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OZET

BENZALDEHIT LIYAZ (BAL) ENZIMININ MANYETIK NANOPARCACIKLARA
IMMOBILIZASYONU VE TEPKMELERININ INCELENMES

YUKSEK LISANS TEZ

Bulent CELEH

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANABILIM DALI

2011

Epoksi gruplan tutturulmuFe0,-SiO, manyetik nanoparcaciklar, Benzaldehid Liyaz
(BAL, EC 4.1.2.38) enziminin immobilizasyonu icingdycidyloxypropyl trimethoxysilane
(GPTMS) ile modifiye edilmitir. Oncelikle manyetik nanoparcaciklar birliktekpde yontemi
ile bazik ortamda Fé@ ve F&¥(n cokturilmesiyle sentezlengtir. Daha sonra RE©,-SiO,
nanoparcaciklar elde etmek icin silika sol-jel nodetdkullanilarak FgD, nanoparcaciklarinin
uzerine kaplanmtir. Bu islemi takiben GPTMS, R®,-SiO, nanopargaciklarinin ytzeyine
immobilize edilmitir. Epoksi gruplari tutturulmyu Fe0,-SIO, manyetik nanoparcaciklar
karakterize etmek icin Xsini Difraksiyonu (XRD), Gecirimli Elektron Mikroskm (TEM) ve
Fourier dongimli kizilotesi gin spektroskopi  (FT-IR) yontemi kullanilgtr. Silika-kaph
manyetik nanoparcaciklarin boyutlari Scherrer demihden 11,8 nm olarak hesaplagtmi
TEM gorintisinden parcaciklarin ortalama 10-11 myutunda, homojen bir gdimda ve
Scherrer denkleminden elde edilen sonucla uyundégimidgu tespit edilmgtir. FTIR sonuclari
manyetik nanoparcaciklarin yizeyine epoksi grupiaribgarili bir sekilde tutturuldgunu
gOstermtir.

Histidin  kuyruklu rekombinant BAL, benzaldehidin ilain kondenzasyon
reaksiyonlarini katalizlemek icin yuzeyi @gtiriimis manyetik nanoparcaciklara kovalent
baglanma yoluyla immobilize edilrgiir. Bu sistem benzaldehitin homo aciloin ve bedealit-
asetaldehit heteroaciloin kenetlenme tepkimeleiin igdenenmi ve yiksek verim ve
enansiyosecicilik ile Oriinler elde edigtir (%098>99ee, %90 verim). Ayni sistem rasemik
benzoinin asetaldehitle kinetik agtirma tepkimesinde de denenmayni sekilde Urtnler
yuksek secicilik ve verimle elde edilgtir. Bittin reaksiyonlar da BAL-epoksi destek sistem
yiuksek enantiyoselektivite ve yuksek verim ileth€-C b& olusumu ve hemde kirllmasi
reaksiyonlarini katalizleyebilgtir. Kesin Urin konfligrasyonlariR| olarak belirlenmtir.
Uygulamasi basit olan manyetik, heterojen biyokabal ile yapilan karboligasyon
reaksiyonlarindan elde edilen sonuclar saf enzitalizéi reaksiyonlarla kaulastiriimistir.

BAL-epoksi destek sistemin ghr avantajlari, kullanim kolagt ve tekrar
kullanilabilirlili gidir.

Anahtar Kelimeler: Magnetit, manyetik nanoparcaciklar, ylzey modgianu,
immobilizasyon, histidin etiketli benzaldehit liyBAL) enzimi, manyetik safdirma
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Epoxy-functionalized R©,@Si0, core—shell magnetic nanoparticles were prepared by
modification with glycidyloxypropyl trimethoxysilan(GPTMS) for direct benzaldehyde lyase
enzyme (BAL, EC 4.1.2.38) immobilization. First, gmetite nanoparticles were synthesized by
co-precipitating F& and F&" in an ammonia solution. Then silica was coatedtsn FgO,
nanoparticles using a sol-gel method to obtain mtgsilica nanoparticles. The condensation
product of 3-Glycidoxypropyltrimethoxysilane (GPTM®as immobilized on them. The epoxy
coated magnetic silica were applied for the cavalmmobilization of BAL. X-ray diffraction
(XRD), transmission electron microscopy (TEM), dralrier transform infrared spectroscopy
(FTIR) methods were used to characterize the epaxgtionalized F¢O,@SiO, core—shell
magnetic nanoparticles. XRD (Scherer's equatior) @EM results indicate that the primary
particle size of magnetite was around 11 nm. FTéRuits indicate that epoxysilane was
attached successfully to the surface of th@ SiO, core—shell magnetic nanoparticles.

Histidine-tagged recombinant benzaldehyde lyasel(BAC 4.1.2.38) was efficiently
immobilized to surface-modified magnetic particlegh covalent binding that was used to
catalyze the self acyloin condensation reactiobesizaldehyde and cross acyloin condensation
reaction of benzaldehyde with acetaldehyde. Theessyrstem was used for kinetic resolution of
racemic benzoin with acetaldehyde and high yield aelectivity was obtained. In all the
reactions, the BALepoxy support system was ableatalyze both C-C bond forming and
breaking reactions with high yield and high enasdlectivity (98>99%ee, 90% yield). The
absolute configuration of the products is assigasdR). The results obtained from the
carboligation reactions that were performed witls tsimple and convenient heterogeneous
biocatalyst were comparable to that of free enzgatatyzed reactions.

Additional advantages are its reusability and &asy to work with.

Keywords: Magnetite; magnetic nanoparticles; surface madaliioe), Benzaldehyde lyase (BAL
)enzyme, magnetic purification
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1. GIRIS

1.1.NANOTEKNOLOJ1

1.1.1.Nanoteknolojinin Tanimi ve Amaclari

Nanoteknoloji, atom ve molekullerle oynayan bir rtelojidir. Atom ve
molekdlleri tek tek maniple ederek istenilen yapimlusturulmasi ilkesine dayanir.
Atomlar ayri ayri gleme tabii tutulur. Yakigtk 100-1000 atom bir araya gelerek nano
Olceklerde bir nesneyi aojturmaktadir. Nanoteknoloji de bu @lamda “cok kuguk
maddelerin teknolojisi” olmaktadir (Ozgan ve ark, 2006b; Balci, 2006). 1 nanometre,
hidrojen atomunun capinin sadece 10 katidir. N&noteji kapsamina giren
malzemeler i¢in 100 ile 1 nanometre (nm) (1/10 omlymetre ile 1/1 milyar metre)
arasindaki herhangi bir buyukluk (uzunluk, gékiveya kalinlk) ifade edilmektedir.
Sadece bir tek boyutu nanometre mertebesinde alsala incelikteki kaplamalar da
nanoteknoloji kapsamindadirlar. Ope bu durum, seramiklerde (kendi kendini
temizleyen seramik g&ari), duvar renklerinde (kendi kendini temizleyew cepheleri)
veya camlarda kendini gostermektedir. (Kut ve Gage 2005, Anonymous 2004).
Nanoparcaciklar virtslerden yiz defa daha kiucigtidoylece insan gozu tarafindan
algilanamamaktadirlar. ¢&%1 derecede kicluk boyutlara sahip bu vyapilar igin,
cevremizdeki nesneler icin fiziksel ve kimyasal alas gecerli dgildir. Yani belli bir
hacim kaplayan bir madde bir veya birden fazla Ib@yuzunluk, geslik veya
kalinlik) nanometre ebatlarinda veya bundan dal@ikiparcaciklara bolingiinde,
taneciklerin her biri kendi Baa en bsta belli bir hacmi olan bu maddenin
ozelliklerinden cok farkli ve beklenmedik 6zellikdesahip olmaktadir. Orga, nano
Olcekteki malzemelerin iletim 6zellikleri (momenturenerji ve kitle) artik surekli
olarak dgil ancak kesikli olarak tarif edilmektedir. Benzelarak, optik, elektronik,
manyetik ve kimyasal davratar klasik deil kuantum olarak tanimlanmaktadir
(Anonymous 2004, Qian ve Hinestroza 2004, Qatove ark 2006b). Normalde
kirllgan bir malzeme olan seramik, tanecik buygkli nanometre dgrine
indirildiginde kolaylikla deforme olugekillendirilebilmektedir. 1 nm buyukEundeki
altin tanesi kirmizi renk géstermektedir. (Kut vén&oglu 2005).



Nanoteknoloji; olduk¢a ucuz, oldukga guvenilir, wkgda temiz ve finansal kahgi
oldukca yuksek oldgu icin dnemlidir (Naschie 2006). Glinimuizde maddeyiometre
seviyesinde sieyerek ve ortaya cikan gigik 6zellikleri kullanarak, yeni teknolojik
nano-Olcekte aygitlar ve malzemeler yapmak mimKimaktadir. Orngin, tarama ve
atomik kuvvet mikroskoplarini kullanarak yizey lmde atomlar iterek birbirinden
ayirmak ve istenilegekilde dizmek mumkin olmaktadir. Nanoteknoloji, faanda,
daha dayanikli, daha hafif ve ghya daha az zarar vererek Uretim yapilmasini
sgilayacak bir teknolojidir. Nanoteknolojinin @ayaca& imkanlar kisacasoyle

siralanabilir

» Her atomu tam istenilen yere yagtieme imkani

» Fizik ve kimya kurallarinin mimkdn kilgh hemen hemen hegeyi atom
seviyesinde Uretebilme imkani

> Uretim maliyetlerinin ham madde maliyetlerini gegii ekonomik tretim

imkani

Nano boyut, trine yeni ve ilging 6zellikler kazanagaktadir. Ancak bunun
yaninda, guvenlik acisindan da tehdit edici bir uunsimaktadir. Nanobilim ve
nanoteknolojinin s@lik ve c¢evre agisindan tehlike unsuru olabifgcendsesi de
mevcuttur. Bu endelerin temel kayn&ni, nano urldnlerin ¢ok kiguk boyutlari
nedeniyle beklenmeyen etkilenlere neden olabilmeleri tehlikesi qturmaktadir
(Supiren ve ark 2007b). Blyuk nesnelerglatzan/b&lanan nano malzemeler cevreye
yayllmadiklari icin sglik ve emniyet acisindan bir risk gturmazlar. Ancak nano
parcalarin ve nano tuplerin Uretimi esnasindasaslumalzeme, malzeme Uzerine
baglanmadgindan serbesttir ve etrafa yayilabilir; bu nedesdezararl olabilmektedir.
Nano parcalarin yenmesi, solunmasi veya deri yalwyjicuda girmesi hlcrelere zarar
verebilir. (Kése ve ark. 2007). Nanoteknoloji trlbii malzemenin Uretimi, yeni bir
kimyasal maddenin Uretimine benzemektedir. Nandaehn Grunlerinin, sglik
acisindan potansiyel riskleri sebebiyle, bu konuda&vcut bilginin gejtiriimesine ve
toksikoloji (zehir bilim) ve ekotoksikoloji hakkirg nanoteknolojiye 6zel bir veri tabani
olusturulmasina ihtiya¢c duyulmaktadir (Stpuren ve &®07b). Nanoteknoloji, icinde
bulundigumuz yiuzyilda hayatin her alaninda devrim nitetie deisikliklere sebep
olacak onemli bir teknolojik alandir. Gegitniz yuzyllda antibiyotik, plastik,
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televizyon,

nikleer teknoloji ve bilgisayar tekn@min sebep oldgu kokla

degisimlere benzesekilde dgisimler yaratacgl kabul edilmektedir

Nanoteknolojinin amaclarisagida verilmitir (Bozkaya 2006b)

YV V. V V V V

>
>

Nanometre 6lcekli yapilarin analizi,

Nanometre boyutunda yapilarin fiziksel 6zelliklgmianlgiimasi,
Nanometre 6lgekli yapilarin imalati,

Nano hassasiyetli cihazlarin giliilmesi,

Nano o6lcekli cihazlarin getfiriimesi,

Uygun yontemler bulunarak nanoskopik ve makroskaigikya
arasindaki ban kurulmasi,

Alisilandan farkli ve Ustin malzeme 6zellikleri /Uretstireclerinin elde
edilmesi,

Daha dayanikli, daha hafif, daha hizli yapilar,

Daha az malzeme ve enerji kullanimi.

1.1.2. Tarihce

Bilim

insanlari genellikle, nano-6lgen 6neminin ilk kabul edikini, Nobel

odullh fizikgi Richard Feynman'in (1918-1988) 29 ahk 1959'da, Amerikan Fizik
Toplulugu'nun Kaliforniya Teknoloji Enstitisi'nde (Caltectgercgeklstirilen yillik

toplantisinda vergi konumaya dayandirir( Feynman 1959.) Ozetle, bu tarihi

konwmasinda Feynmagynlariéngérmigtir.

24 ciltlik Brittanica Ansiklopedisini bir toplu gne baina neden

yazmayalim?

Kiguk dlcekte bilgi

Daha iyi elektron mikroskobu
Fevkalade biyolojik yapilar

Bilgisayari minyaturlgtirme



» Buharlgtirma yolu ile minyattrlgirme

e Sdrtiinme sorunlari

* Yuzlerce minik el

* Atomlari aniden organize etme

» Kuguk bir dinyada atomlar (Erkog,. 2007)

“Nanoteknoloji” terimini 1974 yilina kadar kimse llanmamstir. 1974 yilinda
ise Japon Norio Taniguchi adindaki bir gimanaci kullanmgtir. 1980’lerde, molekuler
imalata ait temel fikirler, K. Eric Drexlerin “Makiler imalata Yonelik Protein
Tasarimi” adli makalesinde ortaya koyuktwr. 1981'de “taramall tunelleme
mikroskobununun” icat edilmesi, bilim insanlarinapylari nanodlgekte manipile etme
ve bunlarin goruntilerini alma olagia sglamistir. Bundan sonra, 1985'de
“fullerenlerin” kesfi ve 1986’da da “atomik kuvvet mikroskobunun” icatilmesi,
nanobilimle nanoteknolojide asil donim noktalarimad ve bunlarin, bilimle
teknolojinin en fazla gelecek vadeden dallarinistoitmak Uzere evrimignelerinin
onunu acnytir. Nanoteknoloji alanindaki asil ggie, IBM'deki Gerd Binnig ve
Heinrich Roéhrer'in (1986 Nobel 6duli) 1981’de, hemalzemeleri atomik dizlemde
incelemeye hem de bunlari atomik Olcekte manipiileege yarayan ilk aygit olan
“taramali tinelleme mikroskobunu” (TTM) icat etm@yée olmustur. “Tarayicl gne
mikroskobu” (TIM), “atomik kuvvet mikroskobu” (AKM), “yakin alan ikroskopisi”
ya da “taramali elektron mikroskopisi” (TEM) gibiy@tlar, atomik bglanmanin,
molekillerin kendilginden bir araya gelmeleri ve malzemelerin en kuigekteki
yapilarinin gleyisiyle ilgili gérinttler sglamislar ve atomik manipulasyonu kimyanin
‘deney beherinden’ c¢ikarip muihendislik dinyasinamsglardir (Sharifzadeh 2006).
Nanoteknoloji tarihindeki bir gier doniim noktasi, Curl Kroto ve Smalley’in 1985itek
calismalarinin  sonucu Urettikleri, yeni nano-yapili karb modifikasyonu olan,
‘Buckyball’ olarak da adlandirilan, futbol topu brgndeki “fullerenlerin” kesfidir.
1991'de ise, fullerenlerle ilgili ¢caimalarin sonucunda, temelde kenarlari silindir

olusturacak sekilde yuvarlanmy grafit tabakalardan ofan ve ol&anistlu o6zellikleri
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nedeniyle elektronikle malzeme muhenggslde muazzam uygulama potansiyeli

oldugu 6ngorulen, karbon atomlarinin tiipe benzer yapilakefi gerceklgmistir.

Su an nanoteknolojinin 2. devresinin sonlarindajianoteknoloji hayatimiza
girdi diyebiliriz. Dizistu bilgisayarlarimizdakifticekirdekli islemciler, iPod Nano’da
kullanilan hafiza teknolojisi birer nanoteknolojikiin.2010yili itibari ile 3. nesi| 2020
yili itibari ile de 4. nesil nanoteknolojik Urdnlerin ¢ikmasi bekleniyor. 2. ihes
nanoteknolojik drtnler pasif nanodrinler olarak it@aniyor. Pasif nanodrinler
malzemelere nanoyapilarla ek 6zellik (suyu itmeejkoku salma vs.) katilan trnler
anlamina geliyor. 3. ve 4. nesilde biraz daha farkl aktif nanotrinlerle kgitacasiz
(Fanfair ve ark 2007)

1.1.3.Nanoteknolojinin Uygulama Alanlari

Nanoteknoloji yava yavag hayatimiza girmektediiSu an nanoteknolojinin 3.
Devresinindeyiz. 2020 yih itibari ile de 4. nesianoteknolojik Grinlerin ¢ikmasi
bekleniyor. ABD'de de bulunan Project On Emergirandtechnologies adli kurumun
internette yayinlagh listede Ocak 2009 itibari ile 803 nanoteknolojilriin
bulunmaktadir.( Rodgers 2006) Listedeslda tekstil, elektronik, otomotiv, gida
urtnlerinden ornekler bulunmaktadir. Gunumuzdelaatainlerin ¢gu var olan bir
malzemeye nanoyapilarla suyu itme, gizel koku satiba ek Ozellikler eklennsi
halidir. Nanoteknoloji cgitli alanlarda uygulanmaktadiSekil 1.1. nanoteknolojinin

uygulama alanlarini gostermektedir.
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Sekil 1. 1 NanoteknolojinirUygulama Alanlari

1.2.Nanoparcaciklar
1.2.10retim Metotlari

Nanoteknoloji ¢gitli alanlarda uygulanmaktadir. Nanometre @ode kontrol
sglamak amaciyla,uygulama alanla icin uygun olan teknikler ve o6zel Uret
enstrimantasyonlari, kontrol ve élgiimler gi@limektedir. Uretim iki ana yol izlener:
yapilabilir “yukaridan-asagiya Uretim yaklasimi” (6zel sleme ve kimyasalsandirma
teknikleriyle ditografi, son derece kusursuz yuzegekillendirme- mikroskobik
elementlerin yapisal boyutlarini nanometre gige indirmek), ‘asagidan-yukariya
uretim yaklasimi” (atomik ve molekuler agregalarin daha buyuk sister-kiimeler,
organik orguler, supramolektler yapilar ve sentanlig makrc-molekuller-olusturacak

sekilde kontrolli olarak bir arada toplanacakilde diizenlenmes
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Sekil 1. 2 Asagidan-Yukariya Uretim Yakiami

Yukaridan gagiya yaklgimina dahil olan yontemlerde hacimsel malzemeye
disaridan mekaniksel ve/veya kimyasajlemler ile enerji verilmesi sonucunda
malzemenin nano boyuta kadar inebilecek kicuk pemgayriimasi esas alinmaktadir.
Yukaridan gagiya yaklgimi ile calsan yontemlere verilebilecek en genel ornekler;
mekanik @gutme ve aindirma olabilir. Bu tekniklerde klasikgéitme slemlerinden ¢ok
daha fazla enerji tiketimi gercekiginden yuksek enerjili giitme veya yuksek hiz
desirmenleri olarak da adlandiriilmaktadirlar.sa&idan yukariya yakkamina dabhil
yontemler ise; atomik veya molekuler boyuttaki yapi kimyasal reaksiyonlar ile
biyuterek partikil olgumunun  gercekkgiriimesi olarak tanimlanmaktadir.
Nanokristalin metal ve ajanlarinin Uretiminde kullanilan ilk yontem olan gaz
yogunlastirma tekngi asagidan yukariya yakkamiyla calsmaktadir. Kimyasal buhar
kaplama, kimyasal buhar gonlastirma, sol jel ve sprey piroliz yontemleri de bu
yaklasimin en ¢ok bilinen gier tGyeleridir. Partiktl Uretiminde kullanilan yontkerin
yukarida acgiklanan ayrim ginda fiziksel veya kimyasal temelli olarak da ikyria
siniflandinimast mumkidnddr. Mekanik enerjinin lullldg) gibi fiziksel 6zelliklerin
on plana cik@ii yontemler fiziksel ve kimyasal reaksiyonlarin geklestigi yontemler

ise kimyasal temelli olarak kabul edilmektefliuther 2004).



1.2.1.1. Mikroheterojen Sistemlerden Nanopartikiil Wetimi:

Asagidan yukariya yakkamla molekiler seviyeden nanopartikil dGretimi icin
kullanilan sentetik metotlar, farkli mikroheterojsistemlerin kullanimini temel alir.
Bahsedilen mikroheterojen sistemler sivi kristallgeller, misel cozeltileri ve
mikroemulsiyonlar formunda olabilirler. Bunlar hizle digik maliyetli teknikler olup,
metaller, oksitler, sulfatlar ve suda ¢ozinmeyemaeter ile birlikte suda ¢ozunebilir
inorganik ve organik malzemelerin nano boyutta agehmesini mumkidn kilmaktadir.
Ayrica yobntem, cekirdek-kabuk, katkili, sandvic &eyporéz nanopartikillerin
uretiminde kolaylikla kullanilabilmektedir. Mikrokexojen sistemler son drtin olarak
pratik uygulamalara sahiptir. Manyetik, elektriklatma ve/veya ydayici dzelliklere
sahip olabilen ve ginden gine ilginin aittibu tir sistemlere nano akanlar
denmektedir. Ozellikle manyetik nano gkanlar ginimizde medikal sektorden
otomotiv sektoriine kadar genikullanim alani bulmgtur. Nanopartikillerin
mikroheterojen sistemler icerisinden sentezlenrogbirini takip eden glemler sonucu
gerceklgmektedir. Yontemin en 6nemli adimlari istenen naalaemeye gbre uygun
mikroheterojen sistemin secilmesi, reaktanlarintgiienmesinden sonra yapilarinin
incelenmesi ve kagtirma klemi ve zaman Gamliligindan ortaya c¢ikan sistemin fiziko-
kimyasal o6zelliklerinin karakterizasyonudur.sa&idaki mikroheterojen sisteme ait

nanopartikal tretim akidiyagrami verilmektedir.
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Cizelgel.1 Mikroheterojen sisteme ait nanopartikul dretimi

UYGUN MKROHETEROJEN $STEMININ SEQGMI

J
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SONUGC NANO-SSTEMIN FIZIKO-KIMYASAL KARAKTER iZASYONU

Genellikle oda sicakhinda gerceklesen sentezlenmgemi ince boyutu,
polidisperziteye ve 1D, 2D ve 3D nanopartikil dmlerinin hazirlanmasina izin verir.
Ayrica atomik/molekuler boyuttan nanopartikil sentgaklasimina dayang icin
uygun mikroheterojen sistem secimiyle nanopartikibyut ve sekli kontrol
edilmektedir. Bu yobntem, metalik nanopartikillerve demir iceren manyetik
nanopartikullerin sentezlenmesi igin elgédir. Buna en genel 6rnek olarak manyetik
v-F&0s nanopartikillerinin mikroheterojen sistem ailegn@ulunan sivi kristaller
icerisinden Uretimi verilebilir. Buslemde, demir oksit tozlari Fe (Ill) ve Fe (ll)
tuzlarinin sulu coézeltilerine alkali ilavesini thkin ferrik nitrat ile asitigirme ve
oksitlenme sonucu sentezlenmektedirler. Sivi HKiestaicerisinden nanopartikil
sentezlenebilir. Ayrica ayni partikillerin Fg@k NaOH iceren sulu ¢ozeltilerden farkl
bir mikroheterojen sistemi olan tek ve c¢ok katlitrkanlardan sentezlemeleri de
mamkundur. Manyetik 6zellikte ve 10 nm boyutlarsaship CeFe;.xO4 nanopartikilleri

sodyum dodesilsulfat ¢ozeltilerinin icerisine Fe(@7e Co(NQ), eklenmesini takiben



NaOH ilavesi ile sulu misel c¢oOzeltilerindensagidaki sekilde goruldigl gibi

sentezlenmektedirler.
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Sekil 1. 3Manyetik 6zellikte nanopartikillerin sentezlenn

Ozetle verilen 6rneklerde olgu gibi metalik, yariiletken, manyetik

nanopartikiller farkh cozeltiler icerisinden rahidg Uretilebilirler.

1.2.1.2. Sol-Jel YOntemi

Soljel yontemi, teknolojik dneme sahip olmasindan golaircok alande
siklikla kullanilan bir yontemdir. Sahip olgu avantjlardan dolay! gunimuzc
kullanimi gittikce artmaktadir. S-jel uygulamalarinda kullanilan terimlartanimlari
sOyle vyapilabilir. Sol, sivi icerisinde lloidal kati taneciklerinin kararlh b
suspansiyonudur. Bu kati tanecikleri, yercekimindeaha buyk dispersiyor
kuvvetlerinden sorumlu olgundan yeterince kuguk olmalidir. Kolloid olar
tanimlanan tanecikler gézle gérilemeyecek kadatiki&0 nm (1 nm = 1° m) ve
daha altindaki boyutlara sahip taneciklerdir. Jeke iKolloidal parcaciklar
cokturiimesiyle elde edilen ve bol miktarda su iceren géikele denir. Jel, kati ve si

faz arasinda bir ara fazdBrinker ve Schere 199.

Soljel prosesinde metal alkok cozeltileri veya metal tozla nitratlar,
hidroksitler ve oksitler gibi inorganik ilesiklerin belirli oranlarda su ve asit
birlestirilerek bir soliisyon meydana getiriimesi ve buisgonun belirli sicakliklard

karistirilmasi neticesinde soltisyon igerisinde birbiriimleyen bir dizi kimyasa
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reaksiyon ve taneciklerin sahip ofgluyizey yuklerinin elektro kimyasal etkjienleri
ile bir a8 meydana gelmesi (jefme) ve bu gin gitgide blyutylp sistem icerisindeki

batin noktalara ufarak komple bir yapi (jel) meydana getirmesidir.

Sol-jel sentezlenmesi, zamanaghabir dizi islem adimi ile olgur. Ilk adim
cOzelti olgturma adimidir. Bu adimda g#i baslangic maddeleri, uygun ¢oziculerle
reaksiyonu neticesind@omojen c¢ozeltiler hazirlanir. Tipik olarak ¢ozeftazirlama
kademesinden sonra nihaiggm Uriine kadar sol-jel prosesi hidroliz, polimesizan,
yogunlasma, jelleme, yikama ve ydandirma seklindedir. Sol-jel ydnteminin
basamaklari Sekil 1.4 de goruldgi gibi alkoksit hidrolizi, peptidigne veya
polimerizasyon, jel eldesi ve sinterlegeklindedir.

Alkoksisilan ~ ° Hz0
= -
‘ 8ol / Prekiirsor
Yo' . ¥ | |
b e RO-S-OR + M0 ~—= RO Si-OH + ROH
Alkoksisilan '
Jellesme
| ! |
RO-5i—0H + RO-85i—0H == RO-Si-O-5H0R + H;ﬂ
| | |
P i ."‘-\
' Jel g,
. . | | | | | |
- A iﬂﬂ--f&i-ﬂ-m- OR + Hy0|~—=|-0-5—0-5i-OR | * nROH+nH;0
. o S i ! :ﬁ ! . I “
Kurutma l
e
- | | - |
pmiss ‘ 0-8i-0-§i-OR -0-8i—0-8i—
| | n | |
e Film
Sinterleme

Sekil 1. 4Sol-Jel Yontemi

1.2.2.Nanoparcaciklarin Kaplanmasi

Alkanetioller, polimerler ve proteinler de olmakeiie, bircok kimyasal bikgk,
nanoparcaciklarin kaplanmasinda kullanilabileceKzemaeler olarak belirlenrsir.

Burada, etkisizlgirici gruplar ve parcaciklar kullanilarak tepkiregh kontrol edilmesi
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temel meseledir, cunki atomik yapilarin kesin vessha kimyasal kontrolini
olusturmak zordur. Metalik parcaciklarin oksitlenme gwtiyeli oldukca ylksektir ve
bu nedenle de normalde bunlarin, uygun pasif ylkeggnanlariyla istikrarlgtirilmasi
gereklidir. Gelecek vaat eden bir teknik de, cedwdlabuk nanoparcaciklarinin, ark-
desarji vs. ¢gitli gaz fazi sentezi metotlariyla hazirlanmasibdla Etkisizlestirme
islemi, nanoparcaciklari ortam havasina maruz birdlamadnce gercelderilmelidir.
Nanoparcaciklarin e#li hidrofilik / fobik maddelerle kaplanmasi biriger énemli

konudur. Uzmanlarin fikirlerine gore, bu alan oldalgelsme gosteren birsamadadir.

Nanoparcaciklarin kaplanmasi igin nispeten standih kimyasal glemler
uygulanabilir. Silikat nanoparcaciklarinin kaplarsmagin, Uzerinde diiintlmesi
gereken temel konu, silikatlari g# polimerlerle uyumlu hale getirmek icin uygun

olan kimyasalin bulunmasidir. (Willems and van\d&lienberg 2005).

1.3. Manyetik Nanoparcaciklar

1.3.1. Demiroksit Nanoparcaciklar

Demiroksitler, farkli kimyasal bikenlere ve manyetik Ozelliklere sahiptirler.
Bulk halde ferrimanyetizma goésterenzBg y-Fe,03, MO.FeO3; (M= Co, Ni, Mn vb.)
gibi oksitler nanoboyutta siperparamanyetizma gibktle Uygun ylzey kimyasina
sahip suUperparamanyetik demir oksit nanoparcacikigouyumlu olduklari i¢in, MRI
kontrast arttirici, doku tamiri, biyokimyasal testlbiyolojik sivilarin detoksifikasyonu,
hipertermia, ila¢ salinimi, ve hicre ayirma gibisitfie in vivo uygulamalarda
kullanilabilirler. Bu biyomedikal uygulamalarin taminda nanoparcaciklarin yiuksek
manyetizasyon derlerine, 100 nm den klguk bir boyuta ve dar bircpertk boyut
dagilimina sahip olmasi gerekir.

12
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Cizelge 1.2 Farkh 6zellik gbsteren manyetik tanecikler

Mineral Bile sim Manyetik Tc(°C) S(Am2/kg)
Duzen

Manyetit FgO, FM 575-585 90-92

Ulvospinel FeTi O, AFM -153

Hematit a-Fe0Os Canted AFM 675 0,4

lImenit Feli O, AFM -233

Maghemit v-Fe&O3 FM 600 80

Jacobsit MnF£0, FM 300 77

Thevorit NiFeOa FM 585 51

Magnesioferrit | MgFgO, FM 440 21

Gothit a-FeOOH AFM,Zayif FM| 120 <1l

Lepidokrokit y-FeOOH AFM -196

Feroksihit 0'-FeOOH FM 180 <10

FM: Ferrimanyetik AFM: Antiferrimanyetik , Tc: Kugicaklgl S : Doyum manyetizasyon

Ferrimanyetik demiroksitler, ferromanyetik maddelergére daha az
manyetizasyon gostermeleringzm@en oksidasyona kardayanikli olduklarindan daha

cok uygulama alani bulurlar. ¥&, (manyetit) vey-Fe:O3; (maghemit) en genel ve en
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cok aratirilan demiroksitlerdir. MO.F,Os tipi metal kargimi ferritler de partikukekli

ve tek domain yapisi nedeniyle elektronik uygulamnagin gelitirilmi stir.

Tabloda goraldgu gibi manyetit ve maghemit benzer fiziksel 6zelliklere
kristal yapisina sahiptir. Her ikisi de ferrimanetzellik gdstermesine gmen
maghemit daha gik doyum manyetizasyonuna sahiptir. Bunlarin mangsyonlari
alt orgi etkilgsimleri nedeniyle dgismekiedir. Maghemit sadece Fayonlarindan
olusur ve kristal yapisinda Féiyonlarinin yarisi tetrahedral gir yarisi da oktahedr
duizenlenmitir. Manyetit ise 1:2 molar oraninda*® ve Fé?iyonlarindan olgmaktadir.
Fe"iyonlarinin yarisi tetrahedraliger yarisi da oktahedral ve ‘Béyonlarinin heps

oktahedral dizenlengtir.

SRt T T T T TTTTT 0

i o .
-------- Py
‘ p T

‘_\] .
) oksijen

:
:
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@ tetrahedral Fe
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. - | ' ’
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Sekil 1. 5 Manyetitin Kristal Yapisi

Sekil 1.5'degoruldizt gibi manyetit, oksijen iyonlarinin her t¢ ekseyilnca
birbirine kagl gelen pozisyonlarda kup igerisinde dizenli ygrde kibik birim hicre
merkezisekil ile ters bir spinel kristal yapisina sahipBirim hiicre, 32 ¢ anyonu, 1¢
Fe'® katyonu ve 8 Fé katyonlari olmak lizere 56 atomdan whaktadir Manyetik
yapi oksijenlerle ayrilmgl iki manyetik alt tabakadan olur (A ve B tabakalari
Etkilesimler oksijen anyonlari ile gkanir. Bu etkilgimlere “dolayli” veya “stiper dgs-
tokus etkilesimler” denir. Cok guclu “stper @es-tokus etkilesimler” A ve B tabakalar
arasinda spinlerin antiparalel diizenlenmesine nedien Bdylece A ve B manyeti

momentleri @it degildir ve net manyetik moment var. Manyetit, acik havad
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maghemitey-Fe0;, ve daha yiiksek sicakliklarda (W) ise hematite;Fe0s,
okside olabilir. Maghemit daha az manyetizasyona hipkgn hematit
antiferromanyetiktir. Bu nedenle manyetitin oksigasu pek cok uygulamada g6z
onunde bulundurulur. Yalnizca havadan kaynaklareidasyon manyetiti maghemite
donstirmez ayni zamanda suspansiyonun pH'inglibalarak caitli elektron veya
ilyon transferleri de bu dogume neden olur. Asidik ve anaerohjlrtlar altinda
yiizeydeki F& iyonlari ¢ozeltide hekza-aqua komplekslgeklinde desorbe olurken
bazik sartlarda manyetit oksidasyonu manyetitin ytzeyiyd&seltgenme-indirgenme
seklinde gerceklgr. Fe nin yiikseltgenmesi, her zaman yilk dengesinilas@n
katyonik bgluklarin oluwturulmasi, kristal 6rgist boyunca katyonlarin gogéi
maghemitin yapisiyla gkilidir. Maghemitte demir iyonlari oktahedral vettahedral
konumlara dailir, fakat maghemitin manyetitden farki oktahedtahumlarda katyonik
bosluklarin (Byz) olmasidir.  Orgiide diizenlenen shilar numune hazirlama
metoduyla yakindan gkilidir ve simetrinin azalmasi ve super yapilariiusamuyla

sonugclanir. Bgluklar tamamen rastlantisal veya kismen ya da togéadiizenli olabilir.
Nanoparcaciklarin ytzey alani geoldugu icin,

Fe?—>Fé® +e-

redoks reaksiyonlarinin buyik ganlugu maddenin %30 — 50’sini iceren yuzeyde
gerceklgir ve bu nedenle hizhdir.

(w3.balikesir.edu.tr/~sedacan/demiroksitnanaop&dam)

1.3.2. Biyolojik Uygulamalarda Manyetik Nanoparcacklar

Manyetik parcacik iceren sivilara ferrosivi (felwaf) denir ve c¢ok Oneml
uygulamalarn vardir. DOgsik ve zengin yeni fiziksel 06zelliklerinden 6turd,
nanomanyetik parcaciklarin, biyoloji ve biyotip rdkrinda protein aytirma, vicutta
ila¢c tasima ve 1sil tedavislemleri gibi dnemli bircok alanda karili uygulamalari
bulmaktadir. Manyetik nanoparcaciklarin biyotip ulggmnalari arasinda en goze carpani
manyetik rezonans goruntilemede (MRI) kontrastiriart olarak kullaniimalaridir.

MRI ile hicre takibi, manyetik kuvvet arag@iliile biyomolekullerin hicreler arasi
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manipulasyonu ve kanserli hicreleri 6ldurecek olaglarin kaplanmasi ise hicre
icinde nanomanyetik pargaciklarin uygulamasina dingmekler arasinda sayilabilir

Superparamanyetik demir oksitler gibi manyetik parklarin kullanimi bazi
avantajlar sglar. Orngin manyetik parcaciklar basit ekipman istemesinamiysira
protein ayrilmasinin hizli ve kolay olmasiniglsa. Santriflj kullanarak ayirma ile
karsilastirildiginda, pahali ve enerji sarfiyati olan ekipman genglemektedir. Ayrica
zamandan da tasarrufgamaktadirimmobilize enzim sistemler igin kati destek olarak
uygulandginda enzim secici olarak ortamdan uzaktdabilmektedir (Wilson ve ark.
2004)

1.3.3.Manyetik Ozellikler

1.3.3.1. Paramanyetizma

Paramanyetik durumda, bireysel manyetik momentlelisiggizel rastgele
yonlenirler ve kristalin net manyetik momenti gifn: Sayet manyetik alan uygulanirsa
bu manyetik momentlerin bazilari yonlenirler veskal kiguk manyetik moment
kazanir (Teja ve Koh 2009)

1.3.3.2 Ferrimanyetizma

Ferrimanyetik maddelerde spinler antiparalel yomigterdir.Fakat bu tip
manyetik materyallerde spinlesiemomentlere sahip gédir. Net manyetik

momentleri vardir(Comell ve Schwertmann 2003)

1.3.3.3 Ferromanyetizma

Ferromanyetik kristalde bireysel manyetik momeintléiimi ds manyetik alan
olmadan bile yonlenirler. Demir, nikel, kobalt viasamlarini iceren maddeler bu gruba
girer. Uygulanan manyetik alan altinda yiksek méngieyon ve histeresiz 6zgii

gOsterirler (Teja ve Koh 2009)
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1.3.3.4Antiferro manyetizma

Antiferromanyetik olarak adlandirilan materiyal meéinyetik momenti yoktu
Antiparalel manyetik momentler ayni bikliktedir(Teja ve Koh 200¢
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Sekil 1. 6 Manyetikdipollerin farkli ydnlenmeleri: (a) paramanyetik) ferromanyetik (c
antiferromanyetik ve (d) ferrimanyetik

1.3.3.5.Superparamanyetizma

Manyetik malzemenin fiziksel o6lculeri her G¢ bowuttda kucultildgtinde
nanoparcacik denilen yapilara ala. Bu yapilarda manyetik 6zelliklerdeki gigim
cok daha carpici hale gelir. Ogiie makroskopik boyutlarda ferromanyetik olan
malzeme belli bir kritik dgerin altina kadar kucultulgiinde paramanyetik gil
davranmaya bgar. Aslinda atomlarin spinleri arndaki etkilemeler hale
ferromanyetik olmasina ve bir parcacik icindeki tispinler birbirlerine parale
olmalarina rgmen, yani parcaciklar tek fgarina ferromagnetik olmalarinagraen bu
parcaciklardan okan tozun makroskopik miknatislanmasi paramdk bir
malzemenin davragina ¢ok benzer. Cunki makroskopik madde parcalkniaik
parcacik haline getirilginde tozlar arasindaki etkgme kinlir. Boylece koru
spinlerin destgni kaybeden belli bir par¢agin toplam spini scakiin bozucu etkisin
kargi kendini koruyup manyetik alan yoninde yonelingiirdiremez. Pargaciklarin |
birisinin toplam miknatislanmasini temsil eden lew ¢etkin) spinlerin ortak davram
superparamanyetizma olarak adland (Teja ve Koh 2009,Comelli ve Schwertme
2003) (sekil1.7). Yani makroskopik olarak ferrornyetik olan bir malzeme nano t
haline getirilip preslense le paramanyetik gibi davranir. Stperparamanyetik
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malzemelerin kendine gére 6nemli daha bircok kuftaralanlari vardir. Cunki k
parcaciklar ilebilgi depolama kapasitesi mevcut duruma goére birksrtebe dah
artabilecektir. Bu tozlar ferromanyetik bir dizegieemedginden bir araya getirilsele
bile manyetik kuvvetlerinin kaginilmaz bir sonucubiggdziken bir araya gel
topaklanma olgusundanukulurlar. Yani bu manyetik tozlar uyguartlarda sivila
icinde homojen olarak gdabilirler.

Tek domain 1 Coklu domain

-— -
h

Sliperparamanyetik

bilge '
il — -

Koersnate {Hc)

: | t—h

Kararh

Par¢acik boyutu (nmj

Sekil 1.7 Koersivite (Hc) ile parcacik boyutu arasindalgki

1.4.Immobilizasyon

1.4.1. Enzimlerin immobilizasyonu

Enzimler, suda ¢6zlinen katalizorlerdir. Endustriyggulamalarin ¢gu sulu
cOzeltilerde gercekddirildigi icin serbest enzimlerin katalizor olarak kullaramn
onemli sorunlara yol acabilir. Serbest enzim ilercgklestirilen bir tepkime
durdurulmak istadiginde, enzim istenilen anda ortamdan uzgtkidamadg! igin,
ancak spesifik inhibitor kullanilarak bu yapilahilBu durumda reaksiyon drtnle
kirletilmis olur. Urtinlerin bu kirlilikten aritilmasi maliyetiliksek bir §lem gerektirir ve

zordur. Ayrca enzimatik reaksiyonun inhibitér katilarak durdorasi enzimden tai
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olarak yararlaniimasini engeller. Tepkime sonundéahilan serbest ¢6zunur enzimin,
aktivitesini yitirmeden geri kazaniimasi genellild@anak dgidir. Bu durum enzimlerin
pahali olmalari nedeniyle Griin maliyetinin yiksetme yol agmaktadir. Ayrica serbest
enzimlerin kismen kararsiz olmalari, sirekli sidam uygulanamamalari, mekanik
dayaniksizliklar, drin oluwmunun kontrol zorlgu gibi etkenler enzim
immobilizasyonu ¢agmalarinin argina neden olmyiur. Enzimi reaksiyon ortamindan
aktivitesini yitirmeden, istenilen anda ve kolayr b§lemle uzaklgtirmaya olanak
sazlayan ¢ozum yolu enzimlerin immobilizasyonu yontdimi immobilize enzimin

dogal (serbest) enzime Ustunliklegagidaki sekilde siralanabilir (Telefoncu 1986 ).

v" Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaikl&abilir (stizme, sanrifiljleme

v.b.) ve Urdinlerin enzim tarafindan kirletilmeshbgbir problem yaratmaz.
v" Cevre kaullarina ( pH, sicaklik v.b.) kardaha dayanikhdir.
v' Bir¢ok kez ve uzun sire kullanilabilir.
v Surekli slemlere uygulanabilir.
v' Dogal enzime kiyasla daha kararhdir.
v" Uruin olusumu kontrol altinda tutulabilir.
v' Birbirini izleyen ¢cok adiml reaksiyonlar i¢in uygdur.
v Bazl durumlarda serbest enzimden daha ylksek tiitakgosterebilir.
v Enzimin kendi kendini parcalamasi ola&ilazalir.
v" Mekanistik carmmalar icin uygundur.

Enzim immobilizasyon yontemlerini @ik bicimlerde siniflandirmak mumkdndar.

Boyle bir siniflandirm&ekil 1.8.’te gosterilmitir (Wiesman 1975, Telefoncu 1986).
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Sekil 1. 8 Enzim immobizasyon yéntemleri (Telefoncu 1986)

Enzim immobilize edilirken aktif merkezin bu slemden kesinlikle
etkilenmemesi gerekir. Bu nedenlglem 1limh kosullarda gercekigiriimelidir.
Immobilizasyon sirasinda yiiksek sicaklik, kuvvesidik veya bazik ortam, organik
cozlculer veya yuksek tuz konsantrasyonlari ile mela denetlirasyona; dolayisiyla

aktivite kaybina neden olur (Telefoncu 1986 ).

Suda ¢Ozinen ve ¢ozeltide serbest hareket edetizm molekillerinin suda
¢cbzinmeyen reaktif polimergigiciya b&lanarak, yine suda ¢6zinmeyen yuzey aktif
tastyicilarda adsorplanarak yada kucik molekullu @yar cok fonksiyonlu reaktiflerle
enzim molekdilleri arasinda §yaparak yani capraz glanarak veya polimer matrikste,
yari gecirgen membran veya mikrokapsiullerde tunddak hareketin sinirlandiriimasi
olayina immobilizasyon denir. Blma derecesi, protein ve reaktif gemine, pH'a ve

immobilize edilecek enzime panlidir (Telefoncu 1986).

En eski immobilizasyon yontemi ise enzimigiyaci kati destge balanmasidir.
Enzimin cinsine gore $ayici se¢gimi ¢ok 6nemlidir. Bdanms enzim miktari ve enzim

immobilizasyonundan sonraki aktivitesgtacinin yapisina gudir (Telefoncu 1986 ).
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Immobilizasyon yonteminin segiminde dort ana krgéz 6niine alinmalidir: Kullanim
glvenligi, maliyet, aktivitenin korunmasi ve Kararllik. €likle enzimlerin kovalent
baglanmasinda kullanilan bazi reaktifler zehirli yarirnlerin olymasina da sebep
olabilir. Bu durumda hazirlanan biyokatalizérinlkalm givenligi yoktur. Gida ya da
ilag sanayinde bu tir immobilize enzimlerin kullamasi mumkin olmaz.
Laboratuvarda gercelgen bircok immobilizasyon tekgi endustride buyik miktarlarda
dretim icin uygun olmayabilir ya maliyeti ¢cok yllkde ya da immobilizasyon yontemi
bircok islem gerektirmektedir. Bir enzimin immobilizasyorgin kullanilacak yontemin
seciminde en oOnemli kriter yeterince enzimin imniabi edilmesi ve enzim
aktivitesinin korunmasidir. Genel olarak hem ennimktivitesini uzun zaman korumak
amaclyla immobilizasyon hem de reaksiyon sirasakdi@itenin cok fazla kaybedilmesi

g6z 6nune alinmahdir,

1.4.2.Metal Afiniti Kromatografi (IMAC)

1.4.2.1. IMAC'ta Enzim immobilizasyonu

Enzim katalizli reaksiyonlar, aktivitelerinde kucilkr azalmayla birka¢ kez
kullanilabilen immobilizasyon prosedurlerinin uygalasiyla gegtirilmi stir. 1970’lerin
ortalarinda Porath ve arkattri, metal afiniti kromatografi (IMAC) olarak aatidirilan
yeni bir kromatografi c¢edini tanittilar. Kromatografik destek (zerine tutilan
selatlgtiriclya ba&li metal iyonlarina afinitelerindeki dssikliklere goére bglanan
proteinlerin izolasyonu ve ayrilmasi icin IMAC kafilir (Ueda ve ark.2003). Bu
alandaki en iyi bilinen gelme, rekombinant polipeptitlerin ayrilmasi icin rekoinant
protein yada polipeptitlerin N-u¢ yada C-ug’larimigtidin kuyruklarinin bglanmasiyla
basariimistir. IMAC’ta boyle histidin ve dier metal afiniti kuyruklari protein kazanimi
icin glclu bir aragc oldu. Ozellikle proteinin yikséiretim ve verimi istendinde

protein saflatirma icin balica metadoloji olarak ortaya ¢ikar (Ueda ve arR30
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1.4.2.2. IMAC Uygulamalarinda Metal-Protein Etkilesiminin Kullaniimasi

Protein veya peptitleri metal iyonlarina gheama, protein ytzeyinde bulunan
elektron veren grup ve bir yada daha fazla koosgjioa sayisina sahip olan metal iyonu
arasindaki etkilgme dayandirilir. IMAC’ta matrikse sorbent yada atgelatlastirici
grup kovalent olarak tutturulur. Metal iyonlarinikjedikten sonra ¢ok gli selatlastirici
ve metal iyonlari arasinda kompleks splu Bu yapida metal iyonlari kati veya ¢ozicu
molekullerinin bglanmasi igin serbest koordinasyogleline sahiptir. Protein ve metal
iyonlar1 arasindaki etkigmden sonra kg protein imidazol gibi bir yerd@stirici
kullanilarak ytizeyden siyrilir. Metal-proteindmain giic proteinden proteine dilgr.

Bircok durumda bu 06zellik spesifik proteinleri aya ve saflgtirmada ¢ok etkilidir.

1.5. Benzaldehit Liyaz

Benzaldehit liyaz (BAL, EC 4.1.2.38) enzimi, benaai acil ba&inin kirilmasi
ve olusmasi tepkimesini dogiamli olarak katalizleyerek aril aldehitlerin ve lagilerin
sentezinde katalizbr olarak kullanilma potansiyelinsahipti. Bg kirilma
reaksiyonunda, benzaldehit liyaz enzimi yalnRekonfigirasyonundaki benzoin
molekllint katalizleyerek tepkimeyi glurmakta;S-konfiglirasyonundaki benzoin ise
tepkimeye girmemekte; aciloin reaksiyonunda da cadebenzoin olgmaktadir.

BAL'In katalitik mekanizmasi gagida gosterilmytir:
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Sekil 1. 9 Katalitik BAL Mekanizmas(Simsek 2009
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2. ONCEKI CALI SMALAR

Biyomolekdlleri nanoparcaciklarin yizeyine tutturmadern biyoteknoloji i¢in
oldukca 6nemli bir konu olmgtur.Ylzey aktivasyonu calimis nanoparcaciklarin
kullanildigi prosesler sivi kromatografisi( Leonard ve Chrtoga 1997) , manyetik
ayrilma(Saiyed ve ark.2003) ve biyociplerdeki bimwosorlere dayali olan coklu
tarama(multidetection) sistemleri( Phelan ve Nod®03 seklindedir. Manyetik
Ozellikleri nedeni ile maghemity{Fe,0O3) ve magnetit (F£,) nano kompozitlerinin
hazirlanmasi ve manyetik ayrilma prosesinde kuh@asi teknolojik acidan blyuk

onem taimaktadir.

Magnetit nanoparcaciklarinin Uretimiyle ilgili g#i calismalar bildirilmistir
(Neamtu ve ark.2005, Liu ve ark.2004, Khollam vk.2002, Zhu ve Wu 1999 ). Bir
baz varlginda demir tuzlarinin ¢oktiarilmesi, stperparamakyaanoparcaciklarin
sentezi icin en ¢ok kullanilan yontemlerden birid&hanaprakash ve ark.2006, Lin ve
Ayrica olwian parcaciklar arasinda kisa mesafeli gcekim gugldugundan hazirlanan
manyetik nanoparcaciklar kacinilmaz olarak agremasyilimi gosterirler. Bu ylzden,
hem maghemitin oksitlenmesini engellemek hemdegagonu dnlemek icin manyetik
parcaciklar silika, dekstran, polietilen glikol(PEGpolimetakrilik asit(PMAA) ve
nisasta gibi metaryellerle kaplanir veya bu metaryelleginde olyturulurlar. Kaplama,
nanoparcaciklarin sterik ve elektrostatik acidamtaolmasini sglamaktadir (Shen ve
ark.2000, Wan ve ark.2006, Wormuth 2001, Guo ve2ai6)

Biyomolekil immobilizasyonunda, biyomolekulleregtenabilen reaktif gruplar
olusturabilmek icgin ylzey modifikasyonlariyla silika fda manyetik nanoparcaciklar
fonksiyonel hale getirilir. silika kapli manyetikanoparcaciklar icin en yaygin
kullanilan ytizey modifikasyonu silanlamadir. Amiiaslar ylzeye tutturulur ve
terminal amino grup glutareldehit ile aktive edilRroteinler aktive edilen parcaciklar
Uzerine tersinmez ve kovalent olarakglaair (Nobs ve ark.2004, Vandenberg ve
ark.1991, Howarter ve Youngblood 2006)

Alternatif olarak, aminosilan ytzey, karboksilikides donigtaralebilir. Suksinik
asit anhidrid ile etkilgtirildikten sonra NHS/EDC ile aktive edilir. Fakiki prosedurde
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de biyomolekil immobilizasyonundan 6nce modifikasyaktivasyonu gerekir. Bu
zaman alici ve zahmetlidir. Ayrica nanoparcaciklatkilesimi ve aglomerasyonunu
engellemek icin glutareldehit miktari ve reaksiyonciri dikkatli bir sekilde kontrol

edilmelidir.

Epoksi silanlar, polimer/inorganik ara ylzeylerimmegrasyonu ve kararlgini
artirmak icin yaygin birsekilde kullanilirlar (Plueddeman 1991, Shi 2006)nAy
zamanda epoksi silan yuzeyler, kovalent olarak moigiekil immobilizasyonu icin ¢ok
cekici sistemlerdir. Epoksi grup, ihmli deneysekilarda tiyol, hidroksil ve amin gibi
nikleofil iceren proteinlere kovalent olarak gtanir. Olwan kimyasal b@ cok
kararlidir. Ayrica epoksi ile aktive edilen ylzeyormal saklama kallarinda
kararhligint korur. Bundan dolayr epoksi silan ile modifiyedilmis manyetik
nanoparcaciklar ilave aktivasyon basamaklari gene&tiginden kovalent i protein

immobilizasyonu icin kimyasal olarak reaktif biragy salar.

Saflgtiriimasi yapilacak BAL (Benzaldehit liyaz ) enziiPP bgmli olup,
hem aciloin bg olusturma hem de koparmada cok etkin olan bir enzimar
reaksiyonlar ¢ok yuksek enansiyosecicilikte yuritadk. BAL enziminin katalizledi
reaksiyonlarin drunler kiral ilag ham maddeleriniiretiminde ana bilkgkleri
olusturmaktadir. Bunlarin 3anda Bupropion (sigara biraktirici ilag) ve citoksa
antibiyotikleri gelmektedir (Demir ve ark.2006) #min endustriyel kullanim
argtirmalari devam etmektedir ve saflama bu argtirmalarin en 6nemli

asamalarindan biridir.
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3.MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3-Glycidoxypropyltrimethoxysilane (GPTMS), tetragtlorthosilicate (TEOS),
Aldrich’ten satin alinngtir. Diger butin kimyasallar (ferric chloride hexahydrate
(FeCk.6H,0), ferrous chloride tetrahydrate (Fe@H,O), ammonium hydroxide (25%
[w/w]), imidazole and 2-propanol) analitik safliktalup ticari olarak mevcuttur.
Recombinant BAL dretimi icin kullanilan E. coli BL2 (DE3) pLysS, strain
Invitrogen®den satin alinmgtir. Karboligasyon reaksiyonlarinda kullanmak icin
benzaldehit, asetaldehit, rasemik benzoin ve diksédsetaldehid Sigma’dan satin
alinmstir. Enzim reaksiyonlari, Demir (2002, 2003) dekogedire gore Orta [3a
Teknik Universitesinde Prof. Dr. Ayhan Sitki DERIin arastirma laboratuarlarinda

yapiimstir.

3.2.Metod

Silika kapl nanoparcaciklar 10 sn sonikator (Satok Vc 505 Model)
kullanilarak saf su iginde @eilmistir. Bu suspansiyondan bir damla SPI Double
Copper Grids 100/200 Uzerine damlatgim Parcacik boyutu ve morfolojisi Gegirimli
Elektron Mikroskobu (TEM) (JEOL 2100 F, Japan) &nilarak aydinlatilntir.
Fourier donglimlt infrared (FT-IR) spektrumu, Thermo Scientificcolet 1IS10 FT-IR
spektrometre (USA) ile élciliir (coéziinirlik 4 ¢rde,16 tarama). Parcaciklarin kristal
yapisi Hanawalt methodu kullanilarak 3{Ai Difraksiyonu (XRD) ile tespit edilrgiir.
Difraktometre olarak, Cu-& radyasyonlu, Rigaku Ultima X-Ray diffractometer/PW
3710 kullaniimgtir.

BAL katalizli reaksiyonlar, silika jel (E. Merck, &@mstad) tzerine ince tabaka
kromatografisi (TLC) ile goéruntulenstir. Spotlari dedekte etmek icin hem UV-
absorpsiyon hemde fosfomolibdikasit (PMA) kullangtir. Sentezlenen uriinletH-
NMR ile tanindi ve"*C-NMR spektrumu, ic standart olarak tetrametilsi{@MS) ve
¢bzlicu olarak dotero-kloroform kullanilarak ~ BRUKEBRPX 400 MHz ile
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kaydedilmitir.  Reaksiyonlar HPLC  (Agilent 1100 series) anlaliz ile
izlenmistir.Yukarida bahsedilen teknikler ve 6lgiimler ORagu Teknik Universitesi
isbirligi ile yapilmstir.

3.3.Manyetik Recine hazirlanmasi

3.3.1. Manyetik FeO,4 (magnetit) nanoparcaciklarinin sentezlenmesi

Manyetik nanoparcaciklar birlikte ¢cokme metodunaegbtazirlanmtir.( Ma
2006) FeO, in cokturulmesi, oksidasyonu onlemek icin azotzigatmosferinde,
tuzlarin molar oranlari B§Fe** = 1:2 olacaksekilde ayarlanarak bazik kollar altinda
yapilimstir. 1 g FgO,elde etmek icin 0.86 g FeAH,0 ve 2.36 g FeGI6H,O, N, gazi
atmosferinde 40 ml oksijensiz deiyonize suyla 1688 de kawtinldi. Cézelti 80C'ye
Isitildiktan sonra, 5ml NHlilave edildi. 30 dak. sonra Nd—Fe—B miknatis kulrak
manyetik olarak parcaciklar c¢oOzeltiden ayirgim  Reaksiyona girmemi
kimyasallardan arindirmak icin parcaciklar, 50 nmaiydnize su kullanilarak alti kez

yikanmstir.

3.3.2. Silika kapli manyetik Fe304 (magnetit) nanogrgcaciklarinin

sentezlenmesi

Superparamanyetik nanoparcaciklar sol-jel metodulakalarak silika ile
kaplanmgtir (Ma 2006, Lu 2002) 30 mg FgO, manyetik nanoparcaciklar 80 ml 2-
propanol and 6ml deiyonize su iginde sonikator dularak 10 dak. boyunca
dagitilmistir. Daha sonra surekli katirilarak 7 ml NHand 1 ml TEOS ilave edilmive
12 saat boyunca oda «dlarinda kamtiriimistir. Urlin miknatis yardimiyla ayrilgwe
50 mL deiyonize su kullanilarak alti kez yikagtm Uriin FeO4~SiO, olarak
adlandiriimgtir.

3.3.3. Epoksi-FgO,4 (magnetit) nanoparcaciklarinin sentezlenmesi

Toluende %5’lik 3-Glycidoxypropyltrimethoxysilane (GPTMS)azirlanarak
bundan 10 ml alinmi ve 1 g FeOs,SiO, ile gece boyunca katirilarak

etkilestirilmi stir. Miknatis ile manyetik olarak ayrilgive fiziksel olarak bganms
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silani uzaklatirmak icgin sirayla toluen ve etanol ile yikagtir. Vakumda dondurm
(freezdried) ile kurutulmgtur. Sonug¢ olarak, Benzaldehid Liyaz (BAL) Enzimil
histidin kuyruklarindaki amin gruplariyla kolayceaksiyon verebilen epoksi grupl
yuzeye tutturulmgtur(Jin ve Qingwei 2007)Epoksi grup tutturulmg silika kapli
manyetik nanoparcaciklarin hazirlann sematik olarakSekil-3.1de gosterilnstir.

v § e
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OCH, o} ™ o OCH; e
| Vi “nn N N
“AOH + H,CO—Si—CH,CH,CH,0 CH,—CH —CH, —» wa,  S1—CH,CH,CH,0—CH,—CH —CH2
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Sekil 3. 1 Epoks-Fe;0, (magnetit) nanoparcaciklarinin ylizey modifikasy

3.4. Benzaldehid Liyaz Enzimininimmobilizasyont

3.4.1.Recombinant BAL Hazirlansl

BAL, 2L fermentorda (Ne' Brunswick BioFlo110)'de 3C'de gerekli
antibiyotikler (35 pL/mL Chloramphenicol ve 100 mwill Amphiciline) icerel 1.5L
Luria Broth (LB) ortamindapUC19-BAL icerenE. Coli BL21(DE3)pLyS strail
dogruca kultir edilerek boydtalmgtiir.  BAL  induksiyonu  Isoprogl-B-D-
thiogalactopyronoside (IPTG)'nin ilave edilmesi Beslatiimistir. indiiksiyondan 6 sa:
sonra, 4C'de santrif(ij edilerek htcrelenrimistir. Kirilan hiicreler 36 saat boyun
liyofilize edilmistir. Enzim ham olarak kullanilngir. Ni#*-NTA affiniti kromatografi

(Invitrogen®) ve Amrsham kolondan saf enzim elde editini

Aktivite Calsmalari: Bir tnite aktif BAL, standart kaullar altinca (30°C, pH:
7.5) her dakikadalpmol benzoin olgumunu katalizlemek icin gerekli olan enz
miktari olaraktanimlanmgtir. BAL katalizli benzoin kondenzasyon reaksiyanldPLC

ile takip edilmitir.

3.4.2.Benzaldehit Liyaz Enziminin Epoksi Recgineye &lanmas

200 mg recine 5 ml liziz tamponunda (50mM pH 7.5f& tamponu, 100m!

NaCl and 10mM imidazol) yikang ve 4°C’de silika kapli nanoparcaciklagigmesi
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icin 2 saat sureyle bekletilgtir. Regine bir miknatis yardimiyla ¢okturuldiktsonra
supernatant bir pipet yardimiyla atitm. 200 mg liyofilize edilmg ham enzim 10 nr
liziz tamponunda ¢ozilduktenrs@ hiicre ¢ceperi ultrasonik banf@0% genlikdel dak.
icin 5 sn acik, 10 sn kapali modunda) yardimi iErcplanmgtir. Sonike ediler
enzimden 2mL Ornek alinip, toplam hacim 5mL olagakilde iziz tamponu ile
seyreltildikten sonrasartlanmsg recineye yklenmis ve recgineenzim sistemi 37°C
120rpm de 3 saat sire ile enzimin tutunmasiglasaak amaciyla calkalangtir.
Enzimin tutunmasi gerceklirildikten sonra recine miknatis yardimiyla ¢cokiiip ve
sivi faz pipet ile uzakkrilmistir. Baglanmamg proteinleri uzaklatirabilmek igin
recineye bglanmsg olan enzim iki kez 5 mL liziz tamponu ile yikargtm. Baglanan
protein miktari bovine serum albuminin standartrakakullanildg Bradford yontem
ile bgglanmamg protein miktarindan yola c¢ikarak helanms ve 4mg/100mg recin
olarak  belirlenmgtir(Bradford 1976  Benzaldehid Liyazin  karboligasyt
reaksiyonunda kullanilan BAL'In hazirlgngemasiSekil-3.2° de gosterilmytir.

S 7N D d -

. o /\ ‘ - "
wn SICHCHCHO-CH,~CH ~CHz 4+ | BALNA2 wn  SI=CHCH,CH,0~CH;~CH — CH2 ~N- [l
o _— ! fi 7
g "o
OH H
Y h

i ki

Sekil 3. 2 BAL Enziminin immobilizasyonu

3.4.3Immobilizasyona Siire ve pH’ In Etkis

3 adet 200mg recine tartilip, falconlarda hazirki@sh sonra, falconlarde
birinin Gzerine 5 ml pH 6.5idiz tanrponundan (50mM Kpi, pH:6.5, 200mM Nat
10mM imidazole) eklenrgj digerinin Uzerine 5ml pH 7.5iziz tamponundan v
sonuncusunun uUzerirge 5 ml pH 8.5iziz tamponundan eklengive +4°C de -1.5
saat bekletilmitir. Daha sonra, recineler santrifujlenip (8000rpni,0min),
supernatantlari uzakfariimistir. Rednelerin tzerine 5 er militre lizizamponindan
eklendikten sonra 10 dakika boyurcalkalayicida inkiibe edilstir(37°C, 120rpm). 11
dakikanin sonunda santrifujlems ve suparnatant atilgtir. Recginelerinsartlanabilmes

icin bu slem 3 kez tekrarlanrgtir.
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200mg ham BAL enzimi 10ml Liziz tamponunda (50mMiKpH:6.5, 200mM
NaCl, 10mM imidazol) ¢6zuldikten sonra, sonike ¢(5em, 10sec off, 25% amplitude,
1min) edilmi ve santrifujlenmgtir (7000rpm, 10min). 200mg ham enzim 10ml pH 7.5
liziz tamponunda c¢o6zildukten sonra sonike edili@e santrifujlenmitir. 200mg ham
enzim 10ml pH 8.5 lysis tamponunda c¢6zuldikten @omonike edililip ve
santrifujlenmgtir. Enzimlerden 2ml 6rnek alinip recinelerin Uperieklenmitir. Toplam
hacim 5ml olacakekilde 3 er ml liziz tamponu eklengnwe enzim-regine sistemi 37°C,
120 rpm de inktbe edilgtir. 90. dakikada enzim-recine sistemlerinden oraghip,
santrifujlenmg ve protein bakmak i¢in buz banyosunda beklegtimi Enzim-recine
sistemi ayni keullarda inkiibe edilngtir. inkilbasyonun 3. ve 4,5. saatlerinde
numulerden ornekler alinip santrifujlendikten sopratein miktarlari Bradford metodu

ile belirlenmitir.

Cizelge 3.1Bradford yontemi ile enzim-recine sistemi

pH 6.5 pH 7.5 pH 8.5
1.5 saat 2.35mg 2.5mg 3.14 mg
3 saat 2.82 mg 2.95 mg 2.93 mg
4.5 saat 2mg 2.725 mg 2.57 mg

Enzimin tutturulmasi icin gereken en uygun pH 7egilsistir. Clinkl enzim-regine
sistemi bu pH ta en yuksek kargrligosterirken, en iyi Gganma da bu pH
gerceklgmistir.

3.5.Kovalent Olarak immobilize edilen BAL Reaksiyonlari

3.5.1.Substrat Miktarinin Optimizasyonu

Yukarida belirtilen yontem ile BAL enzimi reginey@turulduktan sonra enzim-
recine sistemi 5mL reaksiyon tamponu (0.15mM TPBmM21 MgSQ, 50mM pH: 7.5
fosfat tamponu, 25% DMSO) kullanilarak iki keartlanmstir. DegSisik miktarlarda
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alinan benzaldehitin (40mg, 60mg,80mg,100mg, 300raglenmesiyle reaksiyon
baslatiimis ve 120 rpm ve 37°C’de inkube edildikten sonra 368sn, 4dk, 16dk, 1saat,
2saat ve 3saat araliklarinda @00 6rnek alinip 40QL DMSO da reaksiyon
durdurulmytur. Hazirlanan numuneden alinan gD@rnek, 200uL mobil faz (45%
CH3CN, 54.5% HO, 0.5% AcOH) ile seyreldikten sonra HPLC de analizlmistir.
(Nucleodur C18, 1mL/min, 254nm).

3.5.2. R)-2-hydroxy-1,2-diphenyl-1-one’nin sentezi:

Immobilize edilen BAL 5ml tampon (0.15mM TPP, 2.5m#pS04, 50mM
pH:7.5 fosfat tamponu) ile iki kez yikanip dengeyetirilmistir. Reaksiyon 100 mg
(Immol) benzaldehid ile kEatiimistir. Reaksiyon, uygun kallar altinda (120rpm,
37°C) gece boyunca kstrilmistir. Reaksiyon 40. dakikada durdurulup TLC ile
gorantilenmitir. Karisgim etil asetat (3x50mL) ile ekstrakte ediftm. Organik
tabakalar MgSO4 Uzerinde kurutulup ve istenensigi€90% dongim, 99% ee) elde
etmek icin azaltilny basing altinda konsantre ediftii. [o]p?® : -112.1 (c 1.5,
CHsCOCH; ). HPLC (Chiralpak AD) R(R ):27.1 min, R (S ): 34.5 min. 'H-
NMR(400MHz, CDC}/CCly): 6 ppm 7.82 (d, J=7.8 Hz, 2H), 7.44 (t, J= 7.5 Hz),1H
7.30 (t, J=7.6 Hz, 2H), 7.16-7.23 (m, 5H), 5.7® (0=5.9Hz, 1H), 4.42 (d, J= 5.9 Hz,
1H). **C-NMR (100MHz, CDCYCCLy):  ppm 198.7, 139.1, 133.8, 133.6, 129.1, 129.0,
128.6, 128.5, 127.7, 76.2.

3.5.3. R)-2-hydroxy-1-phenyl propanone Sentezi:

Immobilize edilen BAL 5ml tampon (0.15mM TPP, 2.5mMgSQ,, 50mM
pH:7.5 fosfat tamponu) ile iki kez yikanarak dergepetiriimistir. Reaksiyon secicigi
yakalamak icin 100 mg (1mmol) ve 500 mg (10 mmodnzaldehid ilavesi ile
baslatiimistir. Reaksiyon 24 saatte durdurulup TLC ile gorleministir. Karisim
kloroform (3x50mL) ile ekstrakte edilgtir. Organik tabakalar MgSQ Uzerinde
kurutulmu; ve istenen bilggi (90% doénigum, 99% ee) elde etmek icin azaltgmi

basing altinda konsantre ediktm.

'H-NMR(400MHz, CDCYCCly): & ppm 7.90 (dd, J=1.4, 8.2 Hz, 2H), 7.40-7.60
(m, 3H), 5.13 ( g, J=6.0 Hz, 1H), 3.80 (br.s, 1#H¥1 (d, J=6.0 Hz, 3H)*C-NMR
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(100MHz, CDCYCCly): 8 ppm 202.7, 134.4, 134.0, 128.9, 128.7, 69.2, 4213** :
83.5 (c 2.0, CHG). Urinin enantiyomerik sailigi AD kiral kolon (90:10/
hegzan:izopropanol, 1 mL/dak., 254 n{R,)-2-hidroksi-1-fenil propanon’nun tutunma

zamani: 12.54) ile belirlenstir.

3.5.4Rac benzoin and asetaldehiddenR)-2-hidroksi-1-fenilpropanon [(R )-
2 HPP]'nin Sentezi:

0.3 mmolrac.-benzoin ve 2thmol asetaldehid 5 mL reaksiyon ortamina ilave
edilmis ve reaksiyon 30°C’de yapilgtir. Benzaldehid (benzoinin enantiyoselektif
hidrolizinden kaynaklanan) ve asetaldehid arasin#akdenzasyon reaksiyonu igin
30'uncu ve 120’inci dakikalarda 4 mM asetaldehal/d edilmgtir. Reaksiyon 24 saat
sonra git miktarda kloroform ilave edilerek durdurulup V& C ile izlenmgtir. Karisim
kloroform ile ti¢ kez ekstrakte edilgve Urtinler NMR ile analiz edilrgtir. Benzoinin
enantiyomerik grihgt HPLC analizleri ile belirlenngtir (Chiralpak AD, 90:10 hegzan:
izopropanol, 1 mL mifi, 254 nm, tutunma zamanlgR)-2-hydroxy-1-phenylpropanone
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3.6.Standartlar ve Kalibrasyon

3.6.1. Bradford Method

0,9
0,8 - y=0,749x+ 0,053

R?=0,999
0,7 -

0,6 -
05 -
04 -
03 -
02 -
01 -
0 . : . . :
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Absorbans

Konsantrasyon(ppm)

Sekil 3.3. Bovin Serum Albumin Kalibrasyon Grfi

Protein kalibrasyon grafinin hazirlanabilmesi icin standard proteinimiz rola
bovine serum albuminden konsantrasyonu 1mg/mL klgekilde (10mg protein/10mL
H,O) hazirlanmgtir. Daha sonra hazirlgdmiz bu 6rnekten 0.5mL alip 2. tipe
aktardiktan sonra konsantrasyonu 0.5mg/ml olabilmes Uzerine 0.5mL su
eklenmgtir.  0.25mg/mL konsantrasyondaki oOpmmizi elde edebilmek igin 2.
ornegzimizden (0.5mg/mL) 0.5mL alip tGzerine 0.5mL su ekiastir. Bu islemi tekrar
edip konsantrasyonlari 0.125 mg/mL ve 0.0625 mg/olan Orneklerimiz elde

edilmistir.

Proteinleri okuyabilmemiz i¢in hazirlgdmiz farkli konsatrasyonlardaki 5
ornegzsimizden, 5QL 6rnek alip ve Uzerlerine 1.5 er mL bradford redgeklenmstir.
Hazirladgimiz 6rneklerin UV-visible spektroskopisi yardimayb95 nm de absorbans
deserleri okunmytur. Okud@gumuz absorbans ve konsantrasyogedierini kullarak,
absorbansa ksir konsantrasyon kalibrasyon geficizilmis (sekil 3.3.) ve grafgin
denklemin y=0.749x+0.053 olarak belirlerstm. Buldugumuz bu denklemde
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yaptgimiz deneyler sirasinda okuglumuz absorbans derlerini yerine koyarak,
istedigimiz 6rnezin konsantrasyonu belirlensgtir.

3.6.2.Benzoin Kalibrasyonu

Reaksiyonlarimizda elde ditniz doniumi yani olgan benzoin miktarini
belirleyebilmemiz icin benzoin standart ggafiin hazirlanmasi gerekgtir. Bunun icin
¢esitli konsantrayonlarda benzoin gerektim Bunun icgin ilk 6énce 160mM benzoin
1mL de DMSO da ¢oOzuldukten sonra seri seyreltmelgagx 80mM, 40mM, 20mM,
10mM, 5mM, 1mM, 0.5mM, 0.25mM, 0.125mM, 0.0625mM nkantrasyonlarinda
benzoin 6rnekleri hazirlangtir. Hazirlanan bu 6rneklerden 0.5mL alinip Gzénker
0.5ml mobil faz eklenerek HPLC o&rnekleri hazirlaginni Hazirlanan bu 6rnekler
HPLC de analiz edildikten sonra konsantrasyonai kdan grafgi cizilerek gekil 3.4.),
standard denklemi elde edilgtir. reaksiyonlarda elde edilen benzoin miktarlari,

denklemde alan gerleri yerine koyularak bulunngtur.

8000000
_ 6000000 y = 47256
S 4000000 R®=0,0006
2000000
0 1
0 50 100 150 200

Konsantrasyon

Sekil 3.4.Benzoin Kalibrasyon Grgfi
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4. BULGULAR VE TARTI SMA

4.1. Manyetik Reginenin Karakterizasyonu

Sekil-4.1 de de goruldiu gibi silika kaph magnetit (R®,) icin beklenen X-
isinlar desenleri @= 30.16, 35.48, 42.99, 52.90, 56.95, ve 62.70 ((220), (311),
(400), (422), (511) ve (440) tekabll eden) anaepiksirasiyla meydana gelgtir.
Magnetit (FgO,) ve maghemit( -FeOs)'in X-1sinlari desenleri birbirine yakindir
(Santra ve ark. 2001). %tnlari desenleriyle bu iki yapiyr birbirinden ayetmek
zordur. iki yapinin manyetik 6zellikleri birbirine benzerdiMagnetitin (FgOg) bir
kismi atmosferdeki oksijenle oksidasyonzuyarak maghemit'ey(Fe03) donigmus
olabilir. Bundan dolayr manyetik nanoparcaciklabo iki fazin kargimi oldusu

disinulmektedir.  Silika-kapli manyetik nanoparcaciidar boyutlarit  Scherrer
denkleminden @ =0.91/4(268)cos8) d, kristal alan boyutu4(28)en giiclii

pikin (311) maksimumunun orta geshigi ve A, X-1sinlari dalga boyu) 11,8 nm olarak
hesaplanmgtir (Wan ve li 1998).

311

400

Intensity)

400

5 15 25 35 45 55 65

2thetaldeg.)

Sekil 4. 1 FeOg-silika parcaciklari igin Xgini deseni

Fourier Dongumli infrared Spektrometresi (FTIR) ile ylzey karaktégist
aydinlatiimstir. Sekil 8 de silika kapli manyetik nanoparcaciklar ,(&poksi gruplari
tutturulmys manyetik parcaciklar (B) ve saf GPTMS (C) icin IRTspektrumu
goriliyor. Epoksi grubu icin spesifik olan 1150 tmeki pik, silikanin absorpsiyon
piki tarafindan kapatilngiolmasina ramen 2984.51 cif'deki alkil C-H esneme piki ve

37



onun 1394.68 cil ve 1452.95 ci’' deki titresim pikleri (Tarducci ve arl
2000,Schottner 20Q0Zhang ve arl 2009, Wanunu ve ark. 2006,Chen ve Kuo 20
(28-32) saf GPTMS (C) ve modifiye edilginanoparcaciklarin (B) spektriarinda
acik birsekilde goraluyor. FTIR sonuclarl manyetik nanoparkkrin yizeyine epok:

gruplarinin bgaril bir sekilde tutturuldgunu gosteriyo

Y v

1452 .95\ l
1394 68™—{

(o]
2084 517

% Transmittance
-]
> 2084 51 1
1452 95
\!\_
1394 68

Wavenumbers (cm™)

Sekil 4. 2 FT-IR Spektrumu
Sekil 4.2 FTHR spektrumu: (A) F;04-silika nanoparcaciklar (B) GPTMS ile yiize

degistirilmi s FeO,-silika nanoparcaciklar (C) sa-Glisidoksipropiltrimetoksisilan (GPTMS

Sekil 4.3'teki TEM goruntusinden de gorulgii gibi, parcaciklar ortalama -
11 nm boyutunda homojen bir glamda elde edilristir. Parcacik boyut, Scherrer

denkleminden elde edilen sonucla uyum icind
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Sekil 4. 3 Fe;O,4-Silika Nanoparcaciklarin Aydinhk TEMesm

4.2. Benzaldehid Liyaz Enziminin Yulzeye Tutuklanmar

BenzaldehidLiyaz, saflgtirmaimmobilizasyon adimlarini yapmak icin epo
gruplan tutturulmyg FesO,@SiO, nanopargaciklarinin yizeyine immobilize editimi
Enzimin destek Uzerir (Ma ve ark.,Mateo ve ark. 2006,20C kolay bir sekilde
adsorpsiyonunu  geamak icir 100mM NaCl iceren liziz tamponuyla recil
dengelendikten sonra,iSkuyruklu BAL iceren E. Coli BL21 (D3)pLysS’in hiicre
serbest ekstrak kovalent enzim immobilizasyonunu gamak icin recineyle inkib
edilmistir. Enzim-destek sistem bkarisi, inkibasyon zama enzim miktari ve
reaksiyon ortaminin pH optimizasyonunu gerekgtmi Daha ©6nce yapilmi
calismalardan BAL enziminin pH -9 aralginda calgtigi bilinmektedir. Enzir-recine
kararliligi ve epoks-destek aktivasyonu icin gerekli en iyi reaksiyonsWtarinin
belirlenmesi icin pH 6.5, 7.5 ve {da calslimistir. Enzim-regine sistemi i¢cin uygt pH
75 olarak bulunmgtur. Standart BSA protein tahliliyle belirlenen ladent
immobilizasyon icin gerekli inkilbbasyon zamani 3t<olarak belirlenmitir (Bradford
1976 Mateo ve ark. 200

Belirlenen kagullarda recine liziz tamponunda c¢o6zulen hicre serk
ekstraktinin farkli miktarlarile inkiibe edilmgtir. Ornekler belirli zaman araliklarinc
alinmsg ve epoksi desfge immobilize edilen enzim miktlari belirlenmgtir. Enzim-
destek sistem manyetik alana gucli kékilde cevap verdi icin (Sekil 4.4), bir
miknatis kullanileak reaksiyon ortami berrakltektan sonra drnekler uzalktariimistir.
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Immobilize edilen maksimum enzim miktari 4mg BAL/b@§ recine olarak
belirlenmitir.

2 =
1 18

Sekil 4. 4BAL-Manyetik Recine’nin Manyetik Alanla Etkikmi

BAL enziminin kovalent immobilizasyonunu analizmek icin kovalent
olmayan tutunmalari desorbe effeekonsantrasyonu yeterli olan 100mM imidazol
iceren liziz tamponunda enzim-destek sistem opemiedilen immobilizasyon
kosullarinda inkiibe edilngtir. (Ma ve ark. 2006)Fakat, inkiibasyon sonungaotein
miktari belirlendginde kovalent olmayan tutunma tespit edilmgmi

4.2.1.Benzoin Kondenzasyon Reaksiyonu

Immobilize BAL enziminin benzoin kondenzasyon reg&siu ygin(batch)
sentezinde yuratalmutiggekil 4.5.).

3 . l O ‘
6xHis-fag~BAL
H Fe,0,-GPTMS =
pH 7.5 50mM Kpi OH

20% DMSO
(R)-Benzoin

Sekil 4. 5immobilize BAL Enziminin Katalizledii Benzoin Kondenzasyon Reaksiyonu
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Benzoin kondenzasyon reaksiyonu, literatire (Kurlemann ve Lies 2004,
Sopaci ve ark.200¢, Drager ve ark. 2007) belirlenen farkli benzaldeh

konsantrasyonlarinda yapilgtir (Sekil 4.6.).

100 - —8— 40 BENZOIN
-— —8— 80m M\ BENZODN
Z 80 - —i— G0mM BENZOIN
=) 100m M BENZOIN
v

v

0 50 100 150 200

Konsantrasvon

Zaman(dak.)

Sekil 4. 6 Benzoin Eldesinirzamana Kayi Konsantrasyon Graffi

Benzaldehid miktari 40 mg, 60 mg, 80 mg olarakmalgnve enzim aktiviteler
enzimepoksi destek sistem icin 3.44U, 5.3U ve 7.5U dldvalirlenmitir. 100 mg
benzaldehid konsantrasyonu inhibitor olariDragerve ark. D07, rapor edilmesine
ragmen bizim destek sistemimizde en iyi enzim aktsitelOOmg benzaldehi
kullanildigi zaman 10U olarak belirlengtir. 200 mg ve 300 mg benzaldel
uygulandginda benzaldehidin duk ¢6zunrligl ve Urinin inhibisyonundan dole
enzim aktivitesi 1U ve 0.7U difiligti tespit edilmgtir. BAL enzimi ve epoksi regin
arasindaki kovalent B&nmadan dolayi literaturlerdeki gkrlere kiyasla olgulen enzi
aktiviteleri 40 mg benzaldehid kullanilmasi dururdarbile daha yukselr ( Sopaci ve
ark. 2009).

Enzim aktivitelerini iyilstirmesinin yani sa immobilize enzim sistemleri,enzi
kararhhigini artirmanin sonucu olan enzimin tekrar tekraltakulabilirligini (Sekil 4.7)

sunmuylardir.
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KONSANTRASYON
(Mm)
8 &8 2 3

1 2 3 4 5
DENEME SAYISI

Sekil 4. 7 BenzoinKonsantrasyonunun Deneme SayisinasK@rafigi

Bu kararlihk enzim ve destek arasindaki kovalemgldnma ile elde edilmtir.
Immobilizasyon afiniti destekli oldwnda enzimler kazaniimasinagnaen enzir-
destek sistem sinirli tekrar kullanilabilirlilikermis ve 4. denemeden sonra en:
aktivitelerinde bir azalma gorulngiiir ( Sopaci ve ark. 2009Fakat BAL enzimi epoks
recineye kovalent kanmayla immobilize edilgg zaman 5. denemeden sonra |
enzim aktivitesinde bir azalma belirlenmeatini Ayni zamanda karboligasyc
destekli immobilizasyonda enzimler geri kazaniimasigmen kovalent bdanmadak
artan tekrar kullanilabilirlilik bunu telafi etrtir.

4.2.2. 2Hidroksipropiyofenon (HPP) Sentez

BAL enziminin liyaz aktivitesi sitoksazon,-metoksihidrokarpin ve taksol’'u
yan zincirinin sentezi i¢gin 6énemli bir dangi¢c metaryali olan HPP’ni(Sekil 4.8
sentezi icin denenrtir (Demir ve ark. 200,

0 i g @]
7 @F
H g ).I\ H Fe,0, -GLYMOD
pH 7.5 50mM Kpi OH
20% DMSO
(R)-HPP

Sekil 4. 8Sekil 4.8 (R)-2-hidroksi-1-fenil propanon Sentezi
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Benzaldehid ve asetaldehid arasindaki bu ¢apraddm@asyon reaksiyonu hem sert
enzim hemde immobilize enzim sistemlerle yapgtmi immobilize sistem igin, ayr
miktarda enzim recineye yuklengnte maksimum doniim elde edilmitir. Reaksiyor
takibi TLC ve HPLC analizleri ile yapilmtuir. Serbest enzim sistemleri icin, Ni affin
kromatografisi ile saflgirlan 20U enzim kullanarak yapilgtir. 20U serbest enzii

ilavesi ayni miktarda trintn aumu icin gereklidin

4.2.3.Rac-Benzoin’in Kinetik Rezollsyont

Asetaldehid varfiinda karboligasyonu takiberC-C baginin kirilmasini
katalizlemek icin BAl'In substrati olarakR)-benzoin kabul edebi (Demir ve ark.
2002). Buna gor€R)-benzoin,asetaldehid vaginda BAL ile etkilstirilmis ve kiral
kolon kullanilarakHPLC ile reaksiyon takip edilrstir. Asetaldehid ilavesi yukse
verimde HPP’nin olgumu ile sonuclanmtir. Rac-benzoin ile reaksiyonu
tekrarlanmasiyla, Kon kromatografisi ile trinlerin ayrilmasindan ssomemen heme
optik olarak saf (98% e¢(S)-benzoin ve HPP meydana gestii (Sekil 4.9.).

. ‘. O 0
d 75 s K ) OH
rac.-Benzoin (NS (5)-Benzoin (R)-HPP

Sekil 4. 9rac.-benzoin’nin kinetik rezoliisyonu
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5. SONUC VE ONERILER

Benzaldehit liyaz (BAL, EC 4.1.2.38) enzimi, bemnaai acil b&mnin kirilmasi
ve olusmasi tepkimesini dogamlu olarak katalizleyerek aril aldehitlerin ve lagilerin
sentezinde katalizbr olarak kullanilma potansiyelinsahiptir. Bg kirllma
reaksiyonunda, benzaldehit liyaz enzimi yalniz Rdiguirasyonundaki benzoin
molekllini katalizleyerek tepkimeyi glurmakta;S-konfigirasyonundaki benzoin ise
tepkimeye girmemekte; aciloin reaksiyonunda da cadebenzoin olgmaktadir.

Bundan dolayi son derece 6nem arzeden bir enzira 6uallgini tasimaktadir.

Kati destek yuzeye afiniti kromatografisiyle BAL zzminin immobilizasyonu
daha once callmistir (Sopaci ve ark. 2009). Fakat BAL enziminin HKata
reaksiyonlari icin kovalent olarak immobilizasyomaha ©6nce callmamstir. Bu

calismada, BAL enzimi manyetik regine tizerine kovaldatak immobilize edilmitir.

BAL enziminin kovalent olarak immobilizasyonu enzaktivitesini en yuksek
seviyeye cikarngtir. Bu sistem, C-C-kakirilimi ve olgumu ile BAL katalizli aciloin
reaksiyonlarinda kullanilir. Ayrica sistem, yuksakzim aktivitesi (10U) , kararlg (5
kez kullanimi sonucunda hicbir aktivite kaybi olmgim) ve ham ekstraktan ve
reaksiyon ortamindan enzimin kolayca ayrilmasi Wdl&ini sglamistir.
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