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OZET

Bu calismada, manyetik Fe;O, nanopargaciklarn ters-faz silispansiyon
metodu ile selilozla kaplanmistir. Hazirlanan seliiloz kapli manyetik
nanopargaciklari (Fes;04-CC), geg¢irimli elektron mikroskopisi (TEM),
Fourier donlisimli kizilotesi spektroskopisi (FT-IR), X-isini kirinimi
yontemi (XRD), termogravimetrik analiz yontemi (TGA), { (Zeta)-
potansiyel analizi, elektron paramanyetik rezonans spektroskopisi
(EPR) ve titregimli 6rnek manyetometrisi (VSM) ile karakterize edilmistir.
Elde edilen sonuglardan selilloz kaph manyetik nanopargaciklarin
boyutlarinin 50 nm’ den kii¢iik oldugu, Fe;O, nanopargaciklarinin 4,7-
7,0 nm kalinhginda seliilozla kaplandiklari, Fes;O, spinel yapisinin
degismedigi, izoelektrik noktasinin 2,71, doyum miknatislanmasinin
45,2 emu/g oldugu ve siliperparamanyetik ozellik gosterdikleri
belirlenmistir. Trametes versicolor kaynakh lakkaz enzimi, Fe3;04-CC
nanopargaciklarina adsorpsiyonla (FesO4-CC-L) veya iki turli kovalent
baglanma methodu ile; yukseltgenerek (Fesz04-CC-Y-L), siyanurik
klorurle aktiflestirerek (Fe;O4-CC-SC-L) kovalent baglanma yontemi ile
immobilize edilmistir. Enzimin varhg SEM/EDS analizleri ile
belirlenmigtir. immobilize lakkazlarin aktifligine pH, sicaklik, substrat

derigimi, depolama siresinin ve tekrar kullanilabilirligin etkisi



incelenmistir. immobilize lakkazlar igin optimum pH 3,5, optimum
sicaklik 40 °C olarak bulunmus ve 1 gun igerisinde 25 kez
kullanildiklarinda baslangi¢ aktifliklerini yaklasik %65 korumuslardir.
immobilize lakkazlarin Fe30,-CC-L, Fe304-CC-Y-L, Fe304-CC-SC-L
katalitik etkinlikleri 1,35 olan serbest lakkazinkine ¢ok yakin ve sirasiyla
1,28, 1,29 ve 1,30 olarak bulunmustur.
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ABSTRACT

In this study, Fe3O, nanoparticles were coated with cellulose by
reversed-phase suspension method. The prepared cellulose coated
magnetic nanoparticles (Fe304-CC) were characterized by transmission
electrode microscope (TEM), Fourier transform infrared spectroscopy
(FT-IR), X-ray diffraction method (XRD), termogravimetric analysis
(TGA), ¢ (Zeta)-potential analysis, electron paramagnetic resonance
spectroscopy (EPR) and vibrating sample magnetometry (VSM). It was
determined that the particle sizes of cellulose coated magnetic
nanoparticles are smaller than 50 nm, the thickness of cellulose on the
FesO4 nanoparticles were 4,7-7,0 nm, no change occured in spinel
structure, isoelectronic point was 2,71, the saturation magnetization
was 45,2 emu/g and they demonstrate superparamagnetic property.
Trametes versicolor laccase enyzme, immobilized on to Fe304-CC
nanoparticles by adsorption and by two kind of covalent binding
methods; either by oxidization or activation with cyanuric chloride. The

presence of enzyme was detected by SEM/EDS analysis.

The effect of pH, temperature, substrate concentration, storage time on

the activities of immobilized laccases were investigated. It was obtained



vii

that the optimum pH was 3,5 and optimum temperature 40 °C for all
immobilized systems and after using these immobilized systems
repeatedly 25 times in a day, they retained 65% of their initial activities.
It was obtained that catalytic effect of immobilized laccase Fe3z04-CC-L,
Fe304-CC-Y-L, Fe304-CC-SC-L was close to free laccase which was 1,35
and the values were determined as, 1,28; 1,29 and 1,30, respectively.
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ABTS 2,2’-azino-bis(3-etilbenziltiazolin-6-
sulfonik asit)



1. GIRiS

Son yillarin en ¢ok ilgi ¢eken konularindan biri nano malzemelerdir. “Nano”
sdzcugu, herhangi bir fiziksel bUydkliGgan bir milyarda biri anlamina
gelmektedir. Nanoyapilar, yaklasik 10-100 atomluk sistemlerden (10°° metre)
olugsmaktadir. Bu boyutlarda sistemlerin fiziksel davraniglari normal
sistemlere kiyasla farkli  Ozellikler gostermektedir. “Nanobilim” ve
“nanoteknoloji” sézclkleri altinda toplanabilecek bu farkhliklar, yaklagik 10
yildan beri dinya ulkelerinin sivil-askeri teknoloji stratejilerini belirlemektedir.
Nano-elektronik ve bilgisayar teknolojileri, havacilik, uzay arastirmalari,
biyoteknoloji, ¢cevre ve enerji, malzeme ve imalat, tip ve saglk, tarim ve

savunma sektoérlerinde hizla artan kullanim alanlari bulmustur [1].

Son yillarda, manyetik 6zellik sergileyen nanoparcaciklar biomedikal ve
biyoteknolojik uygulamalarda 6nemli bir yer edinmigtir. Cesitli dogal ya da
sentetik polimerlerle islevsel hale getirilen manyetit (FesO,4) ya da maghemit
(Y-Fe203) gibi manyetik demir oksit nanoparcgaciklari; kayit cihazlarinda, 6zel
polimerler tarafindan desteklenen ilaclarda, medikal arastirmalarda, hucre
izolasyon cihazlarinda, enzim immobilizasyonlarinda, kontrolli salim
sistemlerinde, biyolojik malzemelerin  ayrilmasinda, suyun icinde
bulunabilecek agir metal iyonlari ve boyar maddeler gibi kirleticilerin

uzaklastiriimasinda kullaniimaktadir [2-6].

Manyetik destek materyaller, manyetik tanecik igeren Urlinin tepkime
ortamindan santrifijleme, sizme gibi islemlere gerek kalmadan, miknatis
sayesinde hizla ayrilmasini saglamaktadir. Manyetik polimerik destekler,
manyetik nanopargaciklarin biyouyumluluklarinin artinimasi, bu
nanopargaciklarin hormonlar, vitaminler, nukleotitler, ilaglar ve enzimler gibi
kompleks yapili biyolojik molekillere fiziksel ya da kimyasal olarak
tutunabilmeleri, manyetik 6zellige sahip kolloidal sistemin kararli hale

getirilebilmesi, pargaciklarin sentezleri sirasinda ya da sentezlenmelerinden



sonra orijinal boyutlarinin ve manyetik 6zelliklerinin korunmasi sebepleriyle
onem kazanmistir [7-9]. Simdiye kadar, cesitli polimerler ile kaplanan
manyetik mikroklreler ve manyetik nanoparcaciklar, manyetik rezonans
géruntileme (MRI), ilag¢ tasima sistemleri, hipertermik uygulamalar
(tmorlerin 1siyla bozundurulmasi), doku onarimi, biyoaktif molekullerin
(enzimlerin, proteinlerin, biyoaktif ajanlarin) ve de sudaki kirleticilerin
(boyarmaddeler ve agir metal iyonlarin ) biyolojik ve ekolojik ortamlardan

uzaklastirimasinda kullaniimistir [10-19].

Enzimler, ¢ogunlugu protein yapisinda olan, dogal olarak yalniz canlilar
tarafindan sentezlenebilen biyolojik katalizérlerdir ve pek c¢ok tepkimeyi
yuksek spesifiklikle hizli ve verimli bir sekilde katalizlerler. Hiicre disinda da
etkinliklerini koruyan enzimler, endustriyel ve klinik iglemlerde substrat ile
tepkimeye girerek yuksek oranda UrUn eldesini saglarlar. Fakat enzimlerin
endustriyel alanda biyokatalizleyici olarak kullanilabilmesi igin enzim
kararhliginin, aktifliginin ve tekrar kullaniminin arttirimasi gerekmektedir ve
bu nedenle bilim insanlari enzimlerin daha ekonomik ve kullanigh hale
getiriimesi yonunde yodun arastirmalar yuratmektedir. Enzimlerin ekonomik
ve pratik bir sekilde kullanimlarini saglamak amaciyla, cesitli kimyasal ve
fiziksel yontemlerle kati desteklere immobilize edilmis sekillerinin kullaniimasi
tercih edilir hale gelmistir. Bu enzimler tepkime ortamindan istenilen bir anda
ayrilabilir ve katalizledikleri tepkimelerde tekrar tekrar kullanilabilir. Enzimlerin
immobilize edilmesi amaciyla, dodal ya da sentetik polimerlerden ve
inorganik maddelerden cesitli bicimlerde ve boyutlarda hazirlanabilen destek
materyaller kullaniimaktadir. Enzimlerin kati desteklere immobilize edilmesi,
enzim teknolojisinde yogun arastirilan bir konu olmustur. Son yillarda
manyetik ozellik gOsteren destek malzemelerin de enzim

immobilizasyonunda kullaniimasi 6nem kazanmigtir [20-22].

Bu tez galismasinda, manyetik Fe3O4 nanoparcgaciklari, dogal bir polimer olan
seluloz ile kaplanarak fonksiyonel hale getiriimis ve sellloz kaphh manyetik

nanoparcgaciklar (Fe3O4-CC), Trametes versicolor lakkaz enziminin



immobilizasyonunda kullaniimistir. Fe304-CC nanopargaciklarinin yapisal,
morfolojik, manyetik ve 1sil Ozellikleri, Fourier donusumliu kizilotesi
spektroskopisi (FT-IR), X-isinlari kirinimi yontemi (XRD), gecirimli elektron
mikroskopisi (TEM), ( (zeta)-potansiyel analizi, elektron paramanyetik
rezonans spektroskopisi (EPR), titresimli érnek manyetometrisi (VSM) ve
termogravimetrik analiz yontemi (TGA) ile incelenmigtir. ilk kez bu kadar
gesitli yontemlerle selluloz kapli manyetik nanoparcaciklar karakterize
edilmistir. Trametes versicolor lakkaz enzimi Fe304-CC nanopargaciklarina
fiziksel adsorpsiyonla (Fe304-CC-L) veya iki turli kimyasal baglama ile;
yukseltgenerek (Fe3;O4-CC-Y-L) ve siyanurik klorurle aktiflestirerek (FezOa-
CC-SC-L) immobilize edilmistir. immobilize enzim sistemlerindeki enzimin
varhigi, enerji dispersif X-isini analizérlli taramali elektron mikroskobu
(SEM/EDS) ile belirlenmistir. immobilize lakkaz aktifligi, ABTS (2,2’-azino-
bis(3-etilbenziltiazolin-6-sulfonik asit)) substati kullanilarak tayin edilmistir. Bu
calismada sellloz kapli manyetik nanoparcaciklara yukseltgenerek ve
siyanurik klorlrle aktiflestirerek kovalent baglanma yontemleriyle ilk kez
lakkaz enzimi immobilize edilmistir. Fe304-CC nanopargaciklarindan 3 farkl
yontem ile elde edilen immobilize lakkazlarin optimum pH ve optimum
sicakliklari belirlenmis, kinetik parametreleri (Vimak Ve Kn) hesaplanmis,
depolama suresince ve tekrar kullanimda enzim aktifliklerinde meydana
gelen degismeler incelenmis ve birbirleriyle kiyaslanarak en optimum

immobilizasyon teknigi saptanmaya g¢aligiimigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Miknatislanma

Elektriksel yuklerin  hareketleri sonucunda meydana gelen olaya
miknatislanma (manyetizasyon) denir. Fe, Ni, Co gibi iletkenler ile genel
olarak, kendisinden belirli bir uzaklikta bulunan bu iletkenlerin alasimlarini
kendine c¢ekebilme Ozelligi gosteren maddelere “miknatis” adi verilir. Her
miknatisin g¢evresinde “manyetik alani” vardir. Sekil 2.1.” de miknatisin

¢evresinde olugan manyetik alan sematik olarak gosterilmigtir.

~—Manyetik alan ¢izgilen
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Sekil 2. 1. Miknatis gevresinde olusan manyetik alan

Bir miknatisin etki alani i¢inde kalinca kendileri miknatis olmadiklari halde,
Fe, Ni, Co gibi iletkenler ve bunlarin alasimlarini kendine ¢ekebilme 6zelligi
gOsteren maddelere de “manyetik madde” denilir. Miknatisin etki alani i¢cinde
kaldiklari halde, s6zU gegen maddeleri kendisine ¢ekme 6zelligi gdstermeyen
maddelere de “manyetik olmayan maddeler” denilir [23].

Manyetik maddelerin atomlari, atomun c¢ekirdegi c¢evresinde bulunan
elektronlarin dénus (spin) hareketlerinden ve elektronlarinin kendi etrafindaki

hareketlerinden kaynaklanan bir “manyetik moment’e sahiptir. Sekil 2.2." de



atom c¢ekirdedi ¢evresinde ve kendi etrafinda donen elektronun olusturdugu

manyetik moment sematik olarak gosterilmigtir.

Sekil 2. 2 Atom ¢ekirdegi ¢evresinde ve kendi etrafinda spin hareketi yapan
elektronun olusturdugu manyetik moment

Manyetik 6zellikler, tamamen cismi olusturan atomlarin elektronlarinin kendi
manyetik momentlerinin  (spin  agisal momentumlarinin),  yorunge
hareketlerinin (yériinge agisal momentumlarinin) veya bulunduklari eneriji

duzeylerinin ne kadar dolu oldugunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikar.

Bir maddenin miknatislanma degeri (M), disaridan uygulanan manyetik alana
baghdir ve kati maddenin birim hacmindeki (V) manyetik moment (m)
miktarina esittir (Es. 2.1) [24,25]:

M=m/V 2.1)

Maddenin birim kutlesindeki miknatislanma (o) ise, manyetik momentin,

maddenin kiutlesine (m) orani ile hesaplanir (Es. 2.2) [26]:

o=m/m (2.2)
Manyetik alan siddeti (H) ve miknatislanma degeri arasindaki iliski de, Es.
2.3’ te verildigi gibidir [24,25]:



M=yxH (2.3)

Bu bagintida, y, malzemenin uygulanan manyetik alana karsi duyarligini
gosteren ve Sl birim sisteminde birimsiz bir buyukluk olan “manyetik

duyarlihk” tir.

Maddeler, elektronlarinin atom c¢ekirdedi ¢evresindeki spin hareketlerine ve
bunlarin birbirleriyle etkilesimlerine bagli olarak belirli bir manyetik davranig
sergiler. Bu davraniglar, diyamanyetizma, paramanyetizma,
ferromanyetizma, antiferromanyetizma ve ferrimanyetizma olmak Uzere bes

sinifta incelenebilir.

Diyamanyetik maddeler, manyetik alan icinde alana zit yonde zayif
miknatislanirlar ve alanin zayif tarafina dogru itilirler. Bu maddelerin atomlari,
net bir manyetik momente sahip degildir. Radyum, potasyum, hidrojen, bakir,
gumus ve altin diamanyetik gruba girerler. Manyetik alana maruz
birakildiklarinda, manyetik alan tarafindan zayifca itildikleri igin,
miknatislanmalari negatif yonde artar. Bu maddelerin y degeri negatif olup,
yaklasik -10° civarindadir [24].

Paramanyetik maddeler, eslesmemis elektron igcermeleri nedeniyle, manyetik
momente sahip olan ve manyetik alan icine yerlestirildikleri zaman, manyetik
alan tarafindan c¢ekilen maddelerdir. Hava, aliminyum ve silisyum
paramanyetik gruba girer. Bu maddelerin y degerleri yaklasik 10 ile 107
civarindadir ve dis manyetik alan sifir oldugunda bu maddelerin
miknatislanmasi  sifirdir.  Maddeye disaridan bir manyetik alan
uygulandidinda ise, rastgele yonlenmis manyetik momentler, manyetik alanla
ayni dogrultuda yonlenir ve maddenin miknatislanmasi artar [24].

Ferromanyetik maddeler, manyetik alan iginde kalinca gok iyi miknatislanma
ozelligi gosteren ve y degerleri 50-10* dolaylarinda olan maddelerdir. Fe, Ni,
Co ferromanyetik 6zellik gosterir. Ferromanyetik maddelerin atomlari net bir

manyetik momente sahiptir ve bu manyetik momentler birbirlerinin etkisini



artiracak sekilde ayni yonlu duzenlenmistir. Bu maddelere digaridan bir
manyetik alan uygulandiginda, manyetik momentlerin daha da duzenli hale
gecmesiyle, maddenin toplam miknatislanmasi artar ve bir sure sonra,
duzenlenecek manyetik moment kalmadigi i¢cin miknatislanma doygunluga
ulagir. Bu andaki miknatislanma, “doyum miknatislanmasi” olarak tanimlanir
ve “Ms” ile gosterilir (EGer doyum miknatislanmasi katle miknatislanmasi
olarak veriliyorsa, o5 olarak goésterilir). Doyum miknatislanmasinin bayuklugu,
maddenin birim hacmindeki manyetik moment miktarina baglidir. Ayrica
sicaklik, bu maddelerin miknatislanmasi Uzerinde etkilidir. Ferromanyetik
maddeler, “Curie sicakhdi” olarak bilinen ve “T¢” ile simgelenen belirli bir
sicakligin Uzerinde, manyetik momentlerinin dizenlenmelerini kaybetmesiyle
paramanyetik davranis gosterirler. Fe icin Tc degeri 1043 K' dir.
Ferromanyetik maddeler teknolojik yonden ¢ok buylk dnem arz etmektedir;
transformatorler, ses duzenekleri, video, teyp, disketler bu maddelerden
yapilmaktadir [23,24].

Antiferromanyetik maddelerde, birbirine komsu olan esit buyuklUikteki
manyetik momentler, birbirlerinin etkisini yok edecek sekilde ters yonlu
dizenlenmigtir. Bu nedenle, dis manyetik alan sifir oldugunda, maddenin net
manyetik momenti sifirdir. Bu durum, kristal 6rgu icerisinde, birbirine zit yonli
manyetik momentlere sahip iki ayr alt o6rginin bulunmasindan
kaynaklanmaktadir. Maddeye disaridan manyetik alan uygulandiginda ise,
manyetik alana zit yonlu olan manyetik momentler, manyetik alanla ayni
yone dogru yonlenmeye baslar ve maddenin miknatislanmasi artar.
Antiferromanyetik maddelerin manyetik 6zelligi de sicakliga 6nemli Olgclide
baglidir ve bu maddeler, “Néel sicakhdi” olarak bilinen ve “Ty” ile simgelenen
belirli bir sicaklikta, sahip olduklari dizenlenmeyi kaybederek paramanyetik
davranis sergiler. FeO, 198 K altindaki sicakliklarda antiferromanyetik 6zellik
gosterir. Antiferromanyetik maddelerin buyuk bir kismi, iyonik bilesiklerdir;
oksitler, sulfitler, kloritler v.b. Bu maddeler ticari 6Gneme pek sahip degildirler;

daha ziyade bilimsel yonden ilgingtirler [24].



Ferrimanyetik davranig, antiferromanyetik davranigi da igeren bir manyetik
davranis turudur. Ferrimanyetik maddeler, antiferromanyetik maddelerde
oldugu gibi, birbirine zit yonli manyetik momentler iceren iki ayr kristal alt
orguden olugsmuslardir. Ancak, bu iki alt orgudeki manyetik momentler,
birbirine esit buyuklikte degildir. En ¢ok bilinen ferrimanyetik maddelerden
birisi, FezO4 (manyetit) tir. Bu maddelere, disaridan bir manyetik alan
uygulandiginda, manyetik momentlerin manyetik alanla ayni dogrultuda
yonlenmesiyle, maddenin miknatislanmasi artmaya baslar. Manyetik alan
siddeti belirli bir degere ulastiinda ise, manyetik momentlerin tumu,
manyetik alanla ayni dogrultuda yonlendigi igin, maddenin miknatislanmasi,
ferromanyetik maddelerde oldugu gibi doygunluga ulasir. Ancak, bu
maddelerin miknatislanmasi, ferromanyetik maddelere goére daha dusuik
degerlerdedir. Ayrica, Tc Uzerindeki sicakliklarda ferrimanyetik maddeler,
manyetik momentlerinin dizenlenmesini yitirmesiyle, paramanyetik hale
donusdurler [24,27].

2.1.1. Demir oksitler

Demir oksitler, demir ve oksijenin birlesmesiyle olusan, dogada yaygin olarak
bulunabilen ve laboratuvarda kolaylikla senztezlenebilen kimyasal
bilesiklerdir. Demir oksit bilesikleri, MO.Fe,O3 olarak gosterilen kimyasal yapi
icerisinde, M=Co, Zn, Cu, Ni metal oksitleri ile birarada bulunurlar.
Ferrimanyetik demir oksitler, ferromanyetik maddelere gére daha az
manyetizasyon gostermelerine ragmen oksidasyona karsi dayanikh
olduklarindan daha ¢ok uygulama alani bulurlar. Y-Fe,O3; (maghemit) ve
Fe304 (manyetit) en genel ve en ¢ok arastirilan demir oksitlerdir [7]. Manyetik
nanoparcgaciklar, pek c¢ok disiplinde incelendigi icin sanayi, bilim ve tip
uygulamalarinda genis bir yelpazede kullanilir. Ozellikle, veri depolama, MRI
(manyetik rezonans goéruntileme) kontrast arttirici ve ilag saliniminda
kullanilir [28].



2.1.2. Fe30O4 (Manyetit)

A(B,0,) standart formuline sahip manyetit spinel grubun bir Gyesidir. Kristal
yapida spesifik yerlerde bulunan A ve B farkli metal iyonlarini temsil eder. Bu
durumda Fe;0,4 kimyasal formiiliine sahip olan manyetit, Fe** olan A metali
ve Fe* olan B metali, iki spesifik yerdeki iki farkli metal iyonudur ve
ferrimanyetik bir mineraldir (Resim 2.1). Ferro-ferrik oksit olarakta bilinen
manyetit ayrica demir 2-3 oksit olarak da adlandirilir. Bu gosterim demirin iki
farkli degerlige ayni anda (** ve **) sahip oldugunu gdstermektedir. Dogal bir
miknatistir. Bu duzenleme yapilandiriimis bir yol veya vektorde farkli demir

iyonlari arasinda elektron transferine neden olur. Bu elektrik vektorl

manyetik bir alan Uretir.

Resim 2. 1. Fe304 mineralinin géranumdu

Siyah veya kahverengimsi siyah bir metalik parlakhda sahiptir. Fe3O4 birim
hiicresi (Sekil 2.3), 32 O anyonu, 16 Fe®*" ve 8 Fe?" katyonu olmak iizere 56
iyondan olusur. Birim hiicrede O%, kiibik sik istiflenmis yapidadir. Fe?" ve
Fe®*, tetrahedral (dortylizli) bolgelerde 4 adet, oktahedral (sekizyiizlii)

bélgelerde ise 6 adet O tarafindan koordine olmustur.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Oksit
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Sekil 2. 3. Fe304 birim hicresi

Manyetit, asagidaki tepkimede gosterildigi gibi, 1:2 mol oranindaki Fe?*:Fe*

katyonlarinin sulu ortamda kuvvetli bir bazla ¢okturalmesi ile elde edilir [7].
Fe?* +2Fe®" + 80H — Fe304 + 4H,0

Tepkime sirasindaki Fe?:Fe** mol orani ve sentez ortaminin kosullari
(ortamin sicaklik ve pH degeri), olusan demir oksitin tirand, boyutunu ve

manyetik 6zelliklerini etkilemektedir [3,7].
2.1.3. Manyetik pargaciklarin uygulama alanlari

Son vyillarda, manyetik alan tarafindan yonlendirilebilir olmalari, fiziksel
Ozelliklerinin manyetik alanla degisebilir olmasi sebebiyle demir ¢ozeltileri;
kliguk boyutlar, karakteristik o6zellikleri ve dusuk toksiklikleri ile de
superparamanyetik demir oksitler ¢ok ilgi ¢eken ve Uzerinde arastirma

yapilan malzemelerdir [2,19]. Nano boyuttaki malzemelerin kendilerine 6zgu
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boyut ve fiziksel Ozellikleri nedeniyle birgok avantaji vardir ancak
nanopargaciklari ¢ozelti ortamindan ayirmak zordur ve yuksek hizda santrifuj
kullanilmasi gerekmektedir. Manyetik Ozelliklere sahip nanopargaciklar
kullanillarak bu sorun kolayca ¢o6zulur. Sureden ve maliyetten tasarruf

saglanir [19].

Demir oksit nanopargaciklari manyetik Ozellikleri sayesinde ayirma
islemlerinde, biyoteknoloji alaninda, ilag salim sistemlerinde, adsorpsiyon
uygulamalarinda, 6zellikle iyon dedisimlerinde, enzim veya diger proteinlerin,
nakleik asitlerin izolasyonu ve analizinde, protein saflastiriimasinda, patojenik
bakteri ve viruslerin belirlenmesinde ve gen aktariminda, sanayi atiklarinda
boyalarin renginin gideriimesinde yaygin olarak kullaniimaktadir [5]. Ayrica,
yuzeylerine gesitli fonksiyonel gruplar eklenmis manyetik nanopargaciklar ve
manyetik mikrokureler; biyolojik ve ekolojik ortamlardan toksik iyonlarin,
proteinlerin, enzimlerin ve mikroorganizmalarin bu manyetik parcaciklara
tutunarak, manyetik ayirma teknigi ile uzaklastirimasinda, manyetik tasiyici
gorevinde kullaniimaktadir. Polimer malzemelerin gdzeneklerine gomulu bu
manyetik nanopargaciklar elektrostatik etkilesimi gelistirmesi nedeniyle
adsorpsiyon kapasitesini genisletir [29]. Manyetik tasiyici parcaciklarin bu
uygulamalarda basarili bir gekilde kullaniimasi i¢in disaridan uygulanan
manyetik alana iyi bir cevap verebilmesi, boyutlarinin kliguk olmasi
(boylelikle, yuzey alaninin fazla olusundan dolayi, daha fazla biyomolekul ve
iyon yuzeye tutuklanarak ortamdan ayrilabilir), farkli ortam sartlarinda
kimyasal olarak kararli olmasi ve mikrobiyal bozunmalara kargi direngli
olmasi, ortamdan ayrilmak ya da tutuklanmak istenen belirli bir bilesene karsi
secici olmasi (yani elektrostatik adsorpsiyon yapabilmesi ya da yuzeylerinde
fonksiyonel gruplar tagsimasi), bazi uygulamalarda geri kazanilabilir ve tekrar
kullanilabilir olmasi, yuzeysel ve manyetik Ozellikleri nedeniyle bir araya
gelme egilimlerinin en aza indirgenmis olmasi ve Uretimlerinin kolay ve
ekonomik olmasi 6nemlidir. Fe3O, nanopargaciklari aralarindaki guglu
manyetik dipol-dipol c¢ekimler nedeniyle toplanma edilimindedirler. Bunu

Onlemek igin nisasta, sellloz, dekstan ve kitosan gibi hidrofilik polimerler ile
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yuzeyleri kaplanmis olarak manyetik nanoparcgaciklarin sulu dispersiyonu
elde edilir [28]. Ayni zamanda manyetik nanopargaciklarin biyoteknolojik ve
biyomedikal uygulamalardaki biyobozunurluklarini  kolaylastirmak, bu
nanopargaciklari fizyolojik ortamda toksik etki gostermeyecek hale getirmek
ve bu nanopargaciklarin hormonlar, vitaminler, ilaglar ve enzimler gibi
kompleks yapili biyomoleklllere baglanmalarini saglamak amaciyla,
yuzeyleri kimyasal islemlerle modifiye edilir [7,8]. Bu amagla, bir polimerle
kaplanmig, bir polimerik ya da inorganik matriks icine hapsedilmis ya da
polimerik ya da inorganik bir kabugun Uzerine ¢Oktirulmis manyetik

kompozit pargaciklar hazirlanabilir [8,30].

Son zamanlarda, farkh polimerler (6rnegin, agaroz) ile kapli manyetik
parcaciklar molekuler biyoloji ve biyomedikal gibi birgcok alanda yaygin olarak
kullaniimaktadir [31].

2.2. Enzimler

2.2.1. Enzimlerin genel ozellikleri

Canli organizma iginde olan c¢ogu tepkimeler, enzim adi verilen
makromolekuller tarafindan katalizlenir. Enzimlerin kendilerine 6zgu bazi

Ozellikleri agagida verilmistir.

Cok yiiksek katalitik etkinlige sahiptir. Enzimlerin katalitik etkinligi, kimyasal

katalizorlerinkinden binlerce kat daha yuksektir.

Etki alanlari dardir: Enzimlerin optimum etkinlikleri ortam kosgullarinin (pH,
iyon siddeti, sicaklik, basing v.b.) dar sinirlari i¢cindedir; bu sinirlarin disina

cikildiginda enzim etkinligi hizla duser.
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Yan Ulrin meydana gelmez: Enzim tepkimelerinde yan urin meydana
gelmez, yani substratin tamami Urine donusturdlur; oysa tum kimyasal

tepkimelerde yan Urin meydana gelir.

Ozgiildiir (spesifiklik) ve enzim tiirii ¢oktur: Ozglllik, her substrat veya
substrat grubunun 6zel bir enzimi olmasi demektir. Hicre iginde ¢ok sayida
biyokimyasal tepkime meydana geldigi i¢cin buna ¢ok sayida enzim karsilik
gelir. Oysa ¢ok sayida kimyasal tepkimenin olduk¢a az kimyasal katalizoru
vardir. Bazi enzimler yalnizca bir tepkimeyi, bazilari ise esterlerin hidrolizi
gibi yalnizca bir grup tepkimeyi katalizlemektedir. Enzimler genellikle yliksek

Ozgulligu nedeniyle biyosensoér gelisimi igin kullanihr [32].

Enzim ve substrat molekdillerinin biiytikleri bellidir: Enzimler substratlara gore
binlerce kat daha buyuk molekullerdir. Birer protein olan enzimlerin molar

kiitleleri 10*-10° g/mol araliginda degismektedir.

Aktif merkez ve baglanma yeri 6nemlidir. Enzim ¢ok buyldk bir molekil
olmakla birlikte aktif merkezi yani asil tepkimeyi yuruten kismi oldukga kuguk
bir bélgedir; bu bdlge, substratin aktif grubuna baglanarak tepkime meydana

gelir.

2.2.2. Enzimlerin adlandirilmasi ve siniflandiriimasi

Enzimler aktif ya da inaktif (etkisiz) durumda olmalarina gére adlandirilir.
Enzim inaktif durumda ise substratinin sonuna “jen” eki getirilerek adlandirilir.
Enzim aktif durumda ise etki ettikleri maddenin sonuna “ase=az” eki
getirilerek ve etki ettigi reaksiyonun c¢esidine gore adlandilir. Uluslararasi
Biyokimya Birliginin (IlUB) dizenlemesine goére enzimlerin Kkatalizledigi
kimyasal tepkime tipine ve tepkime metabolizmasina dayanilarak

adlandirmasi ve siniflandirmasi yapilmaktadir.
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IUB sisteminin ozellikleri sunlardir:

1 - Tepkimeler ve onlari katalizleyen enzimler 6 sinifa bolinarler; bunlarin her
birinin 4-13 alt sinifi vardir.

2 - Enzim adinin iki kismi vardir. ilki substrat veya substrat grubunun adidir;
ikincisi katalize olunan tepkime tipini gosterir.

3 - S6z konusu tepkimenin dogasini aydinlatmak igin eger ek bilgi gerekli ise,
parantez iginde verilebilir. Bu numaralandirma sistemine gore, her bir enzim,
enzim kodu (EC) kisaltmasiyla baglayan ve sirasiyla 4 sayi iceren bir kod

numarasina sahiptir.

EC kisaltmasindan sonraki ilk numara enzimin katalizledigi tepkimenin tirtine
gore ait oldugu sinifi gosterir ve bu dizenlemeye goére enzimler, katalizledigi

tepkimenin tlrine gore asagida verilen 6 sinifa ayrilmiglardir.

1. Oksidorediiktazlar. Oksidasyon-reduksiyon yani yukseltgenme indirgenme
reaksiyonlarini katalize eden enzimlerdir. Oksidorediktazlar kiral
bilesiklerin organik sentez surecinde yaygin olarak kullaniimaktadir ve ilag,
zirai ilag ve gida endustrisi i¢in gerekli olan ketonlar, aldehitler ve alkolleri
degistirmek icin kullaniimaktadir [33].

2. Transferazlar: Hidrojen disinda bir atomun veya atom grubunun bir
molekulden digerine aktariimasini saglarlar.

3. Hidrolazlar: Kimyasal tepkimede buylk molekillerin yikilmasi igin kimyasal
baga su eklemek yoluyla veya bagka bir grubu suya cevirerek kolay
kullanilir hale getiren enzimlerdir.

4. Liyazlar: Su molekuli ¢cikarmadan molekdilleri yikan enzimlerdir.

5. [zomerazlar: Molekil icinde degisiklik yaparak onun uzayda diziligini
degistiren enzimlerdir.

6. Ligazlar (Sentetazlar): Enerji kullanarak substrat molekullerinin birbirine

baglanmasini saglayan enzimlerdir.
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Her enzimin bir kod numarasi (EC) vardir; bu numarada tepkime tipini 1.
sayl, vericinin etkiledigi grubu 2. sayi, alici olarak yararlanilan grubu 3. sayi

ve adlandirilan enzimi 4. sayi belirlemektedir [33].

2.2.3. Enzim aktivitesine etki eden faktorler

Enzimler biyolojik sistemlerde ¢ok az miktarlarda bulunurlar. Bu nedenle
proteinin miktarindan ziyade biyolojik sistemde gdsterdigi aktiflik dlgulir [34].
Bir Unite enzim: Standart kosullarda 1 mikromol (umol) substrati GrGne

ceviren enzim miktari olarak kabul edilmektedir.

Enzimler tarafindan katalizlenen tepkimelerin hizini etkileyen faktorler

asagidaki sekilde siralanabilir;

Ortam pH’ si

Enzimler katalitik etki gosterirken ortamin hidrojen iyonu derigimine bagl
olarak aktiflikleri degismektedir. Bazi enzimler disuk pH seviyelerinde (asidik
ortamda) daha aktif olmakla beraber, bazilari yiksek pH’ I ortamlarda (bazik
ortamda) aktiftirler. Fakat cogunlukla enzim aktifligi nétral ortamlarda en fazla
olmaktadir. Enzimin maksimum aktiflik gosterdigi pH’ ya o enzimin optimum

pH ’s1 adi verilir.

Enzimatik calismalarda pH’ y1 optimumda sabit tutmak veya en azindan
hidrojen iyonu derigimini elverigli durumda tutmak icin tamponlar kullanilir.
Optimum pH, kullanilan tamponun cinsine, 6zel substratin yapisina ve

enzimin elde edildigi kaynaga baghdir.

Sicaklik

Sicakhk enzimatik tepkimeleri de diger tepkimelerde oldugu gibi hizlandirir.
Her 10 °C sicaklik artmasina karsilik enzimatik tepkimenin hizi 2 kat kadar
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artmaktadir. Ancak enzimler protein yapili olduklarindan belli bir sicakligin
uzerinde dayaniklihgini yitirerek denature olurlar. Enzimin maksimum aktiflik

gOsterdigi sicakliga optimum sicaklik adi verilir.

Enzim derisimi

Enzimatik tepkimenin hizi, enzimin substratina doygun oldugu kosullarda
enzim derisimine bagli olarak artmaktadir. Ortamdaki enzim molekUli ne
kadar cok ise tepkime o kadar hizli yurar. Enzimin hicrede lokalize oldugu
yerde yeterince substrat bulunmadigi igin tepkime o derece ylksek duzeyde
meydana gelmez. Substratin bol oldugu kosullarda enzim derisimi tepkime

hizi ile dogru orantilidir.

Substrat derisimi

Substrat derisimi, tepkime hizini belli bir sure lineer olarak artirmaktadir.
Enzim substratina karsi doygunluga ulastiginda tepkime hizi degismeden
devam eder (Sekil 2.4). Bu durumda enzim maksimum hiz ile calisiyor
demektir. Maksimum hiz Vi« ile gosterilir. Enzim maksimum hiz ile ¢alisirken
enzim molekillerinin yarisina baglh substrat derisimine Michaelis-Menten
sabiti (Ky,) denilmektedir. Enzimin substratina ilgisi ne kadar fazla ise K,

degeri o kadar kuguktur.
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Sekil 2. 4. Enzimatik tepkimenin hizina substrat derisiminin etkisi

Zamanin etkisi

Bir enzimatik tepkimenin hizi belirli bir zamanda Uretilen GrGnidn miktari ile
belirlenmektedir. Bir enzim tarafindan katalize edilen tepkime slrerken
tepkimenin hizi giderek duser. Bunun nedeni, tepkime devam ederken olusan
aranlerin aralarinda birleserek aksi yonde bir tepkime olusturmalari, enzimin
zamanla inaktive olmasi, tepkimeyi onleyen maddelerin tesekkul etmesi ve
substratin tukenmesi gibi faktorlerdir. Bu faktorlerin etkilerinin ortadan
kaldiriimasi i¢in enzim ¢alismalari gogunlukla substratin yaklasik % 10" unun

sarf edildigi tepkimenin baslangic asamasinda gergeklestirilir.

Inhibit6r

inhibitérler, enzimatik tepkimelerin hizini azaltan maddelerdir. inhibitorler,
substratin enzimin aktif merkezine baglanmasini ve bdylece enzim-substrat
kompleksinin  olusmasini Onlerler. Bu maddeler istenmeyen enzim
aktivitesinin Onlenmesi veya kontrol altinda tutulmasinda araci olarak
kullanihr [33].
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2.2.4. Enzimatik tepkimeler

Enzimin iglevi, hucrelerde gerceklesen ¢ogu kimyasal tepkimeyi
kolaylastirmak veya hizlandirmaktir. Molekullerin birbirleri ile tepkimeye
girebilmeleri igin digaridan enerji almalari gereklidir. Batin kimyasal
tepkimelerde aktivasyon enerjisi olarak bir enerji engelinin asilmasi
gerekmektedir. Tepkimenin hizini belirleyen en énemli faktdr, aktivasyon
enerjisi (Ea) denilen bu eneriji ihtiyacinin buyukligudur. Enerji engeli ne kadar
yuksek olursa, birim zaman igerisinde bu engeli asan molekullerin sayisi da o
oranda az olacaktir. Tepkime hizini artirabilmek igin sisteme kimyasal veya
biyolojik bir katalizor ilave edilebilir. Bu durumda katalizor ile substrat bir
kompleks yaparak aktivasyon enerjisini asagilara c¢ekebilir. Bu kompleksin
olusmasi ile daha ¢ok substrat aktivasyon enerji engelini asabilmekte,
tepkime hizi artmakta ve birim zamanda olusan drin miktari artmaktadir.
Hucresel kosullarda enzimler daha dusuk aktivasyon enerjisi gerektiren
alternatif yollar olusturarak tepkimelerin gergceklesmesini saglamaktadir.
Enzim substrat etkilesiminde, substrat [S] molekdli, enzimin [E] aktif
merkezine baglanarak “enzim-substrat kompleksi” [ES] olarak adlandirilan
kararsiz bir bilesik olusturur. Tepkime “enzim-trin kompleksi” [EU] ne
déniiserek sonuglanir. Son olarak triin [U], enzimin aktif merkezinden ayrilir.
Serbest kalan enzim yeniden kullanilabilir ve bir Grln olusturmak igin baska

bir substratla tepkimeye girebilir.

E+Se> ES— EU—E+U

Aktif merkez ile substrat, anahtar ile kilit gibi birbirine uygunluk gdsterir. Bu
sekil Emil-Fischer’ in tarif ettigi “anahtar ve kilit” durumuna uyar (Sekil 2.5).
Ancak substrat ile bulustuktan sonra enzim 6zel yapisini almakta ve substrat

aktif bolgeye baglanmaktadir.
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Substrat
2

Enzim Enzim Enzim Enzim

Sekil 2. 5. Enzim ve substrat arasindaki anahtar-kilit uyumu

2.3. Enzim immobilizasyonu

Enzimlerin, tepkimeleri ¢ok spesifik ve ylksek hizla katalizlemelerinden
faydalanmak amaciyla onlari canli organizma disinda kullanabilmek

dusuncesi bilim adamlarini bu konuda ¢alismalar yapmaya yonlendirmigtir.

Enzim saflastirimasi 06zel teknikler gerektirdiginden maliyeti oldukga
yuksektir. Bunun yani sira, serbest enzimin aktifligini kaybetmeden istenildigi
anda tepkime ortamindan uzaklastiriimasi da ¢ok gugtur. Bu durum pahali
olan enzimlerin tekrar tekrar kullanilmasina engel olur. Tepkimenin istenilen
anda durdurulmasi igin inhibitor katilmasi durumunda ise zaten enzim
tarafindan kirletiimis olan tepkime urUnlerine yeni bir kirlilik unsuru eklenmis
olacaktir. Urlinlerin bu kirlilikten aritiimasi icin karisik ayirma islemlerine
gerek vardir ki bu da maliyeti bir kat daha artirir. Yukarida sayilan teknik ve
ekonomik problemlerden dolayi serbest enzim yerine tutuklanmig enzim
kullaniimasinin daha uygun olabilecegi dusunidlmis ve bu amagla
tutuklanmis enzim sistemlerinin hazirlanmasi ve teknolojide kullanimi son
senelerde buyuk onem kazanmistir [35].

immobilizasyon kelime anlami olarak, "tutuklanmis, hareketi sinirlandirilmis,
¢6zunmez hale getirilmis" demektir. Enzimlerin ya da mikroorganizmalarin

fiziksel ve / veya kimyasal yontemlerle katalitik aktifligini koruyarak, tekrar
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tekrar ve surekli kullanimini saglamak amaciyla bir destek malzemeye
tutturulmasidir  [35,36]. Enzimler suda ¢6zinmeyen bir matrikse
baglandiklarinda, matriksin i¢inde tutuklandiklarinda veya katalitik etkileri
kaybolmadan birbirlerine baglandiklarinda immobilize olurlar. immobilizasyon
islemi ile immobilize enzimin optimum pH si degisebilir, K, degeri
etkilenebilir, enzimin optimum sicakliginda artiglar olabilir, enzimin aktif
bolgesi degisiklige ugrayabilir veya matriks substratin hareketini
engelleyebilir [37]. Enzimlerin immobilizasyonu, biyokimyasal tanima
Ozelliginden dolay! pratik suregleri nedeniyle ve analitik uygulamalardaki

rahat kullanimi nedeniyle 6nemlidir.
Enzim molekdillerinin tutuklanma islemileri asagida verildigi gibi olabilir:

1. Enzimin suda ¢6zunmeyen polimere kovalent olarak baglanmasi

2. Suda ¢b6zunmeyen organik veya inorganik desteklerde adsorpsiyonu

3. Suda ¢b6zunmeyen jel matriksler veya yari gegirgen mikrokapsuller icinde
tutulmasi suretiyle yapiimaktadir. Her durumda enzimin yerlesmesi icin suda

¢6zunmeyen bir materyal gereklidir [37].
immobilize enzimlerin en énemli avantajlari su sekilde siralanabilir [37,38]:

1.Tepkime ortamindan kolayca uzaklastirilabilir (suzme, santrifijleme gibi )
ve Urunlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz.

. Cevre kosullarina (pH, sicaklik vb.) karsi dayanikhdir.

. Birgok kez ve uzun sure kullanilabilir.

. Serbest enzime gore daha kararldir.

2

3

4

5. Urlin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

6. Birbirini izleyen ¢ok adimli tepkimeler igin uygundur.

7. Bazi durumlarda serbest enzimden daha yuksek bir aktiflik gosterebilirler.
8. Kendi kendini pargalama olasiligi azdir.

Enzimin immobilize edilmesinin bazi dezavantajlari da vardir. Bunlarin

bazilari asagida verilmigtir [39].
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e immobilizasyon islemi boyunca enzim aktifligi azalabilir veya kaybolabilir.
e (Cok basamakli immobilizasyon iglemlerinde enzim kararliligi sinirhidir.

o Enzim destek materyalinin maliyeti yuksektir.

2.3.1. Enzim immobilizasyonunda destek materyalinin se¢imi

Enzim immobilizasyonunda destek materyalinin se¢imi ¢cok dnemlidir. Destek
materyalinin seciminde partikul buyuklugu, toplam yuzey, hidrofilik gruplarin
hidrofobik gruplara orani ve destegin kimyasal bilesimi kriterleri esas alinir.
Baglanmis enzim miktari ve enzimin immobilizasyon sonrasindaki aktifligi
destek materyalinin yapisina baglidir. Genel olarak destegin hidrofil karakteri

ve yuzeyi arttik¢a birim destek basina baglh enzimin miktari da artar.

Enzim immobilizasyonunda dikkat edilmesi gereken hususlar s6z konusudur.
Enzim immobilize edilirken, aktif merkezin bu islemlerden kesinlikle
etkilenmemesi gerekir. Aktif merkezde iki bolge vardir. Bunlardan biri katalitik
merkez digeri ise substrat spesifikligini saglayan merkezdir. Aktif merkezdeki
amino asitler veya merkezin ¢ boyutlu yapisi degisirse katalitik aktiflik duser
ve substrat spesifikligi degisir. immobilizasyonun saglikli olabilmesi icin
enzimin yapisinin ¢ok iyi bilinmesi gerekir. Enzim ile destek arasinda
herhangi bir baglanma s6z konusu ise, bu baglanmanin aktif merkez
uzerinde gerceklesmeyecegdi destekler segilmeli veya immobilizasyon islemi
sirasinda aktif merkez korunmalidir. Bu koruma gorevi bazen kompetitif

inhibitor tarafindan saglanir.

Genelde enzimler cam, silika, polimer ve manyetik pargaciklar gibi sert
yuzeylere immobilize edilirler. Ancak enzim immobilizasyonunda en 6nemli
sorun gerekli kimyasal islemden sonra 6zgun konformasyonu ve aktifligi
korumaktir.  Polimerlerin  biyouyumlulugu nedeniyle destek olarak
kullaniimalari buyuk ilgi gérmektedir. Hidrojel yapilar, jelatin, kitosan, sellloz

ve aljinat gibi dogal polimerler 1slak ve kuru her iki durumda da rahatlikla
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kullaniimaktadir. Destek materyalde olmasi gereken Ozellikler asagida
verilmistir [38,40]:

o Hidrofil karakter

e Suda ¢bzinmeme

o Godzenekli (pordz) yapi

e Mekanik kararlilik ve uygun partikul formu
e Kimyasal ve termal kararhlik

e Mikroorganizmalara karsi direnglilik

e Zehirsizlik

¢ Rejenere olabilme

2.3.2. Enzim immobilizasyon yontemleri

immobilizasyon islemi iliman kosullarda gerceklestiriimelidir. Yiiksek basing,
kuvvetli asidik veya bazik ortam, organik ¢ozuculer veya yuksek tuz derigimi
ile muamele, enzim yapisinda denaturasyona dolayisiyla aktiflik kaybina
neden olur [37]. Enzim immobilizasyon yontemleri Sekil 2.6’ da gosterildigi
gibi, fiziksel ve kimyasal yontemler olmak Uzere iki ana baslik altinda

toplanabilir.
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Sekil 2. 6. Enzim immobilizasyon yontemleri

Fiziksel yontemler

Fiziksel immobilizasyon yontemleri, enzimin bir destek materyal Uzerinde ya
da polimerik bir matriks icerisinde kovalent bag olusmadan tutuklanmasi

esasina dayanir.

Adsorpsiyon

Adsorpsiyon yontemi en eski ve basit immobilizasyon yontemidir [41,42].
Adsorpsiyon yontemi ile enzimin immobilizasyonu kati matriks Uzerinde
enzimin fiziksel adsorpsiyonuna veya iyonik baglanmasina dayanir (Sekil
2.7). Fiziksel adsorpsiyonda immobilizasyondan sorumlu kuvvetler hidrojen
bagdlari, Van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilesmelerdir [43]. Enzimin
suda ¢bzunmeyen materyallerde adsorpsiyonu, pH, ¢ézlcu karakteri, iyonik
kuvvet, protein ve adsorbanin derisimi, sicaklik gibi deney kosullarina
baglidir. Adsorpsiyonla immobilizasyon yontemi basit oldugu, cesitli yUklG

tasiyicilar secilebildigi ve tasiyicilar farkli fiziksel sekillerde kullanilabildigi igin
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avantajhdir. Ayrica bu yontemde enzim, aktifligini buyuk Ol¢clide veya
tamamiyla korur. Bu yontem tersinirdir ve bu da destek maddesinin ve
enzimin baska amaglarda tekrar kullanimini saglar [44]. Cesitli aktif ylzeyli
malzemeler enzim-adsorpsiyon komplekslerinin hazirlanmasinda
kullanilmigtir. En ¢ok kullanilanlardan bazilari anyon ve katyon dedgistiricili
recgineler, sentetik polimerler, aktif karbon, silika jel, killer ve seramiklerdir
[45]. Yontemin dezavantajl ise enzim ile destek arasindaki zayif baglardan
dolayi, adsorplanan enzimin kullanim esnasinda taslyicidan

uzaklasabilmesidir.

enzim

kati
destek

Sekil 2. 7. Adsorpsiyon yontemi ile enzim immobilizasyonu

Hapsetme

Prensip olarak immobilizasyon enzim molekulinud belli bir ortamda durmaya
zorlamaktir (Sekil 2.8). Enzim bulundugu c¢evreden disari ¢ikamaz. Bu islem
polimer matriks icindeki kafeslerde gerceklestirilebilecegi gibi yari gegirgen
membranlar icinde mikrokapsulleme ve miseller ile de gergeklestirilebilir. Bu
yontemi, kovalent baglama ve ¢capraz baglama ile immobilizasyondan ayiran
en onemli 6zellik enzim molekulinin fiziksel veya kimyasal olarak herhangi
bir tasiyiclya baglanmamig olmasidir. Polimer matrikse hapsetme
yonteminde, suda ¢6zunmeyen capraz bagli polimerlerin bosluklari iginde
enzimin tutulmasi esasina dayanir. Enzim molekulleri fiziksel olarak polimer
kafes igerisinde tutulur ve jel matriksin digina ¢gikamaz, fakat substrat ve Urln

bu ag icerisine surekli olarak girip ¢ikabilir [46].
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Sekil 2. 8. Matrikste hapsetme ile enzim immobilizasyonu

Mikrokapsulleme yonteminde, enzim molekulleri 10-1000 pym c¢aph kuguk yari
gegirgen membranlara hapsedilir (Sekil 2.9). Yari gecirgen membran, buyuk
protein veya enzimlerin mikrokapsul digina ¢gikmasina engel olurken, kiguk
substrat ve Urlin molekullerinin  serbestce girig-¢gikisina izin  verir.
Mikrokapsulleme yonteminde herhangi bir kimyasal baglanma olmadigindan
enzim aktifligi serbest enzim aktifligine yakindir. Bu yontem ile oldukc¢a buyuk
yuzey-hacim oranina ulasilir [47]. Bu oraninin blyuk olmasi da mikrokapsul
icerisinde olugan enzim substrat tepkimesinin olasiligini arttirir. Bu yontemde
mikrokapsul olusumu sirasinda yuksek protein derisimine ihtiya¢ duyulmasi
ve kiguk molekul agirlikli substrat ve Urlnler gerektirmesi gibi dezavantajlar

sOz konusudur.

/ @ ) » S1vi bélge

Enzim = "
‘ 4/ » Membran

\\._//

Sekil 2. 9. Mikrokapsulleme ile enzim immobilizasyonu

Kimyasal yontemler
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Kimyasal immobilizasyon yontemleri, enzim ile destek materyal arasinda
kovalent bag olusumuna ya da birden fazla enzim molekulinin c¢apraz
baglayici molekullerle birbirlerine baglanmasina dayalidir. Bu yontemlerin
¢ogunlukla tersinmez olmasi nedeniyle, serbest enzimin geri kazaniimasi
mumkuin olamamaktadir [35,48]. Bu yontemlerle immobilize edilen enzimler,
cok kararli olma ve ortam kosullarina dayanikliik gosterme gibi Ustin
Ozelliklere sahip olabilmektedir. Bunun yani sira, immobilizasyon sirasinda
meydana gelen kimyasal tepkimeler, enzimde yapisal degisikliklere neden
olarak katalitik etkinliginde degismelere yol acabilir. Immobilizasyon veriminin
sinirli olmasi, destek materyalin ve yontemin maliyetli olabilmesi ve enzimin
destege baglanma tepkimesinin 0zel sartlar gerektirmesi yontemin bazi

dezavantajlari arasindadir [22,48].

Kovalent baglanma

Enzim ile suda ¢ozinmeyen aktiflestiriimis destek arasinda kovalent bag
olusumu enzimlerin immobilizasyonu igin olduk¢a sik kullanilan bir tekniktir.
Bu teknik enzim turevlerinin kararli olmasini saglar ve enzimin ¢ozeltiye
gecmesini engeller [49]. Kovalent baglanma, genellikle enzimin aminoasit
kalintilarindaki reaktif gruplar ile destek materyaldeki fonksiyonel gruplarin
tepkimesi sonucunda gergeklesir. Enzim immobilizasyonunda, enzimin
Ozellikleri, aktif ucunun vyapisi, pH, sicaklik ve organik c¢ozucller gibi

faktorlerden dolayi sinirli sayida yontem kullanilabilir [50,51].

Kovalent bag enzimi tutmada c¢ok etkilidir ve immobilizasyondan sonra
enzimin aktifligi, serbest enzimin aktifliginden farkh olabilir. Bu fark destek
materyalin  yapisal Ozelliklerine, enzim-destek materyal arasindaki
etkilesimlere, enzimin yapisina ve enzim-substrat arasindaki tepkime
sartlarina baghdir. Kovalent bag ile baglanan enzim immobilizasyonu

asagidaki avantajlar saglar:

1. Enzimler guglu baglarla destege bagl oldugu icin kopmaz.
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2. Immobilize edilmis enzim substrat ile kolayca temas edebilir.
3. Enzim ve destek materyali ile guglu etkilesim nedeniyle sicaklik

kararhliginda bir artis gozlenir.

Kovalent baglanma ile immobilizasyon iki basamakta gerceklestirilir. Birinci
basamak destek maddesinin aktiflestiriimesi, ikinci basamak enzimin
kovalent baglanmasi seklindedir (Sekil 2.10). Destek maddesi; hidroksil,
karboksil, amino, tiyol gibi fonksiyonel gruplar tasimalidir. Bu fonksiyonel
gruplarin yapisina bagh olarak siyanojen bromdar, epiklorhidrin, glutaraldehit,

karbodiimit, siyanuarik klorur gibi ¢esitli aktifleyici maddeler kullanilabilir.

enzim

aktiflestirme ¢ e
+ X

—> —>

destek materyal aktiflestiriimis destek immobilize enzim

Sekil 2. 10. Kovalent baglanma ile enzim immobilizasyonu

Capraz baglama

Bu yontem destek materyal kullanilmadan, enzim molekullerinin buyuk ve U¢
boyutlu kompleks bir yapi halinde bir araya getiriimesi ile gerceklesir. Bu
yontemde enzim ¢ok gugcli baglandigindan dolayi desorpsiyon olma ihtimali
¢ok dusuktur. Bu amagla, glutaraldehit ve toluen diizosiyanat gibi bi- veya
multi- fonksiyonel molekuller kullanildiinda enzim molekullerini birbirine
baglayarak, capraz baglh ve suda c¢ozinmeyen enzim kompleksleri
olustururlar (Sekil 2.11) [35].
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Sekil 2. 11. Capraz baglanma ile enzim immobilizasyonu
2.4. Bu Calismada Hazirlanan Fe30,-Selilloz Naopargaciklari

Bu calismada, lakkaz enziminin immobilizasyonunda kullaniimak Gzere,
yluzeyi selilozla (CC) fonksiyonellestiriimis Fe3zO4 nanopargaciklari
hazirlanmistir. FesO,-seluloz nanopargaciklari gegirimli elektron mikroskopisi
(TEM), Fourier dontigumlu kizildtesi spektroskopisi (FT-IR), X-igint Kirinimi
yontemi (XRD), termogravimetrik analiz yontemi (TGA), ¢ (Zeta)-potansiyel
analizi, elektron paramanyetik rezonans spektroskopisi (EPR) ve titresimli
ornek manyetometrisi (VSM) ile karakterize edilmis ve 3 farkli yontemle
enzim immobilize edilmistir. Immobilize lakkazlarin aktifligine pH, sicaklik,
substrat derisimi, depolama suresi ve tekrar kullanilabilirligin etkisi

incelenmigtir.

2.4.1. Seliiloz

Seluloz, anhidroglikoz birimlerinden (glikoz kalintisi) olusan, yuksek mol
katleli bir polimerdir. Bitki ve agaclarin temel yapisini olusturan seluloz,
dogada en bol bulunan énemli bir dogal polimerdir. Pamuktaki seltloz miktari
%94 duzeyindedir. Bazi uygulamalarda dogal polimerlerin kimyasal yapilari
degistirilir ve baska 6zelliklere sahip polimerler hazirlanabilir. Sekil 2.12’ de
yapisi verilen sellloz, ana zincirinde bulunan hidroksil gruplari nedeniyle
suda c¢ozinmesi beklenen bir polimer olmakla birlikte, sellloz zincirleri
arasindaki yogun hidrojen baglari su, diger ¢dzlcu ve ¢dzicl karigimlarinin
polimer icyapisina girmesine izin vermez ve ¢ozunmeyi engeller. Ancak son

yillarda selllozun ¢6zinmesi i¢cin  NaOH/ure ¢bézicu karigimlari
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kullaniimaktadir [52]. Ayrica seltlozdaki hidroksil gruplari bagka gruplara
cevrilerek (hidrojen baglarinin tamamen kaldiriimasi veya azaltilmasi)
cozulebilir selliloz turevleri elde edilir. Selliloz asetatlar ve seluloz nitratlar,
hidroksil gruplarinin degisik oranlarda asetillenmesi ve nitrolanmasi ile elde
edilmig onemli iki sellloz turevi polimerdir. Selllozun turevleri, uygun
islemlerle yeniden sellloz yapisina donusturalurse, rejenere grubuna girer.
Ayni zamanda sellloz bitkisel liflerin temel bilesenidir ve yar yapay lif
uretiminde kullaniimaktadir [53,54].

Gunumuzde seluloz esas olarak bitki kaynaklarindan elde edilmektedir.
Ancak son yillarda yapilan galismalar, sellloz Uretebilen bakteriler Uzerinde
yogunlagsmistir. Bakteriyel sellloz daha saf olmasi, daha yiksek su tutma
kapasitesine sahip olmasi, uretim sirasinda meydana gelen degisimlere

uygunlugu ile bitkisel selilozdan ayrilmaktadir.

OH OH .
HO o}
O OH
HO™  OH

Sekil 2. 12. Selllozun yapisi

2.5. Fe;04-Seluloz Nanopargaciklarinin Karakterizasyonunda Kullanilan

Yontemler

Bu calismada sellloz ile kaplanmis manyetik Fe;04-CC nanopargaciklarini
yapisal, morfolojik, manyetik ve 1sil 6zellikleri, Fourier dontsumli kizilotesi
spektroskopisi (FT-IR), X-isinlari kirinimi yontemi (XRD), gecirimli elektron

mikroskopisi (TEM), ( (zeta)-potansiyel analizi, elektron paramanyetik
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rezonans spektroskopisi (EPR), titresimli érnek manyetometrisi (VSM) ve
termogravimetrik analiz yontemi (TGA) ile incelenmistir. Ayrica, lakkaz
immobilize edilen Fe3z04-CC nanopargaciklarinin atomik bilesimi, enerji
dispersif X-1gini analizérli taramali elektron mikroskobu (SEM/EDS) ile
arastinlmistir. Bu bolimde, her bir karakterizasyon yodnteminin temel

prensipleri ile ilgili kisa bilgi verilmigtir.

2.5.1. Geg¢irimli elektron mikroskopisi (TEM)

Gegirimli elektron mikroskopisi (TEM), atomik seviyede gorintu elde etmeye
imkan veren ve nanoteknoloji ¢aligmalarinda siklikla kullanilan hassas bir
mikroskopik tekniktir. Bu yontemde ylUksek enerjili elektron demeti (100-500
kV), malzemeye gonderilir ve elektronlar malzeme igerisinden gecerek yol
alirlar. Malzemeden gecen elektronlar bir mercek sistemini takip ederek
malzemenin yapisini gosteren goruntuyu mikroskobun ekraninda olusturur.
TEM ile goruntu alabilmek igin elektron demetinin mutlaka malzeme
icerisinden gegcmesi ve bunun igin de malzemenin kalinhginin birka¢ yuz

nanometreyi gecmemesi gereklidir [55].

2.5.2. Fourier donusiimliu kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

FT-IR spektroskopisi, elektromanyetik spektrumun kizildétesi bolgesinde,
ornekteki atom gruplarinin ve fonksiyonel gruplarin kendilerine 6zgu dalga
boylarinda absorpsiyon yaparak, bir titresim veya donme enerji seviyesinden

digerine gecisleri vasitasiyla belirlenmelerini saglayan bir yontemdir [56].

2.5.3. X-1sin1 kirinimi yéntemi (XRD)

X-Isint kirinimi yontemi, her bir kristal maddenin kendine 6zgu olan X-igini
kirnim modeline goére, kristal yapilarin analiz edilmesini saglayan bir
yontemdir. Tabiatta bulunan metaller genellikle kristal yapiya sahip olduklari
icin, kristal orguleri icerisinde simetrik ve periyodik olarak dizilmig
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elementlerden olusmuslardir ve karakteristik bir kirlnim desenine sahiptirler.
Incelenen drnegin kirinim desenindeki X-igini kirilma agilarinin, literatiirde o
kristal yapi igin verilen kirlnim desenlerindeki kirilma agilanyla
kargilastirlilmasi ve ayni bulunmasi yoluyla, ornegin kimyasal yapisi
belirlenebilir [56-58]. Ayrica malzemenin pargacik boyutu, Es. 2.4’ de verilen
Debye-Schrerer esitligi  kullanilarak, X-isint  kirinim desenindeki pikler

yardimiyla hesaplanabilir [59]:

d= kA / BcosB (2.4)

Bu bagintida, d, pargacik boyutunu, k=0,89 olan Debye-Schrerer sabitini; A,
Cu Ka isininin dalga boyunu (0,15406 nm); B, radyan cinsinden pik yari

genisligini ve 6, kirllma agisini gostermektedir.

2.5.4. Termogravimetrik analiz (TGA)

Termogravimetrik analiz yontemiyle, kontrol edilen bir atmosferde, sicakligin
programli olarak artirlmasi ya da azaltilmasiyla maddenin kutlesinde
meydana gelen degisiklik sicakligin ya da zamanin fonksiyonu olarak
incelenir. Ornegin, sicakliga karsi maddenin kitlesinde meydana gelen
azalmayi gosteren termogramlardan, maddenin yapisal 6zellikleri ve igerdigi

su miktari konusunda bilgi edinilebilir [56,60].

2.5.5. { (Zeta)-potansiyel analizleri

C-potansiyel, kolloidal c¢ozelti igerisindeki kati taneciklerin ylzeyinin
Olcllebilen potansiyel degeridir. Sivi veya c¢oOzelti icerisindeki kolloidal
tanecikler, yluzey kompozisyonlari nedeniyle bir elektriksel yuke sahiptirler.
Bu elektriksel yukten dolayi taneciklerin cevrelerinde, bu yuke zit yuklu
iyonlar birikir ve karsit yukli iki iyon tabakasi “elektriksel c¢ift tabaka”
olusturur. Tanecigin yuzeyindeki iyon tabakasi, yuzeye sikica tutunmus halde
iken, bunu c¢evreleyen zit yuklu iyon tabakasi daha gevsek halde
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tutunmaktadir. YUklU tanecik ve etrafini saran iyonlar, “kayma yuzeyi” olarak
tanimlanan bir sinira kadar tek bir parga halinde hareket ederler. Kayma
ylzeyindeki potansiyel farkina (-potansiyel, kayma ylzeyi Uzerindeki net
yukin O oldugu pH dederine izoelektronik nokta (pl) adi verilmektedir. C-
potansiyeli, sistem igindeki kati tanecige, bu tanecigin dagitildigi ortama ve
bu ortamin pH’ sina baghidir [61,62].

2.5.6. Elektron paramanyetik rezonans spektroskopisi (EPR)

EPR spektroskopisinin temeli, atomik ya da molekiler orbitallerinde
eslesmemis en az bir elektron iceren, net manyetik momenti sifirdan farkl
olan bir maddenin, bu manyetik momentlere baglantili enerji duzeylerinin
manyetik alan altinda yaratiimasi ve bu enerji duzeyleri arasinda gegisler
olusturulmasi esasina dayanir. EPR yonteminde incelenecek atom ya da
molekulin paramanyetik Ozellik gostermesi gerekmektedir. Maddedeki
eslesmemis elektronlar ile ilgili, bu elektronlarin lokalize oldudu cekirdek,
komsu cekirdek ile etkilesimleri ve eslesmemis komsu elektronlar arasindaki

etkilesimler EPR spektroskopisi ile belirlenir.

Serbest elektron, bir manyetik alanin etkisinde degilse, rastgele yonelir.
Bununla beraber, kuvvetli bir manyetik alan etkisinde, spin ekseninin
alabilecegi yonelme dogrultulari sinirhidir. CUnkl spin hareketi yapan bir
tanecik, kuguk bir miknatis gibi davranir ve kuvvetli manyetik alandan
etkilenir. Bu alanla etkilesmesi neticesinde alana paralel veya antiparalel

olarak yonelirler.

Serbest elektron, kendi ekseni etrafinda donmesinden dolay! bir manyetik
momente sahiptir ve spin kuantum sayisi 1/2’ dir. Yapisinda eglesmemis
elektronlar iceren bir maddeye digaridan bir manyetik alan uygulandiginda,
bu manyetik alan, maddenin elektronlarinin enerji seviylerinde AE ile temsil

edilen buyulklikte bir fark meydana getirir [60]. Sekil 2.13’ te uygulanan
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manyetik alanin, elektronlarin enerji seviyelerinde meydana getirdigi degisme

gOsterilmisgtir.

Enerni
t M, =+1/2

- F

-=7 AE = hv =gBHg

- k. 2
~——

M, = +1/2
H=0 H = Ho

e

Manyetik alan (H) (ya da manyeﬁk induksiyon (B))

Sekil 2. 13. Uygulanan manyetik alanin elektronlarin enerji seviyesinde
meydana getirdigi degisme

Elektronun bulunacagi bu iki enerji seviyesi arasindaki fark,

AE = gBH (2.5)

bagintisi ile veriimektedir. Bu esitlikte g, her maddeye 6zgu bir deger olan
“spektroskopik yarilma carpani” ve B, elektronun yukinu ve kitlesini iceren
evrensel bir bilylikliik olan ve degeri 9,273x10%* J/T olan “Bohr magnetonu”
nu; H, ise manyetik alani géstermektedir. Elektronlar bir de, AE enerji farkina
esit olacak sekilde bir mikrodalga enerjisi ile etkilestiginde, mikrodalga

enerjisini Es. 2.5’ te verilen enerjiye sahip bir iIsima ile sogurur.
AE = hv (2.6)
Bu bagintida h, Planck sabitini (6,63x10* Js) ve v, mikrodalga frekansini

gOsterir. Bu 1simanin enerjisi, manyetik alan etkisi altindaki elektronun

bulunabilecegi iki enerji seviyesi arasindaki farka esit oldugunda, elektronun
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spin hareketleri manyetik alanla rezonansa gelir ve rezonans kosulu Es. 2.7

ile saglanmaktadir.

AE = hv = gBHq 2.7)

Bu esitlikteki Ho, rezonans kosulunun saglandigi manyetik alani gosterir ve
‘rezonans alan” olarak tanimlanir. EPR analizlerinde elde edilen spektrumlar,
mikrodalga frekansi sabit tutulup, manyetik alan degistirilerek; manyetik

alana kargi mikrodalga enerjisini sogurma egrisinin birinci tarevi olarak gizilir.

2.5.7. Titresimli 6rnek manyetometrisi (VSM)

1955 vyilinda ilk kez Foner tarafindan gelistirilen titresimli ornek
manyetometresi (VSM), bir malzemenin miknatislanmasinin dlgilmesini ve
doyum miknatislanmasinin belirlenebilmesini saglayan bir cihazdir [24]. VSM
ile olgum yapilirken, miknatislanmasi olgulmek istenen ornek, bir ucunda
titrestirici bulunan uzun bir gubugun diger ucuna yerlestirilir. Ornegin titresimi
nedeniyle meydana gelen manyetik alan, cihazin bobinlerinin sarimlarinda bir
elektromanyetik kuvvet meydana getirir. Bu sirada, ¢ubugun ust ucunun
oldugu taraftaki sarimlar, referans uzayin titresiminden meydana gelen
elektromanyetik kuvveti de kayit eder. Ornekten gelen ve referanstan gelen
elektromanyetik kuvvet arasindaki potansiyel fark, 6rnegin manyetik momenti
ile iligkili bir degerdir [58]. Asagida ferromanyetik bir malzemenin manyetik
alana karsi miknatislanmasinin degisimini gosteren VSM edrileri ve bu

egrilerin karakteristik 6zelliklerine iliskin bilgi verilmigtir.

Ferromanyetik malzemelerin ve manyetik nanoparcaciklarin manyetik alana

karsi miknatislanma egrileri

Ferromanyetik bir malzemenin disaridan uygulanan manyetik alana karsi

miknatislanmasini gosteren tipik bir egri Sekil 2.14’ te gosterilmistir.
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Sekil 2. 14. Ferromanyetik bir malzemenin manyetik alana karsi
miknatislanma egrisi [7]

Ferromanyetik bir malzemeye sifirdan baslayarak disaridan manyetik alan
uygulandiginda, OP egrisi boyunca, manyetik alan (H) arttikga
miknatislanma (M) artis gosterir ve manyetik alan belirli bir degere ulastiktan
sonra, maddenin tum manyetik momentleri manyetik alanla ayni dogrultuda
yonlendigi icin maddenin miknatislanmasi, Ms ile gosterilen doygunluk
degerine ulagir. Miknatislanma, Mg de@erine ulastiginda, uygulanan manyetik
alan siddeti azaltilmaya baslanirsa, malzemenin miknatislanmasi yavas
yavas azalmaya baslar. Fakat, miknatislanma egrisi ayni rotayi (OP egrisini)
takip etmez ve manyetik alan sifira dusurllse bile, malzemenin
miknatislanmasi sifira inemez, yani madde miknatislanmayi! hafizasinda
tutar. Bu davranisa “manyetik histerisis” denilmektedir [24,58]. Egri Uzerinde
“‘M;” ile goOsterilen noktadaki miknatislanma “remenans” ya da “kalici
miknatislanma” olarak tanimlanir ve M, degeri, malzemenin manyetik alan
sifirken sahip oldugu miknatislanmayi gosterir. Malzemenin manyetik alan
sifir iken, sifir miknatislanmaya sahip olacak duruma geri déndurulebilmesi

icin, egri Uzerinde “H.” ile goOsterilen ve “koersivite” ya da “zorlayici alan”
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olarak tanimlanan manyetik alan degeri kadar ters yonde bir manyetik alan

uygulanmasi gereklidir [24,58].

Manyetik histerisisin nedeni, ferromanyetik malzemenin pek ¢ok manyetik
bolgeden (magnetic domain) meydana gelmesi temeline dayanir. Manyetik
bolgeler, ¢cok sayida spinleri ayni yonlu atomik manyetik momentin (yaklasik
10%) bir araya gelmesiyle olusmus ve birbirinden “bolge duvar’” denilen
sinirlarla ayrilmis kisimlar olarak tanimlanabilir [23,57]. Sekil 2.15’ te birden
¢ok manyetik bdlgeden olusan bir malzemenin yapisi ve manyetik

mometlerin durumu gdsterilmistir.

Sekil 2. 15. Birden ¢ok manyetik bolgeden olusan malzemenin yapisi ve

atomik manyetik momentlerin durumu [63]

Malzeme vyigin halde iken, manyetik bolgeler ylzeysel olarak birbirini
etkiledikleri igin, ferromanyetik malzemelerin miknatislanmasi ¢abucak eski
haline donemez. Malzeme boyutlarinin yigin halden nanoboyuta inmesiyle,
malzeme yuksek bir ylzey/hacim oranina sahip olur ve buna bagh olarak
yuzey atomlarinin kesrinin yidin haldeki duruma goére artmasi ile pargaciklar
arasi etkilesimler, yapida yeni fiziksel 6zelliklerin ortaya ¢ikmasini saglar [58].
Parcacik boyutunun nanoboyuta inmesiyle, ayni degisimler manyetik
Ozellikler icin de meydana gelir ve pargaciklarin boyutu birkag 10 nm’ nin
altina dustugunde, ferromanyetik maddeler sadece tek manyetik bdlge iceren
hale donUslir ve malzemede “sUperparamanyetizma” olarak tanimlanan
ustin bir manyetik 6zellik ortaya ¢ikar. Stperparamanyetik nanopargaciklar,
tek bir manyetik bolge iceren halde olduklar ve kendi aralarinda manyetik
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etkilesimler bulunmadigi igin durgunluk miknatislanmasi (M) gostermezler.
Buna bagh olarak da koersiviteleri (H¢) sifirdir [7,64]. Sekil 2.16’ da
superparamanyetik malzemenin miknatislanmasinin manyetik alana degisimi

gOsterilmigtir.

Ms

Sekil 2. 16. Stperparamanyetik nanopargaciklarin miknatislanmasinin
uygulanan manyetik alanla degisimi [7]

Superparamanyetik  nanopargaciklarin  miknatislanmasi  paramanyetik
maddelerde oldugu gibi T, altindaki sicakliklarda manyetik alan arttikga lineer

olarak artar fakat Ms degerine ulasildiginda miknatislanma sabit kalir [7].

2.5.8. Enerji dispersif X-i1gin1 analizorli taramali elektron mikroskopisi
(SEM/EDS)

Enerji dispersif X-1gini analizi (EDS), taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
baglantihi  olan bir X-isini dedektort vasitasiyla, Ornegin atomik
kompozisyonunun belirlenmesini saglayan spektroskopik bir tekniktir. SEM ile
bir elektron demeti 6rnek yuzeyini boydan boya tarar, elektron ve numune
atomlari arasinda olusan gesitli etkilegsimler sonucunda c¢esitli sinyaller
meydana gelir ve bu 6zel sinyallerle 6rnegin ana bileseni ve goruntusu tespit

edilir. Elektron demeti malzemeye c¢arptigi zaman, bir takim elektronlar ve
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Isinlar (radyasyon) yayilir. Bunlar, X-i1sini, katot 1simasi, Auger elektronlari,
birincil ve ikincil geri sagilan elektronlardir. Bunlardan X-igini, incelenen
maddenin atomlarinin i¢ kabuk elektronlarinin gegisleri sonucunda olusan ve
her yone dogru hareket eden iginlardir ve atomlarin cinsleri hakkinda bilgi

verirler [55].

2.6. Lakkaz Enzimi

Lakkaz (benzen diol: oksijen oksidorediktaz, E.C.1.10.3.2.) enzimi, her
molekult dort bakir iyonu tasiyan bir oksidoreduktazdir. Lakkaz redoks
enzimlerinin bir alt sinifidir. Karbohidraz ve proteazlar gibi hidrolitik
enzimlerinin substrat 6zgunlugunin aksine redoks enzimlerinin substrat

06zgunligu oldukga azdir [65].

Lakkazlar ilk olarak 1883’ te Japon lake agaci Rhus vernicifera’ dan izole
edilmis olup molekl kutleleri 45 ile 110 kDa arasinda degdismektedir [66,67].
Lakkaz enzimleri bakteriler, bocekler, yuksek yapili bitkiler ve mantarlar
olmak uzere 4 canli grubundan uretiimektedir [68]. Lakkaz kaynagi olan
mantarlara, Trametes versicolor, Rhus vernicifera, Trametes hirsuta, Panus
tigrinus, Flavodon flavus, Agaricus bisporus ornek olarak verilebilir.
Bunlardan beyaz curukcgul mantarlar daha ¢ok kullaniimaktadir. Resim 2.2’

de beyaz c¢urtkeul mantarlardan biri olan Trametes versicolor gértulmektedir.
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Resim 2. 2. Lakkaz Ureten Trametes versicolor mantari

Son vyillarda lakkaz enzimleri tarafindan oksitlenen substratlarin listesi
oldukga artmigtir: metokis- veya amino-monofenoller ve aromatik diaminler,
ABTS [2,2’-azino-bis-(3-etilbenziltiazolin-6-sulfonik asit)], 1-naftol,
hidroksiindoller ve siringaldazin gibi fenolik olmayan bilesikler, lakkazlar igin

substrat olarak kullaniimaktadirlar [69].

Lakkaz enzimlerinin molekller yapisi genellikle funguslardan izole edilen
enzimlerden elde edilmigtir. Fungal lakkazlar, multimerik kompleksler
olusturacak  sekilde oligomerize olan izoenzimlerden = meydana
gelmektedirler. Lakkaz enzimlerinin dnemli bir 6zelligi ise protein kismina
kovalent olarak baglanmis olan ve proteinin toplam kuitlesinin %10-45’ ini
olusturan bir karbonhidrat kisminin da bulunmasidir. Karbonhidrat kisim

enzimin yuksek kararllik gostermesine katkida bulunmaktadir [70].
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Resim 2. 3. Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkaz molekulii

Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkaz molekili Resim 2.3 te
gorulmektedir ve lakkazin aktif merkezinde 4 mavi kirecik halinde temsil
edilen 4 bakir iyonu bulunmaktadir. Lakkaz enzimlerinde bulunan bakir
iyonlari spektroskopik 6zelliklerine bagli olarak tg¢ ana sinifta gruplandirihirlar.
Lakkaz proteinlerinde bulunan bakir iyonlarindan bir tanesi Tip1 veya “mauvi
bdlge” olarak adlandirilan bolgeye bagli iken, Tip2 ve Tip3 olarak adlandirilan
bdlgelerin olusturdugu trinuklear kimeye bagl olarak ise 3 bakir iyonu daha
bulunmaktadir [71].

Lakkaz enzimi, Tip1 bakir (mavi bakir) araciligi ile her defasinda 1 elektron
transferiyle  dort-basamakta substrat molekdllerini  oksitler. Lakkaz
molekulinin yeniden oksidasyonu (yukseltgenmesi) ise diamanyetik Tip3
bakir cifti tarafindan iki basamakli olarak dort elektronun, molekdler oksijene
(Oy) transferi ile saglanir. Sekil 2.17' de lakkazin indirgenme ylkseltgenme

mekanizmasi gosterilmigtir.
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Sekil 2. 17. Lakkazin indirgenme-yukseltgenme mekanizmasi

Lakkaz enzimleri, oksidatif enzimlerin bir grubu olup, son yillarda, buyuk
oranda parcalanmayan cevresel Kkirliliklerin yani sira hem fenolik hem de
fenolik olmayan lignin esasli bilesenleri yukseltgeyebilme yetenekleri
nedeniyle oldukga ilgi ¢cekmekte ve bu avantajlari sayesinde pek cok
biyoteknolojik islem uygulamasinda kullanilabilmektedirler. Bu uygulamalarin
baslicalari kagit, mesrubatlarin stabilizasyonunun saglanmasi, zeytinyagi
endustrisi atiklarinin  bozundurulmasi, seluloz, tekstil ve petrokimya
sanayilerinin neden oldugu atiklarin detoksifikasyonu, nanobiyoteknoloji,
medikal teshisler ve topraktaki herbisit, pestisit ve bazi maddelerin
temizlenmesidir. Tekstil sanayisindeki uygulamalari agisindan bakildiginda
ise, en eski ve en yaygin uygulama tekstil atik sularindaki boyarmaddelerin

renklerinin giderilmesidir [72-75].

2.7. ABTS substrati

ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenziltiazolin-6-silfonik asit)) substrati, lakkaz
aktifliginin hizlica tayin edilmesine imkan vermesinden dolayi yaygin olarak
kullaniimaktadir. ABTS, fosfat ve fosfat-sitrat tamponu gibi ¢dzeltilerde
hazirlandiginda renksiz bir ¢ozelti olustururur. Bu renksiz ¢ozeltiye lakkazla
mudahale edildiginde, ABTS lakkaz tarafindan yukseltgenerek mavi-yesil
renkli ABTS katyon radikaline (ABTS™) donustirulir (Sekil 2.18). Literatlrde,
ABTS™ nin maksimum absorbans dalga boyu igin 405-420 nm arasinda

degisim gosteren degerler verilmektedir [76].
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ABTS

Sekil 2. 18. ABTS ve ABTS™

2.8. Polimerik Manyetik Mikrokiire, Nanoparcaciklar ve Enzim

immobilizasyonuna iliskin Literatiirde Yer Alan Calismalar

Shinkai ve arkadaslari 1991 vyilinda 3-aminopropiltrietoksisilan ile
aktiflestirdikleri FezO, nanopargaciklarina kovalent baglanma ile B-
glukosidoz, a-amilaz, alkoldehidrojenaz, glukoz oksidaz, termolizin ve BSA
immobilize etmiglerdir. Enzim immobilize edilmis manyetik nanopargaciklarin
boyutlarinin 4-70 nm arasinda degistigini ve manyetik nanopargaciklarin 1
gramina, bu enzim ve proteinlerin 70-200 mg arasinda degisen miktarlarda

immobilize oldugunu belirlemiglerdir [77].

Tanyolag ve arkadaslari 2000 yilinda modifiye edilmis ¢6zicu buharlastirma
metodu ile boyutlari 125-250 pm arasinda olan manyetik nitroseluloz

mikroklreler sentezlemiglerdir. VSM analizi ile bu mirokirelerdeki doyum
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miknatislanmasinin artan manyetit miktari ile arttigini belirtmiglerdir. Daha
sonra bu mikrokurelerin hidroksil gruplarini glutaraldehitle aktiflestirmis ve
glukoamilaz enzimini immobilize etmislerdir. 1 gram manyetik mikrokure

basina 17 mg glukoamilazin immobilize oldugunu belirlemiglerdir [11].

Guo ve arkadaslart 2003 yilinda oleik asitle stabilize edilmis Fe3O4
cekirdekleri kullanarak, vinil asetat ve divinil benzenin kopolimerlesmesi ile
hazirladiklari manyetik poli(vinil asetat-ko-divinil benzen) mikrokulrelerine
Candida cylindracea’ dan elde edilen lipaz enzimini immobilize etmisler ve
immobilize lipazin serbest lipaza gore sicaklik degisimlerine karsi daha
dayanikh oldugunu ve 6 kullanim sonunda baslangi¢ aktifliginin %74’ UnU
korudugunu belirlemislerdir. Ayrica manyetik mikrokureler, manyetik ayirma
ile 3 dakika iginde ortamdan ayrilabilmis ve bu ayirmanin ¢dkelme ile

ayirmaya gore 300 kat daha hizli gerceklestigi bildirmislerdir [78].

Liu ve arkadaslari 2005 yilinda modifiye edilmis slispansiyon polimerlesmesi
ile hazirladiklari  boyutlarn 8 um’ den kugUk sUperparamanyetik
poli(metakrilat-divinil benzen) mikroklrelerine Candida cylindracea’ dan elde
edilen lipaz enzimini kovalent baglanma ile immobilize etmigler ve 1 gram
manyetik mikroklre basina 34 mg lipaz immobilize oldugunu ve immobilize
lipazin manyetik ayrima ile 20 saniye igerisinde ortamdan ayrilabildigini

belirlemislerdir [13].

Zhu ve arkadaslari 2007 yilinda Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkaz
enzimini boyutlari 2 ym olan manyetik mezogodzenekli silika kureciklerine
adsorpsiyonla ve bu kurecikleri 3-aminopropiltrietoksisilan ve glutaraldehitle
aktiflestirerek kovalent baglama yontemleri ile immobilize etmiglerdir.
Kovalent baglanma ile immobilize edilen lakkazin, adsorpsiyonla immobilize
edilen lakkaza gore pH ve sicaklik degisimlerine kargi baslangic¢ aktifligini
daha fazla korudugunu bildirmislerdir [79].

Zhou ve arkadaslari 2008 yilinda rejenere seliiloz filmleri kullanarak, Fe?* ve

Fe®" cozeltilerinden yiiksek oranda Fes;O4 iceren seliiloz nanokompozit
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filmleri sentezlemis, ozelliklerini XRD, SEM, TEM ve VSM analizleri ile
incelemislerdir. igerdigi manyetit miktarina bagli olarak manyetit %12’ den
%39’ a c¢ikarken boyutun 32 nm’ den 64 nm’ ye arttigini bildirmislerdir.
Manyetik seliloz nanokompozit filmlerin sUperparamanyetik 6zellik
gOstermekte oldugunu ve igerdigi manyetite bagl olarak yaklasik 4,2-21,2

emu/g doyum miknatislanmasi gosterdigini belirtmislerdir [80] .

Yong ve arkadaslart 2008 vyilinda vinil-trietoksisilikanla fonksiyonel hale
getirdikleri boyutlari yaklagsik 20 nm olan Fe3O,; nanopargaciklarinin
yuzeyinde glisidil metakrilati ve metakriloksietil trimetil amonyum kloruri
poli(GMA-MATAC)  polimerlestirmiglerdir. VSM analizi ile Fe30q4
nanoparcaciklari ve poli(GMA-MATAC) igin doyum miknatislanmalarini
siraslyla 58,9 emu/g ve 27,3 emu/g olarak bulmuslar ve stuperparamanyetik
Ozellik gosterdigini  bildirmiglerdir. Hazirladiklari  manyetik  polimerik
nanoparcaciklara lipaz enzimini adsorpsiyon ve kovalent baglanma ile
immobilize etmislerdir. Kovalent baglanma ile elde edilen immobilize lipazin
optimum sicakliginin serbest lipaza goére 5°C daha arttigini ve immobilize
lipazin 5 kez kullanimindan sonra baslangi¢ aktifliginin %70’ ini korudugunu
bildirmislerdir [81].

Luo ve Zhang 2009 yilinda Fe (ll) ve Fe (lll) iyonlarinin ¢ozeltilerinden bazik
ortamda Fe30O, nanoparcaciklarini ¢okturerek, bunlari asidik ortamda
yukseltgeyerek Y-Fe,O3; nanopargaciklarini sentezlemiglerdir. Y-Fe,O3
nanoparcaciklari, sellloz ve aktif karbonla tepkimeye sokulmus ve manyetik
karbonla aktiflenmis sellloz kureleri (MCB-AC) elde etmislerdir. Y-Fe,O3
iceren seluloz kuirelerin manyetik alan uygulandiginda manyetik tepki
gosterdigini belirtmislerdir. XRD analizi ile Y-Fe,O3 nanopargacik boyutunu
10,2 nm civarinda bulmus ve sonuglarin TEM analizi ile uyustugunu
bildirmiglerdir. Dijital fotograflardan (MCB-AC) boyutlarinin 2,2 mm oldugunu
rapor etmiglerdir. Ayrica, organik boyalar olan metil oranj ve metilen

mavisinin renginin gideriimesinde kullanmiglar, adsorpsiyon kinetigini
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incelemis hiz bagintisinin yalanci ikinci derece modeline uydugunu
bildirmiglerdir [29].

Small ve Johnston 2009 yilinda Pinus radiata kaynakli agartiimis Kraft liflerini
manyetik nanopargaciklarla kaplayarak manyetik seltloz liflerini hazirlamig
ve liflerin dogal Ozelliklerinin (6rnegin cekme dayanimi ve esnekligi)
korundugunu ve kaplama ile manyetik 6zellik kazandirildigini belirtmiglerdir.
Ardisik yikama ve sonikleme sonrasinda Fe3O, parcaciklarin lif ylzeyine
yapistigini ve liflerin kagit yapragi haline geldigini bildirmiglerdir. Fe3O4 kapl
seluloz lifleri, SEM, EDS, XRF (X-iginlari floresans spektroskopisi), XRD,
XPS (X-isinlari fotoelektron spektroskopisi) gibi yontemlerle karakterize
edilmistir. SEM ile lif yUzeylerinin tamamen Fe3O, nanopargaciklariyla
kaplandigini gostermisler ve EDS ile bunu teyit etmiglerdir. XRD analizleri ile
nanoparcaciklarin ortalama tanecik boyutunun Debye-Scherrer esitligi ile 12-
26 nm oldugunu hesaplamislar, VSM ile Fe30,4 kapl sellloz liflerinin doyum

miknatislanmasini 65 emu/g bulmuslardir [82].

Namdeo ve Bajpai 2009 yilinda Fe(ll) ve Fe(lll)G belirli oranda asidik
ortamda ¢6zdikten sonra 40°C ve pH 10,4 sartlan altindaki ¢ozeltiye damla
damla NaOH c¢ozeltisi ilave ederek manyetik nanoparcaciklari
sentezlemislerdir. Bu manyetik nanopargaciklari NaOH/ure igcinde ¢oézinmus
seluloz c¢ozeltisine ekledikten sonra, karigima amonyum sulfat ilave ederek
farkh ylzdelerde sellloz (%16 ve % 28) iceren sellloz kapli manyetik
nanoparcaciklari (CCM) elde etmisler, TEM analizi ile tanecik boyutunun 2,5-
22,5 nm oldugunu, TGA analizi ile 30-600 °C araliginda saf seluloz ve CCM
icin kutle kaybinin sirasiyla %48 ve %38 oldugunu, XRD analizi ile CCM
nanopargaciklarinin spinel yapisinin FesO, nanopargaciklarina benzer
oldugunu belirtmiglerdir. Daha sonra sellloz kapli manyetik nanopargaciklari
yukseltgeyerek kovalent baglanma yontemiyle a-amilaz enzimini immobilize
etmisler ve nisastanin bozunmasini incelemislerdir. Bozunma kinetiginin

Michaelis Menten bagintisiyla uyumlu oldugunu, K, ve Vna degerlerinin
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siraslyla 7,5x10™ pmol/mL ve 0,04x10° py/molgdak oldugunu rapor etmislerdir
[52].

Wu ve arkadaslari 2009 yilinda sodyum tripolifosfatla ¢apraz baglayarak
Fe304-kitosan nanoparcgaciklarini sentezlemiglerdir. Fez0,4
nanopargaciklarinin ve Fes;04-kitosan nanopargaciklarinin TEM
goruntlleriyle boyutlarini sirasiyla 10-20 nm araliginda ve 50-80 nm
araliginda, VSM analizi ile doyum miknatislanmasini 53,03 emu/g ve 28,18
emu/g olarak bulmuslardir. Fe3O4-kitosan nanopargaciklarina lipaz enzimini
adsorpsiyon yontemiyle immobilize etmigler ve immobilize lipazin 5 kullanim

sonunda baglangi¢ aktifliginin %88’ ini korudugunu bildirmiglerdir [19].

Rotkova ve arkadaslari 2009 yilinda boyutlari 125-250 pym arasinda olan
sellloz kapli manyetik mikrokurelere kovalent baglanma ile Pycnoporus
cinnabarinus (P.c.) ve Trametes versicolor (T.v.)’ dan elde edilen lakkaz
enzimini yonlenmis ve yonlenmemis olmak Uzere iki sekilde immobilize
etmisler ve lakkaz enzimi aktifligini iki farkh substrat (siringaldezin (SGZ) ve
2,2’-Azino-bis (3-etilbenziltiazolin-6-sulfonik asit) (ABTS)) kullanarak tayin
etmiglerdir. T.v. ve P.c. kaynakl lakkazlar igin deneysel K, ve Vma
degerlerini sirasiyla 0,0337 mM; 0,0508 mM ve 1,98x10™* mM/s; 7,47x107°
mM/s olarak hesaplamiglardir. Farkli substratlar icin gézlenen optimum pH
degerlerinin farkli oldugu T.v. ve P.c. kaynakh lakkaz i¢cin SGZ ve ABTS
substratlari kullanildiginda optimum pH degerinin sirasiyla 5,0-5,5 ve 3,5-4,0
oldugunu belirtmislerdir. Ayrica T.v kaynakli lakkazin azo boyalarin renginin

giderilmesi Uzerine farkli pH etkisini incelemiglerdir [83].

Liao ve arkadasglari 2010 yilinda Fe;Os/polivinil alkol (PVA) manyetik
nanopargaciklarina mikroemdulsiyon sistemi altinda donma-erime dongu
surecine gore selulazi immobilize etmigler ve TEM analizi ile Fe,O3
nanopargaciklarinin 10 nm ve kuresel oldugunu, FTIR analizi ile selllazin
protein zinciri Uzerindeki karbonil grubunun PVA zincirindeki hidroksil grubu
ile etkilestigini ve zeta potansiyel dlgimlerine gore Fe,Os/polivinil alkol (PVA)
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manyetik nanopargaciklarinin boyutunu 270 nm oldugunu bulmusglardir.
Immobilize sellilazin dért kullanim sonunda spesifik aktifliginin 40%’ 1ni

korudugunu rapor etmislerdir [84] .

Correa ve arkadaslari 2010 yilinda toplam demir derisimi 0,04 ve 0,8 mol/L
olan demir (II) ve demir (lll) ¢ozeltilerini amonyak ile karistirarak 25 ve 70 C*
de alti farkh slUperparamanyetik manyetit nanoparcaciklari olusturmus,
viskozdan elde ettikleri rejenere selliloza manyetitlerin gomuali oldugu
manyetik selluloz kirelerini sentezlemislerdir. Elde edilen bu kireleri XRD,
FTIR, SEM ve TEM ile karakterize etmislerdir. X-isini kirnim deseni ile daha
yuksek demir derigsiminde Fe3zO, nanopargacik boyutunun arttigini
bildirmislerdir. Oda sicakhdinda manyetit nanoparcaciklarin yarigcapinin iyon
derigimi ile baglantili oldugunu molaritenin 0,04’ ten 0,8 mol/L’ ye artmasiyla
parcacik boyutunun 6,5’ tan 12,5 nm’ ye arttigini rapor etmiglerdir. Manyetit
gémuli sellloz karelerinin manyetit kadar iyi superparamanyetik 06zellik

gOsterdigini belirtmiglerdir [2].

Nkansah ve arkadaslari 2011 yilinda rejenere seluloz ve poli(laktit-ko-glikolit)
(PLGA) nin  biyobozunabilir suUperparamanyetik mikropargacik ve
nanoparcaciklarini, yag-su emdulsiyon teknidi ile monodispers nanokristal
manyetitleri PLGA ve sellloz nanopargacik ve mikroparcaciklari kullanilarak
sentezlemislerdir. SUperparamanyetik ¢ekirdegin doyum miknatislanmasini
72,1 emu/g, manyetik selllozunkini 34 emu/g olarak bulmuslardir.
Sentezlenen manyetik parcaciklarin purtzstz bir ylzey morfolojisine ve
yuksek manyetit icerigine (%43-%69) sahip oldugunu rapor etmiglerdir.
Sentezlenen PLGA manyetik nanopargacigi, PLGA manyetik mikroparcacigi
ve manyetik seluloz nanopargaciklarinin tanecik boyutlarint TEM goruntuleri
yardimiyla sirasiyla 105,3 nm, 2,1 um, 413,5 nm olarak rapor etmislerdir.
Sentezlenen bu parcaciklari manyetik hicre etiketleme yontemi ile biyolojik

uygulamalarda kullanmiglardir [85].
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Katepetch ve Rujiravanit 2011 yilinda farkli Fe?* ve Fe®" derisimlerindeki
cOzeltilerine bakteriyel sellloz yapraklarini daldirarak ¢okelme metoduyla
oksijensiz kapali bir sistemde manyetik duyarli bakteriyel sellloz yapraklarini
sentezlemislerdir. Oksijensiz ortamda sentezlenen Fe3zO, Un manyetit
yapisinda oldugunu belirtmislerdir. Bakteriyel seluloz yapragi icinde manyetik
nanopargacik olusumunu SEM analizi ile incelemiglerdir. Manyetik
nanopargaciklarin ortalama boyutunun TEM analizi ile sentez sirasinda 0,1 M
ve 0,01 M demir iyon ¢0Ozeltisi kullaniimasina gore sirasiyla 38,9 nm ve 19,6
nm olarak tespit etmislerdir. Bakteriyel sellloz yapraklarin kesit alani
boyunca manyetik nanoparcaciklarin homojen dagildigini SEM ve TEM
goruntuleri ile kanitlamiglardir. Manyetik pargacik boyutu ve pargacik boyut
dagiliminin demir iyon ¢ozeltisinin derigimleri degistirilerek ayarlanabilecegini
belirtmiglerdir. VSM analizi ile manyetik nanopargacik iceren bakteriyel
sellloz yapraklari igin doyum miknatislanmalarinin 0,1 M ve 0,01 M demir
iyon ¢ozeltisinin kullaniimasina gore sirasiyla 300 K’ de 26,20 emu/g ile 1,92
emu/g, 100 K’ de 28,10 emu/g ile 2,96 emu/g olarak degistigini belirtmislerdir.
[86].
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3. DENEYSEL KISIM
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

a-Selliloz: Aldrich (Steinheim, Almanya) firmasindan temin edilmistir.

CH,OH CH,OH CH,OH

! |
H G—O H ¢—0 —o0
Clﬁ/gH H \CI\O (ID/SH H \C[\O Z/E \CI\O
OH H
\]\(i; I/Il-i \l\? _(;:/i' \l\ci: _(Ilj/lL

H OH H OH H OH

Asetik asit: (CH3COOH, MA: 60,05 g/mol) Sigma (Steinheim, Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

Aseton: (CH3COCH3;, MA: 58,08 g/mol) Aldrich (Steinheim, Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

ra
HyC” TCHy

Bradford reaktif, BSA c¢dézeltisi (0,5 mg/mL) ve NaCl ¢bézeltisi (0,15 M)

Amresco (Ohio, ABD) firmasindan temin edilmistir.

Demir (IL,III) oksit (FesO4) nano tozu: (50 nm’den klguk boyutta (TEM))

Aldrich (Steinheim, Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Etil alkol (Mutlak): (C,HsOH, MA: 46,06 g/mol) Riedel-de Haen (Seelze,

Almanya) firmasindan temin edilmistir.
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Fosforik asit: (HsPO4, MA: 98,0 g/mol) Riedel-de Haen (Seelze, Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

Lakkaz Enzimi: (E.C. 1.10.3.2. 22,4 U/mg, Trametes Versicolor’ dan elde

edilen): Fluka (Steinheim, Almanya) firmasindan temin edilmisgtir.

Mineral yagi: (agir, 25°C’deki yogunlugu 0,862 g/L) Aldrich (Steinheim,

Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Sitrik asit monohidrat: (CgHgO7;, MA: 192,13 g/mol) Merck (Darmstadt,

Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Siyandlirik klortir: (C3CIsNs, MA: 184,41 g/mol) Merck (Schuchardt, Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

Cl

N/]“W
A

I "N° Cl

Sodyum hidrojen fosfat heptahidrat: (Na,HPO, - 7H,O, MA: 268,07 g/mol)

Riedel de Haen (Seelze, Almanya) firmasindan temin edilmigtir.

Sodyum hidroksit: (NaOH, MA: 40,00 g/mol) Merck (Darmstadt, Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

Sodyum meta periyodat: (NalO4, MA: 213,89 g/mol) Aldrich (Steinheim,

Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Siilfiirik asit: (H,SO4, MA: 98,08 g/mol) Aldrich (Steinheim, Almanya)

firmasindan temin edilmistir.
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Tween 80: Across Organics (New Jersey, ABD) firmasindan temin edilmigtir.

Ure: (NH,CONH,, MA: 60,06 g/mol) Aldrich (Steinheim, Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

X
H,N~~ “NH,

1,4-Dioksan: (CsHgO,, MA: 88,11 g/mol) Carlo Erba (Rodano, italya)

firmasindan temin edilmistir.
@
(]
o
2,2’-Azino-bis(3-etilbenziltiazolin-6-sdilfonik asit) diammonyum tuzu (ABTS):

(C18H18N40O6S4.2H3N, MA: 548,68 g/mol) Sigma (Steinheim, Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

Q oH g@\
R e
N
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3.2. Fe304-Selliloz Nanopargaciklarinin Sentezi

Fes;04-sellloz (Fe304-CC) nanopargaciklari, ters-faz sispansiyon metodu ile
Kalkan ve arkadaslari tarafindan dnerilen yonteme gore sentezlenmistir [87].
Bu amacgla, 200 mg Fe3O, nanoparcaciklari etanolle yikanarak vakum
etivande kurutulduktan sonra, 50,0 mL mineral yagi ve 0,5 mL Tween 80
karisimina eklenmis ve ultrasonik banyoda (Bandelin Sonorex RK 100 H
(Berlin, Almanya)) dagitilmistir. Fe3O4 dispersiyonu Uzerine, 15,0 mL sellloz
cOzeltisi (%2,5 w/v) damlalar halinde ilave edilerek, sistem ultrasonik
banyoda tutulmaya devam edilmistir. Elde edilen Fe3zO4-sellloz dispersiyonu
mekanik karistirici (Heidolph RZR 2021 (Schwabach, Almanya)) ile 1900
rom’ de 4 saat karistirlmistir. Bu sure sonunda, elde edilen Fe304-CC
nanoparcaciklari neodyum miknatisla toplanarak, yad fazinin tamamen
uzaklastirlmasi amaciyla asetonla defalarca yilkanmig, kaplanmayan Fe3O,’
lerin uzaklastiriimasi igin 48 saat 0,1 M H,SO, ¢dzeltisinde bekletilmigstir [88],
3 defa saf su ile ylkanmigtir. Sonra vakum ettiviinde (Nive EV 018 (Akyurt,
Tarkiye)) 24 saat suresince kurutulmus ve lakkaz immobilizasyonunda
kullaniimistir.  Sekil 3.1 de Fe3z04-CC nanopargaciklarinin  sentez

basamaklari sematik olarak gosterilmigtir.
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Sekil 3. 1. Fe304-CC nanopargaciklarinin sentezi
3.3. Fe304-Seliiloz Nanopargaciklarinin Karakterizasyonu

3.3.1. Gegirimli elektron mikroskopisi (TEM)

Fe;04,-CC nanoparcaciklarl etanolle karistirilarak ultrasonik banyoda
dagitilmis ve elde edilen dispersiyon karbon kapli gridlere damlatiimigtir.
Gridler oda sicakliginda kurutulduktan sonra, 6rnedin TEM goruntileri,
gecirimli elektron mikroskobu (TechnaiTM G2 F30 (Hillsboro, ABD)) ile 100
kV’ da alinmistir.

3.3.2. Fourier donusiumlu kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)
Spektrumu alinacak ornekler (Fe3O4, seluloz, Fe;0O4-CC ve ylkseltgenmis

manyetik selliloz (Fe3O4-CC-Y)); KBr igerisinde, 6rnek/KBr: 1/150 w/w olacak
sekilde dagitiilmis ve her bir oOrnegin FT-IR spektrumlar, FT-IR
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spektrofotometresi (Perkin EImer PE 1600 (Massachusetts, ABD)) ile 400-

4000 cm™ araliginda alinmustir.
3.3.3. X-1g1n1 kirinimi yontemi (XRD)

Fe304-CC nanopargaciklarinin X-isint kirnim deseni, Cu Ka isint (A =
0,15406 nm) ile, 26 = 10° - 90° arasinda ve 4°/dakika tarama hizi ile X-1gini
kirinim cihazi (Rigaku Ultima-1V (Tokyo, Japonya)) ile alinmistir.

3.3.4. Termogravimetrik analiz (TGA)

Sellloz ve Fe304-CC nanopargaciklarinin termogramlari, TGA cihazi (Perkin
Elmer Pyris 1 TGA (Massachusetts, ABD)) ile 25-900°C araliginda ve N

ortaminda, 10°C/dakika 1sitma hizi ile alinmigtir.
3.3.5. { (Zeta)-potansiyel dlgumleri

Fesz04-CC nanopargaciklarinin %2,5’ lik (w/v) sulu dispersiyonlarinin
potansiyelleri, pH 2,0-9,5 araliginda, ortamin pH si 1x102 M HCI ya da
NaOH ile ayarlanarak ve parcacik boyut dagihmi pH 5,0’ te  -potansiyel
dlciim cihazi (Malvern Nano ZS90 (Worcestershire, Ingiltere)) ile oda

sicakhginda olgulmasgtar.
3.3.6. Elektron paramanyetik rezonans spektroskopisi (EPR)

Fe304-CC nanopargaciklarinin EPR spektrumlari, manyetik nanopargaciklar
4 mm g¢apindaki kuvarz EPR analiz tuplerine egit miktarda (~40 mg)
alindiktan sonra, elektron paramanyetik rezonans spektrometresi (Bruker
ELEXSYS E 580 FT-EPR (Rheinsteffen, Almanya)) ile oda sicakliginda,
surekli dalga modunda, standart X-band kavitesinde, 9,85 GHz frekansta;
100 kHz manyetik alan modulasyon frekansi, 99 mW mikrodalga iginlamasi

ve 1 G genlik modilasyonu uygulamasi altinda alinmistir.
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Analizler, tek tarama sayisinda 1024 noktadan veri toplanarak
gerceklestiriimigtir. Manyetik alan DPPH (difenil pikril hidrazil, g = 2,0036)
standardi kullanilarak kalibre edilmistir. Ornegin EPR  spektrumu,
nanopargaciklarin mikrodalga enerjisini absorpsiyonunun birinci tlrevinin
manyetik induksiyonun (B) bir fonksiyonu olarak cizdiriimesiyle elde

edilmistir.

3.3.7. Titresimli ornek manyetometrisi (VSM)

Fe304-CC nanoparcaciklarinin -4000 Oe ile +4000 Oe arasinda ve -22000
Oe ile +22000 Oe arasinda uygulanan manyetik alandaki miknatislanmalari,
titresimli  6rnek manyetometresi (ADE Magnetics Model EV9 VSM
(Westwood, ABD)) ile oda sicakliginda olgulmustar.

3.4. Fe30,-Seliiloz Nanopargaciklarina Lakkaz immobilizasyonu

3.4.1. Fe304-seliloz nanopargaciklarina adsorpsiyonla lakkaz

immobilizasyonu

50 mg Fe304-CC nanopargaciklari Gzerine 2,0 mL fosfat tamponu (FT) (0,04
M, pH = 6,0) eklenerek, sistem 30 dakika ultrasonik banyoda dagitiimigtir.
Karigim, manyetik karistirici ile 1000 rpm’ de 6 saat karistirimis ve 24 saat
bekletiimigtir. Bu slUre sonunda, dispersiyon ortamindaki Fez04-CC
nanopargaciklari miknatisla toplanmis ve 2,0 mL lakkaz ¢ozeltisi (1,0 mg/mL,
pH = 6,0) eklenerek, sistem su-buz igeren ultrasonik banyoda 20 dakika
dagitiimistir. Bu islem sonrasinda, karisim manyetik karistirici (Heidolph MR
3001 (Schwabach, Almanya)) ile 4°C’ de dlusuk devirde 6 saat karistirilmis ve
yine ayni sicaklikta 24 saat bekletiimistir. Son iglem olarak, Fe3z04-CC
nanopargaciklarina adsorpsiyonla immobilize edilen lakkaz (Fe3zO4-CC-L),
miknatisla toplanmis ve FT (0,04 M, pH = 6,0) ile 4-5 kez yikanmig, 4°C’ de
buzdolabinda saklanmistir. FesO4-CC-L Uzerindeki lakkaz ¢Ozeltisi ve yikama

suyu Dbirlestiriimis ve immobilize edilen enzim miktarinin tayininde
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kullaniimistir.  Fe304-CC  nanopargaciklarina lakkaz immobilizasyonu

sirasindaki islem basamaklari Sekil 3.2’ de gosterilmisgtir.

N

- — (] —

Fe.0,-seliloz Ultrasonik banyoda Lakkaz cozeltisi

nanopargaciklan +4°%C" de 20 dakika icerisinde dispers
+ dagitma olmug Fe,0,-CC

Lakkaz cozeltisi nanoparcaciklar

G e

-
‘o o)

oL

FT il.e yikama Fe,0,CC-L +4°C" de
ve lakkaz nanoparcaciklarn 24 saat Diisiik devirde
aktifliginin tayini miknatisla ayirma bekletme 6 saat kanstirma

Sekil 3. 2. Fe304-CC nanoparcgaciklarina lakkaz immobilizasyonu sirasindaki
islem basamaklari

3.4.2. Fe3z04-seliiloz nanopargaciklarinin yiukseltgenmesi ve kovalent

baglanma ile lakkaz immobilizasyonu

Fes04-CC nanoparcaciklarinin yukseltgenmesi

Fe304,-CC nanoparcgaciklarindaki selilozun sodyum meta periyodat ile
yukseltgenmesi Sekil 3.3’ te verilmistir. Bu amagla 520 mg Fe304-CC
nanopargaciklari 10 mL su ve 800 mg NalO4 eklenmis ve 0,1 M NaOH ile pH
degeri 4’e ayarlanmigtir. Sistem mekanik karisgtirici ile distk devirde (200
rpm) 50°C sicaklikta 5 saat karnistinimistir. Ylkseltgenmis Fe304-CC
nanopargaciklari (Fes04-CC-Y), miknatisla toplanarak saf su ile yilkanmis ve
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40 de 24 saat vakum etuvinde (Nuve EV 018 (Akyurt, Turkiye))
kurutulmustur [52].

[ chon ] [ cHoH |

+ NalO, + H,0

Sekil 3. 3. Fe30,4-CC nanopargaciklarinin yukseltgenmesi

Fes04,-CC-Y  nanoparcaciklarina  kovalent  badlanma ile  lakkaz

immobilizasyonu

50 mg Fe304-CC-Y nanopargaciklari Uzerine 2,0 mL lakkaz ¢ozeltisi (1,0
mg/mL, pH = 6,0) eklenerek, sistem ultrasonik banyoda 20 dakika
dagitiimistir. Karisim, manyetik karistirici ile disuk devirde ve 4°C’ de 6 saat
karistirlmis ve yine ayni sicaklikta 24 saat bekletilmigtir. Bu sure sonunda,
Fe;04-CC-Y nanopargaciklarina kovalent baglanma ile immobilize edilen
lakkaz (Fe3O4-CC-Y-L), miknatisla toplanarak FT (0,04 M, pH = 6,0) ile 4-5

defa yikanmistir. immobilize enzim 4°C’ de buzdolabinda saklanmistir.
3.4.3. Fes0s-seliiloz nanopargaciklarinin siyanurik klorurle
aktiflestiriimesi ve kovalent baglanma ile lakkaz

immobilizasyonu

Fes0,4-CC nanoparcaciklarinin siyanurik klorurle aktiflestiriimesi

50 mg Fe304-CC nanopargaciklarina 2,5 mL siyantrik klorir (SC) ¢ozeltisi
(%0,5 w/v) eklenerek, sistem ultrasonik banyoda 30 dakika dagitiimis ve
manyetik karigtirici ile dusik devirde ve oda sicakhginda 6 saat

karistinimistir.  Sistem 24 saat bekletildikten sonra, siyanurik klorlrle
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aktiflestirilmis Fe3z04-CC  nanopargaciklart  (Fe304-CC-SC), miknatisla
toplanarak 3 kez 2,0 mL aseton ve 3 kez 2,0 mL FT (0,04 M, pH = 6,0) ile

yikanmigtir.

Fes04,-CC-SC _ nanopargaciklarina  kovalent badlanma ile  lakkaz

immobilizasyonu

Fe304-CC-SC nanopargaciklari tzerine 2,0 mL lakkaz ¢ozeltisi (1,0 mg/mL,
pH = 6,0) eklenerek, sistem ultrasonik banyoda 20 dakika dagitiimistir.
Karisim, manyetik karigtirici ile 1000 rpm’ de ve 4°C’ de 6 saat kanstiriimis
ve yine ayni sicaklikta 24 saat bekletilmistir. Bu sure sonunda, siyanurik
klortrle aktiflestiriimis Fe304-CC nanopargaciklarina kovalent baglanma ile
immobilize edilen lakkaz (FezO4-CC-SC-L), miknatisla toplanarak FT (0,04
M, pH = 6,0) ile 4-5 defa yikanmistir. Immobilize enzim 4°C’ de buzdolabinda
saklanmistir. Fe304-CC nanopargaciklarinin siyanurik klorlrle aktiflestiriimesi

ve lakkaz immobilizasyonu Sekil 3.4’ te gdsterilmistir.

¢l cl al
Fe:04-CC Siyaniirik klortir Siyaniirik klortrle aktiflesmis Fe,04-CC immobilize |akkaz
(SC) (Fes0,-CCSC) {Fes0,-0C-5CL)

Sekil 3. 4. Fe30,4-CC nanoparcgaciklarinin siyanurik klortrle aktiflestiriimesi ve
lakkaz immobilizasyonu
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3.4.4. Fe304-seluloz nanoparcgaciklarina immobilize edilen enzimlerin
enerji dispersif x-1gin1 analizorlu taramali elektron mikroskobu
(SEM/EDS) ile tayini

Fes;04-CC nanoparcgaciklarina, adsorpsiyon ve kovalent baglama yontemleri
ile sentezlenen immobilize enzimler (Fe304-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve Fez0,-
CC-SC-L) oda sicakhginda kurutulduktan sonra atomik bilesimini ylzde
olarak gosteren SEM/EDS spektrumlari enerji dispersif X-isini analizorli
taramali elektron mikroskobu (Quanta 400F Field Emission SEM (Eindhoven,

Hollanda)) ile elde edilmigtir.

3.4.5. Fe304-seliloz nanopargaciklarina immobilize edilen enzim

miktarinin Bradford metodu ile tayini

Fe;04-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve Fez04-CC-SC-L immobilize enzim
sistemlerine tutuklanan lakkaz miktari, Bradford metoduna goére tayin
edilmistir [89]. Once BSA (Sigir Serum Alblimin) kalibrasyon egrisi
hazirlamak amaciyla, mikrokuvetlere 1, 2, 3 ve 4 pL BSA ¢ozeltisi (0,5
mg/mL) alinmis ve Uzerlerine sirasiyla 99, 98, 97 ve 96 yL NaCl ¢ozeltisi
(0,15 M) eklenerek, hacimleri 100 pL’ ye tamamlanmistir. Bu ¢ozeltilere 1000
ML Bradford reaktifi eklendikten 2 dakika sonra, ¢ozeltilerin absorbansi UV-
vis spektrofotometresi (Hitachi U-1800, (Tokyo, Japonya)) ile 595 nm’ de
okunmustur. BSA derisimine karsi absorbans degerleri grafige gecirilerek,

kalibrasyon egrisi elde edilmis ve Sekil 3.5’ te gosterilmistir.
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Sekil 3. 5. BSA kalibrasyon grafigi

Immobilize edilen lakkaz miktarlarinin tayini igin, lakkaz immobilizasyonunda
kulllanilan lakkaz stzuntuleri ve yikama sulari birlestirilerek hacimleri 10 mL’
ye tamamlanmistir. Bu ¢ozeltilerden 100 pyL alinarak, Gzerine 100 uL NaCl
(0,15 M) ve 1000 uL Bradford reaktifi eklendikten 2 dakika sonra, ¢ozeltilerin
absorbansi 595 nm’ de okunmus ve Fe304-CC nanopargaciklarina
immobilize edilen lakkaz miktarlari BSA kalibrasyon egrisinden

hesaplanmigtir.

3.5. immobilize Lakkazlarin Aktiflik Tayini

Fe3;04,-CC nanoparcgaciklarina adsorpsiyonla, ylkseltgeyerek kovalent
baglanma ve siyanurik klorlrle aktiflestirilerek kovalent baglanma yontemleri
ile immobilize edilen lakkazlardan (FezO4-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve Fez04-CC-
SC-L) 50 ser mg santriflij tiplne alinarak, 25°C’ de 5 dakika bekletiimis ve
uzerlerine 9,0 mL FST (0,1 M sitrat/0,2 M fosfat, pH = 5,0) eklenerek, tip
calkalayicisinda 1 dakika karistirimis ve tampon ¢ozelti ortaminda termal

dengeye getirilmistir. Bu slire sonunda tampon ¢ozelti uzaklastiriimigtir.
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Immobilize lakkaz aktifliginin tayini igin, her bir 6rnek tizerine 9,0 mL FST (0,1
M sitrat/0,2 M fosfat, pH = 5,0) ve 1,0 mL ABTS c¢ozeltisi (0,25 mM)
eklenerek tepkime baglatiimigtir. 1 dakika suresince tlUp calkalayicisinda
karistirildiktan sonra, Fe304-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve Fez04-CC-SC-L
immobilize sistemleri miknatisla toplanarak ayrilmis ve olusan yesil renkli
¢Ozeltinin absorbansi UV-vis spektrofotometresi ile 414 nm’ de dlgulmustar.
Farkli ABTS derisimlerine karsilik gelen absorbans degerleri grafige

gegirilerek elde edilen ABTS kalibrasyon egrisi Sekil 3.6’ da gdsterilmistir.

0,6
0,5 °
0,4
0,3

0,2

Absorbans (414 nm)

® y = 21,684x
0.1 R? = 0,982

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03
ABTS derisimi (mM)

Sekil 3. 6 ABTS kalibrasyon grafigi

Tepkime hizi yani aktiflik; élgtlen absorbans degerleri ve ABTS kalibrasyon
egrisinin  egiminin  tersi (AC/AA44) kullanilarak;, Es. 3.1° e gore

hesaplanmigtir.
Tepkime hizi (V) = AC/At = (AA414/At) X (AC/(AA414) (31)
Bu esitlikte AC, ABTS derisimindeki degisimi (mM); AAs14, absorbanstaki

degismeyi ve At, slUreyi gostermektedir. 1 Unite lakkaz, 25°C ve pH 5,0’ te, 1
dakika igerisinde, 1 umol ABTS’ yi ABTS™ ne oksitleyen enzim miktaridir.
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Batun aktiflik tayinlerinde, U¢ kez gergeklestirilen deney sonuglarinin

ortalamasi verilmistir.

3.6. immobilize Lakkazlarin Aktifligine pH Etkisi

Fe304-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve Fe;0,4-CC-SC-L immobilize enzim aktifligine
pH etkisi, pH 2,5- 6,5 araliginda incelenmistir. Ortam pH’ sinin pH = 25" e
ayarlanmasi i¢in 0,1 M fosfat tamponu, pH 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0 ve
6,5 e ayarlanmasi i¢in 0,1 M fosfat/0,2 M sitrat tampon ¢dzeltileri kullaniimis
ve immobilize lakkaz aktifligi tayin edilmigtir. Tepkime suresince sicaklik
25°C’ de sabit tutulmustur.

3.7. immobilize Lakkazlarin Aktifligine Sicaklik Etkisi

Fe304-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve Fez04-CC-SC-L immobilize enzim aktifliginin
sicaklikla degdisimi; farkh sicakliklarda (10°C, 20°C, 30°C, 40°C, 45°C, 50°C,
60°C ve 65°C) tayin edilmistir. Tepkime suresince ortamin pH’ si, FST (0,1 M
sitrat/0,2 M fosfat) ile pH = 5,0’ te sabit tutulmustur.

3.8. immobilize Lakkazlarin Aktifligine Depolama Siiresinin Etkisi

Fez04-CC-L, Fez04-CC-Y-L ve Fez04-CC-SC-L immobilize enzimlerin
aktifligine depolama suresinin etkisini incelemek amaciyla; immobilize
lakkazlar, 21 gun boyunca 4°C’ de saklanmis ve aktiflikleri belirli araliklarla
tayin edilmigtir. Tepkime suresince sicaklik 25°C’ de ve ortam pH’ s1 FST (0,1
M sitrat/0,2 M fosfat) ile pH = 5,0’ te sabit tutulmustur.

3.9. immobilize Lakkazlarin Aktifligine Substrat Derisiminin Etkisi

Fe304-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve Fe30,4-CC-SC-L immobilize enzim aktifligine
substrat derisiminin etkisini incelemek amaciyla, 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 ve
0,25 mM ABTS c¢ozeltileri hazirlanmis ve lakkaz aktifligi tayin edilmistir.
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Tepkime suresince sicaklik 25°C’ de ve ortam pH’si FST (0,1 M sitrat/0,2 M
fosfat) ile pH = 5,0’ te sabit tutulmustur.

3.10. immobilize Lakkazlarin Aktifligine Kullanim Sayisinin Etkisi

Fe304-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve Fe30,4-CC-SC-L immobilize enzim aktifligine
kullanim sayisinin etkisinin incelenmesi amaciyla, immobilize lakkazlar ayni
gun icerisinde art arda 25 kez ABTS substratina kargi kullaniimis ve lakkaz
aktifligi tayin edilmistir. Her bir aktiflik tayini sonrasinda immobilize lakkazlar
FST (0,1 M sitrat/0,2 M fosfat, pH 5,0) ile yikanmigtir. Tepkime suresince
sicaklik 25°C’ de ve ortam pH’sI FST (0,1 M sitrat/0,2 M fosfat) ile pH = 5,0’

te sabit tutulmustur.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Fe30O4-Selliloz Nanopargaciklarinin Sentezi

Bu calismada; manyetik 6zellik gosteren FezO4 nanopargaciklarinin, enzim
immobilizasyonunda etkili bir sekilde kullaniimalarini saglamak amaciyla, bu

nanoparcgaciklarin yuzeyi sellloz kaplanarak fonksiyonel hale getirilmistir.

4.2. Fe30O4-Seliiloz Nanopargaciklarinin Karakterizasyonu

4.2.1. Gegirimli elektron mikroskopisi (TEM)

FesO, nanoparcaciklarinin  TEM goruntileri Resim 4.1 ve Resim 4.2
grubumuzda daha o6nce yapilan c¢alismadan alinmistir [87]; Fe304-CC
nanoparcaciklarinin TEM goruntileri ise Resim 4.3 ve Resim 4.4’ te

gOsterilmisgtir.

Resim 4.2 de Fe30,4 nanopargaciklarinin 20 nm skalasinda ¢ekilmis TEM
goruntusunden bu nanopargaciklarin boyutunun 50 nm’den kuguk, ornegin 3
farkh Fe3zO4 nanoparcaciginin boyutunun 17 nm, 28 nm ve 37 nm oldugu
gOrulmustir. Resim 4.1. b’ de gorilen 0,2 um skalasinda TEM goéruntusunde,
bu manyetik nanoparcgaciklarin biraraya gelmis halde olduklari gorulmektedir.
Parcaciklarin biraraya gelmelerinin, birbirleri arasindaki manyetik-dipol
etkilesimlerden ve pargacik boyutlarinin ¢ok klguk, ylzey enerjilerinin gok

buyuk olmasindan kaynaklandigi sdylenebilir [19,90].

Resim 4.4. a ve Resim 4.4. b’ den Fe304-CC nanoparcaciklarinin TEM
goruntisunden, kaplama kalinliginin 5-8 nm araliginda oldugu goérulmaustir.
Resim 4.3’ te Fe3z04,-CC nanoparcaciklarina ait farkh skalalardaki TEM
goruntilerinde, Fe304-CC parcaciklarinin boyutlarinin 50 nm’ den daha
kUguk oldugu gorulmektedir.



Resim 4. 1. Fe304 nanopargaciklarinin TEM gorantaleri
Bar uzunlugu: a) 20 nm b) 0,2 um
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Resim 4.2. Resim 4.1. @’ daki Fe304 nanopargaciklarinin boyutlarini gésteren
TEM goéruntusi bar uzunlugu: 20 nm



Resim 4.3. Fe304-CC nanoparcaciklarinin TEM goéruntuleri
Bar uzunlugu: a) 50 nm b) 100 nm c¢) 0,2 ym
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Resim 4. 3. Resim 4.3. a ve b’ deki Fe304-CC nanopargaciklarinin boyutlarini
g6steren TEM goruntileri bar uzunlugu: a) 50 nm b) 100 nm
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4.2.2. Fourier donusumliu kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

Fe304, sellloz (CC), Fe304-CC ve Fez04-Y-CC’ In FT-IR spektrumlar Sekil
4.1’ de gosterilmigtir.

Fes0O4 nanopargaciklarinin Sekil 4.1. a’ da verilen FT-IR spektrumunda, 550

cm™ de Fe-O bagina ait gerilme titresimi gdzlenmistir.

Seliilozun Sekil 4.1. b’ de gdsterilen FT-IR spektrumunda, 3200-3500 cm™
bélgesinde O-H, 2700-2893 cm™ de C-H, 1000-1400 cm™ de C-O gerilme
titresim bandlari ortaya ¢ikmistir.

Fe3;04,-CC nanopargaciklarinin - Sekil 4.1, ¢ de gosterilen FT-IR
spektrumunda, 566 cm™ de ortaya gikan Fe-O geriime titresimi, manyetik
bilesenin yapidaki varligini gdstermistir. Ayrica 3500-3200 cm™ de O-H,
3100 cm™ ve 2850 cm™ de C-H ve 1450-1000 cm™ de C-O gerilme titresim
bandlari, manyetik nanoparcaciklarin yapisinda selulozun bulundugunu

gostermistir.

Fe304-CC-Y nanopargaciklarinin  Sekil 4.1. d° de gosterilen FT-IR
spektrumunda, 550 cm™ de ortaya gikan Fe-O gerilme titresimi, manyetik
bilesenin yapidaki varligini géstermistir. Ayrica aldehite ait 2700-2850 cm™
de C-H ve 1750-1800 cm™ de C=0 gerilme titresim bandlari, manyetik

nanopargaciklarin yapisinda bulunan seltlozun yukseltgendigini gostermistir.
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4.2.3. X-1sin1 kirilnimi yontemi (XRD)

Fes04,-CC nanopargaciklarinin - X-isint - kirnim deseni  Sekil 4.2 de

gOsterilmigtir.
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Sekil 4. 2. Fe304-CC nanopargaciklarinin X-isinit kirinim deseni
a) Fe30y4, b) Fe304-CC

FesO, nanopargaciklarinin  X-isint  kirnnim deseninde, 26 = 30,18°(1),
35,47°(2), 43,30°(3), 53,42°(4), 57,18°(5) ve 62,70°(6) de 6 adet pik
g6zlenmistir. Cihazinin veri tabaninda bulunan [ICDD veri Kkartlarinin
taratilmasi ile, Fe304-CC nanopargaciklarinin kirilma agilarinin, kart
numarasi 65-3107 olan Fe3zO, nanopargaciklarinin kirinim desenindeki
acgllara uydugu tespit edilmigtir. Bu sonug, Fe3zO4 nanopargaciklarinin
selllozla kaplanmasinin Fe3O,’ in kristalin yapisini degisime ugratmadigini,
dolayisiyla FezO4’ in spinel yapisini degistirmedigini gostermistir. X-1gini toz
kirinimi ile incelenen bir drnegin pargacik boyutu, kirnim desenindeki en
siddetli pikin yari genigligi kullanilarak hesaplanabilir [91]. Fe3z04-CC
nanopargaciklarinin pargacik boyutu, bu nanopargaciklarin kirnim deseninde
siddeti maksimum olan 26=35,60°" de gbzlenen pik kullanilarak (2 numarali
pik yari genisligi (FWHM)=8,20x10" radyan), Es 2.4’ e gére 21 nm olarak
hesaplanmistir. Grubumuzda yapilan ¢alismada Fe3zO4 nanopargaciklarinin

parcacik boyutu ise, yine bu nanoparcaciklarin kirinim deseninde siddeti
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maksimum olan, ve 26 = 35,47°" de gbzlenen pik kullanilarak (2 numarali pik,
pik yari genisligi (B) = 9,07x10°° radyan), Es. 2.4’ te verilen Debye-Scherrer
esitliginden, 16 nm olarak hesaplanmistir [92]. Bu durumda, ylzeydeki
sellloz kaplama kalinhgi 4,7 nm olarak bulunmustur. XRD analizleri ve TEM
goruntulerinden hesaplanan pargacik boyutlarindan, yuzeyin yaklagik 5-8 nm

kalinlikta seltlozla kaplandigi belirlenmigtir.

Literatirde de benzer sonuglara rastlanmis ve farkli demir derisimlerinde
sentezlenen manyetik nanotanecikler kullanilarak hazirlanan seliloz
nanokompozit filmlerin [80] ve Fe3O./seliloz nanopargaciklarinin kristal
yapisinin, saf Fe3z0O4, nanoparcaciklarininkine goére degismedigi tespit
edilmistir [84].

4.2.4. Termogravimetrik analiz (TGA)
Fe304, seluloz ve Fez04-seluloz nanopargaciklarinin isil  bozunmalar

termogravimetrik analiz (TGA) yontemi ile incelenmis ve elde edilen

termogramlar Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’ te verilmistir.
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Sekil 4. 3. Fe304 nanopargaciklarinin TGA termogrami
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Sekil 4. 4. Selulozun TGA termogrami
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Sekil 4. 5. Fe304-seluloz nanopargaciklarinin TGA termogrami

Sekil 4.3° de, Fe3O, nanoparcgaciklarina ait termogramda goéruldagua gibi
sicaklik 200°C oldugunda baslangi¢ agiriginda %0,8’ lik kayip meydana
gelmis ve sicakhgdin 900°C’ ye ulasmasi sonucunda, agirlikta dikkate deger
bir degisme olmamigtir. 200°C’ ye kadar olan isitma neticesinde agirlikta
meydana  gelen kaybin, nanoparcaciklara  adsorplanan  suyun
uzaklagsmasindan kaynaklandigi soylenebilir [88].
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Sekil 4.4’ de sellloz 6rnegi 200°C’ ye 1sitildiginda, baslangi¢ agirhginda % 3’
Ik bir kayip meydana gelmistir. Agirliktaki bu azalmanin, bu yapiya
adsorplanan suyun uzaklasmasi nedeniyle meydana geldigi ve selulozun
hidrofilik 6zelligi nedeniyle adsorplanan su miktarinin fazla oldugu
sOylenebilir.  200-550°C arasinda gozlenen agirhik kaybi, seltulozun
bozunmasindan kaynaklanmaktadir. Sicalik 900°C’ ye ulastiginda, seltlozun

baslangi¢ agirhiginin %’ 92’ sini kaybettigi gdzlenmistir.

Sekil 4.5 de Fe3z04-CC nanopargaciklari 200°C’ ye isitildiginda, agirlikta %
2,52’ lik bir kayip meydana gelmistir. Agirliktaki bu azalmanin da, Fe;04-CC
nanoparcaciklarina adsorplanan suyun uzaklagsmasi nedeniyle meydana
geldigi soylenebilir. Fe304-CC nanopargaciklarin termograminda Fe3;O,4
nanoparcaciklarinda gézlenmeyen ve 250°C’ den 900°C’ lere kadar suren
agirhk  kaybinin, selilozun bu sicakhk aralhiginda bozunmasindan
kaynaklandigi dusunutlmustir. Sicakhk 900°C’ ye ulastiginda ise, Fe304-CC

nanopargaciklarinin baslangi¢ agirliginin % 20’ sini kaybettigi gézlenmistir.

TGA termogrami alinan seluloz kapli manyetik nanoparcaciktaki % manyetit
agirhgr (M), 900°C’ de kalan seluloz miktari (Rg), 250-550°C arasinda
kaybolan seltloz miktari (AWy), 250-550°C arasinda kaybolan manyetit ve
selliloz miktari (AW,) ve 900°C’ de kalan manyetit nanopargaciklari ile
baglantihdir (Es. 4.1) [93]:

Rq

X AW + M =R (4.1)
AW,

Es. 4.1°e gore Fe304-CC nanopargaciklarinin yaklasik %77 manyetit icerdigi
hesaplanmigtir.

Saf sellloza ait termogramdan maksimum bozunma sicakligi 400°C

bulunmus iken Fe304-CC nanopargaciklari igin bu sicakhdin 320°C’ ye yani
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daha dusuk sicakliga kaydigi goralmustar. Literatirde, 30°C’ den 800°C’ ye
kadar TGA termogrami alinan sellloz/Fe;O4 nanokompozit filmlerinin sl
kararlihlginin azaldigini ve baslangic agirhginin % 39’ unu kaybettigini
bildirmislerdir [80].

4.2.5. { (Zeta)-potansiyel analizi

Fes0,4-CC nanopargaciklarinin farkli pH’ lardaki ylzey potansiyelinin ve
yukUnun belirlenebilmesi i¢in, bu nanopargacigin {-potansiyeli pH 2,31-9,64
araliginda ol¢llmus ve pH’ ya karsi {-potansiyeli degisim grafigi Sekil 4.6’ da

gOsterilmisgtir.
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Sekil 4. 6. Fe304-CC nanopargaciklarinin ¢-potansiyelinin pH ile degisimi

Fe304-CC nanopargaciklarinin Gzerindeki net yukan sifir oldugu pH degeri
olan izoelektronik nokta (pl) degeri 2,71 olarak bulunmustur. Grubumuzda
daha once yapilan bir galismada Fe3zO4 nanopargaciklarinin pl degeri 7,91
olarak tespit edilmistir [87]. Fe3sO4-CC nanopargaciklarinin pl degeri FezO,4
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nanoparcaciklarininkine gore 5,2 birim azalmistir. {-potansiyelinin, pl
degerinin altindaki pH’ larda pozitif, Uzerindeki pH’ larda ise negatif
degerlerde olmasi nedeniyle, Fe3O4 nanoparcaciklarinin yuzeyi pH<7,91
oldugunda pozitif, pH>7,91 oldugunda ise negatif yuklidir. Ortam pH ’si
2,717 den kuguk oldugunda, Fe304,-CC nanopargaciklari yuzeyindeki
selulozun -OH gruplarinin protonlanmasi nedeniyle, asagida gosterildigi gibi

pozitif yik kazandigi distnulmektedir.

-OH + H" — -OH,"

pH = 2,71 oldugunda, Fe304-CC ylzeyindeki pozitif ve negatif yuk
yogunlugunun birbirine esitlenmesi nedeniyle, bu nanopargaciklarin yluzey
potansiyeli 0’ a dusmastur. pH>2,71 oldugunda ise, Fe304-CC yuzeyindeki
-OH gruplar ile ortamdaki OH" iyonlari arasindaki asagdida goOsterilen
etkilesim nedeniyle, bu nanoparcgaciklarin yizeyinin negatif yikli hale geldigi

soylenebilir.

-OH + OH — -0 + H,0

Literaturde de, pl degeri 7,30 olarak belirlenen FezO4 nanoparcgaciklari
sodyum oleatla modifiye edildiginde bu nanopargaciklarin pl degerinin 4,00’ e
dustugua bildirilmigtir [94]. Grubumuzda yapilan bir galismada Fe3;O4-kitosan
nanopargaciklari ters-faz sispansiyon metoduyla sentezlenmis ve pl degeri
6,86 olarak bildirilmistir [87].

Fe304- sellloz nanopargaciklarinin TEM analizleriyle boyutlarinin 50 nm’ nin
altinda oldugu belirlenmistir ve pH 7,0’ de zeta potansiyel 6lgimua -17,6 mV
olarak bulunmustur. Farkli bir calismada, yaklasik pargacik boyutu 413,5 nm
olan sellloz kapli manyetik nanopargaciklarinin zeta potansiyeli pH 7,0’ de

Olcllmus ve -11,4 mV olarak belirtilmistir [85].
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Fe304-CC nanoparcaciklarinin tanecik boyut dagiliminin siddet yuzdesine ve
tanecik sayisi yuzdesine karsi grafikleri Sekil 4.7° de a) tanecik boyutu-%
siddet grafigi b)tanecik boyutu-% tanecik sayisi grafigi (dogrusal eksen) c)

tanecik boyutu-% tanecik sayisi (logaritmik eksen) olarak verilmistir.

Sekil 4.7. a’ ya gore tanecik boyut dagilimi % siddete karsi ¢izilirken Fe3Og4-
CC nanopargaciklarinin yaklasik %6’ si 53 nm’ in Uzerinde olmasina ragmen
blyltk boyutlu taneciklerin % siddeti sayica daha ¢ok olan fakat boyutu kiiglk

taneciklerden ¢ok daha yuksek gorulmektedir.

Sekil 4.7. b’ ye gore Fe3O4-CC nanopargaciklarinin %36’ si 18 nm’ nin
altinda; %31’ i 18-22 nm arasinda, %24’ i 22-30 nm arasinda ve %3’ i 30-53

nm arasinda bulunmustur.
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Sekil 4. 7. Fes04,—CC nanoparcaciklarinin tanecik boyut dagihmi a) tanecik

boyutu-% siddet grafigi b)tanecik boyutu-% tanecik sayisi grafigi
(dogrusal eksen) c) tanecik boyutu-% tanecik sayisi (logaritmik
eksen)

Buna gore zeta-sizer dan elde edilen tanecik boyut dagihimi, TEM goruntuleri

ve XRD analiz sonucu ile uyum saglamaktadir. Sentezlenen Fe3z04-CC

nanopargaciklarinin ortalama pargacik boyutunun 50 nm’ nin altinda oldugu

dusunulmektedir.
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4.2.6. Elektron paramanyetik rezonans spektroskopisi (EPR)

Fe304-CC nanoparcaciklarinin 9,854136 GHz sabit frekansta elde edilen
EPR spektrumu Sekil 4.8’ de gosterilmistir.
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Sekil 4. 8. Fe304-CC nanoparcgaciklarinin EPR spektrumlari

Sekil 4.8 de Fe304-CC nanopargaciklarinin 4018 G degerinde uygulanan
manyetik alanda verdigi sinyal siddeti 42’ dir. Grubumuzda daha 6nce Fe304
nanopargaciklarinin EPR spektrumu alinmis ve 4003 G civarinda uygulanan
manyetik alana kargl 110 degerinde sinyal siddeti verdigi gorulmastur [92].
Fe304-CC ve Fe304 nanopargaciklarinin sogurma spektrumlarinda genis ve
asimetrik bir egri gozlenmistir. Selllozun yapiya dahil olmasi nedeniyle,
Fe3;04,-CC  nanopargaciklarinin  gdsterdigi  sinyal siddetinin, Fe30,4
nanopargaciklarininkine gore azaldigi go6zlenmigtir. FesO,4
nanopargaciklarinin manyetik agidan inaktif olan selllozla kaplanmasiyla,
Fesz04-CC nanopargaciklarinin  birim hacimdeki etkin manyetik moment
sayisinin  azalmasindan kaynaklandigi  sOylenebilir  [95,96]. Fe3O4

nanoparc¢aciklarinin ve Fe304-CC nanoparcgaciklarinin EPR spektrumlarinda,
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belirli bir sinyal siddetine sahip olan sogurma egrilerinin gézlenmesi, bunlarin
paramanyetik Ozellige sahip olduklarini gostermigtir. Literatirde de,
poli(metilmetakrilat-ko-akrilik asit) icine hapsedilmis Fes3Oq4
nanopargaciklarinin  EPR  spektrumundaki  sinyal siddetin, Fe304
nanopargaciklarinin sinyal siddetine gore daha dusuk degerde oldugunu

gOsteren bulgular yer almigtir [97].

EPR spektrumunda sinyal siddetinin sifir oldugu, yani pargaciklarin
mikrodalga enerjisini maksimum olarak sogurdugu manyetik alan, rezonans
alan olarak tanimlanir [98]. FezO4 ve Fe304,-CC nanopargaciklarinin EPR
spektrumlarinda rezonans alan, By = 4735 G olarak tespit edilmistirl. Bu Bg
degeri kullanilarak, Es 2.7 ’ ye gore, her iki nanoparcacigin g degeri 1,49
olarak hesaplanmistir. g, degeri, her madde icin karakteristik bir deder olan
spektroskopik yarilma carpanidir. Literatiirde, Fe®*" katyonu icin g degerleri,
Fe®* disiik spin kompleksi icin 1,4-3,1 araliginda, yilksek spin kompleksi icin
2,0-9,7 araliginda verilmektedir [99,100]. Dolayisiyla, bu calismada, FesO,4 ve
Fe;04-CC nanopargaciklari igin belirlenen g degerinin, duslik spin Fe3
kompleksi igin verilen araliga girdigi belirlenmistir. Ayrica, FezO4 yuklenmis
manyetik polimerik nanoparcaciklarin ve mikrokurelerin EPR spektroskopisi
ile incelendigi bazi c¢alismalarda da, g degerleri 1,90-2,10 arasinda
bulunmustur [98,99].

4.2.7. Titresimli ornek manyetometrisi (VSM)

Fe;04,-CC  nanopargaciklarinin = manyetik alana (H) karsi  kutle
miknatislanmalarini (o) gosteren miknatislanma egrisi, Sekil 4.9’ da -4000
Oe, + 4000 Oe araliginda ve Sekil 4.10’ da -22000 Oe, +22000 Oe araliginda

gOsterilmisgtir.

! Bu galismada kullanilan EPR cihazindan manyetik indiiksiyon cinsinden veri elde
edilmektedir. Manyetik alan ve manyetik indiksiyon arasinda, B=py(H+M) iliskisi vardir.
(Mo=manyetik gegcirgenlik)
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Sekil 4. 9 Fe30,4-CC nanopargaciklarinin manyetik alana kargi miknatislanma
egrisi (-4000 Oe, +4000 Oe)

Fe304-CC nanopargaciklarinin manyetik alana karsi miknatislanma egrisi, bu
nanopargaciklarin, FezO, nanoparcaciklarinin miknatislanma egrisinde
oldugu gibi, surekli ve dizgun bir donguye sahip oldugunu ve manyetik alana
verdikleri tepkinin sudrekli ve kararli oldugunu gostermistir. Fez04-CC
nanopargaciklarinin miknatislanma egrisinden, bu nanoparcaciklarin o
degerinin 45,2 emu/g oldugu belirlenmistir. Fe30,4-CC nanopargaciklarinin o
degerlerinin bluyUukligunun, bu nanopargaciklarin ylUzeyini saran seliloz
tabakasinin kalinhgina, selllozun bazi ozelliklerine, Fes0q4
nanoparcaciklarinin o5 degerine bagl oldugu dusitnilmektedir. Grubumuzda
daha once yapilan galismada Fe3O, nanopargaciklarinin manyetik doyum
miknatislanmasi, 0s=74,1 emu/g olarak belirlenmistir [87]. o0s dederinin
buyukligu, nanopargaciklarin birim hacimdeki ya da kutledeki manyetik
moment sayisina baglidir. Fe3O4 nanopargaciklarinin seltlozla kaplanmasi,
bu nanoparcaciklarin birim kitledeki manyetik moment sayisinin azalmasina
ve Os degerinin 74,1 emu/g’ dan 45,2 emu/g’ a dusmesine neden olmustur.
Benzer sekilde, EPR analizlerinin sonuglarinda da, Fe304-CC
nanopargaciklarin manyetik alana verdikleri tepkinin Fes0,

nanopargaciklarina gore azaldigi tespit edilmistir. Fe3O,4 nanopargaciklarinin
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yuzeyine sellloz kaplanmasiyla, Fe304-CC nanopargaciklarindaki manyetik
bdlgelerin Fe;O4 nanopargaciklarininkilere goére birbirinden uzaklasmasi ve
boylelikle, manyetik pargaciklarin  birbirlerine  kargi  uyguladiklar
miknatislanmanin azalmasindan kaynaklanmaktadir. Fe304-CC
nanoparcaciklarinin miknatislanma egrisine bakildiginda egrinin orijine
yaklastigl, yani kalici miknatislanma (M;) ve zorlayici alan (H;) degerlerinin
hemen hemen sifir oldugu gorulmektedir (Bkz. Sekil 2.14). Miknatislanma
egrisinde bu degisimin gézlenmesi nedeniyle, Fe30,4-CC nanopargaciklarinin
superparamanyetik 6zellik gosterdikleri sonucuna varilmigtir. Benzer

sonuglara literatlrde de rastlaniimistir [59].
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Sekil 4. 10. Fe304-CC nanopargaciklarinin manyetik alana karsi
miknatislanma egrisi (-22000 Oe, +22000 Oe)

Literatirde yer almis calismalarda, cesitli yontemlerle sentezlenen farkh
boyutlardaki FezO, nanoparcaciklari i¢in os degerleri, 42 emul/g ile 83,2
emu/g arasinda degismektedir [16,19,29,59,84,91].

Literatirdeki bir c¢alismada, maghemit ile manyetik selUloz kureleri
olusturuimus paramanyetik Ozellik icerdigi  bildiriimis ve doyum
miknatislanmasi, os = 42,2 emu/g olarak bildirilmistir [29]. Bir diger ¢calismada
300 K’ de, 0,1 M, 0,05M ve 0,01M demir iyon derisimi iceren manyetik
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bakteriyel sellloz yapraklar igin doyum miknatislanmasi sirasiyla 26,2
emu/g, 15,8 emu/g, 1,9 emu/g olarak bulunmus ve sicaklik 100 K’ e
indirildiginde degerlerin sirasiyla 28,1 emu/g, 17,7 emu/g ve 2,9 emu/g olarak
deqistigi yani sicakhiga baglh oldugu bildirilmistir [86]. Ayrica literatlrde,
Fes;04-kapli seluloz lif érneklerinin doyum miknatislanmasi, os = 65,5 emu/g
olarak bulunmustur [82]. FesO4/seluloz kompozit filmlerin superparamanyetik
Ozellik gosterdigi, os degerlerinin yaklasik 4,2-21,2 emu/g civarinda oldugu ve
icerdigi demir miktarina gére degistigi bildirilmistir [80]. Poli(akrilik asit)
baglanan Fe3O, nanopargaciklar igin os = 61,7 emu/g [15] ve yuzeyi 3-
(aminopropil) trietoksisilan ile silanlanmis Fe3zO4 nanopargaciklari igin os = 62
emu/g olarak bildirilmigtir [91]. Farkli polimerler ve modifiye edici bilesiklerle
hazirlanan Fe3O, nanoparcgaciklarinin os degerlerinin buyUklGglinin, bu
nanopargaciklarin ylizeyini saran polimerlere ya da yuzey modifikasyonunda

kullanilan maddelere bagli oldugu sdylenilebilir.

Yuzeyi cgesitli polimerlerle modifiye edilen manyetik nanoparcaciklarin cesitli
uygulamalarda kullaniimalarinin en 6nemli nedenlerinden birisi de, bu
manyetik nanoparcaciklarin hemen hemen ayni manyetik alan varhigindaki
miknatislanmalarinin, manyetik polimerik mikrokirelere gére daha fazla
olmasidir. Bu Ozellikleri nedeniyle, enzim ve protein immobilizasyonu gibi
uygulamalarda kullanilan manyetik nanopargaciklar, manyetik ayirma ile

daha kolay bir sekilde ortamdan ayrilabilirler.

4.3. Fe30,-Seliiloz Nanopargaciklarina Lakkaz immobilizasyonu

Lakkaz enzimi, Fe3z04-CC nanopargaciklarina adsorpsiyonla, Fez04-CC
nanoparcaciklarinin -OH gruplari siyanurik klorur (SC) ile aktiflestirildikten ve
Fes;04-CC nanoparcgaciklarindaki sellloz yukseltgendikten sonra kovalent
baglama yontemi ile immobilize edilmigtir. Adsorpsiyon yontemi ile
immobilizasyon, pH = 6,00 da gergeklestiriimisti.  Fe304-CC
nanoparcgaciklarina Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkaz enziminin

adsorpsiyonunda H-baglarinin ve ¢ok az da olsa dagilma kuvvetlerinin etkili
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oldugunu soyleyebiliriz. Fe304-CC nanopargaciklarinin -OH gruplari, Sekil
3.4’ te gosterilen tepkimeye gore siyanurik klorurle aktiflestiriimis ve lakkaz
enzimi Fe304-CC nanoparcaciklarina kovalent baglanma ile immobilize
edilmistir. Fe30,4-CC nanopargaciklarindaki seltlozun -OH gruplari, Sekil 3.3’
te gosterilen tepkimeye gore yukseltgenerek aldehit gruplari olusturulmus ve
lakkaz enzimi Fe3;04-CC nanopargaciklara kovalent baglanma ile immobilize

edilmistir.

Literatirdeki c¢alismalarda selliloz kapli manyetik mikrokirelerin ya da
nanoparcaciklarin  siyantrik  klorir ile aktiflestiriimesi ve enzim
immobilizasyonuna, ayni zamanda yukseltgenmis sellloz kapli manyetik
mikroklrelere ya da nanopargaciklara lakkaz enzimi immobilizasyonuna

rastlaniimamistir.

4.3.1. Fe30O4-seluloz nanopargaciklarina immobilize edilen enzimlerin
enerji dispersif X-1gin1 analizorlii taramali elektron mikroskobu
(SEM/EDS) ile tayini

Fe3;04,-CC nanoparcgaciklarina adsorpsiyonla, ylkseltgeyerek kovalent
baglanma ve siyanurik klortrle aktiflestirilerek kovalent baglanma yontemleri
ile enzim immobilize edildigi (Fe304-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve Fe3z04-CC-SC-
L), SEM/EDS analizleri ile arastiriimis ve drneklere ait X-i1sini enerjisine (keV)
kargi X-igini sayisini gosteren SEM/EDS spektrumlari Sekil 4.11° de

gOsterilmigtir.

Fe304-CC nanoparcgaciklarinin SEM/EDS spektrumunda, selllozun ve Fe30,4
nanoparcaciklarinin varhgini gosteren C, O ve Fe atomlari tespit edilmistir
(Sekil 4.11.a).

Fes04-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve Fe3z04-CC-SC-L orneklerinin sirasiyla Sekil
4.11.b, 4.11.c, 4.11.d" de goérilen SEM/EDS spektrumunda ise, C,O ve Fe
atomlarinin yaninda, S atomuna ait sinyaller gézlenmistir. immobilize lakkaz

orneklerinin  spektrumunda yer alan S atomuna ait sinyaller, lakkaz
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molekulindeki sistein kalintilarindan ileri gelmektedir ve dolayisiyla, lakkazin
bu sistemler igerisinde bulundugunu géstermistir [101]. Immobilize lakkazlara
ait spektrumlarda gobzlenen P atomuna ait sinyalin fosfat tamponu
icerisindeki, fosfor atomlarindan kaynaklandigi, ayrica Fe304-CC-Y-L’ a ait
spektrumda gozlenen Na atomunun ise, yukseltgeme esnasinda kullanilan

sodyum periyodattan geldigi dusunulmektedir.
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Sekil 4. 11. Fe304,-CC, Fe3z04-CC-L, ve Fez04-CC-Y-L Fe304-CC-SC-L
a) Fez04-CC

nanopargaciklarinin  SEM/EDS spektrumlari
b) Fe304-CC-L c) Fe304-CC-Y-L d) Fe304-CC-SC-L
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Sekil 4.11. (Devam) Fe304-CC, Fe304-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve
Fe30,4-CC-SC-L nanoparcaciklarinin SEM/EDS spektrumlari
a) Fe30,4-CC b) Fe304-CC-L c¢) Fe30,4-CC-Y-L d) Fe304-CC-SC-L
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4.3.2. Fe304-seluloz nanoparcaciklarina immobilize edilen enzim

miktarinin Bradford metodu ile tayini

Fe304-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve Fe304-CC-SC-L immobilize sistemlerindeki
lakkaz miktari Bradford metoduna gore tayin edilmis ve BSA kalibrasyon
egrisinden (Sekil 3.5), bu sistemlere immobilize edilen enzim yuzdeleri
sirasiyla %81, %88 ve %84 olarak bulunmustur. Degerlerin %80’ den blyuk
olmasi, lakkazin Fe3z04-CC nanoparcaciklarina adsopsiyonla ve kovalent

baglanma ile ylksek bir oranda immobilize oldugunu gostermigtir.

4.4. immobilize Lakkazin Aktifliginin Tayini

immobilize lakkazin aktifligi, lakkaz aktifliginin hizlica tayin ediimesine imkan
veren ABTS substrat ile tayin edilmistir. Immobilize lakkaz aktifligi, 0-0,025
mM ABTS derisimi araliginda dogrusal olan ABTS kalibrasyon egrisinin egimi
kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 3.6). 0,025 mM’ dan daha ylksek ABTS
derisimlerinde, enziminin substrati ile doygun hale gelmesinden dolayi, ABTS
derisimi ile enzimatik tepkime hizinin degisimi dogrusalliktan sapmaya
baglamigtir. Bu nedenle 0-0,025 mM ABTS derisimi araliginda olusturulan

kalibrasyon egrisinin egimi kullanilarak lakkaz aktifligi tayin edilmistir.

4.5. immobilize Lakkaz Aktifligine Etki Eden Parametreler
4.5.1. immobilize lakkaz aktifligine pH etkisi

Fe;0,-CC nanoparcaciklarina adsorpsiyonla immobilize edilen lakkaz

aktifligine pH efkisi

Fe304-CC-L aktifliginin pH 2,5-6,5 araligindaki degisimi Sekil 4.12° de

gOsterilmisgtir.
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Sekil 4.12. Fe;0,4-CC-L aktifliginin pH ile degisimi

Fe304-CC-L igin optimum pH dederi 3,5 bulunmustur ve bu immobilize lakkaz
pH 3,0-5,0 araliginda maksimum aktifligini %91’ in Uzerinde ve pH 6,5 te

%44 oraninda korumustur.

Yikseltgenen Fe304,-CC nanoparcaciklarina immobilize edilen lakkaz

aktifligine pH efkisi

Fe304-CC-Y-L aktifliginin pH 2,5-6,5 araligindaki degisimi Sekil 4.13° te

gOsterilmigtir.
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Sekil 4. 13. Fe304-Y-CC-L aktifliginin pH ile degisimi

Fe304-CC-Y-L icin optimum pH degeri 3,5 bulunmus ve bu immobilize
lakkaz, pH 3,0-5,0 arahdinda maksimum aktifligini %90’ in Uzerinde ve pH

6,5’ te %51 oraninda korumustur.

Siyanurik klordrle aktiflestirilen Fez04-CC nanoparcaciklarina immobilize

edilen lakkaz aktifligine pH etkisi

Fe304-CC-SC-L aktifliginin pH 2,5-6,5 araligindaki degisimi Sekil 4.14’ te

gOsterilmigtir.
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Sekil 4. 14. Fe304-CC-SC-L aktifliginin pH ile degisimi

Fe304-CC-SC-L icin optimum pH degeri 3,5 bulunmus ve bu immobilize
lakkaz, pH 3,0-5,0 araliginda maksimum aktifligini %94’ Un Uzerinde ve pH

6,5’ te %77 oraninda korumustur.

Grubumuzda daha once Trametes versicolor kaynakli lakkazin ABTS
substratina karsi optimum pH’ 1 3,0 olarak bulunmustur [87]. Serbest lakkaz
pH 3,0-5,0 arahiginda maksimum aktifligini %55 ve pH 6,5 te maksimum
aktifligini %6,0 oraninda korumustur. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, t¢
immobilize lakkazin da serbest lakkaza gére pH 3,0-6,5 araliginda ¢ok daha
yuksek bir aktiflikle kullanilabilir olduklarini gostermistir. Dolayisiyla, Fe3;Oa-
CC-L, Fe304-CC-Y-L ve Fez04-CC-SC-L’ In asidik ve noétrale yakin pH
deg@erlerinde yurutulen endustriyel uygulamalarda, serbest lakkaza gore daha

verimli bir sekilde kullanilabilecegi dusunulmektedir.

Literatlrde, kispeden alinan sellloz lifleri sodyum periyodat ile sulfurik asit
icerisinde yuUkseltgemis, sellloz dialdehit olusturulmus ve selllozdaki aldehit

gruplarina glukoamilazin amino gruplarinin kovalent olarak baglanarak
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immobilize edildigi bildirilmistir. Immobilize enzimin ve serbest enzimin
maksimum aktiflik gosterdikleri pH’ lar sirasiyla 3,0-5,0 ve 3,5-5,0 olarak
bildirilmis ayrica pH 2,5-7,0 araliginda immobilize enzimin serbest enzime
gore yuksek aktiflik gosterdigi rapor edilmistir [102]. Yine literatirde, sellloz
kapli manyetik mikro klrelere Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkaz
kovalent baglanma ile immobilize edilmis ve ABTS substratina kargi

aktifligine bakildiginda optimum pH degeri 3,5 olarak bulunmustur [83].

Literatlrde, manyetik poli(stiren-ko-aseto-asetoksietil metakrilat)
kUreciklerinin B-diketon grubuna kovalent baglanma ile immobilize edilen
Trametes versicolor kaynakh lakkazin optimum pH degerinin 4,0 oldugu
bildirilmistir [1L03]. Grubumuzda daha 6nce Fe3O4 nanopargaciklar kitosanla
kaplanmig, Trametes versicolor kaynakh lakkaz bu nanopargaciklara
adsorpsiyonla ve siyanarik klorar ile aktiflestirildikten sonra kovalent
baglanma yontemleri ile immobilize edilmis ve sirasiyla optimum pH’ lari 3,0

ve 3,5 bulunmustur [87].

Manyetik olmayan ¢esitli destekler tzerine kovalent baglanma ile immobilize
edilen kaynaklari farkli lakkazlarin optimum pH degerleri pH 3,2-4,0 arasinda
degisim gostermistir [74,104]. Siyanurik klorlrle aktiflestiriimis poli (2-
hidroksietil metakrilat) mikrokurelerine immobilize edilen invertazin optimum
pH degerinin, serbest invertaza goére 1 birim artarak pH 5,5 e kaydigi
bildirilmigtir [105]. Siyanurik klortrle aktiflestirilen seliloz esasl bir destek
materyal Uzerine enzim immobilizasyonuna iligkin bir calismaya literatlrde

rastlaniimamistir.

4.5.2. immobilize lakkaz aktifligine sicaklik etkisi

Fes0,-CC nanoparcgaciklarina adsorpsiyonla immobilize edilen lakkaz

aktifligine sicaklik etkisi
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Fesz04-CC-L aktifliginin  10-65°C araligindaki degisimi Jekil 4.15" de
gOsterilmisgtir.
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Sekil 4. 15. Fe304-CC-L aktifliginin sicaklik ile degisimi

Fe304-CC-L igin optimum sicaklik 40°C bulunmus, 10-65 °C aralidinda,

maksimum aktifligini %72’ nin Uzerinde korumustur.

Yikseltgenen Fe304,-CC nanoparcaciklarina immobilize edilen lakkaz

aktifligine sicaklik etkisi

Fe304-CC-Y-L aktifliginin 10-65°C arahdindaki degisimi Sekil 4.16° da
gOsterilmigtir.
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Sekil 4. 16. Fe304-CC-Y-L aktifliginin sicaklik ile degisimi

Fe304-CC-Y-L icin optimum sicaklik 40°C bulunmus ve bu immobilize lakkaz,

10-65°C arasinda maksimum aktifliginin %80’ inin Uzerinde koruyabilmistir.

Siyanurik klorarle aktiflestirilen Fez04-CC nanoparcaciklarina immobilize

edilen lakkaz aktifligine sicaklik etkisi

Fe304-CC-SC-L aktifliginin 10-65°C araligindaki degisimi Sekil 4.17° de
gOsterilmisgtir.



95

| ./'/.\‘\\
__ 80
S
L.if 60
E
©
E 40 B
5
£
@2 20
<
=
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
0 10 20 30 40 50 60 70

Sicaklik (°C)

Sekil 4. 17. Fe30,-CC-SC-L aktifliginin sicakhk ile degisimi

Fe304-CC-SC-L igin optimum sicaklik 40°C bulunmus ve bu immobilize

lakkaz, 10-65°C arasinda maksimum aktifliginin %80’ in Gzerinde korumustur.

Grubumuzda daha O6nce Trametes versicolor kaynal lakkazin ABTS
substratina karsi optimum sicaklik degeri 40°C olarak belirlenmis ve 10-65°C
arasinda maksimum aktifligini % 53’ Gn Uzerinde korudugu bildirilmistir [87].
Bu calismada elde edilen sonuglar, u¢ immobilize lakkazin da serbest
lakkaza gore 10-65 °C sicaklik araliginda daha yuksek bir aktiflikle
kullanilabilir olduklarini, bu sicaklik araliginda serbest lakkaza gore daha

verimli bir sekilde kullanilabilecegini gostermistir.

Literatlrde, kiispeden elde edilen sellloz lifleri yukseltgenmis ve glukoamilaz
kovalent baglanma ile immobilize edilmis, serbest ve immobilize enzim igin
optimum sicaklik degerleri 60 ve 65 °C olarak bildirilmis ayrica 30-80 °C
sicaklik araliginda immobilize enzimin serbest enzime gore daha yuksek

aktiflik gosterdigi rapor edilmigtir [102].

Grubumuzda daha o6nce Fe3zO4 nanopargaciklari kitosanla kaplanmis,

Trametes versicolor kaynakh lakkaz bu nanopargaciklara adsorpsiyonla ve
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siyanurik klorur ile aktiflestirildikten sonra kovalent baglanma yontemileri ile

immobilize edilmis ve optimum sicaklik ikisi icinde 40°C bulunmustur [87].

4.5.3. immobilize lakkaz aktifligine depolama siiresinin etkisi

Enzim aktifliginde depolama slresince meydana gelen degismeler,
enzimlerin yapisal Ozelliklerine ve depolama sartlarina (tampon c¢ozelti

ortami, sicaklik gibi) baghdir.

Grubumuzda immobilize lakkazlarin aktifliklerini en iyi sekilde koruduklari
depolama kosullarinin belirlenmesi amaciyla yapilan calismalarda, 4 farkli
depolama kosulu denenmistir. ilk durumda, immobilize lakkazlari pH’ si 5,0
olan FST (0,1 M sitrat/0,2 M fosfat) icerisinde 4°C’ de, ikinci durumda bu
tampon ¢ozelti uzaklastirilarak fakat kurutulmadan 4°C’ de, tG¢lnclu durumda
pH’ s1 5,0 olan 0,1 M Britton-Robinson tampon ¢oézeltisi icerisinde 4°C’ de ve
son olarak dondurularak kurutulmus halde 4°C’ de saklamislardir. immobilize
lakkazlar, aktifliklerini en iyi ikinci durumda belirtildigi gibi, Uzerlerindeki
tampon ¢ozelti uzaklastirilarak ve kurutulmadan 4°C’ de muhafaza edildikleri

durumda koruduklari i¢in, depolama islemi bu kosulda yapilmistir [106].

Fes0,-CC nanoparcaciklarina adsorpsiyonla immobilize edilen lakkaz

aktifligine depolama suresinin etkisi

Fe304-CC-L aktifliginin 21 gin depolama suresi ile degisimi Sekil 4.18" de

gOsterilmisgtir.
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Sekil 4. 18. Fe304-CC-L aktifliginin depolama suresi ile degisimi

Fes;04-CC-L, depolanmasinin 7. ginu sonunda baslangi¢ aktifliginin %90’ ini;

14. glnl sonunda %76’ sini; 21. ginl sonunda ise %66’ sini korumustur.

Yukseltgenen Fe3z04-CC nanoparcaciklarina immobilize edilen lakkaz

aktifligine depolama suresinin etkisi

Fe304-CC-Y-L aktifliginin 21 glin depolama suresi ile degisimi Sekil 4.19’ da

gOsterilmisgtir.
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Sekil 4. 19. Fe;0,4-CC-Y-L aktifliginin depolama suresi ile degisimi

Fes;04-Y-CC-L, depolanmasinin 7. ginu sonunda baslangi¢ aktifliginin %80’

ini; 14. ginl sonunda %64’ Gnd ve 21. gund sonunda %41’ ini korumustur.

Sivanurik klorurle aktiflestirilen Fez04-CC nanopargaciklarina kovalent

baglanma ile immobilize edilen lakkaz aktifliine depolama siiresinin etkisi

Fe304-CC-SC-L aktifliginin 21 giin depolama stresi ile degisimi Sekil 4.20° de

gOsterilmisgtir.
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Sekil 4. 20. Fe30,4-CC-SC-L aktifliginin depolama suresi ile degigimi

Fe304-CC-SC-L, depolanmasinin 7. gunu sonunda bagslangi¢ aktifliginin %92’

sini; 14. gind sonunda %70’ ini ve 21. giinl sonunda %45’ ini korumustur.

Grubumuzda daha 6nce Trametes versicolor kaynakli lakkazin 4°C’ de
depolanarak 7. gunun sonunda baglangi¢ aktifliginin %97’ sini; 14. gunin
sonunda %95’ ini; 21. giiniin sonunda%89’unu korudugu bildiriimigtir [88]. Bu
calismada elde edilen sonuglar, U¢ immobilize lakkazin da 21 gun
depolanmasi suUresince serbest lakkaza gore daha dusuk aktiflik
gosterdiklerini gdstermistir. immobilize lakkazlarin aktifliklerini depolama
suresince daha hizli kaybetmeleri Uzerinde, selllozun manyetik
cekirdeklerinin ve enzim yapisinin etkili olmus olabilecegi dusunulmektedir.
Analitik ve endustriyel uygulamalarda, Fe3O4-CC-L, Fe304-CC-Y-L Fe30s-
CC-SC-L’ in 1 hafta igerisinde kullaniimasinin daha uygun olabilecegi

soylenebilir.

Literatlirde, manyetik selllozik mikrokurelere kovalent baglanma ile galaktoz
oksidaz ve ndérominidaz enzimlerinin immobilize edildigi bir c¢alismada,
immobilize enzimlerin depolanmasinin 21. gunu sonucunda, immobilize

galaktoz oksidazin baslangi¢ aktifliginin %89’ unu, immobilize noraminidazin
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ise baslangi¢ aktifliginin ancak %2’ sini korudugu bildirilmigtir. Manyetik
selllozik destek Uzerine immobilize olan ndéronaminidazin aktiflik kaybinin,
manyetik ¢ekirdeklerin toksik etki yaratmasindan kaynaklandigi ancak farkh
enzimler i¢in bu etkinin ayni olmadigi belirtiimistir [12]. Grubumuzda daha
once Fe304 nanopargaciklari kitosanla kaplanmig Trametes versicolor
kaynakli lakkaz bu nanopargaciklara adsorpsiyonla ve siyanurik klorur ile
aktiflestirildikten sonra kovalent baglanma ydntemleri ile immobilize edilmis
ve immobilize lakkazlar i¢cin depolanmalarinin 7. gini sonunda baslangi¢

aktifliklerini sirasiyla %98 ve %87’ sini korudugu bulunmustur [87].
4.5.4. immobilize lakkazlarin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Enzim ile substrat arasindaki tepkime asagidaki gibidir:

ki ks
E+S 5 ES - E+U 4.2)
K2

Burada, E, enzim; S, substrat; ES, enzim-substrat kompleksi ve U, Grin

gOstermektedir.

Enzimatik bir tepkimenin hizi, asagida gosterilen Michaelis-Menten esitligi ile

verilir:

V = (Vmak % [S]) / K + [S] (4.3)
Bu esitlikte, V, tepkimenin baslangic hizini; Vma, maksimum hizi; Ky,
Michaelis-Menten sabitini; [S], substrat derisimini géstermektedir. Michaelis-

Menten sabiti (Ky,), asagida verilmistir:

K = (ko + k3) / ky (4.4)
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Michaelis-Menten esitliginin  (Es. 4.3) duzenlenmesi ile asagidaki

Lineweaver-Burk esitligi elde edilir:

Bu esitlige gore, 1/[S] degerlerine karsi, 1/V degerleri grafige gegirildiginde,
bir dogru elde edilir. Dogrunun y ekseni kaymasi 1/Vqa degerine; egimi Ky, /

Vmak degerine esittir.

Bu calismada, immobilize lakkazlarin aktifligine substrat derigsiminin etkisi,
0,005-0,025 mM ABTS derisimi araliginda incelenmis ve 1/[S] degerlerine
karsi 1/V degerlerinin grafige gecirilmesi ile her bir enzim icgin Lineweaver-
Burk grafigi olusturulmustur. Bu grafiklerden immobilize lakkazlarin Vmyak, Kn

ve katalitik etkinlik (Vma/Km) degerleri hesaplanmistir.

Fe;0,-CC nanoparcaciklarina adsorpsiyonla immobilize edilen lakkaz

aktifliginin substrat derisimi ile degisimi

Fe304-CC-L igin Lineweaver-Burk grafigi Sekil 4.21° de gosterilmistir.

180
150
S 120
£
£ o0
X
[o]
E 60
> y = 0,7768x + 5,9026
S Rz = 0,9966
30
o=
-30 20 70 120 170
1/[S] (1/mM)

Sekil 4. 21. Fe304-CC-L igin Lineweaver-Burk grafigi
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Fe;04,-CC-L igin Kn = 13,10x10% mM, Vma = 16,90x10? mM/dakika

bulunmus ve VmadKm = 1,28 dakika™ olarak hesaplanmistir.

Yukseltgenen Fe304,-CC nanoparcaciklarina immobilize edilen lakkaz

aktifliginin substrat derisimi ile degisimi

Fe304-CC-Y-L’ In Lineweaver-Burk grafigi sekil 4.22’ de gdsterilmistir.

180 -
160 -
140
120 H
100 H
80 +
60 -
40 +
20 +
—e : : .

-30 20 70 120 170
1/[S] (1/mM)

1V (dakika/mM)

y =0,7694x + 7,9252
R?=0,9997

Sekil 4. 22. Fe;04-CC-Y-L igin Lineweaver-Burk grafigi

Fe304-Y-CC-L igin Ky = 9,71x102 mM ve Vpa = 12,61x107% mM/dakika ve
Vma/Km = 1,29 dakika™ olarak bulunmustur.

Sivanurik klorurle aktiflestirilien Fez04-CC nanopargaciklarina kovalent

baglanma ile immobilize edilen lakkaz aktifliginin substrat derisimi ile degisimi

Fe304-CC-SC-L’ In Lineweaver-Burk grafigi sekil 4.23’ te gosterilmistir.
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Sekil 4. 23. Fe304-CC-SC-L icin Lineweaver-Burk grafidi

Fe304-CC-SC-L icin Ky, = 13,0010 mM ve Vmax = 16,90x102 mM/dakika ve

Vma/Km = 1,3 dakika™ olarak bulunmustur.

immobilize lakkazlarin kinetik parametrelerinin degerlendirilmesi

Cizelge 4. 1. immobilize lakkazlarin kinetik parametreleri Kn, Vinak V& Vima/Km

nin degerleri
Km Vimak VinaidKm
(mM) (mM/dakika) (dakika™)
Serbest lakkaz, L 5,69x107 7,70x107 1,35
Fes04-CC-L 13,10x10° 16,90x10° 1,28
Fes04-CC-Y-L 9,71x10° 12,61x10? 1,29
Fe;04-CC-SC-L 13,0010 16,90x10° 1,3

Michaelis-Menten sabiti, K, enzimin substrata olan ilgisinin bir dlgusuddr.
Km, enzimin elde edildigi kaynaga, calisilan substrat derisim araligina ve
sicakliga bagh olarak degisim gosterebilmektedir. Enzim immobilize
edildiginde, K. degeri artabilir ya da azalabilir. immobilize enzimin K,

degerinin serbest enzime gobre azalmasi, serbest enzime goére daha hizli
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tepkime verme egiliminde oldugunu; artmasi ise, serbest enzimle ayni
reaksiyon hizina sahip olmasi igin daha fazla miktarda substrata ihtiyaci
oldugunu goOstermektedir. Bu calismada Fe304-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve
Fe304-CC-SC-L igin Ky, degerleri serbest lakkaza gore sirasiyla, 2,19, 1,70
ve 2,18 kat artmistir. K, nin artmasi Uzerinde, immobilize enzim-substrat
kompleksinin ~ olugsma ihtimalini  dugtiren  protein  molekulindeki

konformasyonel dedisimler ve sterik engellemeler rol oynamaktadir [107].

Fes304-CC-L, Fe3z04-CC-Y-L ve Fe304-CC-SC-L’ In katalitik etkinlik degerleri
1,28, 1,29 ve 1,3 olarak bulunmustur. immobilize sistemlerin katalitik
etkinliginin serbest lakkaza gore az da olsa azalig gostermesi, immobilize
enzimlerin substrati katalizleme etkinliginin enzimin 3-boyutlu yapisinda
meydana gelen degismeler nedeniyle oldugu seklinde yorumlanabilir.
Grubumuzda daha o6nce Fe3O4 nanopargaciklari kitosanla kaplanmis,
Trametes versicolor kaynakl lakkaz bu nanopargaciklara adsorpsiyonla ve
siyanurik klorur ile aktiflestirildikten sonra kovalent baglanma yéntemleri ile
immobilize edilmis ve sirasiyla katalitik etkinlikleri 1,31 ve 1,24 olarak

bulunmustur [87].

Literaturde, Trametes versicolor kaynakli lakkazin seluloz kapli manyetik
mikrokurelere kovalent bag ile immobilizasyonunda ABTS substratina karsi
Km = 0,0337 mM ve Vpma = 1,98x10% mM/dakika olarak bildirilmigtir [83].
Literatirde bir baska c¢alismada, Cerrena unicolor, Trametes hirsuta ve
Pycnoporus sanguineus’ dan elde edilen serbest lakkazlarin ABTS
substratina kargsi farkl deney kosullarindaki K, degerleri sirasiyla 0,183 mM
[108], 7,5x10% mM (75 uM) [109] ve 3,68 x10? mM (36,8 uM) olarak
bildirilmistir [110].

4.5.5. immobilize lakkazlarin aktifligine kullanim sayisinin etkisi

immobilize enzimlerin endustriyel uygulamlarda tekrar  tekrar

kullanildiklarinda aktifliklerini yitirmemeleri, en fazla aranilan
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Ozelliklerindendir. Fe;0,4-CC nanopargaciklarina adsorpsiyonla,
yukseltgenerek kovalent baglanma ve siyanudrik klorurle aktiflestirerek
kovalent baglanma yontemleri ile elde edilen immobilize lakkazlarin
aktifligine, kullanim sayisinin etkisinin incelenmesi igin, immobilize enzimler 1
gun icerisinde art arda 25 kez ABTS substratina kargi kullaniimis ve enzim

aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi incelenmistir.

Fe;0,-CC nanoparcaciklarina adsorpsiyonla immobilize edilen lakkaz

aktifliginin kullanim savyisi ile degisimi

Fe304-CC-L aktifliginin  kullanim sayisi ile degisimi Sekil 4.24" te

gOsterilmigtir.
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Sekil 4. 24. Fe304-CC-L aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

Fe304-CC-L, 1 gun icerisinde ABTS substratina karsi 10. kez kullanildiginda
baslangi¢ aktifliginin %81’ ini, 20. kez kullanildiginda %58’ ini, 25. kez

kullanildiginda ise %50’ sini koruyarak, tekrar tekrar kullanilabilmistir.

Yukseltgenen Fe3z04-CC nanoparcaciklarina immobilize edilen lakkaz

aktifliginin kullanim savyisi ile degisimi
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Fesz04-CC-Y-L aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi Sekil 4.25 de

gOsterilmisgtir.
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Sekil 4. 25. Fe30,4-CC-Y-L aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

Fe304-CC-Y-L, 10. kez kullanildiginda baglangi¢ aktifliginin %92’ sini 20. kez
kullanildidinda baslangi¢ aktifliginin %75’ ini, 25. kullanimda ise %65’ ini

korumustur.

Sivanurik klorurle aktiflestirilen Fez04-CC nanopargaciklarina kovalent

bagdlanma ile immobilize edilen lakkaz aktifliginin kullanim sayisi ile dedisimi

Fe3z04-CC-SC-L aktifliginin  kullanim sayisi ile degisimi Sekil 4.26° da

gOsterilmisgtir.
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Sekil 4. 26. Fe304-CC-SC-L aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

Fes;04-CC-SC-L, 10. kez kullanildidinda baslangic¢ aktifliginin %87’ sini 20.
kez kullanildiginda baslangic¢ aktifliginin %68’ ini, 25. kullanimda ise %64’

und korumustur.

Literatlrde, kiUspeden elde edilen sellloz lifleri sodyum periyodat ile
yukseltgenmis ve glukoamilaz kovalent baglama ile immobilize edilmigtir.
immobilize lakkazin 30. kullanimda baslangi¢ aktifliginin %65’ ini korudugunu
bildirmiglerdir [102].

Grubumuzda daha 6nce, manyetik kitosan nanopargaciklarina adsorpsiyon
ile immobilize edilen lakkazin, 1 gun icerisinde ABTS substratina karsi 10.
kez kullanildiginda baslangi¢ aktifliginin %85’ ini, 20. kez kullanildiginda
%76 sini, 25. kez kullanildiginda ise %71’ ini korudugunu bildirmislerdir.
Kitosan kapli manyetik nanopargaciklara siyanurik klorurle aktiflestirildikten
sonra kovalent baglanma ile immobilize edilen lakkazin, 10. kez
kullanildiginda baslangi¢ aktifliginin %86’ sini, 20. kez kullanildiginda %86’
sini, 25. kez kullanildiginda %85 korudugunu belirtmislerdir [87].
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5. SONUG VE ONERILER

Bu c¢alismada, ters-faz suUspansiyon metodu ile manyetit Fe30,

nanoparcgaciklarinin yuzeyi selulozla kaplanmistir.

Fe3z04-CC nanopargaciklarinin  TEM goruntuleri, XRD sonuglart ve (-
potansiyel analizleri ile boyutlarinin 50 nm’ nin altinda oldugu ve Fe;04-CC
nanopargaciklarinin 5,0-7,0 nm kalinliginda seluloz tabakasiyla kaplandigi
belirlenmistir. FT-IR analizleri, selllozun bu nanoparcaciklarin yapisina
katildigini; XRD analizleri Fe3O4 nanopargaciklarinin selllozla kaplandiktan
sonra spinel yapisinin degismedigini; {-potansiyel analizleri Fez04-CC
nanopargaciklarinin pl degerinin 2,71 oldugunu gostermistir. EPR analizi ile,
Fe;0,-CC nanopargaciklarinin  paramanyetik ozellikte oldugu ve Fe
katyonunun dusuk spin kompleksine uydugu belirlenmistir. Fe30,4-CC
nanopargaciklarinin VSM sonuglarindan os degeri 45 emu/g bulunmus ve
Fe304-CC nanopargaciklarinin  sUperparamanyetik ozellik gosterdikleri

belirlenmistir.

Lakkaz enzimi, Fe3O4-CC nanopargaciklarina adsorpsiyonla, ylkseltgenerek
ve siyanurik klorurle aktiflestirerek kovalent baglanma ydntemi ile immobilize
edilmistir. SEM/EDS analizleri, Fe30,4-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve Fe304-CC-SC-

L sistemlerinin lakkaz enzimini icerdigini gostermigtir.

Fe304-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve Fe304-CC-SC-L icin optimum pH 3,5 ve

optimum sicaklik 40°C bulunmustur.

Fe304-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve Fe3z04-CC-SC-L 10-65 °C sicaklik araliginda
endustriyel ve analitik uygulamalarda serbest lakkaza gore ¢ok daha yuksek
bir aktiflikle kullanilabilir olduklari belirlenmigtir.

Fe304-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve Fe304-CC-SC-L’ In depolanmalarinin 7. gunu
sonunda baslangi¢ aktifliklerinin - %90, %80 ve %92’ sini korumuslardir.
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Immobilize enzim sistemleri yaklasik 1 hafta igerisinde, yiksek bir aktiflikle

kullanilabilir olduklar belirlenmistir.

Fe304-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve Fe304-CC-SC-L icin Kkatalitik etkinlikler
serbest lakkazinkine ¢ok yakin ve sirasiyla 1,28, 1,29, 1,30 olarak

bulunmustur.

Fe304-CC-L, Fe304-CC-Y-L ve Fe3z04-CC-SC-L’ Iin, ABTS substratina karsi 1
gun icerisinde 25 kez kullanildiklarinda baslangi¢ aktifliklerinin sirasiyla %50,
%65 ve %64’ Unu koruduklari gbzlenmistir. Dolayisiyla, hazirlanan
immobilize lakkaz sistemleri, yiksek bir aktiflikle tekrar tekrar kullanilabilecegi

yorumu yapimigtir.
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EK-1 Manyetik terimlerin sembolleri, CGS ve Sl sistemindeki birimleri

ve cevirme faktorleri

Cizelge. 1.1. Manyetik terimlerin sembolleri, CGS ve Sl sistemindeki birimleri

ve cevirme faktorleri

Manyetik terim Sembol | SI CGS Cevirme
birimi birimi faktoru
Miknatislanma M Alm | emu/cm®| 1 A/m =107
emu/cm?®
Manyetik moment m Am? emu 1 Am? =
10%emu
Kiitle o Am?/kg | emulg | 1 Am?kg=1
miknatislanmasi emul/g
Manyetik B T G 1T=10* G
indUksiyon
Manyetik alan H A/m Oe 1A/Im=4
T/10° Oe
Boslugun manyetik Mo H/m birimsiz | 4mx10” H/m
gecirgenligi =1 (CGS)
A = Amper, emu = elektromanyetik birim, T = Tesla, G = Gauss,
H = Henry, Oe = Oersted
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EK-2 Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

ABTS cozeltisi

0,0275 g ABTS, 50 mL FST icerisinde ¢ozulmus (1,0 mM) ve bu ¢dzeltiden
12,5 mL alinarak, FST ile 50 mL’ ye tamamlanmigtir (0,25 mM). Cozeltiler
0°C’ de buz igerisinde Isiktan korunakli olarak saklanmis ve 24 saat

icerisinde kullaniimistir.

Asetik asit cozeltisi

5,0 mL asetik asit saf suyla 100 mL’ ye tamamlanmigstir (%5,0 v/v).

Fosfat tamponu (FT)

0,27 mL fosforik asit alinarak deiyonize suyla hacmi 100 mL’ ye
tamamlanmistir. 2,0 M sodyum hidroksit kullanilarak, ortam pH’ si 6,0’ ya
ayarlanmigtir (0,04 M; pH 6,0).

Fosfat-sitrat tamponu (FST)

5,2535 g sitrik asit monohidrat; deiyonize suyla 250 mL’ ye tamamlanmistir
(0,1 M), (A). 13,4035 g sodyum hidrojen fosfat heptahidrat deiyonize suyla
250 mL’ ye tamamlanmistir (0,2 M), (B).

24,3 mL (A) ve 25,7 mL (B) ¢ozeltilerinden alinarak deiyonize suyla 100 mL
ye tamamlanmis ve bu ¢ozeltilerin eklenmesiyle pH degeri 5,0’e ayarlanmigtir
(0,1 M sitrat/0,2 M fosfat; pH 5,0).
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EK-2 (Devam) Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Lakkaz cozeltisi

a) 0,1000 g lakkaz enzimi 100 mL FT’ da (0,04 M; pH 6,0) ¢ozUimustur ve

lakkaz immobilizasyonunda kullaniimigtir (1,0 mg/mL).

Seliloz (CC) cozeltisi

0,6 g NaOH ve 0,4 g ure saf su ile 10 mL’ ye tamamlanmistir. NaOH/ure
¢Ozucu sisteminde 0,25 g sellloz ¢6zilmis -10 C° de 15 saat bekletilmistir
(%1,0 wiv).

Sivanturik klorir (SC) cozeltisi

0,2500 g siyanurik klortr, 50 mL 1,4-dioksan igerisinde ¢dzUlmustir (%0,5

wW/vV).

Sulfurik asit cozeltisi

2,76 mL sulfurik asit alinarak 500 mL’ ye saf su ile tamamlanmistir (0,1 M).



EK-3 BSA kalibrasyon grafigine ait veriler

Cizelge 3.1. BSA derisimi ile absorbans degisimi

BSA derisimi Absorbans
(mg/mL) (Asgs)

0 0
0,000454 0,025
0,000909 0,049
0,001360 0,068
0,001820 0,088
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EK-4 ABTS kalibrasyon grafigine ait veriler

Cizelge 4.1. ABTS derisimi ile absorbans degisimi

ABTS derisi Absorbans
(mM) (AA414)

0 0
0,005 0,134
0,010 0,257
0,015 0,341
0,020 0,428
0,025 0,516
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EK-5 immobilize edilen enzim miktari tayinine ait veriler

Cizelge 5.1. Fe304-CC nanoparcgaciklarina immobilize edilen lakkaz
suzuntlleri ve yikama sularinin Bradford yontemi ile okunan

absorbanslari

immobilize lakkaz Absorbans (Asgs)
Fe3;0,4-CC-L 0,154
Fez04-CC-SC-L 0,095
Fe3;04-Y-CC-L 0,129




EK-6 Fe30,4-CC nanopargaciklarinin -potansiyelinin pH ile degisimine ait

veriler

Cizelge 6.1. Fe30,4-CC nanopargaciklarinin zeta potansiyelinin pH ile

Degisimi

pH Zeta potansiyeli (mV)
2,31 1,91
2,78 -0,307
3,26 -3,81
3,69 -9,42
4,50 -18,7
5,11 -23,1
5,66 -25,9
6,15 -27,7
6,55 -28,3
6,98 -30,2
7,53 -31,5
8,15 -32
8,58 -32,3
9,09 -33,6
9,64 -32,8
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EK-7 immobilize lakkazlarin aktifligine pH etkisine ait veriler

Cizelge 7.1. Fe304-CC-L aktifliginin pH ile degisimi

pH Absorbans Tepkime Maksimum

(As14) hizi aktiflik (%)

(Aktiflik)
(x107
mM/dakika)

2,5 0,128 0,59 12,39
3,0 0,937 4,32 91
3,5 1,029 4,75 100
4,0 0,996 4,6 96,6
4,5 0,991 4,58 96,18
5,0 0,987 4,55 95,55
55 0,826 3,82 80,22
6,0 0,603 2,78 58,38
6,5 0,458 2,11 44,31
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EK-7 (Devam) Iimmobilize lakkazlarin aktifligine pH etkisine ait veriler

Cizelge 7.2. Fe304-CC-Y-L aktifliginin pH ile degisimi

pH Absorbans Tepkime Maksimum

(As14) hizi aktiflik (%)

(Aktiflik)
(x107
mM/dakika)

2,5 0,865 3,99 88,7
3,0 0,903 4,16 92
3,5 0,977 4,5 100
4.0 0,961 4,43 98
4,5 0,94 4,33 96,2
5,0 0,979 4,05 90
5,5 0,801 3,69 82
6,0 0,648 2,99 66,4
6,5 0,502 2,31 51,3

129



EK-7 (Devam) immobilize lakkazlarin aktifligine pH etkisine ait veriler

Cizelge 7.3. Fe304-CC-SC-L aktifliginin pH ile degisimi

pH Absorbans | Tepkime hizi | Maksimum

(As14) (Aktiflik) aktiflik (%)

(x107
mM/dakika)

2,5 0,869 4 90,7
3,0 0,913 4,21 95,5
3,5 0,956 4,41 100
4,0 0,932 4,29 97,3
4,5 0,905 4,17 94,6
5,0 0,901 4,15 94,1
5,5 0,892 4,11 93,2
6,0 0,866 3,99 90,5
6,5 0,739 3,4 77,1
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EK-8 immobilize lakkazlarin aktifligine sicaklik etkisine ait veriler

Cizelge 8.1. Fe304-CC-L aktifliginin sicaklikla degisimi

Sicaklhik Absorbans Tepkime hizi Maksimum
(°C) (As14) (Aktiflik) aktiflik (%)
(x107
mM/dakika)
10 0,39 1,79 72,17
20 0,46 2,12 85,47
30 0,472 2,17 87,49
40 0,539 2,48 100
50 0,486 2,24 90,31
60 0,467 2,152 86,76
65 0,396 1,825 73,584

Cizelge 8.2. Fe304-CC-Y-L aktifliginin sicaklikla degisimi

Sicaklik Absorbans Tepkime hizi Maksimum

(°C) (As14) (Aktiflik) aktiflik (%)
(x107?
mM/dakika)

10 0,901 4,16 79,24
20 0,926 4,27 81,33
30 0,996 4,64 91,43
40 1,139 5,25 100
50 0,983 4,62 90,45
60 0,967 4,46 84,95
65 0,948 4,37 83,24
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EK-8 (Devam) immobilize lakkazlarin aktifligine sicaklik etkisine ait veriler

Cizelge 8.3. Fe304-CC-SC-L aktifliginin sicaklikla degisimi

Sicaklik Absorbans Tepkime hizi Maksimum
(°C) (Asg14) (Aktiflik) aktiflik (%)
(x107
mM/dakika)
10 0,912 4,2 91
20 0,93 4,28 93
30 0,962 4,43 96
40 0,998 4,6 100
50 0,979 4,51 98
60 0,89 4,1 89
65 0,804 3,7 80,5
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EK-9 immobilize lakkaz aktifligine depolama siiresinin etkisine ait veriler

Cizelge 9.1. Fe304-CC-L aktifliginin depolama suresi ile degisimi

Depolama Absorbans Tepkime hizi Maksimum
siiresi (Asa) (Aktiflik) aktiflik (%)
(giin) (x107

mM/dakika)
1 0,987 4,55 100
3 0,976 4,5 98,6
6 0,937 4,31 94,6
7 0,893 4,11 90,2
9 0,887 4,09 89,6
10 0,874 4,03 88,3
11 0,855 3,94 86,4
12 0,843 3,89 85,2
13 0,801 3,69 80,9
14 0,76 3,51 76,8
15 0,735 3,39 74,3
16 0,717 3,31 72,4
17 0,684 3,15 69,1
18 0,682 3,15 68,9
19 0,66 3,045 66,7
20 0,66 3,045 66,7
21 0,66 3,045 66,7
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EK-9 (Devam) immobilize lakkaz akitifligine depolama stiresinin etkisine ait

veriler

Cizelge 9.2. Fe304-CC-Y-L aktifliginin depolama suresi ile degisimi

134

Depolama Absorbans Tepkime hizi Maksimum
siiresi (As14) (Aktiflik) aktiflik (%)
(giin) (x107?

mM/dakika)

1 0,87 4,01 100
2 0,835 3,85 96

3 0,796 3,67 92

4 0,783 3,61 90,02
5 0,76 3,51 87,53
6 0,725 3,34 83,29
7 0,697 3,22 80,29
8 0,683 3,16 78,8
9 0,67 3,1 77,31
10 0,626 2,89 72,07
11 0,61 2,81 70,07
12 0,59 2,72 67,83
13 0,573 2,64 65,84
14 0,552 2,55 63,59
15 0,52 2,39 59,6
16 0,496 2,28 57,11
17 0,463 2,14 53,37
18 0,421 1,95 48,63
19 0,398 1,84 45,88
20 0,363 1,67 41,65
21 0,363 1,67 41,65




EK-9 (Devam) immobilize lakkaz akitifligine depolama stiresinin etkisine ait

veriler

Cizelge 9.3. Fe30,4-CC-SC-L aktifliginin depolama suresi ile degisimi
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Depolama Absorbans Tepkime hizi Maksimum
siiresi (As14) (Aktiflik) aktiflik (%)
(giin) (x107?

mM/dakika)
1 0,803 3,7 100
2 0,8 3,68 99,43
3 0,796 3,66 98,89
4 0,789 3,63 98,08
5 0,763 3,51 94,84
6 0,754 3,47 93,76
7 0,746 3,43 92,68
8 0,732 3,37 91,06
9 0,703 3,24 87,54
10 0,698 3,21 86,73
11 0,642 2,95 79,71
12 0,625 2,82 76,19
13 0,601 2,77 74,85
14 0,556 2,56 69,3
15 0,544 2,51 67,82
16 0,52 2,39 64,58
17 0,493 2,27 61,33
18 0,413 19 51,34
19 0,402 1,85 49,99
20 0,39 1,79 48,36
21 0,39 1,79 48,36
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EK-10 immobilize lakkazlarin aktifligine substrat derisiminin etkisine ait veriler

Cizelge 10.1. Fe304-CC-L Lineweaver-Burk grafigi verileri

ABTS derigimi 1/[S] Absorbans | Tepkime hizi (V) v
[S] x 10°mM (1/mM) (As14) (x10 (dakika/mM)
mM/dakika)
2,5 40 0,56 2,58 38,67
2,0 50 0,519 2,39 41,78
1,5 66,67 0,354 1,63 61,3
1,0 100 0,269 1,24 80,5
0,5 200 0,132 0,61 162
Cizelge 10.2. Fe304-CC-Y-L Lineweaver-Burk grafigi verileri
ABTS derigimi 1/[S] Absorbans | Tepkime hizi (V) AY
[S] x 10°mM (1/mM) (As1a) (x107 (dakika/mM)
mM/dakika)
2,5 40 0,545 2,51 39,75
2,0 50 0,467 2,15 46,5
1,5 66,67 0,371 1,71 58,5
1,0 100 0,258 1,19 84
0,5 200 0,132 0,61 162,25
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EK-10 (Devam) immobilize lakkazlarin aktifliine substrat derisiminin etkisine

ait veriler

Cizelge 10.3. Fe304-CC-SC-L Lineweaver-Burk grafigi verileri

ABTS derigimi 1/[S] Absorbans | Tepkime hizi (V) AV
[S] x 10°mM (1/mM) (As1a) (x107 (dakika/mM)
mM/dakika)

2,5 40 0,597 2,63 38,02
2,0 50 0,471 2,17 46,08
1,5 66,67 0,386 1,78 56,18
1,0 100 0,271 1,25 80
0,5 200 0,134 0,62 161,29
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EK-11 immobilize lakkazlarin aktifligine kullanim sayisinin etkisine ait veriler

Cizelge 11.1. Fe304-CC-L aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

Kullanim Sayisi Absorbans Tepkime hizi Maksimum
(Ag14) (Aktiflik) aktiflik (%)
(x102 mM/dakika)

1 0,37 1,70 100

2 0,336 1,55 99,81
3 0,293 1,35 98,67
4 0,23 1,06 97,16
5 0,224 1,03 95

6 0,218 1,00 87,16
7 0,2 0,92 86,05
8 0,193 0,89 84,04
9 0,193 0,89 84,04
10 0,19 0,87 82,8
11 0,187 0,86 81,49
12 0,182 0,84 79,23
13 0,179 0,82 78,01
14 0,175 0,80 76,26
15 0,171 0,79 74,52
16 0,164 0,75 71,47
17 0,155 0,71 67,55
18 0,146 0,67 63,63
19 0,138 0,63 60,14
20 0,133 0,61 57,96
21 0,132 0,60 57,53
22 0,124 0,57 54,04
23 0,118 0,54 51,43
24 0,118 0,54 51,43
25 0,115 0,53 50,12
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EK-11 (Devam) immobilize lakkazlarin aktifligine kullanim sayisinin etkisine

ait veriler

Cizelge 11.2. Fe30,4-CC-Y-L aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

Kullanim Sayisi Absorbans Tepkime hizi Maksimum
(Ag14) (Aktiflik) aktiflik (%)
(x10* mM/dakika)

1 0,932 4,29 100

2 0,927 4,27 99,58
3 0,92 4,24 98,88
4 0,914 4,21 98,18
5 0,905 4,17 97,24
6 0,894 4,12 96,08
7 0,886 4,08 95,15
8 0,873 4,02 93,75
9 0,867 3,99 93,04
10 0,864 3,98 92,81
11 0,836 3,85 89,78
12 0,823 3,79 88,38
13 0,811 3,73 86,98
14 0,803 3,7 86,28
15 0,792 3,65 85,12
16 0,786 3,62 84,42
17 0,76 3,5 81,62
18 0,723 3,33 77,66
19 0,71 3,27 76,26
20 0,694 3,19 74,39
21 0,683 3,14 73,22
22 0,671 3,09 72,06
23 0,58 2,67 66,08
24 0,543 2,5 65,03
25 0,53 2,44 65
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EK-11 (Devam) immobilize lakkazlarin aktifligine kullanim sayisinin etkisine

ait veriler

Cizelge 11.3. Fe30,4-CC-SC-L aktifliginin kullanim sayisi ile degisimi

Kullanim Sayisi Absorbans Tepkime hizi Maksimum
(Ag14) (Aktiflik) aktiflik (%)
(10 mM/dakika)

1 0,871 4,02 100

2 0,864 3,98 99,02
3 0,857 3,95 98,28
4 0,842 3,88 96,53
5 0,8 3,69 91,81
6 0,794 3,66 91,07
7 0,79 3,64 90,56
8 0,785 3,62 90,07
9 0,779 3,59 89,32
10 0,766 3,53 87,83
11 0,751 3,46 86,08
12 0,736 3,39 84,34
13 0,721 3,32 82,6

14 0,703 3,24 80,61
15 0,695 3,21 79,86
16 0,676 3,12 77,63
17 0,654 3,02 75,14
18 0,645 2,97 73,89
19 0,617 2,85 70,9

20 0,598 2,76 68,67
21 0,567 2,62 65,19
22 0,554 2,55 64,89
23 0,54 2,49 64,86
24 0,524 2,42 64,21
25 0,508 2,34 64,13
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EK-12 TGA Termogramlarindan, Fe304-CC nanopargaciklarinin manyetit

yuzdesi

Cizelge 12.1. Sellloz i¢in TGA termogramlarindan alinan veriler

Sicaklk (°C) Kalan miktar (%)
325 91,1
415 13,9
900 7,68

Cizelge 12.2. Fe304-Seluloz igin TGA termogramlarindan alinan veriler

Sicaklk (°C) Kalan miktar (%)
328 92,2
418 89,5
900 80,1

Cizelge 12.3. Fe3O4nanoparcaciklari icin TGA termogramindan alinan veriler

Sicaklik (°C) Kalan miktar (%)
325 97,9
420 97,8
900 97,5
Rq
x AWy, +M =R
AW,
7,68

77,2

M=%773

-x25+M=80,1
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