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OZET

Anahtar kelimeler: Glukoz oksidaz, tannik asit, kobalt ferrit, immobilizasyon,
hidrotermal sentez, manyetik nanopartikiil

Bu tez ¢alismasinda, enzim immobilizasyonu i¢in yeni bir 6zellik gdsteren tannik asit
(TA) ile modifiye edilmis CoFe,O4 (CFO) manyetik nanopartikiiller kullanilarak
glukoz oksidaz (GOx) immobilizasyonu iizerine bir ¢alisma sunulmaktadir. Giicli
protein ve tannik asit baglanmasi kullanarak, glukoz oksidaz immobilizasyonu, farkli
kimyasallar gerektiren, zor, pahali, zaman alici ve enzim yapisina zarar veren
karmagik prosediirler gerektiren diger immobilizasyon yontemlerine kiyasla daha
basit bir sekilde fiziksel adsorpsiyon yoluyla gerceklestirilmistir. CFO, hidrotermal
yontem ile sentezlenmis ve glukoz oksidazi immobilize etmek igin TA ile modifiye
edilmistir. Immobilize edilmis glukoz oksidaz, pH 6,5 ve 45 °C'de maksimum
katalitik aktivite gdstermistir. Ornekler, CFO’nun yiizey modifikasyonunu ve glukoz
oksidaz immobilizasyonunu dogrulamak ig¢in titresen 6rnek magnetometresi (VSM),
termogravimetrik analiz (TGA), zeta potansiyeli ve Fourier transform infrared
spektroskopisi (FTIR) ile karakterize edilmistir. Ayrica, yiizey morfolojisi ve
orneklerin kimyasal yapisin1 ortaya koymak i¢in alan emisyonu taramali elektron
mikroskobu (FESEM) ve X-1sin1 kirinimi (XRD) yapilmistir. Lineweaver — Burk
grafigine gore, glukoz oksidaz immobilizasyon sonrasi1 glukoza karsi daha az
duyarliliga sahip olmus ve immobilize ve serbest gilkoz oksidazin Michelis-Menten
sabiti (Ky) sirasiyla 50,05 mM ve 28,00 mM olarak bulunmustur. immobilize
edilmis glukoz oksidaz, miilkemmel yeniden kullanilabilirlik gostermis ve 8 ardisik
aktivite testi calistirildiktan sonra bile, immobilizie edilmis glukoz oksidaz, yaklasik
olarak, ilk aktivitesinin %60'n1 korumustur.
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SYNTHESIS, FUNCTIONALIZATION AND GLUCOSE
OXIDASE IMMOBILIZATION OF CoFe, O, MAGNETIC
NANOPARTICULES

SUMMARY

Keywords: Glucose oxidase, tannic acid, cobalt ferrite, immobilization, hydrothermal
synthesis, magnetic nanoparticles

This thesis presents a study of glucose oxidase (GOx) immobilization by employing
tannic acid (TA) modified-CoFe,O, (CFO) magnetic nanoparticles which
demonstrates novel aspect for enzyme immobilization. By using the strong protein
and tannic acid binding, GOx immobilization was carried out via physical adsorption
in a simpler way compared with the other immobilization methods which require
various chemicals and complicated procedures which is difficult, expensive, time-
consuming, and destructive to the enzyme structure. CFO was synthesized by
hydrothermal method and modified with TA to immobilize GOx. The immobilized
GOx demonstrated maximum catalytic activity at pH 6,5 and 45 °C. The samples
were characterized by vibrating sample magnetometer (VSM), thermogravimetric
analysis (TGA), zeta potential, and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
all of which confirm the surface modification of CFO and GOx immobilization. Also,
field emission scanning electron microscope (FESEM) and X-ray diffraction (XRD)
were performed to demonstrate the surface morphology and chemical structure of
samples. According to the Lineweaver—Burk plot, GOx possessed lower affinity to
glucose after immobilization, and the Michelis-Menten constant (Ky) of
immobilized and free GOx were found to be 50.05 mM and 28.00 mM, respectively.
The immobilized GOx showed excellent reusability, and even after 8 consecutive
activity assay runs, the immobilized GOx maintained ca. 60% of its initial activity.

Xii



BOLUM 1. GIRiS

Glukoz oksidaz (GOx) bir oksidoreduktazdir ve reaksiyonun aktivasyon enerjisini
azaltarak glukonik asit ve hidrojen peroksitin kendiliginden hidrolizleriyle lakton ve
molekiiler oksijeni kullanarak beta D-glukozun D-glukoz-6-lacton’a oksidasyonunu
katalize eder [1]. Diger oksidoreduktif enzimler gibi GOx, kofaktdr olarak GOx’in
aktif bolgesini baglamak icin flavin adenin dintikleotit (FAD)’e izin veren Rosmann
tip katlanmis bir yapiya sahiptir [2]. Immobolizasyon ile elde edilen GOx’in
gelistirilmesi, maliyetteki diisiis ile GOx’in yeniden kullanimi agisindan glukoz
biyosensorleri i¢in biiyilk 6nem tasgimaktadir [3]. Uygun bir materyal iizerinde
enzimlerin immobilazasyonu enzimlerin sertligini artirabilir ve bdylece yapisal
degisikliklerin Onlenmesiyle operasyonel sartlar altinda kararlilik gelisir. Ayrica,
uygun ve dogru immobilizasyon yontemi segilerek, enzim immobilizasyonu
endiistriyel uygulamalarda mikrobial olusumlarin 6nlenmesi ve iirlinde enzim
kontaminasyonlarinin engellenmesi ve reaksiyon ortamindan kolay ayrilmasi gibi
birgok avantaj saglar [4]. Bir enzimin co-immobilizasyonu, tandem enzim katalizleri
kullanarak umut vadeden uygulamalarda calistirilabilir [5]. Literatiirde, nano dlgekli
materyallerin farkli tiirleri, 6rnegin mikro gbézenekli zarlar ve manyetik gozenekli

biyoaktif camlar GOx immobilizasyonu i¢in kullanilmaktadir [6-8].

Kiibik spinel yapili CoFe,Os manyetik nanopartiikiller (CFO), enzim
immobilizasyonu i¢in {stiin biyouyumlu olma, kolay ayrilabilir materyaller,
miikemmel manyetik 6zellik, yiiksek kimyasal kararlilik ve 6nemli mekanik gii¢ gibi
cazip yonlere sahiptir [9]. Hidrotermal sentez manyetik nanopartikiiller i¢in partikiil
boyut dagilimi, etkili morfolojik kontrol ile diisiik sicaklikta tercih edilen bir
yontemdir [10]. Bilgi depolama, elektronik cihazlar, tibbi teshisler ve manyetik
rezonans goriintiileme gibi nanomanyetizmada ki g¢aligmalar ve uygulamalardan

dolay1, MFe,04 veya MO-Fe,O3 yapili spinel demir tuzlarinin (M olarak belirtilenler



Fe, Co, Ni, Zn, Mn, gibi metaller) biiyliik 6nemi vardir [11]. Ozellikle, CFO tabanli
nanoboyutlu spinel ferrit malzemeler klinik uygulamalar, enzim immobilizasyonu ve
ilag tasima caligmalar1 i¢in muazzam bir potansiyele sahiptir [10, 12-14]. Ayrica,
gozenekli CFO c¢esitli uygulamalar i¢in sentezlenmistir [15]. Spinel ferrit
nanopartikiiller (NP) gelecekte cesitli alanlarda daha c¢ok kullanilacak gibi

goruntyor.

Tannik asit (TA) suda ¢oziinen bir polifenoldiir ve esas olarak deri iiretiminde bitki
ekstrakti, farkli metal iyonlar1 adsorpsiyonu i¢in regine lretimi ve su aritimi igin
polimerik bir koagiilant veya flokiilant olarak kullanilir [16-18]. TA molekiilleri
alkaloidleri, jelatini ve baska protein molekiillerini ¢oktiirdiigii i¢in, bu 6zelliginden
dolay1 cesitli uygulama alanlari icin Onemlidir. Proteinle ilgili uygulamalarda,
kivrimli ve agik bir yapiya sahip olan proteinler, sikica katlanmig yapilari ile tercih
edilirken polifenolik substratlar i¢in agik yapililar katlanmis yapilara goére daha
yiiksek affiniteye sahiptir [19]. Ayrica GOx, aktif bolgeden ayr1 olan polisakkaridler
ve polifenoller i¢in bir baglanma alanina sahiptir, bu da enzim immobiliasyonu i¢in
tercith edilmesini saglar, ¢linkii enzimin aktif bolgesi immobilizasyondan minimum

diizeyde etkilenir [3].

Bu tez calismasinda, TA ile modifiye edilmis CFO iizerine GOx immobilizasyonu
aragtirtlmistir. GOx immobilizasyonu i¢in iyi manyetik Ozellikleri ve kimyasal
dengeye sahip olmasindan dolay1 destekleyici materyal olarak CFO se¢ilmistir. CFO
hidrotermal yontemle sentezlenemis ve TA, fenolik hidroksil gruplar1 ve manyetik
nanopartikiillerin yiizeyinde ki Fe (III) arasinda ki koordinasyon baglar ile CFO
tizerine modifiye (CFO-TA) edilmistir. GOx, TA ve protein molekiilleri arasindaki
affinite kullanilarak CFO-TA {izerine immobilize (CFO-TA-GOx) edilmistir.
Hazirlanan ornekler XRD, FESEM, VSM, FTIR ve TGA ile karakterize edilmistir.
Serbest ve immobilize GOx’in relatif enzim aktiviteleri Dinitrosalisilik asit (DNSA)
kolorimetrik yontemine gore enzim aktifliginin Olg¢lilmesiyle karsilagtirilmistir.
Immobilizasyon basariyla gerceklestirilmis ve enzim aktivitesi immobilizasyon

isleminden sonra belli bir pH ve sicaklik araliginda bir 6l¢iide iyilesmistir [20].



BOLUM 2. MANYETIK NANOPARTIKULLERE ENZIiM
IMMOBILIiZASYONU

2.1. Manyetik Nanopartikiiller

Farkli boyutlarda sentezlenen manyetik partikiiller ¢cok degisik kullanim alanlarina
sahiptirler. Uygulama alanlarinin fazla olmasi nedeni ile manyetik nanopartikiiller
(MNP) son yillarda ¢ok sayida arastirmaci tarafindan arastirilmaktadir. NP, 20
nm’nin altindaki boyutlarda olduk¢a genis alanlarda uygulama sahasi bulurlar.
MNP’in uygulanan dis manyetik alan ile hareket ettirilebilmeleri ve bulunduklar
ortamlardan kolayca ayrilabilmeleri nedeniyle birgok uygulama alaninda biiyiik

avantajlar saglamaktadirlar. MNP ¢ok farkli yapilarda sentezlenebilirler.

1. Manyetit; Fe3;0,4 (magnetit) ve y-Fe,O3 (maghemit)

2. Metalik tozlar, Fe ve Co,

3. Spinel veta ters spinel yapida ferritler, MgFe,O4, MnFe,O4 ve CoFe,O4 Vb,
4. Alasimlar, CoPt; ve FePt [21].

Uygulamalarda kazandirdiklar1 avantajlar ve sagladiklar iistiin 6zellikler sebebiyle
saglik ve biyomedikal alanlarda hizla yayginlasan arastirma konular1 arasinda yer
almakta ve kullanim sahasi bulmaya baslamakta olan MNP’in baslica kullanim

alanlar1 soyle siralanabilir.

1. In-vivo teshis amach

- Manyetik rezonans goriintiileme
2. In-vivo tedavi amach

- Kontrollii ilag uygulamalari

- Gen terapisinde tasiyicivektor ya da yonlendirme ve tetikleme ajani



- Hipertemi (yiiksek sicaklikla istenmeyen dokularin tahribati)
3. In-vitro teshis amach

- Farkli biyolojik molekiillerin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi [22].

2.1.1. Manyetit

Manyetit (Fe304) bilinen ilk manyetik malzeme olup, milattan 6nce 1500’1i yillarda
kesfedilmistir (Sekil 2.1.). Kesfinden bugiine kadar ¢ok farkli manyetik malzemeler
gelistirilmesine ragmen hala ilizerinde ¢ok sayida calisma yapilmaya devam
edilmektedir. Manyetit, ters spinel kiibik yapiya sahiptir. Ters spinel yapida oksijen
atomlar1 merkeze bakacak sekilde yer alirken, yapidaki Fe katyonlar1 bazi bolgelerde
4, bazi bolgelerde 6 oksijen atomuyla g¢evrili halde bulunurlar. Oda sicakliginda

elektronlar Fe** ve Fe*" iyonlar arasinda gegis yapmaktadirlar [21].

Sekil 2.1. Nano boyutta Fe;O, [21].

Sekil 2.2.°de kristal yapist gosterilen manyetit, oksijen iyonlarinin kiip igerisinde {i¢
eksen boyunca birbiriyle karsilikli pozisyonlarda diizenli bir sekilde yerlestigi kiibik
birim hiicre merkezli sekil ile ters bir spinel kristal yapiya sahiptir. Birim hiicrede, 32
tane O® anyonu, 16 tane Fe** katyonu ve 8 tane Fe?* katyonui olmak iizere 56 atom
yer almaktadir [23].

Manyetik yap1 oksijen atomlariyla birbirinden ayrilmis iki manyetik alt tabakadan (A
ve B tabakalar1) meydana gelir. iki tabaka arasindaki etkilesimler oksijen anyonlari
ile saglanir. Bu etkilesimlere “dolayli” veya “siiper degis-tokus etkilesimler” adi

verilir. Siiper degis-tokus etkilesimleri ¢ok gii¢lii oldugundan A ve B tabakalari



arasinda spinlerin paralel olmayan diizenlenmesine neden olur. Bu nedenle A ve B

tabakasinin manyetik momentleri esit olmaz ve net bir manyetik moment olusur [23].

Fe {4 tane O atomu
ile gevrelenmis.)

Fe (6 tane O atomu
ile gevrelenmisg.)
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Sekil 2.2. Manyetitin ters spinel kristal yapisi [23]

Manyetit; poliyol, birlikte ¢oktirme, sonokimyasal sentez, mikroemiilsiyon,
hidrotermal ve mikrodalga hidrotermal teknikler olmak iizere ¢ok sayida farkli
yontemlerle sentezlenebilir. Manyetit sentezinde en ¢ok kullanilan yontemlerden biri
Fe?" ve Fe** tuzlarmm birlikte ¢oktiirmesidir. Bunun nedeni bu yéntemin kolay
uygulanabilir ve veriminin yiiksek olmasidir. Sentezlenen manyetik nanopartikiillerin
boyutu, morfolojisi ve bilesimi kullanilan demir tuzlarinin tiirti (6rn; kloriir, siilfat,
nitrat, perkloriir), kullanilan bazin tiirt (NaOH, KOH, NHj3) Fe’*/Fe** mol oran,
ortamin pH’s1 ve iyonik giiciine gore farkliliklar gostermektedir. Denklem (2.1)’deki
birlikte ¢oktiirme reaksiyonundan goriilebilecegi gibi, manyetit sentezi Fe?* ve Fe**

tuzlarinin sulu ¢6zeltisine (1:2 mol oraninda) baz eklenmesiyle gergeklesir [21].

Fe’" + 2Fe’" + 8OH — Fe;0, + 4H,0 (2.1)
2.1.2. Ferritler

Ferrit yapidaki manyetik malzemeler demir (I11) oksit ile birlikte ge¢is metali
oksitlerini igeren bilesiklerdir. Ferritler, yumusak ve sert ferritler olmak {izere iki
gruba ayrilirlar. Ferritlerin yapisinda demir oksit (Fe;O3) ve cesitli ilave metal
iyonlart bulunur. Fe,Oj ile birlesen iyonlar kristal yapiy1 ve ferritin tipini belirler.
Yumusak ferrritler, manyetik alandan c¢ikarildiktan sonra manyetik o6zelliklerini
yavas yavas Kaybettikleri gegici manyetik 6zellik sergilerler. Sert ferritler ise siirekli

manyetik 6zellik gosterirler ve bunu kaybetmezler. Yumusak ferritlerin ¢ogu ters



spinel yapida olup, MOFe,03; veya MFe,;O, genel bilesimine sahiptirler. Burada M
iki degerlikli metal iyonunu, (Fe®*, Mn?*, Ni**, Zn** veya Co®* vb.) temsil
etmektedir. Yumusak ferritler, dakikada bir¢ok kez manyetizasyon ve
demanyetizasyon edilebildikleri i¢in, alternatif akim gii¢ ve yiiksek frekans islemleri

gerektiren uygulamalar i¢in tercih edilirler.

Bilgi iletisim teknolojisindeki ¢ok hizli gelismeler yiiziinden son zamanlarda
yumusak manyetik maddelerin yiiksek frekansli islemlerine olan talep artmustir.
Bunun nedeni, manyetik ferrit nanopargaciklarin kalici miknatislar, manyetik sivilar,
manyetik ila¢ salinimi ve yiiksek yogunluklu kayit cihazlart gibi bir takim teknolojik
alanlardaki yaygin kullanimi ile birlikte diisiik maliyetli ve yiiksek performansh

oluslaridir.

Ferrit materyaller ayrica ¢ok yaygin olarak yiiksek manyetik gecirgenlik ve yiiksek
elektriksel 6zdireng o6zelliklerinden dolay1 cesitli elektronik aletlerde Ornegin
indiiktérlerde ve/veya elektronik dalga emicilerde (nispeten birkag yiiz MHz
civarindaki yiiksek frekans bolgesinde) kullanilirlar. Bununla birlikte daha yiiksek
frekans (birkag GHz) bolgelerinde gecirgenlik performansini artirmak i¢in ¢aligmalar

yapilmaktadir [24].

Kapali formiilii BaFe;,019 seklinde olan baryum ferrit temele tetrahedral kesim (A
kesimi) ve octahedral kesim (B kesimi) olmak iizere iki alt Orgiiniin kendini
tekrarlamasindan olusur (Sekil 2.3.). Yiiksek kalici miknatislanma ve koersivite
degerlerlerinden dolay1 ge¢miste manyetik hafiza bantlarinda kullanilmigtir. Ancak
tek domain biytlikligii yiiksek oldugundan (48 nm) yiiksek yogunluklu depolamaya

uygun degildir ve giiniimiizde bu amagla kullanilmamaktadir.

Kimyasal olarak son derece kararli bir yapiya sahip olan baryum ferrit bu nedenle
baska malzemelere genellikle kimyasal olarak baglanmaz. Seramik oldugundan
disiik genlesme katsayisina sahiptir bu nedenle yiiksek sicaklik farklarina
dayaniklidir ancak zorlanma altinda kirilgan bir malzemedir. Bu nedenlerden dolay1

mikrodalga sogurma uygulamalarina uygun olmasma karsin yiizeye dogrudan



uygulanamaz ve ancak baglayici bir matris igerisinde dagitilarak kullanilmasi gerekir

[25].

Sekil 2.3. Baryum ferrit i¢in birim hiicre [25]

2.2. Kobalt Ferrit

Cesitli ferritler arasinda kobalt ferritin (CoFe,O4) 6zel bir yeri vardir. Onu 6zel kilan
ozellikleri, yiiksek anizotropi sabiti (2,65x10°-5,1x10° erg/cm®), orta derecedeki
doyum manyetizasyonu (Ms = 80 emu/g), yiiksek koersivitedir (40 nm boyutundaki
bir tek domain CoFe,0,’in oda sicakligindaki degeri 4,3 kOe’dir). Diger MNP ile
kiyaslaninca kobalt ferrit daha gii¢lii ve oOzellikli baglar ile serum albumin
proteinlerine baglanabilmektedir. CoFe,O4 NP yaygin olarak manyeto-optik kayit
aletlerinde, yiiksek yogunluklu veri depolama aletlerinde, stres sensorleri ve diger

yiiksek frekans uygulamalarinda kullanilmaktadir.

Kiibik CoFe;04, oksijenin bir yiizey merkezli yap1 olusturdugu, ters bir kiibik spinel
yapiya sahip yaygin bir manyetik ferrittir. Co®* dort yiizlii veya sekiz yiizlii alanlari
kaplamaktadir (Sekil 2.4.). Pek cok manyetik gruplasmanin saglanabilmesi igin
CoFe;0, materyalinin manyetik diizeni, Co*”m kimyasal yapisin1 diizenleyerek

kontrol edilebilir [24].



A: Tetrahidral bilge ~ CoFe,O4:a =839 °A

B: Oktahidral bélge

A+B: Co+F
C: Oksijen anyonu =

Sekil 2.4. Spinel birime ait hiicre yapinin sematik modeli [24]

2.3. CoFe,04 Sentez Yontemleri ve Kullanim Alanlar:
CoFe;0, icin baz1 sentez teknikleri:

- Yanma reaksiyonlari

- Hidrotermal yontemi

- Termal dekompozisyon
- Ball milling

- Polyol metodu

- Birlikte ¢okelme metodu
- Mikro emiilsiyon

- Sol-jel metodu

- Sicak izostatik basing (HIP) ve spar plazma sinterleme (SPS) metotlari [24].

Mikroemiilsiyon, birbiri igerisinde ¢éziinmeyen iki sivi i¢inde meydana gelmektedir.
Ornegin su ve yag molekiilleri birbirine karistirildiginda, her iki malzemede birbiri
icinde  ¢Oziinmeyen  kararli  askilar  olustururlar.  Su igerisinde  yag
mikroemiilsiyonlarinda olusan mikrodamlaciklara “misel”, yag igerisinde su
mikroemiilsiyonlarinda olusan mikrodamlaciklara da “ters misel” adi verilir.
Mikroemiilsiyon sentezleme yoOnteminde, su-yag karisiminda sulu ¢ozelti kismu,
karisima konulan Fez+, F63+, Co*" ve Mn* gibi metal tuzlarin1 ve bunlar ¢oktiirmek
icin sodyum hidroksit (NaOH), amonyum hidroksit (NH4;OH) gibi bazlar

icermektedir. Cozeltideki yag fazi su iginde ¢oziinmeyen organik siviyl



olusturmaktadir. Yag fazi i¢in polar olmayan organik ¢oziiciiler (hegzan, heptan,
toltien gibi) kullanilmaktadir. Birbiri igerisinde ¢éziinmeyen bu sivilarin yiizeyleri
arasinda biiylik gerilimler olusur. Mikroemiilsiyonu kararli hale getirebilmek ig¢in
yiizey aktif malzemeler kullanilir. Yiizey aktif maddeler bir ucu hidrofobik diger ucu
hidrofiliktir ve bu sayede ylizey aktif malzeme iki sivi faz arasinda bir sinir

olusturmaktadir.

Bu yontemle kiiresel, dikdortgen ve kiip seklinde NP elde edilebilir. Mikroemiilsiyon
yonteminde NP’in dagilimlari, kristalize olmalar1 ve parcacik boyutu iyi bir sekilde
kontrol edilebilir. Ancak mikroemiilsiyonda elde edilen iiriin termal par¢alama ve
ortak coktiirmeye gore oldukca azdir ve iiretim hiz1 diisiiktiir. Bliylik miktarda NP
sentezleyebilmek icin ¢ok miktarda ¢oziiciiye gerek vardir ve bu yiizden ¢ok

kullanigh bir yontem degildir.

Termal parcalama, organik bazli bir yontemdir. Kiigiik boyutlarda monodisperse
stiperparamanyetik NP, yiiksek sicaklikta termal pargalama yontemi ile
sentezlenebilir. Yiizey aktif madde igeren organometalik bilesikler yiiksek kaynama
noktasina sahip organik ¢oziicii ortaminda par¢alanmasiyla ¢ok daha kiigiik manyetik
nanokristaller sentezlenebilir. Parcacik boyutunu ve morfolojisini belirleyen
parametreler arasinda; reaksiyon siiresi, reaksiyon sicakligi, kullanilan 6nciil madde,
kullanilan ¢oziiclinlin cinsi, kullanilan yilizey aktif madde ve miktar1 incelenebilir.
Onciill madde organometalik bilesikler metilasetilasetonatlar, karboniller veya
kupferronatlar olabilir. Karbonillerde oldugu gibi, eger dnciil madde igindeki metal
sifir degerlikli ise termal parcalama ilk olarak nanometal olusumuna neden olur fakat
iki basamakli islemlerde oksit nanopargacik iiretimi gerceklestirilebilir. Organik
¢ozilicide dispers olan NP termal parcalama yoOntemiyle sentezlenebilir, ancak

biyoteknolojik uygulamalarda suda ¢oziinebilen MNP tercih edilir.

Cozelti fazinda gerceklesen bir sentez teknigi olan hidrotermal sentez, yiliksek basing
ve yiiksek sicaklikta metal tuzlarinin hidroliz ve dehidratasyonuna dayanir.
Kimyasallar si1v1 fazda yiiksek basinca dayanikli olan kaba konulur ve 100 ile 300 °C

araliginda belli bir siire 1sitilirlar. Kabin icerisinde bulunan su kaynama sicakliginin
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tizerinde bulunmasi durumunda iceride yiiksek basing olusur. Cilinkii kabin hacmi
sabittir. Reaksiyon siiresi, sicaklik, basing gibi parametreler NP’in kristal yapisini,
kimyasal yapisin1 ve safligini etkileyebilmektedir. Ayrica bu parametreler NP’in
biiyiimesini Kontrol etmek igin ve yiiksek ¢ekirdeklenme hizini sabitlemek igin
ayarlanabilir. Hidrotermal sentezde meydana gelen islemler iiretim sonrasi bir islem
gerektirmez ve organik ¢oziicii igermez. Bu nedenle ¢evreye bir zarar1 yoktur. Bu
yontemin dezavantaji iiriin miktarinin olduk¢a az olmasidir ve NP Kristallerinin

bliylimesi durumunda pargaciklarin siipermanyetik 6zelligini kaybetme ihtimalidir.

Co** ve Fe** iyonlarinin bazik ortamda giiclii bir karistirict altinda ¢oktiiriilmesi
esasina dayanir. Bu yontem ile MNP’in sentezi icin pek c¢ok teknik gelistirilmistir.
Bu teknikler icerisinde en c¢ok kullanilani, en etkili, ekonomik ve basit olan1 ortak
coktirmedir. Bu sentezleme tekniginin en biiyiilk avantaji fazla miktarda iiriin
vermesidir. Reaksiyon siiresi diger tekniklere gore daha kisadir ve reaksiyon oda

sicakliginda veya yiiksek sicaklikta gerceklestirilebilir.

Kobalt ferrit NP ortak ¢oktiirme yontemiyle Co?* ve Fe®" iyonlarinin bazik ortamda
giiclii bir karistirici altinda ¢oktiiriilmesiyle elde edilir. Ortak ¢oktiirme yonteminde
reaksiyonun gerceklesebilmesi icin ortamin pH’1 8 ile 14 arasinda olmalidir. Bu
yontemle elde edilen NP’in boyutlari, Co**/Fe** orani, kullanilan tuz, sicaklik, baz
tipi, pH ve iyonik siddete baglh olarak degisir. O,’li ortak ¢oktiirmede son iriin elde

edilene kadar bir¢ok ara basamak gergeklesir. Bu reaksiyonlar,

Co”" +20H" — Co(OH), (2.2)
Fe’' + 20H — Fe(OH), (2.3)
4Fe(OH),+ O, — 4FeOOH + 2H,0 (2.4)

(12-4x) Fe(OH), + 4xCo(OH), + (3-x)0, —
4 Co,Fe, 0, + (10 + 2x)H,0 + (4 - 4x)OH" (2.5)
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Co*" +2Fe*" + 8CI” + 4NH} + 40H" — CoFe,0, + 4NH; + 8HCIl (2.6)

olarak verilebilir. Reaksiyonlardan da anlasiliyor ki, kobalt ferrit olusabilmesi i¢in

baz konsantrasyonu tiim reaksiyonlarin olugsmasina yeterli olmalidir.

Ortak ¢oktlirme yonteminin sagladigi en biiylik avantaj fazla miktarda NP
sentezlenebilmesidir. Ancak pargacik boyutunun kontrolii sinirhidir. Bunun sebebi,
kristal gelisimin yalnizca kinetik faktorler tarafindan kontrol edilmesidir. Ortak
¢oktiirme islemi iki basamakta meydana gelir. Olusan basamaklardan birincisi
¢ekirdeklenmedir. Cozeltilerin  derisimi  kritik siiper doyuma ulastiginda NP
cekirdekleri olusmaya baslar. Ikinci basamak ise biiyiimedir. Bu basamakta olusan
¢ekirdekler biiylir ve kristaller olusur. Elde edilen kobalt ferrit NP’in monodisperse
olmast bu iki basamagin birbirinden ayrilmasi ile miimkiindiir. Sentezi etkileyen
parametrelerin kontrolii bunu saglayabilir. Bu parametreler arasinda, reaksiyon
sicakligi, Co*"/Fe*" orani, Co*" iyon konsantrasyonu, reaksiyon siiresi, karigtirma

hiz1 sayilabilir [26].
2.4. Polifenoller

Her molekiilde birden fazla fenol grubu tasiyan bilesikler polifenoller olarak
adlandirilir [27,28]. Polifenoller genelde sebze ve meyvelerde bulunurlar ve
metabolizmada yan {riin olarak ortaya ¢ikarlar. Bu bilesikler antioksidan,
antikarsinojenik aktivite ve gida kalitesine olan etkilerinden dolayr 6nemlidirler.
Polifenoller potansiyel antioksidan bilesiklerdir ve insan saghigina muhtemel
faydalar1 vardir. Antioksidan polifenollerin en 6nemli islevleri serbest radikalleri
stipiirerek, metalleri tutuklayarak ve lipid peroksidasyonunu onleyerek oksidatif stres
parametrelerini ortadan kaldirmasidir. Polifenoller ¢ok sayida hidroksil grubu igerir,
bu ise bilesige potansiyel metal selatlama 6zelligi kazandirir ve bdylece zararlh
bilesenleri yakalayabilir, eksik elektronlarin1 doyurabilir veya reaksiyon zincirini

kirabilir.
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Polifenolik bilesiklerin antioksidan etkisi, serbest radikalleri temizleme, metal
iyonlarla kompleks bilesikler olusturma ve singlet oksijen olusumunu engelleme
veya azaltma gibi Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Bu bilesikler, proteinlerin ve
diger biyomolekiillerin (lipit, karbonhidrat, niikleik asitler) serbest radikaller
tarafindan oksidasyonunu engellemek icin yapilarindaki hidroksil gruplarinda

bulunan hidrojeni kolayca verebilmektedirler [29].
2.4.1. Gallik asit ve kullanim alanlar

Gallik asit (GA,; 3,4,5-trihidroksi-benzoik asit), polihidroksifenolik bilesik olarak,
serbest form ya da daha yaygin olarak gallotanin denilen tanin igeriginde bulunan,

insanlarda ¢ok 1yi metabolize edilebilen bir molekiildiir.

Sekil 2.5.°de kimyasal yapist gosterilen, molekiiler agirligt 170,12 g/mol, erime
noktas1 250 °C ve suda ¢ozlintirligii 20 °C’de %1,1 olan GA sarimsi beyaz renkli bir

kristaldir [28].

O§ OH

HO OH
OH

Sekil 2.5. Gallik asitin kimyasal yapis1

Besin olarak alinan taze sebze ve meyvelerin bazi kanser tiirlerine karsi koruyucu
etki gosterdikleri ile ilgili 6nemli bilgiler mevcuttur. Genellikle bu koruyucu etki,

besinlerdeki antioksidan 6zellige sahip bilesiklerden kaynaklanmaktadir.

Bununla birlikte son yillarda yapilan ¢alismalar, bitkilerden elde edilen GA gibi
polifenolik bilesiklerin hem antioksidan etki hem de farkli bir mekanizma ile

antikanserojen etkiye sahip oldugunu gostermistir.
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Bilhassa sarap ve ¢ay gibi igeceklerin in vitro ve in vivo kosullarda antioksidatif etki
gosterdigi bildirilmistir. GA kimya ve ila¢ endistrisinin yaninda propil gallat,
pirogallol, trimetoprim ve fotosensitif reginelerin {iretiminde kullanilmaktadir.

Ayrica boya, ila¢ ve kimyasal madde iiretim endiistrisinde de yararlanilmaktadir.

GA’nin farkli kullanim alanlar1 vardir. 1. Diinya Savasi sirasinda Ingilizlerin suda
¢Ozilinen boyalarin ve indigonun Almanya’ya girmesine engel olmasi iizerine
gallosiyanin sentezinde gallik asit kullanilmigtir. Boya endiistrisinin yani sira tipta
bazi deri hastaliklarinin tedavisindeki ilaglarin  hazirlanmasinda GA’dan

yararlanilmaktadir.

GA fotografcilikta, fotograf gelistirici madde olarak kullanilan pirogallol {iretiminde
de baslangic maddesi olarak Onem tasimaktadir. Ayrica pirogallol (1,2,3-
trihidroksibenzen) endiistride yaygin olarak kullanilan bir polifenol oldugu
bildirilmektedir. Kimyasal olarak pirogallol, gallik asidin prolizi ile sentezlenir.
Mikrobiyal olarak, topraktan izole edilen Citrobacter tiirlerinin GA’y1 dekarboksile

ederek pirogallol olusturdugu saptanmustir.

GA ayrica deri tabakalamada, serbest mineral asitlerin, dihidroksiaseton ve
alkoloidlerin tayininde kullanilir. Bu asitin siilfirik asit ile kondenzasyonu sonucu
hekza — hidroksiantrakinon meydana gelir. Farmosotik ve gida iirinlerinin imalinde

cok sik kullanildigina ait calismalar vardir.

Boylece, GA tip ve eczaciliktan, boya, kimya ve besin endiistrisine kadar ¢ok genis
bir alanda ¢esitli amaglarla kullanilan bir organik asittir. Bircok maddenin sentezi

i¢cin Oncli madde olma 6zelligi tasimaktadir.

[k defa Scheele, palamutlarm su efiizyonlarinda gelisen bir kiif mantarini incelerken
GA’y1 bulmustur. Daha sonra bir Fransiz arastirmacit bu kiif mantarini izole ederek

bunun Aspergillus niger oldugunu ilk defa agiklamistir [30].
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2.4.2. Tannik asit ve kullanim alanlar1

Tabii bir fenolik bilesik olan TA’nin merkezi bir glukoz halkast ve 10 galloil
grubundan olusan yapis1 Sekil 2.6.'da gosterilmistir. TA ¢ogu bitkide bulunan bir
tirlindiir. Mese, hemlock, kestane ve mangrov kabuklari, sumak yapraklari ve pek
¢ok bitki meyvesi TA igeren kaynaklardir. TA gii¢lii burucu tadi ile saridan agik
kahverengiye doniik amorf bir toz olup yiiksek molekiiler agirliktadir. TA dogal
kaynaklardan sicak su ile ekstraksiyonla elde edilir.

Sekil 2.6. Tannik asitin (8-1,2,3,4,6-digalloil-O-D-glukoz) sematik gosterimi [27]

Ticari TA’nin yaklasik ampirik formiilii C76Hs2O046 seklindedir. Glukoz molekiiliiniin
bes hidroksil grubunun her biri bir digallik asit molekiilii ile esterlesir ve TA yapis1

olusur.

TA’nin ayrigma noktas1 210-215 °C araligindadir. Su (1 g TA, 0,35 mL su i¢inde
¢oziniir), alkol, aseton ve sicak gliserinde ¢oziiniir fakat eter ve kloroformda

¢Oziinmez.
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TA, kimya sanayii, gida, ilag ve deri gibi alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
TA’nin kullanildig1 fabrikalardaki endiistriyel atik sularda bulunan TA, metaller ile
etkilesime girerek TA-metal kompleksleri olusturabilir. TA ayrica sudaki

ekosistemlerde toksik maddeler ile etkilesebilir ve toksisitesini degistirebilir [27].

2.5. Enzimler ve Genel Ozellikleri

Enzimler protein yapisinda olup, hiicrelerdeki biyokimyasal reaksiyonlari
katalizlerler. Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarin hizlarin1 arttirmak igin
kullanilirlar. Ayn1 sartlar altinda meydana gelen reaksiyonun hizi enzim varliginda
enzim olmayan duruma gore birka¢ milyon kata kadar daha yiiksek olabilmektedir
[31]. Enzimler biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin, canlilara zarar vermeden

meydana gelmesini saglayan “biyokatalizorler” seklinde de tanimlanabilir [32].

Bir¢ok endiistriyel proseste kullanilan enzimler ¢ogunlukla mikroorganizmalardan
elde edilmektedir. Bunun nedeni; mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin
katalitik aktivitelerinin dogal enzimlere gore daha yiiksek olmalari, katalizlenen
reaksiyonda yan diriinler olusturmamalari, daha kararli ve ucuz olmalari, biiyiik

miktarda tiretilebilmeleridir [32].

Enzimler sentetik veya inorganik yapili katalizorlerden ¢ok daha fazla katalitik glice
sahiptir, substratlarina karst oldukca yiiksek spesifiklige sahipler ve yavas
gerceklesen biyokimyasal reaksiyonlari ¢ok yiiksek derecede hizlandirirlar ve
reaksiyon sonunda yan iirlin olusturmazlar. Enzimler bu o6zelligini reaksiyonun
aktivasyon enerjisini diislirerek gerceklestirirler ve reaksiyonun hizin1 diger
reaksiyonlara gore 10%-10' kat arttirirlar. Suda ekstrem olmayan pH ve sicaklik
araliklarinda islev gosterirler. Cok az biyolojik olmayan katalizorler tiim bu

ozelliklere sahiptir [33].

Enzimler sentetik proseslerin tasarimlari i¢in ¢evresel durumlarda ve iirlinlerin genis
bir oranini1 elde etmek i¢in miikemmel Ozelliklere (aktivite, segicilik, spesifik)

sahiptirler. Enzimin biyokimyasal 6zellikleri onun molekiiler agirligi, yiizey tizerinde
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fonksiyonel grubu ve safligi immobilizasyon i¢in 6nemli bir faktordiir. Enzimin
yiizeyindeki fonksiyonel gruplar, 6rnegin enzim ve destek arasinda ne tiirde
etkilesimler meydana gelebilecegi hakkinda bilgi verir. Aym1 zamanda safsizliklar
substratlara etki edebileceginden enzimin safligi &nemlidir. Immobilize enzimin
parametrelerine karar veren, enzimin diger 6zellikleri enzim tarafindan katalizlenen
reaksiyon kinetigi ve reaksiyon tipidir. Spesifik aktiviteler, aktivasyon ve inhibisyon
icin kinetik parametreler, pH, sicaklik, ¢oziiciilere kars1 kararlilik ve safsizliklar ayn

zamanda immobilize enzimlere etki etmektedir [31].

Hiicrelerde ¢ok 6nemli biyokimyasal reaksiyonlari katalizleyen enzimler giiniimiizde
cok cesitli uygulama alanlarinda kendilerine yer bulmuslardir, ancak enzimler
avantajlart yaninda bazi dezavantajlara da sahiptirler. Enzimlerin bulunduklart
kaynaklardan izolasyonlar1 ve saflagtirilmalart oldukga maliyetli islemlerdir. Bitki ve
hayvanlar gibi dogal kaynaklardan izole edilen enzimlerin kararliligi oldukga
diisiiktiir. Bunun yaninda, bu enzimler proses kosullarinda son derece hassastirlar.
Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarda degisime ugramadiklari igin ayni enzim
tekrar tekrar kullanilabilir, ancak enzimler ¢ogu endiistriyel, analitik ve klinik
proseslerde  substrat ile ¢ozelti igerisinde karistirilmaktadir.  Reaksiyon
tamamlandiktan sonra, enzimlerin geriye kalan substrat ve olusan {irtinlerle birlikte
bulundugu ¢6zelti ortamindan ayrilmasi zordur ve enzimler geri kazanilamazlar. Bu
nedenle enzimler birgok uygulamada sadece bir kez kullanildiklart ve pahali

olduklari igin maliyetleri ¢ok yiiksek olmaktadir [31].

Optimum sartlarda bulundurulan enzimler o&zelliklerini bu ortamlarda da
gosterebildiginden in vitro ortamlarda olduk¢a genis bir kullanim alanina sahiptirler.
Ozellikle kimya sanayisinde, tarim ve ziraat alaninda, tekstil endiistrisinde, gida ve
tip alaninda 6nemli bir yere sahiptir. Bununla birlikte serbest enzimin bu alanlarda
kullannminda g¢esitli sorunlarla karsilasilir. Enzimin tekrar kullanilamamasi,
kullanilan enzimin {riinleri kirletmesi gibi sorunlar baglica olarak siralanabilir.
Enzimler biyolojik kaynaklardan elde edilir ve bunun maliyeti oldukc¢a yiiksektir.
Tim bu konular goz oniine alindiginda enzimlerin kullanima uygun hale gelebilmesi

i¢in immobilize edilmeleri kagiilmaz olmustur [33].
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2.5.1. Enzimatik reaksiyonlar iizerine etki eden faktorler

Enzim aktivitesi; belirli baslangi¢ sartlarinda ve birim zamanda, belli bir miktarda
enzimin etkisiyle rekasiyona giren substrat miktarinin olgiilmesiyle elde edilen

degerdir.

Herhangi bir enzimin aktivitesini belirlemek i¢in ideal olan tek bir yol yoktur. Ciinkii
aktivite belirleme yontemlerine ¢esitli faktorler etki etmektedir. Bu faktorler; enzim
saflig1, fizikokimyasal 6zellikleri, katalizlenen reaksiyonun tiiri, lokalize oldugu yer,
mevcut analiz cihazlarinin niteligi ve duyarliligi, kullanilan yontemin maliyeti
seklinde siralanabilir. Enzimlerin substratlar ile etkilesimleri anahtar kilit modeli ile
aciklanmaktadir (Sekil 2.7.). Enzimlerin, biyolojik ortamda bulunan miktar1 ¢ok az
oldugundan tayin edilmeleri olduk¢a zordur, ancak aktiviteleri belirlenebilir.
Enzimlerin aktivitelerini gesitli sekillerde belitlemek miimkiindiir. Ornegin, 1 mg
enzim tarafindan birim zamanda meydana getirilen absorbans degisimi bir aktivite
birimi olarak ifade edilebilir. Ancak genel olarak, bulunan sonuglarin
karsilagtirilabilir olmasi i¢in daha standart olan bir birim tanimlamasi gelistirilmistir.
Bu standart birim uluslararasi iinite (IU) veya enzim iinitesi olarak ifade edilmekte ve
1 IU 1 dakikada 1 mikromol substrati katalizleyen enzim aktivitesi olarak tanimlanir
[31].

SUBSTRAT
_ ENzIM
=
FONKSIYONEL
SEKIL

Sekil 2.7. Enzimlerin anahtar-kilit modeli 6rnegi [31]
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Enzim konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, pH (H* iyon konsantrasyonu), 1s1,
reaksiyondan meydana gelen {iriinler, 151k ve diger fiziksel 6zellikler ve zaman

enzimatik reaksiyon hiz1 lizerine etki eden faktorlerdir.

Enzimatik reaksiyonun hizi kullanilan enzim miktar1 ile dogru orantilidir. Yani
enzimin konsantrasyonu ne kadar fazla ise reaksiyon da o kadar hizli olur. Mesela,
enzim miktar1 iki misline ¢ikarilir ise reaksiyon hizi da iki misli artar. Bu su sekilde

formiile edilebilir.

V=KxE 2.7)

Burada V: reaksiyonun hizi, K: orant1 sabiti ve E: enzim konsantrasyonudur. Bu hal
reaksiyonun baslangicinda her ne kadar boyle ise de reaksiyon devam ettikge ayni
nisbet dahilinde olmaz. Buna sebep enzimin tamamen saf olmamasidir. Enzim
konsantrasyonu lizumundan fazla da arttirilsa reaksiyon hizindaki artis yine ayni
nisbette olmaz. Bu halde muhtemelen substratin maksimum faaliyete imkén
saglayacak miktarda olmamasina baglidir. Sekil 2.8. bu izah edilen hususlar ile

birlikte enzim konsantrasyonunun reaksiyon hizi iizerine olan tesirini géstermektedir.

Reaksiyon Hizi

T
Enzim Konsantrasyonu

Sekil 2.8. Enzim konsantrasyonunun enzimatik reaksiyon hizina etkisi

Bu durumda esitlik (2.7) su sekilde de ifade edilebilir.

Nihai tiriintin miktar1
V= i mikan _K x E (2.8)
Reaksiyonun siiresi
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Nihai tirtin miktar1
E= (2.9)

K x Reaksiyon siiresi

Eger enzimatik reaksiyon ¢alismalarinda ayni reaksiyon siiresi kullanilir ise bu iki

sabit C olarak gosterilebilir.

Nihai mahsiiliin miktar1
E= - (2.10)

O zaman enzim konsantrasyonunun tesekkiil eden nihai mahsullerin miktar ile
orantili oldugu goriiliir. Eger bir deneyde 0,2 mg ve diger deneyde de 0,6 mg nihai
mahsul tesekkiil eder ise bu ikincisinde gerekli enzim miktari birincisine nazaran ii¢

misli fazladir.

Enzim miktar1 sabit kaldig: taktirde reaksiyonun hizi substrat konsantrasyonu ile
orantili olarak artar. Bu baslangicta linear bir sekilde ancak bir noktaya kadar vuku
bulur. Bu huduttan sonra substrat konsantrasyonu artsa da reaksiyon hizi artmaz.

Reaksiyon hizi hiperbolik bir hal alir. Bu anlatilanlar Sekil 2.9.’da gosterilmistir.

Reaksiyon Hizi

= 1
Substrat Konsantrasyonu

Sekil 2.9. Substrat konsantrasyonunun enzimatik reaksiyon hizina etkisi

Enzimin bulundugu ortamin hidrojen iyon konsantrasyonu enzimatik aktivite lizerine
belirli bir tesir yapar. Enzimler protein tabiatinda olduklarindan ¢ok diisiikk ve ¢ok
yiksek pH’larda denatiirasyona ugrayarak diisiik aktivite gosterirler veya
inaktivasyona ugrarlar. Enzimlerin aktivite degisiklikleri yalniz denatiirasyon ile izah
edilemez. Enzimlerin pH degisiklikleri karsisinda gosterdikleri aktivite degisiklikleri
Sekil 2.10.’da goriilecegi gibi enzimlerin aktif yiiziindeki fonksiyonel gruplarin
iyonizasyon derecesi ile alakalidir. Bilindigi gibi enzim-substrat kompleksinin

tesekkiilii icin enzimde pozitif ve negatif yiiklii gruplarin birlikte bulunmasi 1dzimdir.
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Eger herhangi bir enzimde bu gruplardan herhangi birisi bulunmaz ise o zaman

enzim inaktif durumdadir.

Ayrica her enzim muayyen bir pH da en ¢ok aktivite gosterir. Yani bu muayyen
pH’da bu enzimin reaksiyon hizi en goktur. Ciinkii bu pH’da enzim molekiiliiniin %
biiyiik bir kism1 iyonik sekildedir. Yani pozitif ve negatif yiikliidiir. Iste enzimin en
cok aktif oldugu bu pH’ya optimum pH denir. Bu nokta enzimden enzime ¢ok farklar
gosterir. Ciinkii her enzimin iyonize olan gruplariin tabiati degisiktir. Optimum pH
derecesinin iki tarafinda enzimatik reaksiyon hizi zayiflamakta ve muayyen bir pH
derecesine gelindigi taktirde de enzim harap olmakta ve aktivitesi kalmamaktadir.
Enzimatik reaksiyonlarda hidrojen iyon konsantrasyonunu optimal halde muhafaza
edebilmek igin tampon ¢ozeltileri kullanilir. Optimal pH, tampon ¢dzeltisinin Cinsi,
substratin 6zelligi ve enzimin kaynagi gibi cesitli sartlara tabidir. Sekil 2.10.’da
enzimatik reaksiyon hizi lizerine tesir eden hidrojen iyon konsantrasyonu ve

optimum pH’nin etkisi gosterilmistir [34].

Reaksiyon hizi

Sekil 2.10. pH’ nin enzimatik reaksiyon hizina etkisi [34]

2.5.2. Enzim immobilizasyonu ve immobilizasyon yontemleri

Bilindigi gibi enzimler suda ¢oziinen, spesifik katalizorlerdir. Endiistriyel proseslerin
¢ogu sulu ortamlarda meydana geldiginden bu uygulamalardaki reaksiyonlari
katalizlemek icin kullanilan serbest enzimlerin aktivitelerini kaybetmeden geri

kazanilmasi olanak disidir. Ayrica, serbest enzim reaksiyon ortamindan istenildigi
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zaman ayrilamadigindan reaksiyonun kontrolii de zordur. Reaksiyonun istenildigi
zaman sonlandirilmasi igin inhibitor kullanilabilir. Ancak bu durumda da reaksiyon
ortaminda yeni bir Kirlilik daha olusacaktir. Uriinlerden bu kirliliklerin giderilmesi
maliyetleri artirmaktadir. Bunun yaninda serbest enzimlerin aktivitesini koruyarak
geri kazanilmasi imkansiz oldugundan tekrar kullanilmalari da miimkiin degildir.
Enzimler ¢ok spesifik ve pahali katalizorlerdir, geri kazanilamadiklar1 zaman iiretim
maliyetlerini 6nemli 6l¢iide arttirmaktadirlar. Bu ylizden serbest enzimler siirekli
iretim proseslerinde kullanilamazlar. Bu sorunlarin tstesinden gelmek ve enzimleri
endiistride  kullanabilmek i¢in enzim immobilizasyonu ile ilgili ¢alismalar
yogunlasmistir. Immobilizasyon, enzim molekiillerinin Kkatalitik aktivitesini
koruyarak kataliz islemlerinde tekrar ve siirekli kullanmak i¢in bir destek maddesine

fiziksel veya kimyasal olarak tutturulmasi seklinde tanimlanabilir [35].

Enzim immobilizasyonu, ayn1 zamanda enzim 6zelliklerini gelistirmek i¢in dnemli
bir aractir. Immobilize enzimler genellikle daha iyi pH ve sicaklik kararlilig1 gosterir,
ayirmak icin daha kolaydir, tekrar kullanilabilir ve pratik uygulamalar i¢in daha
uygundurlar. Sonug¢ olarak, immobilize biyokatalizler yiiksek tonajli proseslerde ve
farmasotik sanayi biyoayiricilar ya da biyosensorler olarak birgok pratik ve ticari

uygulamalarda kullanilmaktadir.

Enzimlerin immobilizasyonunun sagladigi avantajlar soyle siralanabilir.

- Tekrar kullanilabilirler, boylece tiretim maliyetini azaltmaktadirlar.

- Katalizoriin {irlinden olagan ayrilma problemi pratik olarak giderilmistir.

- Immobilize enzimlerin reaksiyonlari daha az yer gerektirir.

- Reaksiyonun daha iyi kontrolii miimkiindiir.

- Siirekli akis sistemlerine uygulanabilirler.

- Immobilize enzimlerin bazi durumlarda ¢oziiniir proteinlerden daha kararl
oldugu gosterilmistir (yiiksek sicaklik, daha yiliksek basing ve bazik ya da
asidik pH). Ayrica, tibbi uygulamalarda, olumsuz immiinolojik reaksiyonlar

sadece enzimlerin enkapsiilasyon veya tutuklanmasi ile 6nlenebilir [31].
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Enzimlerin immobilizasyonunun neden oldugu bazi dezavantajlar da asagida

Ozetlenmistir.

- Immobilizasyon sirasinda enzim aktivitesi azalabilir veya kaybolabilir.
- Immobilizasyon islemleri ¢ok basamakli ise enzim kararlilig1 sinirl olur,

- Immobilizasyon igin destek maddelerinin maliyetinin yiiksek olmast.

Enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan ¢esitli metodlar vardir. En yaygin kullanilan

immobilizasyon yontemleri Sekil 2.11.’de gosterilmistir.

ENZim iIMMOBILIZASYON YONTEMLERI
BAGLAMA TUTUKLAMA
| [ [ I
TASIYICIYA BAGLAMA CAPRAZ BAGLAMA ‘mmixrr: TUTUKLANA Iueusmnm TUTUKLAMA |
| I [ | J I | |
Kovalent yonik Adgorptit | |Homo-Capraz Ko-Capraz Gapraz Bagh Mikrokap- |[Membran
Bag g q Baglama Baglama Polimerde sulleme Reaktorleni
® G'G UG TN | @ |
(I [[®® ‘©)M 1 ®
PO [ Hn O 1 2
'@ 0‘9 G‘o i - L ©

Sekil 2.11. En yaygin kullanilan immobilizasyon yontemleri, E: Enzim molekiilii ve T: Tastyict [35]

2.5.2.1. Baglama yontemleri

Enzim immobilizasyonunda organik veya inorganik esasli dogal veya yapay
materyaller kullanilmaktadir. Tastyict membran, suda ¢éziinmeyen kati veya polimer

olabilir (Tablo 2.1.). Tastyicinin aranilan niteliklere sahip olmasi gerekir. Bunlar:

- Enzimlerin tutunabilmesi i¢in hidrofilik yiizey,
- Reaksiyon ortaminda ¢éziinmeme,

- Porlu yap,

- Mekanik kararlilik ve uygun tanecik yapisi,

- Kimyasal ve termal kararlilik,
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- Kovalent baglamada kullanilan tasiyicilar immobilizasyon sartlarinda
reaksiyona girebilen fonksiyonel gruplar tagimali,

- Mikroorganizmalara kars1 direnglilik,

- Ucuzluk,

- Toksik olmama,

- Rejenere olabilme.

Tastyiciya baglamak igin bir protein olan enzim molekiiliiniin yapisindan yararlanilir.
Molekiil yiizeyindeki fonksiyonel ve iyonik gruplar ile hidrofobik kisimlar bu

baglanmada rol alirlar.

Tablo 2.1. Yaygin olarak kullanilan tastyicilar

Anorganik Dogal Polimerler Sentetik Polimerler

Kil, cam Seliiloz Polistiren tiirevleri
Slikajel Nisasta Poliakrilamid

Bentonit Dekstrin Naylon

Hidroksiapatit Agar ve agaroz Vinil ve allil polimerler
Titanyum dioksit Karragenan Oksiranlar

Zirkonyum dioksit Kollojen Metakrilat tiirevleri
Nikel oksit Kitin ve kitosan Iyon degistirici recineler

Enzim ile reksiyon ortaminda ¢6ziinmeyen aktiflestirilmis destek arasinda kovalent
bag olusumu enzimlerin immobilizasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Bu yontem immobilize olan enzimin kararli olmasini saglar ve enzimin
cozeltiye gecmesini engeller. Kovalent baglama, genellikle enzimin yapist ve

fonksiyonel gruplarinin bilindigi durumlarda tercih edilir.

Kovalent bag ile immobilize edilmis enzimin aktivitesi dogal enziminkinden
farklidir. Bu farkin miktar1 destek materyalinin bi¢im ve boyutuna, etkilesme
metoduna, destek materyalinin bilesimine, enzim yapisina ve reaksiyon esnasindaki

spesifik sartlara baghdir.
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Immobilizasyonda kovalent baglama ile iki asamada gerceklestirilir. Birinci asama
destek maddesinin aktiflestirilmesi, ikinci asama enzimin kovalent baglanmasidir.
Kovalent baglamanin yapilabilmesi i¢in destek maddesi; hidroksil, karboksil, amino,
ve tiyol gibi polar fonksiyonel gruplar tasimalidir. Aktiflestirilmis destek
materyallerine kovalent bagla baglanan enzimlerin fonksiyonel gruplari, polipeptit
zincirlerin o-amino gruplari, arjinin ve lisinin a-amino gruplari, glutamat ve
aspartatinin a-karboksil gruplari ve zincirlerin a-karboksil gruplari, serin ve treaninin
hidroksil gruplari, tirozinin aromatik zincirleri, histidinin imidazol halkasi,
triptofanin  indol halkasi1 ve sisteinin siilfidril gruplari gibi  gruplardir.
Immobilizasyon reaksiyonunda aktiflestiriciler enzimlerin bu fonksiyonel gruplari ile
ve tastyicilarin igerdigi diazonyum tuzu, asit azid, izosiyanat, imin, imido-ester ve

halojentirler gibi reaktif gruplar ile kovalent bag olustururlar (Sekil 2.12.).

0¢

Sekil 2.12. Kovalent baglama [22]

Immobilizasyonda iyonik baglanma, iyon degistirme yetenegine sahip reaksiyon
ortaminda ¢oziinmeyen desteklere enzimin iyonik olarak baglanmasi temeline
dayanir. Bazi durumlarda iyonik baglanma ile birlikte fiziksel adsorpsiyon da etkili

olmaktadir.

Iyonik baglanma ¢ok 1liman sartlarda gergeklestiginden enzimin konformasyonunda
ve aktif merkezinde degisiklige neden olmaz. Ancak enzim ile destek arasindaki bag,
kovalent bag kadar gii¢li olmadigindan kataliz esnasinda enzim kayiplari sz

konusudur.

Adsorpsiyon metodu en eski ve basit bir immobilizasyon metodudur. Suda

¢Ooziinmeyen tasiyicilarda adsorpsiyon yoOnteminin immobilizasyonda ¢ok
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kullanildig1 goriilmektedir. Yontem; yiizey aktif, suda ¢éziinmeyen bir adsorbanin
enzim ¢oOzeltisi ile karistirilmasi ve enzimin asirisinin  yikayarak ortamdan
uzaklastirilmasina dayanir. Enzim tasiyicitya van der Waals kuvvetleri ile baglanir.
Bir enzimin suda ¢dziinmeyen tasiyiciya adsorpsiyonu pH, ¢oziicii, iyon siddeti,

enzim/adsorban orani ve sicaklik gibi faktorlere baghdir.

Yaygin kullanilan adsorbanlar; aktif karbon, nisasta, anyon ve katyon degistirici
recineler, sentetik polimerler, silikajel, farkli killer, alumina, gézenekli camlar ve

seramiklerdir. Tasiyiciya baglanmanin yarar ve sakincalar1 Tablo 2.2’de verimistir.

Tablo 2.2 Tasiyiciya baglamanin yarar ve sakincalari

Yararlar1 Sakincalari

Reaktif tsiyiciya enzim kolay baglanir ve bagl

olmayan enzim yikayarak uzalaklagtirabilir.

Enzim immobilizasyon kosullarindan

etkilenebilir.

Kat1 tagtyicrya bagl katalizor kullanighdir

(slizme ve santrifiijleme ile ayrilir)

Baglama aktivite i¢in zorunlu amino asit

artiklar1 lizerinden gergeklesebilir

Reaksiyon ortmindan istenilen anda

Enzimin destege baglanmasi 6zel ve pahali

uzaklastirilabilir. islemleri gerektirebilir.

Uriinleri kirletmez.

Tastyicinin yapisina bagli olarak yeni

spesifiklikler kazanabilir.

Siirekli sistemlerde kullanilabiir.

Degisik fiziksel yapilarda (tabaka, partikiil,
fiber vb.) tiretlebilirler.

Enzim molekiilleri harici bir destek maddesi olmadan da kendi aralarinda molekiil i¢i
veya molekiiller aras1 ¢arpraz baglanarak immobilize olabilirler (Sekil 2.13.). Boyle
bir immobilizasyon sonucu ii¢ boyutlu ¢arpraz baglanmis enzimler olusmaktadir. Bu
yontem ile enzimlerin immobilizasyonu ¢ok basit olmasimna ragmen enzimlerdeki
ozel fonksiyonel gruplarin carpraz baglayici olarak kullanilabilmesi igin gerekli
sartlarin se¢imi ve kurulmasi oldukg¢a zordur. Carpraz bagli enzimin aktivitesi
reaksiyon siiresi ve sicakligi, iyonik siddet, pH, ¢arpraz baglayici madde ve enzim
konsantrasyonu gibi faktorlere ve bunlar arasindaki dengeye baglidir. Bu metodun en
onemli avantaji, tek bir basamakta enzimleri immobilize etmek icin gluter aldehit

gibi iki ya da ¢ok sayida fonksiyonel gruplar igeren maddelerin kullanilabilmesidir.
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Bu metodun dezavantaji ise immobilize enzimin aktifligini koruyabilmesi igin
molekiiller arasi ¢arpraz baglanma reaksiyonunun kontrol edilmesinin zor olmasidir.
Enzim immobilizasyonunda carpraz baglayici olarak diazobenzidin, 1,5-diflor-2,4-
dinitro benzen, glutaraldehit, triklor-s-triazin, hekzametilendiizosiyanat, 2,4-

diizotiyosiyanotoliien gibi ¢ok fonksiyonlu maddeler kullaniimaktadir.

Carpraz baglanma sonucu immobilize enzimlerde biiyiik 6l¢iide aktivite kayiplari
olusabilir. Carpraz bagli enzimler mekanik olarak kararli olmadiklarindan simdiye

kadar yalnizca immunolojik testlerde kullanilmiglardir.

Aktif amino gruplari

N3z T afs b

2R IR S T A

—_—
IME capraz bagli IME

Sekil 2.13. Carpraz bagli immobilize enzimler [22]

2.5.2.2. Tutuklama ya da hapsetme yontemleri

Bu metotta enzimler yar1 geg¢irgen membran, molekiiler elek veya polimerik matriks
igerisinde hapsedilirler. Enzim 6nce sulu monomer veya polimer ¢6zeltisi igerisinde
¢Oziiliir, daha sonra polimer olusumu veya polimerlerin ¢arpraz baglanmasi 1s1, gama
radyasyonu veya UV isinlar ile baslatilir ve olusan hidrofilik polimer iginde enzim
hapsedilmis olur. Olusan polimerik matriks yapisi, substratin matriks igine ve olusan
triinlin disar1  diflizyonuna izin verecek, hacimli enzim molekiiliiniin disar1

difiizyonunu engelleyecek sekilde olmalidir.

Mikrokapsiil ile tutuklama metodu, 1-100 mikron capli kiigik yar1 gegirgen
membranlar iginde enzim molekiillerinin hapsedilmesini igerir (Sekil 2.14.). Yari
gecirgen membran, hacimli enzimlerin mikrokapsiil disina difiizyonunu engellerken,

kiiglik molekiillii substrat ve tirtinlerin kolayca difiizyonuna imkan saglar. Enzimlerin
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mikrokapsiillenmesi i¢in faz ayrimi ve ara yiizey polimerizasyonu olmak tizere basit
iki metod vardir. Faz ayrimi metodunda, mikrokapsiil ve enzim ¢ozeltisi damlalar
seklinde ¢oktiiriicii iizerine eklenir. Ikinci metodda ise sulu enzim ¢dzeltisi, organik
cOzelti igerisinde emdiilsiye edilir. Enzim mikrodamlalarinin etrafinda membran
olusturmak i¢in ortama polimer ¢ozeltisi ilave edilir. Bu sekilde olusan polimerik
membran enzimin etrafin1 sararak mikrokapsiillemis olur. En ¢ok kullanilan
membranlar naylon, seliiloz, polisiilfon, poliakrilattir. Mikrokapsiilleme ile hapsetme
metodunda herhangi bir modifikasyon olmadigi igin tutuklanan enzimin aktivitesi
serbest enzimin aktivitesine ¢ok yakin olmaktadir. Bu metod ile ¢ok yiiksek
yiizey/hacim oranina ulasilabilir [26]. Yiizey/hacim oraninin yiiksek olmasi,
mikrokapsiil igerisinde enzim ile sustrat arasindaki reaksiyonunun hizini 6nemli
Olglide arttirir. Bu metodun dezavantajlart mikrokapsiil olusumu sirasinda yiiksek
enzim konsantrasyonlarina ihtiya¢ duyulmasi ve biiyiikk molekiil kiitleli substrat ve

tiriinler i¢in sinirli olmasidir.

WD S

Sekil 2.14. Mikrokapsiilleme [22]

@

Kafes tipi hapsetme metodunda, enzimler reaksiyon ortaminda ¢oziinmeyen carpraz
bagl polimerlerin bosluklari i¢inde tutulurlar (Sekil 2.15.). Bu metotta da igerisine
enzimler konulan monomer veya polimer ¢ozeltilerine gama radyasyonu veya UV
isinlar1 uygulayarak carpraz bagli polimer sebekeleri olusturulur. Olusan polimer

kafes igerisine enzim molekiilleri serbestge girip ¢ikabilirler.

Bu metodda, enzimlerde kimyasal modifikasyon olmaz ve suda ¢oziinmeyen farkli
enzim tiirevlerinin hazirlanmas1 miimkiindiir. Enzim tiirevlerinin jelatinimsi dogasi,

immobilize bir enzimin hem diizenli hem de diizensiz yiizeyler iizerinde kolayca
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depolanmasin1 saglar. En yaygin kullanilan polimerler matriksler Ca-aljinat,
poliakrilamit, agar ve kollojendir. Molekiil kiitlesi 15.000’den fazla olan enzimler bu

amacla kullanilir. Substrat da biiyiik molekiillii olmamalidir.

................

Sekil 2.15. Matrikste tutuklama [22]

Bu metodun sagladig: avantajlar sunlardir.
- Polimerlerin ¢arpraz baglanmasinda kullanilan gama radyasyonu veya UV
1isinlar1 enzim yapisini ve aktivitesini kimyasal prosesler kadar etkilemezler.
- Kullanilan ¢arpraz baglayict ve monomer konsantrasyonlar1 degistirilerek
farkli boyutlarda gézenekli polimerik kafesler tiretilebilir.

- Polimerlesme genellikle kolay ve hizli bir sekilde gergeklestirilebilir.

Bu metodun dezavantajlar ise ¢arpraz bagh polimer kafeslerden enzimlerin ¢ikmasi,
sadece kiigiik molekiillii substratlarin difiizyonu i¢in uygun olmasi ve biiyiik
molekiillii substratlarin difiizyonu zor oldugu i¢in ¢ok diisiik aktivite gdstermesidir.
Farkli immobilizasyon yOntemlerinin avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 2.3.’de ve

immobilizasyon yontemlerinin karsilastirilmasi Tablo 2.4.’de verilmistir.
2.6. Manyetik Partikiillere Enzim immobilizasyonu

Son yillarda biyoteknolojide MNP kullanimi oldukca popiilerdir. Immobilize enzim
destegi olarak MNP’1 kullanmak bazi avantajlar sunmaktadir. Bunlar;
- Daha fazla miktarda enzimin baglanmasina izin veren yiiksek spesifik alan,

- Daha diisiik kiitle transfer direnci ve daha az kirlenme,
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- Bir manyetik alan uygulayarak reaksiyon karistmindan immobilize enzimin

secimli ayrilmasidir.

Tablo 2.3. Immobilizasyon metotlarmin karsilastirilmasi

Metot Avantaj Dezavantaj
Enzim  higbir  degisiklise  ugramaz. | Iyonik siddetin degismesi desorpsiyona
Adsorpsiyon | Tastyicinin yenilenmesi miimkiindiir. Ucuz | neden olur. Enzim microbial, proteolitik
ve basit bir tekniktir. ataklara maruz kalir.
Enzimde higbir degisiklik olmaz. Enzim | Diflizyon substrat doénisiimiini etkiler.
mikrobiyal veya proteolitik etkilerden | Makromolekiiler substratlar igin etkili
Tutuklama etklenmez. degildir. Stirekli enzim kaybedilmesinde
gozenek biiylikligiiniin  eetkisi  vardir.
Enzim genellikle inaktive olur.
Kovalent pH, zayif kuvvetler tarafindan ve substrat | Aktif bolge kolayca etkilenebilir ve maliyeti
Baglama konsantrasyonundan etkilenmez. yiiksektir.
Enzim siki bir sekilde baglanir bu ylizden | Hazirlama  esnasinda  enzim  aktivite
Carpraz kaybolmaz. kaybeder. Makromolekiiler substratlar igin
Baglama uygun  degildir. ~ Tasucinin  yeniden
kullanilabilriligi yoktur.
Tablo 2.4. immobilizasyon yéntemlerinin karsilastirilmas [36]
oy .. . Selat veya
Karakteristik Kars1 Fiziksel Iyonik Kovalet
. ] ] Metal Tutuklama
Ozellik Baglama | Adsorpsiyon | Baglanma Baglanma
Baglama
Hazirlama Orta Kolay Kolay Kolay Zor Zor
Baglanma Gilicii | Giiglii Zayif Orta Orta Giigli Orta
Enzim
Diisiik Orta Yiiksek Yiiksek Yiiksek Diistik
Aktivitesi
Destegin Tekrar | . .
Imkansiz | Miimkiin Miimkiin Miimkiin Nadiren Imkansiz
Kullanilabilriligi
Immoblizasyon
Orta Diisiik Diisiik Orta Yiiksek Orta
Maliyeti
Kararlilik Yiiksek Diisiik Orta Orta Yiiksek Yiiksek
Genel
o Hayir Evet Evet Evet Hayr Evet
Uygulanabilirlik
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Korunma Miimkiin | Haywr Hayir Hayir Hayir Evet

Tablo 2.5.°de MNP’lere immobilize edilmis ¢esitli enzimler ve biyoteknolojideki

uygulamalarina 6rnekler verilmistir [38].

Tablo 2.5. Manyetik nanopartikiillere immobilize edilmis enzimler ve biyoteknolojik uygulamalari [38]

Enzim Nanopartikiil Uygulamalari

Kolesterol osidaz Fe;04 NP’leri Serumdaki total kolesterol analizi

Dehalogenaz sekanslarini igeren
Haloalkan dehalogenaz | Silikon kapli demir oksit NP’leri o o
flizyon proteinlerinin tiretimi

Lakkaz Kitosan MNP’leri Cevresel kirliliklerin biyosagaltimi
Keratinaz Fe;04 NP’leri Keratin sentezi
o- amilaz Seliiloz kaplt MNP leri Nisastanin par¢alanmasi
B-Galaktosidaz ConA kaplanmig ZnO NP’leri Laktoz hidrolizi
Lipaz Fe;O4 NP’leri pNPP hidrolizi

2.7. immobilizasyonun Enzim Aktivitesine ve Kararhhgina Etkisi

Immobilizasyon isleminden sonra teorik olarak enzimin spesifik aktivitesinin
diismesi gerekir. Ancak, literatiirde enzim aktivitesinin degismedigi veya arttig
orneklerle de karsilasilmaktadir. Enzim aktivitesinin diismesindeki baslica nedenler

Sekil 2.16.’da gosterilmistir.

Enzim immobilizasyonunun verimi immobilize enzimin aktivitesinin gostergesi
degildir. Immobilize enzimin aktivitesi ancak “aktif merkez tayini” ile bulunabilir.
Endiistriyel tiretimde kullanilacak immobilize enzim i¢in en énemli kriterlerden biri
de enzimin kararhiligidir. Immobilize enzimin kararliliginin gostergesi, ¢alisma
sartlarinda enzimin aktivitesinin uzun siire korunmasidir. Calisma siiresince enzimin
aktivite kaybr mikrobiyal yikim, sicakligin etkisi, pH veya kimyasal etkiler gibi

degisik sebeplere baglidir. Ayrica destek materyalinin par¢alanmasi veya enzimin
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matriksten uzaklagsmasi da aktivite kayiplarina yol agar. Bunlardan baska substrat
cozeltisinin igerdigi Kirliliklerin matriks go6zeneklerini tikamasi da immobilize

enzimi etkisiz kilar [39].

Enmm  Substrat

—i

B2

CAlketif merkcez zermden
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Sekil 2.16. Immobilizasyonun enzim aktivitesine etkisi [38]

2.8. Glukoz Oksidaz ve immobilizasyonu

GOx (EC 1.1.3.4, B-D-glukoz: oksijen oksiderediiktaz) enzimi, bocek ve mantar gibi
dogal organizmalarda bulunan dimerik flavoenzim katalizleyicisidir. GOx
biyoteknolojik uygulamalar i¢in Aspergillus ve Penicilium mantarlarindan ekstrakte
edilir. Aspergillus niger (GOx-an) gore Penicilium amagasakiense (GOx-pa) glukozu
daha yiiksek verimle katalizler. GOx-pa ve GOx-an her ikisi de kirilgan yapiya

sahiptirler ve operasyonel yasam omiirleri kisadir.
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GOx, B-D-glukozun glukonik asite oksidasyon reaksiyonunu katalizler. Bu reaksiyon
sirasinda kofaktor flavin adenin diniikleotid (FAD) iki elektron alir ve bu esnada

oksijen molekiiliinii hidrojen perokside indirger.

GO
B-D-Glukoz + O, + H,0 — Glukonik asit + H,0, (2.11)

Bu dontisiim, gida maddelerindeki glukoz ile oksijeni glukonik asite ¢evirmede
kullanilir. GOX, monomer basina kovalent bagl olmayan sadece bir FAD ile birlikte
kiiresel enzim dimeridir. Denatiire edici sartlarda enzimden ayrilabilir. GOX enzimi

40-50 °C optimum sicaklik ve 4,5 — 6,0 optimum pH araliginda aktiftir.

Glukozun oksidasyonu sonucunda olusan H,O, bir diger iriindiir. GOX, ekmek
yapiminda kullanilmakta ve olusan hidrojen peroksit, hamurun goriiniis 6zelliklerini
iyilestirmekte, kolay islenebilir hale getirmekte ve kararliligini arttirmaktadir. Ayrica
balda bulunan yiiksek orandaki GOx, balin yiizeyindeki O, gazmmi H,0;’ye
indirgeyerek balin ylizeyinde antimikrobiyal bir tabaka olusturmaktadir. GOX, farkli
meyve sulari, gazli icecekler, salata soslar1 ve mayonez igerisinde ¢6ziinmiis halde
bulunan O,’yi kendisine baglayarak bu iiriinlerdeki mikrobiyal faaliyetleri
engelleyerek tadlarinin korunmasini saglar. GOX, tibbi ve endiistriyel uygulamalar
icin biyosensorlerin gelistirilmesinde de kullanilir, 6rnegin kan ve meyve sularindaki
glukoz tayin edilir. Ayrica biyoyakit hiicrelerinde anot olarak da kullanilmaktadir
[40].



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal ve Kimyasallar

Glukoz oksidaz (Aspergillus niger, GOx, E.C. 1.1.3.4,173 U/mg) Sigma Aldrich’den
alinmistir. D(+)-glukoz mono-hidrat, 2-hidroksi-3,5-dinitrobenzoik asit (98.0%),
potasyum sodyum tartarat tetrahidrat (99.0-102.0%), sodyum siilfit (98.0%), demir
(IIT) kloriir, hekzahidrat (99.0-102.0%), kobalt (II) kloriir hekzahidrat ve tannik asit
(TA) Merck’den temin edilmistir. Tiim reaktifler Milipore Milli-Qwater saflagtirma

sisteminden elde edilen ¢ift damitilmis su (DDW) ile hazirlanmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kobalt ferrit sentezi

CoFe, 04 MNP’leri (CFO MNP’leri) hidrotermal yontem ile hazirlanmistir. Bu
yonteme gore, FeCls-6H,0 ve CoCly-6H,0 tuzlan ¢ozeltide Fe’nin Co*"ye mol
orani 2:1 olacak sekilde DDW ile ¢oziilmiistiir. Sonra, 2,5 M KOH’1n 30 mL’si yavas
yavas ¢Ozeltinin i¢ine eklenirken karistirilmis ve ekleme tamamlandiktan sonra
karisma 30 dakika boyunca devam ettirilmistir. Karisim sonra Teflon-astarli otoklava
aktarilmis ve reaksiyon 120 °C’de 8 saat siirdiiriilmiistiir. Karisim ortam sicakliginda
sogutulduktan sonra, CFO MNP’ler manyetik olarak ortamdan ayirilip, DDW ile 5
kez ve bir kere de etanol ile yikanmistir. Sentezlenen MNP’ler vakumlu firinda 60

°C’de bir gece kurutulmustur [20].
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3.2.2. Kobalt ferritin tannik asit ile modifikasyonu

Bir gram CFO, monodispers ¢ozelti elde etmek i¢in 20 mL DDW'de ultrasonikator
ile 40 °C'de kanstirilmistir. Karistirma sirasinda TA ¢6zeltisi (0,5 g/20 mL DDW)
eklenmistir. Baglanma reaksiyonu 40 °C'de 1 saat devam ettirilmistir. Olusan CFO-
TA, bir neodyum-demir-bor miknatis ile toplanmistir. CFO-TA 5 kez DDW ile
durulanmis ve ardindan bir kez mutlak etanol ile yikanmis ve daha sonra gece

boyunca bir vakum etiiviinde 60 °C'de kurutulmustur.

3.2.3. Tannik asit ile modifiye edilmis kobalt ferrite glukoz oksidaz

immobilizasyonu

Bes miligram liyofilize GOx, 2 mL fosfat tampon ¢ozeltisi (FTC, 0,1 M, pH 6,5)
icinde ¢ozilmiistiir. GOx ¢ozeltisine 0,4 g CFO-TA eklenmis ve karisim FTC ile 10
mL'ye tamamlanmistir. immobilizasyon reaksiyonu, 4 °C’de 3 saat boyunca 200
rpm'de calkalanarak siirdiiriilmiistiir. Daha sonra CFO-TA-GOx manyetik olarak
ayrilmig ve baglanmamis GOx't uzaklastirmak icin ii¢ kez FTC (0,1 M, pH 6,5) ile
yikanmigtir. CFO-TA-GOx elde edilmis ve kalinti ¢ozeltisi, protein

konsantrasyonunu belirlemek i¢in bekletilmistir [20].

3.3. Hazirlanan Malzemelerin Karakterizasyonu

Sentezlenmis NP’lerin kimyasal bilesimi ve kristal yapist 10-90° aralifinda
0,013°’1ik artis ile 20 agisinda ki CuKo radyasyonu (A = 0,154 nm) ile PANanlytical
Empyrean X-ray diffraktometre (XRD) kullanilarak degerlendirilmistir. Uriinlerin
yiizey morfolojisinin karakterizasyonu FEI Nova Nanosem 450 taramali elektron
mikroskobu ile gerceklestirilmistir. UV—vis absorpsiyonu bir spektrofotometre (UV-
2600, SHIMADZU) kullanilarak olgiilmiistiir. Numunelerin manyetik 6zellikleri el
yapimi Dbir titresen Ornek magnetometresi (VSM) ile oOlgiilmiistiir. Partikiillerin
kimyasal bilesimi Perkin EImer FTIR Spectrofotometre (Spectrum Two) kullanilarak
oda sicakliginda 400-4000 cm™ araliginda incelenmistir. Zeta potensiyel dlgiimleri

Malvern Zeta Sizer (Nano-ZS) ile 30 °C de gergeklestirilmistir. Termogravimetrik
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analiz (TGA) Setaram termogravimetrik analizor (Setsys Evolution, France)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Analiz oda sicakligindan 1000 °C’ye kadar olan
sicaklik araliginda 10°C/dakika 1sitma hiz1 ve 20 mL/dakika gaz besleme hiz1 ile

argon atmosferi altinda gerceklestirilmistir [20].

3.4. Serbest ve Immobilize Enzim I¢in Aktivite Calismalar:

Serbest ve immobilize GOx’in aktivitesi DNSA yontemine gore kromojenik substrat
olarak 2-hidroksi-3,5-dinitrobenzoik asit kullanilarak tayin edilmistir. Aktivite
glukozun konsantrasyon degisimine gore belirlenmistir. Enzimatik reaksiyondan
sonra, DNSA GOx tarafindan katalizlenmeden ortamda kalan glukoz ile
indirgenmistir. Indirgenmeden sonra olusan sar1 renkli 3-amino-5-nitrosalisilik asit
bir spektrofotometre kullanilarak taranmistir. 0,1 M FTC’nin 1400 pL’si glukoz
¢ozeltisinin 300 uL’sine (0,02 M glukoz pH 6,5 de FTC) eklenmistir. Sonra enzim
¢ozeltisinin 300 pL’si (50 pg/1 mL pH 6,5 de FTC) karisima eklenmistir. Reaksiyon
oda sicakliginda karistirilirken 10 dakikada gerceklestirilmistir. 100 °C’de 10 dakika
1sitmayi takiben renk gelistirmek icin DNSA ¢ozeltisinin 2 mL’si eklenmistir. Bu
adimdan sonra, karigim oda sicakligina sogutulmus, 0,1 M FTC’nin 7 ml’si eklenmis

ve 546 nm’de absorbans 6l¢iilmiistiir [20].

3.4.1. pH etkisi

Enzim aktivitesi tizerine pH 1n etkisi, 25 °C de 5’den 9’a kadar degisen farkli
pH’larda tampon ¢ozeltisinde serbest ve immobilize enzimin aktifligi Slgiilerek
degerlendirilmistir. pH 5,5 i¢in 0,1 M asetat tampon ve pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5,
9,0 i¢in ise 0,1 M FTC kullanilmistir [20].

3.4.2. Sicaklik etkisi

Sicakligin enzim aktivitesi lizerine etkisi, serbest ve immobilize enzimin 25 ila 55 °C

arasindaki farkli sicakliklarda optimum pH degerinde OSl¢ililmesiyle belirlenirken,
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glukoz konsantrasyonu her test i¢in 10 Ky 'de sabit tutularak enzimatik reaksiyon,

aktivite testi sirasinda maksimum hizda gerceklesmistir [20].

3.4.3. Depolama kararhhg:

Immobilize ve serbest GOx’in depolama kararlihg 0,1 M FTC (pH 6,5) de 4°C de
depolanan GOx o6rneklerinin kalan aktiviteleri dlciilerek belirlenmistir. Ornekler 35

giin saklanmig ve aktivite 6l¢gmek i¢in 7 giin araliklarla kullanilmistir [20].

3.4.4. Tekrar kullanilabilirlik

Immobilize GOx’in tekrar kullanilabilirligini belirlemek igin, immobilize GOx’in
aktivitesi ardisik olarak dlgiilmiistiir. Tekrar kullanilabilirlik testi oda sicakliginda 0,1
M FTC (pH 6,5) ile 8 kere tekrarlanan bir dongliyle ger¢eklestirilmistir. Her ardisik
dongii i¢in, CFO-TA-GOx reaksiyon ortamindan manyetik ayristirict kullanilarak
cikarilmis ve tekrar test i¢in 3-4 kere 0,1 M FTC ile durulanmistir [20].



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. CFO’nun TA ile Yiizey Modifikasyonu ve CFO-TA Uzerine GOx

Immobilizasyonu

CFO, TA’nin fenolik hidroksil gruplari ve CFO yiizeyindeki Fe®* arasinda olusan
koordinasyon baglari araciligiyla modifiye edilmistir [41]. Baglanmayan tannik asit
4-5 kere DDW ile yikanarak kolayca uzaklagtirilmigtir. Bradford protein analiz
metodu kullanilarak, baglanmayan enzim o6lgiilmiis ve 1 g CFO-TA basina 12,5 mg
GOx yiiklemesi elde edilmis, yani GOx in %99,8’i CFO-TA iizerine baglanmistir.
Bu sonucun tek makul agiklamasi, fenolik hidroksil gruplari {izerindeki hidrojen
atomlar1 ile peptid baglarinin karbonil oksijen atomlar1 arasinda meydana gelen H

baglaridir [42,43].
4.2. CFO, CFO-TA ve CFO-TA-GOx’in Karakterizasyonu
4.2.1. Xsmlarmn difraksiyon analizi

Numunelerin yapisal karakterizasyonu calisilmis ve Sekil 4.1.'de gosterilen XRD
paterni Fd3m uzay grubuna ait CoFe,O,’ilin yiizey merkezli kiibik ters spinel yapisini
dogrulamaktadir (ICDD No: 98-002-7899). Elde edilen XRD paterni Li ve ark.
tarafindan belgelenen patern ile iyi bir uyum igerisindedir [44]. CoFe;O4’tin 20 =
18,19°, 30,11°, 35,45°, 43,10°, 53,64°, 56,96° ve 62,57° difraksiyon pikleri sirastyla
(111), (220), (311), (400),(422),(511),ve (440)difraksiyon diizlemlerine
karsilik gelmektedir [45]. a-Fe,O3 ve p-Fe,03 veya basgka safsizliklara iligkin ilave
bir pik gozlenmemistir. Scherrer denklemi kullanilarak CoFe,O,’tin kristal boyutu
hesaplanmis ve 11,64 nm bulunmustur. XRD modelinde goriilen yogun pikler

CFO’nun artan kristallesmesinin bir gostergesidir [46].
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Sekil 4.1. CoFe,0,'tin XRD paterni

4.2.2. Mikroyapisal analiz

Orneklerin morfolojik yapis1t FESEM ile incelenmistir. CFO, CFO-TA ve CFO-TA-
GOx’un FESEM goriintileri Sekil 4.2.°de gosterilmistir. CFO-TA, CFO ile
kiyaslandiginda, TA ile modifikasyondan kaynaklanan yiiksek agregatlar iceren daha
piiriizlii bir yiizeye sahiptir. Uziim kiimesine benzer partikiillerden olusan CFO-TA-
GOy, GOx’in immobilizasyonunu gostermektedir. FESEM goriintiilerinin her birinde
goriinen aglomerasyonlar, NP’ler arasindaki manyetik etkilesimlerin bir sonucu
olarak olusurlar. NP’lerin yiizey bilesimleri enerji dagilimli spektroskopi (EDS) ile
belirlenmistir. EDS (spektrum verilmemistir) sonuglart Co, Fe ve O’nun varligini
gostermistir. CFO-TA’nin ve CFO-TA-GOx’in C igerikleri sirasiyla %43,45 ve
47,39 olarak bulunmustur. CFO’da C miktar tespit edilemezken, CFO-TA ve CFO-
TA-GOx’in artan C miktarlar1 TA ile modifikasyonu ve GOx immobilizasyonunu

dogrulamistir [20].



Sekil 4.2. A) CFO, B) CFO-TA ve C) CFO-TA-GOx’un FESEM goriintiileri
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4.2.3. Manyetik ol¢iimler

CFO, CFO-TA ve CFO-TA-GOx NP’lerinin manyetik 6zellikleri 300 K’da +8.000
ile —8.000 Oe araligindaki dis manyetik alan uygulanarak belirlenmistir. Sekil 4.3.
NP'lerin histerezis egrilerini gdstermektedir. CFO, CFO-TA ve CFO-TA-GOx i¢in
doygunluk manyetizasyonu sirasiyla 51,47 emu/g, 47,67 emu/g ve 39.97 emu/g’dir.
Bu fark, biiyiik miktarda TA ve GOx'in CFO MNP'lere baglandigin1 gostermistir.
CFO, CFO-TA ve CFO-TA-GOx i¢in koersivite degerleri sirasiyla 576,5 Oe, 532,4
Oe ve 617,2 Oe olarak bulunmustur. Koersivite degerlerine gore MNP’ler
ferromanyetik materyal 6zellikleri gostermistir [20].

60 -
CFO a
CFO-TA b
= 40+ CFO-TA-GOXx — =
: -
2 ,
L 20 )
= _ /
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e “
= 20 4 "
<3} ° =
= = =
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Sekil 4.3. (a) CFO, (b) CFO-TA ve (c) CFO-TA-GOx'in manyetizasyon egrileri

4.2.4. FTIR spektroskopi

MNP’lerin yiizeyinde TA’nin modifikasyon mekanizmasimi ve CFO-TA {izerine
GOx’in immobilizasyonunu anlamak i¢in FTIR analizi gerceklestirilmistir.
Orneklerin 4004000 cm™' araliginda 6lgiilen FTIR spektrumlart Sekil 4.4."de
gosterilmistir. CFO spectrumunda 553 cm™'’deki pik spinel yapida tetrahedral
konumundaki (Fe®**-O%) gerilme titresimini gosterirken, 470 cm™deki bant spinel

yapidaki oktahedral bolgedeki (Co%*-O%) gerilme titresimine atfedilir ki bu da ters
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Sekil 4.4. (a) CFO, (b) CFO-TA ve (c) CFO-TA-GOX'in FTIR-ATR spektrumlart

spinal kobalt ferrit yapilarinin olusumunun kanitidir [47, 48]. Ug 6rnegin her birinde
3600 cm ™' ve 3000 cm ™' araliginda goriilen genis pik bityiik Slgiide fiziksel olarak
adsorplanan su ile ilgilidir. Buna ek olarak, CFO-TA ve CFO-TA-GOx
spektrumlarinda polifenol hidroksil pargalar: bu araliktaki pike katkida bulunurlar.
CFO-TA'nin spektrumundaki 1712 cm ™, 1613 cm™ ve 1491 cm ™'deki absorpsiyon
pikleri, sirasiyla, C = O gerilme, aromatik C - O gerilmesi ve aromatik C = C
gerilme titresimlerine karsilik gelir. 1330 cm™deki —OH egilme diizleminden
kaynaklanan, 1260 cm™deki Ph - O gerilmesine atfedilen ve 1066 cm™deki
aromatik C - H deformasyon titresimleriyle iligkili diger karakteristik pikler de
gozlenmistir [49]. Bu titresim bantlar1 gostermistir ki, CFO TA ile basarili bir
sekilde modifiye edilmistir. CFO-TA-GOXx spektrumunda, 1640 cm™ ve 1568 cm™
de yer alan pikler, sirasiyla peptitin C = O gerdirme titresimi ile iliskili amid I
bandina ve proteinin yapisindaki N - H egilme ve C — N gerilmesinden kaynaklanan
amid II bandina atfedilmistir. Amid I bandi, GOx'in CFO-TA'ya
immobilizasyonunu ve immobilizasyon isleminden sonra GOx'in ikincil yapisinin
ve biyoaktivitesinin korunmasini dogrulamistir [50]. Amid I bandi ile st iiste binen

C = O gerilme titresiminin 1712 cm “'deki 6nemli 6l¢iideki kaymast, agik¢a, -C = O
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ve -OH fonksiyonel gruplar arasindaki hidrojen baglarinin olugmasindan
kaynaklanmaktadir [51].

4.2.5. Zeta potansiyeli

CFO-TA ve CFO-TA-GOx’un sulu dispersiyonlarinin zeta potansiyelleri, Sekil
4.5.'de gosterildigi gibi 2,0 ila 11,0 arasinda degisik pH degerlerinde 6l¢iilmiistiir. Bir
enzimin bir NP {izerine immobilizasyonu partikiiliin yiizey yiikiine bagli oldugundan,
enzim ve MNP'lerin izoelektrik noktasinin (IEN) belirlenmesi, hem immobilizasyon
kosullarinin belirlenmesi hem de immobilizasyon mekanizmasinin aydinlatilmasi
acisindan ¢ok oOnemlidir. CFO-TA'nin zeta potansiyel degerleri, fenolik -OH
kisimlarinin iyonlagmasi nedeniyle tiim Olgiim araliginda negatif degerler olarak
bulunmustur [52]. CFO-TA-GOx durumunda, partikiillerin zeta potansiyeli, GOX'in
pl'sinin (pl: 4,2) altindaki pH degerlerinde pozitif degerlere artmistir; bu, GOX'in
negatif yiikli CFO-TA'y1 nétralize ettigini gostermektedir. pH 4.0-7.0 araliginda,
zeta potansiyeli hafifce artmis ve CFO-TA'ya kiyasla daha pozitif yiik kazanrak pH
7'min izerinde dalgalanmistir. Zira bu pH araliginda TA'nin fenolik hidroksil
gruplarinin hidrojen atomlar1 iyonizasyon yerine hidrojen baglarina katilmistir.
Ayrica, CFO-TA'min TA ile karsilastirildiginda daha az negatif yiikli GOx ile
kaplanmas1 zeta potansiyelindeki artisa katkida bulunabilir. Bu nedenle, CFO-TA-
GOx, CFO-TA'dan daha az negatif olarak yiiklenmistir. immobilizasyon ortaminda
(pH 6,5, 0,1 M FTC), CFO-TA'nin yiizeyi negatif olarak yiiklenir ve benzer sekilde,
aynt pH'da, GOx, pH pl'nin iizerinde oldugu icin negatif olarak yiiklenir.
Ayn1 yiiklii yiizeyler arasindaki elektrostatik itme, enzim immobilizasyonu tizerinde
olumsuz bir etkiye sahiptir. Bu nedenle, GOx'in immobilizasyonu elektrostatik
etkilesimlerle agiklanamaz. Bunun makul nedeni, [42] Sekil 4.6.’da gosterildigi gibi
GOx immobilizasyonu sirasinda GOx'in peptit baginin karbonik oksijeni ile CFO-
TA'nin hidrojen atomlart arasinda hidrojen baglarinin olugsmasidir. TA ayrigmasi
nedeniyle, CFO-TA hem hidrojen bag vericisi hem de negatif yiiklii partikiil olabilir.
Ayrica zayif van der Waals etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimler de baglanmay1

giiclendirebilir [53].
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Sekil 4.6. CFO tizerine GOx immobilizasyonu ve GOx’un enzimatik aktivitesinin sematik aciklamasi.

4.2.6. TGA analizleri

CFO, CFO-TA ve CFO-TA-GOx MNP'lerin termal stabiliteleri TGA kullanilarak
arastirilmstir. Sekil 4.7.'de gosterildigi gibi, CFO'nun kiitle kayb1 yaklasik %1,3'diir,
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bu da sabit bir kiitleye ulasana kadar adsorbe edilen suyun buharlagsmasiyla iliskilidir.
CFO'nun TGA egrisinde fiziksel olarak adsoprlanmis suya ve koordinasyon suyuna
karsilik gelen belli-belirsiz iki kiitle kayb1 asamasi vardir. CFO-TA ve CFO-TA-GOx

100 +
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: ——CFO
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Sekil 4.7. 25-1000 ° C sicaklik araliginda (a) CFO, (b) CFO-TA ve (c) CFO-TA-GOx’un TGA egrileri.

durumunda, her iki numunenin TGA egrisinde de 3 kiitle kayb1 asamasi gézlenmistir.
[k asamada, oda sicakligindan 180°C'ye kadar ¢ikan bdlgede meydana gelen kiitle
kayb1 CFO-TA ve CFO-TA-GOx igin sirasiyla %0,7 ve %1,3’diir. Bu sicaklik
araliginda gozlenen kiitle kaybi, biiyiik 6lgiide hem fiziksel olarak adsorbe edilen
suyun, hem de partikiil bosluklarinda ve hidrofilik tannik asit ve GOx’un hidrofilik
bolgelerine baglanan suyun serbest kalmasindan kaynaklanmaktadir. Su saliverme
asamasinda, modifikasyon ve immobilizasyon ile elde edilen 6rneklerin her ikisinin
de artan hidrofilisitesi, daha fazla su adsorpsiyonuna yol agmakta, dolayisiyla daha
fazla kiitle kayb1 gozlenmistir [54]. 180-480 °C genis bir sicaklik araliginda (ikinci
asama), CFO-TA ve CFO-TA-GOX'in 6nemli 6lgiide agirlik kaybr meydana gelmis
ve yaklasik olarak sirasiyla %5,4 ve %9,7 olarak bulunmustur. Bu durum TA ve
GOx'in kismi bozulmasi ile agiklanabilir. Bu asamada, gallik asit birimlerinden
olusan tannik asitin dis tabakasi, pyrogallol (1,2,3-benzen triol) ve karbon dioksit
birakarak bozulmaya ugrar. Termal bozunmanin ii¢lincii asamasinda (480-680 °C),

kalan i¢ tabakanin ve tannik asitin ¢ekirdek glukoz halkasinin 1,2-benzen diol ve
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karbon dioksit gibi aromatik bilesiklere ayrigmasindan dolayr 6nemli miktarda kiitle
kaybi gozlenmistir [55]. Ayrica GOx bilesimi bu asamanin agirlik kaybina katkida
bulunmustur. Ugiincii asama sonunda, CFO-TA ve CFO-TA-GOx icin geri kalan
kiitlenin yiizdeleri sirasiyla %86,1 ve %75,6'dir. CFO-TA ve CFO-TA-GOX'in
tamamen bozunma sicakliklarinda, kiitle kayb1 yiizdeleri, TA modifikasyonu ve GOx
immobilizasyonunun 6nemli Olglide gergeklestirildigini gostermistir. CFO-TA ve
CFO-TA-GOx orneklerinde azalan CFO igerigi manyetik 6zellikleri etkilemektedir.
TGA sonuglar1 VSM egrileri ile iyi korelasyon gostermistir.

4.3. Serbest ve immobilize GOx Calismalar

Bu kisimda farkli parametrelerin serbest ve immobilize GOx’un aktiviteleri iizerine

etkisi aragtirilmistir.

4.3.1. pH’1n katalitik aktivite tizerine etkileri

Enzim immobilizasyon ¢aligmalarinda pH 6nemli bir faktordiir. Optimal kosullardaki
bir degisiklik genellikle immobilize enzim i¢in gdzlenir ve hedef uygulamada bir
avantaj olabilir. Tampon pH'in serbest ve immobilize edilmis GOx {izerindeki

etkileri Sekil 4.8.’de gosterilmistir.

Immobilize edilmis GOx'in pH 7,0-9,0 aralifinda daha iyi bir enzim aktivitesi
verdigi saptanmistir. Serbest ve immobilize edilmis GOx aktivitesi, pH 5,5'te hafifce
azalmistir. Bu, esas olarak, GOx'in izoelektrik noktasi (pI) olan pH 4,2'ye [3]
yaklagsmanin, aktivitede bir azalmaya neden olmasindan kaynaklanmaktadir [56].
Serbest ve immobilize enzimin optimum pH degerleri sirasiyla 6,0 ve 6,5 olarak
bulunmustur. Immobilize GOx'in optimum pH degeri, serbest GOx ile
karsilastirildiginda, 0,5 pH birimi alkali bolgeye dogru kaymistir. Bu, Sekil 4.9.'da
gosterilen hidrojen iyonlarinin ayrilmasindan kaynaklanabilir [57]. Genel olarak,
immobilize enzimin optimum pH degeri, destegin anyonik veya katyonik yapisina

bagl olarak, serbest enzim ile karsilastirildiginda 2 pH birimine kadar kayabilir.
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Sekil 4.8. Serbest ve immobilize GOx aktiviteleri lizerine pH etkisi

CFO-TA-GOx gibi negatif yiiklii enzim immobilize destekleri, enzimin etrafindaki
hidrojen iyonlarini toplama egilimindedir ve boylece enzimin etrafini saran ortaminin
pH'm1 diistiriir. Bu nedenle, GOx mikro ortaminin pH", pH 6l¢limiiniin yapildig:
genis ortaminkinden daha diisiiktiir. Sonug olarak, immobilize enzimin optimum pH"
serbest enziminkine yaklasirken, genis ortamin pH’1 6,5 bulunmustur [58]. Boylece,
immobilize edilmis enzimin optimum pH", FTC'de 6,5 olarak gézlenmistir. Aksine,
pozitif yiikli destekler, serbest enzim ile karsilastirildiginda immobilize enzimin
optimum pH'in1 diisiiriir [59]. Optimum pH degerindeki degismenin bir diger nedeni,
GOx ve CFO-TA arasindaki giiclii etkilesimlerin GOx konformasyonunu etkilemesi
ve boylece GOx icin optimum pH degerini degistirmesidir. Ayrica optimum pH
kaymasi, iiriinlerin yiikiinden dolay1 enzimatik reaksiyonun tipine baghdir. Uriinler,
optimum pH degerini degistirecek sekilde ortam pH'mi degistirebilir [60]. Benzer
sekilde, TA modifiye edilmis Fes04 MNP {izerine immobilize edilmis tripsin enzimi

icin pH kaymasi gozlenmistir [61].
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Sekil 4.9. Proton ayrigmasinin (a) polianyonik destek veya (b) polikatyonik destek durumunda immobilize

enzim mikrogevresine etkisinin gdsterilmesi

Literatiirden optimum pH degerinin degistigini gosteren Ornekler Tablo 4.1.'de
verilmistir. Cogu durumda, immobilize edilmis enzimler, pH’nin optimum degerinin
alkali taraflarindaki serbest enzimlere gore daha iyi bir aktivite gosterirler.
Immobilize edilmis GOx, Sekil 4.8.'de gosterildigi gibi, serbest GOx'ten pH 6,5-9,0
araliginda daha aktif olmustur. Literatiirde benzer pH araliklari, CoFe,04/SiO,-GA
lizerine immobilize edilmis GOx i¢in 6,0-8,0 ve akrilonitril-glisidilmetakrilat
kopolimeri {izerine immobilize edilmis GOx i¢in 7,0-8,5 olarak bulunmustur [13,62].
Ek olarak, polianiline asilanmis poliakrilonitril iizerine immobilize edilmis GOx’un

gelismis pH araligi pH 6,5 ile 8 arasinda belirlenmistir [63].

4.3.2. Sicakhgn katalitik aktivite iizerine etkileri

Sicakligin enzim aktivitesi lizerindeki etkisi, optimum calisma kosullarini belirlemek
icin pH'nin etkisi ile birlikte ¢ok onemlidir. Bu nedenle, immobilize edilmis ve
serbest GOx'in 25 ila 60 °C arasindaki sicaklik araligindaki bagil aktiviteleri, enzim
stabilizasyonunu arastirmak igin belirlenmistir. Enzim katalizli reaksiyonlarda,
optimum degerin {izerindeki sicakliklarda enzim aktivitesi, enzim proteininin
denatiirasyonu nedeniyle azalmaktadir. Sekil 4.10.’daki sonuglar, serbest GOx igin
optimum sicakligin yaklasik 40 °C oldugunu ve immobilize edilmis GOx igin 45

°C'ye kaydigini gostermistir.
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Sekil 4.10. Serbest ve immobilize GOx aktiviteleri lizerine sicakligin etkisi

Enzim aktivitesi, serbest GOx i¢in 25-40°C araliginda ve immobilize GOx ig¢in 25-
45°C araliginda hafif bir sekilde sicakliga bagli bulunmustur. Bu sonucun makul bir
nedeni, GOx'teki sicakliktan kaynaklanan konformasyonel degisikliklere kars1 diisiik
duyarhilikta olmasidir [7]. Bu sicakliklarin {izerinde, enzim aktiviteleri, enzim
denatiirasyonu nedeniyle biiyiik dlgiide azalmistir. Sonuglar 6nceki ¢alismalar ile
uyumludur  [13,62]. Optimum sicaklik  degerlerinin  diger caligmalarla

karsilastirilmasi Tablo 4.1.'de verilmistir.

4.3.3. Serbest ve immobilize GOx ile kinetik calismalar

Glukoz konsantrasyonunun serbest ve immobilize GOx ile katalizlenen glukozun
oksidasyon hizi iizerine etkisi, Michaelis — Menten denklemi ve Lineweaver — Burk
grafikleri [64] kullanilarak, pH 6,5 FTC'de 10-50 mM araliginda farkli glukoz
konsantrasyonlar1 kullanilarak aragtirilmistir. Serbest ve immobilize enzimler i¢in
Kv Ve Vmax degerleri, Sekil 4.11.°de gosterilen Lineweaver — Burk grafigi
kullanilarak hesaplanmistir. Serbest GOx'in Ky degeri 28,00 mM iken, immobilize
GOx'in Ky degeri 50,05 mM olarak bulunmustur, bu da serbest GOx'inkinden ¢ok
daha yiiksektir. Bu durum immobilize edilmis GOx'in glukoz i¢in serbest
GOx'inkinden daha diisiik bir biyolojik affiniteye sahip oldugunu gosterir.

Bu sonug, glukoz molekiillerinin immobilize enzimin aktif bdlgelerine sinirh
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erisiminden ve enzim konformasyonunun degismesinden dolay1 genellikle enzim
immobilizasyonlarinda gozlenmistir [64]. Cozeltideki glukoz molekiillerinin negatif
yiikiinden dolayi, glukoz ve negatif yiiklii CFO-TA destegi arasinda elektrostatik bir
itme meydana gelir. Bu itme kuvveti, glukozun konsantrasyonunu GOx aktif bolgesi
civarinda azaltir ve bdylece Ky degerini arttirir. Immobilize ve serbest GOx igin
Vmax degerleri sirasiyla 1,04 dk mM™ ve 1,54 dk mM™ olarak bulunmustur.
Immobilizasyon islemi sirasinda GOx'in aktif bolgelerinin bir kismimin bloke olmasi

nedeniyle immobilizasyon sonrasi Vmax'ta bir azalma gozlenmistir [56].

Tablo 4.1. Bu ¢alisma ve diger ¢alismalardaki GOx immobilizasyon 6zelliklerinin karsilagtirilmasi

S S Michaelis — Yeniden
{mmobiliz Destek IAktivite i¢in Aktivite igin Menten sabiti | kullanim
optimum optimum sayis1 Kaynak
asyon tipi | malzemeleri P P (Km) (mM) (kalan Y
pH sicaklik (°C) bagil
aktivite)
S 1 S I S 1
IAdsorpsiyon- 8 Bu
baslanma <0 %20+ TA | 60 | 65| 40 | 45 |28.00| 50.05
& IMNP’ler (61%) calisma
baglanmasi
rpraz 7
Garp CoFe,0,si0,] 55 | 65| 35 | 40 | 27.1 146 [43]
baglama (57%)
S [46]
Kovalent ':‘Sll(_”“k asit
baglanma  |kopolimerize | 58 | 48| 30 | 35| 491 10.49
polivinil floriir),
7
Tuzak Fe,0,-Cal- 6.0 6.0 | 40 50 — — [48]
SIOZ'onS (50%)
Koval IAkrilonitrilin [44]
ovalent | opolimeri 5.8 70| 28 35 | 28| 30-35
baglanma |glisidilmetakril
at
Cevrilebilir [Polianilin 55 6.5 35 35— 54 7.8 20 [45]
poliakrilonitril

S:serbest, I-Immobilize
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Sekil 4.11. Serbest ve immobilize GOx i¢in Lineweaver — Burk grafigi (hata ¢ubuklar1 n = 3 igin
+ SS’y1 gosterir).

4.3.4. GOx’in depolama ve operasyonel kararhihg:

Enzimler, kararsiz yapilar olsa da, ticari olarak yararlhidirlar. Bu istenmeyen ozellik,
enzim immobilizasyonu ile asilabilir. Immobilizasyon yontemini degerlendirirken,
depolama stabilitesi ve immobilize enzimin c¢oklu kullanimi biliyiikk 6nem
tasimaktadir. Immobilize ve serbest GOX'in depolama kararliliklart 4 °C'de 35 giin
icin arastirilmis ve Sekil 4.12.°de gosterilmistir. Serbest enzim 35 giin i¢inde ilk
aktivitesinin %65'ini kaybederken, immobilize GOx ayni zaman araliginda ilk
aktivitesinin %20'sini kaybetmistir. Immobilizasyonun GOx'in kararliligini artirdig
ve aktivitesinin daha uzun siire kalmasina neden oldugu gosterilmistir. Iimmobilize
GOx'in operasyonel kararliligi, immobilize GOx'in ardisik kullanimini belirlemek
igin incelenmistir. Sekil 4.13.'deki sonuglar, immobilize GOx'in 8 tekrarh
kullamimindan sonra ilk aktivitesinin yaklasik olarak %60'inin korunmus oldugunu
gostermistir. GOx'in  immobilizasyonu, stabiliteyi siirdiirmiis ve Tablo 4.1.'de
listelenen diger caligmalarla karsilastirildiginda enzimin yeniden kullanilabilirligini

gelistirmistir [20].
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BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Yiiksek saflikta CFO, hidrotermal yontemle basarili bir sekilde sentezlenmis ve XRD
ile dogrulanmistir. CFO’nun TA ile modifikasyonu ve immobilizasyon islemi
sirasinda GOx’in TA’ya hidrojen baglar ile yiiksek baglanma affinitesi TGA, VSM
ve FTIR ile dogrulanmistir. Bradford protein tayini kullanilarak 6lgiim yapildiginda 1
g CFO-TA basma 12,5 mg GOx elde edilmis, yani GOx’in %99,8’1t CFO-TA
immobilize olmustur. Bu sonucun sebebi peptit baglarinin karbonil oksijen atomu ve
fenolik hidroksil gruplarinin hidrojen atomlar1 arasinda olusan H baglarindan

kaynaklanmaktadir.

Immobilize GOx pH 7,0-9,0 arasinda iken daha iyi bir enzim aktivitesi gdstermistir.
Serbest ve immobilize GOx’in aktivitesi pH 5,5’da hafifce azalmistir. Bunun sebebi
GOx’in pI’s1 olan pH 4,2’ye yaklagsmasinin, aktivitede bir azalmaya neden
olmasindan kaynaklanmaktadir. Serbet enzimin optimum pH degeri 6,0 iken,
immobilize enzimin optimum pH degeri 6,5 olarak bulunmaktadir. Immobilize GOx,
serbest GOx’den pH 6,5 ile 9,0 arasinda daha aktif olmaktadir. Serbest GOx’in
optimum sicaklik degeri 40 °C iken, immobilize GOX’in optimum sicaklik degeri 45
°C olmustur. Enzim aktivitesi, serbest GOx i¢in 25-40 °C arasinda ve immobilize
GOx igin 25-45 °C arasinda hafifce sicakliga bagli bulunmustur. Nedeni GOx’in
sicaklikla konformasyonel degisikliklere karsi diisiik duyarlilikta olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu sicakliklarin iizerinde enzim aktiviteleri, enzim proteininin

denatiirasyonu nedeniyle biiyiik 6l¢iide azalmaktadir.

Serbest GOx’in Ky degeri 28,00 mM iken, immobilize GOx’in Ky degeri 50,05 mM

olarak bulunmustur. Nedeni, glukoz molekiillerinin enzimin aktif bolgesine sinirh
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erisiminden ve enzim konformasyonunun degismesi nedeniyle immobilize
enzimlerle yapilan c¢alismalarda gozlenmektedir. Cozelti igindeki glukoz
molekiillerinin negatif yiiklenmesi nedeniyle, glukoz ve negatif yiikli CFO-TA
destegi arasinda elektrostatik bir itme meydana gelmektedir. Bu itme kuvveti,
glukozun konsantrasyonunu GOx aktif bdlgesi civarinda azaltmakta ve bdylece Ky
degerini arttirmaktadir. Immobilize ve serbest GOX i¢in Viax degerleri sirasiyla 1,04
dk mM™ ve 1,54 dk mM™ olarak bulunmustur. immobilizasyon islemi sirasinda
GOx’in aktif bolgelerinin bir kisminin bloke olmasi nedeniyle immobilizasyon

sonrast Vmax da bir azalma gézlenmektedir.

Immobilize ve serbest GOx’in depolama kararliliklar1 4 °C’de 35 giin siireyle
arastirtlmistir. Serbest enzim 35 giin iginde ilk aktivitesinin sadece %35’ini korurken,
immobilize GOx ayni zaman araliginda ilk aktivitesinin %80’ini korumustur.
Immobilizasyonunun GOx’in kararliligini arttirdign ve aktivitesini daha uzun siire
korudugunu gostermektedir. Immobilize GOx’in 8 tekrarli kullanimindan sonra ilk
aktivitesinin yaklasik olarak %60’ min korundugu gériilmiistiir. Immoblizasyon
islemi, GOx’in stabilitesini siirdiirmesini saglamakta ve Tablo 4.1.’de listelenen
diger caligmalarla karsilagtirildiginda  enzimin  yeniden kullanilabilirligini

gelistirmektedir.

5.2. Oneriler

Bu ¢alismanin gelecek ¢alismalara 151k tutmasi i¢in Oneriler su sekilde 6zetlenebilir:

CoFe;04 MNP’leri bu ¢alismada hidrotermal yontemle sentezlenmistir. Solvo termal,
mikro dalga hidrotermal ve birlikte ¢oktiirme yontemi gibi farkli yontemler ile
sentezlenebilir. Sentez esnasinda etkili olan sicaklik, siire ve pH gibi parametreler
degistirilebilir. Boylece iiretilecek CoFe;04 MNP’lerinin farkliliklar1 ve manyetik

ozelliklerinin kullanildig1 ortamdan ayrilabilirligi incelenebilir.
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NiFe;O4, CuFe;04, MnFe,04, ZnFe,04, Ve Fe304 gibi farklt MNP’ ler sentezlenebilir,
sentezlenen bu MNP’lere enzimler immobilize edilerek farkli reaksiyon ortamlarinda

kullanilabilirler.
MNP’leri modifiye etmek i¢in bu ¢alismada TA kullanilmistir. MNP’leri gallik asit
ve tanin gibi farkli molekiillerle modifiye ederek enzim immobilizasyonuna etkisi

arastirilabilir.

Bu ¢alismada enzim olarak GOx kullanilmistir. Bagka enzimler immobilize edilerek

farkli uygulamalarda kullanilabilir.

MNP’lere farkli enzimler immobilize edilerek, enzim biyosensorleri hazirlanabilir.
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