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OZET

MANYETIK NANOPARTIKULLER VE CAPRAZ BAGLI LiPAZ
AGREGATLARI KULLANILARAK YENI BiR BiYOKATALIZOR
GELISTIiRILMESI

EMRE AKKUS

Yiksek Lisans Tezi
Kimya Miihendisligi Ana Bilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Sema SALGIN
2015, 72 + xvi sayfa

Enzimler nano Olcekte biyokatalizorler olup, organik sentez ve biyoteknolojik
tretimler gibi bircok alanda artan uygulamalar1 bulunmaktadir. Enzimlerin
endiistriyel uygulamalarinda karsilasilan en 6nemli sorunlar kisa katalitik omiirleri
ve bulundugu ortamdan geri kazaniminda karsilagilan giicliiklerdir. Enzimlerin
tepkime ortamindan ayrilmasimi kolaylagtirmak icin tasiyict matris iizerine
tutuklamak tercih edilen bir yontem olmasina ragmen, tutuklama yontemlerinin her
birinin; enzimin tasiyicidan sizmasi ya da tutuklanan enzimlerin aktivitesinde
kayiplara sebep olmasi gibi bir takim sinirlamalar1 bulunmaktadir. Bu nedenle son
yillarda tasiyicisiz tutuklama yontemlerinden biri olan ve enzimin capraz bagh
enzim agregatlar1 (CLEA, Cross—Linked Enzyme Aggregates) olusturularak elde
edilen CLEA’larin enzimatik katalitik tepkimelerde kullanimi giincel bilimsel
caligma konular1 arasina girmistir. Ancak CLEA’larin tepkime ortamindan santrifiij
veya filtrasyon iglemleri ile ayrilmasi sirasinda topaklagmasi enzimin tekrar

kullaniminda ciddi bir problem yaratmaktadir.

Yukarida belirtilen dar bogazlarin giderilmesi amaciyla bu yiiksek lisans tez
projesinde Candida rugosa lipaz enzimi kullanilarak manyetik CLEA iiretimi
amaclanmistir. Yiiksek kararlilikta ve manyetik alan uygulanmasi ile tepkime

ortamindan kolaylikla ayrilabilen biyokatalizorler manyetik demir nanopartikiiller
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tizerine CLEA baglanmasi ile iretilmistir. Tez projesinin birinci basamaginda
manyetik demir oksit nanopartikil Uretimi, birlikte ¢oktirme yontemi ile
gergeklestirilmistir.  Projenin  ikinci  basamaginda  iiretilen = manyetik
nanopartikiillerin yiizeyi amino gruplari baglanarak fonksiyonel hale getirilmistir.
Uclincli basamakta ise lipaz enziminin CLEA’lar1 hazirlanarak ve manyetik demir
oksit nanopartikil yilizeyine baglanmistir. Son basamakta ise, Uretilen manyetik
CLEA’larin  tepkime ortamindan manyetik alan uygulayarak ayrilmasi
incelenmistir. Ayrica CLEA ve manyetik CLEA’larin optimum pH ve optimum
sicaklik degerleri, tekrar kullanilabilirligi ve aktivite kararliliklart belirlenmistir.
CLEA’larin hidrodinamik boyut ve boyut dagilimlari, zeta potansiyelleri ZetaSizer
cihazinda, yapisal degisimleri ise FTIR spektrometresinde, morfolojik

karakterizasyonu SEM analizleri ile belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Demir nanopartikil, Manyetik ayirma, Lipaz, Capraz bagl

enzim agregatlari, Biyokatalizor
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A NOVEL BIOCATALYST USING MAGNETIC
NANOPARTICLES AND CROSS-LINKED ENZYME AGGREGATES
EMRE AKKUS

Master of Science Thesis, Department of Chemical Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Sema SALGIN

2015, 72 pages

Enzymes are nano scale biocatalysts and find increasing applications in many areas
including organic synthesis and biotechnological production. The most important
problems encountered in industrial applications of enzymes are the short catalytic
lifetime of enzymes and difficulty in recovery from reaction medium. Although, the
binding of enzyme on carrier matrix is a preferred method to facilitate separation of
enzyme from the reaction medium, each method has disadvantages such as lost of
enzyme activity and enzyme leakage from carrier. For this reason, the use of CLEA
(Cross-Linked Enzyme Aggregates) which is one of the methods carrier-free
enzyme immobilization and obtains from the formation of enzyme cross-linked
enzyme aggregates, in enzymatic catalytic reactions has become one of the latest
scientific study subjects. The clumping of CLEA during the separation of CLEA
from reaction mixture by centrifugation or filtration is a serious problem for the

reusability of enzyme.

In order to overcome the above mentioned drawbacks, this master thesis project
focuses on the production of magnetic CLEA from Candida rugosa lipase enzyme.
A highly stable and easily separable biocatalyst from reaction medium by applying
a magnetic field was produced with the binding CLEA on the magnetic iron
nanoparticles. In the first step of this project, the production of magnetic iron
nanoparticles was carried out with the co-precipitation method. Surface of magnetic

nanoparticles produced in the second step of the project were functionalized with
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the binding to amino groups. In the third step, the CLEA of lipase enzyme was
prepared and was bound to the surface of magnetic iron nanoparticles. In the last
step, the separation of produced magnetic CLEA from the reaction medium by
applying magnetic field was examined. In addition, the optimum pH and optimum
temperature values, reusability and activity stability for CLEA and magnetic CLEA
were determined. The hydrodynamic size and size distributions, and zeta potentials
of CLEAs with Zetasizer equipment, the structural changes of CLEAs with FTIR

spectrometer and morphology of CLEAs with SEM analysis were characterized.

Key Words: Iron nanoparticles, magnetic separation, lipase, cross-linked enzyme

aggregates, biocatalyst.
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1. GIRIS

1.1 Amag ve Kapsam

Manyetik nanopartikiil (MNP)’lerin biyoteknolojik uygulamalar1 giiniimiizde artan
bir 6nem arz etmektedir. Biyomedikal, ilag tasiyici sistemleri, hiicre ayrilmasi,
biyosensor ve enzimatik sentez gibi uygulama alanlarinda nano boyutlu manyetik
Ozellikli biyokonjiige materyallerin hazirlanmasi arastirmalarin ilgi odagidir.
Biyomedikal uygulamalarda genelde manyetik demir oksit nanopartikil (Magnetic
Iron Oxide Nanoparticle; MIONP)’ler biyouyumlu bir madde ile kaplanir ve sonra
belirli bir bolgeye baglanmasi i¢in biyolojik veya kimyasal madde ile fonksiyonel

hale getirilir.

MNP’ler, mikro akiskandan veya biyolojik siireg¢lerdeki akigkan ortamindan harici
miknatis ya da elektromiknatis kullanilarak kolayca ayrilabilme avantajina sahiptir.
Manyetik ayirma islemleri biyolojik Orneklerin saflastirmasi, deristirilmesi,
izolasyonu ve Kkantitatif olarak belirlenmesinde son zamanlarda yapilan
caligmalarda bagarili bir bicimde uygulanmaktadir. Manyetik ayirma kompleks
kimyasal veya biyolojik ¢ozeltilerin santrifiijle/filtrasyonla ayrilmasinin énemli bir

alternatifidir.

Nanopartikil (NP)’ler birim kutlesi basina yiiksek manyetizasyon, agrege olmadan
daha uzun siire siispansiyon i¢inde kalma yetenegi ve ¢Ozelti i¢inde daha hizl
hareket etme gibi Ozellikleri sayesinde mikropartikillere gore biyolojik
molekiillerin saptanmasinda bircok avantaja sahiptir. Biyomedikal uygulamalarda
kullanilan NP’lerin dar boyut dagilimina sahip olmasi, imiinojenik ve antijenliginin
olmamasi, protein adsorpsiyonuna dayanikli yiizey modifikasyon ajanlariyla

uyumlu olmasi gerekmektedir [1].

Biyoteknolojik prosesler ve biyodrlnler i¢inde oldukc¢a énemli yeri olan enzimlerin
ayirma islemleri sirasinda yliksek saflikta geri kazanimlari, yapilarinin denatiire
olmamas1 ve katalitik aktivitelerini kaybetmemeleri kullanilacaklart bir sonraki
proses icin onemlidir. Enzimlerin biyoiiriin ortamindan ayirma islemleri prosesin

toplam maliyetinin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Bu nedenle ayirma-



saflagtirma islemlerinin biyoteknolojik iiretimler i¢in ©6zel olarak gelistirilmesi

biiylik 6nem tagimaktadir.

Enzimlerin biyoiiriin ortamindan ayrilmas: endiistriyel biyoproseslerde sikga
karsilagilan problemlerden biridir. Enzimatik biyokatalitik tepkimeler genelde
serbest enzimin viskoz veya iki fazli sistemde yer aldigi yigin ¢ozelti i¢inde
gerceklesmektedir. Tepkime ortaminda serbest halde bulunan enzimlerin tepkime
sona erdikten sonra geri kazanimi ve geri dongiisii pek miimkiin degildir. Bu
nedenle biyokatalitik proseslerde iiretilen birim kiitle liriin basina iiretim maliyeti
yiiksektir. Dolayisiyla enzimatik {iretimler sadece yiiksek fiyatli iirlinler igin
maliyet acgigindan uygun olabilir. Enzimlerin tasiyici bir matrise tutuklanmasi
biyokatalizdrlerin tepkime ortamindan ayrilmasini nispeten kolaylastirsa bile enzim
aktivitesinin tutuklama isleminden sonra azalmasi, tasiyicidan sizma ve substratin
enzimin aktif konumlarma ulagmasimi engelleyen diflizyon sinirlamalari 6nemli
verim kayiplarina neden olmaktadir. Bu engellerin elimine edilmesi i¢in enzimlerin
tasiyicisiz tutuklama yontemi olarak kabul edilen capraz bagli agregatlarinin
(Cross-Linked Enzyme Aggregates; CLEA) olusturulmasi ile ilgili ¢alismalar 6nem
kazanmistir. Bu yontem ile iiretilen CLEA biyokatalizorlerinin tepkime ortamindan
santrifiij veya filtrasyon gibi basit ayirma yontemleri ile ayrilmasi ekonomik
maliyet acisindan uygun olsada bu islemler sirasinda CLEA’nin topaklagmasi

enzimin aktivitesini ve tekrar kullanilabilirligini azaltmaktadir.

Dolayistyla onerilen bu yiiksek lisans tez projesinin amaci, tepkime ortamindan
enzimlerin geri kazaniminda karsilagilan giicliikleri giderebilmek ve enzimlerin
tekrar kullanilabilirligini arttirmak i¢in pH, 1s1l kararliligi ve aktivitesi yiiksek,
tepkime ortamindan manyetik olarak ayrilabilen yeni bir biyokatalizor
gelistirmektir. Bu amagla; birlikte ¢oktiirme yontemi ile sentezlenen MIONP’lar ile
endiistride bir¢gok Onemli uygulamasi bulunan hidrolaz enzim grubundan lipaz
enziminin capraz bagli enzim agregatlar1 seklinde biyokonjiige kompleksi
olusturularak tasarlanan manyetik CLEA biyokatalizorleri ile hem CLEA’larin hem
de MIONP’larin sahip olduklar istiinliikler tek bir potada bir araya getirilerek,
manyetik alan uygulanmasi ile tepkime ortamindan kolaylikla ayrilabilen, yeniden

kullanimi miimkiin olan, kararlilig1 ve aktivitesi yliksek yeni bir biyokatalizor



formu sentezlenmistir. Sentezlenen MIONP’lar FTIR (Fourier Transform Infrared
Spectrum), DLS (Dynamic Light Scattering), PALS (Phase Analysis Light
Scattering) ve SEM (Scanning Electron Microscopy) analizleri ile karakterize
edilmistir. MIONP sentezine Fe®":Fe** mol orami etkisi incelenmis, belirlenen en
uygun kosullarda manyetik CLEA’lar sentezlenmis, CLEA ve manyetik CLEA’lar
FTIR, DLS, PALS ve SEM analizleri ile karakterize edilerek pH, 1s1l ve depolama

kararlili1 a¢isindan karsilastirilmistir.

1.2 Onceki Calismalar

Biyomedikal ila¢ tasiyici sistemleri, hiicre ayrilmasi, biyosensor ve enzimatik
tepkime gibi uygulama alanlarinda nano boyutlu manyetik biyokonjiige
materyallerin hazirlanmasina artan bir ilgi bulunmaktadir. Manyetik ayirma
islemleri biyolojik 6rneklerin saflastirmasi, deristirilmesi, izolasyonu ve kantitatif
olarak belirlenmesinde son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda basarili bir bigimde

uygulanmaktadir.

Literatiir arastirmalarinda manyetik biyokatalizorlerin gelistirilmesine yonelik
calismalar incelendiginde, bu arastirmalar1 serbest enzimlerin ve enzimlerin CLEA
formlar1 olusturularak MIONP’lara baglandigi ¢aligmalar olarak iki grupta

incelemek mUimkundur.

I. CLEA ve manyetik CLEA sentezini iceren calismalar
Bhattacharya ve Pletschke (2014) c¢alismalarinda lignoselliilozik biyokiitle
dontisimii i¢in ksilinaz enziminin CLEA ve manyetik CLEA formunu
olusturmuslardir. Manyetik CLEA ve kalsiyum iceren manyetik CLEA’larin serbest
enzime kiyasla 1.35 kat daha yiiksek aktivite gosterdigini ve sirasiyla bu
aktivitelerini %80 ve %90 oranlarinda koruduklari, CLEA’larm 50 °C’de 136 saat
inkiibasyondan sonra ise aktivitelerini %50 oraninda koruduklar1 goézlenmistir.
Serbest enzime kiyasla kalsiyum i¢eren manyetik CLEA ile kire¢le ve NH4OH ile
on islem gormiis seker kamislarindan seker salimiminin sirasi ile 7.4 ve 9 kat

arttigini bildirmiglerdir [2].

Talekar vd. (2012), a-amilazin GA gapraz baglayicist kullanilarak CLEA formunu

hazirlamis ve yiizeyi amino gruplariyla fonksiyonel hale getirilmis manyetik demir



nanopartikiiller iizerine baglamislardir. Baslangigtaki a-amilaz aktivitesinin %100’
manyetik CLEA’lar ile geri kazanilirken, CLEA ile sadece %45°1 kazanilmistir.
SEM analiz sonuglart CLEA ve manyetik CLEA’nin kiiresel yapida oldugunu
gostermistir. CLEA ve manyetik CLEA’larda en uygun pH degeri asidik tarafa
dogru kayma egilimi gdstermis, manyetik CLEA’nin en uygun sicaklik degeri ise
serbest enzim ve CLEA formuna kiyasla gelisme gostermistir. CLEA ve manyetik
CLEA’da enzmin Vpax degeri degismemesine ragmen enzimin substrat afinitesinin
arttig1 gozlenmistir. Manyetik CLEA’larda ayrica termal ve depolama stabilitesinin
arttig1 gozlenmistir. Manyetik CLEA’larin 6 kez kullanilmasina ragmen baslangi¢
aktivitelerini % 100 korudugu gézlenmistir [3].

Kopp vd. (2014) yaptiklar1 g¢alismada stiperparamanyetik nanopartiklller ile
etiketlenmis biyomolekiillerin, harici bir manyetik alan kullanilarak kompleks
reaksiyon karisimlarindan segici bir sekilde ayrilabilecegini gozlemlemisglerdir.
Superparamanyetik MIONP’larin1 amino gruplar ile fonksiyonel hale getirmisler
ve birlikte agregasyon yontemi ile penisilin G-asilaz enziminin, manyetik
CLEA’larin1, ¢oktucl ajan olarak 1,2-dimetoksietan, ters-butil alkol (TBA) ve PEG
600 kullanarak sentezlemisler, katalitik ve morfolojik 6zelliklerini incelemislerdir.
Manyetik CLEA ve CLEA formlarinin karakteristik o6zelliklerini ayni kosullar
altinda incelemiglerdir. PEG 600 c¢oOktiicii ajam1 kullanilarak iiretilen manyetik
CLEA’nin aktivitesini yiiksek oranda korudugunu, TBA kullanilarak Uretilen
manyetik CLEA’larinin ise en stabil formda oldugunu goézlemlemislerdir. Ardisik
penisilin G hidroliz reaksiyonlar1 ayni manyetik CLEA kullanilarak 50 mL’lik
reaktorlerde (3 reaksiyon dongusu) gergeklestirilmis ve bu siire¢ sonunda enzimin
aktivitesinde herhangi bir kayip olmadan manyetik ayirma ile tepkime ortamindan
alindigii  bildirmiglerdir. X-1s1mm1  spektroskopisi ile amino bagli manyetik
nanopartikillerin manyetik CLEA’larin yapist iginde homojen olarak dagildig:

belirlenmistir [4].

Vaidya vd. (2012) yaptiklar1 c¢alismada, Aspergillus melleus’dan elde edilen
L-aminoaklaz enzimini polietilimin ile birlikte agregasyonunu yapmis ve enzimin
CLEA (AP-CLEA) formunu elde etmislerdir. En uygun kosullar altinda AP-CLEA

aktivitesini % 74.9 oraninda korudugu ve agregasyon veriminin % 81.2 oldugu



gbzlenmistir. Birlikte agregasyon ve capraz baglanmanin enzimin katalitik
aktivitesini sicaklik ve depolama kararliligi agisindan arttirdigini gézlemlenmistir.
AP-CLEA, dogal olmayan {i¢ aminoasitin (fenilglisin, homofenilalanin,
2-naftilalanin)  enantiyoselektif — sentezinde  kullanilmistir.  AP-CLEA’nin
enantioselektifliginin aminoasit amidlerin hidrolizi igin en yiksek, N-asetil
aminoasit hidrolizi igin orta ve amino asit esterlerin hidrolizi i¢in en az oldugu
gozlenmistir.  AP-CLEA’nm,  (R,S)-homofenilalanin  kinetik  rezollisyon
tepkimesinde ard arda 5 kullanimdan sonra aktivitesi % 92’den fazla oraninda

korudugu bildirilmistir [5].

ii. Serbest enzimin manyetik nanopartikile baglanmasint igeren
calismalar

Rossi vd. (2004), Fe(OH),’in alkali kosullar altinda H,O, varliginda oksidasyonu

ile sentezledikleri 20 nm boyutundaki MNP’lerin yilzeyini APTES ile modifiye

ettikten sonra ve glikoz oksidaz enzimini GA ile ¢apraz baglayarak glukoza duyarli

MNP’ler gelistirmislerdir. Glukoz oksidaz enziminin NP yiizeyine baglanmasinin

enzim kararliligini arttirdigini ve +4 °C saklama kosullarinda aktivitesini 3 aydan

daha fazla siire korudugunu belirlemislerdir [6].

Mosafa vd. (2013) papain enzimini kovalent olarak (3-kloropropil) trimetoksisilan
ile modifiye edilmis silika kapli MNP’ler (zerine baglamislardir. Enzim
tutuklanmis NP’ler TEM, XRD, VSM ve FTIR teknikleri kullanilarak karekterize
edilmistir. Ylzey cevap yontemi (RSM) analizleri ile MNP’ler Gizerine immobilize
edilmis papain enziminin en uygun isletme kosullar1 T=27.3 °C, pH =7.1, papain
enzim konsantrasyonu 3.3 mg/mL, ve immobilizasyon slresi 10 saat olarak
belirlenmistir. Serbest papain enzimi ile karsilastirildiginda, immobilize papain
enziminin aktivitesinin arttigi, orta pH ve sicaklik degisimlerine karst direncli
oldugu, depolama kararlilig1 ve yeniden kullanilabilirlik 6zelliginin iyi oldugunu
bildirmislerdir [7].

Cui vd. (2010), nanoboyutta sentezledikleri manyetik destek zerine lipaz enzimini
GA ile capraz bagladiklar1 calismalarinda, tutuklanmis enzimin 1s1l kararliliginin ve
tekrar kullanilabilirliginin arttigini bildirmislerdir. Lipaz enziminin MNP yikleme

miktarinin 43.6 mg/g oldugunu ve yiikleme isleminden sonra enzim aktivitesinin



%358.2’sinin korundugu bildirerek bu degerlerin tutuklama islemleri i¢in kabul

edilen degerler arasinda oldugunu belirtmislerdir [8].

Ren vd. (2011), polidopamin kapli MNP f{izerine lipaz enzimini tutukladiklari
caligmalarinda optimum kosullarda 429 mg/g lipaz enziminin MNP’ye yiiklendigini
bildirmislerdir. Bu kosullarda serbest enzime gore pH ve 1s1l kararliligin arttigin
bildirmislerdir. Ayrica gelistirdikleri manyetik biyokatalizériin manyetik ayirma ile
ortamdan kolayca ayrildigin1 ve baglangi¢ aktivitesinin %70’ini 21 kere tekrar

edilen reaksiyondan sonra korudugunu bildirmislerdir [9].

Lee vd. (2008), calismalarinda ters misel yontemi ile iirettikleri manyetik demir
nanopartikillerin Gzerini tetraetilortosilikat (TEOS) ile muamele ederek silika
kapladiktan sonra ylizey iizerine lipaz ve kimotripsini GA ile ¢apraz baglayarak
tutuklamis ve sonugta kararliligi ve aktivitesi yiiksek, yeniden kullanimi miimkiin

biyokatalizorler elde etmislerdir [10].

Ying vd. (2012), stperparamanyetik NP yiizeyini glukonik asit ile modifiye ettikten
sonra yiizey iizerine lipaz enzimini karbodiimid c¢apraz baglayicis1 kullanarak
tutuklamislardir. MNP yiizeyinde glukonik asit varliint FTIR spektroskopi ile
analizlemislerdir. Tutuklanmig lipazlarin sicaklik ve pH inaktivasyonuna karsi
serbest enzime kiyasla daha diren¢li oldugunu ve bu yiizden reaksiyon pH ve
sicaklik araliginin genisledigini bildirmislerdir. Ayrica tutuklanmis lipazlarin tekrar

kullanimda yiiksek aktivite gosterdiklerini ve manyetik ayirma i¢in uygun olacagin

bildirmiglerdir [11].

Park vd. (2011), birlikte ¢cokturme ve Fe(OH),’nin oksidasyonu ydntemleri ile Ug
farkli boyutta (5, 26 ve 51 nm) MNP sentezlemislerdir. Glukoz oksidaz enzimini
APTES ile modifiye ettikleri ylzey Uzerine GA ile baglamiglardir. TEM
analizlerinden MNP’lerin kiiresel yapida oldugunu ve X-ism1 fotoelektron
spektroskopisi  (XPS) analizlerinden yiizey modifikasyonlarinin ve enzim
baglanmasinin basarisini gézlemlemislerdir. Geri dongli kararlilik ¢alismalarinda
10 dongiiden sonra, 51 nm ve 26 nm boyutundaki glukoz oksidaz bagli MNP’lerde
aktivitenin %20 oraninda kayboldugunu, 5 nm boyutundaki partikillerde ise

aktivitenin %96 oraninda kayboldugunu bildirmislerdir [12].



Kanimozhi ve Perinbam (2013) siperparamanyetik NP’leri (Fes3O4) Dbirlikte
¢oktiirme yontemiyle hazirlamis ve yiizeylerini islevsellestirmek amaciyla APTES
ile silanizasyon islemi gerceklestirmislerdir. Pseudomonas floresans LP1’den
saflagtirllmig lipaz, baglayict madde olarak GA ile fonksiyonellestirilen magnetit
yiizeyine immobilize edilmistir. NP’lerin karakterizasyonlart TEM, SEM, XRD,
VSM ve FTIR ile yapilmistir. Magnetitlerin boyutlar1 10-30 nm olarak dl¢tilmiistiir.
Immobilize MNP’lerin Ms degerinin 17.074 emu/g iken MNP’lerin Ms degetlerinin
28.34 emu/g oldugu tespit edilmistir. Immobilize lipaz enziminin 50 °C’den
baslayip 70 °C’ye artan sicakliklarda daha yiiksek aktivite verdigi gdzlenmistir.
Enzim aktivitesinin %75’inin 15 giin boyunca 4 kez yapilan tekrarlanabilirlik

6l¢timlerinde korundugu gozlenmistir [13].

Sulek vd. (2010) birlikte ¢oktirme yontemi ile Grettikleri MIONP yuzeyine silika
baglayarak fonksiyonel hale getirmisler ve kolesterol oksidaz tutuklanmasini
arttirmak i¢in GA ile ylizey aktivasyonunu takiben tekrar orgonasilan ile
kaplamiglardir. Enzim ise daha sonra kovalent olarak yiizeye baglanmistir.
Manyetik silika nanokompozitlerin yapisal ve manyetik 6zellikleri; siras1 ile TEM
ve VSM ile belirlenmistir. Serbest enzime kiyasla tutuklanmis enzimin aktivitesinin

%350’sinin korundugu bildirilmistir [14].

Cizelge 1.1°de gesitli enzimlerin farkli manyetik partikiiller tizerine tutuklanmasi ve

uygulamalarini igeren literatiir ¢alismalar1 6zetlenmistir [15].



Cizelge 1.1 MNP iizerine tutuklanmis enzimler ve biyoteknolojik uygulamalari

Enzim Nanopartikul tiri Uygulamasi
Lipaz Fe304 nanopartikil p-Nitrofenilfosfat (p-NPP)’in
hidrolizi
Kolesterol Fez04 nanopartikil Serumdaki toplam kolesterol
oksidaz analizi
Haloalkan Silika kapli demir oksit Dehalojenaz dizini igeren
dehalojenaz fuzyon proteinlerinin Gretimi
Lakkaz Kitosan manyetik Cevresel kirleticilerin biyolojik
nanopartikil yoldan iyilestirilmesi
a-Amilaz Seliiloz kapli manyetik Nisasta bozunmasi
nanopartikil
Keratinaz Fe;04 nanopartikul Keratin sentezi
S-Galoksidaz Concanavalin A (Con A) Laktoz hidrolizi
kapli ZnO nanopartikiil

Yukarida verilen literatiir ¢aligmalarindan manyetik partikiillerin tasiyici sistem
olarak enzim tutuklama islemlerinde basarili sonuglar verdigi anlagilmaktadir.
Yapilan calismalarda herhangi bir enzimin CLEA formu olusturmaksizin enzimler
MNP yiizeyine tutuklanarak manyetik biyokatalizorler gelistirilmistir. MNP-CLEA
formundaki biyokatalizorii seklinde literatiirde yayimlanan sadece bir calismaya
rastlanmistir. Talekar vd. (2012) ilk defa amilaz enziminin ¢apraz bagli agregat
formunu MIONP {izerine baglayarak enziminin manyetik biyokatalizoriini
gelistirmiglerdir. Amilazin lizin igerigi diisiik oldugu i¢in enzimin mekanik olarak
daha kararli olmasi i¢in ortama lizin eklemislerdir. Hazirladiklar1 manyetik
CLEA’larin tekrar kullanilabilirliginin ve 1s1l kararliligimin yiiksek oldugunu,
aktivitesini uzun siure korudugunu, CLEA ve manyetik CLEA i¢in Michealis-

Menten sabiti Vimax degerinin degismedigini bildirmislerdir [3].

1.3 Calisma ve Degerlendirme Yontemleri

1.3.1 Nanoteknoloji ve nanopartikiller

Nanoteknoloji, boyut ve sekli nano boyutta tasarlanmis malzeme ve cihazlarin
uygulamast ve sentezi olarak tanimlanabilir. Benzersiz kimyasal, fiziksel,
elektriksel ve mekaniksel Ozellikler madde nano yapili oldugunda ortaya
¢ikmaktadir. Nanoteknoloji molekiil ve atomlarin en kiigiik yap1 birimlerini kontrol
etmeyi hedeflemektedir. Dolayisiyla kolloid kimyasi, fizik, biyoloji, tip, eczacilik

ve muhendislik bilimlerini igeren disiplinler arasi bir alandir. NP’ler inorganik veya
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organik yapili kat1 partikillerdir. Nanoteknoloji terimi onlarca yildir elektronik,
fizik ve mihendislik alanlarinda yaygmn olarak kullanilmaktadir. Fakat
biyomedikal, biyoproses ve ila¢ alanindaki uygulamalari heniiz tamamen

kesfedilmis degildir.

NP’lerin boyutu hakkinda kesin bir tanimlama bulunmamaktadir. 1 pm’den kiigiik
mikron alt1 partikiiller, malzeme biliminde 100 nm’nin altindaki partikiiller veya
ilaglarda 500 nm’nin altindaki partikiiller nanopartikiil olarak kabul edilmektedir.
Nanopartikillerin boyutlar1 viriis, DNA ve proteinlerle karsilastirilirken mikro
partikiillerin boyutlar1 hiicre, organel biiyiik fizyolojik yapilar ile karsilastirilabilir
(Sekil 1.1) [16, 17].
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Sekil 1.1 Logaritmik 6lgekli skalada nanomalzemelerin biyolojik drneklerle
karsilagtirmali olarak gdsterimi [16].



ABD Ulusal Nanoteknoloji Girisim Kurumu nanoteknolojinin gelisiminde dort
asama tarif etmistir (Sekil 1.2). Birinci asama 2000’li yillar; malzemelerin sadece
bir gorev i¢in tasarlandig1 pasif nanoyapir donemi, ikinci asama 2005°li yillar;
malzemenin birgok goérev i¢in tasarlandigi aktif nanoyapi (sensOr, ilag salim
sistemleri) donemi, iiciincii asama 2010°lu yillar; birbiriyle etkilesen binlerce
bilesenden olusan nanosistem donemi ve dordiincii asama 2015-2020°li yillar
nanosistemlerin memeli hiicrelerine integre edilecegi molekiiler nanosistem

donemidir [18].

1) Pasif Nanoyapilar
a) Disperse ve badh nanayapilar
Orn. Aerosoller ve kolloidler
b) Kapsamb drinlerin nanoyapilan
b | Orn. Kaplamalar, nanoyapi metaller, polimerler, seramikler, kompozitlerle kuvvetlendirilmis
7| nanoyapilar.

>
2) Aktif Nanoyapilar
a) Biyoaktif, sadlk etkileri
Orn. Hedefe yonelik llaglar, biyocihazlar
b) Fizikokimyasal aktif
Orn. 3D déniistiriciler, yikselticiler, uyancilar, uyumlu yapilar.
>

3) Manosisternlerin Sistemleri
Orn. Yonlendirilebilir birlestirme, 3D paylasim ve yeni hiyerarsik
mimariler, robot teknolajisi, evrimsel gelismeler

Ve .
~ 2010 4) Molekiiler Nanosistemler
‘ Orn. Molekiiler cihazlar, atomik dizaynlar,
gelismekte olan fonksiyonlar
>
~ 2015-
2020

Sekil 1.2 ABD Ulusal Nanoteknoloji Girisim Kurumu’na gore
nanoteknolojinin gelisim agamalari.

Kullanim alanlari, fiziksel ve kimyasal yapilar1 goz 6niine alindiginda biyoteknoloji

alaninda kullanilan NP’leri Sekil 1.3°de verildigi gibi simiflandirmak miimkiindiir
[19].
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Sekil 1.3 Biyoteknoloji alaninda kullanilan nanopartikiil tiirleri.

Inorganik NP: Seramik NP’ler tipik olarak silika veya aliminyum oksit gibi
inorganik bilesiklerden olusur. Bununla birlikte, NP c¢ekirdegi sadece bu iki
malzeme ile sinirh degildir. Farkli metaller, metal oksitler ve metal siilfitler boyut,
degisen sekil ve gdzeneklilik ile sayisiz iiretimde kullanilabilirler. inorganik NP’ler
sicaklik ve pH acisindan genis araliklar i¢inde nispeten istikrarhidir, ancak
biodegradasyon ve yavas ¢oziinme eksikligi, 6zellikle uzun vadeli uygulamalar igin

giivenlik sorularii giindeme getirmektedir.

Polimerik NP: Cogu polimerik NP’ler, biyolojik olarak pargalanabilir ve
biyouyumludur. Bu nano materyaller, kontrollii ilag salimi i¢in tercih edilen bir
uygulamadir. Polimerik NP’ler terapotik ajanlarin genis bir aralikta dagilimi,
tutulmas1 ve farmakokinetik kontrolii i¢in uygundur. Kimyasal doniisiimler ile
yiizey modifikasyonu igin iyi bir potansiyel saglar. Ihtiyagc duyulan NP
formiilasyonlar1 jelatinler, kitosan, polilaktik asit, poliglikolik asit vb.’dir. Ayrica
polimer bazli kaplamalar biyolojik dagilim 6zelliklerini degistirmek ve gelistirmek
icin diger NP tiirlerine uygulanabilir. Biyolojik agidan inert polimer polietilen
glikol (PEG), NP yilizeyinin tiizerine kovalent olarak baglanabilmektedir. Bu
polimerik kaplama beyin, bagirsak ve bobrek gibi organlarin ilacin kandaki artan
miktari ile sonu¢lanan bagisiklig1 azaltmak ve retikiiloendotelyal sistem tarafindan

nanopartikiillerin fagositozunu siirlamak i¢in diistiniilmektedir.

11



Kan lipid NP: Kat1 lipid NP’ler lipit bazli mikrondan kii¢iik kolloidal tasiyicilardir.
[lk olarak lipozom ve emiilsiyonlar i¢in farmasotik kullanimda bir alternatif olarak
19901 yillarin baslarinda tasarlanmistir. Genel olarak, kati lipid NP’ler, nispeten
tek tabakali fosfolipidler ile cevrili, oda ve viicut sicakliginda kati olan sert
cekirdekli hidrofobik lipitlerden dolay1 biyolojik sistemlerde lipozomlardan daha
stabildirler. Biyobozunum kolayliklarindan otiirii polimer ya da seramik nano

partikillerden daha az toksiktirler.

Lipozomlar: Lipozomlar, bir fosfolipid membran ile sarilmig olan iki es katmanli
vezikdllerdirler. Lipozomlar genellikle bir tek tabakali lipitlerin olusturdugu
miseller ile ilgilidir. Amfifilik lipozomlarin dogasi, yiizey modifikasyonlarinin
kolaylig1 ve iyi biyouyumluluk profili olanagina sahip olmalari sebebiyle protein ve

peptidlerin, dongiisel yar1 6mriinii arttirmak i¢in cazip bir ¢6ziim yoludur.

Nanokristaller: Nanokristaller, ince bir yiizey aktif maddeyle kaplanan kristalin
formunda ila¢ ile ¢evrelenmis molekiillerin agregatlaridir. Nanokristaller, kimya
miihendisliginde biyolojik gorintileme i¢in kuantum noktalari arastirmalarinda, bu
arastirmalardan daha az olmak iizere de ila¢ salinimi i¢in nano ilag sistemlerinde
uygulamalar1 bulunmaktadir. Nanokristaller hidrofobik bilesiklerden hazirlanir ve
ince bir hidrofilik tabakayla kaplanir. Nanokristallerin biyolojik reaksiyonlar

hidrofilik kaplamanin kimyasal yapisina baglidir.

Nanottpler: Nanotipler, atomlarin tupler seklinde, kendiliginden tabakalar halinde
dizenlenmesiyle meydana gelirler. Bilesimleri organik veya inorganik yapili
olabilir ayrica tek veya ¢ok duvarli olarak dretilebilirler. Nanottplerin en bilinen
thrd ¢cozndr fulleren tirevi olan C60’tir. Nanotiipler genis i¢ hacme sahiptir ve dis
yuzeyleri kolayca islevsellestirilebilirdir. Potansiyel ila¢g uygulamalart i¢in umut
verici olmalarinin yaninda tretilen bazi bilesiklerinin insan saglig1 acisindan zarari

bilinmemektedir ve toksisite raporlari ¢eligkilidir [19].

Dendrimerler: Dendrimerler asirt dallanmis agaca benzer yapilardir. Cekirdek,
dallar ve yiizeyden olusan ii¢ farkli bolge igerirler. Cekirdekleri merkez kismini
olusturur, dallar i¢ bosluk ve kiiresel gruplart olusturarak ¢ekirdek kismindan

yayilirlar. Dallar ihtiyaca gore degistirilebilir ya da modifiye edilebilir.
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Dendrimerler diisiik sitotoksiteye ve yiiksek biyogecirgenlige sahip biyouyumlu
bilesiklerin iiretiminde kullanilirlar. Cekirdek ve dallar arasindaki bosluklara ilag

veya biyoaktif iiriinler yerlestirilirler [18].

NP’ler boyut, morfoloji, bilesim, homojenlik ve aglomerasyon o6zelliklerine gore

siiflandirilirlar (Sekil 1.4).

Boyut; bu siniflandirma genel olarak en-boy oranina gére yapilmaktadir. Buna gore

1D (1 boyutlu), 2D (2 boyutlu) ve 3D (3 boyutlu) nanomateryeller bulunmaktadir.

e 1D nanomateryaller, nanometre oOl¢eginde bir boyuta sahip olan
malzemelerdir. Genellikle ince filmler veya yiizey kaplamalarinda,
bilgisayar yongalarinin devrelerinde, gozliiklerin sert kaplama ve yansima
onleyicilerinde bulunmaktadir. Ince filmler on yillardir, elektronik, kimya
ve mithendislikte, ¢esitli alanlarda gelistirilip kullanilmaktadir.

e 2D nanomateryaller, nanometre 6lgeginde 2 boyuta sahiptirler. Bu yapilar
substrata sikica bagli 2D nano yapili filmleri ya da kiglk partikillerin
ayrilma ve filtrasyonu i¢in nano gozenekli filmleri igerirler. Nano 6lgek
araligindaki biiyiikliiklere sahip olan biiyiik bir en-boy oranina sahip serbest
partikiiller, ayn1 zamanda 2D nanomateryaller olarak kabul edilir. Asbest,
2D nanopartikillere 6rnek olarak verilebilir.

e 3D nanomateryaller, her U¢ boyutta da biyiklikleri nanometre 6lgeginde
olan materyaller, 3D nanomateryaller olarak kabul edilir. Atomik olgekte
olusturulan gdézeneklilik, kolloidler ve ¢esitli morfolojilerde Uretilen serbest

nanopartikiller 3D nanomateryellere 6rnek olarak verilebilir.

Nanopartikil morfolojisi; bu siniflandirma genel olarak g0z Oniline alinmasi
gereken morfolojik ozellikler, yiizey diizgiinliigii, kiiresellik ve en-boy oranidir.
Varolan genel bir smiflandirma da, yiiksek ve diisiik en-boy oranina sahip
partikiiller arasindadir. Yiksek en-boy oranina sahip NP’ler, helisler, zikzaklar,
kemerler gibi ¢esitli sekillere sahip nanotiip ve nanotelleri icerir. Kigik en-boy
oranina sahip morfolojiler, kiiresel, oval, kiibik, prizma, sarmal ya da siitun

yapilarini igerir.
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Nanopartikiil bilesimi, bilesimlerine gore NP’ler tek bilesenli bir malzemeden
ya da bir ka¢g malzemenin kompoziti seklinde olabilir. Saf tek bilesimli materyaller,
cesitli yontemlerle giintimiizde kolayca sentezlenebilirlerken, dogada bulunan

NP’ler ise ¢esitli bilesimlerde materyallerin aglomerasyonlarindan olusmaktadir.

Nanopartikll homojenligi ve aglomerasyonu; NP’ler kimyasi ve elektromanyetik
Ozelliklerine gore disperse aerosol, sispansiyonlar/koloidler veya aglomere halde
bulunabilir.  Ornegin MNP’ler, vyiizeyi manyetik olmayan bir materyalle
kaplanmadik¢a yigin durumu olusturarak kimelenme egilimindedirler. Bir
aglomerasyon durumunda, NP’ler aglomerat boyutuna bagli olarak, daha biiyiik
partikuller gibi davranabilirler. Bu nedenle, yeni maddeler icin gevre ve saglik
acisindan kurallara karar verilirken nanopartikil aglomerasyonunun, boyut-yiizey

reaktivitesinin sekil ve boyutu ile birlikte g6z 6niine alinmasi gerektigi agiktir [16].

1) Boyutluluk 2) Morfoloji
a)1D b) 2D c) 3D a) Yiiksek en-boy oram b) Diisiik en-boy orani
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Sekil 1.4 NP’lerin boyut, morfoloji, bilesim, homojenlik ve aglomerasyon
durumlarma gore siniflandirilmasi.

1.3.2 Manyetik nanopartiktller
Boyutlar1 nanometre ile mikrometre arasinda degisen manyetik partikiillerin
biyoteknolojik ve medikal amagli kullanimi giderek artmaktadir (Sekil 1.5).

Medikal uygulamalar icin MNP’lerin en &nemli &zelligi toksik olmamasi,
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biyouygunluk, enjekte edilebilir olmasi, hedef doku veya organda yiiksek seviyede
birikimidir. Demir veya demir oksit gibi manyetik partikiller, MNP’lerin
hazirlanmasi i¢in temel bilesendir. MNP’ler, yiiksek manyetik aki yogunlugu
tarafindan cekilirler ve bu Ozellikleri hedefe yonelik ila¢ tasmim sistemlerinin
tasariminda, biyomolekiilleri saflastirma ve ayirma islemlerinde kullanilmaktadir.
Son zamanlarda MNP’ler, manyetik rezonans goruntiilemede (MRG) kontrast ajani
tagiyicist olarak ve kanser termoterapisinde (hipertermia) 1sitma ortami olarak

kullanim potansiyellerinden dolay1 olduk¢a dikkat ¢gekmektedir [20].

Sekil 1.5 MIONP tiirleri ve kullanim alanlar1 [21].

Bilimsel ¢alismalarda, MNP’ler yiksek Kkatalizor yikleme kapasitesi, yiksek
dispersiyon 6zelligi, yliksek kararlilik, geri dongiliye uygun olmasi ve yiiksek yiizey
alan1 6zelliklerinden dolay: alternatif katalizor destek yapilar i¢in genis bir sekilde
kullanilmaya baslanmistir. Manyetik ayirma ile sivi faz reaksiyon ortamindan
katalizoriin geri kazanimi filtrasyon ve santrifiij islemlerine gore daha kolaydir ve
stirenin azaltilmas1 agisindan olduk¢a uygundur. Ek olarak partikiiliin manyetik
Ozellikleri asir1 asidik veya korozif sartlar hari¢ bircok kimyasal ortami tolere
etmek i¢in yeterli kararliliktadir. Manyetik 6zellikte biyokatalizor tretiminde
genelde biyokatalizorler MNP yiizeyi {izerine tutuklanirlar, bu sekilde substratin
katalizoriin aktif konumlara ulagsmasi kolaylikla saglanabilir. Destek materyalinin

boyutuna bagl olarak tutuklanmis katalizorlerin katalitik aktivitesini karsilagtirma
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calismalari, nano Ol¢ekteki destek katilarin yiiksek bolgesecimliligi ve iiriin verimi

gosterdigini kanitlamistir [22].

MNP’ler kullanilarak, cesitli enzimlerle kovalent immobilizasyon uygulanarak
reaksiyon ~ ortamindan  manyetik  olarak  ayrilabilen  biyokatalizorler
sentezlenmektedir. Partikiil yiizeyine fiziksel olarak baglanan immobilizasyon
yontemi ile karsilastirildiginda bu yontemde daha fazla aktif konum bulunmakta ve
aktivite de artmaktadir. Kovalent immobilizasyon ile termal stabilite ve enzimin

kullanim 6mrii de artmaktadir [23].

Magnetit (FesO4), maghemit (y-Fe,O3) ve hematit (a-Fe,O3) gibi demir oksit
nanopartikiller (MIONP) fiziksel 06zelliklerine gore katalizor destegi olarak
biyoproseslerde, gaz sensdr yapiminda, ¢evreye yonelik sorunlarin giderimi gibi
cesitli alanlarda kullanilmaktadir (Cizelde 1.2). Fakat bu NP’ler termodinamik
acidan tercih edilen y18in metal olusumu i¢in agrege olma egilimindedir, bu egilim
sonucunda yuzey alaninda 6nemli bir azalma s6z konusudur. Bu istenmeyen
agregasyonu engellemek i¢in demir oksit ¢ekirdegi/ana yapis1 fonksiyonel
ligandlarla kaplanir, bu fonksiyonel ligandlar ¢ozeltide dispers halde veya demir
cekirdek Uzerindeki kabukta tutuklanmis halde bulunur. Genelde, bu ligandlar
terminal fosforik asit, tiyol veya karboksil asit gruplari igerir ki bu gruplar, MIONP
yiizeyine kuvvetle baglanabilir [22].

Cizelge 1.2 MIONP turleri ve fizikokimyasal 6zellikleri [24]

Ozellik Demir oksit turleri
Hematit Magnetit Maghemit
Molekdiler formul a-Fe;03 Fes04 y-Fe,03
Yogunluk (g/cm®) 5.26 5.18 4.87
Erime noktas1 (°C) 1350 1583-1597 -
Sertlik 6.5 5.5 5
Manyetizma tipi Zayif Ferromanyetik | Ferrimanyetik
ferromanyetik
ya da
antiferromanyetik
Kristalografik sistem | Rombohedral, Kibik Kibik ya da
heksagonal tetrahedral
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Organik bilesiklerle fonksiyonellestirilmis MIONP’lar iki kisimdan olusur. Bunlar
manyetik demir oksitin, manyetik 06zelliklerinin oldugu kisim ve organik
molekdllerin 6zelliklerinin oldugu kisimdir. Bu yapilar ¢ekirdek-kabuk, matriks,
kabuk-cekirdek-kabuk olmak tizere farkli formlarda olabilir (Sekil 1.6) .

O & &

Cekirdek-Kabuk Mozaik Kabuk Cekirdek
|—,— Matriks Kabuks - Cekirdek-Kabukn

Sekil 1.6 Organik bilesiklerle fonksiyonellestirilmis MIONP formlar1 [25].

Organik bilesiklerle fonksiyonellestirilmis MIONP’lar, MIONP’larin sadece temel
manyetizma 0Ozelliklerini  saglamazlar, biyouyumluluk ve biyodegradasyon
Ozelliklerine de sahiptirler [25].

Manyetik NP {iretim yontemleri fiziksel yontemler, 1slak kimyasal hazirlama
yontemleri ve mikrobiyal yontem olmak {izere {i¢ ana baslikta siralanabilir.
Cizelge 1.3’de ii¢ ana baslik altinda toplanan NP Uretim yontemlerinin avantaj ve

dezavantajlart sunulmustur.
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Cizelge 1.3 Manyetik nanopartikiillerin tiretim yontemlerinin karsilastirilmasi [26]

Yontemler

Avantaj

Dezavantaj

Gaz faz ¢okeltme

Kolay uygulanabilir

Partikil boyut
kontroli zor

Fiziksel Elektron 1s1n Partikiiller arasi Pahali ve oldukca
yontemler demeti litografisi bosluk kontrolii iyi | karmasik, cihazlara
ihtiyac duyar
Sol-jel yontemi Boyut, en-boy orani, | Zayif bag,
icyap1 tam kontrolii | diisiik aginma
direnci, ylksek
gecirgenlik
Oksidasyon Uniform bir boyut Kicuk boyutlu
yontemi ve dar boyut ferrit kolloidler
dagilimi
Kimyasal birlikte Basit ve etkili Yiiksek saflikta,
cokturme dogru
stokiyometrik
oranin saglanmasi
icin uygun degildir
Islak kimyasal | Hidrotermal sentez | Partikiil boyutu ve | Yiiksek reaksiyon
hazirlama sekil kontolli kolay | sicakligi ve
yontemleri yiiksek basing
Akis enjeksiyon Iyi tekrarlanabilirlik | Bir kilcal reaktor
sentezi ve slirecin hassas iginde bir laminer
kontrol ile birlikte | akis rejimi altinda
yiiksek karistirma reaktifler strekli
homojenligi veya boliinmiis bir
karistirma
gerektirir
Elektrokimyasal Kolay partikl Tekrarlanabilirlik
yontem boyutu kontroli
Aerosol/buhar faz | Yiksek verim Cok yiksek
yontemi sicaklik gerektirir
Sonokimyasal Dar partikil boyutu | Mekanizma hala
dekompozisyon dagilimi anlagilmis degil
Superkritik akis Etkili partikal Kritik sicaklik ve
yontemi boyutu kontrol, basing
organik ¢ozicu
icermez
Nanoreaktor NP boyutunu tam Kompleks sartlar
kullanarak sentez kontrol imkani
Mikrobial Yiksek verim, iyi Zaman alici
Mikrobial inkibasyon tekrarlanabilirlik, 1yi
yontem Olgeklenebilirlik,

diisiik maliyet
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Cok ¢esitli yontemlerle iiretilebilen NP’ler i¢in ideal bir {iretim yontemi;

e Partikiil boyut ve boyut dagilimi, sekli, kristal yapis1 ve bilesim dagiliminin
kontrollnu

e Nanopartikiildeki diisiik safsizliklarin giderimini

e Agregasyonun kontrolini

o Fiziksel 6zelliklerin ve yapinin kararliligini

e Tekrarlanabilirligin yiiksek olmasini

e Yiiksek miktarda iiretim, 6lgek biiyiitme ve diisiik maliyeti

saglamalidir [27].

1.3.2.1 MIONP uretim yontemleri
Cizelge 2.2’de belirtildigi gibi MIONP iiretiminde farkli yontemler olmakla birlikte

bu boliimde en ¢ok kullanilan yontemler agiklanmastir.

Birlikte ¢oktiirme yontemi: En yaygim konvensiyonel yontem Fe** ve Fe** tuzlar
kullanilarak yapilan birlikte ¢oktiirme metodudur. Ferrik ve ferrous iyonlarinin 1:2
mol oranlarinda karisimimi igeren bu yontemde oda sicaklifi veya artan
sicakliklarda basit ¢ozeltilerini icerir. MIONP’larin boyut ve sekilleri kullanilan tuz
tiplerinin (kloridler, siilfatlar, nitratlar, perkloratlar gibi) oranina, reaksiyon
sicakligina, pH degerine iyonik kuvvetlere ve diger reaksiyon parametrelerine
(kanistirma hizi, diger basit ¢ozeltilerin damlama hizi) baglidir. Bu yontem, nano
boyuttaki MIONP’larin kimyasal ve fiziksel ozelliklerini 6nemli o6lclde etkiler.
Genel olarak, nano yapilarda bulunan doygunluk manyetizasyonu (Ms) degerleri,
yigin faza gore daha kiigiiktiir, bu nedende iyonik degisimler meydana gelmez.
Buna bagli olarak MNP’nin Mg’nin deneysel degeri, yigin manyetik deger olan
100 emu g™ “dan daha kiiciik olan 30-80 emu g™ araliginda rapor edilmistir. Ayrica
FesO,4 nanopartikil (NP)’leri ortam kosullarmin altinda g¢ok stabil degildir ve
kolayca Fe,O3’e veya ¢oziinmiis bir asidik maddeye doniisebilir. Bu yiizden
muhtemel oksidasyonu onlemek i¢in havadaki oksijenden kaginilmali ve anaerobik
kosullarda Fe3O, sentezlenmelidir. Bu baglamda, FesO4 NP’leri uygun oksijen
atmosferi altinda tavlama veya oksidasyon islemiyle Fe,O3; hazirlamak icin de
kullanilabilir. Oksidasyon, asidik ortam veya alkalin iginde kendi kimyasal

stabilitesinden dolay1r Fe,O3 NP’leri igin 6nemli bir etken degildir [25]. Birlikte

19



coktirme yontemi, MIONP’lar1 elde etmek i¢in hizli ve yiiksek verimli en yaygin
olarak kullanilan yontemlerden biridir. Birlikte ¢oktiirme ydnteminde, demir
oksitler (FesO4 ya da y-Fe,03), genellikle stokiyometrik reaksiyona uygun olarak,
sulu bir ortam i¢inde ¢oziilmiis demir ve demir tuzlar1 (genellikle, FeCl, ve FeCls
gibi) iceren bir karisimdan bazik ortamda hazirlanir. Alkali ¢ozeltilerde Fe* ve
Fe** ¢ok az ¢oziiniirlige sahiptir. Birlikte ¢oktiirme yontemi ile FesO, iretim

tepkimesi basamaklar1 Esitlik 2.1 ile verilmistir [28].

1. Fe?* +20H - Fe(OH), | [2.1a]
2. N,H, +2H,0 +2e - 2NH; + 20H™ | [2.1b]
3. 2Fe(OH), + N,H, - 2H,0 — 2Fe(OH)3 + 2NH, [2.1c]
4. 2Fe(OH); + Fe(OH), = Fe;04, 1 + 4H,0 [2.1d]

Tepkimenin basarist i¢in stokiyometrik oran (Fes+/ Fe2+), pH ve islem kosullar
(oksitleyici atmosfer-hava veya inert gaz N,) énemlidir. Maity ve Alibeigi birlikte
cokeltme yontemi icin Fe™ / Fe™ arasinda < 2:1 mol orami kullanildiginda,
oksidatif kosullar (hava) altinda gergeklestirildigi zaman maghemit fazinin (Fe,O3)
dogrudan elde edildigini saptamislardir [29]. Birlikte ¢Oktlirme yonteminde
reaksiyon sicakligl, suyun kaynama noktasi ile sinirlidir ve sentezlenen MIONP’lar
genellikle bu kosullarda diistik derece kristalinite ve biiylik polidispersite gosterirler
[30].

Termal parcalanma: Termal parcalanma yonteminde, organik bir ¢6zelti fazinin
ayrigtirtlmast  islemi uygulanarak MIONP’larin  Uretimi  gerceklestirilir. Bu
parcalanmada genellikle Fe(CO)s, Fe(cup)s (cup=N-nitrofenilhidroksilamin) veya
Fe(acac)s (acac=asetilasetonat) yapilar1 kullanilir ve oksidasyonla, sirastyla yiiksek
sicaklik ve karmasik bir operasyon gerektiren parcalanma reaksiyonlart sonucu
yuksek kalitede monodispers MIONP’lar elde edilir. Termal parcalanmada boyut
kontrollli ylksek, monodispers bir MIONP molekull sentezlemek igin yiksek
sicaklikta oleilamin, oleik asit alkol varliginda, fenil eter icinde Fe(acac)s’in
reaksiyonuyla elde edilir (Sekil 1.7). Kigik cekirdekli MIONP’lar gibi, daha blyuk
monodispers MIONP’lar de (¢ap1 20 nm’den biiyiik), ¢ekirdek aracili biiylime
metoduyla polar olmayan bir ¢6ziici iginde dagitilip ve sentezlenebilir [25].
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Sekil 1.7 Termal parcalanma ile Fe;O,4 sentezi.

Bu prosedirde Fe3O4 nanopartikil sentezlemeleri, y-Fe,O3 NP’leri igerisinde 2h
boyunca oksijen ve yiiksek sicaklikta (250 °C) tavlama ile déniistiiriilebilir [31].
Fe(cup)s’lin tek 6n maddesinin direk pargalanmasi ile y-Fe,O3 NP’linlin olugmasi
saglanabilir [32]. Termal par¢alanma metodunun dar bir boyut dagilim ile yiiksek
monodispers partikiil iiretiminde bir¢cok avantaji olmasina ragmen, elde edilen
NP’ler genellikle polar olmayan cozuciler icinde c¢ozdirilmesi gerekir. Bu da

termal parcalanma yonteminin en biyuk dezavantajidir [25].

Mikroemdalsiyon: Mikroemiilsiyon, yilizey aktif madde varligi altinda birbirine
karigmayan (su ve yag) iki fazin termodinamik olarak kararli izotropik dagilimidir.
Ylzey aktif madde molekdlleri, siv1 faz i¢eren hidrofilik bas gruplar1 ve yag i¢inde
dagilmis ylizey aktif molekiillerin hidrofobik kuyruklari ile su-yag ara yiizeyinde
bir tek tabaka yapis1 olusturabilir. Iki bilesenli sistemlerde (su/yiizey aktif madde
ya da yag/ylizey aktif madde) oldugu gibi, farkl tipteki kendi kendine olusan
yapilar, degisebilir ve sekillenebilirdir. Mikroemilsiyon ve ters miseller yontemi

sayesinde, boyut ve sekil kontrollit MIONP’lar elde edilmesi mimkindir [25].

Hidrotermal sentez: Kontrollii boyut ve sekil 6zelliklerinden dolayr MIONP’lar1
teknolojik agidan ¢ok Onemli bir yere sahiptir. Mikroemiilsiyon ve termal
parcalanma yontemlerinde, genellikle artan yiiksek sicakliga veya karmasik
proseslere ihtiya¢c duyulur. Bu yOntemlere alternatif olarak hidrotermal sentez,
yiiksek buhar basincinda (0.3-4 MPa), yiiksek sicakliktaki (130-250 °C) sulu

21



cozeltiden kapali bir tanktaki kristalize maddelerin ¢esitli 1slak kimyasal
teknolojilerine ihtiya¢ duyar.

Bu teknik ayni zamanda kayma igermeyen tek bir kristal biiylimesi ig¢in
kullanilmistir ve bu islemde olusturulan taneler diger islemlerden daha iyi
kristaliniteye sahiptir. Bu yizden hidrotermal sentezde tretilen MIONP’lar yiiksek
oranda kristal yapiya sahiptir [25]. Hidrotermal yontemde, yuksek kristaliniteye
sahip MIONP’lar Uretilse de havayla temas oldugundan yiiksek oranda oksidasyon

problemi gézlenmektedir.

Sonokimyasal sentez: Sonokimyasal yontem farkli &zellikteki yeni malzemeler
iretmek icin genis Olgekte kullanilmaya baslayan rekabet¢i ve alternatif bir
yontemdir. Ultrasesin kimyasal etkisi yani sivi igindeki kabarciklarin olusumu,
blylmesi ya da patlayarak sonmesi akustik kavitasyondan kaynaklanmaktadir.
Kabarciklarin patlayarak sonmesi gaz faz icinde sok 1s1 dalgasi olusumu veya
adyabatik sikistirma yollarindan biri ile lokalize sicak bolgelerin olusumu saglar.
Sicak bolgelerin olusum kosullari; 5000 K sicaklik ve 1800 atm basing ve 10 K/s
soguma hiz1 degerleri deneysel olarak belirlenmistir. Bu alisilmadik asir1 degerler
yeni bir faz olusumu i¢in olduk¢a uygundur ayrica NP’lerin aglomerasyonunu
engellemek i¢in kesme etkilerine sahiptir. Dolayisiyla bu yontem ile oldukga

monodispers yapilar elde etmek miimkiindiir [25].

Bahsedilen MIONP {iretim yontemlerinin ¢esitli avantaj ve dezavantajlart vardir.
MIONP boyutu ve yapisinin kontrolii acgisindan termal bozunma ve hidrotermal
sentez yontemleri daha uygundur. Suda c¢6zinir ve biyouyumlu MIONP elde
edilmesi i¢in ¢ogu zaman birlikte ¢oktlrme yontemi kullanilmistir ancak bu
yontemde partikiillerin sekil kontroliiniin diisiik olmasi, genis bir boyut dagilimi ve
partikiillerinin agregasyon egiliminin fazla oldugu goOrtlmektedir. Ydntemlerin
sadece prensipleri degil ayrica gerekli ekipman maliyeti ve uygulanabilirligi de
farklidir [33]. Ornegin, Maity vd. (2009) aym1 6ncli maddeler ile sonokimyasal ve
kimyasal birlikte coktirme yontemleri ile elde edilen Fe3O, nanopartikillerin
ozellikleri karsilastirilmis ve her iki yontemle {iretilen iiriiniin spinel kristal yapisina
sahip magnetit oldugunu, fakat sonokimyasal yontemle tiretilen magnetit NP’lerinin
kristallik diizeyinin daha yiiksek oldugunu bulmuslardir [34]. Kim vd (2009) Fe304
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kristalinite boyutunun kontroliinde pH degerinin 6nemi iizerinde durmuslardir.
Birlikte ¢Oktlirme yonteminde, reaksiyon sicakligi suyun kaynama sicakligi ile
siirli oldugunu belirtmis ve sentezlenen MIONP’larin genellikle bu kosullarda

diisiik derece kristalinite ve biiyiik polidispersite gosterdiklerini belirtmislerdir [35].

1.3.2.2 MIONP yuzeylerinin silanlama tepkimesi ile fonksiyonellestirilmesi

MIONP’larin yiizey kimyasinin kontrolii biyolojik temelli uygulamalar i¢in
gereklidir. Stspansiyon icerisindeki MIONP’larin stabilitesini ¢ temel unsur
kontrol eder; bunlar hidrofobik-hidrofilik etkilesimler, manyetik ve van der Walls
kuvvetleridir. MNP’ler ara yuzey veya tim yiizey enerjisini minimize etmek icin
van der Walls kuvvetlerinin etkilesimlerinden dolay1 siispansiyon igerisinde daha
biiyiikk kiimeler haline gelme egilimindedirler. Elde edilen iri topaklar orjinal
manyetik ozellikleri azaltir.  MIONP’larin modifikasyonu sadece kolloidal
stabilizasyona yol agan partikiillerin birikmesini/yigilmasini engellemez ayrica
onlar1 suda ¢Oziiniir, biyouyumlu, biyokonjuge, hiicrelere 06zgin olmayan

adsorpsiyona uygun hale getirir [30].

Biyomedikal uygulamalarda MNP’ler yiiksek kararlilik igin bir hidrofobik
tabakaya, biyouyumluk i¢in hidrofilik bir tabakaya ve hiicre tanisi/hedefe
yonlenebilmesi i¢in en dista fonksiyonel bir tabakaya sahip olmalidir (Sekil 1.8).

~~ Yiizey aktif madde ~~ Ylzey aktif madde

F Hy q,
T A N
b == Siloksan gruplan ' ‘
Yiizey su tabakasi = Siloksan gruplari @ Fonksiyonel grup == Siloksan gruplan
=D Fonksiyonel grup - Biyomolekiller (enzim)

Sekil 1.8 MIONP’un yizey modifikasyonu [36].

NP yuzey modifikasyonu i¢in farkli kriterler mevcuttur. Yiizey bilesimi ve yapisi
yiizey kaplama tabakasinin sentezi ve tasariminda ¢ok onemlidir. Bu yaklasimlar,
Stober yontemi ve diger sol-jel  yOntemleriyle inorganik  6nclerin

polikondenzasyonu veya organik monomerlerin polimerlesmesine dayali ¢ekirdek-
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kabuk yapisinin olusmasi ile sonuglanan kovalent baglama, kiiclik molekiillerin

veya polimerlerin adsorpsiyonu islemlerini igerir [37].

Farkli sekillerde yapilabilmesine karsin MNP’lerin yiizey modifikasyonlarini ligand
degisimi, ligand ilavesi ve inorganik kaplama olarak ii¢ kategoride siniflandirmak

mUmkundr.

Ligand degisiminde, hidrofobik yiizey ligandlar1 dogal tek tabaka MNP yuzeyi ve
sulu ¢oziicii ile etkilesimde hidrofobik uca baglanan bas gruplarini ihtiva eden
ligandlar ile degistirilir. En yaygin olarak kullanilan ligandlar; oleik asit, laurik asit,
alkan stilfonik asitler, fosfonik asitler ve alkanlardir. Silanlar, ferrit manyetik nano

yapilarin tizerindeki hidrofobik ligandlarin degisimi i¢in kullanilmaktadir.

Ligand ilavesi, amfifilik molekullerin MNP’lere adsorpsiyonu ile gergeklesir.
Hidrofilik gruplar MNP’lerin dig yiizeyin daki —OH kismina baglanarak MNP’yi
suda ¢Ozunur hale getirirken, hidrofobik grup orijinal bir hidrokarbon zinciri

bulunan, ¢ift katmanli bir yap1 olusturur.

MNP yiizey modifikasyonu igin iigiincii yontemde temel olarak silisten olusan bir
inorganik kabugun sentezi vardir. Silis kaplama Stober islemi yoluyla ya da sentez
yoluyla bir mikroemiilsiyon ortaminda gerceklestirilir. Silika yaygin olarak MNP
stabilitesini iyilestirmek, dis ortamdan c¢ekirdek NP’leri korumak icin
kullanilmaktadir. Ayrica, silika yiiksek biyouyumludur ve yizeyi kolayca biyolojik
molekiillerin partikiil ylizeylerinin kovalent baglanmasini saglayan amin, tiol,

karboksil ile modifiye edilebilmektedir [37].

MNP’lerin yiizey modifikasyonlarinda, yiizey uyumlulugu, biyouyumluluk ve
MIONP’larinin  fonksiyonel yilizey u¢ gruplarinda yiiksek yogunluk saglama
avantajlarindan dolay: silan gruplart tercih edilir (Sekil 1.9). Ayrica silan kaplh
MNP’ler yuksek doygunluk manyetizasyon degerlerini korurlar ve bu degerde en
fazla 10 emu g'1 oraninda bir azalma ger¢eklesir. Yilizey modifikasyonunda
kullanilan ~ 3-aminopropiltrietoksisilan  (APTES), p-aminofeniltrimetoksisilan
(AFTS) ve merkaptopropiltrietoksisilan (MPTES) kimyasal yapilar sirasiyla amino
ve siilfidril gruplarin1 saglamak i¢in kullanilirlar (Sekil 1.10). MIONP yiizeyi
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uzerindeki hidroksil gruplari, Si-O baglarmin olusumunu saglayarak silan

molekdllerinin metoksi grubu ile tepkimeye girerler.

OCH; OH

R H R
H-O I 2 Silan | | |
Ao OOy —— —— =" R a0 ®» HO—S§i—O0—§I—0—§I—0OH
-3CH,0OH | -2 Hy0
Silan
HO OH
1 .I
R S
=] 3]
o Lo g I ™ S~
L i T 2 ! “om
Sl - -0
/Sr\\ D 7 ™oH i HO O-yH HH !
HO G‘ L H-"D cl-" [}
B T SS—— \ Fa
r” { -2 H,0 h
\_ J L

Sekil 1.9 Silanlama tepkimesi ile MNP’ lerin yiizey modifikasyonu [25].

Silan molekiilii : Silanlar
basit yapisi: VHALC CH G
E s 0.0~ 2 s 0 CH; ot
F ' 51, H.C7 T O-Si y H,CO- Sl_\.\/‘\
: S D B B T NH OCH; ,\W
1 HyC CH; H-C,
.
I 1 Tetraetoksisilan (TEOS) Aminopropiltrietoksisilan (APTES) 3-Glisidoksipropiltrimetoksisilan (GPTMS)
RO H
OR '
F =0Organo fonksiyonel grup E /\/—E;J:L(;::j][‘ . SiCl
OR =Organik hidroliz 1 HS OCH, SiCly
edilebilir grup X MerkapmprnplIlrlmetuk5|5|lan Oktadeiltriklorosilan (OTS) Feniltrikolorosilan

Sekil 1.10 MNP yiizey modifikasyonunda kullanilan silan gruplari [26].

1.3.3 Lipazlar

Lipazlar, hidrolazlar enzim grubunda yer alir. Diger isimleri; gliserol ester,
hidrolaz, triagil gliserol hidrolazdir [38]. Tributiraz lipazlar, bilimsel arastirmalarda
ve endiistride genis kullanim alanina sahiptir (Cizelge 1.4). Lipazlar, farkli hayvan,
bitki ve mikrobiyal (bakteri ve fungus) kaynaklardan elde edilmektedir. Mantar ve
bakteri kullanarak biyoteknolojik reaktor sistemlerinde de (Uretilebilirler. Bitki,
hayvan ve mikrobiyal lipazlar arasinda ¢ok genis uygulama alani bulan lipazlar ise

mikrobiyal lipazlardir.
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Cizelge 1.4 Lipazlarin endiistrideki bazi uygulamalar [39]

Endustri Tepkime Uriin/Uygulama
Deterjan Yaglarin hidrolizi Fabrikalardan yag
atiklarinin uzaklastirilmasi

sat Urtnleri Siit yaginin hidrolizi, Siit, peynir ve tereyaginda
peynirin olgunlagmasi tat gelistirme

Icki Aroma gelistirme Ickiler

Yag Transesterlesme, Kakao yagi, margarin, yag
hidroliz asitleri, gliserol

Et ve balik Tat artirma Et balik iirlinleri

Kimyasallar Enantiyosecimlilik, Kiral yapi taslari
sentez

Farmasotik Transesterlesme, Sindirime yardimci, 6zel
Hidroliz yaglar

Kozmetik Sentez Nemlendirme

Deri Hidroliz Deri Urinleri

Kagit Hidroliz Kaliteli kagit tiretimi

Temizlik Hidroliz Yaglarin uzaklastirilmasi

Kimyasal ve biyokimyasal uygulamalarinda substrat se¢imliligi, {iriin verimliligi ve
enantiyo se¢imliligi yiiksektir. Hidrofobik yiizeyleri sayesinde substratlarla kolayca
etkilesime girebilirler [40]. Lipazlar suda ¢oziinmeyen substratlarin tepkimelerini
katalizlemektedirler ve verimli bir katalizlenme igin su/yag arayiizeyinin var olmasi
gerekmektedir. Farkli mikroorganizmlardan elde edilen lipazlar en kiglk
20-25 kDa molekiiler agirliginda iken en biyiikleri ise 60-65 kDa molekil
agirh@na sahiptir [39]. Lipazlar yag metabolizmasi ve sindirim 6nemli bir rol
oynayan, suda ¢ozlnur enzimlerdir. Lipazlar, sulu ¢6zelti icinde molekuler olarak
¢cOzlinmiis substrat tabakasina karsi sinirli aktiviteye sahiptir. Fakat substrat
konsantrasyonu, misel agregatlarinin veya emiilsiyon damlaciklarinin yeterince
yiiksek oldugu durumlarda yiiksek aktivite gosterir. Ayn1 zamanda lipazlar uzun
zincirli agilgliseridler iizerinde etkili karboksil esterazlardir. Bu yapiin katalitik
ticliisii ayn1 zamanda serin proteazlarda da bulunan serin (Ser), histidin (His) ve
aspartat (Asp) ya da glutamin (Glu)’den olusmaktadir. Lipaz katalizli reaksiyonlar;
hidroliz ve sentez reaksiyonlar1 olarak iki ana gruba ayrilir. Bu reaksiyonlardan

sentez reaksiyonlari; esterlesme, interesterlesme, alkoliziz ve asidolizizdir [41].
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1. Hidroliz reaksiyonlart:

RCOOR + H,0 — RCOOH + R'OH [2.2]
ii. Sentez reaksiyonlart:

Bu tip reaksiyonlar asagidaki gibi siniflandirilabilir:

(a) Esterlesme reaksiyonu

RCOOH + R'OH — RCOOR’ + H,0 [2.3]
(b) Interesterlesme reaksiyonu

RCOOR + R'OH — RCOOR” + R'OH [2.4]
(c) Alkoliziz reaksiyonu

RCOOR + R'OH — RCOOR" + R'OH [2.5]
(d) Asidoliz reaksiyonu

RCOOR + R'COOH - R"COOR'+ RCOOH [2.6]

Lipazlar trigliseritler gibi ndtral lipitlerin ester baglarmin  hidrolizini
katalizleyebilen ¢ok yonll enzimlerdir [42]. Lipazlar; esterlesme, transesterlesme,
interesterlesme, alkoliziz, aminoliziz ve hidroliz tepkimelerini diisiik sicaklikta
katalizleyebilirler. Organik ¢6ziiciilere kars1 tolerans1 ve sicakliga karsi stabilitesi
nedeniyle biyoteknoloji uygulamalarinda yaygin kullanim alanina sahiptirler. Ester
bagina spesifik olan lipazlar, yliksek sicaklik kosullarinda da aktif 6zellik gosterir.
Enzim substrat iliskisinden sonra mikrobiyal kontaminasyonu ve yan iiriin
olusumunu engeller. Son yillarda farkli biyolojik kaynaklardan izole edilen lipazlar
ile organik ¢oziiciilere ve yiiksek sicakliga karsi kararliliklarini artirmaya yonelik
bilimsel caligmalar genis bir spektrumda siirdiiriilmektedir. Diger enzimlerin aksine
lipazlar, ekonomik ve kolay bulunabilirliginin yan1 sira hem kimyasal hem de

biyoteknolojik proseslerde hizla artan genis bir potansiyel kullanima sahiptir [43].

1.3.3.1 Candida rugosa lipaz enzimi

Candida rugosa lipazi (CRL), kapali konformasyonlarinin yanisira agik olanlarinin
da calisildigr lipaz formlaridir (Sekil 1.11). CRL’nin izoformlar1 mevcuttur. CRL
ticari uygulamalar i¢in biiylik 6neme sahiptir ve biyolojik doniisiimler i¢in verimli
bir biyokatalizor olarak gorev yapmaktadir. CRL, tahmini 60 kDa’luk bir molekdler
kitle ile 534 aminoasit kalintis1 polipeptid zincirden olusur. CRL, serin, glutamin
ve histidin (Ser209-Glu341-His449) katalitik tigliisiinden olusan ve bu katalitik
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ucliyt kaplayan bir kapaga sahiptir. Bu kapak, o—heliks yapisinda olup kapagin
aktif bolgeye bakan i¢ ylizeyi, hidrofobik, dis ylizeyi ise hidrofilik 6zellige sahiptir
[44]. CRL enzimi, genis 6zgilliikk ve yliksek aktiviteye sahip olmasi nedeniyle sulu
ve susuz faz iginde biyokataliz reaksiyonlar i¢in yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. CRL enzimi Lipl'den Lip7'ye kadar olan 7 izoenzim aileden

olusur [45].

— Acik konformasyon

Kapal1 konformasyon

Sekil 1.11 Agik ve kapali kisimlarin da eklendigi Candida rugosa lipazinin ii¢
boyutlu yapis1 [38]

1.3.4 Tasiyicisiz enzim tutuklama yontemi: Capraz bagh enzim agregatlari

Enzimatik tepkimeler oda sicakligi ve basincinda, fizyolojik pH degerinde 1limh
kosullarda gergeklesir. Biyokatalitik sentezler organik sentezlere kiyasla daha az
atik liretir ve daha az enerjiye ihtiya¢ duyarlar. Bu avantajlara ragmen, isletim ve
saklama kararliliklarinin olmayisi, geri kazanim ve geri dongiiye uygun olmamasi
ticarilestirilme siirecini engellenmistir. Enzimlerin kat1 bir destege tutuklanmasi ile
saklama ve igletim kararliligi, tepkime ortamindan ayrilma ve tekrar kullanim
Ozellikleri gelistirilmistir. Enzim tutuklama yoOntemleri tasiyiciya baglama,
inorganik veya organik polimer matrise enkapsulasyon ve protein molekullerinin
capraz baglanmasit olmak {izere iice ayrilabilir. Tasiyiciya baglama veya

enkapsiilasyonda katalitik aktivitenin azalmasi kag¢inilmazdir bu yiizden verimlilik
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(kg enzim bagsima kg iiriin) diisiiktiir, bunun nedeni ise katalitik olmayan kiitlenin
biiyiik bir oraninin (%90-99) isin i¢ine girmesidir. Bunun aksine enzimin g¢apraz
baglanmasi tasiyicisiz bir yontemdir ve tutuklanmis biyokatalizor yiiksek bir oranda

aktif enzim igerir [46].

Son yillarda ortaya ¢ikan tasiyicisiz enzim tutuklama yontemleri geleneksel
tagtyictya tutuklama yontemlerinin yarattigi darbogazlar1 ortadan kaldirmak igin
alternatif olarak gelistirilmis bir yontemdir. Bu yontemde tasiyiciya gerek
duyulmaksizin enzimler birbirlerine bifonksiyonel ajan yardimi ile ¢apraz baglanir.
Bu yontemin temel amaci, tasiyictya tutuklama yontemine kiyasla enzimlerin
katalitik aktivitesini arttirmak, yliksek secicilik kazandirmak ve daha diisiik
maliyetli biyokatalizor sistemlerini gelistirmektir. Tasiyicisiz enzim tutuklama
yontemleri; ¢apraz bagh ¢oziinmiis enzim (CLE, Cross—Linked Enzymes), capraz
bagli enzim kristalleri (CLEC, Cross—Linked Enzyme Crystals), capraz bagh
puskirtiilerek kurutulmus enzim (CSDE, Cross-Linked Spray Dried Enzyme) ve
capraz bagli enzim agregatlari (CLEA, Cross—Linked Enzyme Aggregates) olmak
tizere dort farkli grupta siniflandirilabilirler (Sekil 1.12) [43].

Cdézlnmus Enzim

é’@% 5,
@3 Capraz

baglayici
XL @ @
e
.
$ $
fan Piskiirterek
?y(rlstallzasvcn ? Agregasyon Kurutma
S Y

CSDE

&

Sekil 1.12 Tastyicisiz enzim tutuklama yontemleri i¢in farkli yaklasimlar:
a)Kristalizasyon b) Agregasyon c) Puskurterek kurutma
d) Direkt [47].
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Protein yuzeyindeki -NH; gruplari ile gluteraldehitin (GA) -CHO gruplar1 birbirine
kovalent baglanma ile ¢apraz baglanmasi yaklasik 50 yil 6nce gelistirilmistir. Bu
sekilde capraz bagl enzimler, sulu enzim ve GA ¢o6zeltilerinin karistirilmasiyla
uiretilirler. Fakat capraz bagli enzimlerin aktivite kararliligi ve mekanik kararliligi
diisiiktiir ve jelatin benzeri yapilarindan dolayr muamele etmek zordur. Bu
sikintilarin sonucunda bir tastyiciya baglamak enzim tutuklanmasinda yayginlasan
bir yontem olarak gelismistir. 1990’larin baslarinda Altis Biologics endstriyel
biyokatalizér olarak CLEC’leri gelistirdi. Yontem genis bir enzim spektrumu igin
uygulanabilir olmustur ve CLEC ¢6ziiniir enzim veya liyofilize toz enzime kiyasla
1s1, organik ¢oziicii ve proteoliz ile denatiirasyona karsi daha kararli oldugu
kanitlanmistir.  Isletme kararliligi, kontrol edilebilen partikiil boyutu ve geri
dontisiim kolayligr iistiinliikleri sayesinde CLEC endiistriyel biyokataliz tepkimeleri
icin Onemli hale gelmislerdir. Ancak, CLEC’in sahip oldugu bir sinirlama; kristal
halde enzime uygulanmasidir, bu ise yiiksek saflikta enzim gerektiren pahali bir
yontemdir. CLEC iiretiminde kristalizasyon basamaginin, sulu tampondan enzimin
coktirilmesi ile yer degistirmesi fikri yiiksek saflikta enzim gerektirmeyen daha
ucuz ve basit bir yontem olarak tasiyicisiz enzim tutuklama yontemlerinin yeni bir

siifi olarak CLEA’larin iiretimini saglamistir.

CLEA’lar olusturulurken ¢oktiiriilen enzim, bifonksiyonel ¢apraz baglayici ajanlar
ile kovalent olarak baglanir. Bu yontemde fazladan katalitik kiitleye ihtiyag
duyulmadigindan enzim aktivitelerinde onemli diisiis gozlenmez. Capraz bagh
enzim agregatlart olusturulurken yiiksek saflikta enzime de gerek duyulmaz.
Bilindigi gibi organik ¢oziiciiler, tuzlar ya da iyonik sivilar proteinleri ¢oktiirtirler.
Capraz bagli enzim agregatlarinda ¢Ozlinmiis enzim molekiillerinin bu uygun
coktiirme ajanlar1 yardimiyla ¢okmesi saglanir. Yani enzim molekiillerinin
arasindaki uzaklig1 etkileyen ozellikler degistirilir. Coktliirme kosullarinda, sulu
sistemlerde yliksek ¢oziiniirliiklii enzim molekiilleri bir araya toplanarak dogal
enzim konformasyonunda ¢oziinmez enzim agregatlari olusturmak iizere ¢okelti
olustururlar. Bu fiziksel olarak ¢éziinmeyen agregatlar, enzim Kristallerinin ¢apraz
baglanmasina benzer sekilde bifonksiyonel capraz baglayicilar ile ardisik olarak
baglanir. Capraz bagli enzim agregatlarinin spesifik aktivitesi yiiksektir, oda

sicakliginda ve belirli pH aralifinda kararli olup yiiksek iirtin verimliligine sahiptir.
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Ekstrem sicaklik ve pH degerlerinde denatiirasyona ugramazlar, kararhdirlar.
Yeniden kullanilabilirligi yiiksek, biyotepkime ortamlarindan filtrasyon gibi basit
ayirma siiregleri ile geri kazanimi serbest enzimlere kiyasla kolay, kesikli
sistemlerde yeniden kullanilabilir, siirekli sistemlerde ise uzun siire ve pratik olarak
kullanilabilirler. CLEA iiretim siirecinde kullanilan ¢oktiirme islemi, protein ya da
enzim saflagtirilmasinda genelde kullanilan bir yontemdir ve dolayisiyla CLEA
formu seklinde biyokatalizér iiretimi temel olarak saflastirma enzimin fiziksel
agragatlar1 seklinde ¢oktiirme ve tutuklamay1 i¢eren tek bir islem olma avantajina

sahiptir [46].

Gegen 13 yilda ¢apraz bagli enzim agregatlar1 yeni ve ¢ok yonlii tasiyicisiz
tutuklama yontemi olarak ortaya ¢ikmistir. Bu yontemde ilk olarak enzimler siiper
molekiiler yapi iginde inorganik tuzlari organik ¢oziiciileri ve bazi iyonik olmayan
polimerleri i¢eren uygun ¢oktiirme ajanlar ile ¢oktiiriilmiislerdir. Sonugta olusan
agregatlar kimyasal olarak birbirine bifonksiyonel ajan -genellikle GA- kullanilarak
capraz olarak baglanmislardir. CLEA’lar ile yiiksek saflikta ve yiiksek aktivitede
enzim elde edilebilmektedir. Ayrica saklama ve proses kararliligit CLEA’larda
onemli Ol¢lide artmistir. CLEA’larin iiretim maliyeti ucuzdur ve pahali tasiyici
gerektirmezler. Tim bu dstiinliiklerine ragmen CLEA teknolojisiyle tutuklanan
enzim sayis1 azdir. Bunun iki sebebi olabilir. Birincisi diisiik lizin igerikli enzimler
icin CLEA’larin beklendigi kadar etkin olmamasidir. Ciinkii ¢capraz baglama biiyiik
Olciide enzimin dis yiizeyi iizerinde bulunan lizin kalintilar1 iizerinden
gerceklesmektedir Bu ise yetersiz ¢apraz baglanmis CLEA’larin ve dolayisiyla
mekanik kararhiligi diisiik CLEA’larin iiretimine sebep olur Ikincisi, reaksiyon
ortamindan santrifiij veya filtrasyon ile CLEA’larin ayrilmasi islemi sirasinda
olusan CLEA kiimelerinin boyutunun artmasi ve bunun sonucunda makromolekiiler
substrat iizerine etki eden enzimde i¢ kiitle aktarim sinirlamalarinin ortaya

¢ikmasidir [46].
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

Bu calismada manyetik demir oksit nanopartikil (MIONP) dretimi igin FeCls
(Sigma-Aldrich, 157740) ve FeSO47H,O (Sigma-Aldrich, 215422) tuzlar
kullanilmistir. Bazik ortam %30’luk NH4OH (Sigma Aldrich, 320145) ile
saglanmis ve stabilizasyon ajam1 olarak oleik asit (27728, Sigma-Aldrich)
kullamlmistir.  Uretilen  nanopartikiiliin  yiizey modifikasyonu isleminde
3-aminopropiltrimetoksisilan (APTS; Sigma-Aldrich, 281778), metanol (Sigma-
Aldrich, 322415), gliserol (Sigma-Aldrich, G5516) ve deiyonize su kullanilmistir.
Capraz bagli enzim agregatlarinin hazirlanmasi siirecinde Candida rugosa lipazi
(Sigma-Aldrich, L1754), bifonksiyonel ¢apraz baglayici ajan olarak gluteraldehit
(Sigma- Aldrich, G5882, Grade | %25’lik ¢ozelti) ve presipitasyon ajani olarak
(NH4)2SO4 (Merck, 101217) kullanilmistir. Enzim ¢ozeltileri Na,HPO,4 (Merck,
106586) ve NaH,PO42H,0O (Merck, 106345) tuzlar1 kullanilarak hazirlanan
tamponlarda hazirlanmigtir. Capraz bagli enzim agregatlari biciminde hazirlanan
tagiyicisiz enzim immobilizasyon sistemlerinin aktivitelerinin belirlenmesinde
substrat olarak p-nitrofenil asetat (Sigma Aldrich, N8130) kullanilmistir.
p-Nitrofenil asetat ¢ozeltisi asetonitril (Merck, 100030) ortaminda hazirlanmistir.

Deneylerde tiim c¢ozeltilerin hazirlanmasinda ultrasaf su sisteminden (Milli Q,
Gradient, Millipore) alian ve iletkenlik degeri 18.2 MQ.cm (25 °C) olan deiyonize

su kullanilmustir.

2.2 Manyetik Demir Oksit Nanopartikiil Uretimi: Birlikte Coktiirme Yoéntemi

MIONP’lar birlikte ¢oktiirme yontemi ile demir tuzlart kullanilarak iiretilmistir.
Birlikte ¢oktirme yonteminde; Fe**:Fe** farkli mol oranlarinda (1:1, 1:2 ve 1:3)
olacak sekilde FeSO4-7H,0 ve FeCls tuzlarinin 50 mL deiyonize su igcinde sonikator
(Elma S30H) cihazi kullanilarak oda sicakliginda 1-2 dakika boyunca ¢6zinmesi
saglanmistir. Tepkime kabina geri sogutucu baglanarak 800 rpm karistirma (Velp
Scientifica AREX) hizinda, 6nceden 80 °C’ye ayarlanmis su banyosunda tepkime
baslatilarak, 2 mL hacminde %30’luk NH4OH c¢ozeltisi 66.7 pl/dakika hizda
30 dakika boyunca tepkime ortamina eklenmistir (Sekil 2.1). NH,OH bazi

eklenmesi isleminin ardindan ¢ozelti {izerine 300 L oleik asit eklenerek 80 °C ve
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800 rpm karistirma hizinda bir saat boyunca olgunlagtirma islemine birakilmistir.
Olgunlastirma islemi sonrasi birlikte ¢oktiirme yontemi ile iiretilen MNP’ler oda
sicakliginda pH=7 (Sartorius PP-50 professional model) olana kadar deiyonize su
ile yikanmistir [48]. Yikama isleminde neodimium miknatis kullanilmistir. pH’1 7
olan MIONP c¢ozeltisi liyofilizatorde (Lyostar-85, Telstar) dondurularak kurutulmus

ve bir sonraki basamaga kadar +4 °C’de buzdolabinda saklanmustir.

Sekil 2.1 MIONP iiretim asamast.

2.3 Manyetik Demir Oksit Nanopartikiillerin Fonksiyonellestirilmesi

Uretilen MIONP vyiizeylerinin fonksiyonel hale getirilmesi i¢in APTS kullanilarak
silanlama tepkimesi gergeklestirilmistir. Silanlama tepkimesinin ilk asamasinda;
MIONP’lara metanol, deiyonize su ve APTS iceren ortamda oda sicakliginda
30 dakika boyunca sonikasyon islemi uygulanmis ve ardindan ¢dzelti {lizerine
gliserol eklenerek 90 °C’ye ayarlanmis manyetik karistiricili 1siticida 6 saat
boyunca 800 rpm karistirma hizinda silanlama tepkimesi gerceklestirilmistir.
Tepkime sonunda yizeyi silanlanarak aktif hale getirilen MIONP’lar siras1 ile
metanol ve su ile yikanmistir. Silanlanmis MIONP’lar vakum etiiviinde (Forma
Scientific 6515) 40 °C sicaklik, 20 kPa vakum basmcinda, 15 kW/h kurutma
hizinda kurutulmustur. Kuruyan ornekler, bir sonraki basamaga kadar +4 °C’de

buzdolabinda saklanmigtir [35].
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2.4 CLEA ve Manyetik CLEA Uretimi

CLEA dretimi, Talekar vd. (2012)’nin kullandigi yontem temel alinarak
gergeklestirilmis ve yontemde bazi modifikasyonlar yapilmistir [35]. Tasiyicisiz
tutuklama yoéntemi olan CLEA Uretimi icin Candida rugosa lipaz1 pH’1 7.5 olan
0.1 M Nay;HPO4-NaH,PO, tuzlarindan hazirlanan tampon ortaminda vorteks cihazi
(Vorteks Genius 3,IKA) kullanilarak ¢dziilmiis ve ardindan +4 °C sicakligindaki
ceket tipi reaktore yerlestirilerek iizerine enzimin {iretim ortamindan gelen
safsizliklarin ¢Oktiiriillmesi amaciyla (NH;),SO, tuzu eklenmis ve 2 saat boyunca
200 rpm karistirma hizinda kanstirilmistir. Reaktorde +4 °C sicaklik sirkiilator
(Thermo Elektron Co., HAAKE Phoenix Il P2-C25P sirkilatér) yardimi ile
saglanirken karistirma islemi orbital karistiric1 (Selecta Co., Rotabit Model) ile
yapilmistir. Karistirma islemi sonunda lipaz enziminin ¢apraz baglanma islemi
%25°1ik gluteraldehitin eklenmesi ile saglanmistir. Capraz baglayici ajan GA’nin
eklenmesinden sonra 30 dakika devam eden karistirma islemi ardindan ornekler
buzdolabinda +4 °C degerinde 1 giin boyunca bekletilmistir. Bu siire sonunda
capraz baglh enzim agregatlar1 seklinde iiretilen lipaz biyokatalizorlerinin ¢ozelti
ortammdan geri kazanimi igin Srnekler +4 °C sicaklik ve 10000 rpm hizda 30
dakika boyunca sogutmali santrifiij cihazinda (Medifriger BL-S Model, Selecta
Co.) santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonunda iist s1v1 faz1 atilan 6rnekler, pH=7.5
olan 0.1 M Na,HPO4-NaH,PO, tamponu ile 5 kez yikanmistir. Yikama isleminden
sonra Ornekler liyofilizatorde (Lyostar-85, Telstar) kurutularak bir sonraki adimda

kullanilmak iizere buzdolabinda +4 °C sicaklikta saklanmistir.

Manyetik CLEA iiretiminde de yukarida verilen yontem uygulanmistir. Tek fark
baslangi¢ asamasinda pH’1 7.5 olan 0.1 M Na,HPO,-NaH,PO, tamponunda lipaz
enzimi ¢Oziuldukten sonra ortama, silanlama reaksiyonu sonucu ytizeyi modifiye
edilerek fonksiyonel hale getirilen MIONP eklenmesi ve demir nanopartikdilleri

disperse etmek icin 3 dakika sonikasyon isleminin uygulanmasidir.

2.5 Analitik Ydntemler
2.5.1 CLEA ve manyetik CLEA aktivitesinin belirlenmesi
Candida rugosa lipazt kullanilarak hazirlanan CLEA ve manyetik CLEA

formundaki tasiyicisiz enzim sistemlerinin hidrolitik aktivitesi, substrat olarak
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p-nitrofenilasetat (p-NPA)’in lipaz enzimi ile tepkimesi sonunda iiretilen
p-nitrofenol (p-NP)’iin iiretim hiz1 25 °C sicaklik, 200 rpm karistirma hizi ve
5 dakikalik tepkime siiresince Olgiilerek belirlenmistir [49,50]. Tepkimenin

stokiyometrik denklemi Sekil 2.2°de verilmistir.

. g o H Lipaz enzimi HO ﬁ
—C~ —< >—ND + > NO, + R—C-
2+ H20 Fosfat tamponu O 2 + R-C-OH
pH = 75,25 °C
p NPA p NP

Sekil 2.2 p-NPA’nin lipaz katalizli enzimatik hidroliz tepkimesi.

p-NP iiretim hizi spektrofotometrik olarak UV-vis spektrofotometre cihazinda
(UV-vis 1800, Shimadzu) p-NP’nin maksimum absorbans verdigi A=404 nm dalga
boyunda (EK 1) kinetik modda belirli zaman araliginda okunan absorbans
degerlerinin farkindan yararlanilarak hesaplanmigtir. Kalibrasyon dogrusu igin
pH=7.5 olan 0.1 M Na;HPO4-NaH,PO, tamponunda hazirlanan p-NP’nin belli
derisimlerindeki ¢o6zeltileri kullanilmistir (EK 2). CLEA ve manyetik CLEA
aktivite hesaplanmasinda kullanilan denklem EK 3’te verilmistir. CLEA ve
manyetik CLEA aktivitesi iinite (U) cinsinden belirlenmis olup bir enzim tinitesi;
birim zamanda 1 pmol substrati (p-NPA) Uriine (p-NP) dontistiiren enzim miktart

(g) olarak verilmistir.

2.5.2 Biyokatalizorlerin en uygun isletim kosullarimin belirlenmesi
CLEA ve manyetik CLEA biyokatalizorleriyle gerceklestirilecek tepkimeler i¢in en
uygun pH ve sicaklik degerleri, enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu pH ve

sicaklik degerleri belirlenerek bulunmustur.

CLEA ve manyetik CLEA i¢in optimum pH degeri; p-NPA substrati iceren
0.1 M NayHPO4-NaH,PO, tamponunda her bir kosul i¢in 1 mg enzim kullanilarak
25 °C sicaklikta ve 200 rpm karistirma hizinda, pH= 6, 7, 7.5 ve 8 degerlerinde

30 dakika siiresince inkibe edilen enzimin aktivitesi Bolim 3.5.1°de anlatilan
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yontemle Olciilerek belirlenmis ve aktivitenin en yiiksek oldugu pH degeri

saptanmistir.

CLEA ve manyetik CLEA i¢in optimum sicaklik degeri; p-NPA substrati iceren pH
icin belirlenen en uygun kosul olan pH=7.5 degerinde 0.1 M Na,HPO,-NaH;PO,
tamponunda her bir kosul i¢cin 1 mg enzim kullamlarak T=15, 25, 35 ve 45 °C
sicakliklarda, 200 rpm karistirma hizinda ve 30 dakika siiresince inkiibe edilen
enzimin aktivitesi Boliim 3.5.1°de anlatilan yontemle oOlciilerek belirlenmis ve

aktivitenin en yiiksek oldugu sicaklik degeri saptanmistir

2.5.3 CLEA ve manyetik CLEA saklama kararhhg

CLEA ve manyetik CLEA saklama kararlihigi +4 °C’de depolanan
biyokatalizorlerin 0.1 M Na,HPO,-NaH,PO, tampon sisteminde pH=7.5 ve
T=25 °C kosullarinda belirli periyotlarda alman orneklerinin aktivitesi Bolim

3.5.1°de anlatilan yontemle Ol¢iilerek belirlenmis 2 ay siiresince takip edilmistir.

2.5.4 Manyetik demir nanopartikillerin hidrodinamik boyut ve zeta
potansiyelinin belirlenmesi

Birlikte coktirme yontemiyle Gretilen orjinal MIONP’larin APTS ile silanlama
tepkimesi sonucunda yuzeyi fonksiyonel hale getirilen MIONP’larin ortalama
hidrodinamik ¢ap1 (Zo), polidispersivite indeksi (PDI) ve zeta potansiyeli (ZP)
Olgtimleri Zetasizer (Nano ZS, Malvern) cihazinda yapilmistir. Analizlerden énce
ornekler 1/99 oraninda seyreltilerek bes dakika sonikasyona tabi tutulmustur.

Zetasizer cihazinda hidrodinamik boyut analizleri; 25°C sicaklikta, 633 nm dalga
boyunda 4.0 mV He-Ne lazer kullanilarak foton kolerasyon spektroskopisi yontemi
ile yapilmaktadir. Dinamik 1sin sagilimi (Dynamic Light Scattering; DLS) ile
Olcilen Zy degeri bir partikiilin sivi igerisinde nasil hareket ettigini
gostermektedir. Analizlerde ortamin viskozite degeri 0.8872 cP ve kirilma indisi
1.33 olarak almmustir. Zo degeri, Esitlik 3.1 ile verilen Stokes-Einstein

denkleminden hesaplanmaktadir.

_ kgT
ort = 3.mp [3.1]
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Esitlik 3.1°de Zor; hidrodinamik ¢ap1 (nm), kg; Boltzmann sabiti (1.38x107%%) K™),

T; sicaklik (K), n; viskozite, D; difuizyon katsayisini gostermektedir.

Zetasizer NanoZS cihazinda ZP Ol¢limii faz analizi 1s1n sagilimi (Phase Analysis
Light Scattering; PALS) yontemine gore yapilmaktadir. Partikiillerin ZP degerleri,
Olciilen elektroforetik hareketlilik yardimi ile Henry denklemi kullanilarak Esitlik
3.2 ile hesaplanmaktadir:

_ 260f (ka)

o [3.2]

E

Esitlik 3.2°de p;elektroforetik hareketlilik (8.854x10"%F m™), ¢; ortamin dielektrik
sabiti (78.5), C; zeta potansiyeli (mV), n; ortamin viskozitesi (0.8872 cP) ve f(ka);
Henry fonksiyonudur. «; elektriksel ¢ift tabaka kalinliginin/Debye uzunlugunun
tersi, a; partikiil yaricapidir. Cift tabaka kalinliginin partikiil boyutundan daha
kiigiik oldugu varsayimini kullanan Smoluchowski yaklasimi ile f(ka)=1.5 degeri

alinarak zeta potansiyeli degeri polar ¢oziiciiler i¢in hesaplanabilmektedir [51].

2.5.5 FTIR spektrofotometre

Birlikte coktirme yontemi ile dretilen orjinal MIONP, yuzeyi fonksiyonel hale
getirilmis MIONP ve CLEA bagli MIONP’larin yapisinda meydana gelen
degisimler; KBr pelletleri hazirlanarak FTIR (Fourier Transform Infrared
Spectrum 100, Perkin Elmer) spektrofotometresinde, 4000-400 cm™ bélge

araliginda, 4 cm™ spektral ¢oziiniirliigiinde ve 4 tarama sayisi ile belirlenmistir.

2.5.6 SEM analizleri

Birlikte ¢coktirme yontemi ile Uretilen MIONP’lar ile manyetik CLEA’larin SEM
analizleri Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezinde
bulunan Leo 440 Computer Controlled Digital model SEM cihazinda hizmet alim1

yoluyla yaptirilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

3.1 Manyetik Demir Oksit Nanopartikiil Uretimi ve Mol Oram EtKkisi

Manyetik demir oksit nanopartikiller, Bolim 3.2°de verilen birlikte ¢oktirme
yontemi ile tretilmistir. Fe?":Fe®* 'nin 1:1, 1:2 ve 1:3 mol oranlarinda Fe,SO,4 ve
FeCls tuzlar kullanilarak MIONP iiretimine mol oram etkisi incelenmistir. Her bir
kosulda tiretilen MIONP’lar ¢ozelti pH’1 7 olana kadar neodimium miknatis
kullanilarak yikanmustir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 MIONP’larin neodimium miknatis ile yikanmasi.

Farkli mol oranlarinda iiretilen MIONP’larin ortalama hidrodinamik c¢ap (Zort), zeta
potansiyeli (ZP) ve polidispersite indeks PDI degerleri ZetaSizer cihazinda sirasi ile
DLS ve PALS yontemleriyle belirlenerek Cizelge 3.1’de sunulmustur.

Cizelge 3.1 MIONP’larin Zo PDI ve ZP degerleri: Mol orani etkisi

Fe®*:Fe® Zot(nm) | PDI ZP (mV)
mol orani
1:1 218.9 0.311 -29.3
1:2 72.06 0.187 -28.8
1:3 401.1 0.441 273

Farklt mol oranlarinda iiretilen MIONP’larin Zy degerlerinin birbirinden farkli
oldugu belirlenmistir. Zox degerlerini, PDI degerleri ile birlikte yorumlamak

gerekir. PDI degerinin kiiciik olmasi monodispers yapmin hakim oldugunu
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gostermektedir. 1:2 mol oraninda firetilen demir nanopatikiillerin PDI degeri en
kiigliktlir ve dolayisiyla Zot degeri de diger iki kosulda Uretilen partikillere gore
kicuktr.

Maity ve Agrawal (2007) c¢alismalarinda sulu ortamdan ¢oktiirme yontemi ile
magnetit (FesO,) nanopartikill sentezinde, Fe?* nin Fe**’e oksidasyonundan dolay:
Fe*:Fe** mol orammin tepkime siiresince 2:1 oraminda tutulamayacagim
bildirmislerdir. Bu nedenle Fe**:Fe®* mol oranmin 2:1 oranindan kiiciik olmasi
gerektigini dolayisiyla Fe® 'nin oksidasyonunun bu sekilde telafi edilebilecegini
bildirmisleridir. Uretilen partikiillerin temel yapisimin maghemitten olustugunu az

miktarda ise magnetit icerdiklerini bildirmislerdir [52].

Mascolo vd. (2013), magnetit NP’leri tek basamakta birlikte ¢coktlirme ydntemi ile
oda sicakliginda iiretmigler ve NaOH, KOH ve (C;Hs5)sNOH gibi farkli baz
tiirlerinin  etkisini incelemislerdir. Uretilen magnetit NP’leri  boyutunun
NaOH>KOH>(C,Hs5)sNOH sirasina gore azaldigini bildirmislerdir. Ayrica
Fe?*:Fe** mol oramimin 2:1 olmasi durumunda maghemit gibi diger fazlar

olusmadan magnetit olusumu igin uygun oran oldugunu belirtmislerdir [53].

Farklt mol oranlarinda iiretilen demir nanopartikiillerin zeta potansiyeli degerleri
yaklasik ayni ve negatif deger olarak ol¢iilmiistiir. Zeta potansiyelinin biiytkligi
kolloidal sisteminin kararliliginin bir gostergesidir. Kararli ve kararsiz sulu
dispersiyonlarda zeta potansiyeli igin genel olarak +30 ya da -30 mV degerleri bir
ayrim ¢izgisi olarak alinir. Yani sistemin kararli olmasi icin mutlak degerce
30 mV’dan biiylik olmasi gerekmektedir [51]. TUm partikiller nispeten blylk
negatif veya pozitif ZP degerine sahipse, birbirlerini iterler ve kararli bir yap1
olusur. Olduk¢a diisik ZP degerlerine sahip partikiiller varsa agregasyon
Onlenemez ve kararsiz bir yapi olusur. Her {i¢ mol oraninda zeta potansiyeli
degerinin negatif olmasi manyetik demir nanopartikll yizeyindeki FeO" ve —OH"
iyonlarindan kaynaklanmaktadir [54]. Uretilen demir nanopartikillerin zeta
potansiyel degeri -30 mV smirma oldukc¢a yakindir. Olgiilen bu degerler demir

nanopartikiillerin kararli yapida olabilecegini gostermektedir [55].
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Farkli mol oranlarinda tiretilen MIONP’larin kimyasal yapilarinin karakterizasyonu
FTIR analizleri ile belirlenmis ve elde edilen spektrumlar karsilagtirmali olarak

Sekil 3.2°de sunulmustur.
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%T 2017.48
2921.00 1407.25

2851.32

2924.65

1631.14 1058.87
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Sekil 3.2 Fe?*:Fe®* farkli mol oranlarinda birlikte ¢oktiirme yontemi ile
uretilen MIONP’larin FTIR spektrumlari: a) 1:2 b) 1:1 ¢) 1:3.

Sekil 3.2°de verilen FTIR spektrumunda; 582-594 cm™ dalga sayis1 araliginda
diisiik frekansta gozlenen titresim bandlar1t Fe3O, molekuluntn kristal kafes
yapisinin olustugunu gostermektedir ve bu bantlar MIONP’un tetrahedral kristal
kafes yapisindaki Fe-O gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir. 1:1 ve 1:2 mol
oranlarinda bu piklerin siddetleri hemen hemen ayni iken 1:3 mol oraninda bu pik
siddetinin -diger iki mol oranina kiyasla- kiiciik olmas1 Fe3;O4 sentezinin basarili
olmadigini gostermektedir. 1626-1631 cm™ dalga sayisindaki absorpsiyon bantlari
sudan kaynaklanan O-H gerilme titresiminden, 3367-3400 cm™ dalga sayisindaki
absorpsiyon bantlar oleik asit veya sudan kaynaklanan O-H gerilme titresiminden
kaynaklanmaktadir [56, 57, 58]. 2852 ve 2921-2924 cm™ arasindaki absorpsiyon

bantlar1 oleik asitten kaynaklanan C-H gerilme titresiminden, 1407 cm™
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frekansindaki absorpsiyon bandi havadaki CO;’den kaynaklanan C-O titresiminden
kaynaklanmaktadir [52].

Farklt mol oranlarinda tiretilen MIONP’larin Zyt, PDI, ZP degerleri ve FTIR
spekturmlar1 birlikte degerlendirildiginde partikiil boyutunun en kiicik ve
monodispers yapinin hakim oldugu, ZP degeri acisindan kolloidal kararlilik sinirina
giren ve Fe3s04 magnetit kristal kafes yapisinin basarili bir sekilde olustugu mol

orani degeri olarak Fe?*:Fe®"iin 1:2 degerinin uygun oldugu belirlenmistir.

Sekil 3.3’de Fe®*:Fe***iin 1:2 mol oraninda (retilen MIONP’larin SEM fotografi
sunulmustur. Birlikte ¢oktiirme yontemi ile tiretilen MIONP’un DLS analizlerinden
elde edilen Zy degeri 72.06 nm olarak belirlenmistir. SEM fotografindan
yararlanarak dretilen MNP’lerin yapilan boyut dagilimi analizinde (Sekil 3.4) farkli
blytikliikte partikiiller olmasina karsin ortalama gapinin %45 oraninda 60-80 nm
araliginda oldugu partikiillerin homojen, diizenli ve kiiresel yapida oldugu

belirlenmistir. DLS ve SEM analizlerinin uyum i¢inde oldugu goézlenmistir.

£ S

ﬁ"’ﬂ:‘uﬂ T

Mag = 50.00 K X Detector = SE1
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Sekil 3.3 Manyetik demir oksit nanopartikil SEM goriintusa.
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Sekil 3.4 Manyetik nanopartikiillerin ortalama boyut dagilimi1 (n=24).

Rahman vd. (2011) hidrotermal sentez yontemi ile (Grettikleri demir
nanopartikiillerin ¢apimnin SEM analizleri yardimi ile 50-90 nm araliginda oldugunu
ve ortalama olarak 60 nm ¢apli uniform, kiiresel demir nanopartikiiller iirettiklerini
bildirmislerdir [57]. Shen vd. (2013) Fe?* ve Fe** siilfat tuzlarii kullanarak NaOH
ortaminda birlikte ¢oktlirme yontemi ile tirettikleri demir nanopartikiillerin ortalama
capmm1 TEM analizlerinden belirleyerek, partikiillerin 50-70 nm araliginda diizenli

bir yapiya sahip oldugunu bildirmislerdir [59].

Fe304 ¢ozeltisinin PDI degeri 0.187 olarak olgiilmiistiir. Olgiilen PDI degerinin
diisiik olmas1 DLS analizleri i¢in 6rnegin uygun oldugunu, mono disperse yapinin
hakim oldugunu ve agregasyonun olmadigi gostermektedir [60]. SEM analiz

sonuglarmin da literatiir ile uyumlu oldugu gézlenmistir.

3.2 Manyetik Demir Oksit Nanopartikiil Yiizeyinin Fonksiyonellestirilmesi

Birlikte ¢coktirme yontemiyle Uretilen MIONP’larin yizeyinde APTS ile silanlama
tepkimesi sonucunda CLEA’nin baglanmasi i¢in -NH; gruplar olusturularak
MIONP vyiizeyleri fonksiyonel hale getirilmistir. Silika, MNP’ler icin kaplama
malzemesi olarak kullanilmaktadir. BOlim 2.3°de anlatilan yontem ile iiretilen

yuzeyi fonksiyonel hale getirilen MIONP’lar Sekil 3.5’de sunulmustur.
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Sekil 3.5 Yiizeyi fonksiyonellestirilmis MIONP.

Silanlama tepkimesiyle yiizeyi fonksiyonellestirilen MIONP’lar ve orjinal
MIONP’larin ile karsilagtirmali FTIR spektrumlar Sekil 3.6’da sunulmustur.
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Sekil 3.6 MIONP FTIR spektrumlari: a) Orjinal b) APTS ile yizeyi
fonksiyonellestirilmis.

APTS ile vyizeyi fonksiyonel hale getirilen edilen MIONP’larin FTIR
spektrumunda (Sekil 3.6b) orijinal MIONP spektrumunda (Sekil 3.6a) yer almayan
yeni pikler gozlenmistir. Bu ortaya ¢ikan yeni pikler MIONP yiizeyine yeni
gruplarin ~ baglandigin1  ve silanlama reaksiyonunun basarili  oldugunu

gostermektedir. Sekil 3.6b’deki 1110.35 cm™ ve 1052.88 cm™ dalga sayisindaki
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pikler sikloksanlarin Si-O-Si gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir ve silan
polimerinin magnetit NP yiizeyine baglandigini gostermektedir. Ayrica 894 cm™
dalga sayisindaki pik siddetinin orijinal MIONP’lara kiyasla silanlama
tepkimesinden sonra artmast da magnetit NP ylzeyine silan polimerinin
baglandigin1  gostermektedir ve bu artig Si-O-OH gerilme titresiminden
kaynaklanmaktadir. 1333.83 cm™ bandi ise APTS molekiilindeki primer amin
grubundan kaynaklana C-N gerilmesine aittir [36, 61].

Yuzeyi APTS ile tepkimesiyle fonksiyonel hale getirilen MIONP’larin Zor, PDI ve
ZP degerleri Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2 Yiizeyi fonksiyonellestirilen MIONP’larin Zo PDI ve ZP degerleri

MIONP Zort (NM) PDI ZP(mV)

Fes04 159.3 0.309 -20.9

Yiizeyi modifiye edilmis MIONP’larinn DLS analizi sonucu Zo degeri 159.3 nm
olarak belirlenmistir. Orjinal MIONP’un Z degeri 72.06 nm iken (Cizelge 3.1)
yuzeyi fonksiyonel hale getirilen MIONP’un Z,: degerindeki artig yiizeye yeni bir
grup baglandigin1 gostermektedir. Benzer sekilde literatiirde yapilmis olan ve
asagida 6zetlenmis olan ¢alismalarda demir nanopartikillerin ylzeyinin kaplanma /

modifikasyon igleminden sonra Zo: degerinde artislar gozlenmistir:

Marinin (2012) c¢alismasinda birlikte c¢oktiirme yontemi ile irettigi demir
nanopartikilleri SiO; ile kaplamis ve kaplama isleminden sonra yaptigi boyut

analizinde Zor; degerinin arttigini bildirmistir [62].

Lancucka vd. (2014) katyonik kitosanla modifiye ettikleri demir nanopartikulleri
silika ile kaplamiglar ve kaplama islemi sonucunda Z,: degerlerinde artig
gozlemlemislerdir. Bu artig partikil boyutunun artmasi ile sagilan 1$181n
yogunlugundaki artistan dolayr kiimiilant analizde fazla hesaplama nedeniyle

oldugunu belirtmistir [63].

Orjinal demir nanopartiktlin zeta potansiyeli degeri -28.8 mV (Cizelge 3.1) iken
fonksiyonel hale getirilen demir nanopartikiliin zeta potansiyeli -20.9 olarak

belirlenmistir. Yikteki bu degisim APTS molekuliinden kaynaklanan pozitif yikli

44



—NH; grubu ile negatif ytkli SiO™ grubunun yer degistirmesi sebebiyle olmaktadir.
Bu yer degistirme yiikte pozitif bir artisa neden olmaktadir [64].

3.3 CLEA ve Manyetik CLEA Karakterizasyonu

Bolum 2.4’de verilen yontemle CLEA ve manyetik CLEA’lar sentezlenmistir.
Sentezlenen CLEA ve manyetik CLEA’larin fiziksel goriinimleri Sekil 3.7’de
sunulmustur. Sekil 3.7’den MIONP tabanli CLEA’nin neodimium miknatis
tarafindan c¢ekildigi dolayisiyla manyetik ayirma ile CLEA biyokatalizoriiniin

tepkime ortamindan kolaylikla ayrilabilecegi gozlenmektedir.

Sekil 3.7 Sentezlenen CLEA’lar: a) manyetik CLEA b) CLEA.

CRL, CLEA ve manyetik CLEA’nin kimyasal yapist Sekil 3.8’de karsilastirmali

olarak verilen FTIR spektrumlarindan belirlenmistir.
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Sekil 3.8 FTIR spekturumlari: a) CRL ve b) CLEA c) manyetik CLEA.

CRL, CLEA ve manyetik CLEA spektrumlarindaki ortak temel pikler protein
yapisini gosteren amid | (1600-1700 cm™) ve amid 11 (1480-1585 cm™) bantlaridir.
Amid | bandi peptid bag: ilizerinde bulunan C=0 gerilmesinden kaynaklanirken
amid II band1 peptid bagindaki N-H egilmesinden kaynaklanmaktadir (Sekil 3.9)
Diger amid bantlart; amid III band1 1200-1300 cm™ dalga sayis1 araliginda CRL ve
CLEA yapisinda gozlenirken amid V-V bandlar1 CRL, CLEA ve manyetik CLEA
yapilarinda 534-800 cm* dalga sayis1 araliginda gozlenmistir. CLEA ve manyetik
CLEA arasindaki temel farki gosteren pik ise manyetik CLEA’daki Fe3O, yapisina

ait Fe-O titresimini gdsteren 576.57 cm™

dalga sayisindaki piktir. FTIR
spektrumunda 3342-3392 cm™ arasindaki genis pikler N-H ve O-H gerilme
titresimlerinden, 2928-2937 cm™ dalga sayilari arasindaki pikler C-H gerilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Manyetik CLEA’daki 1106.91 cm™ dalga
sayisindaki pik APTS molekilinden gelen Si-O-Si ve Si-O-H bag titresimleri yer

alir [65, 66, 67, 68, 69].
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Sekil 3.9 Polipeptid zinciri lizerindeki amid I ve amid II gruplari.

Candida rugosa lipazindan sentezlenen CLEA ve manyetik CLEA’nin SEM
fotograflar1 Sekil 3.10 ve Sekil 3.11°’de sunulmustur. Manyetik CLEA’nin SEM
fotografinda enzimin spesifik bosluklar1 gozlenmektedir (Sekil 3.10). Dolayisiyla
bu bosluklar yiizey alanmni artttirmaktadir. Sekil 3.10 ile kiyaslandiginda
Sekil 3.11°de demir NP yapisinin baskin olmadigi gézlenmis, dolayisiyla CLEA
bosluklar1 iginde MIONP’larin tutuldugu belirlenmistir. Bu bosluklar sayesinde
enzim substrata kolayca baglanabilmistir. Benzer bir sonucu Xu vd. (2011)
calismalarinda belirtmislerdir. Calismalarinda ¢apraz bagh tirozinaz agregatlarini,
amonyum siilfat ile ¢oktiirme ve devaminda GA ile ¢apraz baglama islemleriyle
hazirlamiglardir. Bu CLEA’larin aktivite ve stabiliteleri, sulu ¢ozelti, organik
¢oziici ve 1iyonik sivilarda arastirllmistir. Tirozinaz CLEA’larmin  SEM
fotograflarindan, yiiksek yiizey alanli ve ¢ok sayida bosluga sahip amorf bir yap1
gozlenmistir. Bu  yapmin  substratin  enzim  molekiillerine  ulasmasini

kolaylastirdigini agiklamiglardir [70].
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Sekil 3.11 MIONP-CLEA SEM goruntasu.
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Kopp vd. (2014) yaptiklar1 calismada penisilin G-asilaz enziminin, manyetik ¢apraz
bagli enzim agregatlarini, ¢oktiicli ajan olarak 1,2-dimetoksietan, TBA ve PEG 600
kullanarak sentezlemisler, katalitik ve morfolojik ozelliklerini incelemislerdir.
Kullanilan farkli ¢oktiiriicii tlirlerinden sentezlenen manyetik CLEA’larin ¢ekilen
SEM fotograflarinda farklilik gozlemlemislerdir. TBA ile elde edilen CLEA ile
daha diizenli bir yap1 elde edilmistir [4].

3.4 CLEA’lar icin En Uygun pH Degerinin Belirlenmesi

CLEA ve manyetik CLEA biyokatalizorleri i¢in en uygun pH degerleri Boliim
2.5.2’de verilen yonteme gore incelenmistir. CLEA ve manyetik CLEA’lar p-NPA
substrati iceren 0.1 M Na,HPO4-NaH,PO,4 tamponunda, 25 °C sicaklik ve 200 rpm
karigtirma hizinda, pH= 6, 7, 7.5 ve 8 degerlerinde 30 dakika siiresince inkiibe
edilmis ve pH ile aktivite degerlerinin degisimi sirasi ile Sekil 3.12 ve Sekil 3.13’de

verilmigtir.
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Sekil 3.12 pH ile CLEA aktivitesinin degisimi.
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Sekil 3.13 pH ile manyetik CLEA aktivitesinin degisimi.

CLEA ve manyetik CLEA’larin pH davranislart benzer 6zellik gostermis olup
pH’in 6’dan 7.5’a arttirilmasi ile aktivite degerleri artmis pH=8 degerinde ise
aktivitede azalma gozlenmistir. CLEA ve manyetik CLEA’lar i¢in en uygun pH
degeri 7.5 olarak belirlenmistir. Benzer sekilde Talekar vd. (2012) calismalarinda
a-amilaz enziminin CLEA ve manyetik CLEA’larm iireterek her iki enzim igin

optimum pH degerini 6 olarak belirlemislerdir [3].

Manyetik CLEA’larin, CLEA’lara gore aktivite degerlerinin her pH degerinde
diisik oldugu go6zlenmistir. Bunun sebebi, manyetik CLEA’da var olan
MIONP’larin bir kismimin enzimin aktif konumlarmi -GA ile ¢apraz baglanma
tepkimesi sirasinda- kapatmasi olarak disiiniilmektedir [5]. Her pH degeri igin
aktivitedeki % azalmalar sirasiyla pH=6 igin %69.23, pH=7 icin %42.18, pH 7.5
icin %46.34, pH 8 icin % 62.31 olarak belirlenmistir. Dolayisiyla asidik ve bazik
kosullarda aktivitedeki diisiis degeri notral pH degerlerinden daha fazladir. Asidik
ve bazik kosullarda CLEA ve manyetik CLEA aktivitesinin azalmasi enzimin
biyokatalitik aktivitesi ile ilgili olan {Gcuncil yapisinin degismesinden

kaynaklanmaktadir [71].

50



3.5 CLEA’lar i¢in En Uygun Sicaklik Degerinin Belirlenmesi

CLEA ve manyetik CLEA biyokatalizorleri i¢in en uygun sicaklik degerleri
B6lim 2.5.2°de verilen yonteme gore; pH 7.5 degerinde 0.1 M NayHPO4-NaH,PO,
tamponunda, T=15, 25, 35 ve 45 °C sicakliklarda, 200 rpm karigtirma hizinda ve
30 dakika siiresince inkiibe edilen enzimin aktivitesi Olgiilerek belirlenmis ve
aktivitenin en yiiksek oldugu sicaklik degeri saptanmistir. CLEA ve manyetik
CLEA i¢in sicaklikla aktivitenin degisimi sirasi ile Sekil 3.14 ve 3.15’te verilmistir.

Sicaklik artisiyla birlikte CLEA ve manyetik CLEA i¢in aktivitenin arttig
gozlenmistir. En uygun sicaklik degeri CLEA ve manyetik CLEA icin 45 °C olarak
belirlenmistir. Manyetik CLEA’larin, CLEA’lara gore aktivite degerlerinin her bir
sicaklik degerinde diisiik oldugu goézlenmis, aktivitedeki % azalmalar sirasiyla
T=15 °C igin %80.28, T=25 °C igin %46.34, T=35 °C %53.27 T=45 °C icin
% 40.68 olarak belirlenmistir. Sicakligin artmas ile birlikte enzim aktivitesindeki
diisisler azalmistir. Dolayisiyla CLEA ve manyetik CLEA’larin  yiiksek

sicakliklarda daha kararh oldugu gozlenmistir.
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Sekil 3.14 Sicaklik ile CLEA aktivitesinin degisimi.
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Sekil 3.15 Sicaklik ile manyetik CLEA aktivitesinin degisimi.

Talekar vd. (2012) a-amilazin GA bifonksiyonel ajan1 Kullanarak c¢apraz bagli
enzim agregatlart hazirlamig ve yiizeyi amino gruplartyla fonksiyonel hale
getirilmis manyetik demir nanopartikiller iizerine baglamislardir. Uretilen CLEA,
manyetik CLEA ve serbest a-amilaz enzimi icin optimum sicaklik kosullari
belirlenmeye ¢alisilmistir. Farkli sicaklik degerlerinde yapilan aktivite dlgiimlerinde
a-amilaz igin 45 °C, CLEA icin 50 °C ve manyetik CLEA icin de 60 °C’de en
yiiksek aktivite degerlerine ulasildig1 gozlenmistir. Optimum sicaklik degerlerinde
ki bu kaymalara, CLEA’larin GA ile ¢apraz baglanmasi sirasinda proteinler
arasinda olusan kovalent baglarin sebep oldugu, bunun sonucunda enzimin
konformasyonel esnekliginin azalabildigi dolayisiyla bu sayede 1s1l olarak daha

kararli oldugu belirtilmistir [3].

Sui vd. (2012) glukonik asit ile MNP’lerin yilzey modifikasyonunu yaparak,
hidrofiliklik ve biyoafinitesini gelistirmiglerdir. Bu yiizey modifikasyonu yapilan
MNP’lere immobilize edilmis lipaz enzimini baglamiglardir. Yapilan dlgliimlerde
serbest ve immobilize enzim icin en yilksek aktivite degerleri 35 °C’de
gozlenmistir. Sicaklik 55 °C’ye cikarilarak yapilan Slgiimlerde serbest enzim
aktivitesinin %65’°ini kaybederken, immobilize enzimde bu deger %20’°de kalmistir.
Yiiksek sicakliklarda serbest enzim ve glukonik asit ile modifiye edilmis

stiperparamanyetik demir oksitle baglh lipaz enziminin termal stabilitesini yuksek
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oranda korudugu gozlenmistir. Yiiksek stabilite, immobilize lipaz enziminin ¢oklu

baglanma noktalarinin varligindan kaynaklandigi belirtilmistir [72].

3.6 CLEA ve manyetik CLEA Uretiminde depolama stabilitesinin dl¢tilmesi

Optimum {retim kosullar1 saglandiktan sonra ftretilen CLEA ve manyetik
CLEA’nm pH 7.5 ve 25 °C sicaklikta 2 ay siiresince alman aktivite dlciimleri
sirastyla Sekil 3.16 ve Sekil 3.17°de verilmistir. CLEA ve manyetik CLEA
aktivitelerinde zamanla azalma gozlenmemis aksine depolama siresi sonunda

baslangic aktivilerine gore aktivitelere ortalama %25 civarinda artis gdzlenmistir.
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Sekil 3.16 CLEA aktivitesinin zamanla degisimi.
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Sekil 3.17 Manyetik CLEA aktivitesinin zamanla degisimi.

Literatiir arastirmalarinda Talekar vd.(2012), a-amilazin GA ¢apraz baglayicisi
kullanilarak iiretilen ¢apraz bagli enzim agregatlari hazirlamis ve ylizeyi amino
gruplariyla fonksiyonel hale getirilmis MNP’ler {izerine baglamislardir. Depolama
kararliligin1 6lmek i¢in serbest enzim, CLEA ve manyetik CLEA tampon igerisinde
+4 °C’de bekletilmistir. Uretilen CLEA, manyetik CLEA ve serbest a-amilaz
enziminin 18 giin boyunca depolama kararliligina bakilmistir. Serbest enzimin 18
giinlin sonunda aktivitesinin hemen hemen tamamini yitirdigi gozlenmistir. CLEA
ve manyetik CLEA’nin ise sirasiyla baslangi¢ aktivitelerinin %50 ve %80’ini
korudugu gozlemlenmistir. Bu sonuglar manyetik CLEA’nin depolama stabiltesinin

CLEA ve serbest enzime gore daha yiliksek oldugunu ortaya koymustur. [3].

Bu ¢alismada ise CLEA ve manyetik CLEA aktivitelerinde zamanla artis gdzlenmis
olup, bu artisin sebebi 6lglim capraz baglama ile olusan enzim ag yapisinin daha

kararli hale gelmesi olarak diistiniilmektedir [73].
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4. SONUCLAR

Biyoteknolojik proseslerde proteinlerin  6zellikle de katalitik 6zellige sahip
enzimlerin ayirma islemleri sirasinda yiiksek saflikta geri kazanimlari, yapilariin
denatiire olmamasi ve enzimlerin katalitik aktivitelerini kaybetmemeleri
kullanilacaklar1 bir sonraki proses i¢in Onemlidir. Biyoteknolojik proseslerde
ortamdan biyoiiriinleri ayirma ve saflagtirma islemleri toplam maliyet i¢inde
yaklasik %60’lik bir paya sahiptir. Biyodoniisiim verimliligi arttikca ayirma ve
saflagtirma islemlerinin genel maliyet igindeki paylart daha da yiikselecektir. Bu
nedenle ayirma-saflastirma islemlerinin biyoteknolojik {iretimler i¢in 6zel olarak

gelistirilmesi biiyiik onem tagimaktadir.

Bu projede, tasiyicisiz enzim tutuklama yontemlerinden olan ¢apraz bagli enzim
agragatlar1 ve manyetik demir oksit nanopartiklller kullanilarak manyetik CLEA
formunda gelistirilen biyokatalizor ile ozellikle degerli kimyasallarin sentezi,
farmasotikler ve gida prosesleri gibi biyoteknoloji endiistrisinin birgok alaninda
verimin arttirilmast  s6z konusudur. Ayrica manyetik aymrma iglemi ile
biyokatalizoriin ortamdan kolayca ayrilmasi enzimlerin geri dongiisiini
kolaylastirarak ayirma ve saflastirma islemlerinin toplam maliyet i¢indeki oranini

diisiirecek ve prosesi daha ekonomik hale getirecektir.

Bu yiksek lisans tez projesinde, manyetik CLEA biyokatalizér Gretimi i¢in model
olarak secilen Candida rugosa lipaz enziminin CLEA formu olusturularak; birlikte
coktirme yontemi ile uUretilen MIONP yiizeyine baglanmasi ve sentezlenen
biyokonjilige materyal sayesinde tepkime ortamindan manyetik ayirma ile kolaylikla
ayrilabilen mekanik ve 1s1l kararliligi yiiksek, aktivitesini uzun siire koruyabilen ve
uzun streli geri dongiilii isletimi miimkiin bir biyokatalizor gelistirilmistir.
Manyetik CLEA’larin pH, 1s1l ve depolama kararliliklart CLEA formu ile
karsilastirlmigtir. Uretilen CLEA ve manyetik CLEA’lar FTIR, SEM, DLS, PALS

analizleri ile karakterize edilmis elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

o Birlikte ¢oktirme yontemi ile dretilen MIONP yapisinin magnetitden
(Fes04) olustugu FTIR analizlerinde yaklasik 582.98 cm™ dalga sayisinda

gozlenen tetrahedral kristal kafes yapisindaki Fe-O gerilme titresiminden
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belirlenmistir. Uretilen MIONP’lar harici bir manyetik alan ile kolaylikla
hareket edebildigi gézlenmistir (Sekil 4.1).

e §

Sekil 4.1 MIONP’larin manyetik alan altindaki hareketi.

Manyetik Fes04 NP Uretimi, birlikte ¢oktiirme yontemi gerceklestirilmis ve
SEM analizi ile 60-80 nm partikiil ¢apr, DLS analizinden elde edilen
sonuclar da ise 72.06 nm hidrodinamik capa sahip manyetik Fe3O4
nanopartikiil sentezlenmistir. SEM ve DLS analizleri sonuglarinin uyum
icinde oldugu gozlenmistir.

Birlikte ¢oktirme yonteminde; Fe?*:Fe®" tuzlarindan farkli mol oranlarinda
(1:1, 1:2 ve 1:3) Uretilen Fe304 nanopartikiil sentezi gergeklestirilmis ve 1:2
mol oraninin birlikte ¢oktirme yénteminde Z,, PDI ve ZP 6lgiim sonuglari
acisindan uygun oldugu belirlenmistir.

Manyetik Fe3O, nanopartikil yizey modifikasyonu APTS ile silanlama
tepkimesiyle yapilmis, tepkimenin basarisi FTIR analizleri yardimi ile
yiizeyde yeni yaratilan Si-O-Si, Si-O-H, —NH; gruplarinin varligindan ve
ayrica Fe304 nanopartikilin DLS ve PALS analizlerinden belirlenen Zq ve
ZP degerlerinin degisiminden belirlenmistir.

Uretilen manyetik CLEA’nin FTIR analizleri sonucu amid | ve amid I

bandlarinin gbzlenmesi MIONP yiizeyine enzimin baglandigin1 gostermistir.
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Ayrica Fe3O, yapisina ait gerilme titresimleri 576.57 cm™ dalga sayisinda
gozlenmistir.

CLEA ve manyetik CLEA’larm, pH ve 1sil kararliliklar1 benzer davranis
gdstermis olup en uygun pH degeri 7.5 olarak belirlenmistir. Incelenen
sicaklik araliginda sicakligin artmasi ile her iki enzimin aktivitesinin arttigi
belirlenerek en uygun sicaklik degeri 45 °C olarak saptanmistir.

Uretilen CLEA ve manyetik CLEA’larm 2 ay slresince depolama
kararliliklar1 incelenmis ve bu siire zarfinda aktivitelerde %25 oraninda artig

gozlenmistir.
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EK-1 p-NP Spektrum Taramasi

0.1 M ve pH=7.5 kosullarindaki Na,HPO4-NaH,;PO, tampon sisteminde hazirlanan
p-NP'Un UV-vis spektrofotometreden elde edilen spektrumu Sekil El'de
gosterilmistir. Spektrum taramasinda da goriildiigii gibi spektrofotometrik

calismalar i¢in en uygun dalga boyu degeri p-NP i¢in 404 nm olarak saptanmustir.

0118

0,100

Ahs

0.000

-0.014 L L L
200.00 200.00 400,00 500,00 £00.00
nm

Sekil E1 p—Nitrofenol'iin spektrum taramasi
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EK-2 p—NP i¢in Kalibrasyon Dogrusu

Cizelge El'de p-NP’Un 0.1 M ve pH=7.5 kosullarindaki Na,HPO,-NaH,PO,
tamponunda farkli derisimlerinde hazirlanan ¢ozeltilerinin 25 °C sicaklikta ve
A=404 nm dalga boyunda UV-vis spektrofotometrede okunan absorbans degerleri
sunulmustur. Cizelge E1l'deki verilerin grafige gegirilmesi ile elde edilen p-NP’ln

kalibrasyon dogrusu Sekil E2'de gdsterilmis olup R? degeri ~1 olarak belirlenmistir.

Cizelge E1 p—Nitrofenol derisimlerinde 6lgiilen absorbans degerleri

p—NP derisimi (uM) 2 4 6 8 10
Absorbans 0.029 0.055 | 0.081 0.107 0.130

0.16
014 4 A=404 nm y=0,013x + 0,002

« R°=0999
0,12 4

<f 0,08 -

0.06
0.04

0.02 4

0.00 = T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

Cp-NP (HM)

p—NFA — p—NF
enzim ~————
substrat irin

Sekil E2 p—NP i¢in kalibrasyon dogrusu.
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EK-3 Enzim Hidrolitik Aktivitesinin Hesaplanmasi

Seyreltik sistemlerde absorbans ile derisim arasindaki iliski Lambert—Beer yasasi

ile tanimlanir (Denklem E1).

A=¢bC (E1)
Burada;

A : Absorbansi

€ : Molar absorptivite katsayis1

b : Is1i@in ¢6zelti iginde aldigr yol

C : Cozelti derisimi

Denklem (E1)'in her iki tarafi herhangi bir bagimli degiskene gore tlirevi alinirsa

Denklem (E2) elde edilir.

dA=d(cbC) (E2)

€ ve b birer sabit oldugundan tiirev disina ¢ikartilir ve diizenlenirse Denklem (E3)

elde edilir.

dA=¢bdC (E3)

Lambert—Beer yasasi, derisim ile absorbans iliskisinin dogrusal oldugu durum igin

tanimlanmis bir yasadir. Bu durumda bir adi tiirevli diferansiyel denklem A

seklinde farklarla ifade edilebilir (Denklem E4).

AA =¢b AC (E4)
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Sekil E2'de gosterilen kalibrasyon dogrusu lineer bir degisim gostermektedir. Bu
degisimin egimi Denklem (E4)'de verilen eb degerinin kolaylikla Denklem (ES)

yardimiyla bulunmasini saglar.

S AA _
Egim = — = eb (ES)
Sekil E2’de sunulan p-NP derisime karsi absorbans degerleri-grafigin egimi

Denklem E5 geregince molar absorptivite katsayisi ve 1518in ¢ozelti i¢indeki aldigi

yolun ¢arpimina esittir (Denklem EO6).
eb=0.013 pM™* (E6)
Burada; b=1 cm olduguna gore & = 0.013 uM~* cm™ bulunur.

CLEA ve manyetik CLEA ile p-NPA’in hizdroliz tepkimesi tepkime
stokiyometrisine gére 1 pmol riin yani p-NP agiga ¢ikmasi i¢in es molar p-NPA
substrat1 gerektirmektedir. Denklem (E3)'deki tiirev zamana goére alinirsa Denklem

(E7) elde edilir;

BoepZ E7)
dt dt

Derigsimin zamanla degisimi olusan iiriin i¢in de ayni zamanda tanimlanabilinir
(Denklem ES8) ve bu derisim lineer bir iliskinin s6z konusu oldugu bdlge i¢in

yazilirsa bu durumda Denklem (E9) elde edilir.

dC _ 1 dA
Friabr (E8)
AC _ 1 AA

Friatdyr (E9)
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Denklem (E9)'daki matematiksel ifade, bélim 3.5.1’de verilen hidrolitik aktivitenin

tanimina gore asagidaki sekilde diizenlenmistir.

AC _ 1 AA

E - (0.013 cm™1uM1) (1 cm) (60) saniye (ElO)
20212825 AA (E11)
At saniye

E =1.282 Hl\./[ 60 san.iye umol/L 1L 25 mL. 1000mg CLEA AA(ElZ)
At saniye 1dakika 1puM 1000 mL 1 mgenzim 1gCLEA

AC (umol)

At T 1923 (g CLEA) (dakika) AA (E13)
AC (umol substrat)

At U = 1923 (g CLEA) (dakika) AA (E14)

Enzimin hidrolitik aktivitesinin belirlenmesine iliskin 6rnek bir hesaplama; 35 °C
ve pH 7.5 kosullarinda manyetik CLEA enziminden yola g¢ikarak p—NPA’mn
enzimatik hidroliz tepkimesi sonunda agiga ¢ikan iiriin p—NP'Un ¢ozelti igindeki
iretim hiz1 spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Kinetik modda gerceklestirilen
absorbans 6lgtimlerinin 2-3 ve 3-4 dakikalar1 arasinda olusan iiriiniin absorbans
degerleri farklarinin aritmetik ortalamalarindan yararlanilarak hesaplanmistir. Bu
dakikalar aktivitenin en diizgiin artan noktalar1 oldugundan segilmistir. 2, 3 ve 4
noktalarinda absorbans degerleri sirasiyla; 0.179, 0.235 ve 0.301 olarak
saptanmistir. Elde edilen deneysel bulgular 1s18inda enzimin hidrolitik aktivitesi

Denklem (E14)'den yararlanarak asagidaki gibi belirlenmistir.

AA, 5 = 0.235—0.179 = 0.056

AA3;, = 0.301 —0.235 = 0.066

AAs,+AA,;  0.066 + 0.056
aa= A2 . = 0.061
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AC umol substrat)

- (
i U =1923 (& CLEA) (dakika) x 0.061
U= 117.303 (umol substrat)

(g CLEA) (dakika)
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