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AMINO VE MERKAPTO FENIL BORONIK ASIT-Cu(II) HIBRID NANO
YAPILARIN SENTEZI, ENZIM MIMIiK AKTiVITESININ VE HEDEFLI ANTi-
BAKTERIYEL AJAN OLARAK KULLANIMININ iNCELENMESIi
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Analitik Kimya Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Ocak 2020
Damisman: Doc¢. Dr. Vedat YILMAZ

OZET

Bu calismada, ilk defa organik bilesen olarak 3-aminofenil boronik asit (APBA) ve 4-
merkaptofenil boronik (MPBA) asit; inorganik bilesen olarak bakir(II) iyonu
kullanilarak iki yeni organik-inorganik c¢icek sekilli hibrit nano yapilar (CHNY)
sentezlendi. Hibrit nanoyapilarin morfolojisi tizerine pH’nin etkisi pH 4 ile pH 10
arasinda incelendi. Hibrit nano yapilarm sentezi icin, 0,8 mM CuSO, ¢ozeltisi 0,02 mg
mL" derisiminde organik bilesen (APBA veya MPBA) iceren fosfat tamponu (PBS)
cozeltisine ilave edildi ve cozeltilerin pH degerleri Cu(Il)-APBA CHNY ler icin pH
5,0’a ve Cu(Il)-MPBA CHNY’ler icin pH 6,0’a ayarlandi. Elde edilen cozeltiler
25 °C’de 3 giin siire ile inkiibe edildi. Hibrit nano yapilar SEM, FT-IR, EDX ve XRD
ile karakterize edildi. ABPA-Cu(Il) ve MPBA-Cu(Il) CHNY'ler bakteriyel patojenlere
(E. coli ATCC 35218 ve S. aureus ATCC 2592) ve mantar patojenlere (C. albicans
ATCC 10231) kars1 serbest formlarina kiyasla belirtilen konsantrasyonlarda (0,5-2,0 mg
mL™") etkili bir antimikrobiyal etkinlik gésterdi. Ek olarak, ABPA-Cu (II) ve MPBA-Cu
(II) CHNY'lerin Fenton benzeri reaksiyonu iizerinden model bir kromojenik substrat olarak

guaiacol'a kars1 peroksidaz benzeri aktivitelere sahip olduklar da gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Amino fenil boronik asit, Merkapto fenil boronik asit, Hibrit

nano yapi, Enzim mimik aktivite, Anti-mikrobiyal ajan
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SYNTHESIS OF AMINO AND MERCAPTO-PHENYL BORONIC ACID-CU (1I)
HYBRID NANO STRUCTURES, INVESTIGATION OF ENZYME MIMIC
ACTIVITY AND ITS USE AS A TARGETED ANTI-BACTERIAL AGENT

Kasim BUYUKBEZIRCi

Erciyes University, Institute of Health Sciences,
Analytical Chemistry Program,
Master Thesis, January 2020
Supervisior: Doc¢. Dr. Vedat YILMAZ

ABSTRACT

In this study, two novel organic-inorganic hybrid nanoflowers (HNFs) were prepared for the
first time using 3-aminophenyl boronic acid (APBA) and 4-mercaptophenyl boronic acid
(MPBA) as organic components and copper (II) ion. The effects of the pH values on
morphologies of the HNFs were examined between pH 4 and pH 10. For formation of the
HNFs, 0.8 mM CuSO4 solution was added to phosphate-buffered saline solution (PBS)
containing 0,02 mg mL”! organic component (APBA or MPBA), and then the pHs of the
solutions were adjusted to pH 5 and pH 6.0 for ABPA-Cu (II) HNFs and MPBA-Cu (II)
HNFs, respectively. The resulting solutions were incubated at 25 °C for three days. The
HNFs were characterized by SEM, FT-IR, EDX, and XRD. The ABPA-Cu (II) HNFs and
MPBA-Cu (II) HNFs showed effective antimicrobial activity against bacterial (E. coli
ATCC 35218 and S. aureus ATCC 25923) and fungal pathogens (C. albicans ATCC 10231)
at the indicated concentrations (0.5-2.0 mg mL ™) compared to their free forms. Additionally,
It was also demonstrated that the nanoflowers exhibited peroxidase-like activities towards

guaiacol as a model chromogenic substrate owing to Fenton like reaction.

Key words: Amino phenyl boronic acid, mercapto phenyl boronic acid, hybrid nano

structure, enzyme mimic activity, anti-microbial agent
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1. GIRIS VE AMAC

20007 yillarin baslarinda yeni nanomalzemelerin ilk c¢aligmalarindan bu yana,
nanotozlar, nanotiipler, nanoteller, nanokiitleler, nanoyapraklar, nanogubuklar gibi
biiylileyici morfolojileri olan cesitli nanomalzemeler gelistirilmistir. Bu yeni nano
yapilar arasinda c¢icek sekilli hibrit nano yapilarin (CHNY ’larin) topografik 6zellikleri
bilim insanlarinin adamlarmin ilgisini ¢ekmistir, ¢iinkii nanogiceklerin kiiresel nano
parcaciklara kiyasla daha yiiksek yiizey/hacim oranina sahip olmast yiizey
reaksiyonlarmin verimliliginde artis icin dnemli bir 6zelliktir. Bu nedenle, nanogigek
sentezi ve uygulamalarina odaklanan kapsamli ¢alismalar yapilmaktadir (Lee ve ark.,

2015).

IIk defa 2012 yilinda Zare ve arkadaslar1 organik bilesen olarak cesitli protein ve
enzimleri (laktalbumin, lakkaz, karbonik anhidraz, lipaz ve BSA), inorganik bilesen
olarak Cu®* iyonu kullanarak protein-inorganik hibrit nano yapilar: sentezlemislerdir.
Olusan nano yapilarin yiizey morfolojisini tarayici elektron mikroskobu ile
incelediklerinde, hibrit nano yapilarn ciceklerdeki yapraklara benzer nano boyutta
yapraklardan olustugunu gézlemlemislerdir. Olusan bu hibrit nano yapilarin, sentezde
kullanilan serbest enzimler ve diger enzim immobilizasyon teknikleri ile
karsilastirildiginda daha yiiksek kararliliga ve aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir (Ge
ve ark., 2012). Hibrit cicek sekilli nano yapilarin olusumunun; (I) ¢ekirdek olusumu,
(II) biiyiime, (III) yapinin doygunluga ulasip tamamlanmas1 olmak iizere 3 basamak
tizerinden gerceklesmis olabilecegi diisiiniilmektedir (Ocsoy ve ark., 2015). Birinci
basamak, ¢ozeltideki Cu* iyonlar1 ile PBS tamponunun yapisinda bulunan fosfat
iyonlarinin bakir-fosfat nanokristallerini olusturmasidir. Nanokristallerin ¢ekirdeklenme
basamagmda enzimler yapilarindaki amin gruplar1 araciligiyla ile bakir fosfat
nanokristalleri iizerine uygun koordinatlarla baglanir. Biiyiime basamaginda ise onciil
nanokristaller, enzim ile siirekli beslenerek nanokristaller iizerinde biiyiikk yapraklari

olusturur. Biiyiime siirecinin en onemli 6zelligi ise bakir fosfat nanokristalleri tizerine



cicek yapraklarina benzeyen enzimlerin birbirlerine baglanmalari i¢in yine enzimlerin
tutkal gibi gorev almasidir. Tiim bu basamaklarin ardindan hibrit nano yapi1 anizotropik

biiytime ile iiretilmektedir.

Cicek sekilli nano yapilarin olusum mekanizmalar1 bir¢ok arastirmaci tarafindan
aydmnlatilmis ve bu yapilarin olusumunda organik bilesenin (enzim veya protein)
yapisinda bulunan amino ve karboksilik asit gruplarinm etkin rol aldiklar1 rapor
edilmistir. Cu®* iyonlarmnim bu gruplar ile koordinasyona girerek kompleks olusturdugu
yapilan caligmalar ile ispatlanmistir. Bu bilgiden esinlenerek arastirmacilar inorganik
bilesen olarak Cu®* iyonlar1 ve organik bilesen olarak dogal amino asitler kullanlarak
organik-inorganik hibrit ¢icek sekilli nano yapilar sentezlemislerdir. Boylece ilk defa
organik bilesen olarak enzim veya protein kullanilmadan enzim benzeri 6zellik gosteren

cicek sekilli nano yapilar olusturmuslardir (Zhuo ve ark., 2016).

Bu calismada, organik bilesen olarak 3-aminofenil boronik asit (APBA) ve 4-
merkaptofenil boronik asit (MPBA) molekiilleri kullanilarak APBA-Cu®* ve MPBA-
Cu®* ¢igek sekilli hibrit nano yapilarin sentezi, katalitik ve antimikrobiyal 6zelliklerinin
incelenmesi amaclanmistir. APBA molekiiliiniin yapisinda amino ve hidroksil gruplari,
MPBA molekiiliiniin yapisinda hidroksil ve tiyol gruplari iizerinden bakir-fosfat
nanokristallerine baglanarak c¢icek sekilli hibrit nano yapilarin olusturulmasi
hedeflenmistir. Olusacak hibrit nano yapilarin iizerinde bulunan serbest hidroksil (diol)
gruplar1 sayesinde bazi bakterilere ve funguslara karsi antimikrobiyal etki gosterme
potansiyeline sahip olmasi beklenmistir. Ayrica, olusan hibrit nano yapilarin enzim
benzeri bir katalitik aktiviteye sahip olabilecegi ongoriilmiistiir. Tez ¢aligmast sonunda,
yukarida belirtilen ¢icek sekilli hibrit nano yapilarin sentezi ve karakterizasyonu

yapilmis; katalitik ve antimikrobiyal aktivite 6zellikleri detayli bir sekilde incelenmistir.



2.GENEL BILGIiLER
2.1. NANOTEKNOLOJi TERIiMi

Teknoloji; icinde bulundugumuz yiizyillda insanligin belki de aniden kendini i¢inde
buldugu, hepimizin hayatina neredeyse bir anda giren ve takip etmekte zorlandigimiz
bir olgudur. Eski ¢aglardan giiniimiize kadar gelisen toplumsal, kiiltiirel ve sosyolojik
yasamda gelisen insanlik, hayati daha kolay ve isler hale getirebilmek i¢in yeni kesifler
ve icatlarin gosterdigi yolda ilerleyerek gecmisten giiniimiize kadar ‘teknoloji’
dedigimiz terimi hayatimizin her noktasma entegre etmistir. Gelisen teknoloji ile
beraber insanligin ihtiyact artis gostermis ve bu ihtiyaclar dogrultusunda daha
ergonomik, etkin ve maliyeti uygun teknolojik materyallerin iiretimine olan istek ve

gelismeler artmistir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda sik¢a nanoteknoloji ve nanomalzeme terimleri ile
karsilagsmaktayiz. Kelime kokeni olarak varsayabilecegimiz ‘Nano’ Yunanca’da ‘Ciice’
ve ‘Yaslh Adam’ anlamlarini tasimaktadir (Sabzali ve ark. ,2018). Tiirk Dil Kurumu’na
gore nanoteknoloji maddelerin atomik boyutlarda veya molekiiler denilecek boyutlarda
islem gorerek mikroskobik biiyiikliikte {iriinlerin ortaya ¢ikma yontemi olarak
tanimlanmaktadir (TDK). Bilimsel caligmalarda nanoteknoloji; 1 ila 100 nanometre
araligindaki boyutlarda bulunan maddelerin anlasilmasi, bunlarin kontrol edilebilmesi
ve uygulanmasi olarak tanimlanmaktadir. Nanoteknoloji; bilim, teknoloji, tip ve enerji
gibi genis bir alanda farkli, orijinal, 6zgiin, yeni uygulamalar olanak nitelendirilir. Japon
bilim adami Norigo Taniguchi 1974’te nanoteknoloji terimini ilk kez kullanarak
nanoteknolojiyi, hassas bir imalat siireci olarak nitelendirmis ‘ve Atom veya bir
molekiil ile malzemelerin ayrilmasi, birlestirilmesi ve islenmesi’ olarak tanimlamigtir

(Zarzycki, 2014).



‘Asagida cok yer var’ soziiyle bilimde yeni bir akim baglatan Richard Feynman 1959
yilinda atom ve molekiilleri hassas bazi aletlerle isleyerek c¢ok kiiciik boyutlarda
malzemeler iiretilebileceginden s6z etmistir. Amerikan Fizik Dernegi'nin toplantisinda
yapilan bu konugma sonrasi nanoteknoloji, cok alanli bir olguya doniismiistiir (Zhao ve
ark.,2016). Nanoteknoloji sdzciigii bir terim olarak ilk kez Tokyo Bilim Universitesi
Profesorii Pratima Nikalje Taniguchi tarafindan diinyaya tanitilmistir. Bu terim, atomik
Olcekli boyuta sahip materyallerin hassas sekilde islemesini tanimlamak i¢in

kullanilmistir (Parikhani ve ark.).

Ozellikle bilgi teknolojileri basta olmak iizere saghk, tekstil, tarrm gibi insanligin ana
ihtiya¢ alanlarmma hitap eden nanoteknoloji insan varliginda devrim niteligi tasiyan
bircok gelismenin kapisint agmustir. Nanoteknolojiyle, aygitlarin daha kiiciik
yapilmasmin en belirgin avantaji, materyal boyutunun kiigiilmesi ile birlikte
performansin katlanarak cogalmasidir. Diger bir avantajindan bahsetmek gerekirse,
belirgin olmamakla birlikte, minyatiirize edilmis aygitlar, genellikle daha verimli ¢alisir

ve birim basina iiretilen aygitlar daha az maliyete sahiptirler ( Ramsden, 2009).
2.2. NANOMALZEMELER

Nanometre, metrenin milyarda biri kadardir. Genel olarak nanoteknolojinin ¢alisma
alant 1 nm ile 100 nm arasinda bir biiytikliigii kapsar. 100 nanometreden daha
kiiciik boyutlarla calisildiginda maddenin makro boyutlarindaki fiziksel Ozellikleri
(mekanik, optik, elektriksel vb.) nano boyut bolgesine gore daha cok farklilik
gostermektedir. Bu bolgeye kisaca “kuantum alani” denir. Makro olcekteki 15181 ve
havayr gecirmeyen (opak) bir malzeme nano boyutlarda seffaf hale gelebilir ve
coziinmeyen maddeler ¢Oziiniir hale gelebilir (Lubick ve Betts, 2008). 1-100 nm
araliginda boyut biiyilikliigline sahip malzemeler nanomalzeme olarak adlandirilir.
Nanomalzemeler dogal olarak var olmus ya da cesitli yontemlerle disiplinize bir ¢caligma
sonucu elde edilmis olabilirler. Nano yapiya sahip malzemeler genellikle benzersiz
optik, elektronik veya mekanik 6zelliklere sahip iiriinlerdir (Buzae ve ark., 2007). Sekil

2.1.’de nano boyutu ifade edebilmek icin bazi 6rnekler gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. Nanoteknoloji boyutsal caligma alani

Malzeme ebat1 makro boyuttan nano boyuta gecerken gii¢/agirlik orani, iletkenlik, optik
ve manyetik Ozellikleri goz ardi edilemeyecek bicimde degismektedir (Rao ve ark.

,2007).
2.2.1. Nanomalzemelerin siniflandirilmasi

Nanomalzemeler bulunduklar1 ya da sentezlendikleri duruma goére 4 boyut grubuna

ayrilirlar. Bunlar;

] Sifir Boyutlu Nanomalzemeler (0D),
] Tek Boyutlu Nanomalzemeler (1D),
] Iki Boyutlu Nanomalzemeler (2D),
. Uc Boyutlu Nanomalzemeler (3D).

Sifir boyutlu nanomalzemeler nanotoz ya da nanodispersiyon seklinde, birbirinden izole
halde bulunan malzeme grubunu olusturmaktadir. Giliniimiizde bu malzemeler ¢ok farkl
sekillerde bulunmaktadir ve cesitli arastirma gruplar1 tarafindan sentezlenmektedir. 0D
malzemelere Ornek olarak homojen kuantum noktaciklar1 (quantum dots), cekirdek
(core shell) nanopargaciklar1 i¢i bos nanokiireler (hollow nanospheres) ve fullerenler

(Buckyballs) 6rnek gosterilebilir.



Bir boyutlu nanomalzemeler nanotiipler, fiberler, filamentler, spirallerdir ve
nanoc¢ubuklardir. 1D giiniimiizde giderek 6nem kazanmaktadir. Bu malzemeleri 6nemli
kilan sey ¢ok farkli multi disiplinler arasinda baglanti1 kurmasidir. 1D nanomalzemeler
ozellikle elektronik ve kompozit malzeme iiretiminde, alternatif enerji kaynaklarinin

kullanilmas1 ve gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar.

Iki Boyutlu Nanomalzemeler (2D), bu malzemelerin kesfi grafen ile baslayarak gelisimi
giiniimiizde halen devam etmektedir. 2D malzemelere nanometrik boyuttaki film ve

kaplama malzemeleri 6rnek olarak gosterilebilir.

U¢ Boyutlu Nanomalzemeler (3D), bu materyaller ¢ok katmanli, toz yapili ve ¢oklu
kristal yapilara sahip malzemeleri olusturmaktadirlar. 3D nanomalzemelere elmas ve

grafit ornek gosterilebilir. Sekil 2.2.°de yapisal boyutta nanomateryaller seklen izah

edilmigtir.
Nano kiimeler Nanotiipler ve nanogubuklar Film ve tabakalar Polikristaller
0D 1D 2D 3D

Sekil 2.2. Nanomalzeme boyutlari

2.2.2. Nanomalzeme elde etme yontemleri
2.2.2.1. Yukanidan asagiya

Bu yontem anlam olarak biiyiikk boyutlara sahip olan malzemelerin yiiksek enerji
ortamimda mekanik ve kimyasal bazi islemlere tabi tutularak nano Ol¢cekte malzeme
tiretimi esasina dayanmaktadir. Yontemin gerceklestirilebilmesi icin kullanilan yiiksek
enerji ihtiyacindan dolay1 bu sentez yonteminde yiiksek iiretim maliyeti olusur. Bu
metot ile ilgili iiretim yOntemleri genellikle mekanik asindirma, elektro patlama,

daglama, 1s1l (termik) yOntem, donen soguk yiizeyde katilastrma, gaz atomizori,



yikksek enerji, litografi, asir1 ultraviyole ve yumusak litografi teknikler ile elde
edilmektedir (Hosokawa, 2007). Uretim zamani-iiriin iliskisi degerlendirildiginde bu
yontem vasitasiyla daha az miktarda nanomalzeme olustugu bilinmektedir. Bu yontem
ayn1 zamanda mekanik, yliksek enerji, 1s1l (termik), kimyasal islemler ve dogal yontemler
olarak da isimlendirilmektedir (Wolfgang, 2004). Yukaridan asagiya liretim yontemi
Sekil 2.3.’te seklen izah edilmistir.

Yukaridan asagiya

Materyal Planlama
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Sekil 2.3. Yukaridan asagiya sentez yonteminin sematik gosterimi

2.2.2.2. Asagidan yukariya

Asagidan yukariya iiretim metodu ise atom ya da molekiiler diizeyde bulunan
parcaciklarmm belli yOntemler vasitasiyla sentezlenerek nano boyuta sahip bir
nanomalzeme {iretimini olusturmaktadir. Bu yontem diger yonteme oranla maliyet
acisindan daha uygun ve daha az zamanda gerceklestirilir. Bu yontem nano boyutta olan
atom ya da molekiillerin kimyasal islemlere tabi tutularak yeni nano Olgege sahip
malzeme iiretimine imkan tanir. Bu metoda ait baz1 yontemler, asal gaz yogunlastirma,
alev sentezi, kimyasal buhar yogunlastirma, molekiiler huzme, atom tabaka
cOkelmesi, yanma, yas kimyasal sentez, elektro-patlama, lazer ablasyonu, sol-jel ve
ultrasonik sprey piroliz gibi iiretim yontemleridir (Hosokawa, 2007). Asagidan yukariya

tiretim yontemi Sekil 2.4."de seklen izah edilmistir.
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Sekil 2.4. Asagidan yukariya sentez yonteminin sematik gosterimi

2.3. NANOTEKNOLOJi VE NANOMALZEMELERIN UYGULAMA ALANLARI

Tarihsel siirece bakildigida siiregelen teknolojik yenilikler hayatimizin hemen hemen her
noktasmda artik vazgegilemez sekilde yerini almaktadir. Ozellikle bilgi teknolojilerinde
meydana gelen gelisimler hem diger sektorlerin ana yapilarim etkileyerek degistirmekte
hem de eskiden bagint1 kurmakta giicliik ceken alanlar birbirine baglar hale getirmektedir.
Bu yenilikler insan hayatinda bir¢ok yenilik ve kolaylig1 beraberinde getirmektedir(Senel ve
Gencoglu,2003).

Ozellikle son yillarda nanoteknoloji iizerine yapilan ¢alismalar daha kiiciik boyutta daha
ergonomik ve kontrol edilebilir malzeme iiretimi iizerine olumlu etkiler olugturmaktadir.
Saglik, tarim, gida endiistrisi, bilisim teknolojileri, savunma sanayii, miihendislik bilimleri
ve daha bir¢ok uygulama alaninda artik nanomalzemeler ve uygulamalari {izerine daha fazla
kaynak aktarilmakta ve yapilan bilimsel ¢alisma sayis1 her gecen giin artmaktadir (Ates ve
Bahceci, 2015).

Tip ve hedefli ila¢ kullanimi alaninda
Miihendislik alaninda

Tarim ve zirai uygulamalarda



Genetik ve molekiiler biyoloji calismalarinda
Giivenlik ve savunma sanayiinde

Bilisim ve bilgi teknolojileri alaninda ve daha bir¢cok insan hayatina dogrudan etkisi

bulunan sektorlerden uygulama alani olarak bahsedebilir (Metin ve Ozdemir,2015).

2.4. NANOTEKNOLOJi VE NANOMALZEMENIN DUNYADA KULLANIM
ALANLARI VE UYGULAMALARI

Yenilenen ve geligen bilim anlayisi ile nanoteknolojiye ve nanomalzemelere olan talep ve
gereksinim giin gectikce artmaktadir. Ulkelerin iiretim semalarmda yer alan temel
hammadde ve ihracat unsurlarma bakildiginda teknolojik arastirmalarin yeri giderek
artmaktadir. Artik bilisim sektOriinden savunma sanayisine saglik alanlarindan tarim
uygulamalarina kadar bir¢cok sektdrde nanoteknolojik gelismelere yer verilmekte ve

uygulama alanlar1 arttirilmaktadir (Turunc, 2019).

Akademik caligmalarin artmasi ve sanayi kollarinin bu sekotere ait gozardi edilemez kar
marj1 ve verimlilik olgularina kayitsiz kalamamasindan otiirii iilkelerin hem kendi i¢
sanayilerinde hemde dis pazar i¢in nanomalzemelere ilgisi giinden giine artmakta ve bu
sektore ait eylem planlarmi hayata gecirmektedirler. Nanoteknoloji alaninda 6ncii olarak
Amerika Birlesik Devletleri’'ni (ABD) gosterebiliriz. ABD bu sektorde diger iilkelere
onciiliikk edecek bircok Ar-Ge yatirimi gergeklestirmistir (Arnall, A. H.,2003). Almanya,
Japonya ve Fransa bilisim ve miihendislik alanlarinda diinya pazarinda 6nemli gelir elde
eden iilkelerdir ve nanoteknolojiyi devlet planlamalarinda oncelikli konuma getirerek bu
sektore olan ilgilerini gostermiglerdir. Ozellikle Almanya ve Fransa bu alanda Ar-Ge
merkezleri kurulmasi ve projelerin gelistirilmesini desteklemektedir. Amerikan
otomotiv lreticileri, nanotiipler vasitasiyla giivenligi artirilmis yakit iinitelerini uzunca
bir siiredir kullanmaktadir ve gelistirme i¢in Ar-Ge caliymalarina da devam etmektedir.
(Perker, 2010). Giiney Kore mikroelektronik alanina yogunlagsmustir. Benzer sekilde,
elektronik, tekstil endiistrisi ve Ozellikle mobil telefonlar ve ev elektronigi alaninda
degisik nanoteknoloji uygulamalar1 gelistirilerek yiiksek katma degerli iiriinler ortaya
cikarmaktadir. Nanoteknoloji arastirmalar1 alaninda basi ¢eken ABD, 2000 yilinda
Ulusal Nanoteknoloji Girisimini (NNI) kurarak orgiitlenme alaninda da 6ncii olmustur
(https://www.gmka.gov.tr). Avrupa Birligi’'nde ise ilk olarak 4. Cerceve Programi ile

desteklenmeye baslanmis ve biitcesi devamli arttirilarak revize edilmistir(Cordis
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Nanotechnology, 2011). 2014 yilina gelindiginde ise, Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi
Orgiitii'ne iiye iilkeler (Avustralya, Avusturya, Belgika, Kanada, Sili, Danimarka,
Finlandiya, Fransa, Almanya, Macaristan, Izlanda, Hindistan, Irlanda, Israil, Japonya,
Liiksemburg, Hollanda, Yeni Zelanda, isveg, Ingiltere ve ABD) nanoteknoloji alaninda

planh biiylime icin strateji belgeleri hazirlamistir (Hancioglu ve Atay, 2019).
2.5. NANOMALZEME URETIM YONTEMLERi
2.5.1. Kimyasal Buhar Yogunlastirma Yontemi

Yiiksek verim ve yiiksek nanomalzeme iiretimi i¢in uygun bir yontemdir. Bu yontemde
buhar fazina kolay gecebilen kloriirler, hidriirler ve karboniller kullanilir (Markus, W.
2007). Bu yontemin en biiyiik avantaji kolay temin edilebilen kimyasal hammaddelerden
imal edilebilmesidir. Gaz fazindaki malzeme 1s1l parcalanma ile partikiile doniisiir.
Baslangic malzemesinin gaz fazina gectigi bolgeye gaz akisi verilerek buharin reaktor
olarak da adlandirilan firm icine tasinip burada 1sil olarak parcalanmasi saglanir.
Tasiyic1 gaz olarak He, Ar veya N, gibi gazlar kullanilir. Isil par¢calanma sonucu olusan
nanopartikiiller firmm ¢ikisindaki uygun toz toplama yontemleriyle toplanir. Genellikle
icerisinden sivi azot gecen bir cubugun kapali bir bolme igerisinde partikiillerin

coktiiriilmesi iglemi ile elde edilen nanopartikiiller sistemden toplanir (Kevin,1997).
2.5.2. Asal Gaz Yogunlastirma (AGY) Yontemi

Metallerin doygun buhar fazi1 halinde nanopartikiil iiretim yontemidir. AGY yOntemi
cok yonlii olusundan dolayr giiniimiizde laboratuar oOlcekli nano-yapili tozlarin
sentezinde kullanilmaktadir (Bernard ve Ganesh,1998). Buhar olusumu baslamadan
once sistem vakuma alinip 1 — 50 mbar asal gaz ile doldurulur. Baglangic malzemesi 1s1,
lazer veya elektron demeti gibi herhangi bir enerji kaynagi kullanilarak buharlastirilir.
(Ward ve ark.,2006). Buharlasan atomlar veya molekiiller homojen olarak toplanarak 1s1
kaynaginin hemen yakinlarinda partikiil kiimeleri olusturur. Baslangic malzemesinin
buharlasan atomlar1 ile sistem i¢inde bulunan gaz molekiillerinin ¢arpismasi sonucu
buharlasan atomlarm enerjilerini kaybetmeleriyle cekirdeklenme ve partikiil olusumu
gergeklesir. Yiiksek gaz basmcinm varligi carpigsma sayisini artirarak daha hizli soguma

ile ince partikiillerin olugmasi saglanir (Lee ve ark. ,2005).
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2.5.3. Hidrojen Rediiksiyon Yontemi

Demir, Nikel, Kobalt gibi metallerden laboratuvar 06lcekli nanopartikiil sentezleme
yontemidir. Cozelti buharlastirilir ve tasiyic1 bir gaz vasitast ile on 1sitmanin yapilacagi
birime aktarilir. Daha sonra rediiksiyonun geceklesecegi bolgeye gecen buhar daha fazla 1s1
verilmek suretiyle nanopartikiil olusumu gerceklesir. Islem esnasinda azot tastyic1 hidrojen

ise rediikleyici gaz olarak kullanilmaktadir (Jang ve ark. ,2004).
2.5.4 Alev Sentezi Yontemi

Ticari miktarda tiretimler i¢in uygun bir yontemdir. Alev ortamu yiiksek oksitleyici
ozellige sahiptir. Ozellikle oksit nanopartikiillerin iiretimi icin kullanilmaktadir. Bu
yontemde metal halojeniirler baslangic malzemesi olarak kullanilmaktadir. Bu

yontemde partikiil boyut dagilimi kontrolii kolaydir (Roth,2007).
2.5.5. Mekanik Asindirma Yontemi

Yukaridan asagiya iiretim metoduna uygun bir 6rnektir. Bilyali dgiitiiciiler vasitasiyla
yikksek frekans ve diisiik titresim olusumu ile nanopartikiiller olusturma esasina

dayanmaktadir (Edelstein ve Cammarata, 2001).
2.6. MIKROPLAR

Tek hiicreli (prokaryot) mikroskop gibi 6zel cihazlarla goriilebilen canlilardir. Bu tek

hiicreli canli grubunu su bagliklar altinda toplamak miimkiindiir.

e Parazitler
e Mantarlar
e Bakteriler

e Viriisler
2.6.1. Bakteriler

Bakteriler; basit yapili prokaryot mikroorganizmalardir. Tek hiicrelidirler, cekirdek zari,
mitokondri, golgi cisimcigi ve endoplazmik retikulum gibi hiicresel organelleri
bulunmaz. Eseysiz lireme Ozelligine sahiptirler ve bu yontemle cogalirlar. Hiicre
duvarlarmin sahip oldugu karmasik yapidan dolay1 gram boyasi ile boyanma 6zelligine

gore iki smif altinda degerlendirilirler. Bunlardan Gram pozitif hiicre duvar1 kalin bir
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tabaka icerirken Gram-negatif hiicre duvar1 ince bir tabaka ve bu tabaka lizerinde ince
yapiya sahip bir membran icermektedir. Her bakteride bu hiicre duvari yapisi

bulunmamaktadir (Murray, 2018).
2.6.1.1. Escherichia coli

Yaklagik 2-6 mm boyda 1-1,5 mm ene sahip olan diiz ve uclar1 yuvarlak sekle sahip
olan bakteri tiiriidiir. Etraflarinda bulunan kirpikler vasitasi ile hareket edebilirler lakin
bu hareketleri hizli degildir. Bundan dolay1r hareketsiz olarak algilanabilirler.
Bakteriyolojik boyalar ile boyanabilirler ve Gram-negatiftirler. 15-45 derece sicaklik
arasinda da iireme Ozelligi gosterirler. Optimal iireme 1silar1 37°C dir (Ewers ve

ark.,2004).
2.6.1.2. Staphylococcus aureus

Kiiciik, yuvarlak ve oval sekle sahip Gram-pozitif bakterilerdir. Hiicre boliinmelerinin
gerceklestigi diizlem farkliligindan otiirii iiztim salkimi seklinde bir arada bulunurlar.
Optimal iireme 1silar1 37°C dir. Kanli besiyerinde 24 saat icerisinde porselen goriiniime

sahip diizgiin ylizeyli, sar1 pigmentli koloniler olustururlar (Nazakawa ve Hosona,1992).
2.6.1.3. Candida albicans

Candida albicans; Saccharomycetaceae familyasi icerisinde yer alan maya formundaki
mantar tiirlerinden olusmaktadir (Berkhout, 1923). Insan viicudunda; deride ve
bagirsakta bulunduklar1 bilinmektedir (Jenkinson and Douglas, 2002). C. albicans
tirtiniin diger fungal tiirlere oranla daha fazla enfeksiyondan sorumlu oldugu

saptanmustir (Dorko et al., 2001).
2.7.ENZIMLER
2.7.1. Enzim Tarihcesi

Enzimler, reaksiyonlar1 yiiksek 0zgiilliik ve c¢ok yiiksek hizlarda katalize eden cogu
protein yapisinda biyokatalizorlerdir (Smith ve ark., 1997) Yiiksek katalitik verimlilik,
yiikksek secicilik ve suda ¢Oziinme gibi essiz Ozellikleri ile kimyasal katalizorlere
alternatif olup biyokimya, biyomedikal, ila¢, gida, kimya, endiistriyel gibi alanlarda
daha yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Vasileva vd., 2009; Fritzen-Garcia vd. 2013).

Enzimatik reaksiyonlarin yap: tas1 olan enzimler eski caglardan beri belirli ihtiyaglarin
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karsilanabilmesi i¢in kullanilmustir. Yiyecek maddeleri olarak kullanilan peynir ve
yogurdun iiretiminde, ekmegin mayalanmasinda ve daha bircok iiretim asamasinda
gecmis nesillerden giiniimiize kadar benzer yontemlerle elde edilmis ve kusaktan kusaga
aktarilmis bilgilerdir. Biyolojik anlamda kataliz terimi ilk kez 1800’ lii yillarda mide
salgilar1 vasitasi ile etin sindirilmesinde, nisastanin sekere doniismesinde gézlemlenerek
kullanilmistir. Louise Pasteur, 1850’lerde sekerin maya araciligi ile alkole
femantasyonu gozlemlemistir. Bu olaymm  ‘fermenter’ araciligi ile katalizlendigi
sonucuna vararak daha sonra ‘enzimler’ olarak adlandirilan bu yapilarin canli maya
hiicreleri oldugunu kabul etmistir. Pasteur’iin bu goriisii uzun yillar boyunca
gercekligini korudu. Fakat 1879 yilinda Nobel 6diillii Alman bilim adami Eduard
Buchner tarafindan maya ekstratlarinin sekeri alkole fermente edebildiginin kesfi
gerceklesti. Boylece fermantasyonu saglayan enzimlerin canli hiicre yapisinin diginda
da fonksiyon gosterebildigini ispat edilmis oldu. Fermantasyonu gerceklestiren enzim
adi1 verilen formlarin canl hiicre yapisiin disinda fonksiyon gosterebildiginin ispat1 ise
biyokimya bilim dalinda hizmet eden bilim insanlarini bir¢ok enzimin aktivitesini
denemeye ve onlarin katalitik Ozelliklerini incelemeye tesvik etti. 1926 yilinda
Amerika’li bilim insan1 James Sumner’in iireaz1 izole ve kristalize etmesi ile iireaz
kristallerinin protein yapida olduklarini kesfetti ve biitiin enzimlerin protein yapidan
olustugu tezini one siirdii. Bu fikir o donemde karsilastirilabilecek veri 6rneklemelerinin
olmamasi sebebiyle bir siire i¢in belirsizligini korudu. Lakin kisa bir siire sonra 1930’1u
yillarda Amerika’l1 bilim insanlar1 John Northrop ve Wendell Meredith Stanley pepsin
ve tripsini kristalize etti ve bu enzimlerin protein yapida olduklarmi kesfederek
Sumner’in vardig1 sonucun dogrulugu bu alanda gergekligini kabul ettirdi. Bu ii¢ bilim
adanu bu ¢alismalar1 sayesinde 1946’da Nobel Kimya Odiiliinii ald1. Giiniimiizde ise bu
alanda binlerce enzim saflastirilmis ve bunlarin yiizlercesinin yapisi ve kimyasal

mekanizmasi incelenmistir ve ¢ogu deneysel calisma devam etmektedir (Blake ve
ark.,1965).
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2.7.2. Enzim Cesitleri

Enzimler International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB)

tarafindan fonksiyonlar1 bakimindan alt1 ayr1 gruba ayrilmistir.

Oksidorediiktazlar; redoks tepkimelerini katalizleme 6zelligine sahip olan enzimlerdir.
Dehidrogenazlar, oksidazlar, rediiktazlar, peroksidazlar, oksijenazlar ve hidroksilazlar

bu grup i¢inde yer alirlar(Kikuchi ve Sasaki, 1991).

Transferazlar; hidrojenin disinda bir atomun ya da atom gruplarinin bir molekiilden
diger bir molekiile aktarilmasini1 saglayan enzim c¢esididir. Transaldolaz, trasnketolaz,

acil, metil, glukoliz, fosforil transferazlar ve kinazlar bu gruba dahil edilmistir.

Hidrolazlar; reaksiyona bir molekiil su ilave edilmesi ile su molekiilii araciligiyla
molekiillerin parcalanmasmi saglayan enzim cesididir. Esterazlar, glukozidazlar,
peptidazlar, fosfatazlar, tiyolazlar, fosfolipazlar, deaminazlar ve riboniikleazlar bu grup

icinde yer almaktadirlar (Noller ve ark., 1992).

Liyazlar; oksidasyon ve hidroliz disinda kimyasal baglarin olusmasini veya yikilmasini
saglayan enzimler grubudur. Dekarboksilazlar, aldolazlar, hidratazlar, dehidratazlar,

sentazlar ve liyazlar bu grupta yer almaktadirlar.

[zomerazlar; molekiil icerisinde dizilim degisikligi gerceklestiren ve molekiiliin uzay
diziligini degistiren enzim c¢esididir. Rasemazlar, epimerazlar, izomerazlar ve mutazlar

bu grupta yer alirlar.

Ligazlar; enerji kullanimi ile substrat molekiillerinin birbirine baglanmasini bununla
birlikte aminoasitlerin ve yag asitlerinin aktiflesmesini saglarlayan enzim cesididir.
Bunun yam swra karbon, oksijen, kiikiirt ve azot arasindaki baglarin olusumunda rol
almaktadir. Sentetazlar ve karboksilazlar bu grupta yer almaktadirlar(Noller ve ark.,

1992).
2.7.3. Enzimlerde Secicilik
Enzimler yiiksek secicilik 6zelligi gostermektedirler. Bunlar;

e Mutlak secicilik: Enzim segicilik gosterdigi substrata etki ederek belirli bir

tiriine cevirir. Yani enzim segicilik 6zelligini ortaya koyarak hedef substrattan
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hedef {iriin olusturur. Ornek olarak; maltaz enzimi maltozu monosakkaritlerine
kadar parcalarken bu tiir secicilik gosterir. Secicilik ilkesi Sekil 2.5.”de Maltaz

enzimin maltozu parcalamasi reaksiyonu ile seklen aciklanmstir.

T - ™ 7 . \ Ve Mal "\_I
7 | ( w Z Enziy {  Waltoz )
( Nipagta ) -\ H,yC ) > -"\li'-‘-[ -xAl.‘i‘_m > \ - '/

el AT - ™~ AN
( ) hlt;\\) + ( H.0 ) —» [Maltaz Enzim » Ghkoz+Glhkoz
’ ' o =~ - - -

Sekil 2.5. Maltaz enziminin maltozu parcalama reaksiyonu

Grup seciciligi: Enzimin etki edebilecegi substratin biinyesinde belirli gruplari
ihtiva etmesine gore gosterdigi segicilik ozelligidir. Proteinleri parcalayan
proteolik enzimlerin gosterdigi bu etki grup segiciligi 6zelligine 6rnek olarak

gosterilebilir. Grup seciciligi Sekil 2.6.’da sekil ile izah edilmistir.

Protein + HZO ﬂ. Polipeptit (Pepton)

sit L3P Kazein (Cékmis protein)
Kazein __Pepsin Polipeptit + Aminoasit

Sekil 2.6. Pepsin enziminin proteini parcalama reaksiyonu

Tepkime ya da bag seciciligi: Gerceklesecek olan tepkime tiiriine ya da hedef
substratta bulunan mevcut bag tiiriine etki gosteren bag seciciligidir. Buna ornek
olarak lipaz enzimlerinin hedef substratta gosterdigi reaksiyon davranislar1 6rnek

verilebilir.

Stereokimyasal segicilik: Enzimin; substratin yani hedef molekiiliin uzay
diziliminde yer alan gruplardan birine etki gostermesi durumudur.

Stereokimyasal bu durum enzim seciciligine ait bir 6zelliktir.

Yukarida belirtilen Ozelliklerden farkli olarak ayni enzimin farkli enzim

kaynaklarindan eldesinde substrat iizerinde gosterdigi etki degisiklik
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gosterebilmektedir. Buna O©rnek olarak kimotripsin enziminin ve tripsin
enziminin protein baglarm farkli yerlerden kirma secicilikleri vermeleri buna

ornek olarak gosterilebilir (Lehninger, 1979).

2.7.4. Enzim Aktivitesi

Enzimlerin aktivitesini hesaplamak i¢in 1965 yilinda Uluslararasi Biyokimya Birligi
tarafindan enzim aktivite birimi (iinite) kabul edilmistir (Lehninger, 1979). Unite olarak
isimlendirilen kavram; standart kosullarda 1 dakikada 1 pmol substrati {iiriine
doniistiiren enzim miktar1 olarak tanimlanir. Enzim aktivitesini ve dolayisiyla bunun
sonucu olarak tepkime hizin1 etkileyen faktorler; enzimin derisimi, substratin derigimi,
iyonik aktivite, inhibitér veya aktivatorlerin derisimi, sicaklik, pH, tepkime sonucu
olusan iriinlerin derisimi ve olusan iiriinlere ait Ozellikler, sistemde yer alan akiskan
kuvvetler, 151k ve diger fiziksel faktorler olarak Ornek verilebilir. ‘‘Bu faktorlerden
herhangi birinin tepkime hizinin etkisine bakmak istenilirse diger faktorleri sabit bir
degerde tutarken etkisi gozlemlenmek istenen faktorde degisim saglanarak tepkime hizi

Olciiliir’” (Muhammet, 2008).
2.7.5. Enzim Immobilizasyonu

Enzimler; yiiksek ozgiilliikk gosterdikleri reaksiyonlar1 cok yiiksek hizlarda katalize eden
protein yapidaki biyokatalizorler olarak tanimlanmaktadirlar. Enzimler kimyasal
katalizorlerle karsilastirildiklarinda sahip olduklar1 avantajlar biyokimya, biyomedikal, ilac,
gida, kimya, endiistriyel iiretim gibi alanlarda daha yogun sekilde kullanilmaktadirlar

(Vasileva ve ark. , 2009, Fritzen-Garcia ve ark, 2013).

Bunun yaninda enzimlerin serbest formlarmm kisa yasam siirelerine sahip olmasi ¢oziiniir
durumdaki enzimlerden daha fazla yararlanilmasini ve enzimlerin pek ¢ok caligma alaninda
ki uygulamalar1 kisitlamaktadir (Kim ve ark. , 2006). Ayrica serbest halde bulunan enzimin,
reaksiyon ortamindan izole edilerek tekrar tekrar kullanilabilmesi zor bir durumdur (Wu ve
ark. ,2012 ). Uygulamalarda kullaniminin arttirilabilmesi i¢in enzimlere ait etkinlik
ozelliginin, enzim aktivitesinin, enzimlerin kararlhiliklarinin ve geri kazanimlarmin

arttirilmasi gerekir.
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Enzimlerin reaksiyon kararhiliklarmi arttrmak amaci ile enzim immobilizisyonu, enzim
modifikasyonu ve protein miithendisligi gibi baz1 yontemler vardir (Kim ve ark. , 2006 ). Bu
metodlardan enzimlerin kati bir destek iizerine immobilizasyonu yaygm olarak kullanilan
bir yontem olmustur. Bu yontemde enzimlerin reaksiyon ortaminda destek gorevi olan bir
materyal iizerine tutturulmasi ‘immobilizasyon’ terimi seklinde ifade edilmektedir.
Enzimlerin immobilizasyonunda kovalent baglama, c¢apraz baglama, adsorbsiyon,
tutuklama ve enkapsiile etme seklinde bes farkli yontem bulunmaktadir (Sassolas ve ark.
,2012). “‘Immobilizasyon yontemleri genel olarak enzim sistemleri, destek materyale
tutturulmus ilag, mikroorganizma, biyosensor ve biyoreaktor uygulamalarinda ve kontrollii
ilac salinim sistemlerinde kullanilmaktadr’ (Aksoy, 2003). Bu cercevede ilk
immobilizasyon iglemi 1916 yilinda Nelson ve Griftin tarafindan adsorbsiyon yontemi
kullanilarak yapilmistir. 1954 yilinda ise Grobhofer ve Scheilth diastaz, karboksipeptidaz,
pepsin ve riboniikleaz enzimlerini poliaminostiren recinesine kovalent baglama yolu ile
immobilize etmislerdir. immobilizasyon islemi enzim kararliliginda artma egilimine sahip
olur, boylece enzimin ekonomik olarak kullanimi saglanir ve bu da daha sonraki
uygulamalar i¢in pozitif yonde olanak verir (Kim ve ark. , 2006). Bu duruma ragmen
immobilizasyon islemleri ile birka¢ enzim disginda immobilize edilen enzimlerin serbest
enzime gore kararliliklarinda artig gozlemlenmesine ragmen enzim aktivitelerinin diistiigii
gozlemlenmistir (Netto ve ark. ,2013). Immobilizasyon yontemi ile birlikte enzimlerin

aktivitelerinin diigmesinin genel sebepleri;

° Immobilizasyon islemi swrasmda enzimin entikinligini durduran ya da yok eden

(inaktif hale geciren) ¢oziiciiler kullanilmasi.
o Kiitle transferinin enzimler agisindan 6nem teskil eden diizeyde olmamasi

o Immobilizasyon sirasinda protein ile enzimin tutunacagi destek arasindaki kimyasal
bir reaksiyon gerceklesememesi ve enzimin ii¢ boyutlu yapismin degisiklige
ugramast. Bu durumlar immobilize enzimlerin kullanim alanlarinin daralmasina

sebep olmaktadir.

“Immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore avantajlar1 soyle siralanabilir’” (Aksoy,

2003; Zaborsky 1973).

. Immobilize enzimler reaksiyon sonucu ortamdan kolayca ayrilabilirler.
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o Siirekli proseslere uygulanabilirler yani kararli bir yapiya sahiptirler.

o Tekrar tekrar ve uzun siireli kullanilabilirler.

o Cevresel sartlara dayaniklilik gosterirler.

o Kararhliklar1 dogal enzime gore daha iyi ve devamlidir.

o Immobilize enzimler sayesinde gerceklestirilen reaksiyon kontrol altinda tutulabilir.
o Immobilize enzimler cok basamakh reaksiyonlar icin uygunluk gosterirler.

2.7.6. immobilizasyon Yontemleri

2.7.6.1. Adsorpsiyon

Adsorbsiyon yontemi ile enzim immobilizasyonu, enzim immobilizasyon metotlar1 arasinda
oldukca yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Adsorpsiyon yontemi ile immobilizasyon
enzimin, yiizeyine tutundurulacak destek maddenin smir yiizeyindeki derisiminin degisimi
ile saglanmaktadir. Derigim artmast durumu pozitif adsorpsiyon olarak isimlendirilirken
azalmasi durumu ise negatif adsorpsiyon olarak adlandirilir. Kullanilan protein ve destek
maddesinin kolaylikla saflastirilmasmna olanak sagladigindan dolay: tekrar tekrar kullanima

olanak saglar (Sheldon,2007).

o Deney ortaminin kolaylikla olusturulabilmesi ve gerekli kosullarin farklilik

gostermemesi immobilizasyonun gerceklestirilebilmesini saglar.

o Kimyasal bir degisiklik olmadigimndan dolay1 kovalent immobilizasyon ydntemine

oranla enzimin aktivitesi daha yiiksektir.

Adsorpsiyon yontemi ile hazirlanan immobilize enzimler diger yontemlerle elde edilen
enzimlere gore destek maddeye daha zayif baglanma egilimindedirler, bunun sebebi enzim
ile destek arasinda bulunan zayif etkilesimden dolayidir. Desorpsiyon kuvvetleri (yiiksek
iyonik siddet, pH vb.) ile bu sorun ortadan kaldirrlarak daha etkin bir baglanma
gerceklestirilir. Adsorbsiyon yontemi Sekil 2.7."de sekil olarak izah edilmistir.
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Sekil 2.7. Adsorbsiyon metodu ile immobilizasyon yontemi

2.7.6.2. iyonik Baglama

Suda ¢oziinmeyen lakin iyon degistirme yetenegine sahip olan destek maddelerine sec¢ilen
enzimin iyonik bag ile baglanmasi metodudur. Iyonik baglamanin ¢cogunlukla kullanildig
bu yontemde fiziksel adsorpsiyon da kismen etkili olmaktadir. Iyonik baglama metodu
optimum kosullarda gerceklestirildiginden enzimin baglanma yapisinda ve aktif merkezde
degisiklige sebep olmaz. Fakat enzim ile destek madde arasinda olusan bag kovalent bag
kadar kuvvetli degildir ve bunun sonucunda enzimde kayiplar gozlemlenebilir (Ticsherand
ve Wedekind, 1999). Sekil 2.8.’de iyonik baglanma metodu ile immobilizasyon yontemi
sekledilmistir.

Sekil 2.8. Iyonik baglama metodu ile immobilizasyon yontemi

2.7.6.3. Hapsetme

Hapsetme yOonteminde enzimler, yapay veya dogal destek maddesi olan polimerlerdeki
kafes sekilli yapilar icerisinde tutulurlar. Enzimler polisakkaritler, proteinler veya sentetik
polimerlerden hazirlanan jellerde hapsedilebilecegi gibi fosfolipidlerden hazirlanan sivi
membranlar icerisinde de hapsedilebilir. Bu yontemde enzimler onemli miktarda bir
degisime ugramazlar. Yiiksek molekiil kiitlesine sahip olan substratlarin kendilerine 6zgii
bu enzim molekiillerine ulagsmas1 giic bir hal alir. Destek materyal tekrar tekrar

kullanilabilme 6zelligini kaybeder. Hapsetme yontemlerinden en yaygin olarak kullanilan
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metod ise Orgii i¢ine hapsetme yontemidir (Sperinde ve Griffith, 1997). Hapsetme yontemi

ile immobilizasyon yontemi Sekil 2.9.’da seklen izah edilmistir.

P
O @ Destek

{

Enzim

Sekil 2.9. Hapsetme metodu ile immobilizasyon yontemi

2.7.6.4. Kapsiilleme

Enzimin membran tarafindan sarilmasi ile saglanilan immobilizasyon yontemidir. Bu
immobilizasyon yonteminin hapsetme yonteminden farki, immobilize enzimlerin kiiresel
sekildeki bir membran ile tamamen sarilmasidir. Diger kapsiilleme teknikleri, sol-jel prosesi
gibi hapsetme yontemi icerisinde gosterilir ¢iinkii enzim membran degil bir matriks i¢inde
sinirlandirilmaktadr. Bu yontemde amag; kapsiil i¢indeki enzimlerin kimyasal olarak
modifikasyona ugramamalarna ragmen enzim molekiillerinde kaynaklanan sizintiy1
onlemek i¢in membran i¢inde c¢oziinmez hale getirilme mantigma dayanir (Cao, 2005).

Kapsiilleme metodu ile immobilizasyon yontemi Sekil 2.10."da seklen ifade edilmistir.

@ Destek

Sekil 2.10. Kapsiilleme metodu ile immobilizasyon yontemi
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2.7.6.5. Capraz baglama

Molekiillerin arasma kiiciik molekiillii iki veya coklu fonksiyonel gruplari olan reaktiflerin
girerek bag kurmasi capraz baglama metodu olarak adlandirilmaktadir. Bu baglar suda
cozinmeyen kompleksler olustururlar. Capraz baglama yontemi ile enzim
immobilizasyonun da yontemin basit olmasma karsin enzimlerdeki 6zel fonksiyonel
gruplarin baglayici olarak kullanilmasi i¢in gereken sartlarin se¢imi ve olusumu agisindan
zordur (Sanjay ve Sugunan, 2006). Bu yOntemin avantaji tek bir islemde enzim
immobilizasyonu icin cok fonksiyonlu reaktiflerin kullanilabilmesine olanak saglar,
dezavantaji ise olusan reaksiyonlarin kontroliiniin zorlugudur. Sekil 2.11.°de c¢apraz

baglama metodu ile immobilizasyon yontemi sekledilmistir.

Sekil 2.11. Capraz baglama metodu ile immobilizasyon yontemi

2.7.6.6. Kovalent Baglanma

Reaktif tasiyicilarina enzimlerin kovalent baglarla baglanmasi esasina dayanan yontemdir.
Bu immobilizasyon yontemi genelde sulu ortamda gerceklestirilir. Bu teknikte 6nemli olan
durum baglanmanin enzim aktivitesinde etkili gruplar iizerinden olmamasi ve baglanma
sirasindaki sterik engellemeler nedeni ile bu gruplarin olumsuzluklarla karsilasmasina
olanak vermemektir. Tasiyiciya kovalent baglanma, enzimin yapisindaki amino asitlerin
tagidig1 fonksiyonel gruplar iizerinden saglanmir. Baska bir onemli husus tasiyict suda
coziinmemeli fakat biiyiik Olciide de hidrofobik 6zellikte olmamali, suda islanabilmeli,
ayrica mekanik olarak kararli yapiya sahip olmalidir. Kovalent bag ile bag olusturacak
tastyicilarin seciminde, kovalent bagin aktivite icin zorunlu gruplar iizerinden olmamasinin
yani sira tastyiciimn enzim tarafindan parcalanmamasi, mikroorganizma tiremesine olanak

vermemesi, pH ve c¢oziiciilere kars: direngli olmasi gibi 6zellikler tagimasi diger dikkat
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edilecek hususlart olusturmaktadir (Ticsherand ve Wedekind, 1999). Kovalent baglanma

yontemi ile immobilizasyon metodu Sekil 2.12.’de sekledilmistir.

Enzim

Sekil 2.12. Kovalent baglama metodu ile immobilizasyon yontemi

2.7.6.7. Hibrit Nano Yapilar

Zare ve arkadaglar1 tarafindan kazara yapilan bir hata sonucu 2012 yilinda kesfedilmis yeni
bir immobilizasyon yontemidir. Zare ve arkadaglari, inorganik bilesen olarak Cu (II) iyonu
ve organik bilesen olarak cesitli protein ve enzimleri (laktalbumin, lakkaz, karbonik
anhidraz, lipaz ve BSA) kullanarak nano yapraklardan (nanopatels) olusan ¢icek benzeri
(flower-like) portein-inorganik hibrit yapilarin olusum protokoliinii rapor etmislerdir (Ge,
2012). Sentezlenen yapilar mikrometre boyutunda olmasma karsin nano boyutlu
yapraklardan olusmalar1 nedeniyle ‘Protein-inorganic hybrid nanoflowers’ baghg ile ilk
defa literatire bu grup tarafindan gecirilmistir. Bu yapilarin sentezi i¢in Cu** iyonu
inorganik bilesen olarak; enzim ise organik bilesen olarak hibrid nano yap1 eldesinde
kullanilir. Hibrid nanoyapilar ii¢ ana bilesenden olugmaktadirlar; fosfat saglayici olarak
PBS tamponu, Cu** iyonu ve enzim. Hibrid nano yapilarm olusumu cekirdeklenme,
biiyiime siireci ve nano yapi olusumu olarak ii¢ ana evreden olusur. Diizgiin bir nanoyap1
elde etmek icin ilk basamak Cu** iyonlari ile PBS tamponu ile ortamda saglanan fosfat
iyonlarmmn  bakir-fosfat kompleksi olusturmasidir. Nanokristallerin  ¢ekirdeklenme
evresinde enzim yapisindaki amin gruplar1 bakir fosfat kompleksi olan temel yapi lizerine
uygun koordinatlarla baglanir. Biiyiime basamaginda ise Onciil nanokristaller, enzim ile
siirekli beslenerek nanokristaller iizerinden biiyiik yapraklar1 olusturur. Bilylime siirecinin
en onemli Ozelligi ise bakir fosfat nanokristalleri iizerine ¢igek yapraklarmi andiran
enzimlerin birbirine baglanmalar1 i¢in yine enzimin tutkal gibi gorev almasidir. Tiim bu

basamaklarin ardindan hibrit nanoyapi anizotropik biiylime ile iretilir. Cigek sekilli
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protein-inorganik hibrit yapinin olusumu Sekil 2.13.’te gosterildigi gibi temel olarak 3
basamakta gerceklesmektedir (Ge vd 2012).

Sekil 2.13. Cicek sekilli hibrid nano yapilarin immobilizasyon yontemi (Ge ve
ark.,2012)

Birinci basamak (cekirdeklenme ve ilk kristallerin olusmasi): ilk olarak primer
bakir fosfat (Cuz(POy),) kristalleri olusur. Bu asamada protein molekiilleri baskin olarak
Cu(Il) iyonlar1 ile Ozellikle proteinin yapisindaki amin gruplarmin koordinasyonu
sayesinde kompleksler olustururlar. Olusan bu kompleksler bakir fosfat birincil

kristallerin ¢cekirdeklenme alanlar1 haline gelir.

Ikinci basamak (kristallerin biiyiimesi): Biiyiime asamasinda, protein molekiilleri ve
primer kristaller iri topaklar haline gelir. Bakir fosfat kristallerinin kinetik olarak
kontrolii agregatlarm yiizeyindeki bireysel bakir baglayic1 bolgelerden kaynaklanir ki bu

da ayr1 ayr1 yapraklarin olugsmasina neden olur.

Son basamak (cicek sekilli nano yapimin olusumu): Son basamak anizotropik
biiyiime dall1 ve cicek-benzeri bir yapmin olusmasi ile sonuglanir. Onerilen bu biiyiime
siirecinde, protein yaprak iskeletlerinin olusturulmasi icin bakir fosfat kristallerinin
cekirdeklenmesini indiikler ve yapraklar1 birbirine baglamak i¢in bir “tutkal” olarak
gorev yapar. Nano boyuttaki bu yaprak sekilli yapilar bir araya gelerek birbirine
baglanirlar ve ¢icek benzeri sekillere sahip yapilar olustururlar. Bu nedenle sentezlenen
yapilar “Cicek Sekilli Hibrit Yapilar” (Flower-Like Hybrid structures) olarak

adlandirilmistir.

Geleneksel immobilizasyon yontemlerine karsin ¢icek benzeri sekillere sahip enzim-
inorganik hibrit nanoyapilarm kararhiliginin ve aktivitesinin serbest enzimlere ve diger

immobilizasyon teknikleri ile iiretilen immobilize enzimlere kiyasla 6nemli dl¢iide arttiZini
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gostermislerdir (Song ve ark. ,2010- Hu ve ark. ,2010). Rapor edilen bir calismada, lakkaz
enzimi ile olusturulan hibrit yapilarin aktivitesinin serbest enzime gore 4-6 kata kadar arttig1
ve serbest enzim aktivitesinin %50’sini 10 giin sonra kaybederken ayni sartlar altinda
lakkaz hibrit yapilarin baslangic aktivitelerinin %95’ini 2 ay boyunca muhafaza ettigi
belirtilmistir. Diger enzimler icin de bu sonuglara yakin sonuclar elde edilmistir.

Sentezlenen protein-inorganik hibrit yapilarin aktivitelerinin artmasinin tahini sebepleri ise;

o Sentezlenen yapilarin yiiksek yiizey alanmna sahip olmasi
o Nano o6lcekte yapiya hapsedilen enzim molekiillerinin birlikte gosterdigi etki
o Denenen enzimlerin yapisinda metal iyonu bulundurmasidir.

Ayni aragtirma grubu tarafindan protein ve inorganik malzemelerin fonksiyonlarmin
birlestirilmesi ile olusturulan protein-inorganik hibrit cigekler yapilarmin biyosensor,
biyoanalitik cihazlar, biyoyakit hiicreleri ve endiistriyel biyokataliz gibi alanlarda onemli
uygulamalara sahip olmalarmin beklendigi rapor edilmistir. Ancak ‘nanoflowers’ olarak
adlandirilan enzim-inorganik hibrit yapilarm morfolojisinin farkli deneysel sartlarda olugma
mekanizmas1 ve enzimatik aktivitesinin artma mekanizmasmin nasil gerceklestigi
aciklanamamugtir. Yapilan giincel calismalarda morfolojiyi etkileyen faktorler arastirilmakta
olup aktivite lizerine etkileri gdzlenmeye c¢alisilmaktadir. 2015 yilinda yapilan bir ¢calismada
laktoperoksidazin hibrit nano yapidaki aktivite ve stabilite caligmasindan nanoenzimin belli
pH araliginda serbest enzime gore daha aktif ve kararh oldugu bulunmus ve nanosensorler

olarak kullanilabilecegi ispat edilmistir (Altinkaynak ve ark. 2016).

CHNY lerin sentezinde metal iyonu olarak cogu zaman bakir iyonlar1 kullanilmis olsa
da, bakir iyonlar1 yerine kalsiyum ve magnezyum iyonlar1 kullanilarak sentezlenen

CHNY ler arastirmacilar tarafindan incelenmektedir (Lee ve ark., 2015).



3.GEREC VE YONTEM
3.1. GEREC

3.1.1. Calismada Kullanilan Cihazlar

pH metre: Calismalarda kullanilan ¢ozeltilerin pH 6l¢iimleri i¢in Mettler Toledo S200
K model pH metre kullanild.

Analitik Terazi: Caligmalarda tartim islemleri i¢cin Ohaus marka Explorer Pro model

analitik terazi kullanildi.

Etiiv: Kullanilan cam malzemelerin ve sentezlenen CHNY ’larin kurutulmas: i¢in Niive

marka FN 120 model etiiv kullanildi.

Santrifiij Cihaz1: Sentezlenen CHNY ’larin ¢6zelti ortamindan ayrilmasi i¢in Thermo

marka SL.16 R model santrifiij cihazi kullanildi.

UV vis spektrofotometre: Sentezlenen CHNY ’larin absorbansinin dlgiilebilmesi icin

Schimadzu marka UV 1800 model UV-vis spektrofotometre kullanildi.

Elisa okuyucu: Caligmada antibakteriyel etkinin Olciilebilmesi i¢in absorbans

Olciimlerinde Biotek marka Synergy HT model Elisa okuyucu kullanildi.

Saf Su Cihazi: Calismalarda ihtiya¢c duyulan saf suyun elde edilmesi icin Millipore

marka Elix 5 model deiyonize saf su cihazi kullanildi.

Inkiibator: Antibakteriyel etkide kullamilacak orneklerin sabit sicaklikta ve steril

ortamda saklanabilmesi icin MMM marka Ecocell model inkiibator kullanildi.
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Ultrasonik banyo: Belirli derisimlerde aletli analiz i¢in hazirlanan CHNY ’larin ¢ozelti
ortammda homojen dagilimini saglamak i¢in Bandelin marka ultrasonik banyo

kullanildi.

FT-IR Spektrometresi: Calismalarda sentezlenen CHNY ’larin fonksiyonel gruplarinin
belirlenmesi icin Perkin Elmer marka Spothight 400 model FT-IR spektrometresi
kullanildi.

XRD Toz Difraksiyon Cihazi: Caligmada sentezlenen CHNY’larin yapisinin
aydinlatilmasi i¢in Bruker marka AXS d8 advance model XRD Toz Difraksiyon Cihazi
kullanildi.

SEM-EDX Taramah Elektron Mikroskobu: Calismalarda sentezlenen CHNY ’larin
yiizey morfolojilerinin incelenmesi ve eser element miktarlariin tayini i¢in Zeiss marka

Evo LS10 model taramali elektron mikroskobu kullanildi.

Taramah Elektron Mikroskobu SEM: Caligmalarda sentezlenen CHNY 'larin yiizey
yapilarmin incelenmesi icin Zeiss marka Evo LS10 model taramali elektron mikroskobu

kullanildi.
3.1.2. Calismada Kullamilan Sarf Malzeme ve Kimyasallar

Calismamizda kullanilan standart maddeler; 3-aminofenilboronik asit (C¢HgBNO,,
>%95 saflikta) Florochem marka temin edilmistir. 4-merkaptofenilboronik asit
(C6H7BO2S >%90 saflikta) Aldrich marka temin edildi. Kullanilan diger kimyasal
madde sodyum kloriir (NaCl), potasyum kloriir (KCI) ve guaiacol (C;H3O,) Sigma ‘dan,
disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) ve potasyum dihidrojen fosfat (KH,POy)

Merck’ten ve hidrojen peroksit (H,O,) Tekkim’den temin edilmistir
3.1.3. Cahismada Kullamlan Cozeltiler ve Hazirlanmis1

Deneylerde kullanilan c¢06zeltilerin hazirlanmasinda analitik saflikta reaktifler ve

deiyonize saf su kullanildi. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislar asagida verilmektedir:

Fosfat tampon cozeltisi (PBS, 1X, pH:7,4): 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na,HPO4 ve
0,24 g KH,PO, tartilip 500 mL saf suda tamamen ¢oziildii. Cozeltinin pH’s1 az miktarda
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0,1 M HCI veya 0.1 M NaOH ilavesiyle pH 7,4’e ayarland1 ve ¢dzeltinin son hacmi

deiyonize saf su ile 1 L’ ye tamamlanda.

1 mg mL-1 APBA (Aminofenilboronik asit) stok c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 20 mg
APBA az miktarda PBS (pH 7,4) tamponunda ¢oziilerek PBS ile son hacim 20 mL’ye
tamamlandi. Olusan c¢06zelti ultrasonik banyo ve vorteks ile muamale edilerek

MPBA’nin tamaminin ¢éziinmesi saglandi.

1 mg mL-1 MPBA (merkaptofenilboronik asit) stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 20
mg MPBA az miktarda PBS (pH 7,4) tamponunda ¢oziilerek PBS ile son hacim 20
mL’ye tamamlandi. Olusan ¢ozelti ultrasonik banyo ve vorteks ile muamale edilerek

MPBA’nin tamaminin ¢éziinmesi saglandi.

120 mM CuSOy4 (bakir (II) siilfat) stok cozeltisinin hazirlanmasi: 7,5 g CuSO, az
miktar saf suda c¢oziildii. Cozelti 250 mL’lik balonjojeye alinarak son hacim 250 mL’ye

saf su ile tamamland:.

0,1 M HCI c¢ozeltisi: 1,07 ml derisik HCI ( Carlo Erba, d= 1,18 kg/L, %36,5 (a/a))

alind1 ve saf su ile balonjojede 250 mL’ye tamamlandi.

0,1 M NaOH: 1 g kati1 NaOH tartildi, az miktar saf suda coziilerek 250 mL’ye

balonjojede saf su ile tamamlanda.

Besiyeri hazirlanmasi: 21,0 ¢ Mueller Hinton Broth tartilarak steril edilmis balon
icerisine alindi. Bir miktar deiyonize suda c¢oziiniir ve son hacim 1 L olacak sekilde
deiyonize su ile belirtilen hacme tamamlandi. Ardindan 121 °C’de 15 dakika otoklavda

steril edilirek uygun kosullarda muhafaza edildi.
C. albicans i¢in besiyeri olarak RPMI kullanilmistir ve hazir olarak temin edildi.

Kiiltiirlerin hazirlanmasi: Bakteri suslar1 ve C. albicans mayast 37°C'de 24 saat siire
ile inkiibe edildi. Kiiltiirler, morfolojik olarak benzer olan kolonilerin %0,9 steril tuzlu
su (serum fizyolojik) ¢ozeltisine, ¢ozeltinin bulanikligi 0,5 McFarland standardina esit

olacak sekilde aktarilmasiyla elde edildi.

22,5 mM Hidrojen peroksit c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 52,8 pl derisik HyOs (
Tekkim, d= 1,45 kg/L, %50 (a/a)) alind1 ve saf su ile balonjojede 50 mL’ye tamamlandi.
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45 mM Guaiacol ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 254 pl derisik guaiacol ( Sigma, d= 1,11

kg/L, %99 (a/a)) alind1 ve saf su ile balonjojede 50 mL’ye tamamlanda.

3.2. YONTEM
3.2.1. Cicek Sekilli Hibrit Nanoyapilarin Sentezlenmesi

Diizgiin morfolojiye sahip APBA-Cu** ve MPBA-Cu®* cicek sekilli hibrit nano
yapilarin (CHNY) olustugu ¢ozelti pH'larimi belirlemek i¢in, hibrit nano yapilar pH 4 ile
10 arasinda degisen farkli pH’larda sentezlendi. Her bir pH’da sentezlenen hibrit nano
yapilarin SEM goriintiiler1 alinarak incelendi ve en diizgiin morfolojiye sahip hibrit
nano yapilarin olustugu pH degeri optimum sentez pH'st olarak belirlendi. Sentez
prosediirleri APBA ve MPBA i¢in ayr1 ayr1 uygulanmistir. Uygulanan sentez prosediirii

asagida verilmektedir;

8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g Na,HPO,4 ve 0,24 g KH,PO, tartildi. Reaktiler beher
icerisine alinarak yaklasik 900 mL saf su icerisinde ¢oziildii. Elde edilen ¢ozeltilerin
pH’lar1 0,1 M HCI veya 0,1 M NaOH ile istenilen pH’ya ayarlandi. Bu cozeltilerin
izerine, son ¢ozeltideki Cu®* derisiminin 0,8 mM ve APBA veya MPBA derisiminin
0,02 mg/L olmasini saglamak i¢in, 120 mM CuSOy stok ¢ozeltisinden 6,66 mL ve 1 mg
mlL-1 APBA veya MPBA cozeltisinden 20 mL eklendi. Beherdeki son ¢ozelti 1 L’lik
balonjojeye alinarak ¢ozeltilerin hacmi saf su ile 1 L’ye tamamlandi. Balonjojedeki

cozeltiler 72 saat boyunca karanlikta ve oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

pH 4 ile 10 arasinda uygulanan sentez prosediirii sonrasi, balonjojelerin tabaninda mavi
renkli ¢cokelekler olustugu gozlemlendi. Balonjojelerdeki ¢ozelti-gokelek karisimi 5000
rpm’de 15 dk boyunca oda sicakliginda santrifiij edilerek cokelek cozeltiden ayrildi.
Santrifiij tiipiiniin tabanindaki mavi renkli ¢okelek (¢icek sekilli hibrit nano yapilar) saf
su ile yikandi ve yikama suyu atildi. Elde edilen CHNY lar 50° C’de etiivde kurutuldu.
Kurutulan CHNY lar toz haline getirilerek nem kapmamasi i¢in desikatorde muhafaza

edildi.
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3.2.2. Antimikrobiyal ve Antifungal Aktivitenin Belirlenmesi

Sentezlenen APBA-Cu** ve MPBA-Cu®* c¢icek sekilli hibrit nano yapilarin
antimikrobiyal ve antifungal aktivitesinin belirlenmesi amaciyla yapilan calismada
kullanilan mikroorganizmalar Erciyes Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Gida Hijyeni
ve Teknolojisi Anabilim Dalr’ndan temin edildi. Arastrmada Staphylococcus aureus
gram (+) bakteri (ATCC 25923), Escherichia coli gram (-) bakteri (ATCC 11230) ve
Candida albicans (95071) mayas1 (fungus) kullanildi. Antimikrobiyal ve antifungal
aktivitenin belirlenmesi i¢in ¢alismada besi yeri olarak sirasiyla Mueller Hinton Agar
(21 g/L) ve RPMI kullanilmistir. Yaklasik 1x10° cfu/mL mikroorganizma iceren 24
saatlik s1vi kiiltiirden alinan bakteri ve mayalar, 0,5 McFarland standardi ile standardize

edilmistir.

Yapilan calismada 96 kuyucuklu steril kiiltiir plaklarina serbest APBA, MPBA ve
sentezlenen CHNY ’larin farkli derisimlerdeki suspansiyonlar1 hazirlanip az miktarda
kiiltiiriin ilavesiyle, madde ve mikroorganizma 0-24 saat zaman araliginda oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Test edilen antimikrobiyal maddenin, kullanilan
mikroorganizmaya karst hangi derisimde etkili oldugu, madde-mikrorganizma
etkilesimi sonras1 (inkiibasyon) mikroorganizmanm mevcut ortamda canliliginin
(iremesinin) devam edip etmedigine (varligina veya yokluguna) gore belirlenmistir.
Mikroorganizmalardaki tiremenin varligi ya da yoklugu her bir inkiibasyon siiresi
sonunda kuyucuklardaki karisimim bulaniklik dl¢iimii ile yapilmistir (Zgoda ve Porter,
2001). Bu kapsamda 96 kuyucuklu steril kiiltiir kabindaki her bir kuyucuk icerisine
CHNY’larn farkli derisimlerdeki (0,5 mg mL"’, 1mg mL"' ve 2mg mL’ )
siispansiyonlarindan 100 pL, uygun besiyerinden 100 pLL ve en sonunda calisilan
mikroorganizmadan 25 uL pipetlendi. Daha sonra her bir kuyucuktaki cozelti
bulaniklig1 0., 120., 240., 360., 720., 1080. ve 1440. dakikalarda mikroplaka okuyucuda
590 nm ve 630 nm dalga boyunda ol¢iildii ve kaydedildi. Baslangicta (0. dakikada)
Olciilen absorbans degerinde mikroorganizma canliligt %100 olarak belirlendi. Diger

etkilesim siirelerinde elde edilen absorbans, % canlilik olarak hesaplandi.
3.2.3. Katalitik Aktivitenin Belirlenmesi

Sentezlenen CHNY ’larin katalitik aktiviteleri, Somtiirk ve arkadaslarinin (2014) HRP-

Cu®* hibrit nano yapilari icin uyguladigi yonteme gore spektrofotometrik olarak
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belirlenmistir. Yontem H,O; tarafindan guaiakol substratinin yiikseltgenmesi ile olusan
bilesigin (3,3’-dimetoksi-4,4’-bifenokinon) olusturdugu absorbans artisinin 470 nm’de
Olciilmesi esasina dayanmaktadir. Reaksiyon enzim ¢6zeltisinin ortama eklenmesi ile
baslar ve her 15 dakikada bir olmak iizere oda sicakliginda 470 nm’de absorbans artig1

spektrofotometre ile 1 cm 151k yoluna sahip kiivet kullanilarak izlenir.

Buna gore, oncelikle 1,0 mL pH 6,0’ya ayarlanmis PBS, 1,0 mL 22,5 mM H,0, ve 1,0
mL 45 mM gualikol ¢ozeltileri 15,0 mL'lik 7 falkon tiip igerisine ayri ayr1 eklendi.
Yukaridaki ¢ozelti karigmmuini iceren tiiplerden 3 tanesi APBA-Cu®*, 3 tanesi MPBA-
Cu®* ve 1 tanesi kontrol olarak kullamldi. APBA-Cu** ve MPBA-Cu”** CHNY larm 0,5
mg mL™", 1,0 mg mL"' ve 2,0 mg mL" derisimlerindeki suspansiyonlarindan 1,0 mL
alimarak yukarida belirtilen tiiplere ilave edildi. CHNY lar1 igeren karigimlar manyetik
karistirict yardimi ile 450 rpm de 10 dakika karistirildi, ardindan karisim 5 dakika siire
ile santrifiij edildi ve siipernatant ¢ozeltisi quartz kiivete alindi. Elde edilen ¢ozeltinin
470 nm’de kontrol ¢ozeltisine kars1 absorbansi l¢iilerek kaydedildi. Absorbansi dl¢iilen
siipernatant cozeltileri her bir dl¢ciim sonrasi tekrar reaksiyon tiiplerine eklenerek 15
dakika arayla toplam 6 kez yukaridaki islemler tekrarlandi. Bu iglemlerin tamami1 HRP
icin gerceklestirildi. En sonunda, APBA-Cu”*, MPBA-Cu®* hibrit nano yapilar1 ve HRP

icin zamana kars1 dl¢iilen absorbans degerleri grafige alind1.



4. BULGULAR

4.1. HIBRID NANO YAPILARIN KARAKTERIZASYONU
4.1.1. Hibrid Nano Yapilarin Sentez pH'sinin SEM Goriintiileri ile Belirlenmesi

Diizgiin sekil ve morfolojiye sahip APBA-Cu** ve MPBA-Cu®" ¢igek sekilli hibrit nano
yapilarin olustugu pH degerlerinin belirlenmesi i¢in pH 4 ile pH 10 arasinda sentez
prosediirleri uygulandi. Optimum sentez pH’si olusan hibrit nano yapilarin SEM
goriintiilerinde bulunan 2 parametre dikkate alinarak belirlendi. Bunlar; (i) olusan hibrit
nano yapilarin diizgiin ¢icek benzeri bir goriintiiye sahip olmasi1 ve (ii) her bir hibrit

nano yapidaki nano yapraklarm sayisinin en yiiksek olmasidir.

Her bir pH degerinde sentezlenen APBA-Cu®* hibrit nano yapilarmn yiizey morfolojileri
Sekil 4.1.-4.7.°de verilen SEM goriintiileri ile incelendiginde; en diizgiin morfolojiye
sahip cicek sekilli hibrit nano yapilarin pH 5 ve pH 6’da olustugu gézlemlendi. Aksine,
pH 7, 9 ve 10°da sentezlenen hibrit yapilarin ¢icek sekilli bir nano yapiya sahip
olmadigi, pH 4 ve 8’de ise ¢igek benzeri bir goriintiiye sahip olsa da nano yapraklarin
olusumunun tamamlanmadig1 goriilmektedir. pH 5 ve 6’da sentezlenen cicek sekilli
hibrit nano yapilar karsilastirildiginda ise pH 5’te sentezlenen nano yapilarin pH 4, 6, 7,
8, 9 ve 10°da sentezlenen nano yapilara kiyasla daha diizgiin morfolojiye ve daha fazla
nano yaprak sayisma sahip oldugu goriildii. APBA-Cu®* hibrit nano yapilarin optimum
sentez pH’s1 olarak pH 5 secildi. Daha sonra yapilan caligmalarda pH 5’te (Sekil 4.2)
sentezlenen APBA-Cu”" hibrit nano yapilar kullamldi.

pH 4 ile pH 10 arasinda degisen pH’larda senzenlenen MPBA-Cu”* ¢icek sekilli hibrit
nano yapilarin SEM goriintiileri Sekil 4.8-4.14’te verilmektedir. Hibrit nanoyapilarin
SEM goriintiileri incelendiginde; en diizgiin morfolojiye sahip ¢icek sekilli hibrit nano
yapilarin pH 5 ve pH 6°da olustugu gozlemlendi. pH 7, 9 ve 10°da uygulanan sentez
prosediirlerinde cicek sekilli bir nano yapimin olusmadigi, pH 4 ve pH 8’de ise ¢icek



32

benzeri bir goriintilye sahip olsa da nano yapraklarin olusumunun tamamlanmadigi
goriilmektedir. pH 5 ve 6’da sentezlenen c¢icek sekilli hibrit nano yapilar
karsilastirildiginda ise pH 6’da sentezlenen nano yapilarin pH 4, 5, 7, 8, 9 ve 10’da
sentezlenen nano yapilara kiyasla daha diizgiin morfolojiye ve daha fazla nano yaprak
sayisina sahip oldugu goriildii. MPBA-Cu®" hibrit nano yapilarm optimum sentez pH’s1
olarak pH 6 secildi. Daha sonra yapilan calismalarda pH 6’da (Sekil 4.10) sentezlenen
MPBA-Cu”* hibrit nano yapilar kullanildi.

20pm 2pm
sy ENT=2500kV WD=80mm Mag= 100KX SgrdA=sg1 @ Sr02am | | AT EMT=2500k/ WD=80mm Mag= 750KX SgndA=SEt 2 SL02M

Sekil 4.1. pH 4'te sentezlenen APBA-Cu*™> CHNY ’larin SEM gériintiileri

| 2pm
== EAT=2500K WD 80mm Nag= 100KX SgraA=sEt 0D 02N | EAT=2500K WD=80mm Mag= T50KX SgraA=ser 2 SO

Sekil 4.2. pH 5'de sentezlenen APBA-Cu*™> CHNY ’larin SEM gériintiileri
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il ®ernam | | 2

— EHT=2500kV WD=80mm Mag= 1.00KX Signal A=SE1 H EHT=2500kV WD=80mm Mag= 5.00KX Signal A=SE1 ® ernam

Sekil 4.3. pH 6'da sentezlenen APBA-Cu*™> CHNY ’larin SEM gériintiileri

20 pm 2pm
= EHT=2500kV WD=95mm Mag= 500X SgndA=sEt (2 SLM2M EHT=2500kV WD=95mm Mag= 1000KX SgndA=sEl (2 BLO2M

Sekil 4.4. pH 7'de sentezlenen APBA-Cu*™> CHNY ’larin SEM gériintiileri

20 ym 2pm ernam
ebtalid @ ernam ® ernarr

EHT=2500kv WD=80mm Mag= 100KX Signal A=SE1 (| EHT=2500kv WD=80mm Mag= 500KX Signal A=SE1

Sekil 4.5. pH 8'de sentezlenen APBA-Cu*™> CHNY’larin SEM gériintiileri
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Sekil 4.6. pH 9'da sentezlenen APBA-Cu*™> CHNY ’larin SEM gériintiileri
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Sekil 4.7. pH 10'da sentezlenen APBA-Cu*? CHNY larm SEM goriintiileri
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Sekil 4.8. pH 4'de sentezlenen MPBA-Cu** CHNY’larm SEM goriintiileri
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Sekil 4.11. pH 7°de sentezlenen MPBA-Cu*? CHNY’larin SEM goriintiileri
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Sekil 4.12. pH 8’de sentezlenen MPBA-Cu*? CHNY’larin SEM goriintiileri
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Sekil 4.14. pH 10’da sentezlenen MPBA-Cu*™ CHNYlarin SEM gériintiileri
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4.1.2. FT-IR Spektrumlan

APBA, MPBA, ve APBA-Cu** ve MPBA-Cu*> CHNY’larin FT-IR spektrumlar: sekil
4.15-4.18’de verilmektedir. Sekil 4.16 ve sekil 4.18’de goriildiigii gibi APBA-Cu* ve
MPBA-Cu*? CHNY’larin benzer FT-IR spektrumlar1 verdigi goriilmektedir. Her iki
hibrit nano yapmin yiiksek miktarda bakir-fosfat kristalleri, az miktarda APBA ve
MPBA icermesinden dolay1 benzer FT-IR spektrumlarina sahiptir. pH 5’te sentezlenen
APBA-Cu™ hibrit nano yapilarm sekil 4.16’da gosterilen FT-IR spektrumu analizinde;
557,97 ve 624,31 cm™de gériilen absorbsiyon bantlar1 O=P=0 grubuna aittir. 986,35 ve
1035,20 cm™”de gériilen absorbsiyon bantlar1 P-O ve P=0 gruplarma aittir. 3362,30 cm’
'“de goriilen absorbsiyon bandi APBA’nin yapisinda bulunan hidroksil gruplarma (-OH)
ait olabilir. pH 6’te sentezlenen MPBA-Cu** hibrit nano yapilarin sekil 4.18’de
gosterilen FT-IR spektrumu analizinde; 557,37 ve 623,81 cmde goriilen absorbsiyon
bantlar1 O=P=0 grubuna aittir. 984,57 ve 1031,50 cm de goriilen absorbsiyon bantlar1
P-O ve P=0 gruplarma aittir. 3218,8 cm™ ‘de goriilen absorbsiyon bandi MPBA nin
yapisinda bulunan hidroksil grubuna (-OH) ait olabilir.
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Sekil 4.15. APBA reaktifinin FT-IR spektrumu
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Sekil 4.16. pH 5°de sentezlenen APBA-Cu*> CHNY larin FT-IR spektrumu
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Sekil 4.17. MPBA reaktifinin FT-IR spektrumu
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Sekil 4.18. pH 6’da sentezlenen MPBA-Cu*> CHNY larin FT-IR spektrumu
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4.1.3. XRD Spektrumlan

Sekil 4.19 ve 4. 20 de swrasiyla pH 5°de sentezlenen APBA-Cu*? CHNY larin ve pH
6’da sentezlenen MPBA-Cu** CHNY’larmn XRD spektrumlari verilmistir. XRD analizi
ile APBA-Cu" CHNY’larm ve MPBA-Cu*> CHNY’larn krital yapilart pik
pozisyonlarina gore elde edilen spektrumlarda incelenmistir. Her iki CHNY’da da
olusan Cu3(PO4), primer nanokristallerin pik pozisyonlar1 goriilmektedir. Ayrica bu
spektrumlar CHNY’larin Cuz(POy4), primer nanokristalleri iizerinden olusumunu

tamamladiginin bir gostergesi olmaktadir.
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Sekil 4.19. pH 5°de sentezlenen APBA-Cu*> CHNY’larin XRD spektrumu
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Sekil 4.20. pH 6’da sentezlenen MPBA-Cu*> CHNY ’larin XRD spektrumu



40

4.1.4. EDX Spektrumlar

APBA-Cu™ ve MPBA-Cu™ CHNY’larm EDX spektrumlar1 sirasiyla Sekil 4.21 ve
Sekil 4.22°de verilmektedir. Hem pH 5’de sentezlenen APBA-Cu* CHNY’larmn ve pH
6’da sentezlenen MPBA-Cu™ CHNY ’larin olusmast igin kilit rol oynayan Cu metalinin
Cu3(POy4), primer nanokristal olusumunda ve CHNY’larin yapisinda oldugunu
kanitlamak i¢in elemental analiz EDX ile yapilmis olup her iki EDX spektrumunda da

Cu metal varlig1 acikg¢a belirtilmistir.
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Sekil 4.21. pH 5’de sentezlenen APBA-Cu* CHNY’larm EDX spektrumu
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Sekil 4.22. pH 6’da sentezlenen MPBA-Cu*? CHNY’larmm EDX spektrumu
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4.2. HIBRIiD NANO YAPILARIN ANTIMIKROBIiYAL ETKIiSi

Cicek sekilli hibrit nano yapilarm ve serbest APBA ve MPBA molekiillerinin, 0,5 ile
2,0 mg mL™" arasinda degisen konsantrasyonlarda, gram (-) negatif (E.coli), gram (+) (S.
aureus) bakteriler ve mantara (C. albicans’a) kars1 antimikrobiyal aktivitesi incelendi.

Elde edilen sonuclar asagida verilmektedir;

4.2.1. APBA-Cu** ve MPBA-Cu** Hibrid Nano Yapilarm E. coli Bakterisine Kars
Antimikrobiyal Etkisi

Serbest APBA gram (-) negatif E. coli ye kars1 konsantrasyona bagli antibakteriyel etki
gosterse de bu etki, APBA’dan sentez edilen APBA-Cu** c¢icek sekilli hibrit
nanoyapilarm antibakteriyel etkisine nazaran daha zayif bulundu. APBA-Cu®* cicek
sekilli hibrit nanoyapilar konsantrasyona bagli olarak antibakteriyel etki gosterdi.
Ozellikle APBA-Cu”" ¢icek sekilli hibrit nanoyapilarm 2 mg mL™ konsantrasyonda
gram (-) negatif E. coli ye kars1 giicli antibakteriyel etkiye sahip oldugu
goriildii(Sekil4.23.).

1000
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9200 A ABPA (2 mg/mL)
ABPA (1 mg/mL)

o ABPA (0,5 mg/mL)
X 800 1 _o ABPA CHNY (2 mg/nL)
= ABPA CHNY (1 mg/mL)
s 700 | —e—ABPA CHNY (0,5 mg/mL)
=}
L 600 +
=
&
o 500 4
<
€ 400 -
=
<
£o 300 ~
)
)
£ 200 -
=

100

0

0 2 4 6 12 18 24
Materiyal-Mikroorganizma Etkilesim Siiresi (Saat)

Sekil 4.23. APBA ve APBA-Cu** CHNY larm E. coli ile etkilesim siiresinin E. coli

canlilig1 lizerine etkisi
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Serbest MPBA gram (-) negatif E.coli ye kars1 konsantrasyona bagl antibakteriyel etki
gostermistir. MPBA’nin tek basina uygulamasi ile Olgiilen antibakteriyel etki,
APBA’nin tek basina uygulamasi ile dlciilen antibakteriyel etkiden daha gii¢lii bulundu.
Buna ek olarak MPBA’dan sentez edilen MPBA-Cu**¢icek sekilli hibrit nanoyapilar
konsantrasyona bagl olarak antibakteriyel etki gostermistir ve bu etki MPBA’nin tek
basina uygulanmasina kiyasla ¢ok daha giicliidiir. Ozellikle 2 mg mL™" konsantrasyonda
cicek sekilli hibrit nanoyapilar gii¢lii antibakteriyel etki gostermistir(Sekil4.24.).
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100 -
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0 2 4 6 12 18 24

Materiyal-Mikroorganizma Etkilesim Siiresi (Saat)

Sekil 4.24. MPBA ve MPBA-Cu** CHNY’larm E. coli ile etkilesim siiresinin E. coli

canlilig1 tizerine etkisi

4.2.2. APBA-Cu** ve MPBA-Cu?* Hibrid Nano Yapilarin S. aureus Bakterisine
Kars1 Antimikrobiyal Etkisi

APBA tek basina gram (+) S. aureus a karsin antibakteriyel etki gostermemistir. Ancak
APBA’dan sentez edilen APBA-Cu®* cicek sekilli hibrit nanoyapilar konsantrasyona
bagl olarak antibakteriyel etki gostermistir. Ozellikle 2 mg mL™ konsantrasyonda
APBA-Cu®* cicek sekilli hibrit nanoyapilar gram (+) pozitif S. aureus’a kars1 giiclii
antibakteriyel etki gostermistir (Sekil 4.25.).
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Sekil 4.25. APBA ve APBA-Cu** CHNY larm S. aureus ile etkilesim siiresinin S.

aureus canlilig iizerine etkisi

MPBA’nn tek basina uygulanmasi ve bu yapidan sentez edilen MPBA-Cu®* cicek
sekilli hibrit nanoyapilarin S. aureus’a karsi antibakteriyel etkisi, gram (-) negatif E.
coli’ye kars1 olgiilen antibakteriyel etkisine benzer bulunmustur. MPBA-Cu®* cicek
sekilli hibrit nanoyapilarin S. aureus’a karst antibakteriyel etkisi tek basina MPBA ile
karsilastirildiginda; MPBA-Cu®*’nin daha giiclii antibakteriyel etkiye sahip oldugu Sekil
4.26’de goriilmektedir. Yine sentez edilen MPBA-Cu®" ¢icek sekilli hibrit nanoyapilar

konsantrasyona bagli olarak antibakteriyel etki gdstermistir.
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Materiyal-Mikroorganizma Etkilesim Siiresi (Saat)

Sekil 4.26. MPBA ve MPBA-Cu** CHNY’larin S. aureus ile etkilesim siiresinin S.

aureus canlilig iizerine etkisi

4.2.3. APBA-Cu** ve MPBA-Cu?* Hibrid Nano Yapilarin C. albicans Mantara
Kars1 Antifungal Etkisi

Tek basina APBA’nin C. albicans’a karsin antifungal etkisi hemen hemen hi¢ yoktur.
Bununla birlikte APBA’dan sentez edilen APBA-Cu”* ¢icek sekilli hibrit nanoyapilarin
antifungal etkisinin antibakteriyel etkilerine nazaran daha zayif oldugu goriildii. Yine
konsantrasyona bagli etkinin gézlendigi deney sonuclarmda, 2 mg mL’
konsantrasyonda APBA—Cu2+gigek sekilli hibrit nanoyapilar en yiiksek antifungal etkiye
sahip oldugu gozlendi (Sekil 4.27.).
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Materiyal-Mikroorganizma Etkilesim Siiresi (Saat)

Sekil 4.27. APBA ve APBA-Cu** CHNY larm C. albicans ile etkilesim siiresinin C.

albicans canlilig1 lizerine etkisi

MPBA’nin C. albicans’a karsm antifungal etkisi hemen hemen hi¢ yoktur. Bununla
birlikte MPBA’dan sentez edilen MPBA-Cu®* cicek sekilli hibrit nanoyapilarin
antifungal etkisi antibakteriyel etkilerine nazaran daha zayif bulundu. Yine
konsantrasyona bagl etkinin gozlendigi deney sonuglarinda, 0,5 mg mL™" ve 1 mg mL™
konsantrasyonlarda antibakteriyel etkide anlamli farkhilik 6lciilememisken, 2 mg mL™
konsantrasyonda MPBA-Cu®" ¢icek sekilli hibrit nanoyapilar en yiiksek antifungal etki
gostermistir (Sekil 4.28.).
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Sekil 4.28. MPBA ve MPBA-Cu** CHNY’larin C. albicans ile etkilesim siiresinin C.

albicans canlilig1 lizerine etkisi

4.3. HIBRiD NANO YAPILARIN KATALITIiK AKTIVITESI

APBA-Cu** ve MPBA-Cu®* hibrid nano yapilarm farkli derigimlerdeki (0,5-2 mg mL™")
siispansiyonlarinin ve HRP enziminin zamana kars1 katalitik aktiviteleri Sekil 4.29°da
verilmektedir. HRP ile karsilastirildiginda hibrit nano yapilarin daha diisiik katalitik
aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Hibrit nano yapilarin derisime bagli olarak
peroksidaz benzeri katalitik aktivite gostermesi ise; hibrit nano yapilarin igerisinde
bulunan Cu®* iyonlarmin hidrojen peroksit varliginda fenton ajani gibi davranarak 6nce
Cu"® iyonuna doniigmesi, ardindan Cu® iyonunun yine hidrojen peroksit varliginda
yiikseltgenerek Cu”* iyonunu ve reaktif hidroksil radikali olusturmasi ve bu hidroksil
radikalinin ortamdaki guaiacol substratint oksitlemesi sonucu 3,3-dimetoksi-4,4-

difenokinon molekiillerini olusturmasi ile agiklanabilir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. APBA-Cu* ve MPBA-Cu®" hibrid nano yapilarin katalitik aktivitesi



5. TARTISMA VE SONUC

19601 yillarda, enzim immobilizasyon teknolojisinin gelistirilmesi, kimyagerlere son
derece kararli enzimler igeren yeni biyomalzemelerin tasarlanmasi konusunda ilham
vermistir. Bununla birlikte, geleneksel enzim immobilizasyon teknikleri ile hazirlanan
materyaller genellikle enzim aktivitesinin kaybolmasina neden olmustur. 1990'lara
gelindiginde, nano boyutta elde edilen materyaller iizerinde hareketsiz kilinmig
enzimlerin aktivitesi, serbest enzimlerin aktivite diizeylerinde olmustur. Bu alandaki
ilgi, 2012 yilinda ilk organik-inorganik hibrit cicek sekilli nano yapilarin ortaya
cikmasiyla yeniden uyanmis ve yeni ¢icek benzeri hibrit nanomalzemelerin sentezine ve

uygulamalarina odaklanan bir¢cok arastirma devam etmistir.

Bu tez cahgmasinda, APBA-Cu** CHNY'lar ve MPBA-Cu*> CHNY'lar farkh pH
degerlerinde sentezlenerek ideal morfolojide CHNY'lar elde edilmeye calisilmistir. Bu
kapsamda pH 5 ve pH 6 arasinda tek diiziine, uniform ve kompak yapida CHNY 'lar
hem APBA hem de MPBA molekiilleri kullanilarak elde edilmistir. Fakat pH 7 ile 9
arast CHNY'larin morfolojisinde bozulmalar SEM resimleri ile gozlenmistir, bu
durumun en Onemli etkeni pH’ nin artmasiyla APBA ve MPBA molekiillerinin negatif
yiiklenmesi ve bunun sonucunda kendi aralarindadaki negatif itmelerin baslamasi bu
molekiillerin CHNY yapisina girememesinden olabilir. pH 10 ve iizerinde ise ortamin
yiikksek alkali olmasi ve molekiiller arasi yiiksek itmeler CHNY'larin olusumunu

engellemistir.

Cu(II)-APBA hibrit nano yapilar bakteriyel (E. coli ATCC 35218 ve S. aureus ATCC
25923) ve fungal patojenlere (C. albicans ATCC 10231) karst etkili antimikrobiyal
aktivite gosterirken, serbest ABPA calisilan bakteriyel ve fungal patojenlere (E. Coli.
hari¢) kars1 antimikrobiyal aktivite gdstermemistir. Serbest MPBA ile karsilastirildiginda,
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MBPA-Cu(ll) E. coli ve S. Aureus’a kars1 daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu goriilmiistir. MBPA-Cu(II) 2 mg mL" derisiminde C. Albicans’e kars: giiclii bir
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Aksine serbest MPBA C. Albicans’e karsi calisilan
derigimlerde (0,5-2,0 mg mL™") antimikrobiyal aktivite gostermemistir.

APBA-Cu™ CHNY'lar ve MPBA-Cu*? CHNY'larm peroksidaz benzeri aktivitesi
Potansiyel Fenton reaksiyonu izerinden aciklanmistir. CHNY 'lar
yapisindaki Cu*® iyonlar1 ve ortamdaki hidrojen peroksit (H,O,) varhigmmda Fenton

ajanalar1 gibi davranirlar.

Cu=4 HO, = Ci~ ¥ HOO &+ H*

Cu* + H,0, —» Cu?* + HO° + OH~

Yukarida bakir(II) iyonlarmin hidrojen peroksit (H>O;) varhiginda peroksidaz tipi
aktivite gosterdigi reaksiyonlar verilmektedir. CHNY 'larm icerisindeki Cu®" iyonlar:
hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek Cu'*iyonlarmi olusturur. Olusan Cu'* ile
H,0,’nin reaksiyonu girerek ise oldukga reaktif hidroksil radikali olugsmaktadir. Olusan
bu serbest hidroksil radikali model gualikol substratin1 oksitleyerek 3,3-dimetoksi-4,4-
difenokinon iirenlerini olusturular. Cicek yapil nano katalizorlerin
(CHNY'lar) peroksidaz benzeri aktiviteleri HO, ve katalizor konsantrasyonunun artisi
ile dnemli dl¢iide artmaktadir.

Bu calismada sentezlenen APBA-Cu®* ve MPBA-Cu®" hibrit nano yapilarin katalitik
aktiviteleri HRP ile karsilastirildiginda, hibrit nano yapilarm HRP enziminden daha
diisiik katalitik aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Hibrit nano yapilarin derisime
bagl olarak peroksidaz benzeri katalitik aktivite gOstermesi ise, hibrit nano yapilarin
icerisinde bulunan Cu®* iyonlarmin hidrojen peroksit varliginda fenton ajani gibi

davranmasindan kaynaklanmigtir.
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