kimyada (Terashima &
Katoh, 1996)

e Klinik kimya ve klinik tipta akut pankreatit teshisi serum veya idrar, o.-amilazlar

aktivitesinin belirlenmesi i¢in biyoteknolojide uygulama (Panteghini, ve

digerleri, 2002)
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4. DENEYSEL CALISMALAR

4.1. Kullanmilan Kimyasallar

Tez ¢aligmasinda kullanilan kimyasallar Tablo 4.1.’de listelenmistir.

Tablo 4.1. Kullanilan kimyasallar

Kimyasal Formiil Marka

Demir (IT) klortir FeCl2. 4(H20) Carlo Erba
Demir(IlT)kloriir hekzahidrat FeCl3. 6(H20) AFG Bioscience
Sodyum hidroksit NaOH AFG Bioscience
Agar (C12H1809)n Sigma-Aldrich
Karboksimetilseliilloz sodyum NaCMC Fischer Scientific
Pektin (Elma) Sigma-Aldrich
Fungal Alfa Amilaz (EA20) Tito

Nisasta (CsH1005)n AFG Bioscience
Di-sodyum hidrojen fosfat NazHPOs. 12(H20) Sigma-Aldrich
(dodekahidrat)

Sodyum di-hidrojen fosfat NaH>PO4 Sigma-Aldrich
Sitrik Asit CeHs0O7 AFG Bioscience
Orto-fosforik asit (%85) H3PO4 Merck

Etanol (%95) C.HsOH Sigma-Aldrich
Coomassie Brilliant Blue G 250 C47HasN3NaO7S:2 Sigma-Aldrich
Bovine Serum Albumin Biowest
Gluteraldehit (%25) CsHsO2 Sigma-Aldrich
Potasyum iyodiir KI Carlo Erba

Iyot L Carlo Erba
Hidroklorik Asit (=37%) HCI Fluka

Potasyum bromiir (FT-IR safliginda, KBr Sigma-Aldrich
>99)

4.2. Kullanilan Cihazlar

Tez c¢alismalar1 sirasinda kullanilan cihazlar ve modelleri Tablo 4.2.°de

listelenmistir.

Tablo 4.2. Kullanilan cihazlar

Cihaz Marka/Model

Hassas Terazi AXIS/ACN 220

Manyetik Karistirici Heidolph/MR Hei-Standard
Santrifiij Nuve/NF 200

41



Tablo 4.2. (devam) Kullanilan cihazlar

Vakumlu Etiiv Binder/VD 23

pH Metre Mettler Toledo/SG2
Ultra Saf Su Cihazi Milli-Q®

Ultrasonik Su Banyosu CaliskanLab/LAB.ULT.4045
Calkalamali Su Banyosu Mikrotest/MCS-30

X- Isin1 Kirmmimi (XRD) Rigaku/MiniFlex 600
Fourier Doniistim Spektroskopisi (FTIR) Shimadzu/IR Tracer-100
SEM - Desktop HITACHI/TM3030Plus
Termogravimetrik Analiz Cihazi (TGA) Perkin Elmer /STA 6000
UV-Vis Spektroskopisi Shimadzu/UV-2600
Titresimli Ornek Manyetometresi (VSM) Crygonic Limited PPMS

4.3. Manyetik Nanopartikiil Sentezi

4.3.1. Ciplak manyetik nanopartikiillerin sentezi
Manyetik nanopartikiiller literatiirde 6rnekleri bulunan ikili ¢oktiirme yonteminde
baz1 degisiklikler yapilarak sentezlendi. Manyetik nanopartikiillerin sentez reaksiyonu su

sekildedir (Diaz-Hernandez, ve digerleri, 2018) :
Fet? + 2Fe*3 + 80H™ —» Fe;0, + 4 H,0

0,25 M FeClz . 4H20 ve 0,5 M FeCls . 6H20 c¢ozeltileri Milli-Q saf su cihazindan
elde edilen ultra saf suyla (15.0 MQcm at 21.8 °C) hazirlandi. 2:1 molar oranda hazirlanan
ferrik ve ferr6z ¢ozeltilerinde esit hacimlerde alinarak karistirildi. Olusturulan karigima
N2 gazi altinda, manyetik karistiricida, oda sicakliginda soliisyon tamamen siyah olana
kadar 2 M NaOH c¢o6zeltisi damla damla eklendi. 30 dakika sonunda karistiricidan alinan
sollisyon 3000 rpm’de 3 dakika siireyle santrifiij edildi. Santrifiij sonunda iistte kalan
stipernatan kisminin pH’1 ndtr olana kadar partikiiller saf suyla yikandi. Ardindan ¢okelti
petrilere alinarak 40°C’de vakum altinda etiivde kurutuldu (Sekil 4.1.). Petrilerden

kazinan partikiiller sonraki kullanimlar i¢in 4°C’de saklandi.
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FeCL.4H,0 FeCl;.6H,0O 2M NaOH

L
»

Sekil 4.1. Ciplak manyetik nanopartikiillerin sentez asamalari

Sekil 4.2. Sentezlenen manyetik nanopartikiiller saf su icerisinde (solda), kurutulup kazindiktan sonra
(sagda)

4.3.2. Yiizey aktif madde ile kaphh manyetik nanopartikiillerin sentezi
Yiizey aktif madde ile kapli manyetik nanopartikiillerin sentezinde izlenen genel

akis Sekil 4.3°te sematize edilmistir.
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2M NaOH

FeCL4H,0  FeCli.6H,0 I_N—
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%0.5 - %1 wiv
Yiizey Kaplama
Malzemesi

Sekil 4.3. Yiizey aktif madde ile kapli manyetik nanopartikiillerin sentez asamalar

4.3.2.1. Agar kapli manyetik nanopartikiil sentezi

Manyetik nanopartikiillerin sentezi ve yiizeylerinin agar ile kaplanmasi simultane
olarak gerceklestirildi. Onceki asamalarda hazirlanan Fe™? ve Fe™ igeren ¢ozeltilerden
esit hacimler alinarak 100 mL’lik soliisyonlar hazirlandi. Bu soliisyonlar, %0,5 (w/v)
veya %1 (w/v) olarak hazirlanan agar ¢ozeltilerine damla damla eklendi. Olusan karisim
manyetik karistiriciya alindi, oda sicakliginda, N> gazi altinda 2 M NaOH damla damla
olacak sekilde eklendi. Soliisyon tamamen siyah oldugunda reaksiyon sonlandirildi.
Karistiricidan alinan soliisyon 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Cozelti notr pH’a
gelene kadar saf suyla yikandi. Ardindan ¢okelti olan partikiiller petrilere alinarak

40°C’de vakum altinda etiivde kurutuldu. Elde edilen partikiiller sonraki kullanimlar i¢in

buzdolabinda 4°C’de saklandi.

Sentezlenen partikiillerin s1vi ortamda digaridan uygulanan manyetik bir kuvvete

verdigi tepki incelendi.
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a) b)

Sekil 4.4. Sentezlenen %0,5 w/v agar kapli manyetik nanopartikiillerin uygulanan manyetik kuvvet
karsisinda gosterdikleri manyetik ozellik (a) 0s, (b) 15 s, (c) 71 s

4.3.2.2. Pektin kapli Manyetik nanopartikiillerin sentezi

Her birinden 500 mL olacak sekilde %0,5 (w/v) ve %1 (w/v) pektin soliisyonlar1
saf suyla hazirlandi. Karisimlar 24 saat boyunca manyetik karistiricida, oda sicakliginda
bekletildi. Hazirlanan 0,5 M FeCls . 6H20 ve 0,25 M FeCl> . 4H20 c¢ozeltilerden esit
hacimler alinarak 100 mL’lik soliisyonlar hazirlandi. Pektin soliisyonlarina hazirlanan
demir soliisyonu damla damla eklendi. Soliisyonun tamami eklendikten sonra karigim
manyetik karigtirictya alindi ve oda sicakliginda N> gazi altinda damla damla 2 M NaOH
eklemesi yapildi. Soliisyonun rengi tamamen siyaha dondiigiinde reaksiyon durduruldu.
Karisim 3000 rpm’de 3 dakika siireyle santrifiijlendi, ¢ozelti lizerindeki ¢ozelti pH’1 notr
olana kadar partikiiller saf suyla yikandi. Cokeltiler petrilere koyularak kurumasi i¢in
40°C’de vakumlu etiivde bekletildi. Tamamen kuruyan partikiiller daha sonra

kullanilmak tizere 4°C’de saklandi.

Sentezlenen partikiillerin sivi ortamda disaridan etki eden bir manyetik kuvvete

verdigi cevap gozlendi.

K| v,

a) b) ©)

Sekil 4.5. Sentezlenen %0,5 w/v pektin kapli manyetik nanopartikiillerin uygulanan manyetik
kuvvet karsisinda gosterdikleri manyetik ozellik (a) 0 s,(b) 30's, (c) 165 s
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4.3.2.3. Karboksimetil seliiloz sodyum kapli manyetik nanopartikiil sentezi

500 mL %0,5 (w/v) ve 500 mL %1 (w/v) NaCMC c¢ozeltileri 24 saat oda
sicakliginda manyetik karistiricida bekletilerek hazirlandi. 1:2 molar oranda karistirilan
Fe*? ve Fe™ ¢ozeltisi damla damla NaCMC soliisyonlarina eklendi. Olusan karigim
manyetik karistirictya alinarak, oda sicakliginda, N> gazi altinda, 2M NaOH damlatilarak
eklendi. Soliisyon tamamen siyaha dondiiglinde reaksiyon sonlandirildi. Karigim 3000
rpm’de 3 dakika stirelerle santrifiij edilerek, siipernatant ntr pH olana kadar, partikiiller
saf suyla yikandi. Cokelti kismi petrilerde toplanarak vakum altinda 40°C’de etiivde

kurutuldu. Tamamen kuruyan partikiiller petrilerden toplanarak 4°C’de depolandi.

Sentezlenen partikiillerin siv1 igerisinde disaridan uygulanan bir manyetik kuvvet

karsisindaki davraniglar1 incelendi.

a) b) ©)

Sekil 4.6. Sentezienen %0,5 w/v CMC kaph manyetik nanopartikiillerin uygulanan manyetik
kuvvet karsisinda gésterdikleri manyetik ozellik (a) 0s, (b) 20 s, (c) 105 s)

4.3.3. Glutaraldehit ile manyetik nanopartikiillerin fonksiyonellestirilmesi
(Glutaraldehit Aktivasyonu)

Immobilizasyonda kaplama malzemeleri ile capraz baglayici ajan olarak
glutaraldehit kullanildi. Sentezlenen partikiillerin gluteraldehit aktivasyonu i¢in 0,05 M
pH 8 fosfat tampon ¢ozeltisi ile hazirlanan %0,5, %1, %3 ve %5 (v/v)’lik glutaraldehit
soliisyonlar1 kullanildi. Partikiiller glutaraldehit soliisyonlar: icerisinde oda sicakliginda
ultrasonik su banyosunda, 1 saat boyunca bekletildi, ardindan pH 8 tampon ¢ozeltisiyle

iicer kez yikandi ve 40°C’de etiivde kurutuldu.
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4.4. Sentezlenen Manyetik Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Sentezlenen partikiiller Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR), X-
1511 kirmimi (XRD), Termogravimetrik analiz (TGA), titresimli 6rnek magnetometresi
(VSM), Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) gibi yontemlerle karakterize edildi.
44.1. FT-IR

Sentezlenen partikiillerin yapisindaki fonksiyonel gruplarin belirlenmesi ve
yiizeylerinin kaplandiginin ispatlanmasi i¢in FTIR spektroskopisi kullanildi. Manyetik
partikiil numuneleri sabit tartima gelene kadar 2 giin boyunca 40°C’de vakum altinda
kurutuldu. Ardindan her numune 0,1 gram %99 saflikta KBr tozunda kiitlece %1 oranda
olacak sekilde KBr ile karistirilip pellet haline getirildi. Partikiillerin spektrumlari
Shimadzu, IR-Tracer 100 cihaziyla 350-4700 cm™! araliginda kaydedildi (Sekil 4.7.).

Sekil 4.7. FTIR analizleri i¢in kullanilan Shimadzu, IR-Tracer 100 cihazi

4.4.2. XRD
Sentezlenen partikiillerin kristal yapis1 40 kV voltaj, Cu Ko radyasyon kaynag: (A

= 1.54 A) ile ¢alisan Rigaku marka MiniFlex 600 model difraktometre kullanilarak
incelendi. Numunelerin analizi 10-80° (20) araliginda 0.02° s!' tarama hizinda
gergeklestirildi. Elde edilen verilerden yola c¢ikilarak Debye Scherrer esitligi ile
partikiillerin tanecik boyutlar1 hesaplanmistir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. XRD analizleri igin kullanilan Rigaku, MiniFlex 600
4.4.3. TGA

Partikiillerin termal bozunumlar1 10°C/dk 1sitma hizi ile, 20°C- 600°C sicaklik
araliginda, azot gazi akisinda Perkin Elmer/STA6000 cihazi kullanilarak incelendi (Sekil
4.9). 6 — 8 mg araliginda alinan ¢iplak ve kaplanmig manyetik nanopartikiillerin elde
edilen termogramlar1 dogrultusunda her bir numunenin sahip oldugu polimer yiizdesi

hesaplandi.

Sekil 4.9. TGA analizleri i¢in kullanilan STA6000

4.4.4. VSM

Sentezlenen partikiillerin manyetik histerezis 6l¢iimleri ODTU Merkez
Laboratuvar1 tarafindan oda sicakliginda, Cryogenic Limited PPMS cihaziyla
gergeklestirilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. VSM analizleri i¢in kullanilan Cryogenic Limited PPMS (Elektrik, Manyetik ve Optik
Ozellikler Olgiim Laboratuvar: (EMOL), 2021)

4.4.5. SEM

Sentezlenen partikiillerin yiizey morfolojisi “Anadolu Universitesi Bitki, Ila¢ ve
Bilimsel Arastirmalar Uygulama Merkezi> (AUBIBAM) tarafindan HITACHI
TM3030Plus Masaiistii Tip Taramali Elektron Mikroskobu cihaziyla 15 kV islem
kosulunda 5k ve 10k biiylitme oranlar1 ile incelenmistir (Sekil 4.11.).

Sekil 4.11. SEM analizleri i¢in kullanilan HITACHI TM3030Plus Masaiistii Tip Taramali Elektron
Mikroskobu (HITACHI Hightech: Technical Explanation, 2021)
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4.5. Sentezlenen Partikiiller Uzerine Enzim Immobilizasyonu

Sentezlenen ¢iplak ve %0,5 (w/v), %1 (w/v) agar kapli manyetik nanopartikiiller
iizerine alfa amilaz enziminin fiziksel (adsorpsiyon) ve kimyasal (kovalent baglama)
immobilizasyonu ¢alisild1.

Adsorpsiyon ile immobilizasyon iglemleri sirasinda asagidaki parametrelerin

baglanan protein, enzim aktivitesi ve spesifik aktiviteye etkisi incelendi:

Yiizey kaplama malzemesinin varligi ve konsantrasyonu (%0,5 ve %1 w/v
agar),

- Sonikasyon etkisi,

- Immobilizasyon pH’1 (3 -4 -5 -6 —7),

- Immobilizasyon siiresi (0,5 -1 -2 —4 — 8 — 16 saat)

Kovalent baglama ile immobilizasyon, partikiillerin glutaraldehit aktivasyonu

akabinde gerceklestirildi. Immobilizasyon siireglerinde:

- Yiizey kaplama malzemesinin varligi ve konsantrasyonu (%0,5 ve %1 w/v
agar),

- Gluteraldehit konsantrasyonu (%0,5, %1, %3, %5 v/v),

- Immobilizasyon pH’1 (pH 4-5-6-7-8)

parametrelerinin baglanan protein miktarina, enzim aktivitesine ve spesifik

aktiviteye etkisi incelenmistir.

Manyetik nanopartikiiller {izerine alfa amilaz enziminin adsorpsiyon ile
immobilizasyonu i¢in 0,01 g partikiil, 1 mL 10 mg/mL alfa amilaz enzimi soliisyonuna
eklendi. Alfa amilaz enzim soliisyonu incelenecek parametreye bagli olarak farkli
pHlarda (pH 3-4-5-6-7-8) hazirlandi. Bekleme siireleri sonunda partikiiller miknatis
yardimiyla toplanarak uygun pH degerindeki tampon c¢ozeltisiyle iki kez yikanarak

immobilize olmayan enzimler partikiillerden uzaklastirildi.

4.5.1. Immobilize edilen protein miktarinin belirlenmesi

Ciplak ve farkli konsantrasyonlarda agar ile kapli manyetik nanopartikiillerin
izerine ne kadar enzim baglandigini tespit edebilmek i¢cin immobilizasyon siiresi sonunda
partikiiller miknatis yardimiyla toplandiktan sonra geriye kalan yikama soliisyonlari
icindeki protein miktarlar1 belirlendi. Proteinlerin kantitatif olarak tayin edilebilmesi i¢in

Bradford metodu (Bradford, 1976) kullanildi. Bu metot i¢in fosforik asit ortaminda
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Bradford ayiraci hazirlandi (EK-1). Cozelti iginde protein olmadiginda kizil kahve bir
renge sahip olan bu ayirag, protein miktarina bagli olarak mavi renk verir. Cozeltinin 595
nm’de okunan absorbans degerleri ile ¢ozelti igerisindeki protein miktar1 hesaplanir.
Hesaplamalarda kullanmak iizere farkli pH’lar i¢in, Bovine Serum Albiimin (BSA) model
protein olarak kullanilarak, standart egriler hazirlanmistir. pH 8 i¢in hazirlanan standart

protein egrisi Sekil 4.12. gosterilmistir.
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Sekil 4.12. pH 8 tampon ¢ozeltisi icin BSA ile hazirlanan Bradford standart egrisi

Partikiiller {izerine immobilize edilen enzim miktar1 Esitlik 2 ile hesaplanmustir.
Immobilize edilen enzim miktart = (CyVy, — CV; — C,V; — GV, (2)

Bu esitlikte

Co: baslangicta, orijinal soliisyonun protein derisimini (mg/mL),

Cs. partikiiller uzaklastirildiktan sonra soliisyonda kalan protein ¢ozeltisinin

konsantrasyonunu (mg/mL),
Ci ve Ca: sirastyla, 1. ve 2. yikama ¢dzeltilerindeki protein derisimini (mg/mL),
Vo: orijinal enzim ¢dzeltisinin hacmi (mL),
Vive Va: sirasiyla, 1. ve 2. yikama soliisyonlarinin hacmini (mL) gdstermektedir.

4.5.2. Enzim aktivitesinin belirlenmesi

Serbest ve immobilize alfa amilaz enziminin aktivitesi ¢oziiniir nisastanin substrat

olarak kullanildig1 nisasta-iyodin metoduyla tayin edildi (Manonmani & Kunhi, 1999).
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Y 6ntemde kullanilmak tizere iyodin (5 mM I»- 50 mM KI) ¢ozeltisi ve 1 M HCl ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu yontemde nisasta iyot ile koyu mavi renkte bir kompleks olusturur ve
asamali olarak hidrolizi ile kirmiz1 kahverengi ve ardindan sar1 renkli ¢ozeltiler olusur.

Olusgan ¢ozeltilerin 580 nm’de okunan absorbans degerleri ile enzim aktivitesi tayin edilir.

Serbest enzimin spesifikasyonlar1 dikkate alinarak enzimin en aktif oldugu 55°C
sicaklikta calisildi. Substrat olarak kullanilan nisastanin hidroliziyle ¢6zeltide azalan
derisiminin takibi i¢in Oncelikle pH 4,50°deki sitrat tampon ¢ozeltisi kullanilarak farkli
nisasta konsantrasyonlariyla standart egri hazirlandi (Sekil 4.13). Bu egriden yola
cikilarak egrinin heniiz platolasmadigi ve lineer bir trend izledigi 0- 0,5 mg/mL
konsantrasyon araliginda calisildi (Sekil 4.13.). Farkli enzim/substrat oranlari, enzim
konsantrasyonlari, substrat konsantrasyonlari ve pH’lar denendi ve optimum ¢alisma

kosullar1 belirlenerek diger agsamalarda aktivite ¢aligmalari i¢in bu kosullar kullanildi.
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Sekil 4.13. Nisasta standart egrisi (pH 4.50)

Nisasta-iyodin yontemi ile alfa amilazin aktivitesinin belirlenmesi i¢in tiiplere,
reaksiyonu durdurmasi ig¢in, 100 uL 1M HCI ¢ozeltisi koyuldu. Calkalamali su
banyosunda 55°C’de kisa bir siire 1sitilan nisasta ¢ozeltisine 0,01 g enzim immobilize
edilmis manyetik nanopartikiiller veya 0,1 mL serbest enzim soliisyonlar1 eklendi. Belirli
zaman araliklarinda alinan 400 pL enzim-substrat karisimindan Ornekler onceden
hazirlanan 100 uL 1M HCl iceren ¢dzeltisi koyulmus tiiplere eklendi. Tiipler {izerine 500
pL iyodin c¢ozeltisi eklendikten sonra vorteks ile karistirildi. Elde edilen 6rnek

soliisyonlarda koyu kahverengiden sartya dogru renk degisimi gozlendi (Sekil 4.14.).
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UV-Vis spektrofotometresi kullanilarak 580 nm’de soliisyonlarin absorbans degerleri

okundu.
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Sekil 4.14. Alfa amilaz aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan nisasta-iyodin yonteminde, zamanla
nisasta konsantrasyon diistisiiniin gozlemlenmesi

Bir birim aktivite (U), 1 dakikada hidroliz edilen 1 mg nisasta olarak tanimlandi.

Serbest enzim aktivitesi hesaplanmasinda Esitlik 3 den yararlanildi.

Aktivite (U/mL) = (Abs (580 nm)/Zaman (dk)) / Nisasta standart egrisinin
egimi(Abs/(mg nisasta/mL)) x seyreltme orani 3)

Immobilize edilmis alfa amilazin aktivite hesabu i¢i ise Esitlik 4 kullanildi.

Aktivite (U/g destek maddesi) = ((Abs (580 nm) /Zaman(dk)) xV; (mL) / Nisasta
standart egrisinin egimi (Abs/(mg nisasta/mL))) /m (g) (4)

Vi t zamanda reaksiyon soliisyonunun hacmi (mL)
m: immobilize enzim igeren destek madde kiitlesi (g)

Spesifik aktivite hesaplanmasinda, serbest enzim i¢in Esitlik 5, immobilize enzim

icin Esitlik 6 kullanild1.
Spesifik aktivite (U/mg) = Aktivite (U/mL) / [P] (mg/mL) %)
[P]: serbest enzim igeren soliisyonun protein derigimi (mg/mL)

Spesifik aktivite (U/mg) = Aktivite (U/g destek maddesi) x MP (g destek maddesi/
baglanan protein (mg)) (6)

MP: kullanilan immobilize enzim i¢eren manyetik partikiil miktar1 (g)
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4.5.3. immobilize ve serbest enzimin termal stabilitesi

Immobilize ve serbest enzimlerin termal stabilitelerinin belirlenmesi amaciyla
serbest ve immobilize enzimler 45 — 50 — 55 — 60 °C’de calkalamal1 su banyosunda 5

dakika bekletilmis ve ardindan enzim aktivitesi tayinleri yapilmistir.
4.5.4. Immobilize ve serbest enzimin pH stabilitesi

Immobilize ve serbest enzimlerin degisen pH’larda aktivitesinde meydana gelen
degisimleri incelemek i¢in 55°C’de g¢alkalamali su banyosunda pH 4 — 5 — 6 — 7’de
hazirlanan 0,5 mg/mL nisasta ¢ozeltileriyle enzim aktivitesi dl¢itimleri yapildi.

4.5.5. Immobilize enzimin islemsel stabilitesi (tekrar kullanilabilirligi)

Secilen optimum kosullarda immobilize edilen alfa amilaz enziminin en iyi aktivite
kosullarinda tekrarli kullanilabilirligi incelendi. Nisasta hidrolizi i¢in kullanilan
immobilize enzimler, manyetik partikiillerin miknatis ile reaksiyon ortamindan
uzaklastirilip, tampon ¢ozeltisiyle yikandiktan sonra, tekrar substrat ¢ozeltisine konuldu
ve aktivite 0l¢limii yapildi. Arka arkaya en az 5 kez tekrarlanan kullanim sonucunda, bagil
enzim aktivitesi Esitlik 7 ile hesaplandi.

% Bagil aktivite = (Tekrarli kullanim aktivitesi/ i1k kullanim aktivitesi) x 100 (7)

4.5.6. immobilize ve serbest enzimin saklama stabilitesi

Immobilize ve serbest enzimin saklama stabilitelerini belirlemek icin kuru
manyetik parcaciklar ve 10 mg/mL derisimindeki serbest enzim soliisyonu 4°C’de belli

bir siire bekletildikten sonra, érneklerin aktivite tayinleri yapildi.
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5. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA
5.1. Sentezlenen Manyetik Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

5.1.1. FT-IR

Sentezlenen ¢iplak ve kapli manyetik nanopartikiillerin FTIR analizi ile
partikiillerin kimyasal yapis1 ve fonksiyonel gruplar incelenmis ve yiizey kaplamalari

dogrulanmistir.
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Sekil 5.1. Ciplak ve pektin kaplt manyetik partikiillerin FTIR spektrumlar: (a) ¢iplak, (b) %0,5 (w/v)
pektin ile hazirlanmus, (c) %1 (w/v) pektin ile hazirlanmis manyetik partikiiller ve (d) pektin

Pektine ait FTIR spektrumu (Sekil 5.2.d) 3444, 2928, 1711 cm™! ‘de karakteristik
pikler gostermistir. Bu pikler sirasiyla ikincil hidroksil gruplara, karboksilik hidroksil
gruplara ve ester gruplarinin karbonil gerilmesinden meydana gelen titresimlere karsilik
gelmektedir. 1203 cm! de gorilen pik C — O ve -O- biikiilim titresimlerinden
kaynaklanmis olabilir (Gong, ve digerleri, 2012). Ayrica 1020 cm! de, iki galakturonik
asiti birbirine baglayan glikozid baginin titresiminden kaynaklanir ve pektin kapl
manyetik nanopartikiil numunelerinde bu pikin siddeti azalir (Namanga, Foba, Ndinteh,
Yufanyi, & Krause, 2013). Sekil 5.1.”de sirasiyla ¢iplak, %0,5 w/v pektin kapl, %1 w/v
pektin kapli manyetik nanopartikiillerin FTIR spektrumlarini gostermektedir. Ciplak ve
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pektin kapli manyetik nanopartikiillerde 800-850 cm! de goriilen pikler Fe-O-Fe gerilme
titresimlerini temsil etmektedir (Baby & Ramaprabhu, 2010). Buna ek olarak yaklasik
500 cm! civarlarinda gézlemlenen ve pektin spektrumunda goriilmeyen pik Fe-O bagimin
titresimine karsilik gelmektedir. Diger taraftan manyetik nanopartikiiller pektin
kapladiginda ek pikler goriilmiistiir. 1014 cm™! de konumlanan pik alkolik gruplarim C-
OH gerilme titresimlerinden ve pektin seker monomerlerinin iskelet halka yapilarindan
ve karboksilik asitlerden kaynaklanmaktadir (Gong, ve digerleri, 2012). 1400 cm'!
civarlarinda goriilen pik Fe-O gerinim titresimlerini ve pektin kapli manyetik
nanopartikiillerinde simetrik ve asimetrik COO-Fe etkilesimlerini temsil etmektedir
(Quy, Hieu, Nam, & Nguyen, 2013). 1716 cm™! de olusan pik serbest karboksilik asitlerin
C-O titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Liu, Zhao, & Jiang, 2008). 3535 cm™!’deki pik
hidroksil gruplarindaki titresimlerine tekabiil etmektedir (Liang, Guo, Feng, & Tian,
2010). Boylece pektinin karboksilik grubu ile Fe3Os partikiillerinin Fe*? ve Fe *3 iyonlar
arasindaki etkilesim yoluyla pektinin basarili bir sekilde manyetik nanopartikiillerin

yiizeyine kaplandig1 dogrulanmistir (Attallah, Al-ghobashy, & Nebsen, 2018).
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Sekil 5.2. Ciplak ve agar kapli manyetik partikiillerin FTIR spektrumlart (a) ¢iplak, (b) %0,5

(w/v) agar ile hazirlanmus, (c) %1 (w/v) agar ile hazirlanmis manyetik partikiiller ve (d) agar
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Sekil 5.2., sirasiyla %1 w/v agar kapl, %0,5 w/v agar kapl, ¢iplak manyetik
nanopartikiil ve agar FTIR spektrumlarin1 gdstermektedir. Agara ait spektrumda 1634 cm’
!'de gozlemlenen pik agar igerigindeki polisakkaritlerin spesifik pikidir. 840 cm™ ve 1225
cm! arsindaki pik C-O gerilme titresimini ifade eder, 3000 cm! civarlarindaki pik ise -
OH genlesmesinden kaynaklanmaktadir. 1034 cm! civarlarindaki pik C-O-C yi yansitir
ve glikozidik baglanma titresiminden goriilmektedir. Agar kapli manyetik
nanopartikiillerin spektrumlarinda gériilen 884 cm™!'de Fe-O titresimlerine denk gelen pik
manyetik nanopartikiil varligint 1030 cm-1 civarlarinda goriinen pik ise spesifik C-O-C
agar pikini temsil etmektedir. 1634 cm™!' de gozlemlenen pik agar ile ilgilidir. Manyetik
nanopartikiillerde gdzlenen agara ait pikler manyetik nanopartikiillerin basarili bir sekilde

kaplandigini gosterir (Zhang, Li, He, Li, & Sauli, 2015).
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Sekil 5.3. Ciplak ve CMC kapli manyetik partikiillerin FTIR spektrumlart (a) ¢iplak, (b) %0,5
(w/v) CMC ile hazirlanmus, (c) %1 (w/v) CMC ile hazirlanmis manyetik partikiiller ve (d) NaCMC

Sentezlenen partikiillerin ve NaCMC Fourier donilisimii kizilétesi spektrumlari
(Sekil 5.3.) de gosterilmistir. Bu spektrumlara bakildiginda Sekil 5.3.d spektrumunda
2500 — 3000 ¢cm™ bandinda gozlenen pikler OH- gerilme titresimi, C — H gerilme

titresimini gostermektedir. 1500 cm™! civarlarindaki pik CH» egilme titresimine karsilik
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gelmektedir (Yafiez, Matsuhiro, Maldonado, Gonzalez, & Luengo, 2018). Bununla
birlikte manyetik nanopartikiillerde ve NaCMC spektrumunda ortak olarak gozlenen
1000 1700 cm™! partikiil ylizeyinde CMC varlhigindan dolay1 C-O ve C-C baglarini temsil
etmektedir (Qiu, Shao, Liu, Wang, & Li, 2014). 800 ile 1100 cm™! arasindaki frekanslarda
ortaya ¢ikan pikler yiizeydeki aminopropilsilanin varligindan kaynaklanan yeni titresim
bantlarini gosterir. 1725 cm™! ve 1628 cm™’deki pikler COOH grubunun sirasiyla OH ve
C=0 gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Sheena, Priyanka, Sabu, & Varghese,
2014).

5.1.2. XRD

Sekil 5.4-6. ciplak ve farkli dogal polimer maddelerle kaplanmis manyetik

nanopartikiillerin XRD difraktogramlar1 verilmistir.
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Sekil 5.4. Ciplak ve pektin kapli manyetik partikiillerin XRD difraktogramlar: (a) %1 Pektin kapli, (b)
%0,5 pektin kapli, (c) ¢iplak manyetik partikiil
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Sekil 5.5. Ciplak ve agar kapli manyetik partikiillerin XRD difraktogramlar: (a) %1 Agar kapl, (b) %0,5
Agar kapli, (c) ¢iplak manyetik partikiil
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Sekil 5.6. Ciplak ve CMC kapli manyetik partikiillerin XRD difraktogramlari (a) %1 CMC kapli, (b)
20,5 CMC kapli, (c) ¢iplak manyetik partikiil

59



Sentezlenen ¢iplak manyetik nanopartikiillere ait difraktogramda 26 18.4,30.36,
35.7,43.38, 53.9, 57.32, 62.9 civarlarinda sirasiyla (11 1),(220),(311),(400), (42
2), (511) ve (4 4 0) karakteristik pikler gozlenmistir. Literatiirdeki verilere gore bu
karakteristik pikler Fe;O4 ve kiibik spinel yapida oldugunu gostermektedir (Todaka,
Nakamura, Hattori, Tsuchiya, & Umemoto, 2003). Bu karakteristik piklerin yiizey
modifikasyonlar1 yapilmis partikiillerde de gozlenmesi modifikasyon isleminin
partikiillerin kristal yapisin1 degistirmedigini gosterir (Xu, ve digerleri, 2013). Manyetik
nanopartikiillerin XRD desenlerinde karakteristik piklerden farkli piklerin olmamasi

sentezlenen partikiillerde istenmeyen ve manyetik olmayan safsizliklar olmadigini

gosterir (Eivari, Rahdar, & Arabi, 2012).

Buna ek olarak XRD difraktomlar1 kullanilarak partikiillerin ortalama tanecik
boyutlar1 hesaplandi (Tablo 5.1.). Kristalit boyutu (tane boyutu), partikiil yapisindaki en
kiigtik tek kristaldir. Partikiil tek bir kristalden olusabilecegi gibi birkag kristalin bir araya
gelmesiyle de olabilir. Bu sebeple partikiil higbir zaman kristalit boyutundan kiigiik
olamaz. Baz1 durumlarda partikiil boyutu ve kristalit boyutu ayni olabilir (Park, Rhee, &
Park, 2010).

Tanecik boyutu hesaplamak i¢in gerekli olan yart maksimumdaki tam genislik
degeri (FWHM-full width at half maximum) OriginLab programindan bulunmustur (EK-
2).

Tablo 5.1. Sentezlenen partikiillerin tanecik boyutlari (nm)

Partikiil 20 FWHM Tanecik Boyutu (nm)

MNP 35,70 0,91313 9,55
%0,5 Pektin MNP 35,56 0,78204 11,15
%1 Pektin MNP 35,48 1,41339 6,17
%0,5 Agar MNP 35,46 0,92886 9,38
%1 Agar MNP 35,60 0,86275 10,11
%0,5 CMC MNP 35,48 1,14485 7,61
%1 CMC MNP 35,48 1,05966 8,22

Pik genisligi arttiginda kristalit boyutu kiigiiliir. Islemler sirasinda daha kiigiik
boyutta kristaller yakinlasma ve bir araya gelerek biiyiime egilimindedirler (Horvath, ve
digerleri, 2011). XRD analizi sonucunda elde edilen verilere bakildiginda %1 (w/v)

pektin ile kaplanan manyetik partikiillerin tanecik boyutu i¢in kullanilan (3 1 1) pikinin
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genisligi diger partikiillerin (3 1 1) pikinden fazladir. Bu sebeple tanecik boyutu en kiigiik
olan partikiiller %1 pektin-kapli manyetik partikiillerdir.

5.1.3. TGA

Sentezlenen ¢iplak ve farkli kaplama malzemeleri ile kaplanan partikiillerin termal

bozunumlar1 termogravimetrik analizle belirlenmistir.
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Sekil 5.7. Ciplak ve pektin kapli manyetik partikiillerin termogramlart (a) ¢iplak, (b) %0,5
pektin kapli, (c) %1 pektin kapli manyetik partikiil ve (d) pektin

Sekil 5.7. pektin, ¢iplak manyetik nanopartikiil ve pektin kapli manyetik
nanopartikiillerin ~ termogramlarin1 ~ gostermektedir. Manyetik  nanopartikiillerin
termogramlari (Sekil 5.7.a )100-120 °C arasinda %2,07’lik bir kiitle kayb1 goriilmektedir.
Kiitle de meydana gelen bu kayip partikiiller tarafindan adsorblanmig su molekiillerini
temsil eder. Sentezlenen manyetik partikiillerde 120- 600 °C araliginda kiitle kayb1
gbzlenmemistir. Partikiiller termal olarak stabil kalmistir. Pektine ait termogramda (Sekil
5.7.d) 100 °C civarlarinda yaklasik %6 ‘lik bir kiitle kayb1 goriilmektedir. Bu kayip
adsorblanmis su molekiillerinin buharlasip uzaklagmasini ifade eder. 250 — 300 °C
araliginda ani bir kiitle kayb1 vardir. Bu kiitle kayb1 pektinin yapisindaki organik

molekiillerde meydana gelen bozunmalardan kaynaklanmaktadir. 320-600 °C araliginda

61



ise kademeli bir diisiis gozlenmistir. Pektin kapli manyetik nanopartikiillerin
termogramlar1 incelendiginde, c¢iplak manyetik nanopartikiillerle karsilastirildiginda
pektine benzer diisiisler gostermistir. %0,5 pektin kapli manyetik nanopartikiillerde ve
%1 Pektin kapli manyetik nanopartikiillerde 320-600 °C’de meydana gelen sirasiyla
%6,86 ve %12,31’lik kiitle kaybu partikiillerin ylizeyindeki pektinin polimer yapisindan

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 5.8. Ciplak ve agar kaply manyetik partikiillerin termogramlart (a) ¢iplak, (b) %0,5 agar
kapl, (c) %1 agar kapli manyetik partikiil ve (d) agar

Sekil 5.8. ciplak, %0,5 agar kapl, %1 agar kapli manyetik nanopartikiillerin ve
ylizey kaplama malzemesi agarin termogramlarini gostermektedir. Manyetik
nanopartikiillerde sadece 100-120 °C araliginda adsorblanmis su molekiillerinden
kaynaklanan 92,07’lik kiitle kaybi kaydedilmistir. Artan sicaklikla partikiillerde
herhangi bir bozunma kaydedilmemistir. Bu da partikiillerin termal olarak stabil
olduklarini gosterir. Agara ait termogramda 240-350 °C civarlarinda %44,78 ‘lik ani bir
kiitle kayb1 gozlenmistir. Agar polimerinin yapisindaki organik molekiillerin bozunmasi
bu kiitle kaybina sebep olmustur. Agar kapli manyetik nanopartikiillerin termogramlari
incelendiginde agar polimerinin termogramina benzer yerlerde diislis gostermistir. %0,5

agar kapli manyetik nanopartikiillerde ve %1 agar kapli manyetik nanopartikiillerde 240-
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350 °C’de meydana gelen sirasiyla %9,88 ve 9%20,28’lik kiitle kayb1 partikiillerin

ylizeyindeki agarin polimer yapisindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 5.9. Ciplak ve CMC kapl manyetik partikiillerin termogramlar (a) ¢iplak, (b) %0,5 CMC
kapl, (c¢) %1 CMCkapli manyetik partikiil ve (d) NaCMC

Sekil 5.9. CMC kapli manyetik nanopartikiillerin TGA Ol¢limleri verilmistir.
Manyetik nanopartikiillerin termogramlar1 (Sekil 5.9.a) 100-120 °C arasinda %?2.07’lik
bir kiitle kaybin1 gostermektedir bu da partikiiller tarafinda adsorblanmis suyun kaybini
ifade eder. Sentezlenen partikiiller 120-600 °C araliginda stabilite gostermistir. NaCMC
termograminda (Sekil 5.9.d) 100 °C civarlarinda %4,24°liik kiitle kayb1 mevcuttur. Bu
kiitle kaybi1 yine adsorblanmis su molekiilleriyle iliskilidir. 250-320 °C arasinda
%39,46’l1ik keskin bir kiitle kayb1 goriilmektedir. CMC polimerinin organik yapisindaki
bozulmalar bu diisiise sebep olmustur. Ayrica 320-500 °C arasinda kademeli olarak
%11,5’1ik kiitle kayb1 gozlenmistir. CMC-kapli manyetik partikiiller NaCMC
termogramina benzer bir termogram gostermistir. 100 °C’de fiziksel olarak adsorblanan
suyun sebep oldugu %4’likk bir kayip vardir. 250-320 °C aralifinda NaCMC’nin
polimerik yapisindaki termal bozunmalardan kaynaklanan %6,14lik kiitle kaybi

gozlenmistir.
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5.1.4. VSM

Uretilen ¢iplak ve pektin-, agar-, CMC- kapli manyetik nanopartikiillerin manyetik
ozellikleri VSM analizi ile incelenmistir. Sekil 5.10-11-12 sirasiyla pektin-, agar- ve

CMC- kapli manyetik nanopartikiillerin manyetik histerisis egrilerini gostermektedir.

—»— Ciplak MNP

s %05 Pektin-Kaph MNP~ 60 - W
—a— %1 Pektin-Kapli MNP 1

Moment (emuw/g)

-60 4

Manyetik Alan (T)

Sekil 5.10. Ciplak ve pektin kapli manyetik partikiillerin VSM sonuglari, (a) ¢iplak ,(b) %0,5 Pektin kapli,
(c) %1 Pektin kapli manyetik partikiil
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Sekil 5.11. Ciplak ve CMC kapli manyetik partikiillerin VSM sonuglar, (a) ¢iplak ,(b) %0,5 CMC kapli,
(c) %1 CMC kapli manyetik partikiil

—— Ciplak MNP
—=— %0,5 Agar-Kaplt MNP
—a— %1 Agar-Kapl MNP

Moment (emuw/g)

-60 4

Manyetik Alan (T)

Sekil 5.12. Ciplak ve agar kapli manyetik partikiillerin VSM sonuglari, (a) ¢iplak ,(b) %0,5 agar kapli,
(c) %1 agar kapli manyetik partikiil
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Histerisis egrileri incelendiginde, egrilerin tamamui orijin noktasindan gegmektedir.
Bu da sentezlenen tiim partikiillerin oda sicakliginda siiperparamanyetik 06zellikler
gosterdigine igarettir. Baska bir deyisle, sentezlenen partikiiller disaridan uygulanan bir
manyetik kuvvet ile manyetize olurlar. Ancak bu manyetizma kalic1 degildir, uygulanan

manyetik kuvvet ortadan kalktiginda manyetizma durumu olmayacaktir.

En yiiksek manyetik doygunluk (Ms) degeri ¢iplak manyetik nanopartikiiller i¢in
59,5 emu/g olarak olciilmiistiir. Partikiil ylizeyi polimerle kaplandik¢a bu degerde diisiis
gbzlenmistir. Manyetik doygunluk degerleri Tablo 5.2.de 6zetlenmistir.

Tablo 5.2. Sentezlenen partikiillerin manyetik doygunluk degerleri

%0,5 %1
%0,5 %1 %0,5 %1
Partikiil MNP CMC- CMC-
PCMNP PCMNP ACMNP ACMNP
MNP MNP
Ms
59,5 29,6 22,5 434 29,9 41,6 31,9
(emu/g)

(PCMNP: Pektin-Kapli MNP; ACMNP:Agar-Kapli MNP; CMC-MNP; CMC-kapli MNP)

Partikiillerin yiizey kaplamalarmin konsantrasyonlarindaki artigla Ms degerinin
diistiigli gozlenmistir. TGA analizinden elde edilen termogramlarda da goriildiigii iizere
kaplama malzemeleri %1 w/v konsantrasyonda kullanildiginda partikiillerin ytlizeyindeki
polimer orami diger partikiillerden fazladir. %1 w/v polisakkarit iceren soliisyonda
kaplanan manyetik partikiillerin manyetik doygunluk degerlerindeki diisilisiin sebebi
manyetik nanopartikiillerin ytlizeyindeki polimer varligidir (Kalkan, Aksoy, & Hasirci,

2012; Zang, 2014; Kuo, ve digerleri, 2012).

Sekil 5.13. %0,5 w/v farkli polisakkarit varliginda kaplanan manyetik
nanopartikiillerin manyetik doygunluk degerlerinin ¢iplak manyetik nanopartikiillere

kiyasla azaligin1 gostermektedir.
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—»— Ciplak MNP
—=— %0,5 Agar-Kapll MNP 60

—e— %0,5 Pektin-Kapl MNP W
—a— %0.5 CMC-Kapli MNP l W

Manyeti_k Alan (T)

Sekil 5.13. (a) ¢iplak, (b) %0,5 Agar kapli,(c) 20,5 NaCMC kapl,(d) %0,5 Pektin kapli manyetik
partikiillerin VSM sonuclari

Sekil 5.13e bakildiginda %0,5 w/v agar kapli manyetik nanopartikiillerin manyetik
doygunluk degerinde diger kaplama malzemelerine kiyasla daha az bir diisiis oldugu
gorlilmiistiir. Deneysel yontem boliimiinde Sekil 4.5-7.” ye bakildiginda da %0,5 w/v
agar-, CMC- ve pektin- kapli manyetik nanopartikiillerin esit miktarlarda alindiginda saf
su igerisinde sirasiyla 71, 105 ve 165 saniyede miknatis yardimiyla tiip duvarina

adsorplanmustir.

Partikiillerin tamaminin siiperparamanyetik 6zellik gostermesi ve manyetik alan
ortadan kalktiginda c¢ozelti igine kolayca dagilabilecek olmasi partikiillerin enzim
immobilizasyonu i¢in kullanimma fayda saglar. Uzerine enzim immobilize edilmis
manyetik nanopartikiiller manyetik etki ortadan kalktiginda ¢ozelti icerisine dagilir ve
boylece enzim substratla daha iyi etkilesebilir. Sonug olarak, polisakkarit ile kaplanan
manyetik partikiillerin 6zellikleri 1s18inda, enzim immobilizasyon c¢alismalarinda
kullanilmak iizere, dis manyetik alana tepkisi daha yiiksek olan, agar-kapl parcaciklar

secildi.
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5.1.5. SEM

Sentezlenen ve sonrasinda enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan ¢iplak, %0,5 w/v
agar kapli ve %1 w/v agar kapli manyetik partikiillerin SEM-Banchtop Taramal1 Elektron

Mikroskobu altinda goriintiileri alinarak partikiillerin yiizey morfolojileri incelenmistir.

A

AUBIBAM 202011223 13.41 HMMD5.2 4.0k 20 pm

13:36 HMMD5.1 x400 200 pm

AUBIBAM

c)

7 A PR A A - " w -
AUBIBAM 2020/12/23  13:49 HMMD4.7 x400 200 ym AUBIBAM 202012723 13:52 HMMD4.7 x4.0k 20 pm

Sekil 5.14. Ciplak (a), %0,5 w/v agar kapli (b) ve %1 w/v agar kapli (c) partikiillerin 400X (solda) ve
4.0kX (sagda) biiyiitmelerde SEM goriintiileri

Sekil 5.14. de goriildiigii iizere manyetik nanopartikiiller agar ile kaplandiginda
daha genis bir ylizey alanina sahip olurlar. Yiizey aktif maddenin konsantrasyonunda
meydana gelen artis, partikiil ylizey alanin1 daha da genisletir. Boylece partikiil {izerine

immobilize olan enzim miktarinin daha fazla olmasi beklenir.
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5.2. Sentezlenen Partikiiller Uzerine Alfa Amilaz immobilizasyonu Cahismalan

5.2.1. Adsorpsiyon yontemi ile immobilizasyon ¢alismalari

5.2.1.1. Sonikasyon igsleminin immobilizasyon verimine etkisi

Ciplak manyetik nanopartikiiller ve %0,5 w/v agar ile kapli manyetik
nanopartikiiller tizerine 0,05 M pH 7 fosfat tampon ¢ozeltisi ile hazirlanan 1 mg/mL
konsantrasyonda alfa amilaz immobilize edildi. Immobilizasyon isleminde, 1 mL (1
mg/mL) enzim ¢dzeltisi igerisine 0,01 g partikiil konulmus ve 30 dk boyunca oda
sicakliginda bekletilmistir. Olusturulan ikinci deney seti hazirlandiktan sonra, enzim
soliisyonu igerisindeki partikiiller 30 dk boyunca 40 kHz ultrasonik su banyosu icerisinde
oda sicakliginda bekletilmistir. Tampon ¢ozeltiyle iki kez yikanan partikiiller {izerine
baglanan enzim miktar1 Bradford metoduyla tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo

5.3.de listelenmistir.

Tablo 5.3. Sonikasyon isleminin enzim immobilizasyonu iizerine etkisi

pH Partikiil Baglanan Protein (%)
] 7 Serbest Enzim 100 (0,09*)
Sonikasyon
) ) 7 Ciplak MNP 53,10
islemi yok
7 %0,5 Agar-Kapli MNP 65,61
) 7 Serbest Enzim 100 (0,12%)
Sonikasyon
] ) 7 Ciplak MNP 53,95
islemi var
7 %0,5 Agar-Kapli MNP 44,72

*serbest enzim i¢erigindeki protein miktari (mg protein)

Tablo 5.3.de verilen sonuglar incelendiginde, sonikasyon isleminin ¢iplak manyetik
nanopartikiiller iizerine enzim immobilizasyonu igleminde herhangi bir olumlu etkisi
oldugu goriilmemistir. Ancak %0,5 w/v agar kapli partikiiller i¢in sonuglar incelendiginde
sonikasyon iglemi uygulandiginda immobilizasyon orant %65,61°den %44,72’ye

diigmiistiir.
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a)

Sekil 5.15. Sonikasyon islemi uygulanmayan (soldaki) ve uygulanan (sagdaki eppendorflar) a) ¢iplak ve
b) %0,5 w/v agar soliisyonunda kaplanan partikiiller

Sonikasyon iglemi uygulanan partikiil soliisyonlarinda renk degisimi oldugu ve
parcaciklarin deformasyona ugradig1 gézlenmistir. Bu nedenle protein tayini i¢in yapilan

Bradford analizinde dogru sonuglar elde edilemedigi diisiiniilmektedir.

Sonikasyon isleminin enzim immobilizasyonuna olumlu bir etkisi oldugu

gbzlenmediginden enzim immobilizasyonu iglemlerinde sonikasyon uygulanmamagtir.

Ek olarak, sonikasyon altinda ger¢eklesmeyen immobilizasyon islemlerinde, ¢iplak
ve polimer kapli partikiillere baglanan protein miktar1 kiyaslandiginda, agar kaph
partikiillere yaklagik %12,5 fazla protein adsorplandigi goriilmektedir. Kaplamanin
olusumuyla, manyetik partikiillerin ylizey alaninin artmasi sonucu adsorplanma

bolgelerin ¢ogaldigi ve baglanan protein miktarinin artmasi beklenen bir sonugtur.

5.2.1.2. Immobilizasyon pH’inin immobilizasyon verimine ve spesifik aktiviteye etkisi
Degisen pH’1n alfa amilaz immobilizasyonuna etkisini incelemek icin sitrik asit —
fosfatla hazirlanan 0,05 M pH 3 — 4 — 5 — 6 — 7 tampon c¢ozeltileriyle hazirlanan alfa
amilaz enziminin 30 dakika siireyle immobilizasyonuna ¢alisilmistir. Tlgili pH ortaminda
fiziksel immobilizasyon gergeklestirildikten sonra, manyetik partikiiller iki kez yikandi
ve baglanan enzimlerin aktivitesi pH=4,5 olan tampon ¢ozeltisinde ¢dziinen nisasta ile

55°C’de ol¢iildii. Elde edilen veriler Tablo 5.4.’te listelenmistir.
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Tablo 5.4. Degisen pH in baglanan protein miktarina, enzim aktivitesine ve spesifik aktiviteye etkisi

Baglanan i pesifil Bagil Aktivite
pH Partikiil Protein (%) Aktivitesi Aktivite (%)
) (U/mg protein)
3 Serbest Enzim 100 (0,11%) 0,56 4,95 100
3 %0,5 Agar-Kapl 99,89 0,45 4,00 80,81
4 Serbest Enzim 100 (0,07*) 14,72 221,73 100
4 %0,5 Agar-Kapl 20,92 0,57 40,72 18,36
5 Serbest Enzim 100 (0,09*) 19,35 223,05 100
5 %0,5 Agar-Kaph 3,74 0,49 152,21 68,24
6 Serbest Enzim 100 (0,06%) 18,08 291,31 100
6 %0,5 Agar-Kapl 18,13 0,45 39,95 13,71
7 Serbest Enzim 100 (0,12%) 24,16 198,37 100
7 %0,5 Agar-Kapl 26,21 0,59 18,45 9,30

*serbest enzimin icerdigi protein miktar: (mg protein)

protein miktar1 %99,89 oldugu goriilmiistiir. Ancak partikiiller ile yapilan enzim aktivitesi
deneylerinde mutlak aktivitenin ¢ok diisiik oldugu ve baglanan enzimlerin nispeten
calismadig1 goriilmiistiir. Immobilizasyon islemi farkli pH’larda tekrarlanmistir. Enzim
tutuklamanin asil amaci, enzimleri defalarca ve en verimli sekilde kullanilmasi
oldugundan, baglanan protein miktarindan ziyade, yliksek spesifik aktiviteye sahip
manyetik partikiiller elde etmek daha elzemdir. Bundan dolayi, yapilan degerlendirmeler
sonucunda spesifik aktiviteler degerlendirildigine pH 4 ve 5 tampon ¢ozeltileriyle yapilan

immobilizasyon iglemlerinin daha verimli sonuglar verdigi goriildii ve c¢alismanin

Immobilizasyon islemi igin tampon ¢dzeltinin degeri pH 3 oldugunda baglanan

devaminda bu pH degerlerine sahip ortamlarda devam edildi.
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5.2.1.3. Immobilizasyon siirelerinin baglanan protein miktarina ve spesifik aktiviteye
etkisi

Optimum pH i¢in yapilan degerlendirmeler sonucunda pH 4 ve 5 tampon
cozeltileriyle yapilan immobilizasyon islemindeki enzimin daha aktif oldugu
belirlenmistir. Bu sebeple immobilizasyon siiresi i¢in yapilan denemeler pH 4 ve pH 5
tampon ¢ozeltileri kullanilarak yapilmistir. Immobilizasyon siiresinin, immobilizasyon
verimi iizerine etkilerinin incelenebilmesi i¢in 0,5 — 1 — 2 — 4 — 8 — 16 saatlik bekleme
stirelerinde immobilizasyon islemi yapilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 5.5te

listelenmistir.

Tablo 5.5. Bekleme siirelerinin baglanan protein miktarina, enzim aktivitesine ve spesifik aktiviteye etkisi

Enzim Spesifik -
Zaman Baglanan Bagil
pH Partikiil Aktivitesi Aktivite Aktivite
(saat) Protein (%) (%)
) (U/mg protein)
4  Serbest Enzim 100 (0,067%*) 6,43 96,10 100
5 Serbest Enzim 100 (0,078%) 11,04 141,46 100
%0,5 Agar-
4 17,078 0,482 42,14 43,85
Kapli
0.5
%0,5 Agar-
5 7,612 0,422 71,06 73,94
Kapli
%0,5 Agar-
4 4,353 0,370 127,14 131,87
. Kapli
%0,5 Agar-
5 6,158 0,363 81,73 57,77
Kapli
%0,5 Agar-
4 3,907 0,424 162,19 168,77
Kapli
2
%0,5 Agar-
5 4,167 0,375 115,43 120,11
Kapli
%0,5 Agar-
4 10,716 0,348 48,52 50,49
Kapli
4
%0,5 Agar-
5 0,962 0,382 509,28 360,01
Kapli
%0,5 Agar-
4 57,149 0,098 2,57 2,67
o Kapli
%0,5 Agar-
5 2,725 0,084 39,32 27,79
Kapli
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%0,5 Agar-

4 72,218 0,125 2,58 2,68
Kapli
16
%0,5 Agar-
5 13,223 0,074 7,16 5,06
Kapli

Immobilize alfa amilazin bagil aktivitesinde meydana gelen azalma immobilizasyon
stiresinin uzamastyla destek materyali iizerine daha fazla protein immobilizasyonu
sonucunda substratin enzimin aktif bolgesine ulasmasini kisitlamasindan dolay1 meydana

gelmistir (Jiang, Long, Huang, Xiao, & Zhou, 2005).

Ek olarak, adsorpsiyon ile yapilan immobilizasyon islemleri sonrasinda
partikiiller ile yapilan enzim aktivitesi tayinlerinde partikiiller substrat olarak segilen
nigasta ¢ozeltisinden miknatis ile ayrilmasina ragmen nigasta hidrolizinin devam ettigi
goriilmiistiir. Partikiiller iizerine immobilize edilen enzimin partikiiller lizerinde stabil

olmadig1 ve ¢dzelti icerisine enzim kacagi oldugu sonucuna varilmstir.

5.2.2. Kovalent baglama yontemi ile immobilizasyon calismalar1 (gluteraldehit
aktivasyonu)

Adsorpsiyon yontemiyle yapilan immobilizasyonda partikiiller iizerine
immobilize edilen enzimlerin koptuguna dair sonu¢ goriilmiistiir. Enzimin partikiil
izerine tutunmasini saglamlastirmak amaciyla alfa amilaz immobilizasyonu i¢in kovalent
baglama yontemi denenmistir. Kovalent baglama yontemi i¢in immobilizasyon
caligmasinda kullanilacak partikiillerin ylizeyleri GA ile aktive edilmistir. GA ile
aktivasyon destek materyalinin yiizeyinin kimyasal olarak reaktif gruplarla kaplanmasini
saglar. Bu gruplar ile protein kovalent olarak immobilize edilebilir. Ancak bu katyonik
gruplar (amino gruplari) destek materyalini iyon degistirici yapar. Aslinda diisiik iyon
siddeti olan ortamda GA ile aktive edilen destek materyali lizerine enzim adsorpsiyonu
kovalent baglamadan daha ¢abuk gerceklesmektedir.
5.2.2.1. Immobilizasyon pH’inin immobilizasyon verimine ve spesifik aktiviteye etkisi

Optimum immobilizasyon pH’min belirlenebilmesi i¢in onceden %0,5
glutaraldehit ile aktive edilmis manyetik partikiiller tizerine pH 4 — 5 -6 — 7 — 8
degerlerinde 1 saat oda sicakliginda immobilizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Elde edilen

sonuclar Tablo 5.6.’da listelenmistir.
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Tablo 5.6. Degisen pH'in GA aktivasyonu yapilan partikiillerde baglanan protein miktarina, enzim
aktivitesine ve spesifik aktiviteye etkisi

oH GA Partikiil Baglanan Protein  Enzim Aktivitesi Spesifik Aktivite
(%) (%) U) (U/mg protein)
- Serbest Enzim 100 (0,06*) 3,50 58,66
Ciplak - 0,11 -
: 0,5 %0,5 Agar-Kapl - 0,11 -
%1 Agar-Kaph - 0,11 -
- Serbest Enzim 100 (0,08*) 2,83 35,32
Ciplak 3,83 0,12 39,56
> 0,5 %0,5 Agar-Kapl - 0,14 -
%1 Agar-Kaph - 0,11 -
- Serbest Enzim 100 (0,08*) 8,55 103,25
Ciplak 0,50 0,21 465,00
° 0,5 %0,5 Agar-Kapl 10,40 0,21 24,09
%1 Agar-Kapl 18,30 0,23 15,26
- Serbest Enzim 100 (0,08*) 4,76 63,08
Ciplak - 0,23 -
7 0,5 %0,5 Agar-Kapl 2,80 0,20 95,32
%1 Agar-Kaplh - 0,25 -
- Serbest Enzim 100 (0,41%) 16,06 39,57
Ciplak 35,12 6,49 45,51
s 0,5 %0,5 Agar-Kapl 34,60 6,79 48,37
%1 Agar-Kapl 5,25 6,20 291,24

*serbest enzim igerigindeki protein miktari (mg protein)

Yapilan deneylerde pH 4 ve pH 5°te yapilan immobilizasyon islemlerinde

sollisyonlarin renk degistirdigi goriilmiistiir (Sekil 5.16-17). Partikiillerin deformasyona
ugradigi diigiiniilmektedir. Bu sebeple degerlendirme yapilamamustir.

Tablo 5.6.”da listelenen sonuglar incelendiginde genelde baglanan protein miktari
arttiginda spesifik aktivitenin diistiigii goriilmiistiir. Spesifik aktivitedeki diisiis enzim
molekiilleri arasindaki sterik engellemelerin sonucunda, enzimlerin aktif merkezi ve
substrat arasindaki etkilesimin zorlagsmasindan dolay1 olabilecegi diisiiniilmektedir (Feng,
Yu, Li, Moa, & Li, 2016).

Tablo 5.6.”daki sonuglara gore immobilizasyon veriminin en yiliksek oldugu pH’1n
8 oldugu goriilmiistiir. Spesifik aktivite degerleri incelendiginde en yiiksek spesifik

aktivite degerinin pH 6 %0,5GA-¢iplak manyetik nanopartikiillerde oldugu goriilse de
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rolatif aktiviteye bakildiginda pH 8 ile yapilan immobilizasyonun daha verimli oldugu
sonucu ortaya c¢ikar. pH 6 ile yapilan immobilizasyon islemlerinde ¢iplak manyetik
nanopartikiillerin spesifik aktivitesi serbest enzimin spesifik aktivitesinin 4 katidir
bununla birlikte pH 8 ile yapilan immobilizasyon islemlerinde %1Agar-Kapli manyetik
nanopartikiillerin spesifik aktivitesi serbest enzimin spesifik aktivitesinin yaklasik 7,4
katidir. Bu sebeple incelenecek diger parametreler i¢in yapilan deneyler pH 8 tampon

cozeltisi ile immobilize edilmis %1Agar-Kapli manyetik nanopartikiiller ile yapilmistir.

Sekil 5.16. %50,5 v/v GA ile aktive edilen ve pH 4 ’te immobilizasyon yapilan (soldan saga) ¢iplak, %0,5
agar-kapli ve %1 agar-kapl partikiillerin yitkama soliisyonlart

Sekil 5.17. %0,5 v/v GA ile aktive edilen ve pH Ste immobilizasyon yaptlan %0,5 agar-kapli (solda) ve
%1 agar-kapl: (sagda) partikiillerin ytkama soliisyonlari

5.2.2.2. GA konsantrasyonunun immobilizasyon verimine ve spesifik aktiviteye etkisi
GA konsantrasyonunun enzim immobilizasyon verimine ve spesifik aktiviteye
olan etkileri incelenmesi i¢in immobilizasyon iglemleri pH 8’de %0,5 -1 -3 -5 GA ile
aktive edilen %I1Agar-Kapli manyetik nanopartikiiller {izerine alfa amilaz
immobilizasyonu yapilmis ve ardindan partikiillere enzim aktivitesi deneyleri yapilmigtir

elde edilen veriler Tablo 5.7.’de verilmistir.
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Tablo 5.7. GA konsantrasyonunun baglanan protein miktarina, enzim aktivitesine ve spesifik aktiviteye

etkisi
Baglanan Spesifik -
GA & Enzim P Bagil
pH Partikiil Protein Aktivite (U/mg Aktivite
(%) Aktivitesi (U) (%)
(%) protein)
- Serbest Enzim 100 (0,41%) 16,06 48.92 100
Ciplak 35,12 6,49 4551 93,02
8
0,5 %0,5 Agar-Kapl 34,60 6,79 48,37 98,88
%1 Agar-Kapl 5,25 6,20 291,24 595,34
- Serbest Enzim 100 (0,41%) 16,06 48,92 100
Ciplak 19,58 1,88 23,64 48,32
8
1 %0,5 Agar-Kapli 16,08 3,67 56,18 114,84
%1 Agar-Kapl 15,95 3,84 59,37 121,36
- Serbest Enzim 100 (0,41%) 26,39 64,83 100
Ciplak 14,55 7,12 120,18 185,37
8
3 %0,5 Agar-Kapli 8,99 9,71 265,23 409,12
%1 Agar-Kapl 6,84 12,04 432,16 666,61
- Serbest Enzim 100 (0,41%) 16,06 48,92 100
Ciplak 2941 3,75 3141 64,20
8
5 %0,5 Agar-Kapl 29,00 4,66 39,63 81,01
%1 Agar-Kaph 1501 5,58 91,63 187,31

*serbest enzim i¢erigindeki protein miktari (mg protein)

Tablo 5.7.’deki sonuglar incelendigine %0,5 v/v GA ile aktive edilen manyetik
partikiiller tizerine alfa amilaz immobilizasyonu veriminin en yiiksek degerlere sahip
oldugu goriilmiistiir. Ancak spesifik aktivite degerlerine bakildiginda %3 v/v GA ile
aktive edilen ve iizerine alfa amilaz immobilize edilen partikiillere bagli enzim daha fazla
aktivite gdstermistir. Literatiirde yer alan ¢caligsmalarda da benzer sekilde destek materyal
iizerine immobilize edilen enzim miktarinin artmasi enzim aktivitelerinde diistisle
sonuclanmistir (Akhond ve digerleri, 2016; Sohrabi, Rasouli ve Torkzadeh, 2014). Bunun
sebebi GA stabilitesinin zamanla azalmas1 ve/veya manyetik partikiiller {izerine bagli GA
fonksiyonel grubunun sayisinin artmasinin sonucu olarak ortaya ¢ikan sterik etki ile
immobilize alfa amilazin aktivitesinin kisitlanmasi olabilir (Pan, ve digerleri, 2009;

Eslamipour & Hejazi, 2015)
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Sekil 5.18. GA konsantrasyonunun baglanan protein miktarina ve bagil enzim aktivitesine etkisi

Sekil 5.18. degisen GA konsantrasyonunun baglanan protein miktarina ve bagil
enzim aktivitesine etkisini gostermektedir. GA konsantrasyonu %0,5 v/v iken, enzim
immobilizasyonu i¢in MNP’ ler lizerine yeterli aldehit grubunun baglanamadigindan bagil
aktivite diisiiktlir. Bununla birlikte optimum deger olan %3 v/v GA’in iizerindeki GA
konsantrasyonunda da bagil enzim aktivitesi diisiiktiir, bu GA konsantrasyonu alfa

amilazin konformasyonunda degisime neden olmus olabilir.

Ayrica %3 v/v GA’in iizerinde immobilize enzim aktivitesi ve baglanan protein
miktarinda goriilen keskin diismenin nedeni, GA’in reaktif u¢ gruplar1 arasinda olusan
capraz baglanma sonucunda enzim baglanmas i¢in gerekli reaktif gruplarin azalmasi

olabilir.

5.2.2.3. Immobilizasyon pH’inin immobilizasyon verimine ve spesifik aktiviteye etkisi
%3 GA ile aktive edilmis partikiiller lizerine alfa amilaz immobilizasyonunda
degisen pH’in etkisini gorebilmek i¢in immobilizasyon islemi pH 4 ve pH 6’da

yapilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 5.8.”da listelenmistir.
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Tablo 5.8. %63GA konsantrasyonunda pH ' baglanan protein miktarina, enzim aktivitesine ve spesifik
aktiviteye etkisi

GA Baglanan Enzim Spesifik Aktivite Bagil
pH Partikiil Aktivitesi
(%) Protein (%) ) (U/mg protein) Aktivite (%)

- Serbest Enzim 100 (0,64*) 14,83 23,02 100

A Ciplak 27,46 0,91 5,15 22,37
3 %0,5 Agar-Kapl 25,88 0,99 5,62 24,41

%1 Agar-Kapl 13,64 1,04 11,89 51,65

- Serbest Enzim 100 (0,96*) 21,48 22,32 100

6 Ciplak 24,02 0,38 1,65 7,39
3 %0,5 Agar-Kapl 12,78 1,41 11,46 51,34

%1 Agar-Kapl 12,16 1,48 12,67 56,77

- Serbest Enzim 100 (0,41%) 26,39 64,83 100
Ciplak 14,55 7,12 120,18 185,37
s 3 %0,5 Agar-Kapl 8,99 9,71 265,23 409,12
%1 Agar-Kaplh 6,84 12,04 432,16 666,60

*serbest enzim i¢erigindeki protein miktari (mg protein)

%3GA v/v konsantrasyonu ile aktive edilen manyetik nanopartikiillerin iizerine
farkli pH’larda alfa amilaz immobilizasyonu ¢aligildi. Baglanan protein miktarlarina
bakildiginda en verimli immobilizasyonun pH 4’te oldugu goriilmektedir. Ancak spesifik

aktivite degerleri incelendiginde spesifik aktivite degerleri pH 8 de goriilmiistiir.

Partikiiller iizerine enzim immobilizasyonun verimi partikiil ylizeyindeki kaplama
malzemesinin ~ konsantrasyonuyla  ters  orantilidir.  Kaplama  malzemesi
konsantrasyonunun artigt baglanan protein miktarlarmi diislirmistiir. En yiiksek
immobilizasyon verimleri ¢iplak manyetik nanopartikiiller i¢cin goriiliirken en diigiik
verimin %]1Agar-Kapli manyetik nanopartikiillerde oldugu gézlenmistir. Buna ragmen
nigasta ¢oOzeltisi ilizerinde yapilan aktivite tayinlerinde %lAgar-Kapli manyetik

nanopartikiiller en yliksek aktiviteyi gdsteren partikiiller olmuslardir.

Sicaklik stabilitesi, pH stabilitesi, ¢oklu kullanim (islemsel stabilite) ve saklama
stabilitesi gibi deneylerde %1Agar-Kapli manyetik nanopartikiil {izerine immobilize

edilen alfa amilaz kullanilmistir.
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Sicaklik degisimleri karsisindaki enzim davranislarin1 gorebilmek icin 45 — 50 —
55- 60 ° C sicakliklarda pH 4,50’ta serbest ve immobilize enzim i¢in aktivite deneyleri

yapilmistir.

5.2.3. Serbest ve immobilize enzimin termal ve pH stabilitesi

20 4 —a— Serbest
—e— |Immobilize

[=)
Qo
=
Z 104
-
=
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o 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1
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Sekil 5.19. Serbest ve immobilize enzimin termal kararliligi (pH 4,50)

Kiiflerden izole edilen fungal o-amilazlar sicakliga bakteriyel kaynakli a-
amilazlardan daha az direngli ve daha az stabildir (Wolfgang, 2007). Yapilan deneyler
sonucunda en yiiksek spesifik aktivite serbest ve immobilize enzim i¢in de 55°C
gdzlenmistir. Immobilizasyon isleminin sicaklik optimumu degistirmedigi ancak enzim

aktivitesinin 4 kat ylikselmesini ve korumasini sagladig1 goriilmektedir.

Enzimin multipoint immobilizasyonu sonucu, rijid yap1 elde edilmektedir ve
enzimin hareketliligi kisitlanmaktadir. Bu durumun konformasyonel degisimi
engelleyerek enzimin stabilitesini artirdig1 ve yliksek sicakliklarda denatiirasyona karsi

daha direngli oldugu belirtilmistir (Wang, Jiang, Li, X., & Hou, 2015).
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Sekil 5.20. Serbest ve immobilize enzimin pH kararliligi (55°C)

Immobilize enzimlerin serbest enzimlerle karsilastirildiginda pH kararliliginin daha

fazla olmasi beklenir.
5.2.4. immobilize enzimin islemsel stabilitesi (coklu kullanim)

Immobilize enzimlerin en biiyiik avantajlarindan biri de tekrar tekrar
kullanilabilmesidir. Alfa amilaz manyetik 6zellikli nanopartikiiller {izerine immobilize
edildiginden bir miknatis yardimiyla ¢ozelti icerisinden kolaylikla ¢ikarilabilmektedir.
Onceki deneylerde en yiiksek spesifik aktivite degerinin saptandigi %1 Agar-Kapl
manyetik nanopartikiiller iizerine immobilize edilen alfa amilaz i¢in ¢oklu kullanimda

spesifik aktivitesinde meydana gelen degisimler incelenmistir (Sekil 5.22.).
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Sekil 5.21. Immobilize enzimin tekrar kullamlabilirligi (55°C de, pH 4,50)

Immobilize alfa amilaz 6. kullamm sonunda spesifik aktivitesinin yaklasik
%55’ini korumustur. Spesifik aktivitede meydana gelen kayip manyetik izolasyon
sirasinda  partikiillerin = agrege olmasindan veya protein  denatiirasonundan
kaynaklanabilir. Bu sonu¢ immobilize alfa amilazin islemsel kararliliginin oldugunu ve

tekrar tekrar kullanilabilecegini gostermistir.

Serbest enzim i¢in yapilan stabilite c¢aligmasinda, yeni hazirlanan enzim
sollisyonu, oda sicakliginda ve 55°C’de 15-20 dakika siireyle bekletilen serbest
enzimlerin aktiviteleri incelendi (Sekil 5.23.). Goriildigi tizere, 15-20 dakika 55°C’de
bekletilen enzim 6rneginde hi¢ aktivite gozlenmez iken, oda sicaklig1 ve taze hazirlanmig
soliisyonlarin aktiviteleri aym c¢ikmaktadir. On caligmalarda, baslangic reaksiyon
hizlarina goére optimum sicaklik 55°C olarak belirlenmesine ragmen, buradaki sonuglar
uzun siireli yiiksek sicakliga maruz kalma, serbest enzimin iizerinde olumsuz etkisi
oldugu ve aktiviteyi tamamen yok ettigi ortaya ¢ikmaktadir. Bu sebeple, serbest enzimin
tekrar kullanim deneylerinde ikinci kullanimda veya sonrasinda aktivite gdstermeyecegi

diistiniilmektedir.
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Sekil 5.22. Farkli serbest enzim ¢ézeltilerinin zamana karst nisasta derisimde meydana gelen degisimi;
a) 15-20 dk 55°C ye maruz kalma, b) taze hazirlanmis, c) oda sicakliginda bekletilmis soliisyon

5.2.5. Serbest ve immobilize enzimin saklama stabilitesi

Serbest enzim ve %1Agar-Kapli manyetik nanopartikiiller iizerine immobilize
edilmis enzimin saklama stabilitelerini degerlendirmek i¢in taze hazirlanmis enzim
cozeltisi, yeni immobilize edilmis enzimler ve bunlarin 77 giin siireyle +4°C’ de

bekletilen paralelleriyle aktivite tayinleri yapilmistir.
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Sekil 5.23. Taze hazirlanmis ve 77 giin siireyle bekletilmis serbest ve immobilize enzim ¢ozeltilerinin
spesifik aktivitesi
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Taze hazirlanan pH 8 alfa amilaz enzim ¢6zeltisinin spesifik aktivite degeri 64.83
U/mg olarak bulunmustur. 77 giin sonra yapilan aktivite tayinlerinde bu degerin 57,27
U/mg’a diistiigii goriilmiistiir. Bununla birlikte yeni immobilize edilmis alfa amilazin
aktivite tayinlerinde spesifik aktivitesi 432,16 U/mg olarak hesaplanmis ve bu degerin 77
giin sonra yapilan degerlendirmeler sonucunda ¢ok az bir diisiisle 429,83 U/mg oldugu
gozlenmistir. Enzimin saklama stabilitesi, biyosensorler ve biyosentez gibi endiistriyel
uygulamalarda kullanim i¢in olduk¢a 6nemli oldugundan (Cumana, Simons, Liese,
Hilterhaus, & Smirnova, 2013), gelistirilen bu fonksiyonel destek maddesiyle, alfa
amilazin genis uygulama potansiyeli oldugu ortaya konmustur. Onceki calismalardan
elde edilen sonuglar ile mevcut c¢alismadan elde edilen sonuglar Tablo 5.9.’da

listelenmistir.

Tablo 5.9. Mevcut ¢calismadaki immobilize a—amilazin ozelliklerinin onceki ¢calismalar ile karsilastiriimast

H T Saklama sonrasi
p
o—amilaz . opt. korunan spesifik Referans
opt.
P (°C) aktivite (%)
15 giin sonra
Serbest 6,5 30 : (Sheldon,1993)
tamamin kaybetti
Halkali karbonat yataginda hibrit malzemeye
) . o 6,5 30 25 giin sonra %70 (Sheldon,1993)
immobilize edilmis
15 giin sonra
Serbest 6,5 30 ] (Gupta vd, 2003)
tamamin kaybetti
Islevsellestirilmis cam boncuklara
) . o 55 50 25 giin sonra %80 (Gupta vd, 2003)
immobilize edilmis
Serbest 6,2 40 12 giin sonra %40 (Pandey vd,2000)
Na-bentonit {izerine immobilize edilmis 6,2 60 12 giin sonra %35 (Pandey vd,2000)
Serbest 45 55 77 glin sonra %88 Bu ¢aligma
%1 w/v Agar kapli, %3GA ile aktive edilmis
manyetik nanopartikdiller {izerine 4,5 55 77 giin sonra %99 Bu ¢alisma

immobilize edilmis
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6. SONUCLAR

Bu ¢alismada, ikili ¢oktliirme yontemiyle manyetik nanopartikiiller sentezlenmis
ve farkli konsantrasyonlarda ¢esitli polisakkaritlerle kaplanarak enzim immobilizasyonu
icin kullanilmistir.

Calismanin ilk asamasinda ikili ¢oktiirme yontemi kullanilarak ¢iplak, %0,5 w/v-
agar-, pektin-CMC- kapli ve %1 w/v- agar-, pektin-, CMC- kapli manyetik
nanopartikiiller sentezlenmistir. Oda sicaklifinda ve azot gazi altinda sentezlenen
partikiiller FTIR, XRD, TGA, SEM ve VSM yontemleriyle karakterize edilmistir.

Sentezlenen partikiillerin  istenilen polisakkaritlerle kaplandigt FTIR
spektrumlariyla dogrulanmistir. Daha sonra yapilan TGA analizi ile partikiil yiizeyindeki
polimer yapmin ylizdeleri hesaplanmistir. XRD analizleri sonucunda elde edilen
difraktogramlar literatiirdeki verilerle karsilastirilmis ve sentezlenen partikiillere ait
difraktogramlarin literatiirle uyumlu oldugu goriilmistiir. Elde edilen karakteristik pikler
ile partikiillerin Fe3;O4 ve kiibik spinel yapida oldugu kanitlanmistir. Karakteristik piklerin
yiizey aktif maddelerle kapli manyetik nanopartikiillerde de goriilmesi yapilan
modifikasyon islemlerinin partikiiliin kristal yapisint degistirmedigini, bununla birlikte
difraktogramlarda karakteristik pikler haricinde herhangi bir pik varliginin olmamasi
sentezlenen partikiillerde istenmeyen ve manyetik olmayan safsizliklar olmadigini
gostermistir. Bu karakteristik piklerden yola ¢ikilarak Debye Scherrer denklemi ile
partikiiller i¢in tanecik boyutlar1 hesaplanmistir. SEM goriintiileri ile partikiil yilizeyinde
meydana gelen degisimler gosterilmistir. Partikiillerin manyetik davraniglarini incelemek
icin VSM analizi yapilmis ve elde edilen histeresis egrileri dogrultusunda partikiillerin
sliperparamanyetik (dis manyetik alan ortadan kaldirildiginda manyetik 6zelligin
kaybolmasi) davranis sergiledigi goriilmiistiir. Partikiil ylizeyindeki kaplama malzemesi
konsantrasyonu arttik¢a manyetik doygunluk degerleri diismiistiir.

Calismanin ikinci asamasinda sentezlenen bu partikiillerde ¢iplak, %0,5- %1 w/v
agar kapli manyetik nanopartikiiller iizerine alfa amilaz immobilizasyonu ¢alisilmigtir.
Immobilizasyon ¢alismalar1 kapsaminda yiizey kaplama malzemesinin konsantrasyonu,
sonikasyon, immobilizasyon pH’1, immobilizasyon siiresi, immobilizasyon yontemi gibi
parametrelerin baglanan protein miktarina, enzim aktivitesine ve spesifik aktiviteye olan
etkileri incelenmistir. Immobilizasyon calismalar1 adsorpsiyon ve kovalent baglama

olarak iki yOntem {iizerinden yapilmistir. Partikiiller lizerine immobilize edilen enzim
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miktarlar1 Bradford analizi ile hesaplanmis ve immobilize enzimlerin aktivitesi nisasta
substrat olarak kullanilarak nisasta-iyodin metoduyla tayin edilmistir.

Immobilizasyon calismalar1 sirasinda sonikasyon islemi uygulanmayan ciplak
manyetik nanopartikiiller %53,10 protein baglandigi, immobilizasyon esnasinda
sonikasyon islemi uygulandiginda bu oranin %53,95 oldugu goriilmiistiir. %0,5 w/v agar
kaplt manyetik nanopartikiillerle immobilizasyon islemi tekrarlandiginda sonikasyon
uygulanmayan partikiillere  %65,61 protein  baglanirken sonikasyon islemi
uygulandiginda bu oran %44,71’e diismiistiir. Sonikasyon isleminin immobilizasyona
olumlu etkisi oldugu goriilmediginden immobilizasyon islemleri sonikasyon olmadan
devam etmigstir. Farkli pH (3 - 4- 5- 6- 7) ortamlarinda adsorpsiyon ile immobilizasyon
islemi yapilmis pH 3 ortaminda proteinlerin %99,89’unun baglandig1 goriilmiistiir. Ancak
baglanan proteinlerin aktivite tayinlerinde mutlak aktivitenin ¢ok diisiik oldugu ve
baglanan proteinlerin nispeten calismadigi belirlenmistir. Enzim immobilizasyonunda
asil amag, enzimlerin defalarca ve en verimli sekilde kullanilmasi oldugundan baglanan
protein miktarindan ziyade yliksek spesifik aktiviteye sahip olan manyetik partikiiller elde
etmek amaglanmistir. Bu sebeple yiiksek spesifik aktivite gosteren pH 4 ve pH 5
ortaminda yapilan immobilizasyon islemleriyle devam edilmistir. immobilizasyon
stiresinin baglanan protein miktarma ve enzim aktivitesine etkisinin belirlenmesi
amaciyla pH 4 ve pH 5 ortaminda yapilan immobilizasyon islemlerinde farkli bekleme
stireleri (0.5 - 1 -2 -4 - 8 - 16 saat) calisilmistir. Uzun immobilizasyon siirelerinde
baglanan protein miktarmnin fazla oldugu goriilse de destek materyali ilizerine daha fazla
protein immobilizasyonu sonucunda substratin enzimin aktif bdlgesine ulagmasini
kisitlamasindan dolayr bu partikiillerin bagil aktivite degerleri diger partikiillerle

kiyaslandiginda oldukga diisiik oldugu goriilmiistiir.

Adsorpsiyon ile alfa amilaz immobilizasyonu sonrasinda yapilan enzim aktivitesi
tayinlerinde partikiiller miknatis yardimiyla soliisyon igerisinden alinmasina ragmen
nisasta hidrolizinin devam ettigi saptanmistir. Partikiiller {izerine immobilize olan
enzimin stabil olmadig1 ve enzim kagag1 yasanmasi sebebiyle immobilizasyon metodu
olarak kovalent baglama yontemi denenmistir.

Kovalent baglama ile enzim immobilizasyonu i¢in partikiiller farkl
konsantrasyonlarda (%0,5; %]1; %3; %5 v/v) gluteraldehit ile aktive edilmistir. GA
konsantrasyonu sabit tutularak (%0,5 v/v) partikiiller iizerine farkli pHlarda (4-5-6-7-8)

immobilizasyon ¢aligsmalar1 yapilmis ve degisen immobilizasyon pH’inin baglanan
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protein miktarina, enzim aktivitesine ve spesifik aktiviteye etkileri incelenmistir. Elde
edilen sonuglar dogrultusunda pH 8’de yapilan immobilizasyon islemlerinde %0,5GA ile
aktiflestirilmis  %1Agar-Kapli MNP’lerde baglanan protein miktar1  diger
parametrelerdeki partikiillerle karsilastirildiginda %35,25 gibi diisiik bir oranda olmasina
ragmen spesifik aktivite oraninin en yiiksek oldugu partikiil olarak belirlenmistir. Daha
sonra GA konsantrasyonunun etkisini belirlemek amaciyla immobilizasyon pH’1 sabit
(pH 8) tutularak farkli GA konsantrasyonlarda immobilizasyon verimi, enzim aktivitesi,
spesifik aktivite tayinleri yapilmistir. Bu deneyler sonucunda ise baglanan protein protein
miktar1 diger partikiillerle karsilastirildiginda diisiik olmasina ragmen partikiillerin rolatif
aktivitesinin en yiiksek degeri %3GA ile aktive edilmis %1Agar-Kapli MNP’lerde
saptanmistir. %3GA ile aktive edilmis partikiiller i¢in pH 4 ve 6’ da immobilizasyon
caligmalar1 yapilmis ancak baglanan protein miktar: artmasina ragmen spesifik aktivite
degeri olarak daha yiiksek bir sonug elde edilememistir. Yapilacak diger ¢caligmalar i¢in
en yiiksek spesifik aktiviteye sahip olan %3GA%1Agar-Kapli MNP’ler kullanilmastir.

Immobilize ve serbest enzimler igin termal stabilite, pH stabilitesi ve saklama
stabilitesi incelenmistir. Immobilize ve serbest enzim i¢in farkli sicakliklarda ve pH 4,50
ortaminda yapilan aktivite tayinlerinde her iki enzim i¢in de en yliksek spesifik aktivitenin
55°C’de oldugu goriilmiistiir. Immobilizasyon isleminin sicaklik optimumunu
degistirmedigi ancak enzim aktivitesinin 4 kat yiikselmesini ve korunmasini sagladigi
goriilmiistiir. Immobilize ve serbest enzimin saklama stabilitesini belirlemek amaciyla
taze hazirlanmig ve 77 giin stireyle +4°C’ de bekletilmis immobilize ve serbest enzimlerle
aktivite tayinleri yapilmistir. Yapilan deneyler sonucunda taze hazirlanan pH 8 alfa
amilaz enzim ¢ozeltisinin spesifik aktivite degeri 64,83 U/mg olarak bulunmus ve 77 giin
sonra yapilan aktivite tayinlerinde bu degerin 57,27 U/mg’a diistiigli goriilmiistiir.
Bununla birlikte yeni immobilize edilmis alfa amilazin aktivite tayinlerinde spesifik
aktivitesi 432,16 U/mg olarak hesaplanmig ve bu degerin 77 giin sonra yapilan
degerlendirmeler sonucunda ¢ok az bir diislisle 429,83 U/mg oldugu goézlenmistir.
Immobilize edilen enzimler serbest enzimlere kiyasla aktivitelerini biiyiikk oranda
korumuslardir.

Immobilize enzimlerin en biiyiik avantajlarindan biri de enzimlerin tekrar tekrar
kullanilabilmesidir. Manyetik partikiiller {izerine immobilize edilen alfa amilazin ¢oklu
kullanim sonucunda enzim aktivitesinde meydana gelen degisimin gézlenmesi amaciyla

partikiiller miknatis yardimiyla nisasta ¢ozeltisinden toplanarak tekrar tekrar nisasta
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ortamina koyulmus ve aktiviteleri incelenmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda
immobilize enzimler 6.kullanim sonunda spesifik aktivitelerinin %55’ini korumuglardir.
Bu sonu¢ enzimin aktivitesinde gozle goriiniir bir fark olmaksizin tekrar tekrar

kullanilabilecegini gostermektedir.
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EKLER
EK -1

BRADFORD AYIRACI

Bradford stok c¢ozeltisi (x5 stok) hazirlamak icin asagidaki kimyasallar verilen

oranlarda karistirilir:

e 500 mL %85 orto-fosforik asit
e 250 mL %095 etanol (spektroskopik)
e 500 mg Brilliant Blue G-Dye

Karigima toplam hacim 1 L olacak sekilde distile su eklenir. Konsantre karigim

buzdolabinda saklanir. Boya 1s18a kars1 hassa oldugu i¢in aliiminyum folyo ile sarilir.

Protein tayininde kullanilacak ¢6zelti stok ¢ozeltiden 1 hacim, distile sudan 4 hacim
alinarak hazirlanir. Hazirlanan karisim iyice karistirilir ve filtre kagidindan gegirilir.

Kullanilmadan 6nce en az 24 saat oda sicakliginda beklemelidir.
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EK-2

FWHM
——CMC 1
—— Gauss Fit of Sheet1 B
200 A Model Gauss
: Y=Y0 + (AW'Sqri(pir2))
Equation Fexp(2+((x-xcywy'2)
Plot B
» yo 2231148 £ 021655
o xc 3547435 +0,00897
2 w 0,89999 + 001805
g A 150,57022 + 2,80295
> Reduced Chi- 158,56008
o) 100 R-Square (CO 058447
ﬁ ’ Adj. R-Square 058411
O

@, 1 = Nonlinear Curve Fit (Gauss) (14.12.2021 23:42:08)

~
|

Value—_J Standard Error t-Value Prob=[tf = Dependency

yo| 2231148 021655  103,03319 0 0,03417

xc 3547435 0,00897 3954,77522 0 0

w 089999 001805  49,87367 0 0,3411

B A 15957022 230295 5692938 0 035612
sigma_ 0,45 0,00902
0,02125
Height | 147,46591 24469

Reduced Chi-sar = 158, 580078481

COD{R"2) = 0,58447042832857

Iterations Performed = 22

Total Iterations in Session = 22

Fit cenverged. Chi-Sqr tolerance value of 1E-8 was reached.
Standard Error was scaled with square root of reduced Chi-Saqr.
sigma, FWHM, Height are derived parameter{s).

= Statistics |

B

Number of Points | 3501
Degrees of Freedom 3497
Reduced Chi-Sqr 158,56008
Residual Sum of Squares 554484 58746
R-Square (COD) | 0,58447
Adj. R-Square 0,58411

Fit Status Succeeded(100)

RN ¢ FithLS :( FitNLCurve? AFitNL9 £ FitNLCurve8 £ FitNL10 £ FitNLCurved AFitNL11 £]] <
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