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MANYETIK NANOPARCACIKLARIN ENZIM IMMOBILIZASYONU AMACI
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OZET

Enzimler biyokimyasal reaksiyonlari katalize eden biyokatalizorlerdir. Ancak enzimlerin
serbest olarak nitelendirilen ¢oziiniir formlari, ¢esitli nedenlerden sulu ortamlarda hizli
bir sekilde aktivitelerini kaybederler. Bu durum enzimlerin pek c¢ok alanda
uygulamalarin1  sinirlandirmaktadir. Bu dezavantajin Oniine ge¢mek i¢in enzim

immobilizasyon yontemleri kullanilmaktadir.

Manyetik nano pargaciklar (MNP’ler) proteinleri, enzimleri, antikorlari ve ilaglari
baglamak i¢in tasiyici olarak giderek daha fazla kullanilmaktadir. MNP’ler enzim
immobilizasyonunda siklikla kullanilan materyaller olmasina ragmen en giincel kullanim
alanlart1 enzim-inorganik hibrit nanogigeklere (Ei-hNC’lere) manyetik 06zellik
kazandirmak amaci ile kullanilmalaridir. Ei-hNC’ler, gelismis katalitik aktiviteleri,
yiiksek karaliliklari, sentez yonteminin kolayligi vb sebeplerden enzim immobilizasyonu
alaninda son yillarda biiyiik ilgi gormistiir. Bununla birlikte, Ei-hNC’lerin enzim
immobilizasyonda kullanilmasindaki en biiyiik dezavantaji, diigiik yogunluklar1 ve
yiiksek dagilimlart nedeniyle ¢6zelti ortamindan ayrilmalarinin zorlugudur. Bu sorunu
¢ozmek i¢in manyetik enzim-inorganik hibrit nanogicekler (MEi-hNC’ler), manyetik bir
alan kullanilarak kolay ayrilmalari, yapisal kararliliklar1 ve katalitik verimliligi artirma
yetenekleri nedeniyle umut verici alternatif bir enzim immaobilizasyon platformu olarak
ortaya c¢ikmistir. Bu tez kapsaminda, MEI-hNC’lerin tasarimina yonelik farkli
yontemlerin yani sira gelecekteki arastirma yonlerine dair ayrintili literatiir arastirmasi
yapildi. Ayrica MEiI-hNC’lerin sentez mekanizmasit ve kullanim alanlari ile ilgili

calismalar ayrintili olarak verildi.

Anahtar Kelimeler: Manyetik nanopargagiklar, enzim immobilizasyonu, manyetik

Ozellikli enzim-inorganik hibrit nano ¢igekler
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USE OF MAGNETIC NANOPARTICLES FOR ENZYME IMMOBILIZATION
AND CURRENT DEVELOPMENTS

Morteza ROUEINTAN

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
Msc Thesis, November 2024
Supervisor: Prof. Nalan OZDEMIR

ABSTRACT

Enzymes are biocatalysts that catalyze biochemical reactions. However, the soluble forms
of enzymes, which are considered free, lose their activity rapidly in aqueous environments
for various reasons. This situation limits the applications of enzymes in many areas.

Enzyme immobilization methods are used to overcome this disadvantage.

Magnetic nanoparticles (MNPs) are increasingly used as carriers to bind proteins,
enzymes, antibodies and drugs. Although MNPs are frequently used materials in enzyme
immobilization, their most recent application area is to impart magnetic properties to
enzyme-inorganic hybrid nanoflowers (Ei-hNFs). Ei-hNFs have attracted great attention
in the field of enzyme immobilization in recent years due to their enhanced catalytic
activity, high stability, ease of synthesis method, etc. However, the biggest disadvantage
of Ei-hNFs in enzyme immobilization is the difficulty of their separation from the solution
due to their low density and high dispersion. To solve this problem, magnetic enzyme-
inorganic hybrid nanoflowers (MEi-hNFs) have emerged as a promising alternative
enzyme immobilization platform due to their easy separation using a magnetic field,
structural stability and ability to increase catalytic efficiency. In the scope of this thesis,
a detailed literature review was conducted on different methods for the design of MEi-
hNFs as well as future research directions. Additionally, studies on the synthesis

mechanism and usage areas of MEi-hNFs were given in detail.

Keywords: Magnetic nanoparticles, enzyme immobilization, magnetic enzyme-

inorganic hybrid nanoflowers
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GIRIS

Enzimler biyolojik siireglerdeki etkinliklerinin yani sira kimyasal siireclerde gostermis
olduklar yiiksek katalitik verimlilik ve yliksek secicilik gibi 6zellikleri ile uygun pH ve
sicakliklarda aktivite gosterme ve diisiik toksisite gibi benzersiz 6zellikleri ile kimyasal
katalizorlere alternatif olarak gosterilmektedir. Biiyiik ¢cogunlugu protein yapisinda olan
ve canli hiicreler tarafindan sentezlenen enzimler uygun sartlar altinda hiicre disinda da
aktivite gosterebilirler. Bu nedenle, enzimlerin ¢ok cesitli endiistriyel siireclerde pratik
kullanimlar1 vardir. Ancak, cogu biyomolekiil gibi, enzimlerin de baz1 ¢evresel sebepler
nedeniyle pratik uygulamalarini smirlayan dezavantajlart  vardir. Endiistriyel
uygulamalarin gerektirdigi zorlu kosullarda (yiiksek sicaklik, organik c¢oziictiler,
inhibitorlerin varligi ve/veya pH degisimleri gibi) enzimlerin kararsizliklar1 ve yapisal
bozunmalart enzimlerin kullamim alanlarin1  sinirlamaktadir. Bu nedenle, enzim
kararliligmin  arttirilmast  gerekmektedir. ~ Enzimlerin  pratik  uygulamalarda
kullanilabilmeleri i¢in kararlhiliklarinin yani sira aktivitelerinin ve geri kazanimlarinin
artirllmast  gerekmektedir. Enzim  kararliligii  artirmak igin immobilizasyon,

modifikasyon, protein mithendisligi gibi baz1 yaklagimlar vardir.

Farkli enzimler ve farkli uygulamalar i¢in farkli immobilizasyon yontemleri ve
immobilizasyon materyali kullanilabilir. Enzimlerin endiistriyel uygulamalarinda
immobilizasyon destek malzemeleri olarak biiyiik yiizey alan1 saglayan cesitli
nanoyapilar gelistirilmistir. Enzimlerin yeniden kullanimlarindaki zorluklarin tistesinden
gelmek ve kararliliklarini artirmak amaci ile kullanilan immobilizasyon araglarindan biri

de manyetik nanoparcaciklardir (MNP’lerdir).

MNP’ler kullanilarak yapilan en giincel enzim immobilizasyon ¢aligmalart MNP’lerin
enzim-inorganik hibrit nanogiceklerin (Ei-hNC’lerin) yapisina dahil edilmesi ile elde
edilen manyetik 6zellikli enzim-inorganik hibrit nanogigeklerdir (MEi-hNC’ler). Bu
nedenle tez kapsaminda Ei-hNC’ler ve MEi-hNC’ler ile ilgili ayrintili literatiir



aragtirtlmasi yapildi ve bu konudaki giincel calismalar verildi. Literatiirde MEi-hNC
teknolojisi alaninda yapilmis olan ¢alismalarin genel bir g¢ergevede incelenmesi ve
eksikliklerin ortaya konulmasi amaglandi. Ei-hNC’ler ve MEi-hNC’ler ile ilgili hem
aragtirma makaleleri hem de derleme (Review) makaleleri incelendi ve bu inceleme

sonucu elde edilen bilgiler degerlendirildi.

Ei-hNC’lere MNP’ler dahil edilerek manyetik 6zellik kazandirilmasi bu malzemelerin
kullanimin1 daha pratik hale getirmektedir. Bu sayede sentezlenen manyetik 6zellikli Ei-
hNC’ler (MEi-hNC’ler) santrifiije ihtiya¢ olmadan dig bir manyetik alan uygulanarak
kolaylikla reaksiyon ortamindan ayrilabilmektedir. Ek olarak, MNP’lerin Ei-hNC’lere
dahil edilmesi enzimlerin immobilize formda kararliligin1 da arttirmaktadir. MEi-
hNC’ler, enzim aktivitesinin arttirtlmasi gibi Ei-hNC’lerin bilinen avantajlarini sunmakla
kalmaz, ayn1 zamanda daha ¢ok baglanma bolgesi ve daha yiiksek mekanik mukavemet

saglar.

Literatiirde manyetik o6zellikli Ei-hNC’ler (MEi-hNC’ler) ile ilgili ¢alismalara
bakildiginda;

1- Manyetik nanopargaciklarin (MNP’lerin) hibrit nano ¢igceklerin (hNC’lerin)
yiizeyine tutturulmasi ve
2- Manyetik nanopargaciklarin (MNP’lerin) hibrit nano ¢iceklerde (hNC’lerde)

enkapsiilasyonu

iki farkli sekilde sentezlendikleri goriilmektedir. Tez kapsaminda hem Ei-hNC’lerin
sentez mekanizmast hem de MEi-hNC’lerin her iki yontemle sentezlenmesi ile ilgili
literatiirde rapor edilmis ¢aligmalar incelendi. Ayrica MEi-hNC’lerin kullanim alanlar1 ile

ilgili ¢alismalar ayrintili olarak verildi.

Nanomalzemeler kapsaminda degerlendirilen MEi-hNC’ler, Gstiin 6zellikleri nedeniyle
fizikgilerin, malzeme bilimcilerin ve kimyacilarin ilgisini ¢gekmektedir. Sentez sonrasi
MEi-hNC’lerde elde edilen spesifik yiizey alanlari, diger nanopartikiillere kiyasla daha
fazladir. Bu durum bu yapilarin yiizeyinde daha ¢ok aktif merkez bulundurmasinda etkili
olan bir nedendir. MEi-hNC’lerin bu 6zelligi, onlar1 miikkemmel bir katalitik malzeme
olma yetenegi kazandirmaktadir. Bu nedenle MEI-hNC’ler endiistriyel alanda pek ¢ok
alanda kullanim potansiyeline sahiptir. MEi-hNC’leirn miikemmel katalitik malzeme

olma ozelligi toksik organik bilesikleri, boyalari, pestisitleri ve bakterileri farkli



ortamlarda pargalamak i¢in kullanilmaktadir. Tez kapsaminda MEi-hNC’lerin gevre,

biyosensor ve biyokataliz uygulamalar1 ayrintili olarak verildi.



1. BOLUM

GENEL BILGILER VE LITERATUR CALISMASI

1.1. Enzimler

Enzimler, canli sistemlerdeki biyokimyasal tiirlerin doniisiimiinii saglayan, bitki, hayvan
ve mikroorganizma olmak tiizere biitiin canlilarda bulunan biyokatalizérlerdir. Biyo
uyumludurlar, biyolojik olarak pargalanabilir ve yenilenebilir kaynaklardan elde edilirler
(Sheldon ve van Pelt, 2013). Bu ozelliklere ek olarak, yiiksek kemo-, regio-, ve stereo

selektiviteye sahiptirler.

Enzimler biyolojik siireglerdeki etkinliklerinin yani sira kimyasal siireclerde gostermis
olduklari yiiksek katalitik verimlilik ve yiiksek secicilik gibi 6zellikleri ile uygun pH ve
sicakliklarda aktivite gosterme ve diisiik toksisite gibi benzersiz 6zellikleri ile kimyasal
katalizorlere alternatif olarak gosterilmektedir (Fritzen-Garcia vd. 2013; Sheldon vd.
2017; Bilal vd. 2018; Basso ve Serban, 2019; Bilal vd. 2019; Chen vd. 2023).

Biiyiikk ¢ogunlugu protein yapisinda olan ve canli hiicreler tarafindan sentezlenen
enzimler uygun sartlar altinda hiicre diginda da aktivite gosterebilirler. Bu nedenle,
enzimlerin ¢ok cesitli endiistriyel siireclerde pratik kullanimlari vardir (Kim vd. 2006).
Yiiksek oranda eksprese edilen enzimlerin endiistriyel olarak uygulanabilir olmasi
bunlarin endiistriyel proseslerin gelistirilmesinde ekonomik degerine katk: saglayacaktir.
Ancak, cogu biyomolekiil gibi, enzimlerin de bazi ¢evresel sebepler nedeniyle pratik
uygulamalarini sinirlayan dezavantajlar1 vardir (Chen vd. 2023). Sulu ortamda ¢6ziiniir
bir yapiya sahip olmalar1 enzimlerin 6nemli avantajlari arasindadir. Ancak, enzimler sulu
ortamda oksidasyon, iyon veya kofaktor ayrilmasi ya da oligomerik enzimler igin alt
birimlerin ayrigmasi gibi sebeplerden hizli bir sekilde denature olabilirler (Cui ve Jia,
2017; Zhao vd. 2019). Yapisal olarak bozulan yani denature olan enzimler aktivitelerini
de ¢ok hizl1 bir sekilde kaybeder (Cui ve Jia, 2015; Cui ve Jia, 2017). Coziiniir enzimlerin



katalitik aktivitelerinin gevresel kosullara asir1 duyarli olmasi dezavantajimin yani sira
operasyonel kararliliklarinin  ¢ok  diisiik olmasi, geri kazanim ve tekrar
kullanilabilirliklerinin zor olmasi1 gibi baska dezavantajlar1 da vardir (Lin vd. 2014).
Endiistriyel uygulamalarin gerektirdigi zorlu kosullarda (yiiksek sicaklik, organik
¢oziiciiler, inhibitorlerin varligi ve/veya pH degisimleri gibi) enzimlerin kararsizliklart ve
yapisal bozunmalar1 enzimlerin kullanim alanlarini sinirlamaktadir (Lin vd. 2014; Yang
vd. 2018; Dube ve Rawtani, 2023). Bu nedenle, enzim kararliliginin arttirilmasi
gerekmektedir. Enzimlerin kararliliklarinin 1iyilestirilmesi bu sorunlar1 ¢ozebilir,
dezavantajlar1 giderebilir ve pratik uygulamalarini artirabilir (Bickerstaff, 1997;
Jafarizadeh-Malmiri vd. 2012).

Enzimlerin pratik uygulamalarda kullanilabilmeleri i¢in kararliliklarinin yani sira
aktivitelerinin ve geri kazanimlarinin artirilmasi gerekmektedir (Altinkaynak vd. 2018).
Enzim kararliligin1 artirmak i¢in immobilizasyon, modifikasyon, protein miithendisligi
gibi baz1 yaklasimlar vardir. Enzimleri endiistriyel alanlarda biiyiik 6l¢ekli uygulamalara
uygun hale getirebilmek ve daha iyi yeniden kullanilabilirlik, gelistirilmis operasyonel
kararlilik, gelismis enantiosegicilik ve daha uygun {iriin geri kazanimi saglamak icin
immobilize enzim teknolojisi bu yaklagimlar arasinda en ¢ok tercih edilen yaklasimdir
(Chen vd. 2023; Xu vd. 2023).

1.2. Enzim Immobilizasyonu

1971°de Enzim Miihendisligi Konferansinda ilk defa kullanilan “Immobilizasyon” terimi
enzimlerin fiziksel olarak belirli bir bolgeye hapsedilmesi ve hareketinin sinirlandirilmasi
anlamma gelmektedir (Kragl, 1996). Immobilize enzim terimi, fiziksel olarak sinirlanmis
veya belirli tanimlanmig bir uzay bolgesine yerlestirilmis, katalitik aktiviteleri korunan,

tekrar tekrar ve siirekli kullanilabilen enzimi ifade eder (Brena vd. 2013; Nadar vd. 2020).

Immobilize enzimlerin serbest (immobilize edilmemis veya ¢Oziiniir) enzimlere karsi
ustiinliikleri asagida siralanmstir.

v" Serbest enzimlere gore daha kararlidirlar

v" Tekrar tekrar ve uzun siire kullanilabilirler

v" Reaksiyon ortamindan kolaylikla ayrilabilirler



v Siirekli ve biiyiik 6lgekli tiretimlere olanak saglarlar

v' Serbest enzimlere gore maliyetlerinin diisiiktiir

v/ Birbirini takip eden reaksiyonlar i¢in uygundurlar

v" Cevre kosullarina (pH, sicaklik vs.) kars1 dayaniklidirlar

Bir veya daha fazla sayida enzimin belirli bir alana fiziksel olarak hapsedilmesi veya
yerlestirilmesi yani immobilize edilmesi, enzimlerin hiicre disinda katalitik aktivitelerinin
korunmasi, geri kazanilmalar1 ve yeniden kullanim sorunlarinin ¢dziilmesi amaci ile

yapilmaktadir.
1.2.1. Enzim Immobilizasyon Yontemleri

Simdiye kadar literatiirde ¢ok ¢esitli enzim immobilizasyon yontemi rapor edilmistir ve
enzim immobilizasyon yontemleri ¢ok farkli sekillerde siniflandirilmaktadir. Prensip
olarak, enzimler (i) fiziksel veya (ii) kimyasal olmak iizere iki ana yoldan immobilize
edilebilirler. Fiziksel veya kimyasal olarak kullanilan en yaygin tekniklerden dordii
tuzaklanma, adsorpsiyon, kovalent baglanma ve c¢apraz baglanmadir. Her
immobilizasyon yontemin kendine 6zgii ¢esitli avantaj ve dezavantajlari vardir. Bu
durum metodolojilerin karsilastirilmasini zorlastirmaktadir (Hwang ve Gu, 2013). Sekil
1.1.’de enzim immobilizasyon yontemlerinin fiziksel ve kimyasal yontemler olarak

siniflandirilmasi verilmistir.

ENZiM iIMMOBILiZASYON

YONTEMLERI
FiZIKSEL YONTEMLERI KIMYASAL YONTEMLERI
4 ;
ADSORPSIYON KOVALENT BAGLAMA
HAPSETME GAPRAZ BAGLAMA

Sekil 1.1. Enzim immobilizasyon yontemlerinin fiziksel ve kimyasal yontemler seklinde
siiflandirilmasi



Kimyasal immobilizasyon yontemleri suda ¢oziinmeyen bir destek malzemesi ve enzim
arasinda kovalent bag ya da birden ¢ok enzim molekiilii arasinda ¢apraz bag olusumunu
gerekli kilar. Kimyasal immobilizasyon yontemleri genel olarak tersinmez (geri
doniistimsiiz) olarak yiiriir. Bu nedenle serbest enzimin immobilize edildigi destek
malzemesinden tekrar geri kazanimi miimkiin olmamaktadir. Kimyasal yontem ile
immobilizasyon isleminde enzimin hem kimyasal hem de fiziksel 6zellikleri degisebilir.
Kimyasal yontemlerle immobilize edilen enzimler dayaniklilik ve kararlilik bakimindan
oldukga iistiin 6zelliklere sahipken kinetik 6zelliklerinde ciddi farkliliklar olusur. Sekil
1.1.’de gorildigl iizere kimyasal yontemlerle immobilizasyon kovalent ve capraz

baglama olarak iki grupta incelenir.

Kovalent Baglama: Enzim ile suda ¢6ziinmeyen bir destek malzemesi arasinda kovalent
bag olusumu ile yapilan immobilizasyon seklidir ve siklikla kullanilan bir yontemdir.
Kovalent olarak immobilize edilen enzimin kararliliginin artmast ve enzimin destek
mazlezmesinden ¢ozeltiye gegmemesi bu yontemin avantajlari olarak sayilabilir. Boylece
kovalent baglanma ile immobilize edilen bir enzim her tiirlii akis ortaminda kullanilabilir.
Kovalent baglanma ile immobilizasyonun dezavantaji ise enzim ve destek malzemesi

arasinda olusan kovalent baglanma enzimin dogal konformasyonunu bozabilir olmasidir.

Capraz Baglama: Bu yontemde, birden fazla fonksiyonel grup bulunduran kiigiik
molekiilli maddeler (¢apraz baglayici madde) ile enzim molekiilleri arasinda suda
¢oziinmeyen kompleks yapilarin olusumu saglanir. Capraz baglanma derecesi, protein
derisimine, pH vb parametreler immobilize edilecek enzime bagl olarak degisir. Capraz
baglama yonteminde molekiil i¢ci baglanmalarin yani sira molekiiller aras1 baglanmalarda
s0z konusudur. Bu yontemin en 6nemli avantaji, tek bir islemde enzimlerin kolaylikla
immobilize edilebilir olmasidir. Yontemin dezavantaji ise molekiiller arasi ¢apraz

baglanma reaksiyonun kontrol edilmesindeki giigliiklerdir.

Fiziksel yontemlerle yapilan immobilizasyon, enzimin fiziksel olarak belirli bir yere
adsorbe edilmesi veya hapsedilmesi prensibine dayanan bir yontemdir. Enzimlerin
immobilizasyon islemi bazi fiziksel kuvvetlerin bir araya getirilerek etkilesimde
bulunmalar1 sonucu, iyonik bag olusumlari, protein-protein etkilesimi, gibi enzimin
destek maddesindeki mikro diizeyde bolmeler igerisinde ya da gozenekli yapr gosteren

membranlara tutturulmasi ile saglanir. Bazi istisna 6rneklerde dikkat edilecek diizeyde



tersinmez bag olusumu gozlense de fiziksel immobilizasyon yontemleri genel olarak
tersinirdir bu yiizden de en ¢ok tercih edilen yontemdir. Sekil 1.1.’de de goriildiigii lizere
fiziksel metotlar, adsorpsiyon ve hapsetme ile immobilizasyon olarak iki grupta incelenir
(Nisha vd. 2012).

Adsorpsiyon: Bu yontem, olduk¢a eski ve basit bir immobilizasyon yontemidir.
Adsorpsiyon ile enzim immobilizasyonu, kati1 bir matriks tizerinde enzimin iyonik
baglanmasina ya da fiziksel adsorpsiyonuna dayanan bir yontemdir. Fiziksel adsorpsiyon
isleminde immobilizasyondan sorumlu olan kuvvetler London kuvvetleri, hidrojen
baglar1 ve hidrofobik etkilesimlerdir. Iyonik baglanma ile immobilizasyon isleminde,
proteinin yiik tasiyict olan gruplar ile destek olarak kullanilan materyalin karsit yiik
gruplarinin arasinda birbirini ¢ekme kuvvetlerine dayanir. Enzimin su igerisinde
¢cOziinmeyen materyallerde adsorpsiyonu, sicaklik, pH, ¢oziicii karakteri, iyonik kuvvet,
protein ve adsorbanin derisimi gibi deney kosullarima baghdir. Adsorpsiyon ile
immobilizasyon hem kolay olarak yapilabilmektedir hemde bu yontemle immobilize
edilen enzimlerin aktivitesi biiyiik 6lgiide korumaktadir. Ayrica bu yontemin tersinir
olmasi destek materyalinin ve enzimin farkli amaglar i¢in tekrar kullanimina olanak

saglar.

Hapsetme: Yar1 gecirgen membranlarda ya da polimerik matrikslerde enzimin
hapsedilmesi prensibine dayanan bir yontemdir. Enzim, sulu monomer veya polimer
cozeltisinde ¢oziiliir. Polimer ¢apraz baglanma, 1s1, gama radyasyonu veya UV 1ginlariyla
baslatilarak, hidrofilik polimer i¢inde enzim hapsedilir. Yontem her tiirden enzimi, bagka
biyokatalizorleri, biitiin hiicreleri ya da farkli caplarda bulunan mikroorganizmalari
hapsetme amaciyla kullanilan bir yontemdir (Chen vd. 1996). Bu yontemele Enzim
herhangi bir kimyasal degisime ugramaz ve enzimin Ozelliklerinde de herhangi bir

degisme olmaz.

Sekil 1.2.°de ise enzim immobilizasyon ydntemleri ¢oziinmez ve ¢dziinlir yontemler

olarak siniflandilmistir.
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Sekil 1.2. Enzim immobilizasyon yoOntemlerinin ¢oziinmez ve ¢Oziinen formda
immobilizasyon yontemleri seklinde siniflandirilmasi
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Uygulanan bu ¢ok cesitli enzim immobilizasyon yontemleri sayesinde immobilize
enzimlerin kararliliklart arttirilarak ve hedeflenen geri kazanim o6zelligi saglanarak

ekonomik agidan avantajli olmalar1 saglanmaktadir.

Son birka¢ on y1l boyunca, enzim immobilizasyon teknolojisi ile biyosensor, antibiyotik
tiretimi, ila¢ metabolizmasi, gida endiistrisi, biyodizel {iretimi veya biyoremediasyon gibi

birgok uygulamali disiplinde basarili ilerlemeler saglanmistir (Hwang ve Gu, 2013).

Enzim immobilizasyon yontemleri c¢esitli sekillerde siniflandirilmast  yapilan
multidisipliner bir alandir. Immobilizasyon yontemlerinin gesitlilik gdstermesi, farkl
enzim tiirlerinin ¢ogunda uygulanabilecek oldugunu gosteren bir o6zelliktir (Han vd.
2020). Cok farkl1 ve ¢ok sayida immobilizasyon tekniginin gelistirilmis olmasina ragmen

biitiin enzimler i¢in uygun olan tek bir yontem yoktur (Lei vd. 2018; Zhu vd. 2018).

Pek ¢ok iistiin Ozelligine ragmen immobilize enzimlerin bazi dezavantajlar1 vardir.
Literatiirde rapor edilen ¢alismalarda bazi istisnai 6rnekler disinda immobilize edilmis

enzimlerin serbest enzimlere karsi kararliliklarinin artmasina ragmen aktivitelerinin



10

diistiigii goriilmiistiir (Wang vd. 2013; Netto vd. 2013; Cui ve Jia, 2017). immobilize

enzimin aktivitesinin diismesinin sebepleri asagida sirlanmistir.
1) Uygun olmayan bir immobilizasyon yonteminin tercih edilmesi

2) Immobilizasyon sirasinda uygun olmayan bir ¢dziicii kullanilmas ve ¢ziiciiniin

enzimi denatiire etmesi
3) Immobilize enzim igin Kiitle transfer sinirlamalarinin olmasi

4) Immobilizasyon islemi sirasinda enzim ve destek malzeme arasinda kimyasal bir

reaksiyonun gergeklesmesi

5) Enzim ve destek malzeme arasinda olusan reaksiyon sonucunda, enzimin yapisal

degisiklige ugramasi ve karakteristik 6zelliklerini kaybetmesi

Simdiye kadar 2000’den fazla enzim saflagtirllmis ve kristalize halde elde edilmistir.
Saflagtirilan bu enzimlerin bir ¢oguna uygulanabilecek ¢ok farkli enzim immobilizasyon
yontemleri gelistirilmis olmasina ragmen enzimlerin kimyasal yapilarinin, bilesenlerinin,
substratlarinin ve {irtinlerinin ¢ok farkli 6zelliklerde olmasindan dolayi biitiin enzimler ve

bunlarin uygulamalar1 i¢in uygun evrensel bir enzim immobilizasyon yontemi

bulunmamaktadir (Lei vd., 2018; Zhu vd., 2018; Zdarta vd., 2018).

Farkli enzimler ve farkli uygulamalar i¢in farkli immobilizasyon yontemleri ve
immobilizasyon materyali kullanilabilir. Enzimlerin endiistriyel uygulamalarinda
immobilizasyon destek malzemeleri olarak biiyiik yiizey alan1 saglayan cesitli
nanoyapilar  gelistirilmigtir. ~ Manyetik  nanopargaciklar ~ (MNP’ler)  enzim
immobilizasyonunda genis yiizey alani saglayan ve oldukc¢a siklikla tercih edilen nano

malzemelerden biridir.
1.2.2. Manyetik Parc¢aciklar (MNP’ler)

Enzimlerin yeniden kullanimlarindaki zorluklarin iistesinden gelmek ve kararliliklarini
artirmak amaci ile kullanilan immobilizasyon araglarindan biri de manyetik
nanopargaciklardir (MNP’ler). MNP'lerin boyutu, bazi yogun NP topluluklarinda birkag
nm'den birkag yiiz nm'ye kadar degisebilir ve bu topluluklar cesitli yapisal sekiller sergiler
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(Hola vd. 2015). MNP’ler, kobalt ve nikel gibi metaller, demir/platin gibi alasimlar ve

demir oksitler gibi metal oksitler ve ferritler gibi bir dizi malzemeden olusabilmektedirler.

Metal oksitlerden biri olan ferro ferrik oksit (FeO.Fe;Os, Fe30s) (manyetit), diisiik
maliyetli, yiiksek kimyasal ve termal kararlilik, yaygin kullanilabilirlik gibi ilgi ¢ekici
ozellikleri nedeniyle katalizor veya immobilizasyon destek malzemesi olarak kabul
edilmektedir. Toksik degildir ve ¢evre dostudur (Cheng vd. 2009). Dahasi, demir okside
mezo-gbzeneklerin eklenmesi, daha ¢ok katalitik olarak aktif bolgeye ve gelistirilmis
yiizey islevselliklerine sahip bir malzeme sentezine imkan saglar. Genisletilmis yiizey

alanlari, MNP’leri heterojen katalizde uygulama i¢in umut verici bir aday haline getirir.

Ferrit nano pargaciklari en ¢cok ¢alisilan MNP’lerdir. MNP’ ler, fonksiyonel molekiillerle
secici olarak baglanabilir ve dis manyetik alan altinda hedeflenen bir yere tasinmasina
izin verebilir. Birlesmenin Onlenmesi ve pargaciklarin ortam ile etkilesimini en aza
indirmek i¢in, yiizey kaplamasi uygun bir ¢éztimdiir. Ferit nanopartikiillerin ytizeyleri sik
sik silikonlar, yiizeysel aktif maddeler, silika veya diger malzemelerle sabitliklerini

artirmak i¢in degistirilir (Ma vd. 2018).

Cesitli nanoyapilar arasinda MNP'ler, siliperparamanyetizma, diisiik toksisite Ve
biyouyumluluk gibi benzersiz 6zelliklere sahiptir ve genis bir uygulama yelpazesi vardir
(Ashtari vd. 2012). Bu 6zellikler MNP’lerin, hiicrelerin ve enzimlerin immobilizasyonu,
biyoseparasyon, immiin testler, ilag dagitimi1 ve biyosensorler gibi gesitli potansiyel
uygulamalari i¢in 6nemli 6zelliklerdir (Govan ve Gun’ko, 2014). MNP’ler, proteinleri,
enzimleri, antikorlar1 ve ilaglar1 baglamak i¢in tasiyici olarak giderek daha fazla
kullanilmaktadir. Biyolojik olarak aktif bilesikler i¢cin manyetik immobilizasyon

prosediirleri biyotip ve biyoteknolojinin farkli alanlarinda biiyiik etkiye sahiptir.

MNP'lerin 6zellikleri, sentez yontemine ve kimyasal dogasina bagli olarak degismektedir.
Tez kapsaminda MNP’lerin sentez yontemlerinden bahsedilmeyecektir. MNP’lerin
enzim immobilizasyonu amaci ile kullanilmalarindaki giincel gelismeler tez konusu

kapsaminda verilmistir.
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1.2.3. Manyetik Nanoparcaciklar (MNP’ler) Uzerine Enzim immobilizasyonu

Enzimleri igeren manyetik nanosistemler, biyoteknoloji aragtirmalarinin en hizli biiyliyen
alanlarindan biridir. MNP’ler genis ylizey alani, genis yiizey/hacim orani, yiiksek kiitle
aktarimi, diistik toksisite, yiizeyinin fonksiyonel hale getirilebilmesi ve bdylece enzim
immobilizasyonu i¢in daha uygun hale getirilebilmesi gibi istisnai 6zellikleri sayesinde
cok yonli tasiyicilar ve immobilizasyon araglari (matrisler) olarak o6zel bir yer
kazanmistir. Daha da 6nemlisi, immobilize enzimin harici bir manyetik alan uygulanarak
kolayca ayrilabilir ve geri kazanilabilir olmast MNP’leri ¢ok Onemli bir noktaya
tasimaktadir (Bilal vd. 2018; Vaghari vd. 2016). Uygulamalarda biyomolekiillere
kazandirdiklar1 avantajlar ve sagladiklar istiin 6zellikler nedeniyle son yillarda ¢esitli
alanlarda kullanimi artmaktadir. MNP’ler sadece akademik acidan degil ilag salinimi
calismalarinda, protein/niikleik asit saflastirma islemlerinde, medikal uygulamalarda da
kullanilmaktadirlar ( Fu vd. 2019; Han vd. 2019; Lee vd. 2019; Neuberger vd. 2005).

Nanometre 6l¢egindeki manyetik parcaciklar, siiperparamanyetizma, yiiksek yiizey alani,
biiylik yiizey hacim orani ve dig manyetik alanlar altinda kolay ayrisma gibi benzersiz
ozelliklere sahiptir. Bu o6zellikler, yiikleme kapasitesini biiyiik 6l¢iide artirmakta ve
difizyon sinirlamalarini azaltmaktadir. (Xu vd. 2014). Ayrica, MNP'ler {izerine
immobilize enzimler yiiksek aktivite gibi avantajli 6zellikler gostermektedir. (Zhou ve
ark. 2013). En yaygin kullanilan manyetik parcaciklar, diisiik toksisite ve
biyouyumluluklar1 nedeniyle manyetit (FesO4) ve maghemittir (c-Fe20s) (Xu vd. 2014).

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak MNP’ler ii¢ islevsel boliimden olusur: bir
manyetik ¢ekirdek, manyetik c¢ekirdeg§i korumak icin bir yiizey kaplamasi ve
islevsellestirilmis (fonksiyonellestirilmis) bir dis kaplama. (Vatta vd. 2006). Secilen
kabuk, gec¢is metali komplekslerini de igcerecek sekilde, kolayca islevsellestirilebilir ve
cesitli katalitik tiirlerin baglanmasi i¢in uygundur (Govan ve Gun’ko 2014). MNP'ler,
enzim immobilizasyonunu ve Katalizoriin manyetik olarak geri kazanimini saglayan son
derece faydali bir katalizor destekleyici olarak hizmet edebilir. Genel olarak, enzimlerin
MNP'lere baglanmasi, bu malzemelerin reaksiyon sonunda geri kazanilmasi ig¢in
tutulmasini saglar. Bu, reaksiyon ortamindan katalizorii geri kazanmak i¢in ek bir isleme
olan gereksinimi ortadan kaldiracak ve onu Onceki yaklasimlara kiyasla "yesil" bir

katalizor haline getirecektir (Baig ve Varma 2013).
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Yenilenebilir "biyokatalizorler" olarak, daha yesil biyoyakit iiretimi igin de

kullanilabilirler (Ansari ve Husain 2012).
1.2.4. MNP'ler Uzerinde Enzim immobilizasyonunun Avantajlari ve Dezavantajlari

MNP'lere enzimleri immobilize etmenin birkac teknolojik avantaji vardir. Her seyden
once, aktif malzemenin manyetik geri kazanimi iiretim maliyetini diistirmektedir. Ayrica,
immobilize edilmis enzimler genellikle immobilize edilmememis enzimlere kiyasla daha
iyi sicaklik stabilitesi, pH stabilitesi ve daha yiiksek aktivite sergiler (Hola vd. 2015).
Enzimlerin immobilizasyonu, kullanim kolayligi, enzimlerin reaksiyon karigimindan
ayrilmasinin ve yeniden ve tekrar tekar kullanilmasimin saglanmasi gibi avantajlart
nedeniyle ticari uygulamalar i¢in faydalidir. Bdylece, siirekli veya sabit yatakli
isletmelerde maliyet etkin bir kullanimini miimkiin kilar (Ansari and Husain 2012).
MNP’lerden tam anlamiyla faydalanmanin 6nemli bir avantaji, enzimlerin bu destek
malzemeler tizerindeki yonlendirmesinin ideal bir sekilde yapilabilmesidir. Gozenekli
desteklerle karsilastirildiginda, gbzeneksiz nanopartikiillerin dig diflizyon sorunlari
yoktur, bu da onlar1 6zellikle kati-s1v1 sistemlerinde (6rnegin, ¢okeltilmis protein) biiyiik
Olcekli endiistriyel kullanim i¢in daha rekabetci hale getirir (Xu vd. 2014). Bir diger
avantaj, genellikle zor depolama ve isletme kosullari altinda, enzimin 1s1 veya otoliz ile
denatiirasyona kars1 artirilmis  kararliligidir.  Enzim performansimni  ve yeniden
kullanilabilirligini artirmak, iiriin basina enzim maliyetlerini azaltacaktir (Sheldon ve van
Pelt, 2013).

MNP'lere immobilize edilmis enzimin beraberinde getirdigi avantajlara ragmen, bazi
dezavantajlart da bulunmaktadir; bunlar arasinda aktivitedeki diisiis, enzimin
konformasyonel degisimi, enzimin denatiirasyon olasilig1, 6zelliklerinde olusabilecek
degisiklikler, kiitle transfer sinirlamalar1 ve ¢Oziinmez substratlara karsi etkinligin
azalmas1 yer almaktadir. Ayrica, immobilize enzimlerin uzun vadeli endiistriyel
kullanimi, belirli bir reaksiyon i¢in uygun islevsel Ozelliklere (6rnegin, aktivite ve

secicilik) sahip ¢ok stabil tiirevlerin hazirlanmasini gerektirir (Singh vd. 2013).

MNP’ler kullanilarak yapilan en giincel enzim immobilizasyon ¢alismalart MNP lerin
enzim-inorganik hibrit nanogiceklerin (Ei-hNC’lerin) yapisina dahil edilmesi ile elde
edilen manyetik 6zellikli enzim-inorganik hibrit nanogigeklerdir (MEi-hNC’ler). Bu

nedenle tez kapsaminda MEI-hNC’ler ile ilgili glincel ¢aligsmalar verilmistir.
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1.3. Manyetik Ozellikli Enzim-inorganik Hibrit Nano Cicekler (MEi-hNC’ler)

Farkli bilesenlerden meydana getirilen hibrit yapilar i¢in belirtilen “hibrit” terimi, ayri
ayr1 bilesenlerde bulunmayan ancak olusan bu yeni yapi igerisinde ortaya ¢ikan essiz ve
gelismis Ozellikleri belirtmek i¢in kullanilmaktadir (Galvao vd. 2018). Bugiine kadar
yiiriitiilen ¢esitli caligmalarda, hibrit malzeme gelistirilmesinin tip, biyolojik bilimler,
sensOr teknolojisi, yesil kimya ve diger pek ¢ok alanda etkili oldugu bu neden ile
yaklasimlarin multidisipliner bir 6zellige sahip oldugu goriilmiistiir. Bu 6zelligi ile hibrit

malzemelerinin kullaniminin bir¢ok alanda sart oldugu belirtilmektedir (Zhang vd. 2021).

Tez kapsaminda incelenen manyetik 6zellikli enzim-inorganik hibrit nanocicekler (MEi-
hNC’ler) hibrit malzemelerin ¢ok 06zel bir smifin1 olusturmaktadir. Geleneksel
immobilizasyon yontemlerinden farkli olarak yeni bir yaklasimla enzimler “Enzim-
inorganik hibrit nano ¢igekler; (Ei-hNC’ler)” (Enzyme-inorganic hybrid nano flowers,
Ei-hNFs) olarak adlandirilan yapilarda immobilize edilmektedir (Ge vd. 2012;
Altinkaynak vd. 2016). Tanim olarak “nanogi¢ek” mikroskopik goriiniimde ciceklere
benzerlik gosteren ti¢ boyutlu (3B) bir yapiy: ifade etmektedir (Ge vd. 2012; Negron vd.
2016; Ma vd. 2017; Shende vd. 2018). Simdiye kadar bahsi gegen bu hibrit nanogigekler
(hNC'ler), enzimlerin yan1 sira proteinler, DNA, aminoasitler, biyopolimerler vb ¢ok
genis bir biyomolekiil yelpazesini immobilize etmek igin kullanilmistir (Ozdemir vd.

2022; Chen vd. 2023).

Enzimlerin bazi metal iyon ¢ozeltilerinde kendiliginden bir araya gelme (self assembly)
yoluyla immobilize edilmesine yonelik bu yaklasim, ilk defa 2012 yilinda Stanford
Universitesinden Prof. Dr. Richard Zare ve ekibi tarafindan tesadiifen kesfedilmistir (Ge
vd. 2012). Hibrit nano ¢icekler (hNC’ler) hem organik (enzim, protein, DNA, kiigiik
organik molekiiller vb) hem de inorganik (Cu?*, Ca?*, Fe?" gibi baz1 metal iyonlari)
bilesenlerin 6zelliklerini birlestirerek ayni anda yararlandiklar1 ve bu sayede sinerjetik bir
etki olusturduklar1 igin son yillarda artan bir sekilde arastirmacilarin ilgisini gekmektedir.
Ozellikle organik bilesen olarak enzimlerin kullanilmast ile hazirlanan enzim-inorganik
hibrit nano ¢igekler (Ei-hNC’ler) ¢ok yogun olarak ¢aligilmaktadir. Arastirmacilar Ei-
hNC’ler seklinde immobilize edilen enzimlerin biiylik ¢ogunlugunun kararhiliginin
artmasinin yam sira enzimatik aktivitelerinde de bir artis gozlemlediklerini rapor

etmislerdir (Ozdemir vd. 2022; Chen vd. 2023).
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Sentezlenen Ei-hNC’lerin olusum asamalari ¢ekirdeklenme, biiylime ve tamamlanma

olmak lizere lic basamakta aciklanmaktadir (Ge vd. 2012; Cui ve Jia, 2017; Lei vd. 2018;
Bilal vd., 2019; Costa vd., 2022; Chen vd., 2023). Ei-hNC’lerin sentez mekanizmasi ilk

olarak bunlarin kendi kendine montaj siirecinde farkli donemlerde elde edilen SEM

goriintlilerinin elde edilmesiyle Onerilmistir (Chen vd., 2023). Senteze dayali olusum

mekanizmasi Sekil 1.3.’de verilmistir.

Metal
iyon
cozeltisi
+
pes W=
+
Enzim
cozeltisi
| I 111
Y Enzim
° Metal3(PO4)2 nanokristalleri
. Enzim-ihNC

Sekil 1.3. Enzim-inorganik hibrit nanogigeklerin olusum mekanizmasi (Ge vd. 2012;

Somtiirk vd. 2015; Aydemir vd. 2020; Noma vd. 2021)

Basamak: Cekirdeklenme; Sentezde kullanilan metal iyonunun tiiriine gore ilk
once primer metal fosfat (M3(PO4)2) nano kristalleri olusur. Bu basamakta olusan
M3(POs). nanokristallerinin yapisinda bulunan su sayist metal iyonu tiirline gore
degisir. Olusan M3(POs). nanokristallerindeki metal iyonlari ile protein yapisinda
bulunan amino gruplarinin koordinasyonu sayesinde kompleksler olusur. Olusan bu

kompleksler metal fosfat birincil nanokristallerin ¢ekirdeklenme alanlarina doniisiir.

Basamak: Biiyiime; Bu basamakta proteinler ve primer Ms(POs). nanokristalleri
topaklar  haline gelir. Cekirdeklenme basamaginda olusan  M3(POas)2
nanokristallerinin kinetik olarak kontrolii agregatlarin yiizeyindeki bireysel metal

baglayict bolgelerden kaynaklanir ki bu da ayr1 ayr1 yapraklarin olusmasina neden
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olur. Yapraklar anizotropik olarak biiyiiyerek dalli cicege benzer bir yapinin

olusmasini saglar.

I11. Basamak: Tamamlanma; Bu basamakta anizotropik biiyiimenin devam etmesi ile
dalli ve ¢icek-benzeri bir yapmin olusumu gerceklesir. Onerilen bu biiyiime
stirecinde, proteinler M3(POs)2 nanokristallerinin g¢ekirdeklenmesini indiikler ve
boylece nano boyutta yapraklar olusur. Nano boyuttaki yaprak sekilli yapilar
hiyerarsik olarak bir araya gelerek birlesir ve anizotropik biiyiime mekanizmasi
sonucu Enzim-M3(POa)2 nanogigekler (Ei-hNC’ler) olusur. Bu basamak metal iyonu
tirtine gore farkli sayilarda hidrat suyu igeren Enzim-M3(POs)2 nanogigeklerin (Ei-

hNC’lerin) olusumunun son basamagidir.

Ei-hNC’ler ¢ogunlukla inkiibasyon (tek kap biyomineralizayon) yontemi ile kolaylikla
sentezlenmektedir. Son on iki yilda, benzersiz ve miikemmel 6zelliklerinden dolayi
yaygin bir ilgi kazanan hNC’ler 6zellikle enzim immobilizasyonu amaci ile yogun bir
sekilde kullanilmaktadir. Ancak, Ei-hNC’lerin sentez veya reaksiyon ortamindan
tamamen ayrilabilmesi igin santrifiijlenmesi gerekmektedir. Kirilgan bir yapiya sahip Ei-
hNC’lerin her islem sonrasi santrifiijlenmesi yapilarinin par¢alanmasina ve bozulmasina

neden olabilmektedir.

Enzimlerin tekrar kullanimlarindaki zorluklarin tistesinden gelmek amaci ile kullanilan
immobilizasyon araglarindan biri de manyetik nanoparcaciklardir (MNP’ler). Bu nedenle
son donemde sentezlenen Ei-hNC’lere MNP’ler dahil edilerek bu yapilara manyetik
ozellik kazandirilmaktadir (Patil vd. 2023). Ei-hNC’lere manyetik 6zellik kazandirilmasi
bu malzemelerin kullanimini daha pratik hale getirmektedir. Bu sayede sentezlenen
manyetik 6zellikli Ei-hNC’ler (MEi-hNC’ler) santrifiije ihtiya¢ olmadan dis bir manyetik
alan uygulanarak kolaylikla reaksiyon ortamindan ayrilabilmektedir (Vaghari vd. 2016;
Bilal vd. 2018; Ren vd. 2019; Li vd. 2021; Badoei-dalfard vd. 2022; Patil vd. 2023). Ek
olarak, MNP’lerin Ei-hNC’lere dahil edilmesi enzimlerin immobilize formda kararliligini
da arttirmaktadir. MEi-hNC’ler, enzim aktivitesinin arttirilmasi gibi Ei-hNC’lerin bilinen
avantajlarin1 sunmakla kalmaz, ayn1 zamanda daha ¢ok baglanma bolgesi ve daha yiiksek

mekanik mukavemet saglar (Patil vd. 2023).

Literatiirde manyetik 0Ozellikli Ei-hNC’ler (MEi-hNC’ler) ile 1ilgili calismalara
bakildiginda iki farkli sekilde sentezlendikleri goriilmektedir (Bilal vd. 2018; Ren vd.
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2019; Fu vd. 2019; Zhong vd. 2021; Giil ve Ocsoy 2021; Altinkaynak vd. 2021; Badoei-
dalfard vd. 2022; Patil vd. 2023).

3- Manyetik nanoparcaciklarin (MNP’lerin) hibrit nano c¢igeklerin (hNC’lerin)

yiizeyine tutturulmasi ve

4- Manyetik nanopargaciklarin (MNP’lerin) hibrit nano ¢iceklerde (hNC’lerde)

enkapsiilasyonu

1- Manyetik nanoparcaciklarin (MNP’lerin) hibrit nano ci¢eklerin (hINC’lerin)
yiizeyine tutturulmasi: Uygulanan bu yontemde 6nce Ei-hNC’ler sentezlenmekte ve
daha sonra MNP’ler sentezlenen Ei-hNC’ler tizerine tutturulmaktadir (Fu vd. 2019; Giil
ve Ocsoy 2021; Altinkaynak vd. 2021).

2-1- Manyetik nanoparcaciklarin (MNP’lerin) hibrit nano ciceklerde (hNC’lerde)
enkapsiilasyonu: Uygulanan bu yontemde ise MNP’ler Ei-hC’lerin sentezlenmesi
sirasinda hibrit yapiya enkapsiile edilmektedir (Zhang vd. 2018; Wang vd. 2018; Han vd.
2019; Cheon vd. 2019; Lee vd. 2020; Zhong vd. 2021). Bu amagla dnce enzim once
MNP’ler lizerine immobilize edilmekte daha sonra ise hibrit nano ¢i¢cek (hNC) sentezi

yapilmaktadir.

Her iki yontemde de Ei-hNC’lere manyetik 6zellik kazandirilmaktadir. Literatiirde rapor
edilmis MEi-hNC’ler ile ilgili ¢aligmalar incelendiginde her iki yontemin de kendine

0zgii bazi1 avantaj ve dezavantajlarinin oldugu goriilmektedir.



2. BOLUM

YONTEM VE MATERYAL

2.1. Kullanilan Yoéntem ve Kapsam

Bu tez kapsaminda, enzim immobilizasyonunda manyetik nanoparcaciklarin (MNP’lerin)
en giincel kullanim alani olarak manyetik enzim-inorganik hibrit nano ¢igekler (MEi-
hNC’ler) ile ilgili literatiir arastirilmasi yapildi. Literatiirde MEi-hNC teknolojisi alaninda
yapilmis olan calisamalarin genel bir ¢ergevede incelenmesi ve eksikliklerin ortaya

konulmasi amaclandi.
2.2. Literatiir Taramasinda Kullanilan Veri Tabanlari ve Anahtar Kelimeler

Tez kapsaminda incelenen MEi-hNC’ler ile ilgili makaleler Web of Science (WOS) veri
tabanindan taranarak belirlendi. Bu amagla 2012 yilindan itibaren Ei-hNC’ler ve MEi-
hNC’ler ile ilgili yayimlanmis calismalar se¢ildi.

Tez kapsaminda incelenen makaleler Web of Science veri tabanindan asagida verilen

anahtar kelimeleri kullanilarak elde edildi.

“Magnetic nanoparticles” (Manyetik nanopargagiklar)

“Organic-inorganic hybrid nanflowers” (Organik-inorganik hibrit nanocicekler)
“Protein-inorganic hybrid nanflowers” (Protein-inorganik hibrit nanogigekler)
“Enzyme-inorganic hybrid nanflowers” (Enzim-inorganik hibrit nanogicekler)

“Magnetic protein-inorganic hybrid nanflowers” (Manyetik protein-inorganik hibrit

nanogigekler)



19

“Magnetic enzyme-inorganic hybrid nanflowers” (Manyetik enzim-inorganik hibrit

nanogigekler)

Tez kapsaminda Ei-hNC’ler ve MEi-hNC’ler ile ilgili hem arastirma makaleleri hem de
derleme (Review) makleler incelendi ve bu inceleme sonucu elde edilen bilgiler

degerlendirildi.



3. BOLUM

BULGULAR

Yizyil askin siiredir, ¢esitli biyotransformasyon siireglerinin siirdiiriilebilir gelisimi igin
enzimlerin rolii ve faydalari, endiistriyel kullanimlariyla birlikte kutlanmaktadir.
Enzimler sadece ¢evreye zararl kimyasal katalizorlere alternatif olmakla kalmiyor, ayni
zamanda farmasotikler, gida iiriinleri, biyosensorler ve temizlik iiriinleri gibi bir¢ok

tiriiniin gelistirilmesinde daha iyi 6zgiilliikk ve secicilik sagladigini da kanitlamaktadir.

Ancak endiistriyel uygulamalarin gerektirdigi zorlu kosullarda (yiiksek sicaklik, gesitli
organik ¢oziiciiler, inhibitorlerin varligi ve/veya pH degisimleri gibi) kararsizliklar1 ve
bozunmalar1 nedeniyle enzimlerin ticari kullanimi sinirlanmaktadir. Ayrica reaksiyon
ortamindan serbest (¢6ziiniir) enzimlerin ayrilmasi da bir diger énemli bir sorundur.
Enzimlerin kararliligin1 ve geri doniisiimiinii gelistirmek ve endistriyel uygulamalarda
maliyetini azaltmak amaciyla arastirmacilar farkli stratejiler gelistirmislerdir.
Immobilizasyon, serbest enzimlerin sinirl aktivite, stabilite ve zorlu kosullar altinda geri

kazanim gibi dezavantajlarini ortadan kaldirmak amaciyla uygulanan 6nemli bir atilimdir.

Literatlir incelendiginde gliniimiize kadar arastirmacilarin ¢ok farkli immobilizasyon
yontemi ve materyalini rapor ettigi goriilecektir. Manyetik nanoparcaciklar (MNP ler)
siklikla  kullanilan enzim immobilizasyon malzemelerindendir. MNP’ler farkh
fonksiyonel gruplarla (amino, karboksilat vb) fonksiyonellestirilmis olarak veya
fonksiyonellestirilmeden kullanilabilmektedir. MNP’lerin en giincel kullanim alani
manyetik ozellikli enzim-inorganik hibrit nano ¢igekler (MEi-hNC’ler) seklindeki
kullanimlaridir. Bu nedenle tez kapsaminda, Oncelikle enzim-inorganik hibrit nano
cigekler (Ei-hNC’ler) daha sonra ise manyetik enzim-inorganik hibrit nano gigekler (MEi-
hNC’ler) hakkinda bilgi verilmistir.
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Enzim-inorganik hibrit nano ¢igekler (Ei-hNC’ler) organik-inorganik hibrit nano
cigeklerin (Oi-hNC’lerin) 6zel bir smifidir. Giincel olarak yiiriitiilen caligmalarda
organik-inorganik hibrit nano ¢i¢ekler (Oi-hNC’ler) sentez sirasinda kullanilan inorganik
bilesenlerin (metal iyonu tiirii) veya organik bilesenlerin (protein/enzim vb) tiiriine gore
simiflandirilmaktadir (Jafari-Nodoushan vd. 2022). Son 12 yilda birgok arastirmaci, ¢ok
farkli metal iyonlarini (Cu(Il), Ca(II), Co(II), Zn(II), Mn(II) vb.) ve organik molekiilleri
(cesitli enzimler, BSA, DNA, kitosan veya aljinat gibi biyopolimerler ve amino asitler
gibi kii¢iik organik molekiiller) Oi-hNC’lerin sentezinde kullanmistir (Kumar vd. 2021;
Ozdemir vd. 2022; Jafari-Nodoushan vd. 2022; Chen vd. 2023). Sekil 3.1.’de Oi-
hNC’lerin sentezi amaci ile kullanilan organik bilesenler ve inorganik bilesenler

verilmistir.

/ Organik Bilesenler \ / inorganik Bilesenlem

Amino asitler (Metal iyonlari)
Antibiyotikler Cu(l)
Biyopolimerler Ca(l)
Biyostirfaktanlar Zn(ll)
DNA/RNA Co(ll)
Enzimler Fe(ll)
Proteinler Mn(I1)

\ Peptitler / \ /

Sekil 3.1. Oi-hNC’lerin sentezi amaci ile kullanilan organik ve inorganik bilesenler
(Jafari-Nodoushan vd. 2022; Chen vd. 2023)

Enzimler, Oi-hNC’lerin sentezi amaci ile en fazla kullanilan organik bilesendir. Bu
nedenle, Ei-hNC’ler ¢ok yeni ve en giincel enzim immobilizasyon yontemi olarak son 12

yildir olduk¢a yogun bir sekilde calisilmaktadir.
3.1. Enzim-inorganik Hibrit Nanocicekler (Ei-hNC’ler)

Daha o6nce defalarca belirtildigi iizere, enzim immobilizasyonu amac ile segilebilecek

cok cesitli geleneksel immobilizasyon yontemleri ve materyali bulunmaktadir. Ancak,
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geleneksel immobilizasyon yontemleri ile immobilize edilen enzimlerin kararliliklarinin
artmasina ragmen aktivitelerinin diistiigii yapilan yayinlarda rapor edilmistir (Bilal vd.
2019; Jafari-Nodoushan vd. 2022; 2022; Chen vd. 2023). Immobilize enzimin
aktivitesindeki diisiise bagli olarak enzimlerin uygulamalarinda bazi smirlanmalar
olustugu yine litertiirde ¢esitli yaymlarda rapor edilmistir (Jafari-Nodoushan vd. 2022;
2022; Chen vd., 2023). Bu nedenle yeni enzim immobilizasyon yoOntemlerinin
arastirtlmasina, yeni ve basit yaklasimlarin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Bilal
vd. 2019). Enzim-inorganik hibrit nano ¢ig¢ekler (Ei-hNC’ler) ve manyetik enzim-
inorganik hibrit nano ¢i¢ekler (MEi-hNC’ler) enzim immobilizasyonunda en yeni ve

giincel yaklagimlardir.

Organik ve inorganik iki farkli bilesenden meydana gelen hibrit yapilar i¢in belirtilen
“hibrit” terimi, ayr1 ayr1 bilesenlerde bulunmayan ancak olusan bu yeni yap1 igerisinde
ortaya ¢ikan essiz ve gelismis Ozellikleri belirtmek igin kullanilmaktadir (Galvao vd.
2018). Cesitlilik gosteren 6zellikler genel olarak tek bir materyal ile olusturulan yapilarin,
organik ve inorganik bilesenlerle ortaya cikardiklart kombinasyonunu ifade etmektedir.
Hibrit yapilar, farkli uygulamalar igin farkli bilesenlerden olusturulan siradan karigimlara
kiyasla daha avantajli yapilardir (Nadar ve Rathod. 2018). Bugiine kadar yiiriitiilen ¢esitli
calismalarda, hibrit malzeme gelistirilmesinin tip, biyolojik bilimler, sensor teknolojisi,
yesil kimya ve diger pek cok alanda etkili oldugu bu neden ile yaklasimlarin
multidisipliner bir 0&zellige sahip oldugu goriilmistir. Bu 6zelligi ile hibrit

malzemelerinin kullaniminin bir¢ok alanda sart oldugu belirtilmektedir (Zhang vd. 2021).

Tez kapsaminda incelenen enzim-inorganik nano ¢igekler (Ei-hNC’ler) ve manyetik
enzim-inorganik nano ¢igekler (MEi-hNC’ler), hibrit malzemeler arasinda en yeni ve en
6zel bir smifi olusturmaktadir. Hibrit nanocicekler (hNC'ler), enzimlerin yani sira ¢ok
genis bir biyomolekiil yelpazesini (proteinler, DNA, aminoasitler, biyopolimerler vb)
immobilize etmek icin ana platform olarak iyi bir potansiyel gostermektedir (Ozdemir vd.
2022; Chen vd. 2023). Son on iki yilda, benzersiz ve miikemmel 6zelliklerinden dolay1
yaygin bir ilgi kazanan hNC’ler 6zellikle enzim immobilizasyonu amaci ile yogun bir

sekilde kullanilmaktadir.

Enzimlerin kendiliginden bir araya gelerek (self assembly) ¢okeltme yoluyla immobilize
edilmesine yonelik bu zarif yaklagim, ilk defa 2012 yilinda Prof. Dr. Richard Zare ve
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ekibi tarafindan tesadiifen kesfedilmistir (Ge vd. 2012). Stanford Universitesinden Dr.
Zare ve arkadaslar1 tarafindan protein-inorganik hibrit nanogicekler seklinde adlandirilan
ve “Nature Nanoteknoloji” dergisinde yayimlanan ¢alisma enzim immobilizasyonunda
yeni bir yol agmustir. Bahsi gecen c¢alismada yer alan protein-inorganik hibrit
nanogigeklerin etkili bir enzim immobilizasyon yontemi olabilecegi rapor edilmistir (Ge
vd. 2012).

Dr. Zare ve ekibi tarafindan sentezlenen ¢icek benzeri sekillere sahip hibrit yapilarin
boyutlarinin mikrometre (um) boyutlarinda olmalarina karsin, nano (nm) boyutlarinda
yapraklardan olustuklari ve nano malzeme Ozellikleri gosterdikleri tespit edilmistir.
Sentezlenen bu hibrit yapilar ‘“Nanoflowers” (Nanogigekler) olarak yine ilk kez bu
arastirmacilar tarafindan adlandirilmistir. Tanim olarak “nanogigekler” mikroskopik
goriiniimde ¢igeklere benzerlik gosteren li¢ boyutlu (3B) bir yapiy1 ifade etmektedir (Ge
vd. 2012; Negron vd. 2016; Ma vd. 2017; Shende vd. 2018; Ozdemir vd. 2022).
Sentezlenen bu yapilar (hWNC’ler) daha 6nceden hi¢ uygulanmamis yeni ve oldukg¢a kolay
bir yaklagim sonucu elde edilmistir. Dr. Zare ve ekibi tarafindan rapor edilen bu
caligmada, organik kisim olarak bazi proteinler ve enzimler (laktaloumin, lakkaz,
karbonik anhidraz, lipaz ve BSA) ve inorganik kisim olarak Cu(Il) iyonu kullanilmustir.
Rapor edilen bu yontemde “Protein-inorganik hibrit nanogicekler” olarak adlandirilan
yapilarin metal iyon ¢6zeltisinin (Cu(Il)) ¢esitli protein ¢ozeltilerine eklenerek kolaylikla
sentezlendigi belirtilmistir. Calisma sonucunda o&zellikle lakkaz enzimi kullanilarak
sentezlenen Ei-hNC’lerin kararliliklarinin yanisira aktivite oranlarinda etkili bir artis
oldugu saptanmistir (Ge vd. 2012). Sentez yOntemin basitligi daha sonra pek cok
biyomolekiiliin (protein, enzim, DNA vb) hNC’lerde immobilizasyonunu saglamistir.
Rapor edilen ¢alismalarin bityiik ¢ogunlugunda hNC’lerde immobilize edilen enzimlerin
serbest (¢oziiniir) enzimlere ve geleneksel immobilizasyon teknikleri uygulanan
enzimlere kiyasla aktivite degerlerininde ¢ok ciddi artiglarin gozlendigi belirtilmistir (Ge
vd. 2012, Bilal vd. 2019; Chen vd. 2023). Sentez islemi sonucunda elde edilen enzim-
inorganik hibrit nanogigeklerin (Ei-hNC’lerin) aktivitelerinin artmasinda etkili olan
sebepler su sekilde belirtilmistir (Ge vd. 2012; Cui vd. 2017):

1) Olusan yeni yapilarin yiiksek yiizey alanina sahip olmasi sayesinde kiitle transferi

sinirlamalarin ortadan kaldirilmasi,
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2) Sentezlenen nano Olgek igerisine hapsedilmis enzim molekiillerinin arasinda
olusan kooperatif etki ve enzim molekiillerinin nanokristal yapi igerisinde

korunmasi,

3) Yapilarinda metal iyonu igeren enzimlerin (metalloenzimler) sentez sirasinda
icerdigi metal iyonlarinin olusturdugu kristaller ile gevrelenmesi. Bu duruma
ornek olarak lakkaz enzimi bakir iyonlari igerdigi i¢in enzimin bakir iyonlar

igeren c¢evresi ile etkilesimi verilmistir.

Yeni nanomateryaller/nanokompozitler arasinda, hibrit nanociceklerin (hNC’lerin)
topografik 6zellikleri, kolay sentezlenmeleri, kiiresel bir yapiya sahip olmalari ve yiiksek
yiizey-hacim oranma sahip olmalar1 nedeniyle arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir
(Y1lmaz vd. 2016; Altinkaynak vd. 2016; Altinkaynak vd. 2018, Bilal vd. 2019; Al-Maqdi
vd. 2021). hNC'lerin ¢igek benzeri morfolojisi, onlara genis bir yiizey-hacim orani ve
onemli Olgiide gelistirilmis katalitik aktivite saglar. hNC'lerin yiiksek stabilitesi ise
yapilarindaki organik bilesenleri (enzimleri) koruyan inorganik bilesenlerine (metal
iyonu, fosfat gruplar1 ve hidratlardan olusan nanokristal 6rgiiye) atfedilmektedir (Chen
vd. 2023).

Son on iki yilda, benzersiz ve milkemmel 6zelliklerinden dolay1 yaygin bir ilgi kazanan
ve yogun bir sekilde kullanilan Ei-hNC’lerin bazi dezavantajlari vardir. Ei-hNC’lerin
reaksiyon  ortamindan  ¢ogunlukla  santrifiijlenerek  ayrilmast en  Onemli
dezavantajlarindan biridir. Kirilgan bir yapiya sahip Ei-hNC’lerin her islem sonrasi
santrifiijlenmesi yapilarinin pargalanmasina ve bozulmasimma neden olabilmektedir.
Enzimlerin tekrar kullanimlarindaki zorluklarin iistesinden gelmek amaci ile kullanilan
immobilizasyon araglarindan biri de manyetik nanopartikiillerdir (MNP ’ler). Bu nedenle
son donemde sentezlenen Ei-hNC’lere MNP’ler dahil edilerek bu yapilara manyetik
ozellik kazandirilmaktadir (Altinkaynak vd. 2023; Patil vd. 2023). Ei-hNC’lere manyetik
ozellik kazandirilmasi1 bu malzemelerin kullanimin1 daha pratik hale getirmektedir. Bu
sayede sentezlenen manyetik Ozellikli Ei-hNC’ler (MEi-hNC’ler) santrifiije ihtiyag
olmadan dis bir manyetik alan uygulanarak kolaylikla reaksiyon ortamindan
ayrilabilmektedir (Vaghari vd. 2016; Bilal vd. 2018; Ren vd. 2019; Li vd. 2021; Badoei-
dalfard vd. 2022; Patil vd. 2023). Ek olarak, MNP’lerin hNC’lere dahil edilmesi

enzimlerin bu sekilde immobilize formda kararliligint da arttirmaktadir. MEi-hNC’ler,
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enzim aktivitesinin arttirtlmasi gibi Ei-hNC’lerin bilinen avantajlarin1 sunmakla kalmaz,

ayni zamanda daha ¢ok baglanma bolgesi ve daha yiiksek mekanik mukavemet saglar
(Patil vd. 2023).

3.2. Manyetik Enzim-inorganik Hibrit Nanociceklerin (MEi-hNC’lerin) Sentez

Mekanizmasi

N, O, S gibi metal baglayici alanlara sahip biyomolekiiller ile Cu(ll), Ca(ll), Zn(ll),
Fe(ll), Co(Il) gibi bazi metal iyonlar1 koordinasyon bagi yoluyla ile kompleksler
olusturabilirler. Metal iyonlarinin yaptig1 bu kompleksler ve 6zellikleri arastirmacilar

tarafindan oldukga fazla ¢aligilmistir.

Cogunlugu protein yapili olan enzimlerin biiyiik bir kism1 kofaktor olarak ¢estili metal
iyonlarma (Cu(ll), Zn(1l), Fe(Il) vb) ihtiyag duymaktadir. Cogunlugu protein yapili olan
enzimler 20 standart amino asitin peptit baglar1 ile bir araya gelerek olusturduklari
kendilerine has ii¢ boyutlu yapilar1 olan sofistike biyopolimerlerdir. Protein yapisinda
bulunan N, O, S gibi elektron verici atomlar elektron ¢ifti alicilar1 olan Cu(ll), Ca(ll),
Zn(11), Fe(1l), Co(ll) gibi metal iyonlari ile koordinasyon bagi i¢in 6zellikle uygundur.
Uygun sartlar altinda bu kompleksler ¢icek benzeri sekillere sahip hibrit yapilar (hNC’ler)

olusturmaktadir.

Organik kisim olarak ¢esitli enzimler kullanilarak sentezlenen Ei-hNC’ler, esas olarak
24-72 saat arasinda bir siirede inkiibasyon yoluyla elde edilmektedir. Yontem basitce,
enzimleri i¢eren bir tuzlu fosfat tamponu (Phosphate Buffered Saline; PBS, tuzlu fosfat
tamponu) ¢ozeltisine bir metal iyonu (¢ogunlukla Cu(Il) iyonu) ¢dzeltisinin eklenmesini
icerir. Protein iceren PBS ¢oOzeltisine metal iyonunun eklenmesi, nano boyutlu
yaprakg¢iklardan olusan ¢igcek benzeri yapilarin olusumuna yol agar. Yontemde enzimler
PBS c¢ozeltisinde ¢oziiliir ve belirli derisimlerde metal iyonlarinin ¢dozeltileri ile
kanigtirlilarak koaylikla enzim-inorganik hibrit nanogicekler (Ei-hNC’ler) seklinde

immobilize edilebilirler.

Metal iyonu (II) ¢6zeltisine protein eklemek kadar basit bir sentez siireci, arastirmalarin
biiytik ilgisini ¢eken bdylesine etkileyici bir yapiin imalatint ¢ok ¢ekici hale getiriyor.
Bu hibrit nanoyapil1 biyokatalizorler, biyosensorler, biyodoniisiim, ¢evresel iyilestirme

ve antimikrobiyal uygulamalar gibi ¢esitli alanlarda arastirillmistir. Bu kadar kolay bir
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sekilde ve yesil sentezle sentezlenebilen ve ¢ok genis bir uygulama alani bulan Ei-
hNC’ler ile ilgili en 6nmeli sorun hNC’lerin filtreleme veya santrifiijjleme yoluyla
ayrilabiliyor olmasidir. Bu durum sonugta biyokatalizoriin kiitle transferini ve genel
katalitik verimliligini etkileyen topak olusumuna ve yeniden dagilma zorluguna neden
olabilmektedir.  Filtreleme veya santrifiijleme islemleri ile biyokatalizoriin geri
kazanilmasi yorucu, zaman alic1 ve yogun sermaye gerektiren bir durumdur. Ayrica
kirillgan bir yapiya sahip Ei-hNC’lerin her islem sonrasi santrifiijlenmesi yapilarinin
par¢alanmasina ve bozulmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle, Ei-hNC’lerin tekrar
kullanimlarindaki bu zorluklarmn iistesinden gelmek amaci ile son zamanlarda manyetik
nanopargaciklar (MNP’ler) kullanilmaktadir. Son birkag yildir sentezlenen Ei-hNC’lere
MNP’ler dahil edilerek bu yapilara manyetik 6zellik kazandirilmaktadir (Patil vd. 2023).
Ei-hNC’lere manyetik 6zellik kazandirilmasi bunlarin kullanimini daha pratik hale
getirmektedir. Bu sayede sentezlenen manyetik 6zellikli Ei-hNC’ler (MEi-hNC’ler)
santrifiije ihtiya¢ olmadan dig bir manyetik alan uygulanarak kolaylikla reaksiyon
ortamindan ayrilabilmektedir (Vaghari vd. 2016; Bilal vd. 2018; Ren vd. 2019; Li vd.
2021; Badoei-dalfard vd. 2022; Patil vd. 2023). Sekil 3.2.’de Manyetik enzim-inorganik
hibrit nano ¢iceklerin (MEi-hNC’lerin) miknatisla ayrilmasi sematik olarak

gosterilmigtir.

Nanopartikiil
(MNP)

Sekil 3.2. Manyetik enzim-inorganik hibrit nano gigeklerin (MEi-hNC’lerin) miknatisla
ayrilmasinin sematik gosterimi (Zhong vd. 2021)



27

MNP’lerin Ei-hNC’lere dahil edilmesi ayrica enzimlerin immobilize formda kararliligini
da arttirmaktadir. MEi-hNC’ler, enzim aktivitesinin arttirilmasi gibi Ei-hNC’lerin bilinen
avantajlarin1 sunmakla kalmaz, ayn1 zamanda daha ¢ok baglanma bolgesi ve daha yiiksek
mekanik mukavemet saglar (Patil vd. 2023). Ayrica yapiya MNP’lerin dahil edilmesi bu
yapilara manyetik 6zellikler saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda reaksiyondaki enzimlerin
katalitik etkinligini de gelistirmektedir (kimyasal, termal ve pH stabilitesi acisindan).
Ayrica, enzim molekiillerinin etrafindaki koruyucu kalkan (inorganik ¢evre tarafindan
olusturulan), potansiyel uygulamalar i¢in Onemli gelistirmelerde kullanilabilecek

kimyasal-mekanik stabilite saglamaktadir.

Prensip olarak, MEi-hNC’lerin sentezlenme mekanizmasi bazi farkliliklarla birlikte Ei-
hNC’lerin sentez mekanizmasima benzemektedir. Literatiirde MEI-hNC’ler ile ilgili
caligmalara bakildiginda iki farkli sekilde sentezlendikleri goriillmektedir (Bilal vd. 2018;
Ren vd. 2019; Fu vd. 2019; Zhong vd. 2021; Giil ve Ocsoy 2021; Altinkaynak vd. 2021;
Badoei-dalfard vd. 2022; Patil vd. 2023).

1- Manyetik nanopargaciklarin (MNP’lerin) hibrit nano ciceklerin ylizeyine

(hNC’lerin) tutturulmasi ve

2- Manyetik nanopargaciklarin (MNP’lerin) hibrit nano ¢iceklerde (hNC’lerde)

enkapsiilasyonu

1- Manyetik Nanoparcaciklarin (MNP’lerin) Hibrit Nano Ciceklerin Yiizeyine
(hNC’lerin) Tutturulmasi: Uygulanan bu yontemde dnce Ei-hNC’ler sentezlenmekte
ve daha sonra MNP’ler sentezlenen Ei-hNC’ler tizerine tutturulmaktadir (Fu vd. 2019;
Giil ve Ocsoy 2021; Altinkaynak vd. 2021). Sekil 3.3.’de MNP’lerin Ei-hNC yiizeyine

adsorplanmasi ile yapilan ME-ihNC sentezi sematik olarak gdsterilmistir.
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Sekil 3.3. MNP’lerin Ei-hNC ylizeyine adsorplanmasi ile yapilan ME-ihNC sentezinin
sematik gosterimi (Zhong vd. 2021; Altinkaynak vd. 2022; Patil vd. 2023)

2- Manyetik Nanoparcaciklarin (MNP’lerin) Hibrit Nano Ciceklerde (hNC’lerde)
Enkapsiilasyonu: Uygulanan bu yontemde ise MNP’ler Ei-hC’lerin sentezlenmesi
sirasinda hibrit yapiya enkapsiile edilmektedir (Zhang vd. 2018; Wang vd. 2018; Han vd.
2019; Cheon vd. 2019; Lee vd. 2020; Zhong vd. 2021). Bu amagla 6nce enzim MNP’ler
izerine immobilize edilmekte daha sonra ise hibrit nano ¢igek (hNC) sentezi
yapilmaktadir. Sekil 3.4.°de MNP’lerin Ei-hNC’lerde enkapsiilasyonu ile yapilan ME-

1thNC sentezi sematik olarak gdsterilmistir.



29

o . I%

¢ @ .J‘J

Manyetik Enzim immobilize
Nanopargaciklar MNP’ler
(MNP’ler)
[ N
Al
o 4

. 1] ‘/ i
@° o o °°
’J + CUSO4 }

.J . °
’ 9 Inkiibasyon |~
'Y 04 (3 giin) .
- otk @ e
Enzim Immobilize
MNP’ler Kristal Olusumu ve i
Kristal Biyiimesi Manyetik Ozellikli Enzim-Cu2+ hibrit
Nano Cigekler
(ME-ihNC’ler)

Sekil 3.4. MNP’lerin Ei-hNC’lerde enkapsiilasyonu ile yapilan ME-ihNC sentezinin
sematik gosterimi (Cheon vd. 2019; Patil vd. 2023)

Bu yaklasimda enzim, biyomineralizasyon stratejisiyle ¢icek seklinde inorganik bir
yapiya kendiliginden (self assembly) enkapsiile edilmektedir. Ei-hNC’lerin sentezindeki
gibi enzim igeren fosfat tampon ¢6zeltisi, MNP’lerin varliginda iki degerlikli metal tuzu
(en ¢ok tercihen Cu(Il) iyonu tuzu) ile karistirilmakta ve oldukga 1limli kosullar altinda
(pH 7 ve oda sicakligi) belirli siireler boyunca inkiibe edilmektedir. Arastirmacilar, bu
yontemde, MEi-hNC’lerin sentezinin ¢ekirdeklenme, biiyiime ve tam nanogigeklerin
olusumu olmak iizere ii¢ adimda gergeklestigini rapor etmislerdir. Erken biiyiime
asamasinda bimetalik iyonlar, birincil fosfat kristalleri i¢in bir ¢ekirdeklenme alani
saglayan koordinasyon baglar1 yoluyla enzimlerin amid gruplari ile kompleks
olusturmaktadir. Ikinci bilyiime asamasinda, enzim ve fosfat nanokristalleri, MNP’lerin
varliginda bir araya gelerek birincil nano yapraklari olusturur. Son biiylime adiminda,
enzim molekiilleri, tam manyetik nanogicekler olusturmak iizere islevsellestirilmis
manyetik nanopartikiillerin etrafindaki fosfat kristalli yapraklar1 baglamak i¢in bir
"yapistiric1" gorevi goriir. hNC’lerde metal iyonlarinin varligi, enzim aktivitesinin ve
stabilitesinin arttirilmasi iizerinde sinerjik bir etkiye neden olmaktadir. pH, sicaklik,

inkiibasyon siiresi ve organik ve inorganik bilesenlerin derisimi gibi temel parametrelerin
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hNC’lerin olusumunda hayati bir rol oynadigi rapor edilmistir (Zhang vd. 2018; Patil vd.
2023).

Manyetik 6zellikli hibrit nanocicekler ile ilgili ¢alismalardan bazilar1 tez kapsaminda
verilmistir. Rapor edilen bir ¢alismada, Zhang ve arkadaslari (2018), BSA'y1 (model
protein olarak), Zn(II) iyonlari, fosfat gruplari ve MNP’lerle birlikte kullanarak manyetik
hibrit nanogicek sentezlemisler ve sentezledikleri bu hNC’leri derinlemesine
incelemislerdir. Arastirmacilar, BSA konsantrasyonundaki degisikliklerle ilgili olarak
manyetik hNC’lerin morfolojik 6zelliklerini agiklamiglardir. Sentezde BSA miktarindaki
artisla, hNC boyutunun goézle goriiliir sekilde azaldigi ve morfolojinin degisme
egiliminde oldugu rapor edilmistir. Operasyonel kosullardaki hafif bir degisikligin,
hNC’nin morfolojisini biiylik 6lcilide etkiledigi belirtilmistir. Bu nedenle, tiim reaksiyon
kosullarinin tanimlanmasi ve optimize edilmesi, yiiksek diizeyde aktif enzim gdomiilii
manyetik nanogicekler elde etmek icin son derece dnemli oldugu vurgulanmistir (Zhang
vd. 2018).

Her iki yontemde de Ei-hNC’lere manyetik 0Ozellik kazandirilmaktadir. Literatiirde
manyetik 6zellikli Ei-hNC’ler ile ilgili rapor edilen caligmalar incelendiginde her iki

yontemin de kendine 6zgii baz1 avantaj ve dezavantajlarinin oldugu goriilmektedir.

3.3. Manyetik Enzim-inorganik Hibrit Nanociceklerin (MEi-hNC’lerin)

Karakterizasyon Calismalar:

Manyetik enzim-inorganik hibrit nano ¢igeklerin (MEi-hNC’lerin) karakterizasyonu

amaci ile kullanilan teknikler Sekil 3.5.’de verilmistir.
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Sekil 3.5. Manyetik  enzim-inorganik  hibrit nano g¢igeklerin  (MEi-hNC’lerin)
karakterizasyonu amaci ile kullanilan teknikler

Manyetik enzim-inorganik hibrit nano ¢i¢eklerin (MEi-hNC’lerin) yiizey morfolojileri
SEM (Scanning Electron Microscopy; Taramali Elektron Mikroskobu) ile karakterize

edilmektedir.

Manyetik enzim-inorganik hibrit nano ¢igeklerin (MEi-hNC’lerin) kimyasal yapilarinin

aydinlatilmasinda Fourier doniisiimii kizil6tesi spektroskopisi (FT-IR) kullanilmaktadir.

Manyetik enzim-inorganik hibrit nano ¢igeklerin (MEI-hNC’lerin) kimyasal
bilesimlerinin ve enerji dagilimli X-1s1m1 spektroskopisi (EDX), kristal yapilart XRD (X-
Ray Diffraction; X-Isin1 Kirinimi) ile aydinlatilmaktadir.

Ayrica, manyetik enzim-inorganik hibrit nano g¢igeklerin  (MEi-hNC’lerin)
iizerinde/icinde enzimlerin varlig1 (enzimden kaynaklanan N, S gibi bazi elementlerin
varligindan) MNP’lerin varligi ise (Fe elementinin varligindan) SEM-EDX ile
gosterilmektedir. Enzim ve MNP’lerin MEi-hNC’lerde dagilimini dagilimlari ise SEM-

EDX elemental haritalama yapilarak gosterilmektedir.
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Ayrica, manyetik enzim-inorganik hibrit nano ciceklerde (MEi-hNC’lerde) enzim
immobilizasyonundan once ve sonra Brunauer-Emmett-Teller (BET) analizi ile yiizey
alanindaki  degisiklik, dogrulayic1 karakterizasyon tekniklerinden biri olarak

kullanilmaktadir.

3.4. Manyetik Enzim-inorganik Hibrit Nanogciceklerin (MEi-hNC’lerin)

Uygulamalari

MEi-hNC’lerin endiistriyel uygulamalari arasinda biyotransformasyon, biyosensor, atik

su aritimi, gida isleme, biyokataliz gibi 6rnekler sayilabilir (Patil vd. 2023).

Son yillarda, biyokatalitik siiregler, endiistriyel uygulamalarda geleneksel kimyasal
katalizin dstiin bir "yesil" ikamesi olarak goriilmektedir. Farkli bilesiklerin enzimatik
sentezi, enzimlerin biyolojik olarak parcalanabilirligi, yiiksek katalitik verimleri ve ilimli
reaksiyon kosullar1 kullanma olasilig1 nedeniyle geleneksel sentez yontemlerine kiyasla

bir¢ok avantaja sahiptir.

Ge ve arkadaglarinin 2012'de protein-Cuz(POas)2 hNC'leri hazirlamak i¢in yeni bir sentez
teknigini ilk kesfettiklerinden beri, organik-inorganik hibrit nanogiceklerin benzersiz
fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip olmasi, biyoloji, fizik, kimya, malzeme bilimi, tip
vb alanlarda yeni firsatlarin olusturulmasinda da etkili olmaktadir (Nguyen vd. 2022).
Nanomalzemeler kapsaminda degerlendirilen MEiI-hNC’ler, fotoelektrik ve kimyasal
ozellikleri fizikgiler ile birlikte malzeme bilimcileri ve kimyacilarin ilgisini cekmektedir.
Sentezlenen MEi-hNC’lerde elde edilen spesifik yiizey alanlari, diger nanopartikiillere
kiyasla daha fazladir. Bu durum bu yapilarin yiizeyinde daha c¢ok aktif merkez
bulundurmasinda etkili olan bir nedendir. MEi-hNC’lerin bu 6zelligi, onlar1 miikemmel
bir katalitik malzeme olma yetenegi kazandirmaktadir. MEi-hNC’lerin bu 6zellikleri,
toksik organik bilesikleri, boyalari, pestisitleri ve bakterileri farkli ortamlarda pargalamak

icin kullanilmaktadir (Song vd. 2022).

Bu bolimde MEI-hNC’lerin bazi uygulamalar1 6rneklendirilerek anlatildi. MEi-

hNC’lerin uygulama alanlar1 sematik olarak Sekil 3.6.’da gdsterilmistir.
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Biyomedikal Endiistriyel
Bilimler Biyokataliz
Biyo algila ma% ﬁ Biyodizel Uretimi
Antimikrobial Aktivite Gida, Tekstil ve Farmasotik
Antioksidan Aktivite Uygulamalar
Cevresel
Uygulamalar
Boya Giderimi

Agir Metal Adsorpsiyonu

Sekil 3.6. MEi-hNC’lerin uygulama alanlarinin sematik gosterimi

3.4.1. Manyetik Enzim-inorganik Hibrit Nanociceklerin (MEi-hNC’lerin) Cevre

Uygulamalari

Endiistrinin hizli gelisimi, diinya genelinde mevcut su kaynaklarinin azalmasina yol
acmistir. Endistriyel fenolik bilesikler, organik boyalar gibi kirleticiler nehirlere ve
gollere bosaltilmalart su kirliliginin ana nedenlerinden biridir. Bu durum ise ekosistemleri
ve insan sagligin1 tehdit eden biiyiikk bir kiiresel sorundur. Atiksulardan bu tarz
kirleticilerin uzaklastirilmas1 ¢evre kirliliginin 6nlenmesi i¢in 6nemli bir adimdir.
Giliniimiizde en yaygin kullanilan renk giderme yoOntemleri arasinda adsorpsiyon,
filtrasyon ve oksidasyon bulunmaktadir. Ancak bu geleneksel renk giderme
yontemlerinin yliksek maliyet, yiliksek enerji tiiketimi, uzun islem siireleri ve diisiik verim
gibi cesitli dezavantajlar1 vardir. Atik suyun enzimatik olarak aritilmasi da kirletici
tyilestirme i¢in umut verici bir stratejidir. Bununla birlikte, serbest enzimler pahali oldugu
ve tekrar kullanilamadigi i¢in enzimatik aritma yontemleri de bazi zorluklarla karsi
karsiyadir. Son zamanlarda, kirleticileri aritmak i¢in enzimlerin immobilizasyonu 6nemli
bir arastirma odagi olmustur ve MEIi-hNC'lerin kullanimi en etkili immobilizasyon

stratejilerinden biridir.
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Yapilan bir ¢alismada, Zhang ve arkadaslar1 (2018), manyetik protein-inorganik hibrit
nano c¢igeklerin sentezi i¢in oldukca basit ve hizli bir sentez yontemi rapor etmislerdir.
Zhang ve arkadaslar1 (2018) rapor ettikleri bu ¢alismada, BSA, Zn?* iyonlar1 ve Fe3O4
MNP’leri  kullanarak fosfat BSA/Zn3(POa4)2/FesOs hNC’leri  sentezlemislerdir.
Arastirmacilar sentezledikleri BSA/Zn3(POa)2/FesOs hNC’leri sulardan Cu?* iyonlarmin

uzaklastirilmasi amaci ile kullanmiglardir (Zhang vd. 2018).

Lakkaz, ¢evresel kirleticilerin (fenoller, organik boyalar vb) par¢alanmasi i¢in yaygin
olarak kullanilan bir enzimdir. Fu ve arkadaslar1 (2019) hiyerarsik olarak yapilandirilmis
manyetik lakkaz@Cu3z(PO4)> hNC'leri basariyla sentezlediklerini ve bisfenol giderimi
amamciyla kullanilabilirligini arastirdiklarin1  rapor etmislerdir (Fu vd. 2019).
Aragtirmacilar sentezledikleri manyetik lakkaz@Cus(PO4)2 hNC'lerin ortalama 15 um
capinda kiiresel, gozenekli ve hiyerarsik bir yapiya sahip oldugunu ve ABTS varliginda
oda sicaklig1 altinda BPA bozunmas: iizerinde miikemmel katalitik aktivite sergiledigini

rapor etmislerdir (Fu vd. 2019).

Han ve arkadaslar1 (2019) tarafindan rapor edilen bir ¢alismada organik bilesen olarak
yaban turpu peroksidaz (Horse radish peroksidaz: HRP) enzimini ve inorganik bilesen
olarak Cu?* iyonlar1 ve FesOs MNP’lerden olusan hiyerarsik hNC’ler (Fes0s@PMG-
IDA-Cu?") sentelemislerdir. Arastirmacilar daha sonra sentezledikleri bu Fes0:@PMG-
IDA-Cu?* hNC’leri bisfenol A gideriminde kullanilabilirligini arastirmislardir (Han vd.
2019).

Sun ve arkadaslar1 (2020), MNP’ler, Cu(Il) iyonlar1 ve lakkaz enzimi kullanarak
manyetik lakkaz hNC’leri sentezlediklerini rapor etmislerdir. Sentezledikleri manyetik
lakkaz hNC’lerin SEM ile yapilan karakterizasyon g¢alismalarinda ~10 pm ¢apinda
kiiresel, gozenekli ve ¢icek benzeri kristaller oldugunu ve FesOs manyetik
nanopartikiillerin hibrit lakkaz nanogigeklerin iginde esit sekilde kapsiillendigini
bildirmislerdir. Ayrica sentezledikleri manyetik lakkaz hNC’lerin enzimatik aktivitesi ve
yeniden kullanilabilirligi ve malahit yesilinin giderimi amaci ile kullanilabilirligini

arastirmiglardir (Sun vd. 2020).

Mohammad ve arkadaglar1 (2020), manyetik polidopamin (PDA), Cu(Il) ve Fes3O4
kullanarak manyetik PDA—Cu nanogigekleri sentezlemisler ve karakterize etmislerdir.

Arastirmacilar ~ PDA—Cu  nanogigekleri,  Fe30s@SiO>—NH2  ¢ekirdek/kabuk
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nanopartikiillerin sirasiyla organik ve inorganik kisimlar olarak midyeden ilham alan
polidopamin ve bakir fosfata dahil edilmesi yoluyla birlestirdiklerini rapor etmislerdir.
Ayrica sentezledikleri bu manyetik hibrit nanogiceklerin organik boyalarin indirgenmesi

amaci ile kullanilabilirliklerini aragtirmislardir (Mohammad vd. 2020).

Alhayali ve arkadaslar1 (2021), nitroanilin ve metil kirmizis1 boyanin katalitik
indirgenmesi i¢in iyi sonuglar goOsteren manyetik katalaz@Cu3(POs)2 hNC'leri
sentezlemislerdir (Alhayali vd. 2021).

3.4.2. Manyetik Enzim-inorganik Hibrit Nanociceklerin (MEi-hNC’lerin)

Biyosensor Uygulamalari

Gliniimiizde klinik teshisle ilgili analitlerin dogru ve hizli dl¢limiine yonelik artan bir
talep vardir. Enzim bazli biyosensorler, renk degisikliklerine dayali olarak cesitli
analitleri ¢iplak gozle tespit etmek icin gelistirilmistir. Bu biyosensorler kolay
kullanimlari, yliksek segicilikleri ve hassasiyetleri nedeniyle biiyiik ilgi gormiistiir. Ancak
enzim bazli biyosensorlerin, ¢alisma kosullar1 ve kararliliklart ile ilgili hala ¢oziilememis
sorunlart vardir. Bu nedenle erisilebilir, dayanikli ve hassas izlemeyi miimkiin kilmak
icin yiiksek verimli biyosensorlerin gelistirilmesi hald zorunludur. Hibrit manyetik
biyokatalizorlerle entegre edilmis biyo-tabanli sensorlerin gelistirilmesine yonelik ¢ok

sayida ¢alisma rapor edilmistir.

Bir ¢alismada, Wang ve arkadaslar1 (2018), hemin inkorpere edilmis yeni ¢ok islevli
peroksidaz benzeri aktivite gosteren hibrit nanogigekleri sentezlediklerini ve elde edilen
hibrit malzemelerin, gida kaynakli patojenik bakterilerin sandvig tipi kolorimetrik tespiti

i¢in ideal oldugunu rapor etmislerdir (Wang vd. 2018).

Cheon ve arkadaslar1 (2019), yaptiklar1 bir g¢alismada o6nce FesOs MNP’leri
sentezlemisler, daha sonra MNP’leri amino grubu ile fonksiyonellesmisler ve daha sonra
glikoz oksidaz (GOD) immobilizasyonu yaptiklarini rapor etmislerdir. GOD immobilize
edilmis MNP’ler ve Cu(Il) iyonlarin1 kullanarak MNP gomiilii GOD-bakir hNC’ler

sentezlemisler ve glikoz tayininde kullanilabilirligini aragtirmiglardir (Cheon vd. 2019).

Guo ve arkadaslar1 (2019), glikoz oksidaz-demir fosfat hibrit nanogigekler (GOD-

Fe3(PO4)2:8H20 hNC'ler) sentezlemisler ve sentezlenen bu ¢igek benzeri morfolojiye
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sahip yapilarin miikemmel katalitik aktivite gosterdiklerini rapor etmislerdir (Guo vd.

2019).

Manyetik enzim-inorganik hibrit nanogigekler (MEi-hNC’ler), klinik agidan onemli
hedef molekiillerin hizli, saglam ve uygun sekilde tespit edilmesine atfedilebilen
biyosensorlerin gelistirilmesi i¢in biiylik bir alan agmistir. Bu biyosensorler tek
kullanimliktir, taginabilirdir, kullanimi kolaydir ve analitleri tespit etmek i¢in daha az

zaman gerektirir.

3.4.3. Manyetik Enzim-inorganik Hibrit Nanociceklerin (MEi-hNC’lerin)
Biyokataliz Uygulamalari

Biyokatalizorler yiiksek katalitik verimlilikleri, biyouyumlu reaksiyon sistemleri ve
secicilikleri nedeniyle biiyiileyici, sofistike biyomolekiillerdir. Manyetik hibrit nano
cicekler, protein yapisindaki amino asitin MNP’ler ile koordinasyon baglari olusturmasi
ile sentezlenebilmektedir. Yapiya dahil edilen MNP’ler sayesinde hNC ’lerin kararliliklar
artmakta ve ¢ok katmanli ¢igek benzeri yapilar sayesinde katalitik verimlilikleride

artmaktadir.

Lipaz, ¢esitli biyotransformasyon siireclerinde en ¢ok arastirilan endiistriyel enzimlerden
biridir. Rapor edilen bir ¢alismada, Ren ve arkadaslar1 (2019) lipaz enzimi, Cu?* iyonlari
ve MNP’leri kullanarak birlikte ¢okeltme yontemi ile manyetik bir alan sayesinde
reaksiyon ortamindan kolaylikla ayrilabilen manyetik lipaz-Cus(POs)2 hNC’ler
sentezlemislerdir. Arastirmacilar sentezledikleri bu manyetik lipaz-Cus(PO4)2 hNC’lerin
bir dis manyetik alan altinda reaksiyon sisteminden kolaylikla ayrilabildigini rapor
etmiglerdir. Rapor ettikleri calismada 6nce manyetik nanopartikiiller sentezlenmis, -NH>
grubu ile fonksiyonellestrilmis ve daha sonra lipaz immobilizasyonu yapilmistir.
Aragtirmacilar sentezledikleri manyetik lipaz-Cuz(POs)2 hNC’lerin serbest lipazla
karsilastirildiginda, manyetik lipaz-Cus(POs)2 hNC’lerin daha yiiksek enzimatik aktivite
ve daha iyi termal ve pH stabilitesi sergiledigini bildirmislerdir (Ren vd. 2019).

Bir baska c¢alismada, Pseudozyma Antarctica Lipase B, inorganik bir bilesen olarak iki
degerlikli bakir ve mangan ve MNP ler kullanilarak hibrit manyetik hibrit nanogigeklerde
immobilize edildigi rapor edilmistir (Fatiadou vd. 2019). Arastirmacilar MNP’lerin

cevresinde dikkat cekici ¢igek yapisinin olusmasina hem Cu(ll) hem de Mn(ll)
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iyonlarmin yardimci oldugunu belirtmislerdir. Ayrica bakir bazli manyetik hibrit
nanogigekte gozlemlenen spesifik aktivitenin, mangan bazl hibrit nanogigekle (96,7 U/g)

karsilastirildiginda ¢ok daha az (8,3 U/g) bulundugu rapor edilmistir.

Feng ve arkadaglar1 (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada papain, Cu(Il) iyonlar1 ve
MNP’ler kullanarak manyetik papain-Cus(POa4)2-:3H20 hNC’leri sentezlemek igin basit
bir yontem olusturduklarim1i rapor etmislerdir. Sentezlen manyetik papain-
Cuz(PO4)2:3H20 hNC’lerin serbest alkalin papainden %1556 daha yiiksek aktivite
gosterdigi bildirilmistir (Feng vd. 2020).

Costa ve arkadaslar1 (2023) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, enzim konfigiirasyonunun
hNC {iretimi tizerindeki etkisini anlamak igin farkli kaynaklardan elde edilen liapaz
enzimi immobilize edildigi rapor edilmistir. Costa ve ekibi, Candida antarctica tip B
(CALB) ve Thermomyces lanuginosus (TLL) gibi iki farkli kaynaktan elde edilen lipazlari
immobilize etmek i¢in manyetik hibrit nanogigekler tasarlamiglardir. Lipaz
immobilizasyonunun, bakir kloriir ve siilfat tuzlar1 kullanilarak 3 giin inkibasyon ile
gerceklestirildigi belirtilmistir. Arastirmeilar elde edttikleri sonuglara gére, MNP’ lerin
nanogiceklere eklenmesinin, yalnizca nanocgiceklere daha iyi yeniden kullanilabilirlik
saglamadigin1 ayni zamanda MNP’lerin eklenmesinin hibrit nanogigek yapisin1 daha
saglam ve kararli hale getirdigini ve dolayisiyla performansini arttirdigini rapor

etmislerdir (Costa vd. 2023).

Ozetle, rapor edilen calismalarda, dzel olarak tasarlanmis hibrit manyetik nanogigek bazli
biyokatalizor, katalitik siiregte gelismis aktivite, dikkate deger kararlilik ve arttirilmis geri
donustiirtilebilirlik gdstermistir. Bir enzimin metal iyonlariyla uyumlulugu ve sentez
kosullar1 (pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi gibi), enzim i¢eren manyetik nanogiceklerin
konfigiirasyonunda ve katalitik verimliliginde 6nemli rol oynamaktadir. Bununla birlikte,
organik/inorganik kisimlarin arttirilmasinin rolii arastirilabilir ve enzim katalizi i¢in
oldukca gelismis bir platform elde etmek i¢in derinlemesine bir anlayisin gelistirilmesi

gerekmektedir.



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC ve ONERILER

4.1.Tartisma-Sonuc ve Oneriler

Yiizyilh agkin bir siiredir enzimler gesitli immobilizasyon yontemleri kullanilarak
immobilize edilmektedir. Ozellikle enzimleri igeren manyetik nanosistemler,
biyoteknoloji aragtirmalarinin en hizl biiyliyen alanlarindan biridir. MNP ler genis ylizey
alani, genis ylizey/ hacim orani, yiiksek kiitle aktarimi, diisiik toksisite, yiizeyinin
fonksiyonel hale getirilebilmesi ve boylece enzim immobilizasyonu i¢in daha uygun hale
getirilebilmesi gibi istisnai dzellikleri sayesinde ¢ok yonlii tagiyicilar ve immobilizasyon
araclar1 (matrisler) olarak 6zel bir yer kazanmistir. Daha da 6nemlisi, immobilize enzimin
harici bir manyetik alan uygulanarak kolayca ayrilabilir ve geri kazanilabilir olmasi
MNP’leri ¢ok onemli bir noktaya tasimaktadir (Bilal vd. 2018; Vaghari vd. 2016).
Uygulamalarda kazandirdiklar1 avantajlar ve sagladiklar: listiin 6zellikler sebebiyle son
yillarda ¢esitli alanlarda kullanimi oldukga popiilerdir. MNP’ ler sadece akademik agidan
degil ilag salinim1 ¢aligsmalarinda, protein/niikleik asit saflastirma islemlerinde, medikal
uygulamalarda da kullanilmaktadirlar (Fan vd. 2019; Fu vd. 2019; Han vd. 2019; Lee vd.
2019; Lomnicki ve Dellinger, 2003; Neuberger vd. 2005; Zayat vd. 2003).

MNP’lerin en giincel kullanim sekli manyetik enzim-inorganik hibrit nano ¢igekler (MEi-
hNC’ler) seklindeki kullanimlaridir. O nedenle tez kapsaminda oncelikle enzim-
inorganik hibrit nano ¢i¢ekler (Ei-hNC’ler) daha sonra ise manyetik enzim-inorganik
hibrit nano ¢igekler (MEi-hNC’ler) hakkinda bilgi verildi.

Bu tez kapsaminda,

> Oncelikle enzimler ve geleneksel enzim immobilizasyon ydntemlerinden bahsedildi.
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» Manyetik nanopargaciklardan (MNP’lerden) bahsedildi.

» Daha sonra yeni bir enzim immobilizasyon yontemi olarak “Enzim-inorganik hibrit

nanogigeklerin” (Ei-hNC’lerin) sentez ve olusum mekanizmalari tartisildi.

» “Manyetik enzim-inorganik hibrit nanogigeklerin” (MEi-hNC’lerin) sentez ve olusum

mekanizmalart tartigildi.
» MEI-hNC sentezi amaci ile uygulanan iki farkli yontem tartisildi.
» MEI-hNC’lerin karakterizasyonu amaci ile kullanilan tekniklerden bahsedildi.

» MEI-hNC’lerin endiistriyel biyokataliz, gevresel biyoremediasyon ve biyosensor

uygulamalart ayrintili olarak anlatildi.

» Son olarak, oldukga verimli ve ¢ok islevli ME-IhNC bazli biyokatalizorlerin daha da

gelistirilmesi igin kalan zorluklar ve beklentiler sunuldu.

Ozellikle ME-ihNC’lerin multidisipliner olarak farkli alanlarda kullanilabilir olmast,
nanoteknolojinin roliinii arttirmaktadir. Klasik farmasétik kimya ve biyoteknolojinin
kullandig1 ve biyomateryallerin kullanildig: yerlerde gegerli olan testlerin Ei-hNC’ler ve
ME-ihNC’ler araciligi ile gerceklestirilebilecegine dair yeni caligmalar yapilmaktadir. Bu
sekilde Ei-hNC’ler ve ME-ihNC’ler baglaminda gegerli olan testlerin sadece o
uygulamalar i¢in standardize edilmesi planlanmaktadir. Nanosensor 6zellige sahip Ei-
hNC’ler ve ME-ihNC’ler, insan viicudundaki hastaliklar1 6nceden tespit edilmesinde

kullanilabilecek olmasi halinde erken tedavi imkani olusturulabilecektir.

Ancak rapor edilen galigmalarda, kullanilan sentez yontemlerinin nispeten yeni olmasi
nedeniyle ME-ihNC’leri olusturan biyomolekiil-metal fosfat hibrit yapilarin etki
mekanizmas1 net olarak belirlenememistir. Bu nedenle sentez sirasinda etkili olan
faktorlere ait aragtirmalar devam etmektedir. Biyomolekiiller, MNP’ler ve metal fosfatlar
arasindaki etkilesimlerin incelenmesi sirasinda, hibrit malzemelerin reaksiyona ilave
edilmesinin sentezlenen iirtinlerin islevselliklerini sinerjik olarak etkileyerek artmasina
neden oldugu saptanmistir. Gelecekte yapilacak olan arastirmalarin ¢ok sayida yeni ME-
IhNC’lerin sentezlenmesine yonelik olacagi, bunlarin ise genellikle biyo-algilama, biyo-

kataliz, enzim mimetikler gibi farkli bircok alanlar olacagi tahmin edilmektedir. Bu
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alanlarda ME-ihNC’lerin oldukg¢a fazla kullanim alan1 bulacagi ve arastirmalarin
yogunluk kazanacagi varsayilmaktadir. Dolayisiyla farkli molekiillerin ya da
makromolekiiller kullanilmasi ile sentezi gergeklestirilecek olan ME-ihNC’lerin
gelecekte hizla degisen teknolojik ve bilimsel uygulamalar i¢in 6nemli bir {irlin olarak

kullanilacag1 ongoriilmektedir.

Manyetik olarak immobilize edilmis enzimler, ayrilma ve yeniden kullanim kolayligi
nedeniyle ticari uygulamalar i¢in avantajlar sunmaktadir. Gozenekli desteklerle
karsilastirildiginda, nanopartikiillerin dis difiizyon sorunlar1 yoktur, bu da onlar1 biiyiik
Olcekli endiistriyel uygulamalar icin cazip kilar. Son zamanlarda enzimlerin MNP’lere
immobilizasyonundaki ilerlemelere ragmen, bu sistemler hald ozelliklerindeki
degisiklikler, kiitle transferi sinirlamalar1 ve ¢oziinmeyen substratlara karsi diisiik etkinlik
gibi sorunlarla kars1 karstyadir. Bu sorunlar1 uzun vadeli endiistriyel enzim uygulamalari

icin ele almak amaciyla daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Bu tez kapsaminda sunulan MEi-hNC bazli enzim immobilizasyonunun g¢esitli olumlu
yonlerine ragmen, bu immobilizasyon stratejilerini daha faydali hale getirmek i¢in ¢esitli

zorluklarin ele alinmasi gerekmektedir. Bu zorluklar asagida siralanmistir.

(1) Sentez siireci: Cogunlukla siireg, ilk adimda manyetik nanopartikiillerin sentezini
ve bir sonraki adimda islevsellestirmeyi icermektedir. MEI-hNC bazli
biyokatalizorlerin  sentezlenmesinde yer alan c¢oklu adimlar, siirecin
karmasikligint artirmaktadir. Ayrica boyut, aktivite ve stabilite gibi benzer
Ozelliklere sahip enzim gomiilii manyetik hibrit nanogigeklerin sentezi de biiyiik
bir zorluktur. Bu sorun, mikroakiskanlara dayali sentetik yaklagim kullanilarak

c¢oziilebilir. Ancak bu konuda yalnizca birkag rapor mevcut.

(i)  Yapisal iliskinin anlagilmasi: Yeni organik-inorganik veya protein inorganik
hibrit nanogiceklerin imalatinda, kapsamli bir mekanik nanogigek-enzim iligkisi
ile birlikte, karmasik ve en son teknolojiye sahip bilimsel yontemlerle ele alinmasi
gereken temel engeller bulunmaktadir. Bu nedenle, biyokatalizorlerin katalitik
aktivitesini tahmin etmek i¢in molekiiler diizeyde MEi-hNC’lerde gergeklesen

etkilesimlerin temel anlasilmasi gerekmektedir.

(ili)  Enzim aktivitesinin engellenmesi: MEi-hNC platformu, ayrilma kolayligi ve

yiiksek bir yiizey alani saglasa da, MNP’lerin ve diger organik ve inorganik
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bilesenlerin varligi, enziminlerin aktif bolgelerini engelleyebilir/bloke edebilir, bu
da sonugta biyokatalizoriin katalitik performansini etkileyebilir. Enzim ve
inorganik bilesen ile MNP’ler arasindaki spesifik etkilesimin, ampirik rasyonel
tasarim yaklagimlar1 veya stokastik yaklasimlar araciligiyla ¢esitli biyoenformatik

araclarla degerlendirilmesi gerekmektedir.

(iv)  Olgeklenebilirlik: MEi-hNC’ler, enzim immobilizasyonu i¢in daha iyi bir destek
olarak gelisse de, MEi-hNC’lere dayali biyokatalizoriin  sentezinin
6l¢eklendirilmesi oldukga zordur. Ciinkii organik ve/veya inorganik bilesenlerin
(MNP’ler de dahil) enzim molekiilleri ile etkilesimi hakkinda yetersiz bilgi

mevcuttur.

(v) Yeniliklerin kapsami: (a) MEi-hNC’lerin i¢sel enzim taklit etme 6zelliginin, coklu
enzimatik basamakli  sistemlerle birlesmesi ile Dbirlikte arastirilmasi
gerekmektedir. (b) Enzim gémiilii manyetik hibrit nanogigeklerin saglamligi,
hibrit nanogigeklere iistiin fonksiyonel 6zellikler kazandirmak i¢in farkli ¢apraz
baglama maddeleri ve kaplama maddeleri kullanilarak daha da gelistirilebilir. (c)
Cok yonliiliiglinli ve uygulanabilirligini arttirmak i¢in nanocicek olusumunda iki
degerlikli metal iyonlarmin ve demir esasli manyetik nanopartikiillerin
kullaniminin 6tesine gecmek gerekir. (d) Endiistriyel biyokataliz uygulamalari
icin yararli olabilecek hibrit nanogigeklerin {iretimi i¢in farkli organik ortamlar

veya derin Otektik ¢oziiciiler arastirilmalidir.

MEi-hNC’lerin  ozelliklerinin arastirilmasinda, Kkarakteristikleri ve uygulamalari
acisindan kapsamli ilerleme kaydedilmistir. MEI-hNC bazli nano-miihendislik
malzemesi, enzimlere yapisal kararlilik saglar ve katalitik aktivitelerini dnemli dercede
arttirir. MEI-hNC biyokatalizorlerin sentezlenmesi igin Ornekleriyle agiklanan farkli
yaklasimlar vardir. Bu yontemlerden hangisinin segilecegi enzimin tiiriine, sentetik

kosullarla uyumluluguna ve uygulamalarina bagli olarak degisir.

Ozetle, MEi-hNC’lerin kesinlikle gelecekteki teknolojik ve bilimsel uygulamalarda
onemli bir rolii olacaktir. Manyetik hibrit nanogigekler bi¢iminde daha kararli, daha kolay
geri kazanmilabilir ve yeniden kullanilabilir endiistriyel biyokatalizorlerin hazirlanmasi,

gelecekteki kapsamli arastirmalarin 6ziint olusturacaktir.
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