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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

4-AAP 4-Aminoantipirin
ABTS 2,2-Azino-di(3-etilbenzothiazolin-6-sulfonat)
BSA Si1gir serum albiimin

CaNF-HRP HRP-Ca?* hibrit nan gicek
CuNF-HRP HRP-Cu?" hibrit nanogicek

FTIR Fourier Transform Infrared Spektroskopisi
GA Glutaraldehit

HNF Hibrit nanogicek

HRP Horseradish peroxidase

Kwm Michealis-Menten sabiti
MnNF-HRP HRP-Cu?* hibrit nanogicek

mg Miligram

mL Mililitre

pL Mikrolitre

PBS Tuzlu fosfat tamponu

SEM Taramali Elektron Mikroskobu
TPP Sodyum trifosfat pentabazik
uv Ultraviyole

V max Maksimum reaksiyon hiz1
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Enzimlerin devamli olarak kullanilabilmesi i¢in, aktivitelerinin, kararliliklarinin ve
geri kazanimlariin arttirilmasi gerekmektedir. Serbest enzimlerin, reaksiyon ortamindan
ayrilmalarinin ve tekrar kullanilmalarinin zor olmasi gibi dezavantajlarindan dolay1
uygulamalar1 smirhidir. Tim bu smirlamalart gidermek icin enzim immobilizasyonu,
kullanilan pek ¢ok yontemden biri olmustur.

Bu calismada, yaban turbu peroksidaz (HRP) enzimi ile Cu**, Ca** ve Mn*
iyonlari kullanilarak hibrit nanogigek yapilar1 sentezlendi. Sentezlenen hibrit nanocicekler
glutaraldehit ile ¢apraz baglandi ve tiim hibrit nanogigeklerin optimum pH, sicaklik, boya
gideriminde tekrar kullanilabilirlikleri, substrat spesifikllikleri ve enzim kagis oranlari
belirlenerek kinetik parametreleri tayin edildi.

Sentezlenen hibrit nanogigeklerin karakterizasyon calismalarinda SEM, FTIR,
XRD ve EDX analizleri yapildi. SEM gorlntuleri incelendiginde; ¢icek sekilli CuNF-
HRP, CaNF-HRP ve MnNF-HRP hibrit nanogi¢ek yapilarinin olustugu gézlemlendi.
Glutaraldehit ile capraz baglanan hibrit nanogi¢ek yapilari incelendiginde; normal hibrit
nanogigek yapilarina gore boyutlarinin kiigildiigii, gézeneklerinin sikilastigi tespit edildi.
Sentezlenen hibrit nanogigek yapilarinin immobilizasyon verimleri CuNF-HRP igin %91,
CaNF-HRP igin %88 ve MnNF-HRP igin %85 olarak bulundu. Yapilan optimizasyon
caligmalarinda, serbest ve immobilize nanogigek yapilarinin optimum sicaklik degeri
40°C, optimum pH degeri ise 6,0 olarak bulundu. Serbest enzimin Ky ve Vpax degerleri
sirastyla 25,16 mM ve 22,27 U/mL olarak saptandi. Hibrit nanogicek yapilarinda ise
CUNF-HRP igin Ky ve Vmax degerleri 30,53 mM ve 5,63 U/mg, CaNF-HRP icin Ky ve
Vmax degerleri 34,24 mM ve 5.51 U/mg, MNNF-HRP i¢in Ky ve Vax degerleri 31,83 mM
ve 4,95 U/mg bulundu.

Calismanin ikinci kisminda elde edilen hibrit nanogicek yapilarmin katalitik
performanslarini incelemek amaci ile boya giderimi ve fenolik bilesik oksidasyonu
yapildi. Boya giderim ¢aligmalar i¢in Amarant, Tartrazin ve Kristal Viole model boyalar
olarak kullanildi. Fenol oksidasyonu igin Katekol, Pirogallol, L-Tirozin, Fenol ve Gayakol
fenolik bilesikleri kullanildi. Sentezlenen immobilize enzimler %80-96 araliginda boya
giderimi, %65-91 araliginda ise fenolik bilesik oksidasyonu sagladigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Horseradish peroxidase, nano hibrit yapi, immobilizasyon
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In order to use the enzymes continuously, their activity, stability and recovery should be
increased. Their application is limited due to the disadvantages that free enzymes are
difficult to separate and reuse from the reaction medium. Enzyme immobilization has been
one of the many methods used to address all these limitations.

In this study, hybrid nano-flower structures were synthesized using horseradish
peroxidase (HRP) enzyme using Cu? *, Ca® * and Mn® * ions. The synthesized hybrid
nanoflowers were crosslinked with glutaraldenyde and the Kkinetic parameters were
determined by determining the reusability, substrate specificity and enzyme escape rates
of all hybrid nanoflowers at optimum pH, temperature, dye removal.

SEM, FTIR, XRD and EDX analyzes were performed in the characterization
studies of synthesized hybrid nanoflowers. When SEM images were examined; flower-
shaped CuNF-HRP, CaNF-HRP and MnNF-HRP hybrid nanoflower structures were
observed. When hybrid nano-flower structures cross-linked with glutaraldehyde were
examined; According to the normal hybrid nano-flower structures were reduced in size,
pores tightened. The immobilization yields of the synthesized hybrid nanoflower
structures were found to be 91% for CuNF-HRP, 88% for CaNF-HRP and 85% for
MnNF-HRP. In the optimization studies, the optimum temperature value of free and
immobilized nano-flower structures was found to be 40 ° C and the optimum pH value
was 6.0. Ky and Vmax Of the free enzyme were 25.16 mM and 22.27 U / mL, respectively.
In hybrid nanoflower structures, Ky and Vmax values for CUNF-HRP were 30.53 mM and
5.63 U/ mg, Ky and Vmax values for CaNF-HRP were 34.24 mM and 5.51 U / mg, Ky and
Vmax for MNNF-HRP. 31.83 mM and 4.95 U / mg.

In the second part of the study, dye removal and phenolic compound oxidation
were performed in order to investigate the catalytic performance of hybrid nanoflower
structures. Amarant, Tartrazine and Crystal Viole model paints were used for dye removal.
Catechol, Pyrogallol, L-Tyrosine, Phenol and Guaiacol phenolic compounds were used for
phenol oxidation. It was determined that the immobilized enzymes produced dye removal
in 80-96% and phenolic compound oxidation in 65-91%.

Keywords: Horseradish peroxidase, nano hybrid structure, immobilization
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1. GIRIS

Niifus, kentlesme ve sanayilesmenin hizli biiylimesi nedeniyle su kirliligi
gecgen yiizyilda artan bir endise haline gelmistir. Su kirliliginin baslica nedenlerinden
biri, biiyiik miktarlarda endiistriyel atigin yeterli atik yonetim sistemi olmadan su
kiitlelerine atilmasindan kaynaklanmaktadir. Ozellikle, boyalar ve fenolik bilesikler
gibi endiistriyel atiklarin iyilestirilmesi, toksisiteleri, kanserojen, mutajenik
ozellikleri ve zayif biyo bozunurluklari nedeniyle, bilimsel topluluktan ve toplumdan
genis ¢apta endiselere yol agmistir [1]. Sentetik boyalar, tekstil, plastik, ilag, gida ve
kozmetik endiistrilerindeki hizli gelisme nedeniyle cevre kirliligine en ¢ok katkida
bulunanlardan biridir [2]. Oldukga renkli ve gorinur olan sentetik boyalar, su
niifuzundaki azalma ve dolayisiyla besin zincirlerini etkilemesi nedeniyle sudaki
fotosentetik islevi etkileyebilmektedir. Ayrica, boyalarin karmasik kimyasal yapilari,
cevreye desarj edildiklerinde zararli {iriinlere doniismelerinden sorumludur. Bu
nedenle, renkli atik suyun aritilmadan ¢evreye desarji, sucul yasam ve ekosistemin
biyolojik ¢esitliligini olumsuz yonde -etkileyebilmektedir. Ek olarak, sentetik
boyalara maruz kalma ayrica alerji, dermatit, cilt tahrisi, bas agrisi, ates ve bulanti
gibi insan icin riskli yan etkilere neden olabilmektedir. Tehlikeli boyalara kronik
maruz kalmak organlara zarar verebilir ve bozabilir, beyin, bdbrek, Ureme, kas,

karaciger ve sinir sistemlerinin bozulmasina neden olabilmektedir [3].

Enzimler yaygin olarak ¢esitli bilimsel ve teknik alanlarda ¢ok yonlii araglar
olarak kullanilmaktadir. Ornegin, yiiksek katalitik etkinlikleri, yiiksek segicilik,
diisiik toksisite ve suda ¢oziiniirliigi nedeniyle kimya, biyokimya, tip, eczacilik
bilimi, gida ve tekstil alanlarinda genis uygulamalara sahiptirler. Genel olarak,
serbest enzimlerin ¢ogu, hafif deneysel kosullar altinda (ndtr pH, oda sicaklig1 ve
atmosferik basing) reaksiyonlar1 spesifik olarak katalize etmektedirler. Belirli bir alt
tabakaya veya fonksiyonel gruplara icsel katalitik fonksiyon gosterirler. Enzimler
sadece biyolojik reaksiyon i¢in degil, ayn1 zamanda endiistriyel uygulamalar i¢in de
kullanilmaktadir. Substrat spesifikligi, diisiik toksisite ve istenmeyen iiriinlerin
uretilmemesi, enzimlerin endustriyel uygulamalarda kimyasal katalizorlere gore
avantajlar1 vardir. Serbest enzimlerin bu essiz Ozelliklerine ragmen, yiiksek
sicakliklarda, asidik veya bazik pH'larda ve organik coziiciiler varliginda molekiiler

yapilarinda kolay bozunma, kullanimlarin1 smirlandirmaktadir. Ayrica yeniden
1



kullanilacak reaksiyon ortamindan ayrilamazlar ve elde edilemezler. Bu sorunlar

gidermek icin immobilizasyon teknikleri g6z 6niinde bulundurulur [4].

Enzimlerin tekrar kullanilabilmeleri igin, aktivitelerinin, stabilitelerinin ve
geri kazanimlarmin arttirllmast  gerckmektedir. Serbest enzimlerin etkinlik
stirelerinin kisa olmasi, reaksiyon ortamindan ayrilmasinin ve tekrar kullanilmasinin
zor olmasi gibi dezavantajlarindan dolayr uygulamalar1 sinirhidir. Bu amagla enzim

immobilizasyonu basta olmak tizere pek ¢ok farkli yontem kullanilmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimlerin Tarihgesi
Enzimler, canli sistemlerin biyokimyasal reaksiyonlarinin katalizorleridirler;
yasamsal faaliyetlerin viicut ile uyumlu bir sekilde gerceklesmesini saglayan

kimyasal maddelerdir.

Enzimler, besin molekdllerin parg¢alandigi, kimyasal enerjinin depolandigi ve
seklinin  degistirildigi, basit monomerlerden  biyolojik makromolekdllerin
sentezlendigi metabolik yollarda pek ¢ok reaksiyon basamagini kataliz etmektedirler.
Enzimlerle katalize edilen tepkimeye giren kimyasal bilesik veya molekiil yapilarina
substrat denmektedir [5].

Enzimler, spesifik kimyasal reaksiyonlar1 hizlandirirlar; substratlar i¢in
yuksek afiniteye sahiptirler; sulu ¢ozeltilerde uygun pH ve sicaklik durumlarinda etki
gostermektedirler.

Metabolik reaksiyonlara katilan birgok enzim diizenleyici enzimlerdir. Enzim
sistemleri, diizenleyici enzimlerin etkisi vasitasiyla, yasami siirdiirmek i¢in gerekli
bircok farkli metabolik aktivite arasinda uyumlu bir etkilesim olusturmak iizere
ayarlanmaktadir. Diizenleyici enzimler, ¢esitli metabolik sinyallere katalitik

aktivitelerini gerektigi sekilde degistirerek cevap vermektedirler.

Biyolojik kataliz, ilk kez 1800’lii yillarda, mide salgilart Sebebiyle etin
sindirilmesinin, tikiirik ve cesitli bitki Ozltleri vasitasiyla nigastanin sekere
donistiiriilmesinin incelenmesi ¢alismalarinda taninmis ve tanimlanmistir. Lous
Pasteur, 1850’lerde, sekerin maya vesilesiyle alkole fermantasyonunun “fermentler”
vasitasityla katalizlendigi sonucuna varmistir ve daha sonra “enzimler” olarak
adlandirilan bu fermentlerin canli maya hiicrelerinin yapisindan ayrilamaz oldugunu
kabul etmistir. Pasteur’iin goriisii yillar boyunca kabul gérmiistiir. Ancak 1897°de
Eduard Buchner tarafindan maya ekstraktlarinin sekeri alkole fermente edebildiginin
kesfi, fermantasyonu saglayan enzimlerin canli hiicre yapisindan ¢ikarildiginda da

fonksiyon gorebildigini ispat etmistir.



Fermantasyonu saglayan enzimlerin canli hiicre yapisindan ¢ikarildiginda da
fonksiyon gorebildiginin ispati, biyokimyacilar1 bir¢ok farkli enzimin izolasyonunu
denemek ve onlarin katalitik 6zelliklerini incelemek i¢in tesvik etmistir. 1926°da
James Sumner’in {ireazi izole ve kristalize etmesi, spesifik enzimlerin 6zelliklerinin
daha Onceki incelenmeleri igin bir hamle saglamistir. Sumner, iireaz kristallerinin
tamamen proteinden olustugunu bulmustur ve biitiin enzimlerin protein olduklarini
ileri stirmiistiir. Bu diislince, baska Orneklerin olmamasi nedeniyle bir siire igin
tartismali kalmistir. Ancak, 1930’larda John Northrop ve meslektaslarinin pepsin ve
tripsini kristalize etmeleri ve bunlarin protein olduklarini bulmalarindan sonra
Sumner’in vardig1 sonu¢ genis olarak kabul gérmiistiir. J.B.S.Haldane, bu donemde,

“enzimler” adli bir bilimsel makale yaymlamistir.

Bugiin, yuzlerce enzim saflagtirilmistir ve bunlarin pek ¢ogunun yapisi ve

kimyasal mekanizmasi aydinlatilmistir [6].

2.2. Enzimlerin Kullanim Alanlari

Canli disinda da faaliyet gostermeleri enzimlerin Onemini oldukca
arttirmaktadir. GUnimuizde enzimler besin, ilag ve kimya endistrisinde, dericilik,
boya ve temizlik maddeleri Gretimi alanlarinda, biyoloji ve biyoteknoloji bilim
dallarinda, tip, tarim ve veterinerlik alanlarinda sik olarak kullanilmaktadir.
Gliniimiizde ticari enzim preparatlarindan gida endistrisinin yani1 sira gida
analizlerinde de yararlanilmaktadir. Ayrica endiistrinin attk ve artiklarinin
degerlendirilmesinde de yararlanilarak bu atiklarin  yol acabilecegi c¢evre
kirlenmesinin Oniine gegilmeye c¢alisilmaktadir. Tablo 2.1’de bazi enzimlerin

kullanim alan1 ve iiretimlerinde kullanilan mikroorganizmalar verilmistir [7].



Tablo 2.1. Enzimlerin endiistriyel kullanim alanlart ve {retimlerinde
kullanilan mikroorganizmalar

Enzim Kullanim Alani Mikroorganizma
a-Amilaz Maltoz ve dekstrinin yikilmasi Bacillus subtilis
Leke ¢ikarici Aspergillus oryzae
Un zenginlestirilmesi
Glikoz surubu
B-glucanaz B-glukanin par¢alanmasi Aspergillus oryzae
yoluyla biranin berraklastiriimasi Bacillus subtilis
Katalaz Iceceklerin bozulmasinin Aspergillus niger

onlenmesi

Seliilaz

Deterjan katki maddesi
Atiklarin degerlendirilmesi

Penicillum spp.

Glikoz izomeraz

Glukozun, friktoza dontisimii

Aspergillus spp.
Streptomycetes spp.

Glikoz oksidaz

Biyosensor

Aspergillus niger

Laktaz

Laktozun glukoz ve galaktoza
parcalanmsi (Peynir alt1 suyu)
Laktozsuz gida iiretimi

lactis

Kluyveromyces

Lipaz Deterjan katki maddesi Apergillus oryzae
Yaglarin par¢alanmasi
Peynir aramo maddesi tretimi
Pektinaz Meyve suyu ekstraksiyonu Erwinia spp.
yapimi
Sarap ve meyve suyu
berraklastirilmasi
Renin Peynir yapimi Kluyveromyces
lactis
Mucor spp.
2.3. Enzimlerin Yapisi
Katalitik RNA molekdllerinin kuguk bir grubu hari¢ buttin enzimler protein
yapilidirlar. Bu sebeple enzimler, proteinlere ait tiim yapisal o6zellikleri

gOstermektedirler. Enzimler, diger proteinler gibi 12.000’den 1.000.000 {iizerine

kadar degisen molekiiler agirliga sahiptirler. Enzimlerin katalitik aktiviteleri, dogal

protein konformasyonlarinin biitiinliigiine baglhdir; bir enzimin yapis1 bozulursa veya

alt Unitelerine ayrigtirilirsa katalitik aktivitesi ¢ogunlukla kaybolur; bir enzim

aminoasit komponentlerine yikilirsa katalitik aktivitesi daima bozulmaktadir.




Bazi enzimler aktivite i¢in, protein yapiyr olugturan aminoasit kalintilarindan

baska kimyasal yap1 gerektirmezler.

Kofaktorl ile birlikte tam, katalitik olarak aktif bir enzim, holoenzim olarak
adlandirilir; holoenzimin bir protein kismui bir de kofaktoér kismi vardir. Holoenzimin

protein kismi apoenzim olarak adlandirilmaktadir.

Holoenzimin kofaktor kisminin, bazi enzimler igin Fez+, Mgz+, Mn2+, Zn?*
gibi bir veya daha fazla inorganik iyon; bazi enzimler i¢in ise koenzim denen bir
organik veya metalloorganik kompleks bir molekiil oldugu bilinmektedir.
Holoenzimin kofaktér kismi koenzim ise; koenzim enzime cok siki baglanmisg
olabildigi gibi, koenzim enzime ¢ok gevsek olarak baglanmis olabilmektedir.
Koenzimlerin enzim proteinine ¢ok siki bir sekilde, kovalent olarak bagli olup enzim
proteininden ayrilmayanlari prostetik grup olarak adlandirilmaktadir; 6rnegin biotin,
karboksilazlara siki bir sekilde kovalent olarak bagli bulunur yani karboksilazlarin
prostetik grubudur. Koenzimlerin enzim proteinine ¢ok gevsek bir sekilde
nonkovalent olarak bagli olup enzim proteininden ayrilabilenleri kosubstrat olarak

adlandirilmaktadirlar.

Bazi enzimler, fosforilasyon, glukozilasyon ve diger bazi siirecler vasitasiyla
modifiye edilirler ki bu degisikliklerin bircogu enzim aktivitesinin diizenlenmesinde

olur ve 6nemlidir [8].

2.4. Enzimlerin Siiflandirilmasi

Uluslararast Biyokimya Derneginin Enzim Komisyonunca kabul olunan
esaslara gore enzimler baglica alt1 biiylik sinifa ayrilmaktadir. Bu siniflar:

1. Oksidorediiktazlar: Bu grupta bulunan enzimler, oksidasyon
rediiksiyon reaksiyonlarini katalize eden enzimlerdir.

2. Transferazlar: Bu grupta bulunan enzimler, gurup transferi

reaksiyonlarini katalize eden enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Hidrolitik reaksiyonlar1 katalize eden enzimlerdir.

4, Liyazlar: Cifte baglara grup ekleyen veya bunlardan gurup ayiran
enzimlerdir.

o. Izomerazlar: izomerizasyon reaksiyonlarini katalize eden enzimlerdir.
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6. Ligazlar (Sentetazlar): ATP veya diger fosfatlardan yararlanarak,
bunlardaki pirofosfat baginin par¢alanmasi sonucu iki molekiil arasindaki yeni

baglarin meydana gelmesine olanak saglayan enzimlerdir.

2.5. Enzim Aktivitesi

Bir enzimatik tepkimenin hizi, enzimin etkinligi veya enzimin aktivitesi ile
iligkilidir. Bir enzimin aktivitesi, o enzim tarafindan katalizlenen enzimatik
tepkimenin hizinin, enzim etkisiyle optimum kosullarda belirli siirede {iriine
doniistiiriilen substrat miktarina gore ifadesidir. Etkinligi veya aktivitesi fazla olan
bir enzim, belirli bir surede daha fazla substrat molekulunt Grtin haline

dontstiirmektedir [9].

Enzim aktivitesini géstermek i¢in kullanilan birimler sunlardir;

Enzim (nitesi (U) : Bir mikromol (umol) substrati bir dakikada, optimum
kosullar altinda {iriine doniistiiren enzim miktar1 bir iinite (IU) olarak kabul

edilmektedir.

Spesifik aktivite: 1 mg protein basina enzim iinitesidir. U/mg protein seklinde

hesaplanmaktadir. Enzimin saflik derecesini gostermektedir.

Molar aktivite (turnover sayisi): Bir tek enzim molekiilii tarafindan birim

zamanda iiriine ¢evrilen substrat molekiilii sayisidir.

Katal: Optimum sartlarda 1 saniyede 1 mol substrati iiriine doniistiiren enzim

miktaridir.

2.6. Horseradish Peroxidase Enzimi

Peroksidazlar dogada, bitki ve hayvan dokularinda yaygin bir sekilde
bulunmakta ve kolayca izole edilebilmektedir. Literatiirdeki bilgilere gore 19.yy’da
biyolojik sistemlerdeki peroksidatik aktiviteyi tanimlayan ilk enzimler arasindadir.
1855 yilinda Schonbein, bazi organik bilesiklerin (gayakol gibi) H,O, tarafindan

oksidasyonunu gozlemlemistir [10,11].



1810 yilinda Planche, bir yaban turbu (horseradish) kokinln guaiacum
recinesi tentlirline batirilmasinin, yogun bir renk degisimine yol agtigin
gozlemlemistir. Bu zamandan beri HRP enzimi, biyoteknolojide ¢ok c¢esitli genis

uygulama alanlarinda degerli bir arag¢ haline gelmistir.

Peroksidazlarin genis bir izoenzim ailesi oldugu kabul edilmektedir.
Izoenzimler, aym biyokimyasal tepkimeyi Kkatalize eden, ancak aminoasit
dizilimlerindeki farklardan kaynaklanan belirgin fiziksel, kimyasal ve kinetik

ozelliklere sahip, ayn1 enzimin farkli molekiiler formlaridir.

Kromatogrofik tekniklerin gelistirilmesinden once, bitkilerde birden fazla
HRP formunun bulundugu bilinmektedir. Theorell iki farkli peroksidaz formunu
yaban turbu koklerinden izole etmistir. HRP I bazik 6zellikte ve diisiik karbonhidrat
icermektedir. HRP II ise notr ve yiiksek oranda glikolize edilmistir. Bu iki HRP
formu daha sonra tek bir formun modifikasyonlar1 olarak degil, izoenzimler olarak

taninmustir [12].

Bayir turbu (Armocia rusticana), esas olarak koklerinin besin degeri sebebi
ile diinyanin sicak bolgelerinde yetistirilen uzun Omiirlii bir bitkidir. Peroksidaz
enzimi  bu kokten elde edilmektedir [13]. Armoracia rusticana (bayir
turbu;* horseradish” bitkisi) nin antibiyotik 6zellik gosteren koku kalsiyum,
magnezyum, sodyum ve vitamin C icermektedir. Yaban turpu koklerinden elde
edilen peroksidaz (HRP) yeni kimyasal maddelerin sentezlenmesinde, taninma
testlerinde, biyo temizleme gibi uygulamalarda siklikla kullanilmaktadir. Horseradish
(yaban turbu) peroksidaz terimi genel olarak kullanildig1 halde bitkinin kok kisimlar
birka¢ tane farkli peroksidaz izoenzimi icermektedir. Bunlardan en yaygin olam1 C
izoenzimidir (HRP C) [14].

“Horseradish” Peroksidaz molekiiliinde ferriprotoporfirin (protohemin) iceren

bir haloenzimdir [15, 16].

Peroksidazlar H,0, ile Bilesik I, II ve IIl olmak tizere ti¢ farkli yapi

olusturmaktadir. HRP’nin genel ¢alisma mekanizmasi1 Sekil 2.1°de verildigi gibidir.



HRP-1 ve HRP-II, sirasiyla Bilesik I ve Bilesik II’ yi, AH ise indirgenen substrati
gostermektedir [17].

H,O, H,O AH Ae AH Ae +H,0

HRP Q HRP-| g HRP-1I g HRP

Sekil 2.1. HRP enziminin ¢alisma mekanizmasi

HRP’ nin enzimatik aktivitesi, hem grubunda bulunan demir atomunun
oksidasyon ve redliksiyonundan kaynaklanmaktadir. Uygun sartlarda HRP, H,0, ile
birleserek [HRP-H;0,] kompleksini olusturmaktadir. Olusan kompleks gesitli

elektron vericiler ile oksitlenmektedir.
HRP+H,0;, — [HRP-Hzoz]
[HRP-H,0,] + Substrat — Uriin + HRP + 2H,0

Peroksidaz reaksiyon dongiisiiniin birinci basamagini, saf peroksidazin
(HRP) ferrihem prostatik grubunun H,O, ile gergeklesen 2 elektron oksidasyonu
olusturmaktadir. Bu basamak oksiferil demir (Fe*=0) ve bir porfirin katyon radikali
iceren HRP-I bilesigi (demirin formal oksidasyon bdlgesi: V) formasyonu ile

sonuclanmaktadir.

Reaksiyonun ikinci basamaginda HRP-II  bilesiginin  sekillenmesi
gerceklesmektedir. Bu olay HRP-I bilesiginin elektron donorii AH ile bir elektron
rediiksiyonu sonucunda olusmaktadir. (Oksidasyon bolgesi 1V). Reaksiyonun son
basamaginda bir dnceki basamakta eklenen elektron AH’ dan ayrilir ve enzim tekrar

reaksiyonun baslangi¢ bolgesine doner [18].

HRP’ nin H,0; ile yiiksetgenmesi sonucu, enzimin aktif formu olan Bilesik |
ara 0rind olusmaktadir. Bilesik I, kromojenik substratin (6rnegin; o-dianisidin)

yuksetgenmesi sonucu Bilesik II formuna dontismektedir. Katalitik olarak enzimin
9



ikinci aktif formu olan Bilesik II ise, odianisidinin tekrar yikseltgenmesi sonunda
enzimin dogal formunu olusturmaktadir. Bilesik 11 enzimin inaktif formudur. Bu ise
yavas bir sekilde enzimin dogal formuna ya da bir elektron oksidasyonu ile Bilesik
I’e dontisebilmektedir (Sekil 2.2).

N——sN  HooH  H:O N \
/UFEI'”“ Fe +
Vs VNG SV, VA
AN !
- Y
\ .
Dogal HRP . .
o I. Bilesik
Nﬂ—r N
"o + A NE =N AH
AH N HY a
3
).
1I. Bilesik

Sekil 2.2. HRP mekanizmasi

2.6.1. Horseradish Peroxidase Enzimi Aktivite Olciimii

HRP aktivitesinin tespiti i¢in ¢ok sayida yontem gelistirilmistir. Horseradish
peroxidase enzimine 6zgl, H,O, dogal substrat olmasina ragmen, HRP aktivitesini
belirlemek igin kullanilan sayisiz indirgeme molekiili genellikle peroksidaz
substratlar1 olarak adlandiriimaktadir. Kolorimetrik ve florimetrik deneylerde birgok
kromojenik substrat kullanilabilmektedir. Bu substratlar, oksidasyondan sonra
spektrofotometrik olarak izlenebilen renkli bir iiriin olusturan hidrojen donoérleridir.
Tablo 2.2., HRP'nin en sik kullanilan substratlarindan bazilarin1 listelemektedir.
Hemen hemen biitiin fenol ve anilin tiirevleri (6rnegin, alkil, halo), HRP Bilesik I'i
dogal enzime indirgeyebilmektedir. HRP tarafindan katalizlenen diger reaksiyonlar,
151k yayillimmin meydana geldigi kemiliiminesans1 igermektedir. En yaygin
kemiliiminesan substratlar, luminol ve diger ilgili hidrazitlerdir. p-iyodofenol ve
luciferin  gibi  arttiricilar, genellikle 151k emisyonunu iyilestirmek igin

kullanilmaktadir [19].
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Tablo 2. 2. HRP i¢in yaygin substratlar

Substrat Kimyasal Adi Yontem
ABTS 2,20-Azino-di(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonate) | Spektrofotometrik
Gayakol 2-Methoxyphenol Spektrofotometrik
Pirogallol 1,2,3-Trihidroxybenzene Spektrofotometrik
Fenol Hydroxybenzene Spektrofotometrik
Katekol 1,2- Dihydroxybenzene Spektrofotometrik
4-AAP 4-Amino-2,3-dimethyl-1-phenyl-3-pyrazolinone | Spektrofotometrik
Luminol 3-Aminophthalhydrazide Fluorimetrik

HRP, c¢ok c¢esitli fenol tiirevlerinin oksidatif polimerlesmesini katalize
etmektedir. Ornegin, fenoliin polimerizasyonu, fenilen ve oksifenilen birimlerinden
olusan bir yapiya sahip ¢Oziiniir polimerler tretmektedir. HRP, hidrojen peroksit
varliginda, farkli aromatik substratlarin serbest radikallere, tipik olarak fenol

radikallerine, bir elektron oksidasyonunu katalitik olarak gergeklestirmektedir [20].

Gayakol, HRP Kkataliziyle oksidasyona tabi tutuldugunda, reaksiyon
karisiminin rengi kirmiziya donmektedir ve 470 nm dalga boyunda Olgtilmektedir
(Sekil 2.3).

H,C~Q O—CH,
- 0O O
HRP
a el
Gayakol
H,C-0 O—=CH,

Tetragayakol

Sekil 2.3. HRP enziminin gayakol substrati ile reaksiyonu

Pirogallol, HRP enzim aktivitesi 6l¢glimiinde, substrat olarak kullanilmaktadir.
Hidrojen peroksit varliginda purprogallin bilesigi olusturmakta ve 420 nm dalga
boyunda tayin edilmektedir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. HRP enziminin pirogallol ile reaksiyonu

ABTS, HRP enzim aktivitesi Olglimiinde, substrat olarak kullanilmaktadir.
Hidrojen peroksit varliginda yesil renkli ABTS radikal bilesigi olusturmakta ve 405
nm dalga boyunda tayin edilmektedir (Sekil 2.5).

M
|

/

ABTS ABTS™

M- - NE
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v

Sekil 2.5. HRP enziminin ABTS substrati ile reaksiyonu

2.6.2. Horseradish Peroxidase Enziminin Kullanim Alanlar:

Yaban turpu peroksidazi (HRP) tarafindan suda ve suyla karisabilen organik
gozucllerde yurutulen fenollerin ve aromatik aminlerin oksidatif polimerizasyonu,
yeni tip aromatik polimerlere yol acabilmektedir. HRP'nin bdlgeye yonelik
mutajenezi, arilmetilsiilfit oksidasyonlarinin enantioselektivitesini gelistirmek igin
kullanilmistir. Peroksidaz, toprak detoksifikasyon potansiyeline sahipken, HRP, soya
fasulyesi ve salgam peroksidazlar fenoller, kresoller ve klorlu fenollerle kirlenmis
attk suyun biyolojik olarak aritilmasi i¢in uygulanmistir. Peroksidaz bazh
biyosensorler, hidrojen peroksit Ureten enzim ile birlikte immobilize edilirken,
glikoz, alkoller, glutamat ve kolin tayini i¢in kullanilabilirken, hidrojen peroksit ve
organik hidroperoksitlerin tayininde analitik sistemlerde kullanildigin1 bulmuslardir.
Peroksidaz, Urik asit, glukoz, kolesterol, laktoz ve benzeri bilesiklerin miktarlarin
analizi gibi teshis kitlerinde pratik analitik uygulamalar i¢in de kullanilmistir.
Peroksidaz kulanimi, enzim baglantili immiinorbent tahlili (ELISA) testleri

toksinleri, patojenleri, mesane ve prostatta kanser riskini ve diger birgok analiti tespit
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etmenin basit ve glivenilir bir yoludur. Yonlendirilmis evrim yontemleri, stabilite
problemlerinin tistesinden gelmek ve 1s1l direnci arttirmak igin farkli kaynaklardan
bitki peroksidazlarinin yeni katalizor formlarini olusturmak igin degerli bir alternatif

gibi gorinmektedir.

2.7. Enzim immobilizasyonu

Bir enzim olarak nispeten pahali bir katalizoriin kullanilmasi, birgok
durumda, ekonomik olarak uygulanabilir olmas1 i¢in geri kazanilmasini ve yeniden
kullanilmas1 gerektirmektedir. Dahasi, hareketsiz bir enzimin kullanilmasi, reaktoriin
tasarimin1 ve reaksiyonun kontroliinii biiyiik Olgiide basitlestirmeye izin verir:
enzimin filtrelenmesi reaksiyonu durdurur. immobilizasyon genellikle bir enzimin
endiistriyel bir biyokatalizor olarak kullanilmasi igin bir gerekliliktir ve bu
biyokatalizorlerin ¢ozinlrlik problemine en basit ¢ozumdir. Enzimlerin serbest
veya ¢Oziinebilir formda kullanilmasi, diger faktorlerin yani sira diisiik isletme
kararliligi, yiiksek fiyatlar, enzimin tekrar kullaniminin ve {irin geri kazaniminin
imkansizlig ile ilgili problemler sunmaktadir. Bu dezavantajlar, enzimatik drunlerin
ticarilesmesini engellemektedir, ancak farkli enzim immobilizasyon teknikleri
kullanildiginda bu dezavantajlar en aza indirilebilmektedir [21]. Immobilizasyon,
biyokatalizoriin ¢oziinmeyen bir kat1 destek igerisine hapsolmasindan olusur ve
serbest enzimlerin kullanimina kiyasla bazi avantajlar sunmaktadir [22]. Enzim
immobilizasyonuyla elde edilen faydalar arasinda operasyonel stabilite artisi,
urtinlerin ve biyokatalizorlerin ayrilmasinda kolaylik, siirekli enzimatik islemlerin
uygulanmast enzimlerin geri kazanilmasi ve yeniden kullanilmasi olasiligi,
operasyonel maliyetlerin azalmasi ve {iriin akisinda biyokatalizériin bulunmamasi

gosterilmektedir [23,24].

CoOzunmeyen destek matrisleri kullanilarak yapilan enzim immobilizasyonu,
kullanom  kolayligi, enzimlerin bir reaksiyon karisimindan ayrilmasim
kolaylastirmasi, daha yiiksek stabilite ve tekrar kullanilabilirligi, ara yiizlerle
etkilesimlerin 6nlenmesi, ¢ok noktali kovalent baglanma yoluyla katilagma, alt birim
ayrigmasinin Onlenmesi, gelistirilmis etkinlik nedeniyle pratik uygulamalar igin
avantajhidir. Segicilik, 6zgiilliikk, inhibisyonlara karsi diren¢ ve hatta gelismis bir

saflik kazanmaktadirlar.
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2.8. Enzim Immobilizasyon Yontemleri

Enzimin fiziksel olarak sinirlanmasi, biyokatalizér ile segilen tasiyici
arasindaki farkli etkilesimler veya kendi kendine toplanma ile gelistirilebilmektedir.
Farkli immobilizasyon tekniklerinin ana avantajlari ve zayif yonleri Tablo 2.3’te

gosterilmektedir.

Tablo 2. 3. Farkli Enzim immobilizasyon Tekniklerinin Temel Ozellikleri

Teknikler Ozellikleri

Baglama Allosterik enzimler icin avantajlidir. Enzim ve
tirevlendirilmis koenzim tasiyici ylizeyde tutulabilir.

Dezavantaj: kaymaya duyarlidir.

Kovalent Artan stabilite ve enzim geri doniisiimii vardir.
Sterik engelli problemler goriilebilmektedir. Belirli bir

stirece uyarlanabilir.

Kovalent Olmayan Basit teknik ve tasiyicinin kolay kurtarilmasi.
Yuksek immobilizasyon verimi. Dezavantaji: enzim
aktivitesi ¢evreye bagimlidir, zayif enzim geri

doniistimii vardir.

Kapstulleme Enzim izole edilir ve matris icindeki ortamdan
korunur. Dezavantaj: substrat / iirlinler i¢in yaymim

bariyerleri.

Mikro kapsulleme Enzim, reaksiyonun ayni ortaminda olabilir
(substrat / iirlinlerin fiziksel durumunda bir degisiklik
olmaz). Dezavantaj: tastyict bariyeri nedeniyle substrat

etkilesimi zordur.

Tutuklama Her bir enzim molekiili matriste dagilir.
Dezavantaj:  fazlar arast enzim /  substratta

gerceklestirilen kataliz gorilmektedir.

Capraz baglanmig Koti mekanik ozellikler ve ciddi kitle transfer

enzimler sinirlamalari.

Capraz  baghh  enzim Sert gevre kosullar1 altinda yiiksek stabilite ve

kristalleri aktivite. Dezavantajlari: yiiksek is gilici ve teknik
beceriler.
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Kovalent enzim immobilizasyonu, enzimin ve matrisin mevcut kalintilarina
spesifik olan veya spesifik olmayan c¢ift fonksiyonlu ajanlarin kimyasal reaksiyonu
ile gergeklestirilmektedir [25]. Ylksek verimli enzim immobilizasyonu, biyokataliz
reaksiyonunda amino asitlere ¢cok noktadan yapisarak gergeklestirilebilmektedir. Ek
olarak, enzim ve tasiyicit arasindaki bir ara parganin varligi, reaksiyon sirasinda
biyokatalizoriin dinamik dogasi nedeniyle enzimatik aktiviteyi arttirmaktadir. Bu
teknigin dezavantajlari, enzim yapisinin zayif bilgisi, kalintt ve toksik reaktifleri

ortadan kaldirmak i¢in ilave aritma prosediirleri uygulanmasidir.

Enzimin matris ylizeyine kovalent olmayan baglanmasi, kisa vadeli (diisiik
enerji) etkilesimler (6rnegin, van der Waals, dipol etkilesimleri, London kuvvetleri,

vb.) veya yiiksek enerjili ( 6rnegin iyonik ) etkilesimlerdir.

Iyonik Baglama, iyon degistirme yetenegine sahip suda c¢dziinmeyen
tagtyicilara enzimin iyonik baglanmasi temeline dayanir. Bazi durumlarda iyonik
baglama yaninda fiziksel adsorpsiyon da etkili olmaktadir. Iyonik baglama ¢ok
yumusak kosullarda ger¢eklestiginden enzimin konformasyonunda ve aktif merkezde
degisiklige neden olmaz. Ancak enzim ile tastyici arasindaki bag kovalent bag kadar

giiclii olmadigindan enzim kagis1 s6z konusudur [26,27].

Biyospesifik baglama yonteminde, enzimler ile antikorlar ve lektinler
arasindaki biyospesifik etkilesimden yararlanarak enzim immobilize edilebilir.

Lektinler spesifik karbonhidrat artiklarini igeren enzimlere kuvvetlice baglanirlar.

Adsorpsiyon, enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en basit
yontemdir. YOntem yuzey aktif, suda ¢oziinmeyen bir adsorbanin enzim ¢ozeltisi ile
karistirilmasi ve enzimin asirisinin iyice yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanir.

Enzimin tasiyiciya baglanmasinda etkin olan Van der Waals kuvvetleridir.
Selat Baglama: Bu yontemde, destek katisinin yiizeyini aktiflestirmek ve

enzimi destek materyaline baglamak igin gecis elementleri Titan(IIl), Titan(IV),
Zirkonyum(IV) kullanilmaktadir.
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Tutuklama yoénteminde, enzim molekull belirli bir mekanda durmaya
zorlanmaktadir. Enzim bulundugu cevreden disariya c¢ikamamaktadir. Bu islem
polimer matriks igindeki kafeslerde gergeklestirilebilecegi gibi yar1 gegirgen
membranlar iginde mikrokapsiilleme ve miseller ile de gerceklestirilebilmektedir. Bu
yontemi, kovalent baglama ve capraz baglama ile immobilizasyondan ayiran en
onemli 6zellik enzim molekilinin fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir
tastyictya baglanmamis olmasidir. Tutuklama ydntemi; polimer matrikste tutuklama,

mikrokapsulleme, lipozom teknigi olmak {izere lige ayrilmaktadir.

Enzim kapsiillemesi, boyutlara bagl olarak, mikro veya nano kapsiilleme ad1
verilen kiglk kapsullere biyokatalizorin dahil edilmesini icermektedir. Kapstlleme
bircok avantaja sahiptir, ¢linkii ¢ogu durumda birka¢ asama ve kapsamli aritma
prosedurleri gerektirmez. Mikro veya nano-kapsulleme, enzimin bir depo olarak
etkisiz bir materyal icine yerlestirildigi ve proteini dis ortamdan koruyan bir yap1
kullanilarak gelistirilebilir. Bu teknik, ila¢ endiistrisinde ila¢ dagitimi i¢in yaygin

olarak kullanilmaktadir.

Polimer matrikste tutuklama yontemi, yliksek derecede capraz bagl bir
polimerin enzim ¢ozeltisi iginde olusturulmast temeline dayanmaktadir.
Polimerlesme sonucu enzim molekiilleri ¢apraz bag aglar1 arasinda tutuklanmakta ve
boylece ana c¢ozeltiye gecmeleri engellenmektedir. Bu amacla en ¢ok kullanilan

polimer N,N’- metilenbisakrilamid ile ¢apraz baglanmis poliakrilamiddir.

Gozlnur formda immobilizasyon yontemi enzimin herhangi bir destekle
fiziksel veya kimyasal etkilesiminden ¢ok yar1 gegirgen bir zarla ¢evrelendigi ve
enzime genis bir hareket alaninin saglandigr bir yOntemdir. Yar1 gecirgen ozellik
gosteren oyuk elyaf membranlar1 ve ultrafiltrasyon membranlarin  kullanimi
enzimlerin  ¢6zunir formda immobilizasyon yodntemlerinden  biridir. Bu
immobilizasyon yontemi higbir kimyasal bilesigin veya teknigin kullanilmasinin
gerekmedigi son derece kolay bir yontemdir. Oyuk elyaf membranlar ile
ultrafilrasyon membranlar1 enzimi gegirmezken substrat ve {iiriniin gegisine izin
verir. Enzim tasiyiciya herhangi bir bélgesinden baglanmadigi icin molekiler
geometrisi, esnekligi ve dolayisiyla katalitik etkinligi degismez, ancak substratin

membrandan gecip enzime ulagsmasinda kisitlamalar bu yontemin en 0Onemli
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dezavantajlarindan birini olusturur. Substrat molekiili ne kadar kiglkse
membrandan gecisi o denli kolay olacagindan enzimin etkinligi de o oranda

artacaktir.

2.9. Enzim iImmobilizasyonunda Kullamlan Tasiyicilar

Enzimlerin tasiyicilar iizerinde immobilizasyonu, ¢esitli kimyasal ve fiziksel
yontemler kullanilarak gercgeklestirilebilmektedir. Protein immobilizasyonu igin
onerilen birgok yontem arasinda, en 6nemli ve faydali olan yontem adsorpsiyon ile
immobilizasyondur. Adsorpsiyon metodu, van der Waals kuvvetlerini, iyonik
etkilesimleri ve hidrojen bagini igeren tasiyict ve enzim arasinda olusan fiziksel
etkilesimlerden yararlanmaktadir. Baglanma oldukca zayif etkilesimdir ve 6nemli
olarak enzimin dogal yapisimi degistirmemektedir.. Bu, enzimin aktif bolgelerinin
inhibe edilmesini 6nlemekte ve enzimin aktivitesini korumasina izin vermektedir.
Ozellikle, enzim adsorpsiyonu i¢in herhangi bir tastyict uygulanabilir, ancak her
enzim tiim tasiyicilar tizerinde immobilize edilememektedir. Bunun nedeni, enzimin
basariyla adsorpsiyonunun gergeklesmesi igin, enzim tasiyici afinitesinin uyumlu
oldugu kosullarin saglanmasidir. Bu, enzim-tasiyici etkilesimlerinin olugmasini

saglayan tasiyici lizerindeki spesifik aktif gruplarin varlig: ile mimkindur [28].

Enzim immobilizasyonu igin uygun tasiyict segim Kriterleri sunlardan
olusmaktadir; spesifik kosullarda maliyet, bulunabilirlik, stabilite (veya gerekirse
reaktivite) ve tastyicinin tipidir. Dikkate alinmasi gereken tastyicinin fizikokimyasal
parametreleri ise sunlar olusmaktadir: yiizey alani, yap1 biiytikliigi, gézenekli yapisi
ve ylizeyde mevcut fonksiyonel gruplarin tipidir. Enzim adsorpsiyonu i¢in kullanilan

tipik tasiyicilarin genel bir siniflandirmasi, Tablo 2.4'te gosterilmektedir.
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Tablo 2. 4. Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasicilarin siniflandirilmasi

Enzim
Tasiyicilar
Gozlnur C6zlinmez
Formda Formda
Olanlar Olanlar
e N | |
Oraanik Inorganik
COzundr dekstran gl
Polivinilalkol ! '
o _ i 5 s N
Polioksietilenglikol Sentetik Dogal
N J Silika
Silika jel
Metal oksitler
Kitosan Hidroksiapatit
Poliakrilamid Kitin
. N\ J
Poliuretan Nisasta
Polipropilen Aljinat
Polistiren Kollojen
Silikon Seliloz
fyon degistirici Agar
recineler
Epoksi —
recineleri

Enzimlerin adsorpsiyonla immobilize edilmesi i¢in diisiiniilen ve calisilan
materyallerin sunumu, ¢esitlerinin zengin oldugunu gostermektedir. Belirli bir
biyotransformasyonun sartlarini en iyi sekilde saglamak ic¢in farkli boyutlardaki
boncuklar, membranlar, kapsiiller, siingerler olarak yapilandirilabilen organik ve

inorganik, dogal ve sentetik materyaller kullanilmaktadir.
Son yillarda yapilan c¢alismalarda bu yontemlere benzer bir immobilizasyon

yontemi kullanilmaktadir. Bu yodntem protein inorganik hibrit nano yapilar

olusturmaktadir.
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2.9.1. Nano Hibrit Yapilar

Son zamanlarda, geleneksel yontemlerin sinirlarinin iistesinden gelmek igin
hibrit nano malzemelerin kolay ve glvenli sentezi igin yeni bir yaklagim
gelistirilmistir [29]. Nano malzemeyi, metal iyon c¢0Ozeltisine protein ekleyerek
kolayca iiretmek miimkiin oldugundan, bu sentetik yontem herhangi bir toksik
element veya asir1 sert kosullar gerektirmemektedir. Bu nedenle, sentezde yer alan
organik madde, immobilize edilmis enzimin aktivitesini korumak i¢in diger

geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda daha az manipiilasyona tabi tutulmaktadir.

Bu islemle Uretilen gicek benzeri hibrit nano malzemeler “organik-inorganik
hibrit nanogicekler” veya “hibrit nanogicekler” olarak adlandirilmaktadir. Sentez
mekanizmalari, fiziksel Ozellikleri, protein aktiviteleri, stabiliteleri ve tekrar
kullanilabilirlikleri yogun bir sekilde incelenmistir ve su ana kadar bu tiirler serbest
enzimlerden o©nemli Olgude daha iyi Ozellikler sergiledigi tespit edilmistir.
Nanogigeklerin protein komplekslerinde, ilaglarda ve serolojik calismalarda in vivo

olarak uygulanmasinin uygulanabilirligi de bir arastirma konusudur [30,31].

Hibrit organik-inorganik nanocgicegin sentez mekanizmasi ii¢ asamadan
olusmaktadir. Ik olusum basamaginda, fosfat metalinin [M3(POy),, (M:Cu,Ca,Mn)]
kristallesmesi yapilanmaktadir. Bu basamakta, organik molekiller (protein, DNA,
enzim) metal iyonlari (Cu2+, ca**, Mn2+) ile kompleks sekilde protein temelli amid
gruplar yolu ile baslica koordinasyonu saglamaktadir. Bu kompleksler, birincil
kristallerin ¢ekirdeklenmesi igin bir konum saglamaktadir. Ikinci biiyiime
basamaginda, metal-potein kristallerin ikinci biiylime asamasinda, metal-protein
kristaller protein molekiilleri ile bir araya gelerek kiimelenirler ve ilk ci¢cek yapragi
sekillenir. Yiizey kaynakli metal fosfat kristalinin biiyiimesi kinetik olarak kontrol
edilir, baglangigta goriinen yapraklar ¢icek seklinin olusumuna sebep olur bu
yigilmanin nedeni Cu®* ve diger metallerin baglanma bélgeleridir. Son asamada ise
biiylime ¢igek benzeri yapinin olusumuna sebep olmaktadir. Bu biiylime esnasinda,
protein, yapraklar i¢in iskelet olusturur ve yapraklar1 birbirine baglamak igin
yapistirict bir tutkal gibi gérev gormektedir. Ortamda protein olmadig1 zaman biiyiik

kristaller meydana gelir fakat nanogigek yapilar olusmamaktadir [32,33].

19



Hibrit nanocigeklerin boyutu protein konsantrasyonuna bagli olarak
degismekle birlikte, varyasyon araligi simirhidir (yaklasik £3 um). Optimize edilmis
verilerin ortalama boyutuna dayanarak, nanogigekler 2 ila 30 um arasinda degisirler
ve gozenek boyutu yaklasik 0.1 um'dir. Bu sentezlenen ¢igek seklindeki hibrit yapilar
mikrometre Ol¢ekte olmalarma ragmen, bunlarin nano boyuttaki yapraklardan

meydana gelmelerinden dolayr “nanogigek” olarak adlandirilmiglardir.

2.9.1.1. Nano Hibrit Yapilarin Biyokataliz Ozellikleri

Enzimler, ortam sicakliklarinda kemo-, rejim- enantioselektif ve duyarlilik
gibi iyi potansiyele sahip ylksek verimli biyokatalitik ajanlar olarak kabul
edilmektedir. Ancak enzimlerin ¢ogu, diisikk aktivite ve stabilite gibi bir¢cok
kisithiliklara sahiptir. Yetersiz katalitik 6zellikler, endiistriyel islemler i¢in minimum
teknik performans, daha yiiksek inhibisyon seviyesi, diisiik direng ve tekrar
kullanilabilirligin kisith olmasi biiyiik bir problemdir. Tiim bu sinirlamalar arasinda,
enzimlerin kisitli stabiliteleri, endustriyel ve biyoteknolojik uygulamalar icin en
onemli teknik zorluklardir. Enzimlerin endiistriyel kullanimini1 engelleyen bu tiir
yetersizliklere immobilizasyon teknolojisi ve ek faydalar ile biyo-kataliz i¢in ¢6zim
odakli bir yaklasim gelistirilmistir. Coziinmeyen destek matrisleri kullanilarak
yapilan enzim immobilizasyonu, kullanim kolayligi, enzimlerin bir reaksiyon
karistmindan ayrilmasim1  kolaylastirmasi, daha yiiksek stabilite ve tekrar
kullanilabilirligi, ara yuzeylerle etkilesimlerin 6nlenmesi, ¢ok noktali kovalent
baglanma yoluyla katilagma, alt birim ayrigmasinin 6nlenmesi, gelistirilmis etkinlik
nedeniyle pratik uygulamalar i¢in avantajhidir secicilik, 0zgiilliik, inhibisyonlara

kars1 direng ve hatta geligsmis bir saflik sunmaktadir.

2.9.1.2. Nano Hibrit Yapilarin Biyosensorlerde Kullanim

Enzim yapili hibrit nanogigekleri alanindaki son gelismeler, biyosensorler vb.
gibi biyosensor cihazlarima uygulanan bakis acilarint ve limitlerini yeniden
tamimlamak i¢in yeni potansiyeller sunmaktadir. [UPAC'a (Uluslararasi Saf ve
Uygulamali Kimya Birligi) gore, biyosensor “izole edilmis enzimlerin, immdiin
sistemlerin, dokularin, organellerin veya tiim hiicrelerin genellikle elektrik ile
kimyasal bilesiklerin tespit edilmesinde aracilik ettigi spesifik biyokimyasal
reaksiyonlar1 kullanan bir cihaz’’ olarak tanimlanmaktadir. Bir biyosensor cihazinda,

tamima islemleri biyokimyasal mekanizmalarin kullanilmasina dayanmaktadir.
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Biyosensorler, belirli biyolojik aktiviteyi o6lgllebilir bir sinyale ceviren yuksek
hassasiyetli dedektor cihazlaridir. Biyosensor uygulama bakis agisina gore, birkag

protein ve metal iyonlar1 bazli hibrit protein inorganik nanogigekler gelistirilmistir.

2.9.1.3. Nano Hibrit Yapilarin Cevre Kirliliginde Kullamimlari

Cogu durumda, endiistriyel atik sular (tehlikeli boyalar veya atik atik igeren
boyalar), su kutlelerine bosaltilmaktadir. Bu kontrol veya kontrol disi1 bosaltilma,
sirasiyla bitkiler, suda yasayan hayvanlar ve insanlar dahil canli organizmalar igin
ciddi problemler dogurmaktadir. Literatlirdeki kanitlara dayanarak, bu endiistriyel
atiklar, sentetik kokenleri ve karmasik aromatik molekiiler yapilari nedeniyle
muamele edilmesinin zor oldugu karsinojenik aromatik aminler, boyalar, organik ve
inorganik maddeler igerir. Sentetik boyalarm su ve atik sudan ¢evre tizerindeki
etkilerini azaltmak ve uzaklastirilmasini saglamak i¢in ¢ok gesitli yontemler
gelistirilmistir ve i¢ ana kategoriye ayrilmistir. Bunlar (1) fiziksel, (2) kimyasal ve

(3) biyolojik aritma yontemleridir.

Her (¢ kategoride de mikroorganizma ve enzim sistemlerine dayali biyolojik
yontemler ¢cok dikkat ¢cekmis ve cevreye en az zararli yontem olarak kabul edilmistir.
Bu nedenle, enzim bazli katalitik sistemler, yiiksek katalitik / ariza etkinligi, ¢ok
amacgh islevsellik, daha az veya hi¢ yan etki, genel maliyetleri, koruma 6nlemi

adimlar1 ve en dnemlisi ¢evre dostu ¢alisma kosullar1 sebebiyle 6zel ilgi gormektedir.

Immobilize edilmis formda enzimler, daha kolay iyilesme ve ¢oklu yeniden

kullanim saglayan cevresel degisikliklere kars1 daha saglam ve daha direnclidir.

2.10. Boyar Maddeler

Tekstil boyalar1 ve diger endiistriyel boyalar, artan ¢evresel tehlikeyi temsil
eden en biiyiik organik bilesikler grubunu olusturmaktadir. Diinya tretimindeki boya
kullanimmin yaklasik %1-20'si boyama islemi sirasinda kaybolmakta ve tekstil
atiklarinda serbest kalmaktadir. Boyali atik sularin g¢evreye birakilmasi, saglikli
olmayan bir kirlilik ve o6trofikasyonun o6nemli bir sebebidir ve atik su fazinda
meydana gelen oksidasyon, hidroliz veya diger kimyasal reaksiyonlar yoluyla

tehlikeli yan Grlnlerden olusturmaktadir [34,35].
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Peroksidaz enzimi, ¢ok sayida aromatik yapinin oksidasyonunu hidrojen
peroksit varliginda katalize eden bir enzimdir. Enzim tiim yiksek yapili bitkilerde
tanimlanmistir. Bitki peroksidazlari hiicrede her yerde ve cesitli izoformlarda
bulunmaktadir. Hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek ¢ok cesitli substratlarin
oksidasyonunu katalize etme yetenekleri vardir. Peroksidazlar, ¢okeltme veya diger
tiriinlere doniisim yoluyla belirli kirletici maddeler {lizerinde etkili olabilmekte ve
cesitli desteklere enzim immobilizasyonu yoluyla enzim maliyetinde bir azalma da

gerceklestirmektedir [36].

HRP' nin (EC: 1.11.1.7) H,0, varliginda boyalarin yani sira fenoller, anilinler
gibi boyalar gibi genis bir aromatik bilesikleri de bozdugu bilinmektedir. Enzim,
goreceli olarak yiksek termal stabiliteye ve genel dagilima sahiptir [37].
Peroksidazlar, serbest radikal bilesiklerin {iretilmesi ve ardindan kendiliginden
polimerizasyonun etkisiyle hareket eder, polimerler daha sonra sulu fazdan yeniden
ayrilabilmektedir. Atik suyun aritilmasi i¢in immobilize edilmis HRP kullanimi,

uzun Omdir, stabilite ve yeniden kullanilabilirlik gibi avantajlara sahiptir [38].

2.10.1 Amarant Boyar Maddesi

Sentetik bir azo boyasi olan Amaranth (Sekil 2.3), alkolsiz icecekler, kek
karisimlari, dondurmalar, tahillar, saraplar, salata soslar1 ve kahve de dahil olmak
iizere kirmizimsi veya kahverengimsi renkli yiyeceklerde yaygin olarak
kullanilmaktadir [39]. Amaranth, insan viicudunda bazi ilaglarla (6rnegin, aspirin)
temas ettiginde hassas kisilerde alerjik reaksiyonlara sebep olabilmektedir [40].
Dahasi, azot (N= N) fonksiyonel gruplar1 ve aromatik halka yapisini igeren,
sindirilebilir sentetik azo boyalarin, aromatik aminler halinde indirgenmis bir sekilde
boliindiigiinii ve birgok aromatik aminin toksik, mutajenik ve karsinojenik oldugu

bilinmektedir [41]. Amaranth boyas1 520 nm’de max absorbsiyon piki vermektedir.
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Sekil 2.6. Amarant molekiil yapisi

2.10.2. Tartrazin Boyar Maddesi

E102 veya FD&C Sar1 5 veya C.I olarak bilinen tartrazine, gida boyasi
olarak kullanilan sentetik limon sarisi renginde bir azo boyadir. Kémiir katranindan
elde edilmektedir. Suda c¢ozinlr ve esas olarak trisodyum 5-hidroksi-1-(4-

stlfonatofenil) -4- (4-sulfonatofenilazo) -H-pirazol 3-karboksilattir.

Pek ¢ok driin gurubunda; pamuk sekeri, alkolsiiz igecekler, aromali cipsler
tahillar (misir gevregi, miisli vb.), kek karisimlari, gorbalar, soslar, sakiz, badem
ezmesi, regel ve jole, baz1 gida iriinii olmayan firtinlerde; sabunlar, kozmetikler,
sampuanlar ve diger sa¢ Uriinleri gibi giinliik hayatta sik¢a kullandigimiz iirlinlerde

tartrazin mevcuttur [42].

Na0,S

Sekil 2.7. Tartrazine molekiil yapisi

23



2.10.3. Kristal Viole Boyar Maddesi

Sentetik bazik bir katyonik boya olan kristal violet sulu c¢ozeltilerde mor
menekse rengi vermektedir. tekstil boyama endustrisinde, biyolojik bakteri,
dermatolojik ajan, veteriner hekimligi, zararli bakterilerin ¢ogalmasini engellemek
icin kanatli yemlerine katki maddesi olarak yaygin sekilde kullanilan tipik bir
trifenilmetan boyadir. Kristal violet boyas1; toksik, mutajen, mitotik zehirli madde ve

onaylanmus gii¢lii kanserojendir [43].

HgﬂhthHa

Sk

o T O

CH3 CHs

Sekil 2.8. Kristal violet molekiil yapisi

2.11. Fenolik Bilesikler

Fenoller (CgHsOH), aromatik bilesikler arasinda en Onemli organik
bilesiklerdir ve benzenin hidroksil tlrevleri olarak isimlendirilmektedir. Fenol
endiistriyel atiksularda, dogal sularda ve igme suyu temini amaciyla kullanilan
sularda bulunabilmektedir. Bu gibi sularin klorlanmasi kokulu ve hos olmayan tatta
klorofenollerin olusmasina neden olmaktadir.

Fenolik bilesikler, odun ve komiir damitilmasindan, yag rafinerilerinden,
kimyasal isletmelerden, insan ve hayvan atiklarindan olugmaktadir. Fenolik atik
bilesikler degisen miktarlarda bir, iki yada daha fazla sayida hidroksil grubunda
bulunan fenolleri, aldehitleri, ketonlar1, alkolleri, organik asitleri, karbondioksit ve

amonyak gibi gazlari, siyaniirleri igermektedir.

Fenol ve tiirevleri biiyiik oOlgiide yiikseltgenebilir olduklarindan sudaki
¢cozlinmiis oksijeni alarak suyun oksijenini azaltirlar. Fenolli sular ozellikle

klorlandiktan sonra su canlilarina dogrudan dogruya zehirleyici olarak etki ederler ve
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toksik dozlarin ¢ok asagisinda dahi baliklarin yenen etlerinde istenilmeyen kokularin
olugsmasina neden olurlar. Sularda ve endiistriyel atiksularda fenol ve tlirevlerinin

miktarlariin kesin olarak saptanmalar1 gerekmektedir.

Fenoller, aromatik hidroksil bilesikleri olup hidroksil grubu dogrudan
dogruya benzen halkasina baglhdir. Benzen halkasinda yalniz bir hidroksil gurubu
bulunan en basit bilesige ‘fenol’ denir. Karisik yapili fenoller ya ana madde olarak
fenoll icerirler (0-, m-, p- klor fenoller gibi) veya baska tip bir bilesigin oksi

tirevleridir.

2.11.1. Fenolik Bilesik Tayininde Kullanilan Yontemler

Fenol tayini igin Onerilen t¢ yontemden ikisi 4-amino antipirin klorometrik
yontemi olup, orto ve meta bilesenli fenolleri belirlemeye yaramaktadir. 4-amino
antipirin yontemi ile alkil, aril, nitro, benzoil, nitroso veya aldehit guruplarinin yer
degistirdigi para-bilesikli fenoller tayin edilememektedir. Fenol tayini igin Gglncu

yontem, sulu ortamda gaz-sivi kromatografisi teknigidir.

4- amino antipirin yontemi iki sekilde uygulanir. Birinci yontem ¢ok yiiksek
hassasiyete sahip olup 1mg/L den daha az fenol iceren su numunelerine
uygulanmaktadir. Bu yontemde renk gelisimi sulu olmayan ¢ozeltide olur. Dogrudan
fotometrik yontem olarak isimlendirilen ikinci yontemde ise renk gelisimi sulu
¢ozeltide olur. Bir su numunesinde bulunan cesitli fenolik bilesiklerin relatif
miktarin1 bulmak miimkiin degildir. Bu nedenle su numunesinde bulunan fenolik
bilesikler ‘fenol’ olarak tanimlanir ve numunede mevcut fenolik bilesiklerin
minimum konsantrasyonunu ifade eder. Gaz-sivi kromatografisi yontemi 1 mg/L den

daha fazla konsantrasyonda fenol bilesikleri igeren numunelerde kullanilir.

2.11.2. Fenolik Bilesiklerin Kullanim Alanlar

Plastiklerin en onemli bilesenlerinden olan fenoller, en ¢ok fenolik regine
tiretiminde, kauguk igleme, izolasyon ve yiiksek siirtiinmeye dayanikli malzemelerin
uretiminde kullanilmaktadir. Fenoller ayrica ilag, boya ve pestisitlerde de ham madde

olarak kullanilmaktadir.
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Klorofenoller ise benzen halkasina bagli bir ya da daha fazla klor i¢eren fenol
yapisindaki renksiz, zayif asidik ve zehirli organik bilesiklerdir. Bakteri, bdcek ve
zararl ot dldiriicii olarak kullanilan bu bilesiklerin biiyiik bir boliimii fenoliin klorla

tepkimeye girmesiyle bazilar1 da poliklorlu benzenin hidrolizi ile elde edilmektedir.

Endiistriyel atiksularda fenol ve tiirevlerine sik¢a rastlanmaktadir. Ozellikle
komiir isletmelerinin komiir destilasyon ve organik sentezlerin atik akimlar1 bol
miktarda fenol ve tiirevlerinin kirliligini icermektedir. Fenolik bilesikler ayrica kagit
hamuru ve kagit agartma tesisleri, recine, pestisit, boya ¢0Oziicii endiistrileri

atiksularinda yer almaktadir.

2.12. Tezin Amaci

Son birkag¢ yildir farkli bir immobilizasyon yontemi olarak enzim-inorganik
hibrit nano yapilarin (nanoflowers, HNF) sentezi ile enzimlerin kararliliginin ve
aktivitesinin serbest enzimlere ve diger immobilizasyon tekniklerine gore biylik
Olciide stabil oldugu tespit edilmistir. Bu calismada, organik kisim olarak yaban
turbu peroksidaz (HRP) enzimi ve inorganik kisim olarak CuSQ04.5H,0 kullanilarak
CuNF-HRP, CaCl,.2H,0 kullanilarak CaNF-HRP ve Mn(11)SO4.H,O kullanilarak
MnNF-HRP yapilarinin sentezlenmesi, bu yapilarin stabilitelerini kiyaslamak i¢in
GA maddesi ile ¢apraz baglanmasi, yiliksek katalitik aktivite ve kararliliga sahip

morfolojilerinin tespit edilmesi ve 6zelliklerinin karakterize edilmesi amaglanmaistir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyal

Yapilan deneysel c¢alismalarda kullanilan kimyasallar, asetik asit,
glutaraldehit, toz formda horseradish (77332, ~150 U/mg. E.C: 1.11.1.7) ’den
saflastiritlmis peroksidaz, %30 hidrojen peroksit (H,O,), dipotasyum hidrojenfosfat
(K2HPOy,), 4-metil katekol, gallik asit, fenol, potasyum dihidrojenfosfat (KH,POy,),
[2,2°—azino-bis-3-etilbenzothiazoline-6- sulfonik asit], etanol (%99), comassie
Brillant Blue G-250, sigir serum albiimin, sodyum Klorir, potasyum klorur (KCI),
gayakol, pirogallol, katekol, tirozin, 4-aminoantipirin, bakir siilfat penta hidrat,
kalsiyum klortr dihidrat, mangan (II) stlfat monohidrat, sodyum asetat, Tris
(hidroksimetil) aminometan, hidrojen klortr (HCI), sodyum hidroksit (NaOH),
sulfurik asit (H2SO,), FeCl,.H,0, FeCl3.6H,0), amonyak (NHs).

Deneysel calismalarda kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta olup

Merck (Darmstadt, Germany) ve Sigma-Aldrich (USA) firmalarindan saglanmistir.

Arastirmada kullanilan ara¢ ve geregler; UV-vis spektrofotometre (Perkin

Elmer), pH metre, manyetik karistirici, inkiibator, analitik terazi, otomatik pipet.

Kullanilan ¢ozeltiler:

Glutaraldehit Cozeltisi: %0,1’ liik gluteraldehit ¢dzeltisi 100 mM pH 6,0

fosfat tamponunda hazirlandi.

H20,: %30 luk hidrojen peroksitten istenilen derisimde hazirlandi.

Gayakol (45mM): Bir miktar gayakol maddesi pH 6,0 fosfat tamponu ile son
hacmi 50 mL olacak sekilde hazirlandi.

Pirogallol (%5°1lik): 5 gram pirogallol maddesi son hacmi 100 mL’ ye denk
gelecek sekilde, pH 6,0 fosfat tampon ile hazirlandi.
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ABTS (9 mM): 0,05 gram ABTS, 10 mL pH 6,0 fosfat tampon icerisinde

hazirlandi.

PBS tampon (pH 7,4): 8 gram NaCl, 0,2 gram KCI, 0,24 gram KH,PO, ve
1,74 gram K;HPO,4 800 mL saf suda ¢6ziildii ve son hacim 1 L’ye tamamlandi.

50 mM Asetat Tamponu (pH 4,0 ve pH 5,0): 50 mM sodyum asetat ve 50

mM asetik asit ¢ozeltileri ile ayr1 pH degerlerinde hazirlandi.

50 mM Fosfat Tamponu (pH 6,0 ve pH 7,0): 50 mM KH,PO, ve 50 mM
K2HPO, ¢ozeltileri ile ayr1 pH degerlerinde hazirlandi.

50 mM Tris-HCI Tamponu (pH 8,0 ve pH 9,0): 50 mM Tris(hidroksimetil)

aminometan ve 0,1 M HCI ¢ozeltileri ile ayri pH degerlerinde hazirlandi.

4 mM PBS Tamponu (pH 7,4): 8 g NaCl, 0,2 g KClI, 0,24 g KH,PO4 ve 1,74
g KoHPO, tartilip 1L hacime tamamlanda.

Deneysel ¢alismalarda kullanilan tim kimyasal maddeler ve coziiculer
analitik saflikta olup, Merck veya Sigma firmasindan temin edildi. Tim sulu
cozeltiler, Miilipore Milli-Q Plus su aritma cihaziyla saflastirilan saf su ile

hazirlanmstir.

3.2. YOntem

3.2.1. Serbest ve immobilize Enzimlerin Aktivite Olciimleri

HRP (horseradish peroxidase) enzimi ve hibrit nanogicek yapilarinin (HNF)
aktivite tayinleri substrat olarak gayakol ve hidrojen peroksit kullanilarak belirlendi.
Olgumler igin, serbest HRP' nin HNF ile ayn1 kosullar altinda etkinligi ve stabilitesi
belirlendi. Standart bir yontemle, bilinen miktarda HNF ve serbest HRP, 1 mL fosfat
tamponunda (pH 6,0) ayr1 ayr1 ¢oziindiirildi. Her ¢ozeltiye, 1 mL 22,5 mM hidrojen
peroksit (H20,) ve 1 mL 45 mM gayakol eklendi ve son hacim 3 mL oldu. (Tablo

3.1). Gayakol'in -3,3-dimetoksi-4,4-difenokinonine (tetragayakol) doniisiimiinii
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gosteren absorbans yogunlugundaki degisiklikler, UV-vis spektroskopisi kullanilarak
40°C'de 470 nm'de 3 dakika boyunca kaydedildi (¢470 nm = 26,6 mM™ cm™) [44].

Aktivite Hesaplamast:

AkthltE( U/m L): €470nmx Enélérf?niktan (mL) X SF X 4 (1)

3

AA: 470 nm dalga boyunda olgiilen absorbans farki (3 dk sonundaki absorbans-
baslangi¢ absorbansi)

€470 nm : 26,6 mM™ cm™ ( Gayakoliin 470 nm’deki molar ekstriksiyon katsay1st)
SF: Seyreltme faktori

Tablo 3.1. Aktivite 6lclim yontemi

Kullanilan Cozeltiler Kor (mL) Numune (mL)
Aktivite Tamponu (0,1 M pH 6,0) 1,0 0,9
Gayakol ( 45 mM) 1,0 1,0
Hidrojen peroksit (22,5 mM) 1,0 1,0
Enzim - 0,1

Reaksiyon siiresi: 3dk, reaksiyon hacmi: 3 mL, sicaklik: 40°C, Abs: 470 nm

3.2.2. immobilizasyon Verimi

Immobilize horseradish peroxidase enzimlerinin aktivitesi, mg tasiyici basina
diisen aktivite olarak hesaplandi. Asagidaki formiillere gore de immobilizasyon
verimi, immobilizasyon etkinligi ve geri kazanilan aktivite degerleri yiizde olarak

hesaplandi.

Utotal-Ukalan

Immobilizasyon Verimi (%) = Utotal

x 100 )
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fmmobilizasyon Etkinligi (%) = ——aonobtlze enzim aktivites! 00 @3)

Teorik immobilize enzim aktivitesi

Total immobilize enzim aktivitesi
x 100 (4)

Geri Kazanilan Aktivite (%) =

Serbest Enzim Aktivitesi

3.2.3. Tasiyic1 Uzerine Baglanan Protein Miktarinin Belirlenmesi

Serbest enzim, filtrat ve yikama sularinin protein miktarlar1 Bradford
yontemi ile belirlendi [45]. Yontem; organik boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik
gruplariyla etkileserek renk olusturmasini esas almaktadir. Tasiyici {izerine baglanan
protein miktarini belirlemede kullanilan yontem Bradford tarafindan gelistirilen ve

Comassie Brillant Blue G-250 boyasinin kullanildigi yontemdir.

Standart protein egrisinin ¢izimi; 6 adet deney tilipli alinarak tiiplere sirasiyla
0,02-0,05-0,1-0,12-0,15-0,2 mg/ml olan ara stoklardan 0,1 ml eklendi. TUplerin her
birine 2 ml Bradford reaktifi eklenerek 10 dk oda sicakliginda bekletilip 595 nm de
absorbanslari 6lgiildl. Bu degerler derisime kars1 grafige gegirilerek protein standart

egrisi olusturuldu.(Sekil 3.1)

0,35 -
y =1,6363x
0,3 - R%2=0,99

0,25 -

e
N

0,15 -

Abs (595 nm)

o
=

0,05 - *

0 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Protein Derigimi (mg mL™)

Sekil 3.1. Protein standart egrisi
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Tasiyict lizerine baglanan protein miktari, total protein miktarindan

baglanmayan protein miktar1 ¢ikartilarak % yiikleme etkinligi hesaplandi.

Yiikleme Etkinligi (%) ==~ x 100 (5)

Ci: Serbest enzimin protein miktari
Vi: Ortama konan enzim ¢ozeltisinin hacmi
Cf: Filtratta bulunan protein miktar1

Vf: Filtrat hacmi

3.24. Horseradish  Peroxidase Hibrit Nanocicek Yapilarinin
Sentezlenmesine Farkh Iyon Derisimlerinin Etkisi

10 mM pH 7,4 PBS tamponu icerisinde farkli iyon derisimleri eklenerek
yapilarin olusumu {izerindeki etkileri incelendi. CuSO,.5H,0, CaCl,.2H,0 ve
Mn(11)SO,4.H20 stok cozeltileri 60 mM-120 mM-200 mM ve CaCl,.2H,0 icin 240
mM da hazirlanarak immobilizasyon gergeklestirildi. Coktiirme ortamindaki son iyon
derigimleri 15 mM, 30 mM, 50 mM ve 60 mM, enzim konsantrasyonu ise 0,1 mg/mL
olacak sekilde ayarlandi ve hazirlanan c¢oktiirme ortamn HNF  yapilarinin
olgunlagmasi igin 72 saat +4°C de inkiibe edildi. Aktiviteleri kiyaslanarak en iyi

sonu¢ alinan derisimde nanogigek sentezi yapildi.

3.2.5. Horseradish Peroxidase Cu®* Hibrit Nanocicek Yapisinn Sentezi

10 mM pH 7,4 PBS tamponu ve 120 mM CuS0,.5H,0 stok c¢ozeltisi
hazirlandi. 9 mL PBS tamponuna 60 pL hacimde CuSO,.5H,O stok ¢ozeltisi
eklendi. Vorteks ile 30 saniye boyunca kuvvetlice karistirildi. Enzim konsantrasyonu
0,1 mg/mL olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan ¢oktiirme ortami1 HNF yapilarinin
olgunlagmast igin 72 saat +4 °C de inkiibe edildi. Céken mavi renkli HNF yapilari
6000 rpm karigtirma hizi ile +4 OC de 3 dakika boyunca santrifij edildi. Bu islem 3
kez saf su ile yikama yapilarak tekrar edildi [46]. Elde edilen HNF yapilarinin

karakterizasyon ¢aligmalari ve aktivite dlgtimleri yapildi.
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PBS (pH:74 72 saat 4°C

Sekil 3.2. HRP- Cu?* hibrit nanogicek yapisinin sentezi

3.2.6. Horseradish Peroxidase Ca®* Nanogicek Hibrit Yapisinin Sentezi
10 mM pH 7,4 PBS tamponu ve 200 mM CaCl,.2H,0 stok c¢ozeltisi
hazirlandi. 4,5 mL PBS tamponuna 90 pL hacimde CaCl,.2H,0O stok ¢ozeltisi
eklendi. Vorteks ile 30 saniye boyunca kuvvetlice karistirildi. Enzim konsantrasyonu
0,1 mg/mL olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan ¢oktiirme ortami HNF yapilarinin
olgunlagmasi i¢in 72 saat +4° C de inkiibe edildi. Coken beyaz renkli HNF yapilar
6000 rpm karistirma hiz1 ile +4 °C de 3 dakika boyunca santrifiij edildi. Bu islem 3
kez saf su ile yikama yapilarak tekrar edildi [47]. Elde edilen HNF yapilarinin
karakterizasyon ¢alismalar1 ve aktivite dlgtimleri yapildi.
PBS (pH:7.4) 72 saat 4°C
CaCl;.2H,0 4+ HRP ——— y —

T

N o
e

Sekil 3.3. HRP- Ca’" hibrit nanogigek yapisinin sentezi

3.2.7. Horseradish Peroxidase Mn®* Nanogicek Hibrit Yapisimin Sentezi

10 mM pH 7,4 PBS tamponu ve 120 mM Mn(I1)SO,.H,O stok c¢ozeltisi
hazirlandi. 10 mL PBS tamponuna 66 pL hacimde Mn(I1)SO,4.H,O stok ¢ozeltisi
eklendi. Vorteks ile 30 saniye boyunca kuvvetlice karigtirildi. Enzim konsantrasyonu
0,1 mg/mL olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan ¢oktiirme ortami1 HNF yapilarinin
olgunlagmasi i¢in 72 saat +4° C de inkiibe edildi. Coken beyaz renkli HNF yapilar
6000 rpm karistirma hizi ile +4 OC de 3 dakika boyunca santrifiij edildi. Bu islem 3
kez saf su ile yikama yapilarak tekrar edildi [48]. Elde edilen HNF yapilarinn

karakterizasyon ¢alismalar1 ve aktivite dlgtimleri yapildi.
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Mn(I)SO4.H,0 + HRP oo 7D, 72 saat 4°C

ooe 5
A oF
@& \

Sekil 3.4. HRP- Mn?* hibrit nanogigek yapismnin sentezi

3.2.8. Horseradish  Peroxidase Hibrit Nanogicek  Yapilarimin
Glutaraldehit ile Capraz Baglanmasi

Hazirlanan HRP hibrit nanocicek yapilarinin stabilitesini arttirmak igin
glutaraldehit kullanildi. HRP hibrit nanogicek yapilar %0,1°lik glutaraldehit ¢ozeltisi
ile 1 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilerek capraz baglama gerceklestirildi.
Glutaraldehitin fazlasin1 uzaklastirmak igin hibrit nanogicek yapilar1 saf su ile

ardindan pH 6,0 fosfat tamponu ile yikandi ve aktivite degerleri dlgiildii [49].

3.2.9. Hibrit Nanogicek Yapilarimin Karakterizasyonu
Nanogicek hibrit yapilarinin SEM, FT-IR, XRD ve EDX uygulanarak yap1

karakterizasyonu yapildi.

3.2.9.1. SEM Analizi

Nanogicek hibrit Horseradish Peroxidase enzim yapisinin goriintiilenmesi
FEG/FEI Quanta MK2 model Taramali Elektron Mikroskopu (SEM) ile Izmir
Yiiksek Teknoloji Universitesi’nde yapildi. SEM analizi, tungsten ugtan kaynaklanan
elektronlarin incelenecek numune {izerine diisiiriilmesi ile olusan etkilerin toplanip

incelenmesi esasina dayanmaktadir. Bu sayede incelenen numunenin yiizey yapisi ve

sekli hakkinda bilgi sahibi olundu.

3.2.9.2. FT-IR Analizi
Fourier Doniisiimlii Infrared Spektrofotometre (FT-IR) analizi icin Pelkin
Elmer model cihaz kullanildi ve Manisa Celal Bayar Universiresi Kimya

Boliimii’nde analiz edildi. Kizilotesi (IR) spektroskopisi inorganik veya organik
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bilesikleri karakterize etmek i¢in kullanilmaktadir. IR spektrumu, bilesigi meydana
getiren atomlar arasinda olusan baglarin titresimi ile meydana gelen frekanslar
sonucu olusan absorpsiyon pikleri ile numunenin parmak izini gostermektedir. Bu

sayede numunenin yapisi hakkinda bilgi sahibi olundu.

3.2.9.3. XRD Analizi

X- 1511 kirinim yontemi (XRD), her bir kristal fazin kendine 6zgii atomik
dizilimlerine bagli olarak, X-isinlarmi karakteristik bir diizen igerisinde kirmasi
prensibine dayanmaktadir. Her bir kristal faz i¢in bu kirinim 6zellikleri kristalin
yapisini tanimlamaktadir. XRD analizi Manisa Celal Bayar Universitesi Deneysel
Fen Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde; pixel teknolojisine sahip CERN
patentli XRD dedektdr (P1Xcel 1D) sistemi ile yapildi.

3.2.9.4. Element Analiz (EDX)

EDX; Enerji Dispersiv Spektrum, SEM ve TEM’e eklenerek elementlerin
enerjilerinden faydalanip kantitatif kimyasal analiz yapmakta kullanilmaktadir. EDX
analizi FEG/FEI Quanta MK2 model Taramal1 Elektron Mikroskopu (SEM) ile izmir
Yiiksek Teknoloji Universitesi’nde yapildi.

Numunenin yiizeyine yiksek enerjili elektronlar carptifinda bu
carpismalardan dolayi, numune yiizeyinden bazi elektronlar kopmaktadir. Eger bu
elektronlar icteki orbitallerden koparilmiglarsa atomlar kararliklarini kaybederler.
Tekrar karali hale gelebilmek icin dis orbitallerdeki elektronlar i¢ orbitallerdeki
bosluklar1 doldururlar. Dis orbitallerdeki elektronlarin enerjileri i¢ orbitallerdeki
elektronlarin enerjilerinden daha yiiksek oldugu ic¢in, dis orbital elektronlar1 ig
orbitalleri doldururken belli bir miktar enerji kaybetmek zorundadirlar. Bu

kaybedilen enerji X-1sin1 seklinde ortaya ¢ikmaktadir.

Malzeme igindeki atomlar yliksek enerjili radyasyonla iyonize edildiklerinde
karakteristik X 111 olustururlar. Bir EDX sistemi ylksek enerjili bir radyasyon
kaynag (genellikle elektronlar), numune, kat1 hal dedektorii (Si-Li) ve sinyal isleme
iinitelerinden olusur. Dedektor tarafindan algilanan X 1sinlar1 sinyal haline

dontstiiriilerek belirli siddetlere sahip piklerden olusan X 1511 enerji histogrami
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haline doniistiiriiliir. Bu X 1s1n1 histogrami ile malzemedeki her bir elementin tipi ve

miktar1 belirlenebilmektedir.
3.2.10. Serbest ve immobilize Enzimlerin Karakterizasyonu

3.2.10.1. Serbest Enzim Uzerine Farkli Metal Iyon Derisimi Etkisi

Serbest HRP enzimi iizerine ¢oktiirme ortaminda kullanilan farkli metal iyon
cozeltilerinin etkisi incelendi. Aktivite dl¢limiinde kullaillan serbest enzim miktari
iizerine ortamdaki derigimi 15-30-50 ve 60 mM olacak sekilde Cu?*, Ca** ve Mn**
metal iyonlar1 eklendi. 1 saat sonunda aktivite 6l¢Umii alindi. Kontrol grubu olarak
metal iyon eklenmeyen serbest enzim kullanild1. inhibisyon yiizdesi asagidaki formiil

ile hesaplandi;
Inhibisyon (%) = [(Ao-Ai) / As] X 100 (6)

Bu esitlikte, Ao; inhibitor kullanilmadan belirlenen enzim aktivitesini ve Ai;

inhibitdr varliginda enzim aktivitesini ifade eder.

3.2.10.2. Optimum pH

Enzimler, katalitik aktivitesinin maksimum oldugu belirli bir pH degerine
sahiptir. Bu deger, belirli bir enzimin optimum pH" olarak bilinmektedir. Katalitik
aktivite, protein denatiirasyonundan dolayr asir1 pH degerlerinde tamamen

kaybedilmektedir. Bu nedenle ¢alisilan enzimin optimum pH degeri bilinmelidir.

Serbest ve immobilize HRP enzimlerinin optimum pH degerlerini belirlemek
icin 0,05 M sodyum asetat (pH 4,0 ve 5,0), 0,05 M potasyum fosfat (pH 6,0 ve 7,0)
ve 0,05 M Tris-HCI (pH 8,0 ve 9,0) tamponlar1 kullanildi. Bu tamponlardan ayr1 ayri
pH araliklarinda substrat ¢ozeltileri hazirlandi. Kér ve numune ayarlandiktan sonra
aktivite tayininde anlatildig1 gibi standart yonteme gore enzim aktiviteleri 6lculdu ve

yiizde degerleri hesaplandi.
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3.2.10.3. pH Stabilite

Serbest ve immobilize enzimlerin pH stabilitelerini belirlemek icin serbest ve
immobilize enzimler 60 dakika boyunca, 0,05 M sodyum asetat (pH 4,0 ve 5,0), 0,05
M potasyum fosfat (pH 6,0 ve 7,0) ve 0,05 M Tris-HCI (pH 8,0 ve 9,0)
tamponlarinda bekletildi. 1 saat sonunda geri kalan enzim aktivitesi standart yonteme

gore olculda.

3.2.10.4. Optimum Sicakhk

Bir enzimin sicaklia karsi aktivitesi incelenirken maksimum bir deger elde
edene kadar sicakliktaki artigla birlikte enzim aktivitesi de artmaktadir. Sicakligin
optimum sicaklik olarak bilindigini ve her enzim i¢in tamamlanan kosullar altinda
karakterize edilen bir sicaklik degeri vardir. Sicaklik, optimum sicakligin asagisinda

veya yukarisinda ise enzimin etkinligi aniden diismektedir.

Serbest ve immobilize enzimlerin optimum sicakliklarini belirlemek igin
aktiviteleri, 25°C ile 70°C arasinda degisen sicakliklarda tayin edildi. Aktiviteleri
hesaplanip ylizde degerleri grafik olarak gosterdildi.

3.2.10.5. Termal Stabilite
Sicakliga bagl kararliligini belirlemek icin serbest ve immobilize enzim 25°C
ile 70 °C arasinda degisen sicakliklarda 1 saat bekletildi ve geri kalan aktivite

standart kosullarda olgtildii.

3.2.10.6. Enzim Kinetigi

Enzimin katalitik etkinligi genellikle kimyasal reaksiyon hizina yaptigi
etkinin Ol¢lilmesiyle belirlenir. Enzim katalizli reaksiyonlar ilk olarak 19. ylizyilin
sonlarinda c¢alisilmistir. 1913 yilinda Michaelis ve Menten substrat konsantrasyonu
degisirken, enzim konsantrasyonu, pH, sicaklik gibi parametreleri sabit tutarak
stikroz invertaz katalizli hidroliz reaksiyonunun baglangi¢ hizin1 6lgmiislerdir. Bunun
sonucunda bir enzim-substrat kompleksi olustugu bulunmus ve substrat
konsantrasyonu arttik¢a reaksiyon hizinin da hiperbolik olarak maksimuma ulagtig

gorilmiistiir.
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Enzimler substratlariyla ve bazen de koenzimleri ile kompleksler olusturur
(ES ile gosterilir). Doygunluk durumunda ortamdaki bltin enzim ES halindedir,

yani;
[ET] = [ES]’dir.

Michaelis ve Menten, enzimli bir reaksiyonu

ki ke
E + § —— ™ Es —®  +p

T
denklemleriyle gostermislerdir. Buna gore E serbest enzimi, S substrati, k1, k2 ve k3
hiz sabitlerini, ES enzim-substrat kompleksini ve P ise olusan iiriinii ifade
etmektedir. ES kompleksinin iki yolu vardir: Ya k2 hiz sabiti ile tekrar E ve S’ye
ayrisacak veya k3 hiz sabiti ile iirline (P) donitistiiriilecektir. Burada {irliniin tekrar ES
kompleksine doniisemeyecegi farz edilmektedir. Uriin konsantrasyonunun ihmal

edilebilecek seviyede oldugu baslangi¢ durumunda, bu varsayim tamamen dogrudur.

Yukaridaki reaksiyonda iiriiniin olusma hizi,

dP
= o — Ka[ES] (6)

esitligi ile verillir.

Burada ES terimini enzim ve substrat konsantrasyonlar1 gibi bilinen degerler

cinsinden gostermek gerekmektedir. ES’nin olusma ve parcalanma hizlarini,

L~ ky[E]fs] (7)
—25 = K, [ES] + ks[ES]
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denklemleri vermektedir. ES kompleksi konsantrasyonunun reaksiyon
boyunca nispeten sabit kaldig1 yapilan spektroskopik c¢alismalarda bulunmustur. Bu
da ES kompleksi olusma hizinin parcalanma hizina esit olmasiyla miimkiindiir.

Boylece;

_ d[ES]

_AES ©)
dt dt

k, [E][S] = (ks + k3 )[ES]

esitligi ortaya ¢ikmaktadir. (10) esitliginden [ES]’ yi ¢ekip bir diizenleme

yapilirsa;

[E](S]
[ES] = 555
ki

bulunur. (11) esitligindeki sabitleri tek bir terimde toplamak igin
Kum = (Kot k3) / ky olarak ifade edilmektedir. Burada Ky’ye Michaelis sabiti adi
verilir. Bu sabit (11)’de yerine konuldugunda,

[E]S]
ES] =
[ES] = —~

esitligi elde edilir.
(12) esitliginde pay’da bulunan [E] ve [S] terimleri incelendiginde [S]

baglangictaki ile ayni alinabilmektedir. Clnki [E], [S] konsantrasyonundan daha
kii¢iik oldugundan reaksiyon boyunca [S]’nin degismedigi kabul edilir.

Fakat serbest haldeki enzim konsantrasyonu ([E]), toplam enzim

konsantrasyonu ([ET]) ile [ES] arasindaki farka esittir. Yani,

[E] = [Eq]—[ES]
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bu ifade (12) esitliginde [E]’ nin yerine konuldugunda;

([ Er] —[ES]) [§]

[es] = —LEl=

elde edilir.(14) denklemi [ES] i¢in ¢6ziildigiinde;

_ (5]

esitligi ¢ikar. v = k3[ES] denkleminde [ES] yerine (15) denkleminin sag tarafi

konulursa,
— B (16)

V= Kl g,

elde edilir. [Et] =[Es] doygunluk halinde reaksiyon maksimum hiziyla yiiriir.
Bu durumda;

olacaktir. (17) nolu esitligi (16) nolu esitlikte yerine konuldugu zaman,;

Vmax[S]|
[S]+ Knm

esitligi elde edilir. Bu esitlige Michealis-Menten denklemi adi verilir. Diisiik substrat

konsantrasyonlarinda Ky >>[S] olacagindan , [S] ihmal edilir ve;

22 ]
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dogru denklemi elde edilir. (19) denklemindeki v-[S] iliskisini gostermektedir. Ky
[S] oldugu yiiksek substrat konsantrasyonda (18)’ deki Ky, ihmal edilir ve V=V ax
olur. Burada butun enzim substratla doymus ve artan [S] ile hiz degismeyen bir sabit

maksimum hiza ulagsmistir (Vmax).

Hizin Vimax / 2 oldugu durumda, (18) nolu denklem yeniden diizenlenirse;

Vmax _ Vmax [5] (20)

2 Kpp+[S]

[S] = Km sonucu elde edilmektedir. Buradan Ky sabiti "maksimum hizin
yarisina erisildigi substrat konsantrasyonu" olarak tanimlanmaktadir. Birimi

mol/L’dir.

Farkli substrat konsantrasyonlarinda bir dizi baslangi¢c hizlar1 olgiilecekse
Michaelis ve Menten esitliginin grafiksel gosterimi uygundur. Bu sekilde Ky ve Vmax
kinetik parametreleri belirlenebilir. Ancak S’ye karsi Vo grafigi ¢izildiginde
dikdortgensel bir hiperbol elde edilir ki bu hiperboliin ¢izim zorlugundan ve
asimptotlarin  tahmin zorluklarindan dolayr istenmez. Bu nedenle kinetik
parametrelerin belirlenmesi icin enzim Kkatalizli reaksiyonlarda lineer bir iligki daha
yararlt olacaktir. Lineweaver ve Burk, Michaelis-Menten esitligini diiz bir dogru

izerinde isaretlemeye imkan taniyan bir formda tekrar yazmislardir.

1/S’ye kars1 1/Vy grafigi cizildiginde diiz bir dogru elde edilmektedir. Bu

dogrunun egimi Km/Vmax'1, y eksenindeki kesim noktast ise 1/Vmax’1 vermektedir.

Serbest ve immobilize horseradish peroxidase’in Michealis-Menten (Kw)
sabitini ve maksimum reaksiyon hizin1 (Vmax) belirlemek tzere 0,1 M pH 6,0 fosfat
tamponunda hazirlanan farkli gayakol konsantrasyonlarinda aktivite dl¢iimi yapildi.
Lineweaver-Burk (1/[V] - 1/[S]) grafiginden Ky Ve Vpyax degerleri ayri ayri
hesaplandi.
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3.2.10.7. Substrat Spesifikligi

Enzimin substrat spesifikligini belirlemek ig¢in, standart 6l¢im kosullar
altinda bir dizi potansiyel dogal elektron donérii kullanilmistir. Horseradish
peroksidaz enziminin ve hibrit nanogicek yapilarmin substrat spesifikligini
belirlemek icin 10 mM gayakol, pirogallol, 4- metil katekol, gallik asit, tirozin,
katekol, ABTS ve 4-AAP substrat ¢ozeltileri kullanildi. En yiiksek aktivitenin
gortiildiigii substrat %100 kabul edilerek substrat ilgisi siralamasi yapildi.

3.2.10.8. Immobilize Enzimlerin Tekrar Kullanlabilirligi

Immobilize HRP enziminin tekrar kullanilabilirligini saptamak igin hibrit
nanocicekler tamponda hazirlanan 10 ppm Amarant boya ¢ozeltisi ile 2,5 saat 25 °C’
de inklbe edildi ve immobilize hibrit nanogi¢ek yapilar reaksiyon ortamindan
santrifiij ile ayrilarak aktivite Ol¢iimleri yapildi. Boyalarin giderim sonrasindaki
absorbans degerleri 6l¢iildii ve yiizde boya giderimi olarak hesaplandi. Bu islemler
10 kez tekrar edildi ve her bir giderimden sonra HNF’ler tampon ile yikanarak tekrar

kullanildi.

3.2.10.9. Enzim Kagis1

Immobilize HRP hibrit nanogi¢ek yapilarindan enzim kacis miktarmi
belirlemek icin, immobilize enzimler 30 dakika boyunca pH 6,0 fosfat tamponunda
bekletildi. Siire sonunda immobilize enzimler ortamdan ayrild1 ve siipernatanttaki
enzim aktivitesi standart yonteme gore 6lglldi. 10 kez tekrarlanan dlgimler kalan

aktivite yiizdesi olarak hesaplandi.

3.2.11. Boya Giderimi

HRP enziminin boya giderimindeki etkinligini incelemek i¢in Amarant,
Kristal Viole ve Tartrazin boyalar ile ¢alisildi. Boya giderimini belirlemek iizere
absorbanlar1 maksimum dalga boylarinda UV-Vis spektrofotometresi ile olculdu.

Yiizde boya giderimi asagidaki denkleme gore hesaplandi:

41



Boya Giderimi ( % ) = [(Ao-Ar) / Ao] X 100 (6)

A,: baslangic boya absorbansi

Ay: giderim sonrasi boya absorbansi

3.2.12. Fenolik Bilesik Oksidasyonu

HRP enziminin fenolik bilesik oksidasyonundaki etkinligini incelemek i¢in
pirogallol, katekol, gayakol, tirozin ve fenol ile calisildi. Fenolik bilesik
oksidasyonunu belirlemek (izere 4-AAP metodu kullanildi. Bu metoda gore 0,25 M
sodyum bikarbonat ¢o6zeltisi hazirlandi. Hazirlanan sodyum bikarbonat ¢ozeltisi
kullanilarak 83,4 mM potasyum ferrosiyaniir ve 20,8 mM 4-amino antipirin
cozeltileri hazirlandi. Fenolik bilesik oksidasyonu tayin edilirken 2,4 mL numune
uzerine 0,3 mL K3Fe(CN)g ve 0,3 mL 4-AAP eklenerek absorbansi maksimum dalga
boylarinda UV-Vis spektrofotometresi ile 6lguldi.

3.2.13. Fitotoksisite Calismasi

Fitotoksisite calismasi i¢in, HNF’ler ile inkiibe edilmis boya ve edilmemis
boya cozeltileri fasulye bitki tohumlarinin ¢imlendirilmesi i¢in kullanildi. 1 hafta
sonunda filizlenen tohumlarin boyutlar 6l¢iildii. Saf suda filizlendirilen tohumlarin
boyutlar1 kontrol grubu olarak degerlendirildi ve bitki tohumlarmin g¢imlenme

degerleri asagidaki formiil ile hesaplandi;

GI=GP x (La/ Lo) )

Bu esitlikte; GI, ¢cimlenme indeksi; GP, kontrol grubunda ¢imlenen tohum
sayisinin ylzdesi; L,, boya ¢ozeltileri ile biiyiitiillen tohumlarin ortalama kok
uzunlugu; L, kontrol grubundaki tohumlarin ortalama kok uzunlugunu

gostermektedir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. HRP-Hibrit Nano Yapilarimin Karakterizasyonlari
Sentezlenen HNF’ler, HRP enziminin suda ¢oziiniirliigiinii azaltan ve tekrar
kullanilabilirligini arttiran toz morfolojisi sergilemislerdir. CuNF mavi renk toz,

CaNF ve MnNF beyaz renkli toz morfolojisindedir ( Sekil 4.1).

CuNF CaNF MnNF

CuNF-HRP CaNF-HRP MnNF-HRP

CuNF-HRP-GA  CaNF-HRP-GA  MnNF-HRP-GA

» o ¢

Sekil 4.1. HNF yapilarinin fotograflari

Isik mikroskopu ile goruntileri cekilen CuUNF-HRP, CaNF-HRP ve MnNF-
HRP nanogiceklerinin boyutlart incelendi. Mikroskobik fotograflardan elde edilen
boyutlar Tablo 4.1’de gosterildi.
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Tablo 4.1. Sentezlenen HNF yapilarmin 11tk mikroskopu goéruntuleri ve

boyutlar1
Sentezlenen | Mikroskopik Boyutlar1 | Mikroskopik Gortintimleri
HNF Yapilar (um)
CuNF-HRP 22+3
CaNF-HRP 1543
MnNF-HRP 15+2 ptor e RS

SEM gorintileri (Sekil 4.2.-4.3.-4.4.) incelendiginde, 72 saat inkibasyon
sonunda olusan Cu, Ca ve Mn hibrit nanogigek yapilarinin yizey morfolojilerinin
x10,000 kat biiylitmede ¢igek benzeri yapisinin oldugu; X 25,000 kat biylitmede ise
cicek benzeri yapisinin katmanli ve gozenekli oldugu goriilmektedir. HNF
yapilarimin GA ile capraz baglandiginda ise normal yapisinin daha da sikilastigi,
boyutunun kiigiildiigii gézlemlendi. SEM gortntileri numunelerin biiyuk miktarlarda
cigek benzeri pargaciklardan olustugunu ortaya koymaktadir. Sentezlenen hibrit
nanocicekler farkli metal iyon derisimleri (¢Ozelti ortamindaki son derisimler 15
MM-30mM-50mM) ile ¢oktiiriildii, yiizey yapilar1 ve boyutlart hakkinda bilgi sahibi
olundu.

Hibrit nanogicek yapilarinin SEM goriintiilerine bakilarak boyutlari hakkinda
bilgi sahibi olundu (Tablo 4.2). GA ile ¢apraz baglanan HNF yapilarinin boyutlari,
capraz baglama yapilmamis HNF yapilarina gére daha kiigiik ve siki bir morfoloji

sergiledigi goriildii.

Tablo 4.2. HNF yapilarinin SEM analizine gore boyutlari

HNF CuNF- CuNF- CaNF- CaNF- MnNF- MnNF-
Yapilart | HRP HRP-GA | HRP HRP-GA | HRP HRP-GA
Boyutlar

(um) 22+3 17+£2,5 17+£2,5 12+2 17+3 12425
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CuNF-HRP nanogigekleri, 60-120 ve 200 mM hazirlanan CuSO,.5H,0 stok
cozeltileri ile hazirlandi. CUNF-HRP ve CuNF-HRP-GA yapilarinin kiiresel yapida
oldugu goriildii. Cu hibrit nanogigek yapilari, 6zel U¢ boyutlu sterik mimarisi
nedeniyle daha genis bir ylizey alanina sahiptir; bu, HRP ve substrat arasinda daha
biiyiik temas alan1 ve daha az kiitle transfer sinirlamasi oldugu anlamina gelmektedir.
Ayrica, HRP’nin mekanik stabilitesini ve geri donstiiriilebilirligini arttirabilen
Cu3(POg), kristallerinin immobilizasyonu nedeniyle HRP’nin aktivitesinin ve

yapisinin bozulmasi zordur.

(al) (a2)

(a3) (ad)
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(c3) (c4)

Sekil 4.2. CuNF —-HRP ve CuNF-HRP-GA nanogicek yapilarinin SEM
goruntuleri ((al-a2) 15 mM-CuNF x 10,000 ve x 25,000 kat buyutme, (a3-a4) 15
mM- CuNF-GA x 10,000 ve x 25,000 kat buyutme, (b1-b2) 30 mM-CuNF x 10,000
ve X 25,000 kat buyutme, (b3-b4) 30 mM- CuNF-GA x 10,000 ve x 25,000 kat
blyltme, (c1-c2) 50 mM-CuNF x 10,000 ve x 25,000 kat biyitme, (c3-c4) 50 mM-
CuNF-GA x 10,000 ve x 25,000 kat blyttme )

Farkli metal iyon derisimlerinde (15 mM-30 mM- 50 mM) sentezlenen CuNF
yapilarinin yiizey 6zellikleri incelendiginde; 30 mM bakir iyon derigimi ile ¢oktlirme
islemi yapilan nanogicegin daha gozenekli, ¢icek benzeri yapraklarinin daha belirgin

ve boyutlarinin daha biiyiik oldugu tespit edildi.
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Li ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada grafen oksit ve enzim kullanarak hibrit
nanogicek yapilari sentezleyerek morfolojilerinin ¢igcek yapraklarina benzedigini
belirtmislerdir [50]. Shi ve ark. (2014) yaptiklart ¢aligmada bakir nanocicek
yapilarint  sentezlediklerinde nanogigek yapilarinin ylzeyinin, yiizey (zerinde
homojen bir sekilde dagilmis bir yaprak birikintisine benzedigini bulmuslardir. Bu
asama sirasinda, nanogigeklerin olusum mekanizmasini su sekilde tarif etmislerdir;
enzim, Cuz(PQOy), kristallerinin ¢ekirdeklesmesini indiikleyerek, yapraklar igin
iskeleti olusturmus ve yapraklari birbirine baglamak igin bir "tutkal" olarak gorev
yaptigini rapor etmislerdir [51]. Zhang ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢alismada katalaz
enzimi ile bakir hibrit nanogigek yapilarini sentezlediklerinde bakir hibrit nanogicek
yapilarinin boyutlarinin 10 um ile 20 pm arasinda oldugunu tespit etmislerdir [52].
S. Batule ve ark. (2019) yaptiklar1 g¢alismada BSA-Cu nanogigek yapilarini
sentezlediklerinde ortalama biyiikligii yaklastk 10 pm olan hiyerarsik olarak
yapilandirilmis  ¢igek  benzeri  mikropartikiiller, BSA'nin mevcudiyetinde
olustuklarini rapor etmislerdir. Ayn1 ¢alismada BSA's1 olmadan olusturulan kontrol
numunesinin herhangi bir ¢icek benzeri yap1 olusturmadigini ve sonugta ortaya ¢ikan
nanomalzemelerin ¢igek benzeri yapisinin olugmasi i¢in protein bileseninin gerekli

oldugunu rapor etmislerdir [53].

Ca hibrit nanogicek yapilarmin yiizey morfolojisi incelendiginde, Cu hibrit
nanogicek yapilarina gore gézeneklerinin daha siki ve bitisik oldugu goriilmektedir.
Protein molekiilleri, agirlikli olarak protein omurgasindaki amid gruplarinin
koordinasyonu aracihigiyla Ca®* ile kompleksler olusturmaktadir. Bu kompleksler,
birincil kristallerin gekirdeklenmesi i¢in bir konum saglar ve daha sonra birincil
yapraklari olusturmak tizere biiyiik topaklarla birlesir, ardindan ¢igek benzeri bir yap1
meydana gelmektedir.
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(a3) (a4)
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(c3) , (c4)

(d3) (d4)

Sekil 4.3. CaNF —HRP ve CaNF-HRP-GA nanogicek yapilarimin SEM
goruntuleri ((al-a2) 15 mM-CaNF x 10,000 ve x 25,000 kat biyitme, (a3-a4) 15
mM- CaNF-GA x 10,000 ve x 25,000 kat blyitme, (b1-b2) 30 mM-CaNF x 10,000
ve X 25,000 kat biyutme, (b3-b4) 30 mM- CaNF-GA x 10,000 ve x 25,000 kat
blyitme, (c1-c2) 50 mM-CaNF x 10,000 ve x 25,000 kat buyitme, (c3-c4) 50 mM-
CaNF-GA x 10,000 ve x 25,000 kat buyttme, (d1-d2) 60 mM-CaNF x 10,000 ve x
25,000 kat blyttme, (d3-d4) 60 mM- CaNF-GA x 10,000 ve x 25,000 kat buytitme)
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Farkli metal iyon derisimlerinde (15 mM-30 mM- 50 mM-60 mM)
sentezlenen CaNF yapilarinin yiizey 6zellikleri incelendiginde; 50 mM kalsiyum
iyon derigimi ile ¢oktiirme islemi yapilan nanogigegin daha gozenekli, ¢icek benzeri
yapraklarinin daha belirgin ve boyutlarinin daha biiyiik oldugu, 15 mM ve 30 mM
kalsiyum iyon derisiminde sentezlenen yapilariin ¢igek benzeri sekillerinin belirgin
olmadigi, 60 mM derisime c¢ikildiginda ise ¢igek benzeri yapmin bozuldugu
belirlendi.

Yin ve ark. (2012) yaptiklari ¢alismada kalsiyum nanogigekleri sentezlemis
ve karakterizasyon calismalarin1 yapmislardir. Elde ettikleri nanogicek yapilarinin,
gozenekli, ¢icek benzeri yapilara sahip beyaz bir ¢okelti seklinde tanimlamiglardir.
Tek bir nanogigeginin ortalama ¢apinin 20 um oldugunu belirtmislerdir [54]. Ma ve
ark. (2017) yaptiklar1 ¢aligmada titanyum yuzeyine kalsiyum nanogigek yapilarini
kaplamiglardir. Sentezledikleri Ca hibrit nanogigek yapilarinin boyutlarinin 5 pm
oldugunu ve 100 nm’de gozlenebilen nano tabakalardan olustuklarini bildirmislerdir.
Bu hibrid kalsiyum-fosfat nanociceklerinin merkezi, daha ylksek bir yiizey / hacim
oran1 verebilecek kadar gozeneklidir. Bu oOzellikler kalsiyum fosfat nano-
ciceklerinin, osteoblastlarin gogii ve gogalmasi i¢in uygun bir ortam yaratan ve ileriki
caligmalarda biyoaktif faktorler icin bir dizi potansiyel baglanma bolgesi saglayan

umut verici spesifik bir ylizey alan1 saglayacagini sdylemislerdir [55].

Tek bir Mn hibrit nanogigegin SEM goriintiileri incelendiginde, yapraklarin
acik bir hiyerarsik diizende oldugu gorulmektedir.
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(c1)

(c3) (c4)

Sekil 4.4. MnNF —HRP ve MnNF-HRP-GA nanogi¢ek yapilarinin SEM
gorantuleri ((al-a2) 15 mM-MnNF x 10,000 ve x 25,000 kat blyutme, (a3-a4) 15
mM- MnNF-GA x 10,000 ve x 25,000 kat buyttme, (b1-b2) 30 mM-MnNF x 10,000
ve X 25,000 kat biyitme, (b3-b4) 30 mM- MnNF-GA x 10,000 ve x 25,000 kat
blyltme, (c1-c2) 50 mM-MnNF x 10,000 ve x 25,000 kat buyitme, (c3-c4) 50 mM-
MnNF-GA x 10,000 ve x 25,000 kat biyttme )

Farkli metal iyon derisimlerinde (15 mM-30 mM- 50 mM) sentezlenen
MnNF yapilariin yiizey 6zellikleri incelendiginde; 30 mM mangan iyon derisimi ile
coktiirme islemi yapilan nanocicegin daha gozenekli, c¢igek benzeri yapraklarinin

daha belirgin ve boyutlarinin daha biiyiik oldugu tespit edildi.

Zhang ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada Mn3(PO,), nanogigek yapilarini
sentezlemis ve biyosensor c¢alismalarinda kullanmiglardir.  SEM  goérintileri
incelendiginde nanogicek yapilarinin ¢aplarmin ortalama 20 pum oldugunu
bildirmislerdir. Nanogicek yapisi ile ilgili, proteinler ve Mn** arasindaki

koordinasyon reaksiyonlarindan olusan agregatlar olustugunu ve bu agregatlarin
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Mn3(P04), nanokristallerin cekirdeklenmesi igin yarar sagladigini tespit etmislerdir
[56]. Munyemana ve ark. (2018) Mn hibrit nanogigeklerinin kollajen kaynakli
biomineralizasyon ile sentezi adli galismalarinda Mn3(PO4), nanogiceklerinin
zamana bagli gelisim siirecini incelediklerinde kiigiik yapraklari olan nano
partiklllerin 1 saat sonra ortaya ¢ikmaya basladigini ve yapraklarinin 6 saat sonra
daha iyi organize edildigini belirtmislerdir. inkiibasyon siiresi 24 saate uzatildiginda,
hibrit malzemeler ¢ok katmanli yapraklart olan iyi tanimlanmis ¢igek sekilli nano
yapilar olusturmustur. Bu sonuglarin hibrit malzemelerin ¢ok katmanli nanogigekleri
olusturmasi i¢in zamana bagli asamali bir biliylime siireci oldugunu gosterdigini
bildirmislerdir [57]. Soni ve ark. (2018) yaptiklar1 ¢alismada sonikasyon yontemini
kullanarak lipaz mangan nanogigek yapilarini sentezleyerek lipaz mangan nanogigek
yapilariin olustugunu ve ¢igek benzeri morfolojilerinin oldugunu rapor etmislerdir
[58]. Rai ve ark. (2018) mangan fosfat ve L-arabinoz izomerazdan sentezledikleri
nanogiceklerin boyutlarinin 6 + 2 um oldugunu ve ¢igek benzeri bir yap1 sergiledigini

saptamiglardir [59].

Literatiir verileri ile sonuglar kiyaslandiginda; elde edilen HNF yapilarinin
boyutlarinin veriler ile uyumlu oldugu tespit edildi. Hibrit nanociceklerin boyut
farkliliginin enzimin ve metal iyon c¢ozeltisinin yogunluklart ile c¢oktiirme

tamponunun pH araligina ve inkiibasyon siiresine bagl oldugu diisiiniilmektedir.

Sentezlenen HNF yapilari i¢cin EDX analizleri yapildi (Sekil 4.5 - 4.22).
Enzimsiz HNF yapilarinin C ve N element oranlari, enzimli HNF yapilart ile
kiyaslandiginda, enzimli nanogigek yapilarinda C ve N element oranlarmin arttig
gortlmektedir. Bu sonu¢ enzimin nanogicek yapilarina immobilize oldugunu

dogrulamaktadir.

53



C Kal_2 O Kal

T e— v e— |

Culal 2 10um P Kal 10um N Kal_2

M 0um T ~em— | e— |

10pm 10pum 10pm

Sekil 4.5. CuNF nanogicek yapisinin element haritasi
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Sekil 4.6. CuNF nanogicek yapisinin EDX spektrumu
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Sekil 4.7. CUNF-HRP hibrit nanogigek yapisinin element haritasi
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Sekil 4.8. CUNF-HRP hibrit nanogigek yapisinin EDX spektrumu
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Sekil 4.9. CUNF-HRP-GA hibrit nanogigek yapisinin element haritasi
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Sekil 4.10. CuUNF-HRP-GA hibrit nanogicek yapisinin EDX spektrumu
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Sekil 4.11. CaNF nanogigek yapisinin element haritasi
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Sekil 4.12. CaNF nanogigek yapisinin EDX spektrumu
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Sekil 4.13. CaNF-HRP hibrit nanogigek yapisinin element haritasi
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Sekil 4.14. CaNF-HRP hibrit nanogigek yapisinin EDX spektrumu
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Sekil 4.15. CaNF-HRP-GA hibrit nanogigek yapisinin element haritasi
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Sekil 4.16. CaNF-HRP-GA hibrit nanogigek yapisinin EDX spektrumu
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Sekil 4.17. MnNF nanogigek yapisinin element haritasi
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Sekil 4.18. MnNF nanogicek yapisinin EDX spektrumu
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Sekil 4.19. MnNF-HRP hibrit nanogigek yapisinin element haritasi
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Sekil 4.20. MnNF-HRP hibrit nanogigek yapisinin EDX spektrumu
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Sekil 4.21. MnNF-HRP-GA hibrit nanogigek yapisinin element haritasi
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Sekil 4.22. MnNF-HRP-GA hibrit nanogigek yapisinin EDX spektrumu

Zhang ve arkadaslar1 (2016) lipaz- Zn3(PO,), yapilari ile yaptiklari ¢alismada,
enzimsiz nanogicek yapilarmin az miktarda N ve C elementi igerdigini, H
elementinin ile sudan kaynakli oldugunu sdylemislerdir. Enzimli nanogicek yapisini
incelediklerinde C elementinin %6,94, N elementinin %1,011 ve H elementinin
%2,498 oldugunu belirtmislerdir [60]. Jin ve ark. (2019) organofosforlu pestisitlerin
tespiti icin sentezledikleri enzim hibrit nanocicekler icin EDX analizi yapmislardir.
HNF'lerin EDX modellerinde farkli renkleri, temel bilesimi (C, P ve Cu elemanlari)

ve Urliniin dagilimini ifade etmis ve nanogiceklerin igindeki enzimlerin ve Cu3(POa),
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bilesenlerinin varligin1 ortaya koymuslardir [61]. Zhu ve ark. (2019) lakkaz enzimi
ile sentezledikleri bakir hibrit nanogigek yapilarmin EDX analizleri sonucunda
lakkaz enziminin, hibrit nanogicek yapisindaki varligimi dogrulamiglardir [62].
Munyemana ve ark. (2018) mangan hibrit nanogigek yapilarini sentezleyerek (EDX)
analizi ile hibrit nano malzemelerde C, N, O, P ve Mn 0gelerinin varligin
dogrulamiglardir. Ayrica tim sonuglar incelendiginde, CL-Mnz(PQO,4), hibrit
parcaciklarinin iyi tanimlanmis ¢igek benzeri supramolekiiler yapilar olusturdugunu

rapor etmislerdir [57].

Yapilan EDX haritalamasi sonucunda P, O, N, Cu, Ca ve Mn elementlerinin
HNF yapilarmin igerisinde homojen olarak dagildigi ve immobilize edilmemis
nanocigek yapilarinin N elementi miktarinin az oldugu belirlendi. N elementi
miktarindaki artig, enzimin protein yapisinda bulunan amino gruplar1 nedeniyle
oldugu tespit edildi.

HRP enziminin Cu nanogigegindeki varligim dogrulamak igin 400-4000 cm ™ *
bolgesinde  FTIR  spektrumlart  ile karakterize edildi  (Sekil 4.23).
1049 ve 990 cm™deki pikler P-O titresimlerine, 561 ve 625 cm™deki bantlar fosfat
gruplarinin varligin1 gésteren O=P-O baglarimin biikiilme titresimlerine yorumlandi.
1645 ve 1512 cm™deki germe titresimi, N-H gruplarmin gostergesidir. Bu pik
immobilize edilmemis HNF yapisinda bulunmamaktadir. HNF spektrumu, serbest
form gosteren HRP’nin immobilize edildigini gosteren tepe kaymasi (1528 ve 1674
cm™) ile benzer tiirde adsorpsiyon tepeleri gésterdi. Bu da HRP enziminin CuNF

yapisindaki varligin1 dogrulamaktadir.
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Sekil 4.23. HRP, CuNF, CuNF-HRP immobilize enzimlerinin karsilagtirmali
FTIR pikleri

Zhu ve arkadaslari (2019) yaptiklari bakir hibrit nanogigek yapilarinda benzer
pikler ( 950-110 cm-1 P-0O, 530-670 cm-1 O=P-O, 1600-1630 cm-1 lakkaz enzimi)
elde etmislerdir [63]. Zhang ve ark. (2018) glukoz oksidaz ve lipaz enzimi ile
beraber sentezledikleri bakir hibrit nanogigek yapilarinda FTIR taramasi yapmislardir
ve sonug olarak PO4® ~ titresim bantlar1 1047 cm !, 989 cm™ !, 628 cm™ ' ve
559 cm “'de goriildiigiinii, lipaz veya glukoz oksidaz enziminin amid I ve II
bantlarmim sirasiyla 1646 cm™ ve 1533 cm™de belirdigini soylemislerdir. Glukoz
oksidaz / lipaz nanogigek spektrumlarinin enzimlerin varliginin basariyla nanogicege

dahil edildigini belirtmislerdir [64].

HRP enziminin  Mn nanogicegindeki varligi1  dogrulamak igin
400-4000 cm™* bolgesinde FTIR spektrumlar ile karakterize edildi (Sekil 4.24).
3395 cm™ deki genis bant O-H gerilme titresimi olarak yorumlanmaktadur.
2926 cm™ degerindeki tepe piki Mns(PO4), ‘deki PO-H germe bandina aittir.
Simetrik P-O germe bandi 1065 cm™ ve 952 cm™’de goriilmektedir. Asimetrik
bozulma titresimleri (OP-O) 582 cm™’de gozlenlendi. 1648 cm™ ve 1544 cm™deki
pikler sekonder yapidaki protein yapilarina 6zgiidiir ve amid I ve amid II olarak

adlandirilmaktadir. HNF spektrumu, serbest form gosteren HRP’nin immobilize
64



edildigini gosteren tepe kaymasi (1528 ve 1674 cm™) ile benzer tiirde adsorpsiyon

tepeleri gosterdi. Bu da HRP enziminin  MnNF yapisindaki varhigini

dogrulamaktadir.
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Sekil 4.24. HRP, MnNF, MnNF-HRP immobilize enzimlerinin karsilastirmali
FTIR pikleri

Rai ve ark. (2018) mangan fosfat ve L-arabinoz izomerazdan sentezledikleri
nanogiceklerin FTIR spektrumunu su sekilde yorumlamislardir; Asimetrik gerilme
titresimi (PO — H), Mna(PO,) » icin 1065, 1006 ve 952 cm™de ortaya ¢ikmustir.
—CONH grubu icin amid 1 (1700 cm™* ve 600 cm ~ ') ve amid 1l (1600 cm™* ve
500 cm™') proteinin sekonder yapi spektrum bandi, serbest L-Al icin 1646 ve
1539 cm™ de ortaya ¢ikmistir. MnNF@ L-Al'deki amid | ve amid Il icin serbest
L-Al ile karsilagtirildiginda 6nemsiz pik kaymasi, kovalent konjugasyon yerine hibrit
nanogiceklerde kendiliginden montaj yoluyla immobilizasyonu gostermistir [59].

HRP enziminin Ca nanogigegindeki varligini dogrulamak igin 400-4000 cm ™
bolgesinde FTIR spektrumlari ile karakterize edildi (Sekil 4.25). 1123 cm™de
P-O'nun karakteristik titresimler ve gerginliklerini, 560 cm™ ve 600 cm™, fosfat
gruplarinin varligint gosteren O=P-O gibi koprt fosforun blkilme titresimlerine
baglanabilir. -NH, icin 1650 ve 1548 cm™deki HRP' nin tipik bantlari ve CH, ve
CHs icin 2347-3293 cm™in spektrumu gézlemlendi.
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Sekil 4.25. HRP, CaNF, CaNF-HRP immobilize enziminin karsilastirmali

FTIR pikleri

Yin ve arkadaslar1 (2012) yaptiklar1 kalsiyum hibrit nanogicek yapilarinda
benzer araliklarda ( 1031 cm™ P-O, 566 ve 603cm™ O=P-O, 1400 ve 1641 cm™de

amin gruplar1) gézlemledikleri pikler ile karakterizasyon yapmisglardir [65].

Sekil 4.26> da CuNF, CuNF-HRP ve CuNF-HRP-GA yapilarimin XRD

spektrumlart verilmektedir. 20 araliginda 10 ila 80 dereceye kadar veri alindi.

Yapilan XRD analizinde CuNF yapilarinin kristal bir yap1 sergiledigi goriildi. Bu

sonuclar, HNF'deki Cu3(PO4)2'nin tiim kirilma tepe noktalarinin, JCPDS kartindaki

(00-022-0548) numarali kod ile tutarli oldugunu, X- 1sin1 kirinim spektrumuyla da

ortiistiiginU dogruladi.
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Sekil 4.26. Cu**-HNF yapilarmim XRD spektrumlari

Literatirde Somturk ve ark. (2016) Ureaz enzimi ile sentezledikleri hibrit
nanogicek yapilarinin  XRD spekturumlarinin  bakir yapist ile uyustugunu
bildirmislerdir [66]. Yu ve ark. (2015) nanogigeklerin kristalografik yapilarini ve
Cu3(POy)2, 3H,O'yu ortaya koymuslardir. Kirinim piklerinin timiinin melez
nanogigeklerin iyi kristalize oldugunu gosteren JCPDS Card No0.22-0548 ile
endekslenebilir ve enzimin baglanmasindan sonra yiiksek Kristallenme &zelligine

sahip oldugunu belirtmislerdir [67].

Sekil 4.27° de CaNF, CaNF-HRP ve CaNF-HRP-GA yapilarinin XRD
spektrumlar1 verilmektedir. 260 aralifinda 10 ila 80 dereceye kadar veri alinmuistir.
Yapilan XRD analizinde CaNF yapilarinin kristal bir yap1 sergiledigi goriilmektedir.
Bu sonuclar, HNF'deki CaHPO4-2H20in tiim kirilma tepe noktalarinin, JCPDS
kartindaki (72-0713) numarali kod ile tutarli oldugunu, X- 1s11 kirinim spektrumuyla

da ortiistiigiinii dogrulada.
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Sekil 4.27. Ca?*-HNF yapilarinin XRD spektrumlari

Literatirde Wang ve ark. (2013) yaptiklart ¢alismada kalsiyum hibrit
nanogicek yapilarini sentezlemis ve XRD spektrumlarinin kalsiyumun kristal yapisi
ile uyustugunu ve tim kirmmim tepelerinin CaHPOs:2H20'nin yapisiyla Ortiistiiglini
belirtmiglerdir [68]. X 1sin1 kirmimmi (XRD) analizindeki difraksiyon zirveleri,
CaHPO, - 2H,0 (JCPDS 72-0713) ile iyi bir uyum saglayarak hibrit nano-giceklerde

bulunan inorganik bileseni dogruladigini belirtmislerdir [69].

Sekil 4.28’de MnNF, MnNF-HRP ve MnNF-HRP-GA yapilarimin XRD
spektrumlar1 verilmektedir. 20 aralifinda 10 ila 80 dereceye kadar veri alinmistir.
Yapilan XRD analizinde MNNF yapilarinin kristal bir yap1 sergiledigi goriilmektedir.
Bu sonuglar, HNF'deki Mn3(PO4)2nin tim kirilma tepe noktalarinin, JCPDS
kartindaki (3-0426) numarali kod ile tutarli oldugunu, X- 1s11 kirinim spektrumuyla

da ortiistiigii goriilmektedir.
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Sekil 4.28. Mn**-HNF yapilari XRD spektrumlari

Literatirde Zhang ve ark. (2015) yaptiklari c¢alismada BSA-Mn hibrit
nanogicek yapilarin1 sentezlemislerdir. XRD spektrumundaki tim difraksiyon
zirveleri, No. 3-0426'daki JCPDS X-isim1 toz difraksiyonu dosyasi ile
indekslenebilen Mn3(PQOy) 2.3H,0 ile iyi uyum sagladigini belirtmislerdir [70].

4.2. immobilizasyon Verimleri

Calismada sentezenen HNF yapilar1 yaklasik olarak 10 mg elde edildi ve
hesaplamalar bu degerler iizerinden yapildi. Immobilize enzimin aktivitesi
Olciliurken 1 mg HNF yapis1 10 mL pH 6,0 fosfat tapmonunda suspanse edildi ve her
Olcim icin 100 pL alinarak 6l¢iim alindi. Farkli metal iyonlari ile sentezlenen HNF-

HRP yapilarinin aktiviteleri ve immobilizasyon verimleri Tablo 4.3’de verilmektedir.
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Tablo 4.3. HNF yapilarininin immobilizasyon verimi, geri kazanilan aktivite,

immobilizasyon etkinligi yilizdeleri ve mg basina U olarak aktiviteleri

Sentezlenen immobilizas- | Immobilizas- | Geri Aktivite (U/mg
HNF’ler yon Verimi | yon Etkinli§i | Kazanilan tasiyicl)
(%) (%6) Aktivite (%)

CuNF-HRP 91 93 85 4,51+0,07
CuNF-HRP-GA 91 88 80 4,23+0,05
CaNF-HRP 88 92 82 4,31+0,04
CaNF-HRP-GA 88 89 78 4,11+0,06
MnNF-HRP 85 91 79 4,21+0,03
MnNF-HRP-GA 85 87 75 3,99+0,07

Literatirde Hao ve ark. (2019) kolestrol oksidaz enzimi ile sentezledikleri
bakir nanogigek yapilarinda 0,15 mg/mL enzim ve 1,6 mM bakir iyonundan
sentezledikleri nanogigekler igin kapsiilleme orani, stabilite ve aktivite arasinda iyi
bir denge oldugunu ve bu degerin %64 oldugunu belirtmislerdir [71]. Somtlrk ve
ark. (2016) Ureaz enzimi ile sentezledikleri bakir hibrit nanogicek yapilarinda
kapsiilleme oranint %99,2 bulmuslardir. [66]. Mohamed ve ark. (2013) kitosan
boncuklar Uzerine kovalent olarak immobilize ettikleri HRP enzimi igin

immobilizasyon verimi %60 olarak belirtmislerdir [72].

4.3. Tasiyica Uzerine Baglanan Protein Miktar ve Yiikleme Etkinligi

HNEF’ler {izerine baglanan protein miktarinin bulunmasi i¢in serbest enzim ve
filtratta protein tayini yapildi. Sekil 3.1°de goriilen standart protein egrisi kullanilarak
her bir HNF yapisinin protein miktarlar1 belirlendi. TUm immobilize enzimler
dikkate alindiginda yukleme etkinlikleri %82- %90 araliginda bulundu. Protein
miktarlar1 Tablo 4.4’te verilmektedir.
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Tablo 4. 4. Farkli HNF yapilarina immobilize edilen HRP enziminin protein

miktarlar1 ve yiikleme etkinligi

Tastyicilar Baslangi¢ Baglanan Protein | YUkleme
Protein Miktar1 | Miktar1 (mg) Etkinligi (%)
(mg)
CuNF-HRP 0,1 0,090 90
CuNF-HRP-GA 0,1 0,090 90
CaNF-HRP 0,1 0,087 87
CaNF-HRP-GA 0,1 0,087 87
MnNF-HRP 0,1 0,082 82
MnNF-HRP-GA 0,1 0,082 82

Literatiirde Ocsoy ve ark. (2015) Fe?* iyonu ile sentezledikleri HNF-HRP
yapilarinda yiikleme etkinligini %97,9 olarak rapor etmislerdir [86]. Li ve ark.
(2016) lipaz ve papain enzimlerini kullanarak sentezledikleri bakir HNF yapilarinin

yiikleme etkinligini %96,57 bulmuslardir [87].

4.4, Serbest ve immobilize Enzimlerin Karakterizasyonu

Yapilan tim deneysel ¢alismalarin ortalamalar1 alinip, =+ standart sapma

olarak verildi.

44.1. Horseradish Peroxidase Hibrit Nanocicek Yapilarinin
Sentezlenmesine Farkh Iyon Derisimlerinin Etkisi

HNF yapilan farkli metal iyon derisimlerinde ¢oktriilerek immobilize edildi.
Kulanilan stok ¢0zeltiler 60-120-200 ve 240 mM, ¢oktiirme ortamindaki son metal
iyon derisimleri 15-30-50 ve 60 mM olacak sekilde ayarlanarak yapilan ¢oktlirme ve

iyon derisimi etkileri Tablo 4.5’te verilmektedir.
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Tablo 4. 5. Farkli iyon derisimlerinde sentezlenen HNF yapilarinin aktivite

Karsilastirmasi

Gozlenen Aktivite % Rolatif % Aktivite

(bagil) Aktivite Kaybi
Serbest Enzim 16,33 U/ml 100 0
15 mM Cu? 15,56 U/mg tastyici 95,28 4,72
30 mM Cu?* 15,15 U/mg tastyici 92,77 7,23
50 mM Cu?* 11,55 U/mg tasiyict 70,72 29,28
Serbest Enzim 14,55 U/ml 100 0
15 mM Ca** 14,27 U/mg tastyici 98,07 1,93
30 mM Ca** 14,05 U/mg tasiyici 96,57 3,43
50 mM Ca®* 13,32 U/mg tasiyici 91,56 8,44
60 mM Ca”™* 12,71U/mg tastyici 87,38 12,62
Serbest Enzim 15,30 U/ml 100 0
15 mM Mn?* 14,05 U/mg tasiyici 91,83 8,17
30 mM Mn** 13,79 U/mg tasiyict 90,16 9,84
50 mM Mn?** 12,41 U/mg tastyici 81,17 18,83

Bu sonuglar, diisiik bakir, kalsiyum ve mangan iyonlari konsantrasyonlarinin,
kararli bir nanogigek kompleksi olusturabilecegini gosterir. Fakat diisiik
konsantrasyonlarda ¢oktiirme yapilarak elde edilen nanogiceklerin miktarlar1 az
olmakla beraber ¢icek sekilli yapilarinin da tam olusmadigi tespit edildi. Asirt Cu?*,
Ca®" ve Mn?" iyonu ise daha diisiik aktiviteye yol agmaktadir ve ¢icek benzeri yapi

bozunmaya ugramaktadir.

72



4.4.2. Serbest Enzim Uzerine Farklh Metal Iyon Derisimi Etkisi

Inhibitérler reaksiyon ortamina eklendiginde reaksiyon hizini azaltan dogal
ya da yapay kimyasal maddelerdir. Bilesiklerin inhibe edici etkileri inhibitoriin
safligina, derisimine, enzimin kaynagina, substratin varligina, pH ve sicakliga
baghdir. Coktiirme ortaminda kullanilan metal iyon c¢ozeltilerinin serbest enzim
Uzerindeki etkilerini belirlemek i¢in 15-30-50 ve 60 mM son derisim olacak sekilde
Cu?*, Ca®* ve Mn?* metal iyonlar1 kullanildi. 1 saat sonunda alman sonuglar Tablo

4.6.’da verildi.

Tablo 4. 6. Farkli metal iyon derisimlerinin serbest enzim tizerindeki etkisi

U/mL % Ralatif (bagil) | % Aktivite
Aktivite Kaybi

Serbest Enzim 16,14 100 0
15 mM Cu** 15,62 96,77 3,23
30 mM Cu** 15,57 96,46 3,54
50 mM Cu®* 11,58 71,74 28,26
15 mM Ca** 16,27 100,8 -
30 mM Ca** 16,17 100,18 -
50 mM Ca’* 16,46 101,98 -
60 mM Ca** 16,58 102,72 -
15 mM Mn** 14,70 91,07 8,93
30 mM Mn** 14,89 92,25 7,75
50 mM Mn** 14,27 88,41 11,59

Tablo incelendiginde, yiliksek metal iyonu derisimlerinin 1 saat sonunda

serbest enzim tizerine % 10-30 araliginda inhibisyona sebep oldugu gorilmektedir.
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4.4.3. pH ve Sicaklik Etkilerinin Belirlenmesi

Serbest enzim ve immobilize HNF yapilarinin optimum pH degerleri farkli
tampon sistemleri kullanilarak pH 4-9 araliginda belirlendi ve elde edilen sonuglar
Sekil 4.29°da gosterildi. Serbest enzim ve sentezlenen tim HNF-HRP yapilari i¢in
pH 6,0 fosfat tamponunda maksimum aktivite géruldi ve HNF-HRP-GA yapilarinin
daha kararli oldugu belirlendi. Elde edilen sonuglardan pH 8,0’in {izerine ¢ikildig:
zaman serbest enzimde biyuk bir aktivite kayb1 goriilicken HNF yapilarinda keskin
bir aktivite kayb1 goriilmedi (Sekil 4.29).

Genel olarak, immobilize edilmis enzimler ya serbest enzimlerden daha genis
bir pH araligia ya da serbest olanlarla ayn1 pH araligia sahiptir. immobilize edilmis
enzimlerin diisik pH degerlerindeki stabilitesi, amin gruplarina baghdir. Cunki
immobilize enzimler ortamdaki protona baglanabilmekte, bu da enzim
molekiillerinin yakinindaki var olan proton konsantrasyonunun azalmasia neden

olmaktadir.

Optimum pH degeri, serbest ve immobilize enzimlerin katalitik bolgesindeki
onemli proton alan veya atan gruplarin, istenen iyonlasma durumlarinda olduklar
pH’1 yansitir. Serbest ve immobilize hibrit nanocicek yapilari aynit optimum pH
derecesinde bulundu. Hibrit nanogigek yapilari, hem diisiik hem de daha yiiksek pH
seviyelerinde, serbest enzimden daha diisiik aktivite kaybina ugradi. Ciinkii bitki
peroksidazi, asidik bolgede optimum aktivite gdstermesinin yani sira, immobilize
edildiginde aktif merkezinin korunmasi, pH degisimlerine kars1 daha dayanikli hale

gelmesini saglamaktadir.
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Sekil 4.29. Serbest enzim ve HNF’lerin optimum pH grafigi

Literatirde Chang ve ark. (2015) yaptiklar ¢alismada serbest ve Fe;O4/grafen
oksit nanokompozit Uzerine immobilize HRP’nin optimum pH’sini 6,4 olarak
bulmuslardir [63]. EI-Nahass ve arkadaslar1 (2018) yaptiklari ¢alismalarinda serbest
ve gozenekli silikat, SBA-16 izerine immobilize HRP’nin optimum pH degerini 5,6
olarak rapor etmislerdir [73]. Pandey ve ark. (2017) kitosan (zerine immobilize
ettikleri peroksidaz enziminin optimum pH degerini 5,0 olarak rapor etmislerdir [75].
Lavery ve arkadaglar1 (2010) saflastirilmis HRP'nin, pH 6,0-7,5 araliginda yiksek
aktivite gosterdigini ancak enzim aktivitesinde pH 8,0° da anlaml diisiis gbzlendigini

rapor etmisglerdir [76].

Serbest ve immobilize HNF-GA enzimlerinin aktivitelerine pH etkisinin
belirlenmesinde, pH 4,0-9,0 araliginda substrat olarak gayakol ¢ozeltisi kullanildi.
Calismalar sirasinda 0,05 M sodyum asetat (pH 4,0 ve 5,0), 0,05 M potasyum fosfat
(pH 6,0 ve 7,0) ve 0,05 M Tris-HCI (pH 8,0 ve 9,0) tamponlari kullanildi. Serbest ve
glutaraldehit ile capraz baglanmig immobilize enzimlerin optimum pH degerleri 6,0
olarak bulundu. Sonu¢ olarak glutaraldehit ile capraz baglamanin HNEF’lerin

optimum pH degerleri iizerine etki etmedigi gozlendi ( Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. Serbest enzim ve HNF-GA yapilarinin optimum pH grafikleri. (a:
CuNF-HRP ile CUNF-HRP-GA b: CaNF-HRP ile CaNF-HRP-GA c¢: MnNF-HRP ile

MnNF-HRP-GA)
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HNF ve HNF-GA yapilar1 Kkarsilastirildiginda, glutaraldehit ile capraz
baglanmis olan HNF’lerin asidik ve bazik bolgelerde diger HNF’lere goére daha
dayanikli oldugu, bununla birlikte optimum pH degerinin degismedigi gozlemlendi.

Serbest enzim ve sentezlenen immobilize HNF yapilarinin pH stabilite grafigi
incelendiginde; pH degeri 5,5-6,5 civarinda 1 saat inkiibasyondan sonra aktivitede
onemli kayiplar olmadig1r goriilmektedir. Glutaraldehit ile ¢apraz baglanan HNF
yapilarinda da benzer araliklarda 1 saat inkiibasyondan sonra yiiksek kayiplar
olmadigi ve glutaraldehit ile ¢apraz baglama yapilmamis HNF yapilarina gére daha
iyi stabilite gosterdigi belirlendi. Asidik ve bazik bolgede ise sentezlenen tiim
immobilize HNF ve HNF-GA yapilarinin serbest enzime gore daha stabil oldugu
bulundu (Sekil 4.31-4.32).
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Sekil 4.31. Serbest enzim ve HNF’lerin pH stabilite grafigi (a:Serbest HRP,
b:CuNF-HRP, c: CaNF-HRP, d: MnNF-HRP)

Al-Bagmi ve ark. (2019) saflastirarak kullandiklari horseradish peroksidaz
enzimi ile yaptiklan stabilite ¢alismasinda pH stabilite degerini pH 6,0 olarak tespit
etmiglerdir [77].
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Sekil 4.32. Serbest enzim ve HNF-GA yapilarinin pH stabilite grafikleri. (a:
CuNF-HRP-GA b: CaNF-HRP-GA c: MnNF-HRP-GA)
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Enzimlerin  katalizledigi  reaksiyonlarin  hizlar1  sicaklik  arttik¢a
artabilmektedir. Bununla birlikte artan sicakliga bagi olarak enzimlerin yapilar
geregi aktiviteleri azalirken katalizledikleri reaksiyonlarin hizlar1 da azalmaktadir.
Reaksiyon hizinin maksimuma ulastig1 noktadaki sicakliga ‘optium sicaklik’ denir.
Enzimlerin ¢ogunun yiiksek aktivite gosterdikleri optimum sicaklik 30-40 0 C’dir. Bu
sicakligin istiine ¢ikildig1 zaman enzimler, protein yapilar1 nedeniyle denatiirasyona
ugrarlar. Yapilan ¢alismada serbest enzim ve sentezlenen tim immobilize enzimler
icin optimum sicaklik degeri 40°C olarak belirlendi (Sekil 4.33-4.34). Enzimler
diisiik veya yiiksek sicakliklarda kararsizdirlar, ¢linkii ¢evresel sicakliktaki artis veya
azalma; uygun kiresel ve Katalitik olarak aktif yapisal konformasyonlarindan
sorumlu olan etkilesimlerin kirilmasina neden olmaktadir. Immobilizasyon islemi,
enzim molekiilleri igin daha dayanikli bir yapi1 olusturduklarindan, yiksek

sicakliklarindan daha az etkilenmekte bdylece stabiliteleri artmaktadir.
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Sekil 4.33. Serbest enzim ve HNF’lerin optimum sicaklik degerleri

El-Nahass ve ark. (2018) yaptiklar calismada serbest ve immobilize edilmis

HRP preparatlari i¢in optimum sicakligi 40°C olarak tespit etmislerdir [73].
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Sekil 4.34. Serbest ve HNF-GA immobilize enzimlerinin optimum sicaklik
grafikleri. (a: CUNF-HRP ile CuNF-HRP-GA b: CaNF-HRP ile CaNF-HRP-GA c:
MnNF-HRP ile MNnNF-HRP-GA)
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Serbest enzim ve sentezlenen tim HNF yapilarmin sicaklik stabilitesini
belirlemek icin 20 — 70 °C’de arasinda degisen sicakliklarda 1 saat bekletildi ve geri
kalan aktivite degerleri Olglildiiginde (Sekil 4.35) immobilize edilmisg tim HNF-
HRP'lerin termal stabilitesinin serbest enzime gore daha iyi oldugu bulundu.
Immobilize enzimlerin yiiksek sicaklikta konformasyon gegisini 6nleyen enzim ve
destek arasindaki kovalent bag sayesinde sicaklik stabilitelerinin serbest olandan ¢ok
daha iyi oldugu goriilmektedir. Immobilize enzimlerin termal stabilitesinin daha iyi
olmasi, immobilize edilmis enzimlerin genel avantajlarindan biri olarak

gortlmektedir.
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Sekil 4.35. Serbest enzim ve HNF’lerin termal stabilite grafigi (a:60°C,
b:70 °C)
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Serbest enzimin sicaklik stabilite grafigi incelendiginde; bir saatlik
inkiibasyon sonunda 60°C’de aktivitesinin %27,14’inii, 70°C’de ise aktivitesinin
%4,09’unu korudugu tespit edildi. Sentezlenen HNF ve ¢apraz bagli HNF yapilar
25°C’de aktivitelerinin tamamini koruyorken, 70°C’ye ¢ikildigi zaman tiim HNF-
HRP yapilarinin geri kazanilan aktivitelerinin %55-60 araliginda, GA ile ¢apraz
bagli HNF yapilarmin ise 70°C’de geri kazanilan aktivitelerinin %60-70 araliginda
oldugu bulundu (Sekil 4.36). Tim bu sonuglar dikkate alindiginda enzim

immobilizasyonunun 6nemli 6lciide termal stabilite artis1 sagladigi goriilmektedir.

El-Nahaas ve ark. (2018) immobilizasyonun c¢esitli sicakliklarda stabilite
Uzerindeki etkisinin, serbest ve immobilize edilmis HRP'nin 30 ila 80°C arasindaki
sicakliklarda 30 dakika boyunca inkiibe edildigi deneylerde degerlendirmislerdir.
Sonuglarinda, ¢ozinur ve immobilize edilmis HRP'nin sirasiyla 40°C ve 50°C'ye
kadar stabil oldugunu gostermislerdir. Serbest enzim 70°C'de 30 dakika
inkiibasyonun ardindan tam bir aktivite kaybi sergilese de, immobilize enzim,

aktivitesinin %25'ini korudugunu tespit etmislerdir [73].
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Sekil 4.36. Serbest ve HNF-GA immobilize enzimlerinin termal stabilite
grafikleri. (a: CUNF-HRP ile CuNF-HRP-GA b: CaNF-HRP ile CaNF-HRP-GA c:
MnNF-HRP ile MNNF-HRP-GA)

Glutaraldehit maddesi diger gruplarla reaksiyona girebilmesine karsin, esas
olarak proteinlerin amino gruplarmi iceren farkli enzim kisimlariyla reaksiyona
girebilmektedir. Hem asidik hem de notr kosullar altinda, Ga’dan aldehit gruplari,
schiff bazlarinin olusmasiyla proteinler ile reeaksiyona girer. Bu da yapiya daha

biiyiik bir dayaniklilik kazandirir.

Immobilize enzimlerin 1siya kars1i dayamkliligi, enzim gruplarinin

pozisyonlarmin aktif yonlendirilmesinde sabit tutulmasini saglayan ve bu nedenle
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HRP’yi yiiksek sicaklikta uygunsuz yapisal degisikliklerden koruyan biiyiik bir

capraz baglama reaktifi gibi davranmasi nedeniyle olabilmektedir.

4.4.4. Substrat Spesifikligi

Horseradish peroksidaz enziminin substrat spesifikligini belirlemek igin,
pirogallol, 4- Metil katekol, gallik asit, tirozin, katekol, ABTS ve 4-AAP substrat

cozeltileri kullanildi. Her bir substrat ¢ozeltisi 10 mM derisimde hazirlananrak, max

dalga boylarinda absorbans Ol¢iimleri alindi ve aktiviteleri hesaplandi. En yiiksek

aktivitenin bulundugu substrat %100 olarak kabul edilerek siralama % olarak yapildi

(Tablo 4.5).
Tablo 4.7. Serbest enzim ve HNF’lerin Substrat Spesifikligi
% Gozlenen Aktivite
Substrat Serbest CuNF-HRP | CaNF-HRP | MNNF-HRP
HRP

Gayakol (10 mM) 100 100 100 100
Pirogallol (10 mM) 74 71 61 63
4-metil katekol (10 mM) 54 49 47 45
Tirozin (10 mM) 36 33 34 31
Katekol (10 mM) 29 28 26 24
ABTS (10 mM) 25 25 22 22
Fenol(4-AAP) (10 mM) 23 24 19 20
Gallik asit (10 mM) 15 14 12 11

Reaksiyon siiresi: 3dk, reaksiyon hacmi: 3 mL, sicaklik: 40°C

Sonug¢ olarak horseradish peroksidaz enzimi i¢in en iyi substratin gayakol

oldugu tespit edildi. Diger substratlar ise sirasiyla pirogallol > 4-metil katekol >

tirozin > katekol > ABTS >4-AAP >gallik asit oldugu saptanmustir.
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Mohamed ve ark. (2012) yaptiklar1 HRP enziminin stabilite ¢alismasinda
benzer sekilde o-fenilendiaminin, enzim i¢in en iyi substrat, ardindan gayakol, o-
dianisidin, piyrogallol ve p-aminoantipiridin oldugunu belirtmislerdir [78]. Mohamed
ve ark. (2017) Fe30O4 manyetik nanopargacik iizerinde immobilize edilmis ¢oziiniir
HRP ve HRP 'nin substrat spesifikligi igin yaptiklar1 ¢alismada gayakol ile aktiviteyi
%100 olarak kabul etmislerdir ve oksidasyon aktivitesini, sirasiyla %69, %29, %22,
%12 ve %4 nispi aktivite ile ¢ozinlir HRP igin o-fenilendiamin > o-dianisidin > p-
aminoantipirin > pirogallol > ABTS olarak rapor etmislerdir. Ayni calismada
immobilize enzimler igin oksidasyon aktivitesini, sirasiyla %100, %90, %60, %28 ve
%25 nispi aktiviteye sahip immobilize edilmis HRP ile o-fenilendiamin > p-

aminoantipirin > O-dianisidin > pirogallol > ABTS oldugunu tespit etmislerdir [79].

4.4.5. Enzim Kinetigi

Serbest HRP enziminin ve HNF yapilarinin 0,1 M pH 6,0 tamponu igerisinde
farkli substrat derisimleri kullamlarak 40°C’de belirlenen aktivite degerleri ile elde
edilen Lineweaver-Burk grafikleri asagidaki sekilde gosterilmistir (Sekil 4.37).

o Serbest HRP

A CaNF-HRP 05 1
® CuNF-HRP |
® MnNF-HRP 0,45
CaNF-HRP-GA 04 -
CuNF-HRP-GA ’
MnNF-HRP-GA 035 -
2 03
-0,2 -0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

1/[Gayakol] mM™'

Sekil 4.37. Serbest ve HNF horseradish peroxidase enzimlerinin gayakol

substrati ile ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Tablo 4. 8. Serbest enzim ve HNF yapilarinin Ky ve Vnax degerleri

Km Vmax Vmax
Serbest HRP 10,71 mM 29,85 U/mL 298,05 U/mg protein
CuNF-HRP 12,15 mM 25,70 U/mg tasiyict | 285,55 U/mg protein
CuNF-HRP-GA 12,97 mM 25,97 U/mg tasiyict | 288,55 U/mg protein
CaNF-HRP 12,83 mM 25,38 U/mg tasiyict | 291,72 U/mg protein
CaNF-HRP-GA 13,87 mM 26,17 U/mg tasiyict | 300,80 U/mg protein
MnNF-HRP 13,31 mM 25,57 U/mg tasiyict | 311,82 U/mg protein
MnNF-HRP-GA 14,87 mM 26,73 U/mg tasiyict | 325,97 U/mg protein

Immobilize HRP-hibrit nanogicek yapilarinin Ky ve Ve degerlerindeki
farklanma, serbest HRP’ ye kiyasla enzim-substrat afinite kapasiteside bir degisime
isaret etmektedir. Bu degisim substratin HRP’nin aktif bolgesine erisimine yonelik
sterik engel ve/veya tastyicinin kati yiizeyi ile temas ettikten sonra HRP’nin

konformasyonundaki bir degisiklik sebebiyle olabilir.

Literatirde EI-Nahass ve ark. (2018) yaptiklart HRP immobilizasyonu
calismasinda gayakol substrati igin serbest enzimin Ky degerini 10, mM ve
immobilize enzimin Ky degerini 12 mM, H,0, substrati ile yaptiklari kinetik
caligmada serbest enzim i¢in Ky degerini 5.27 mM ve immobilize enzim i¢in Ky
degerini 3,9 mM oldugunu belirtmislerdir [73]. Mohamed ve ark. (2016) yaptiklar
HRP immobilizasyonu calismasinda substrat olarak gayakol kullanmig ve serbest
enzim icin Ky degerini 31 mM, Vax degerini 2,17 U/mL, H,0; ile yaptiklari kinetik
calismada serbest enzim igin Ky degerini 5 mM, Vna degerini ise 2,12 U/mL
bulmuslardir [80]. Mohamed ve ark. (2017) yaptiklar1 FesO4 manyetik nanopartikiil
uzerine HRP enzimi immobilizasyonu c¢alismasinda substrat olarak gayakol
kullanmig ve serbest enzim icin Ky degerini 31 mM ve immobilize enzim igin Ky
degerini 45 mM,. H,0O, ile yaptiklart kinetik ¢aligmada serbest enzim igin Ky
degerini 5 mM, immobilize enzim i¢in Ky degerini 7 mM bulmuslardir [79]. Xu ve

ark. (2013) ABTS substrati ile yaptiklart kinetik caligmada serbest enzimin Ky
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degerini 0,34 mM, immobilize enzimin Ky degerini 0,62 mM, serbest enzim igin
Vmax degerini 133,1 umol/mg/dk, immobilize enzim igin Vmax degerini 99,8
umol/mg/dk oldugunu tespit etmislerdir [81]. Monier ve ark. (2010) pirogallol
substrati ile yaptiklar1 calismada serbest enzim igin Ky degerini 2,235 mM,
immobilize enzimler icin Ky degerini 2,87 ve 3,78 mM, V. degerleri ise serbest
icin 1,153 mmol min™ mg™, immobilize enzimler igin Vpax degerlerini 0,917 mmol

min™ mg™ ve 0,656 mmol min™® mg™ oldugunu rapor etmislerdir [82].

4.4.6. immobilize Enzimlerin Tekrar Kullanilabilirligi

Nanogicek hibrit yapilarinin tekrar kullanilabilirligini tespit etmek i¢in 10
ppm Amarant boyasinin giderimi yapildi ve her bir kullanimdan sonra aktiviteleri
standart yonteme gore Olcildi. HNF yapilarmin 10 kullanimdan sonra ortalama

aktivite gosterdigi ve boya gideriminin ger¢eklestigi bulundu.

HNF ve HNF-GA yapilarinin tekrar kullanilabilirliklerine ait grafikler Sekil
4.38-4.39-4.40’te  gosterildi. 10 kullanim sonucunda CuNF-HRP yapisinin
aktivitesinin %38'ini, CUNF-HRP-GA yapisinin ise aktivitesinin %63’tinii korudugu,
CaNF-HRP yapisinin aktivitesinin = %37°sini, CaNF-HRP-GA yapisinin ise
aktivitesinin %58’ini korudugu ve MnNF-HRP yapisinin aktivitesinin %35’ini,

MnNF-HRP-GA yapisinin ise aktivitesinin %54 iinii korudugu saptandi.
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Sekil 4.38. CuNF-HRP ve CuNF-HRP-GA yapilarinin Amarant boya
giderimindeki tekrar kullanilabilirlikleri; [(a: CuNF-HRP, b: CuNF-HRP-GA)

(Immobilize enzim miktar: 500 uL, reaksiyon siiresi: 2,5 saat, reaksiyon hacmi: 5

mL, boya konsantrasyonu: 10 ppm, karistirma hiz: 20 rpm, sicaklik: 25°C]
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Sekil 4.39. CaNF-HRP ve CaNF-HRP-GA yapilarinin Amarant boya
giderimindeki tekrar kullanilabilirlikleri; [(a: CaNF-HRP, b: CaNF-HRP-GA)

(Immobilize enzim miktari: 500 uL, reaksiyon siiresi: 2,5 saat, reaksiyon hacmi: 5

mL, boya konsantrasyonu: 10 ppm, karistirma hizi: 20 rpm, sicaklik: 25°C)]
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Sekil 4.40. MnNF-HRP ve MnNF-HRP-GA vyapilarinin Amarant boya
giderimindeki tekrar kullanilabilirlikleri; [(a: MnNF-HRP, b: MnNF-HRP-GA)
(Immobilize enzim miktari: 500 uL, reaksiyon siiresi: 2,5 saat, reaksiyon hacmi: 5

mL, boya konsantrasyonu: 10 ppm, karistirma hizi: 20 rpm, sicaklik: 25°C)]

Temocgin ve ark. (2008) yaptiklar1 caligmada immobilize horseradish
peroksidaz enzimi i¢in 20 kullanim sonucunda aktivitenin %54’inti korudugunu
tespit etmiglerdir [83]. Patel ve ark. (2018) nanogicek yapilarinin 10 kullanim

sonucunda aktivitelerinin %40,2 aktivitelerini korudugunu rapor etmislerdir [84].

4.4.7. Enzim Kagis1
Nanogigek hibrit yapilarindan enzim kagisina ait grafikler Sekil 4.41-4.42-
4.43’te gosterilmistir. Ayni yapilar ile 10 kez tekrarlanan aktivite 6lcimi sonucunda;

HNF ve HNF-GA yapilarinin enzim kagis oranlar1 % olarak bulundu.

CuNF-HRP ve CuNF-HRP-GA nanogicek yapilarindan enzim kagisi grafigi
Sekil 4.41°de incelendiginde, 10. kullanimda enzim kagis oraninin CUNF-HRP igin
%13,45, CuNF-HRP-GA igin %1,11, CaNF-HRP ve CaNF-HRP-GA nanogicek
yapilarinin enzim kagisi grafigi Sekil 4.42°de incelendiginde, 10. kullanimda enzim
kagis oraninin CaNF-HRP icin %14,04, CaNF-HRP-GA icin %1,35, MNnNF-HRP ve
MnNF-HRP-GA nanogicek yapilarinin  enzim kagigi grafigi  Sekil 4.43’te
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incelendiginde, 10. Kullanimda enzim kag¢is oraninin MnNF-HRP icin %14,27,
MnNF-HRP-GA icin %1,56 oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.41. CuNF-HRP ve CuNF-HRP-GA yapilarinin enzim kagis1 grafigi
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Sekil 4.42. CaNF-HRP ve CaNF-HRP- GA yapilarinin enzim kagis1 grafigi
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Sekil 4.43. MNNF-HRP ve MnNF-HRP- GA yapilarinin enzim kagis1 grafigi

Sonu¢ olarak yaptigimiz ¢alismada HRP-hibrit nanogi¢cek yapilarinin
glutaraldehit ile ¢apraz baglanmasi, bu yapilardan enzim kagisimi biiyiik olgilide

engelleyerek stabilitelerini arttirdig1 bulundu.

Literatiirde Patel ve ark. (2018) sentezledikleri lakkaz nanogicek yapilarinin
enzim kacis oranlarint 10 kullanimdan sonra %40,2, glutaraldehit capraz bagh
nanogicek yapilarinin 10 kullanimdan sonra %3,9 enzim kagis1 oran1 gosterdigini

rapor etmislerdir [84].

4.5. HNF-HRP Yapilar ile Boya Giderimi

Calismanin ikinci asamasinda elde edilen horseradish peroksidaz hibrit
nanocicek yapilarmin endiistriyel uygulamasi olarak tekstil boyalarmin giderimi
incelendi. Model boya olarak Amarant, Kristal Viole, ve Tartrazin boyalari
kullanildi. Boyalarin CuNF-HRP, CaNF-HRP ve MnNF-HRP immobilize enzimler
tarafindan zamana bagli boya giderimi incelendi ve giderim oranlar asagidaki

formiil ile hesaplandi:

% Boya Giderimi= ——— x 100 (8)

AAt-o)
Ao
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Sekil 4.44. HNF-HRP immobilize enzimlerinin Amarant boyasinin
gideriminde elde edilen UV-Vis spektrumlari ve Amarant boyasinin baslangig, 1 saat
ve 2,5 saat gideriminden sonraki goriniimi [(Immobilize enzim miktar:: 500 pL,
reaksiyon suresi: 2,5 saat, reaksiyon hacmi: 5 mL, boya konsantrasyonu: 10 ppm,

karigtirma hizi: 20 rpm, sicaklik: 250C) (a:CuNF-HRP, b:CaNF-HRP, c:MnNF-
HRP)]
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Sekil 4.45. HNF-HRP immobilize enzimlerinin Kristal Viole boyasinin
gideriminde elde edilen UV-Vis spektrumlar ve Kristal Violet boyasinin baglangig, 1
saat ve 2,5 saat gideriminden sonraki gériiniimii [(Immobilize enzim miktar1: 500 pL,
reaksiyon suresi: 2,5 saat, reaksiyon hacmi: 5 mL, boya konsantrasyonu: 10 ppm,

karigtirma hizi: 20 rpm, sicaklik: 25°C) (a:CuNF-HRP, b:CaNF-HRP, c:MnNF-
HRP)]
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Sekil 4.46.

gideriminde elde edilen UV-Vis spektrumlar1 ve Tartrazin boyasinin baslangig, 1 saat
ve 2,5 saat gideriminden sonraki gorunimi [(Immobilize enzim miktari: 500 pL,
reaksiyon suresi: 2,5 saat, reaksiyon hacmi: 5 mL, boya konsantrasyonu: 10 ppm,
karistirma hizt: 20 rpm, sicaklik: 25°C) (a:CuNF-HRP, b:CaNF-HRP, c:MnNF-

HRP)]

HNF-HRP

400

500

Wavelength (nm)

(©)

immobilize enzimlerinin Tartrazin boyasinin

Tablo 4. 9. Sentezlenen HNF-HRP yapilari ile % boya giderimi

HNF
Yapilari

Amarant

Tartrazin

Na"00C,

=N
\ "
N L(NGsojua
N
o™,

INaO;S

Kristal Viole

N
HaC.}-CHa

CuNF-HRP

CaNF-HRP

MnNF-HRP
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4.6. Immobilize Horseradish Peroxidase Enzimleri ile Fenolik Bilesik
Oksidasyonu

Immobilize enzimlerin fenolik bilesik oksidasyonu ¢alismasinda fenolik
bilesik olarak katekol, pirogallol, fenol, L-tirozin ve gayakol bilesikleri kullanildu.
Fenolik bilesiklerin CUNF-HRP, CaNF-HRP ve MnNF-HRP immobilize enzimler
tarafindan yarim saat, 1 saat, 2 saat ve 3 saat siirelerinde alinan UV-Vis spektrum

tarama sonuglart etkili bir fenolik bilesik oksidasyonu gergeklestirildigini gosterdi.
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Sekil 4.47. HNF-HRP immobilize enzimleri ile Katekol oksidasyonunda elde

edilen UV-Vis spektrumlari [(Immobilize enzim miktari: 500 uL, reaksiyon stresi: 3

saat, reaksiyon hacmi: 5 mL, fenolik bilesik konsantrasyonu: 10 ppm, karigtirma hizi:
20 rpm, sicaklik: 25°C) (a:CuNF-HRP, b:CaNF-HRP, c:MnNF-HRP)]
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Sekil 4.48. HNF-HRP immobilize enzimleri ile Pirogallol oksidasyonunda
elde edilen UV-Vis spektrumlar: [(Immobilize enzim miktari: 500 pL, reaksiyon
stiresi: 3 saat, reaksiyon hacmi: 5 mL, fenolik bilesik konsantrasyonu: 10 ppm,
karistirma hizi: 20 rpm, sicaklik: 25 0C) (a:CuNF-HRP, b:CaNF-HRP, c:MnNF-
HRP)]
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Sekil 4.49. HNF-HRP immobilize enzimleri ile Fenol oksidasyonunda elde
edilen UV-Vis spektrumlari [(Immobilize enzim miktar1: 500 pL, reaksiyon siiresi: 3
saat, reaksiyon hacmi: 5 mL, fenolik bilesik konsantrasyonu: 10 ppm, karistirma hizi:

20 rpm, sicaklik: 25 °C) (a:CuNF-HRP, b:CaNF-HRP, c:MnNF-HRP)]
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Sekil 4.50. HNF-HRP immobilize enzimleri ile Tirozin oksidasyonunda elde
edilen UV-Vis spektrumlar1 [(Immobilize enzim miktari: 500 pL, reaksiyon siiresi: 3
saat, reaksiyon hacmi: 5 mL, fenolik bilesik konsantrasyonu: 10 ppm, karistirma hizi:

20 rpm, sicaklik: 25 °C) (a:CuNF-HRP, b:CaNF-HRP, c:MnNF-HRP)]
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Sekil 4.51. HNF-HRP immobilize enzimleri ile Gayakol oksidasyonunda elde
edilen UV-Vis spektrumlar1 [(Immobilize enzim miktar1: 500 pL, reaksiyon siiresi: 3

saat, reaksiyon hacmi: 5 mL, fenolik bilesik konsantrasyonu: 10 ppm, karistirma hizi:

20 rpm, sicaklik: 25 °C) (a:CuNF-HRP, b:CaNF-HRP, c:MnNF-HRP)]

Tablo 4.10. Sentezlenen HNF-HRP yapilari ile % fenolik bilesik oksidasyonu

% Fenolik Bilesik Oksidasyonu
HNF Katekol Pirogallol Fenol Tirozin | Gayakol
Yapilar OH OH "o OH
:E _OH HO\ :%: _-OH @/OH HN i .OCHS
CuNF-HRP 74 78 78 91 75
CaNF-HRP 68 75 76 89 73
MnNF-HRP 65 73 72 88 71
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4.7. Fitotoksisite Calismasi

Atik sularda boya veya fenolik bilesik gideriminden sonra, atik suyun
kullanilabilirliklerinin ve toksisitelerinin belirlenmesi amaci ile fitotoksisite ¢alismasi
yapildi. Bu deneyde kontrol Orneginde, boya gideriminden Once ve sonraki
cozeltilerde fasulye tohumlar1 ¢imlendirilerek cimlenme indeksi (GI) hesaplandi.
Toksik etkili bilesenlerin varhi@ina karsi duyarli olan kok uzamasi ve tohum
cimlenmesi Olgimleri dikkate alindi. Fasulye bitkisinin kontrol grubunda ortalama
kok uzunlugu 8+0,2 cm Olculdu ve %100 olarak kabul edildi. CuNF-HRP
immobilize enzimi ile giderilen amarant boyasinda fasulye bitkisi yetistirildi ve 1
hafta sonraki kok uzunlugu 7,8£0,2 cm olarak Ol¢ildi. Aritilmamis amarant boya
¢ozeltisinde yetistirilen fasulye bitkisinin kok uzunlugu ise 6,2+0,2 cm olarak
Olglldu. CuNF-HRP immobilize enzimi ile inkiube edilen tartrazin boyasi ile
biyiitillen fasulye bitkisinin 1 hafta sonraki kék uzunlugu 70,2 cm olarak
Olciilmiistiir. Aritilmamis tartrazin boyasinda biiyiitiilen fasulye bitkisinin boyutu
5,2£0,2 cm olarak ol¢iilmiistiir. CUNF immobilize enzimi ile inkube edilen kristal
viole boyasi ile biiyiitiilen fasulye bitkisinin 1 hafta sonraki kok uzunlugu 6,6+0,2 cm
olarak Olciilmiistiir. Aritilmamis tartrazin boyasinda biyiitiilen fasulye bitkisinin
boyutu 5,0+0,2 cm olarak dlgiilmiistiir (Sekil 4.52)

((¢ {(ta {0

@ () (© (d (&) () @ () O

Sekil 4.52. CUNF-HRP yapsi ile aritilmig boyalarda yetistirilen tohumlarin
kok boyutlar1 [(a; kontrol, b; amarant boyasi giderim sonrasi, ¢; amarant boyasi),
(d;kontrol, e; tartrazin boyasi giderim sonrasi, f; tartrazin boyasi), (g; kontrol, h;
kristal viole boyas1 giderim sonrasi, 1; kristal viole boyas1)(Yetistirme suresi: 1 hafta,
sicaklik: 25°C)].
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Fasulye bitkisinin kontrol grubunda ortalama kok uzunlugu 8+0,2 cm’dir ve
%100 olarak kabul edilmistir. CaNF-HRP immobilize enzimi ile inkiibe edilen
amarant boyasi ile biiyiitiilen fasulye bitkisinin 1 hafta sonraki kok uzunlugu 7,6+0,2
cm olarak Olgiilmiistiir. Aritilmamig amarant boya ¢ozeltisinde yetistirilen fasulye
bitkisinin kok uzunlugu ise 6,2+0,2 cm olarak 6l¢iilmiistiir. CaNF-HRP immobilize
enzimi ile inklbe edilen tartrazin boyasi ile biiyiitiilen fasulye bitkisinin 1 hafta
sonraki kok uzunlugu 6,9+0,2 cm olarak Olgiilmiistiir. Aritilmamis tartrazin
boyasinda biiyiitiillen fasulye bitkisinin boyutu 5,2+0,2 cm olarak ol¢iilmiistiir.
CaNF-HRP immobilize enzimi ile inkiibe edilen kristal viole boyasi ile biiyiitiilen
fasulye bitkisinin 1 hafta sonraki kok uzunlugu 6,3+0,2 cm olarak OSlgiilmiistiir.
Aritilmamug Kkristal viole boyasinda biiyiitiilen fasulye bitkisinin boyutu 5,0£0,2 cm
olarak olgtilmiistiir (Sekil 4.53)

(@ (b) (¢ @ (© @ (g ()

Sekil 4.53. CaNF-HRP yapisi ile aritilmis boyalarda yetistirilen tohumlarin
kok boyutlar1 [(a; kontrol, b; amarant boyas1 giderim sonrasi, ¢; amarant boyasi),
(d;kontrol, e; tartrazin boyasi giderim sonrasi, f; tartrazin boyasi), (g; kontrol, h;
kristal viole boyasi giderim sonrast, 1; kristal viole boyasi) (Yetistirme slresi: 1 hafta,
sicaklik: 25°C)]

Fasulye bitikisinin kontrol grubunda ortalama kok uzunlugu 8+0,2 cm’dir ve
%100 olarak kabul edilmistir. MNNF-HRP immobilize enzimi ile inkibe edilen
amarant boyasi ile biiyiitillen fasulye bitkisinin 1 hafta sonraki koék uzunlugu
7,55+0,2 cm olarak 6l¢iilmiistiir. Aritilmamis amarant boya ¢ozeltisinde yetistirilen
fasulye bitkisinin kdk uzunlugu ise 6,2+0,2 cm olarak Ol¢lilmistir. MNNF-HRP
immobilize enzimi ile inklbe edilen tartrazin boyasi ile biiyiitiilen fasulye bitkisinin
1 hafta sonraki kok uzunlugu 6,7+£0,2 cm olarak 6l¢iilmiistiir. Aritilmamis tartrazin

boyasinda biiyiitillen fasulye bitkisinin boyutu 5,2+0,2 c¢cm olarak Ol¢lilmistiir.
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CaNF-HRP immobilize enzimi ile inkiibe edilen kristal viole boyasi ile biiyiitiilen
fasulye bitkisinin 1 hafta sonraki kok uzunlugu 6,0+0,2 cm olarak oSlglilmiistiir.
Arntilmamis Kristal viole boyasinda biiyiitiilen fasulye bitkisinin boyutu 5,0+0,2 cm
olarak olgiilmiistiir (Sekil 4.54)

@ (o) (¢ d (&) @ (@)

Sekil 4.54. MNnNF-HRP yapisi ile aritilmis boyalarda yetistirilen tohumlarin
kok boyutlart [(a; kontrol, b; amaranth boyasi giderim sonrasi, ¢; amarant boyasi),
(d;kontrol, e; tartrazine boyasi giderim sonrasi, f; tartrazine boyasi), (g; kontrol, h;
kristal viole boyas1 giderim sonras, 1; kristal viole boyasi) (Yetistirme suresi: 1 hafta,
sicaklik: 25°C)]

Sonu¢ olarak aritilmis boya c¢ozeltilerinde, aritilmamis boya c¢ozeltilerine
oranla daha biiyiik kok uzunluklar1 oldugu, bu da bitkilerin aritilmig atik boyalarda
biiylitiilebilecegi anlamina gelmektedir. Aritilmamis boyalardaki kok uzama oranina

bakildiginda, kristal viole boyasinin daha toksik oldugu sonucuna varilmistir.

Literatirde Bilal ve ark. (2016) HRP enzimiyle ¢alistiklar1 denemelerde boya
giderimi yapmis ve fitotoksisitelerini incelemislerdir. Bu c¢alismada, boyalarin
fitotoksisite analizi, yaygin bir tarimsal iriin fidesi (T. aestivum) kullanilarak
gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglara gére %60 ile %80 arasinda degisen ¢esitli
kok uzamalart oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda, muamele edilmemis boya
numuneleri ile ¢imlendirilmis bitki fidelerinde, boya ¢ozeltilerinin bitkinin hayatta
kalmas1 tiizerindeki toksik etkisine isaret kdk uzamasi inhibe edilmistir. Aksine,
immobilize HRP enzimi ile muamele edilmis boya numunelerinde kok ve siirgiin

uzunluklarinda 6nemli Glglide uzamasi olan bitki tohumlarinin %80'inde ¢imlenme
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gozlendigini belirtmislerdir. Ayrica, muamele edilmis boya numunelerinde
filizlenme ve kok uzunluklarina iliskin ¢imlendirilen bitkilerin saglikli durumu,
immobilize edilmis enzimin kompleks boyalar1 toksik olmayan bir forma doniistiirme

roluniin 6nemine vurgu yapmislardir [85].

Tablo 4.11. % Cimlenme indeksi

HNF Amarant Tartrazin Kristal Viole
Yapilan
CuNF- Kontrol 100 100 100
HRP

Giderim

Sonrasi 98 87 82

Boya

Cozeltisi 77 65 62
CaNF- Kontrol 100 100 100
HRP

Giderim

Sonrasi 95 86 78

Boya

Cozeltisi 77 65 62
MnNF- Kontrol 100 100 100
HRP

Giderim

Sonrasi 94 84 75

Boya

Cozeltisi 77 65 62

110




5. SONUC VE ONERILER

Tez calismasinda, inorganik kisim igin farkli metal iyonlari (Cu2+,
Ca2+,Mn2+) ile organik kisim igin horseradish peroxidase enzimi kullanilarak
inorganik-organik hibrit nanogicek (HNF) yapilar1 sentezlendi ve karakterizasyon
calismalar1 yapildi. Sentezlenen hibrit nanogigek yapilari GA ile ¢apraz baglanarak

stabilitelerdeki artis karsilastirmali olarak g¢alisildi.

Yapilan ¢aligmalarda, sentezlenen HNF yapilarinin SEM analizi ile 72 saat
sonunda ¢i¢ek benzeri gdzenekli yapilarinin olustugu, enzimsiz nanogicgek yapilari ile
enzimli  hibrit nanogigek yapilarinin  FT-IR analizleri yapilarak, hibrit
nanogiceklerdeki enzim immobilizasyonun gerceklestigi, EDX analizleri yapilarak
C,0 ve N miktarlarinin haritalanmasi ile yapilarindaki elemental degisim oraninin
HRP’nin yapiya katilmasiyla arttigi ve XRD analizi yapilarak, XRD spektrumlarinin
kristal yapilar i¢in uyumlu oldugu goriildi.

Serbest ve immobilize HNF yapilarinin optimum kosullarinin belirlenmesi
icin yapilan pH ve sicaklik caligsmalar1 sonucunda, serbest ve immobilize enzimlerin
optimum pH degerleri 6,0 olarak belirlendi. Stabil pH degerinin ise degismedigi,
bazik bolgeye kayildikca aktivitenin ve stabilitenin azaldig1 gozlemlendi. Ayrica GA
ile capraz baglanan HNF yapilarinin stabilitelerinin normal HNF yapilarma gore

daha iyi oldugu ve optimum pH degerinin degismedigi gozlemlendi.

Yapilan optimum sicaklik ¢alismasi sonucunda, serbest ve immobilize
enzimler igin optimum sicaklik degerinin 40°C oldugu tespit edildi. Termal stabilite
sonuglarina bakildiginda, 70°C’de serbest enzimin aktivitesini tamamen yitirdigi
gozlenirken immobilize enzimlerin ise aktivitelerinin 40-50°C arasinda degistigi
gozlendi. Glutaraldehit (GA) ile ¢apraz bagli HNF yapilarinin, normal HNF

yapilarina oranla sicaklik kosullarina daha dayanikli oldugu tespit edildi.

Serbest ve immobilize HNF yapilan kinetik ¢alismada gayakol substrat olarak
kullanildiginda serbest enzimin Ky ve Vmax degeri sirasiyla 10,71 mM ve 29,85
U/mL bulundu. CuNF-HRP icin Ky ve Ve degeri 12,15 mM ve 25,70 U/mg,
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CaNF-HRP icin Ky ve Viax degeri 12,83 mM ve 25,38 U/mg, MNNF-HRP icin Ky
Ve Vmax degeri 13,31mM ve 25,57 U/mg bulundu.

Serbest ve immobilize enzimler i¢in yapilan substrat spesifikligi ¢alismasinda
en ylksek aktivitenin gayakol substrati ile okundugu, daha sonra aktivite siralamasi
pirogallol > 4-metil katekol > tirozin > katekol > ABTS >4-AAP >gallik asit oldugu

bulundu.

HNF yapilarindaki enzim kagis1 sonuglar incelendiginde, CUNF-HRP’nin 10.
kullanimda %13,45 enzim kacis1 oldugu, CuNF-HRP-GA’nin 10. kullanimda %1,11
enzim kagiginin oldugu tespit edildi. CaNF-HRP’nin 10. kullanimda %14,04 enzim
kagis1 oldugu, CaNF-HRP-GA’nin 10. kullanimda %1,35 enzim kagisinin oldugu
tespit edildi. MNNF-HRP’nin 10. kullanimda %14,27 enzim kagis1 oldugu, MnNF-
HRP-GA’nin 10. kullanimda %1,56 enzim kagisinin oldugu tespit edildi.

HNF yapilarimin boya giderimde tekrar kullanilabilirligi calisildi ve 10
kullanim sonucunda aktivitelerinin; CuNF-HRP i¢in %38 kadarin1 gosterdigi, CUNF-
HRP-GA i¢in %63, CaNF-HRP icin %37 kadarin1 gosterdigi, CaNF-HRP-GA igin
%58, MnNF-HRP icin %35, MnNF-HRP-GA igin %54 kadarin1 gosterdigi tespit
edildi. Bu farklanmanin HNF yapilarindaki farklilik ve immobilizasyon veriminden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

HNF yapilari ile yapilan boya giderimi galismasinda Amarant, Tartrazin ve
Kristal Viole boyalari kullanildi. CaNF-HRP immobilize enzimi igin bu boyalardaki
giderim %/’leri sirast ile %96, %90 ve %82 bulundu. CaNF-HRP immobilize enzimi
icin bu boyalardaki giderim %’leri sirast ile %94, %84 ve %81 olarak bulundu.
MnNF-HRP immobilize enzimi i¢in bu boyalardaki giderim %’leri siras1 ile %89,

%81 ve %80 olarak bulundu.

Hibrit nanogicek yapilarin1 sentezlemek igin organik bilesen olarak
Horseradish peroxidase enzimi se¢ildi. Metalloenzim o6zelligindeki HRP, H,0;
varliginda spesifik olarak birka¢ organik ve inorganik substrati katalize eder. HRP,
yiiksekkatalitik aktivite, yiiksek hassasiyet ve substrat spesifikligi dahil olmak (izere

benzersiz Ozelliklere sahiptir. Bu 6zellikler nedeniyle HRP, fenolik bilesiklerin ve
112



diger kirleticilerin sulardan uzaklastirilmasi, biyosensor tasarimi ve analitik organik
sentez gibi ¢esitli uygulamalarda kapsamli bir sekilde incelenmistir ve

kullanilmaktadir.

Optimum pH ve sicaklik, kinetik parametreler, tekrar kullanilabilirlik, HRP-
HNF'lerin pH ve 1s1] kararlilig1 da incelenmistir. Ayrica yaptigimiz ¢alismada HRP-
HNF'lerin atiksulardaki bazi sentetik boyalarin giderilmesinde potansiyel kullanimi

da degerlendirildi.

Ozetle, glutaraldehit ile ¢apraz baglanarak elde edilen HRP-HNF sentezi
yoluyla etkili bir horseradish peroxidase immobilizasyonu gelistirilmistir. HNF-
HRP-GA, katalitik verim, tekrar kullanilabilirlik ve pH ile sicakliga karsidaha iyi
stabiliteye sahip olmast bakimindan enzim 0&zelliklerinde O6nemli bir gelisme
gostermistir. HNF'lerin yeniden kullanilabilirligi, capraz baglamadan sonra 6nemli
Ol¢iide arttirildi. Bu sonuglar, HNF-HRP ve HNF-HRP-GA sistemlerinin, enzimlerin
stabilitesini ve yeniden kullanilabilirligini arttirmada etkili bir yaklagim oldugunu

gostermistir.
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