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ÖZET 

 

Bu çalışmada, manyetik Fe3O4 nanoparçacıkları ters-faz süspansiyon 

metodu ile selülozla kaplanmıştır. Hazırlanan selüloz kaplı manyetik 

nanoparçacıkları (Fe3O4-CC), geçirimli elektron mikroskopisi (TEM), 

Fourier dönüşümlü kızılötesi spektroskopisi (FT-IR), X-ışını kırınımı 

yöntemi (XRD), termogravimetrik analiz yöntemi (TGA), ζ (Zeta)-

potansiyel analizi, elektron paramanyetik rezonans spektroskopisi 

(EPR) ve titreşimli örnek manyetometrisi (VSM) ile karakterize edilmiştir. 

Elde edilen sonuçlardan selüloz kaplı manyetik nanoparçacıkların 

boyutlarının 50 nm’ den küçük olduğu, Fe3O4 nanoparçacıklarının 4,7-

7,0 nm kalınlığında selülozla kaplandıkları, Fe3O4 spinel yapısının 

değişmediği, izoelektrik noktasının 2,71, doyum mıknatıslanmasının 

45,2 emu/g olduğu ve süperparamanyetik özellik gösterdikleri 

belirlenmiştir. Trametes versicolor kaynaklı lakkaz enzimi, Fe3O4-CC 

nanoparçacıklarına adsorpsiyonla (Fe3O4-CC-L) veya iki türlü kovalent 

bağlanma methodu ile; yükseltgenerek (Fe3O4-CC-Y-L), siyanürik 

klorürle aktifleştirerek (Fe3O4-CC-SC-L) kovalent bağlanma yöntemi ile 

immobilize edilmiştir. Enzimin varlığı SEM/EDS analizleri ile 

belirlenmiştir. İmmobilize lakkazların aktifliğine pH, sıcaklık, substrat 

derişimi, depolama süresinin ve tekrar kullanılabilirliğin etkisi 
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incelenmiştir. İmmobilize lakkazlar için optimum pH 3,5, optimum 

sıcaklık 40 °C olarak bulunmuş ve 1 gün içerisinde 25 kez 

kullanıldıklarında başlangıç aktifliklerini yaklaşık %65 korumuşlardır. 

İmmobilize lakkazların Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L, Fe3O4-CC-SC-L 

katalitik etkinlikleri 1,35 olan serbest lakkazınkine çok yakın ve sırasıyla 

1,28, 1,29 ve 1,30 olarak bulunmuştur. 
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ABSTRACT 

 

In this study, Fe3O4 nanoparticles were coated with cellulose by 

reversed-phase suspension method. The prepared cellulose coated 

magnetic nanoparticles (Fe3O4-CC) were characterized by transmission 

electrode microscope (TEM), Fourier transform infrared spectroscopy 

(FT-IR), X-ray diffraction method (XRD), termogravimetric analysis 

(TGA), ζ (Zeta)-potential analysis, electron paramagnetic resonance 

spectroscopy (EPR) and vibrating sample magnetometry (VSM). It was 

determined that the particle sizes of cellulose coated magnetic 

nanoparticles are smaller than 50 nm, the thickness of cellulose on the 

Fe3O4 nanoparticles were 4,7-7,0 nm, no change occured in spinel 

structure, isoelectronic point was 2,71, the saturation magnetization 

was 45,2 emu/g and they demonstrate superparamagnetic property. 

Trametes versicolor laccase enyzme, immobilized on to Fe3O4-CC 

nanoparticles by adsorption and by two kind of covalent binding 

methods; either by oxidization or activation with cyanuric chloride. The 

presence of enzyme was detected by SEM/EDS analysis.  

 

The effect of pH, temperature, substrate concentration, storage time on 

the activities of immobilized laccases were investigated. It was obtained 
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that the optimum pH was 3,5 and optimum temperature 40 °C for all 

immobilized systems and after using these immobilized systems 

repeatedly 25 times in a day, they retained 65% of their initial activities. 

It was obtained that catalytic effect of immobilized laccase Fe3O4-CC-L, 

Fe3O4-CC-Y-L, Fe3O4-CC-SC-L was close to free laccase which was 1,35 

and the values were determined as, 1,28; 1,29 and 1,30, respectively. 
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1. GİRİŞ  

 

Son yılların en çok ilgi çeken konularından biri nano malzemelerdir. “Nano” 

sözcüğü, herhangi bir fiziksel büyüklüğün bir milyarda biri anlamına 

gelmektedir. Nanoyapılar, yaklaĢık 10-100 atomluk sistemlerden (10-9 metre) 

oluĢmaktadır. Bu boyutlarda sistemlerin fiziksel davranıĢları normal 

sistemlere kıyasla farklı özellikler göstermektedir. “Nanobilim” ve 

“nanoteknoloji” sözcükleri altında toplanabilecek bu farklılıklar, yaklaĢık 10 

yıldan beri dünya ülkelerinin sivil-askeri teknoloji stratejilerini belirlemektedir. 

Nano-elektronik ve bilgisayar teknolojileri, havacılık, uzay araĢtırmaları, 

biyoteknoloji, çevre ve enerji, malzeme ve imalat, tıp ve sağlık, tarım ve 

savunma sektörlerinde hızla artan kullanım alanları bulmuĢtur [1]. 

 

Son yıllarda, manyetik özellik sergileyen nanoparçacıklar biomedikal ve 

biyoteknolojik uygulamalarda önemli bir yer edinmiĢtir. ÇeĢitli doğal ya da 

sentetik polimerlerle iĢlevsel hale getirilen manyetit (Fe3O4) ya da maghemit 

(Ɣ-Fe2O3) gibi manyetik demir oksit nanoparçacıkları; kayıt cihazlarında, özel 

polimerler tarafından desteklenen ilaçlarda, medikal araĢtırmalarda, hücre 

izolasyon cihazlarında, enzim immobilizasyonlarında, kontrollü salım 

sistemlerinde, biyolojik malzemelerin ayrılmasında, suyun içinde 

bulunabilecek ağır metal iyonları ve boyar maddeler gibi kirleticilerin 

uzaklaĢtırılmasında kullanılmaktadır [2-6]. 

 

Manyetik destek materyaller, manyetik tanecik içeren ürünün tepkime 

ortamından santrifüjleme, süzme gibi iĢlemlere gerek kalmadan, mıknatıs 

sayesinde hızla ayrılmasını sağlamaktadır. Manyetik polimerik destekler, 

manyetik nanoparçacıkların biyouyumluluklarının artırılması, bu 

nanoparçacıkların hormonlar, vitaminler, nükleotitler, ilaçlar ve enzimler gibi 

kompleks yapılı biyolojik moleküllere fiziksel ya da kimyasal olarak 

tutunabilmeleri, manyetik özelliğe sahip kolloidal sistemin kararlı hale 

getirilebilmesi, parçacıkların sentezleri sırasında ya da sentezlenmelerinden 
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sonra orijinal boyutlarının ve manyetik özelliklerinin korunması sebepleriyle 

önem kazanmıĢtır [7-9]. ġimdiye kadar, çeĢitli polimerler ile kaplanan 

manyetik mikroküreler ve manyetik nanoparçacıklar, manyetik rezonans 

görüntüleme (MRI), ilaç taĢıma sistemleri, hipertermik uygulamalar 

(tümörlerin ısıyla bozundurulması), doku onarımı, biyoaktif moleküllerin 

(enzimlerin, proteinlerin, biyoaktif ajanların) ve de sudaki kirleticilerin 

(boyarmaddeler ve ağır metal iyonların ) biyolojik ve ekolojik ortamlardan 

uzaklaĢtırılmasında kullanılmıĢtır [10-19]. 

 

Enzimler, çoğunluğu protein yapısında olan, doğal olarak yalnız canlılar 

tarafından sentezlenebilen biyolojik katalizörlerdir ve pek çok tepkimeyi 

yüksek spesifiklikle hızlı ve verimli bir Ģekilde katalizlerler. Hücre dıĢında da 

etkinliklerini koruyan enzimler, endüstriyel ve klinik iĢlemlerde substrat ile 

tepkimeye girerek yüksek oranda ürün eldesini sağlarlar. Fakat enzimlerin 

endüstriyel alanda biyokatalizleyici olarak kullanılabilmesi için enzim 

kararlılığının, aktifliğinin ve tekrar kullanımının arttırılması gerekmektedir ve 

bu nedenle bilim insanları enzimlerin daha ekonomik ve kullanıĢlı hale 

getirilmesi yönünde yoğun araĢtırmalar yürütmektedir. Enzimlerin ekonomik 

ve pratik bir Ģekilde kullanımlarını sağlamak amacıyla, çeĢitli kimyasal ve 

fiziksel yöntemlerle katı desteklere immobilize edilmiĢ Ģekillerinin kullanılması 

tercih edilir hale gelmiĢtir. Bu enzimler tepkime ortamından istenilen bir anda 

ayrılabilir ve katalizledikleri tepkimelerde tekrar tekrar kullanılabilir. Enzimlerin 

immobilize edilmesi amacıyla, doğal ya da sentetik polimerlerden ve 

inorganik maddelerden çeĢitli biçimlerde ve boyutlarda hazırlanabilen destek 

materyaller kullanılmaktadır. Enzimlerin katı desteklere immobilize edilmesi, 

enzim teknolojisinde yoğun araĢtırılan bir konu olmuĢtur. Son yıllarda 

manyetik özellik gösteren destek malzemelerin de enzim 

immobilizasyonunda kullanılması önem kazanmıĢtır [20-22]. 

 

Bu tez çalıĢmasında, manyetik Fe3O4 nanoparçacıkları, doğal bir polimer olan 

selüloz ile kaplanarak fonksiyonel hale getirilmiĢ ve selüloz kaplı manyetik 

nanoparçacıklar (Fe3O4-CC), Trametes versicolor lakkaz enziminin 
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immobilizasyonunda kullanılmıĢtır. Fe3O4-CC nanoparçacıklarının yapısal, 

morfolojik, manyetik ve ısıl özellikleri, Fourier dönüĢümlü kızılötesi 

spektroskopisi (FT-IR), X-ıĢınları kırınımı yöntemi (XRD), geçirimli elektron 

mikroskopisi (TEM), ζ (zeta)-potansiyel analizi, elektron paramanyetik 

rezonans spektroskopisi (EPR), titreĢimli örnek manyetometrisi (VSM) ve 

termogravimetrik analiz yöntemi (TGA) ile incelenmiĢtir. Ġlk kez bu kadar 

çeĢitli yöntemlerle selüloz kaplı manyetik nanoparçacıklar karakterize 

edilmiĢtir. Trametes versicolor lakkaz enzimi Fe3O4-CC nanoparçacıklarına 

fiziksel adsorpsiyonla (Fe3O4-CC-L) veya iki türlü kimyasal bağlama ile; 

yükseltgenerek (Fe3O4-CC-Y-L) ve siyanürik klorürle aktifleĢtirerek (Fe3O4-

CC-SC-L) immobilize edilmiĢtir. Ġmmobilize enzim sistemlerindeki enzimin 

varlığı, enerji dispersif X-ıĢını analizörlü taramalı elektron mikroskobu 

(SEM/EDS) ile belirlenmiĢtir. Ġmmobilize lakkaz aktifliği, ABTS (2,2’-azino-

bis(3-etilbenziltiazolin-6-sülfonik asit)) substatı kullanılarak tayin edilmiĢtir. Bu 

çalıĢmada selüloz kaplı manyetik nanoparçacıklara yükseltgenerek ve 

siyanürik klorürle aktifleĢtirerek kovalent bağlanma yöntemleriyle ilk kez 

lakkaz enzimi immobilize edilmiĢtir. Fe3O4-CC nanoparçacıklarından 3 farklı 

yöntem ile elde edilen immobilize lakkazların optimum pH ve optimum 

sıcaklıkları belirlenmiĢ, kinetik parametreleri (Vmak ve Km) hesaplanmıĢ, 

depolama süresince ve tekrar kullanımda enzim aktifliklerinde meydana 

gelen değiĢmeler incelenmiĢ ve birbirleriyle kıyaslanarak en optimum 

immobilizasyon tekniği saptanmaya çalıĢılmıĢtır.  
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2. GENEL BİLGİLER 
 

2.1. Mıknatıslanma 
 

Elektriksel yüklerin hareketleri sonucunda meydana gelen olaya 

mıknatıslanma (manyetizasyon) denir. Fe, Ni, Co gibi iletkenler ile genel 

olarak, kendisinden belirli bir uzaklıkta bulunan bu iletkenlerin alaĢımlarını 

kendine çekebilme özelliği gösteren maddelere “mıknatıs” adı verilir. Her 

mıknatısın çevresinde “manyetik alanı” vardır. ġekil 2.1.’ de mıknatısın 

çevresinde oluĢan manyetik alan Ģematik olarak gösterilmiĢtir. 

 

 
 
ġekil 2. 1.  Mıknatıs çevresinde oluĢan manyetik alan 
 
Bir mıknatısın etki alanı içinde kalınca kendileri mıknatıs olmadıkları halde, 

Fe, Ni, Co gibi iletkenler ve bunların alaĢımlarını kendine çekebilme özelliği 

gösteren maddelere de “manyetik madde” denilir. Mıknatısın etki alanı içinde 

kaldıkları halde, sözü geçen maddeleri kendisine çekme özelliği göstermeyen 

maddelere de “manyetik olmayan maddeler” denilir [23]. 

Manyetik maddelerin atomları, atomun çekirdeği çevresinde bulunan 

elektronların dönüĢ (spin) hareketlerinden ve elektronlarının kendi etrafındaki 

hareketlerinden kaynaklanan bir “manyetik moment”e sahiptir. ġekil 2.2.’ de 
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atom çekirdeği çevresinde ve kendi etrafında dönen elektronun oluĢturduğu 

manyetik moment Ģematik olarak gösterilmiĢtir. 

 

 

 
ġekil 2. 2 Atom çekirdeği çevresinde ve kendi etrafında spin hareketi yapan      

elektronun oluĢturduğu manyetik moment 
 

Manyetik özellikler, tamamen cismi oluĢturan atomların elektronlarının kendi 

manyetik momentlerinin (spin açısal momentumlarının), yörünge 

hareketlerinin (yörünge açısal momentumlarının) veya bulundukları enerji 

düzeylerinin ne kadar dolu olduğunun bir sonucu olarak ortaya çıkar. 

 

Bir maddenin mıknatıslanma değeri (M), dıĢarıdan uygulanan manyetik alana 

bağlıdır ve katı maddenin birim hacmindeki (V) manyetik moment (m) 

miktarına eĢittir (EĢ. 2.1) [24,25]:  

 

M = m / V                                                                                                    (2.1) 

 

Maddenin birim kütlesindeki mıknatıslanma (σ) ise, manyetik momentin, 

maddenin kütlesine (m) oranı ile hesaplanır (EĢ. 2.2) [26]: 

 

σ = m / m                                                                                                    (2.2) 

Manyetik alan Ģiddeti (H) ve mıknatıslanma değeri arasındaki iliĢki de, EĢ. 

2.3’ te verildiği gibidir [24,25]:  
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M =   x H                                                                                                    (2.3)  

 

Bu bağıntıda,  , malzemenin uygulanan manyetik alana karĢı duyarlığını 

gösteren ve SI birim sisteminde birimsiz bir büyüklük olan “manyetik 

duyarlılık” tır. 

 

Maddeler, elektronlarının atom çekirdeği çevresindeki spin hareketlerine ve 

bunların birbirleriyle etkileĢimlerine bağlı olarak belirli bir manyetik davranıĢ 

sergiler. Bu davranıĢlar, diyamanyetizma, paramanyetizma, 

ferromanyetizma, antiferromanyetizma ve ferrimanyetizma olmak üzere beĢ 

sınıfta incelenebilir.  

 

Diyamanyetik maddeler, manyetik alan içinde alana zıt yönde zayıf 

mıknatıslanırlar ve alanın zayıf tarafına doğru itilirler. Bu maddelerin atomları, 

net bir manyetik momente sahip değildir. Radyum, potasyum, hidrojen, bakır, 

gümüĢ ve altın diamanyetik gruba girerler. Manyetik alana maruz 

bırakıldıklarında, manyetik alan tarafından zayıfça itildikleri için, 

mıknatıslanmaları negatif yönde artar. Bu maddelerin   değeri negatif olup, 

yaklaĢık -10-5 civarındadır [24]. 

 

Paramanyetik maddeler, eĢleĢmemiĢ elektron içermeleri nedeniyle, manyetik 

momente sahip olan ve manyetik alan içine yerleĢtirildikleri zaman, manyetik 

alan tarafından çekilen maddelerdir. Hava, alüminyum ve silisyum 

paramanyetik gruba girer. Bu maddelerin   değerleri yaklaĢık 10-3 ile 10-5 

civarındadır ve dıĢ manyetik alan sıfır olduğunda bu maddelerin 

mıknatıslanması sıfırdır. Maddeye dıĢarıdan bir manyetik alan 

uygulandığında ise, rastgele yönlenmiĢ manyetik momentler, manyetik alanla 

aynı doğrultuda yönlenir ve maddenin mıknatıslanması artar [24]. 

Ferromanyetik maddeler, manyetik alan içinde kalınca çok iyi mıknatıslanma 

özelliği gösteren ve   değerleri 50-104 dolaylarında olan maddelerdir. Fe, Ni, 

Co ferromanyetik özellik gösterir. Ferromanyetik maddelerin atomları net bir 

manyetik momente sahiptir ve bu manyetik momentler birbirlerinin etkisini 
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artıracak Ģekilde aynı yönlü düzenlenmiĢtir. Bu maddelere dıĢarıdan bir 

manyetik alan uygulandığında, manyetik momentlerin daha da düzenli hale 

geçmesiyle, maddenin toplam mıknatıslanması artar ve bir süre sonra, 

düzenlenecek manyetik moment kalmadığı için mıknatıslanma doygunluğa 

ulaĢır. Bu andaki mıknatıslanma, “doyum mıknatıslanması” olarak tanımlanır 

ve “Ms” ile gösterilir (Eğer doyum mıknatıslanması kütle mıknatıslanması 

olarak veriliyorsa, σs olarak gösterilir). Doyum mıknatıslanmasının büyüklüğü, 

maddenin birim hacmindeki manyetik moment miktarına bağlıdır. Ayrıca 

sıcaklık, bu maddelerin mıknatıslanması üzerinde etkilidir. Ferromanyetik 

maddeler, “Curie sıcaklığı” olarak bilinen ve “TC” ile simgelenen belirli bir 

sıcaklığın üzerinde, manyetik momentlerinin düzenlenmelerini kaybetmesiyle 

paramanyetik davranıĢ gösterirler. Fe için TC değeri 1043 K’ dir. 

Ferromanyetik maddeler teknolojik yönden çok büyük önem arz etmektedir; 

transformatörler, ses düzenekleri, video, teyp, disketler bu maddelerden 

yapılmaktadır [23,24]. 

 

Antiferromanyetik maddelerde, birbirine komĢu olan eĢit büyüklükteki 

manyetik momentler, birbirlerinin etkisini yok edecek Ģekilde ters yönlü 

düzenlenmiĢtir. Bu nedenle, dıĢ manyetik alan sıfır olduğunda, maddenin net 

manyetik momenti sıfırdır. Bu durum, kristal örgü içerisinde, birbirine zıt yönlü 

manyetik momentlere sahip iki ayrı alt örgünün bulunmasından 

kaynaklanmaktadır. Maddeye dıĢarıdan manyetik alan uygulandığında ise, 

manyetik alana zıt yönlü olan manyetik momentler, manyetik alanla aynı 

yöne doğru yönlenmeye baĢlar ve maddenin mıknatıslanması artar. 

Antiferromanyetik maddelerin manyetik özelliği de sıcaklığa önemli ölçüde 

bağlıdır ve bu maddeler, “Néel sıcaklığı” olarak bilinen ve “TN” ile simgelenen 

belirli bir sıcaklıkta, sahip oldukları düzenlenmeyi kaybederek paramanyetik 

davranıĢ sergiler. FeO, 198 K altındaki sıcaklıklarda antiferromanyetik özellik 

gösterir. Antiferromanyetik maddelerin büyük bir kısmı, iyonik bileĢiklerdir; 

oksitler, sülfitler, kloritler v.b. Bu maddeler ticari öneme pek sahip değildirler; 

daha ziyade bilimsel yönden ilginçtirler [24].  
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Ferrimanyetik davranıĢ, antiferromanyetik davranıĢı da içeren bir manyetik 

davranıĢ türüdür. Ferrimanyetik maddeler, antiferromanyetik maddelerde 

olduğu gibi, birbirine zıt yönlü manyetik momentler içeren iki ayrı kristal alt 

örgüden oluĢmuĢlardır. Ancak, bu iki alt örgüdeki manyetik momentler, 

birbirine eĢit büyüklükte değildir. En çok bilinen ferrimanyetik maddelerden 

birisi, Fe3O4 (manyetit)’ tür. Bu maddelere, dıĢarıdan bir manyetik alan 

uygulandığında, manyetik momentlerin manyetik alanla aynı doğrultuda 

yönlenmesiyle, maddenin mıknatıslanması artmaya baĢlar. Manyetik alan 

Ģiddeti belirli bir değere ulaĢtığında ise, manyetik momentlerin tümü, 

manyetik alanla aynı doğrultuda yönlendiği için, maddenin mıknatıslanması, 

ferromanyetik maddelerde olduğu gibi doygunluğa ulaĢır. Ancak, bu 

maddelerin mıknatıslanması, ferromanyetik maddelere göre daha düĢük 

değerlerdedir. Ayrıca, TC üzerindeki sıcaklıklarda ferrimanyetik maddeler, 

manyetik momentlerinin düzenlenmesini yitirmesiyle, paramanyetik hale 

dönüĢürler [24,27]. 

 

2.1.1. Demir oksitler 

 
Demir oksitler, demir ve oksijenin birleĢmesiyle oluĢan, doğada yaygın olarak 

bulunabilen ve laboratuvarda kolaylıkla senztezlenebilen kimyasal 

bileĢiklerdir. Demir oksit bileĢikleri, MO.Fe2O3 olarak gösterilen kimyasal yapı 

içerisinde, M=Co, Zn, Cu, Ni metal oksitleri ile birarada bulunurlar. 

Ferrimanyetik demir oksitler, ferromanyetik maddelere göre daha az 

manyetizasyon göstermelerine rağmen oksidasyona karĢı dayanıklı 

olduklarından daha çok uygulama alanı bulurlar. Ɣ-Fe2O3 (maghemit) ve 

Fe3O4 (manyetit) en genel ve en çok araĢtırılan demir oksitlerdir [7]. Manyetik 

nanoparçacıklar, pek çok disiplinde incelendiği için sanayi, bilim ve tıp 

uygulamalarında geniĢ bir yelpazede kullanılır. Özellikle, veri depolama, MRI 

(manyetik rezonans görüntüleme) kontrast arttırıcı ve ilaç salınımında 

kullanılır [28].  
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2.1.2. Fe3O4 (Manyetit) 

 

A(B2O4) standart formülüne sahip manyetit spinel grubun bir üyesidir. Kristal 

yapıda spesifik yerlerde bulunan A ve B farklı metal iyonlarını temsil eder. Bu 

durumda Fe3O4 kimyasal formülüne sahip olan manyetit, Fe2+ olan A metali 

ve Fe3+ olan B metali, iki spesifik yerdeki iki farklı metal iyonudur ve 

ferrimanyetik bir mineraldir (Resim 2.1). Ferro-ferrik oksit olarakta bilinen 

manyetit ayrıca demir 2-3 oksit olarak da adlandırılır. Bu gösterim demirin iki 

farklı değerliğe aynı anda (2+ ve 3+) sahip olduğunu göstermektedir. Doğal bir 

mıknatıstır. Bu düzenleme yapılandırılmıĢ bir yol veya vektörde farklı demir 

iyonları arasında elektron transferine neden olur. Bu elektrik vektörü 

manyetik bir alan üretir. 

 

 

 
Resim 2. 1. Fe3O4 mineralinin görünümü 
 

Siyah veya kahverengimsi siyah bir metalik parlaklığa sahiptir. Fe3O4 birim 

hücresi (ġekil 2.3), 32 O2- anyonu, 16 Fe3+ ve 8 Fe2+ katyonu olmak üzere 56 

iyondan oluĢur. Birim hücrede O2-, kübik sık istiflenmiĢ yapıdadır. Fe2+ ve 

Fe3+, tetrahedral (dörtyüzlü) bölgelerde 4 adet, oktahedral (sekizyüzlü) 

bölgelerde ise 6 adet O2- tarafından koordine olmuĢtur.  

 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Oksit
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ġekil 2. 3. Fe3O4 birim hücresi 
 

Manyetit, aĢağıdaki tepkimede gösterildiği gibi, 1:2 mol oranındaki Fe2+:Fe3+ 

katyonlarının sulu ortamda kuvvetli bir bazla çöktürülmesi ile elde edilir [7]. 

 

Fe2+ +2Fe3+ + 8OH- → Fe3O4 + 4H2O 

 

Tepkime sırasındaki Fe2+:Fe3+ mol oranı ve sentez ortamının koĢulları 

(ortamın sıcaklık ve pH değeri), oluĢan demir oksitin türünü, boyutunu ve 

manyetik özelliklerini etkilemektedir [3,7]. 

 

2.1.3. Manyetik parçacıkların uygulama alanları 

 

Son yıllarda, manyetik alan tarafından yönlendirilebilir olmaları, fiziksel 

özelliklerinin manyetik alanla değiĢebilir olması sebebiyle demir çözeltileri; 

küçük boyutları, karakteristik özellikleri ve düĢük toksiklikleri ile de 

süperparamanyetik demir oksitler çok ilgi çeken ve üzerinde araĢtırma 

yapılan malzemelerdir [2,19]. Nano boyuttaki malzemelerin kendilerine özgü 

Tetrahedral Fe2+  
 
 
 
Oktahedral Fe2+ ve Fe3+

 

 
 
O2-  
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boyut ve fiziksel özellikleri nedeniyle birçok avantajı vardır ancak 

nanoparçacıkları çözelti ortamından ayırmak zordur ve yüksek hızda santrifuj 

kullanılması gerekmektedir. Manyetik özelliklere sahip nanoparçacıklar 

kullanılarak bu sorun kolayca çözülür. Süreden ve maliyetten tasarruf 

sağlanır [19]. 

 

Demir oksit nanoparçacıkları manyetik özellikleri sayesinde ayırma 

iĢlemlerinde, biyoteknoloji alanında, ilaç salım sistemlerinde, adsorpsiyon 

uygulamalarında, özellikle iyon değiĢimlerinde, enzim veya diğer proteinlerin, 

nükleik asitlerin izolasyonu ve analizinde, protein saflaĢtırılmasında, patojenik 

bakteri ve virüslerin belirlenmesinde ve gen aktarımında, sanayi atıklarında 

boyaların renginin giderilmesinde yaygın olarak kullanılmaktadır [5]. Ayrıca, 

yüzeylerine çeĢitli fonksiyonel gruplar eklenmiĢ manyetik nanoparçacıklar ve 

manyetik mikroküreler; biyolojik ve ekolojik ortamlardan toksik iyonların, 

proteinlerin, enzimlerin ve mikroorganizmaların bu manyetik parçacıklara 

tutunarak, manyetik ayırma tekniği ile uzaklaĢtırılmasında, manyetik taĢıyıcı 

görevinde kullanılmaktadır. Polimer malzemelerin gözeneklerine gömülü bu 

manyetik nanoparçacıklar elektrostatik etkileĢimi geliĢtirmesi nedeniyle 

adsorpsiyon kapasitesini geniĢletir [29]. Manyetik taĢıyıcı parçacıkların bu 

uygulamalarda baĢarılı bir Ģekilde kullanılması için dıĢarıdan uygulanan 

manyetik alana iyi bir cevap verebilmesi, boyutlarının küçük olması 

(böylelikle, yüzey alanının fazla oluĢundan dolayı, daha fazla biyomolekül ve 

iyon yüzeye tutuklanarak ortamdan ayrılabilir), farklı ortam Ģartlarında 

kimyasal olarak kararlı olması ve mikrobiyal bozunmalara karĢı dirençli 

olması, ortamdan ayrılmak ya da tutuklanmak istenen belirli bir bileĢene karĢı 

seçici olması (yani elektrostatik adsorpsiyon yapabilmesi ya da yüzeylerinde 

fonksiyonel gruplar taĢıması), bazı uygulamalarda geri kazanılabilir ve tekrar 

kullanılabilir olması, yüzeysel ve manyetik özellikleri nedeniyle bir araya 

gelme eğilimlerinin en aza indirgenmiĢ olması ve üretimlerinin kolay ve 

ekonomik olması önemlidir. Fe3O4 nanoparçacıkları aralarındaki güçlü 

manyetik dipol-dipol çekimler nedeniyle toplanma eğilimindedirler. Bunu 

önlemek için niĢasta, selüloz,  dekstan ve kitosan gibi hidrofilik polimerler ile 
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yüzeyleri kaplanmıĢ olarak manyetik nanoparçacıkların sulu dispersiyonu 

elde edilir [28]. Aynı zamanda manyetik nanoparçacıkların biyoteknolojik ve 

biyomedikal uygulamalardaki biyobozunurluklarını kolaylaĢtırmak, bu 

nanoparçacıkları fizyolojik ortamda toksik etki göstermeyecek hale getirmek 

ve bu nanoparçacıkların hormonlar, vitaminler, ilaçlar ve enzimler gibi 

kompleks yapılı biyomoleküllere bağlanmalarını sağlamak amacıyla, 

yüzeyleri kimyasal iĢlemlerle modifiye edilir [7,8]. Bu amaçla, bir polimerle 

kaplanmıĢ, bir polimerik ya da inorganik matriks içine hapsedilmiĢ ya da 

polimerik ya da inorganik bir kabuğun üzerine çöktürülmüĢ manyetik 

kompozit parçacıklar hazırlanabilir [8,30].  

 

Son zamanlarda, farklı polimerler (örneğin, agaroz) ile kaplı manyetik 

parçacıklar moleküler biyoloji ve biyomedikal gibi birçok alanda yaygın olarak 

kullanılmaktadır [31]. 

 

2.2. Enzimler 
 

2.2.1. Enzimlerin genel özellikleri 

 

Canlı organizma içinde olan çoğu tepkimeler, enzim adı verilen 

makromoleküller tarafından katalizlenir. Enzimlerin kendilerine özgü bazı 

özellikleri aĢağıda verilmiĢtir. 

 

Çok yüksek katalitik etkinliğe sahiptir: Enzimlerin katalitik etkinliği, kimyasal 

katalizörlerinkinden binlerce kat daha yüksektir.  

 

Etki alanları dardır: Enzimlerin optimum etkinlikleri ortam koĢullarının (pH, 

iyon Ģiddeti, sıcaklık, basınç v.b.) dar sınırları içindedir; bu sınırların dıĢına 

çıkıldığında enzim etkinliği hızla düĢer. 
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Yan ürün meydana gelmez: Enzim tepkimelerinde yan ürün meydana 

gelmez, yani substratın tamamı ürüne dönüĢtürülür; oysa tüm kimyasal 

tepkimelerde yan ürün meydana gelir. 

 

Özgüldür (spesifiklik) ve enzim türü çoktur: Özgüllük, her substrat veya 

substrat grubunun özel bir enzimi olması demektir. Hücre içinde çok sayıda 

biyokimyasal tepkime meydana geldiği için buna çok sayıda enzim karĢılık 

gelir. Oysa çok sayıda kimyasal tepkimenin oldukça az kimyasal katalizörü 

vardır. Bazı enzimler yalnızca bir tepkimeyi, bazıları ise esterlerin hidrolizi 

gibi yalnızca bir grup tepkimeyi katalizlemektedir. Enzimler genellikle yüksek 

özgüllüğü nedeniyle biyosensör geliĢimi için kullanılır [32]. 

 

Enzim ve substrat moleküllerinin büyükleri bellidir: Enzimler substratlara göre 

binlerce kat daha büyük moleküllerdir. Birer protein olan enzimlerin molar 

kütleleri 104-106 g/mol aralığında değiĢmektedir. 

 

Aktif merkez ve bağlanma yeri önemlidir: Enzim çok büyük bir molekül 

olmakla birlikte aktif merkezi yani asıl tepkimeyi yürüten kısmı oldukça küçük 

bir bölgedir; bu bölge, substratın aktif grubuna bağlanarak tepkime meydana 

gelir. 

 

2.2.2. Enzimlerin adlandırılması ve sınıflandırılması  

 

Enzimler aktif ya da inaktif (etkisiz) durumda olmalarına göre adlandırılır. 

Enzim inaktif durumda ise substratının sonuna “jen” eki getirilerek adlandırılır. 

Enzim aktif durumda ise etki ettikleri maddenin sonuna “ase=az” eki 

getirilerek ve etki ettiği reaksiyonun çeĢidine göre adlandılır. Uluslararası 

Biyokimya Birliğinin (IUB) düzenlemesine göre enzimlerin katalizlediği 

kimyasal tepkime tipine ve tepkime metabolizmasına dayanılarak 

adlandırması ve sınıflandırması yapılmaktadır. 
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IUB sisteminin özellikleri Ģunlardır: 

1 - Tepkimeler ve onları katalizleyen enzimler 6 sınıfa bölünürler; bunların her 

birinin 4-13 alt sınıfı vardır. 

2 - Enzim adının iki kısmı vardır. Ġlki substrat veya substrat grubunun adıdır; 

ikincisi katalize olunan tepkime tipini gösterir. 

3 - Söz konusu tepkimenin doğasını aydınlatmak için eğer ek bilgi gerekli ise, 

parantez içinde verilebilir. Bu numaralandırma sistemine göre, her bir enzim, 

enzim kodu (EC) kısaltmasıyla baĢlayan ve sırasıyla 4 sayı içeren bir kod 

numarasına sahiptir. 

 

EC kısaltmasından sonraki ilk numara enzimin katalizlediği tepkimenin türüne 

göre ait olduğu sınıfı gösterir ve bu düzenlemeye göre enzimler, katalizlediği 

tepkimenin türüne göre aĢağıda verilen 6 sınıfa ayrılmıĢlardır.  

 

1. Oksidoredüktazlar: Oksidasyon-redüksiyon yani yükseltgenme indirgenme  

reaksiyonlarını katalize eden enzimlerdir. Oksidoredüktazlar kiral 

bileĢiklerin organik sentez sürecinde yaygın olarak kullanılmaktadır ve ilaç, 

zirai ilaç ve gıda endüstrisi için gerekli olan ketonlar, aldehitler ve alkolleri 

değiĢtirmek için kullanılmaktadır [33]. 

2. Transferazlar: Hidrojen dıĢında bir atomun veya atom grubunun bir 

molekülden diğerine aktarılmasını sağlarlar.   

3. Hidrolazlar: Kimyasal tepkimede büyük moleküllerin yıkılması için kimyasal 

bağa su eklemek yoluyla veya baĢka bir grubu suya çevirerek kolay 

kullanılır hale getiren enzimlerdir.  

4. Liyazlar: Su molekülü çıkarmadan molekülleri yıkan enzimlerdir.  

5. İzomerazlar: Molekül içinde değiĢiklik yaparak onun uzayda diziliĢini 

değiĢtiren enzimlerdir.  

6. Ligazlar (Sentetazlar): Enerji kullanarak substrat moleküllerinin birbirine 

bağlanmasını sağlayan enzimlerdir.  
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Her enzimin bir kod numarası (EC) vardır; bu numarada tepkime tipini 1. 

sayı, vericinin etkilediği grubu 2. sayı, alıcı olarak yararlanılan grubu 3. sayı 

ve adlandırılan enzimi 4. sayı belirlemektedir [33]. 

 

2.2.3. Enzim aktivitesine etki eden faktörler 

 

Enzimler biyolojik sistemlerde çok az miktarlarda bulunurlar. Bu nedenle 

proteinin miktarından ziyade biyolojik sistemde gösterdiği aktiflik ölçülür [34]. 

Bir ünite enzim: Standart koĢullarda 1 mikromol (μmol) substratı ürüne 

çeviren enzim miktarı olarak kabul edilmektedir. 

 

Enzimler tarafından katalizlenen tepkimelerin hızını etkileyen faktörler 

aĢağıdaki Ģekilde sıralanabilir; 

 

Ortam pH’ sı 

 

Enzimler katalitik etki gösterirken ortamın hidrojen iyonu deriĢimine bağlı 

olarak aktiflikleri değiĢmektedir. Bazı enzimler düĢük pH seviyelerinde (asidik 

ortamda) daha aktif olmakla beraber, bazıları yüksek pH’ lı ortamlarda (bazik 

ortamda) aktiftirler. Fakat çoğunlukla enzim aktifliği nötral ortamlarda en fazla 

olmaktadır. Enzimin maksimum aktiflik gösterdiği pH’ ya o enzimin optimum 

pH ’sı adı verilir. 

 

Enzimatik çalıĢmalarda pH’ yı optimumda sabit tutmak veya en azından 

hidrojen iyonu deriĢimini elveriĢli durumda tutmak için tamponlar kullanılır. 

Optimum pH, kullanılan tamponun cinsine, özel substratın yapısına ve 

enzimin elde edildiği kaynağa bağlıdır. 

 

Sıcaklık 

 

Sıcaklık enzimatik tepkimeleri de diğer tepkimelerde olduğu gibi hızlandırır. 

Her 10 oC sıcaklık artmasına karĢılık enzimatik tepkimenin hızı 2 kat kadar 
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artmaktadır. Ancak enzimler protein yapılı olduklarından belli bir sıcaklığın 

üzerinde dayanıklılığını yitirerek denatüre olurlar. Enzimin maksimum aktiflik 

gösterdiği sıcaklığa optimum sıcaklık adı verilir. 

 

Enzim deriĢimi 

 

Enzimatik tepkimenin hızı, enzimin substratına doygun olduğu koĢullarda 

enzim deriĢimine bağlı olarak artmaktadır. Ortamdaki enzim molekülü ne 

kadar çok ise tepkime o kadar hızlı yürür. Enzimin hücrede lokalize olduğu 

yerde yeterince substrat bulunmadığı için tepkime o derece yüksek düzeyde 

meydana gelmez. Substratın bol olduğu koĢullarda enzim deriĢimi tepkime 

hızı ile doğru orantılıdır. 

 

Substrat deriĢimi 

 

Substrat deriĢimi, tepkime hızını belli bir süre lineer olarak artırmaktadır. 

Enzim substratına karĢı doygunluğa ulaĢtığında tepkime hızı değiĢmeden 

devam eder (ġekil 2.4). Bu durumda enzim maksimum hız ile çalıĢıyor 

demektir. Maksimum hız Vmak ile gösterilir. Enzim maksimum hız ile çalıĢırken 

enzim moleküllerinin yarısına bağlı substrat deriĢimine Michaelis-Menten 

sabiti (Km) denilmektedir. Enzimin substratına ilgisi ne kadar fazla ise Km 

değeri o kadar küçüktür. 
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Zamanın etkisi 

 

Bir enzimatik tepkimenin hızı belirli bir zamanda üretilen ürünün miktarı ile 

belirlenmektedir. Bir enzim tarafından katalize edilen tepkime sürerken 

tepkimenin hızı giderek düĢer. Bunun nedeni, tepkime devam ederken oluĢan 

ürünlerin aralarında birleĢerek aksi yönde bir tepkime oluĢturmaları, enzimin 

zamanla inaktive olması, tepkimeyi önleyen maddelerin teĢekkül etmesi ve 

substratın tükenmesi gibi faktörlerdir. Bu faktörlerin etkilerinin ortadan 

kaldırılması için enzim çalıĢmaları çoğunlukla substratın yaklaĢık % 10' unun 

sarf edildiği tepkimenin baĢlangıç aĢamasında gerçekleĢtirilir. 

 

Ġnhibitör 

 

Ġnhibitörler, enzimatik tepkimelerin hızını azaltan maddelerdir. Ġnhibitörler, 

substratın enzimin aktif merkezine bağlanmasını ve böylece enzim-substrat 

kompleksinin oluĢmasını önlerler. Bu maddeler istenmeyen enzim 

aktivitesinin önlenmesi veya kontrol altında tutulmasında aracı olarak 

kullanılır [33]. 

 

½ Vmak 

V 

S
  

 Vmak 

Km 

ġekil 2. 4. Enzimatik tepkimenin hızına substrat deriĢiminin etkisi 
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2.2.4. Enzimatik tepkimeler 

 

Enzimin iĢlevi, hücrelerde gerçekleĢen çoğu kimyasal tepkimeyi 

kolaylaĢtırmak veya hızlandırmaktır. Moleküllerin birbirleri ile tepkimeye 

girebilmeleri için dıĢarıdan enerji almaları gereklidir. Bütün kimyasal 

tepkimelerde aktivasyon enerjisi olarak bir enerji engelinin aĢılması 

gerekmektedir. Tepkimenin hızını belirleyen en önemli faktör, aktivasyon 

enerjisi (Ea) denilen bu enerji ihtiyacının büyüklüğüdür. Enerji engeli ne kadar 

yüksek olursa, birim zaman içerisinde bu engeli aĢan moleküllerin sayısı da o 

oranda az olacaktır. Tepkime hızını artırabilmek için sisteme kimyasal veya 

biyolojik bir katalizör ilave edilebilir. Bu durumda katalizör ile substrat bir 

kompleks yaparak aktivasyon enerjisini aĢağılara çekebilir. Bu kompleksin 

oluĢması ile daha çok substrat aktivasyon enerji engelini aĢabilmekte, 

tepkime hızı artmakta ve birim zamanda oluĢan ürün miktarı artmaktadır. 

Hücresel koĢullarda enzimler daha düĢük aktivasyon enerjisi gerektiren 

alternatif yollar oluĢturarak tepkimelerin gerçekleĢmesini sağlamaktadır. 

Enzim substrat etkileĢiminde, substrat [S] molekülü, enzimin [E] aktif 

merkezine bağlanarak “enzim-substrat kompleksi” [ES] olarak adlandırılan 

kararsız bir bileĢik oluĢturur. Tepkime “enzim-ürün kompleksi” [EÜ] ne 

dönüĢerek sonuçlanır. Son olarak ürün [Ü], enzimin aktif merkezinden ayrılır. 

Serbest kalan enzim yeniden kullanılabilir ve bir ürün oluĢturmak için baĢka 

bir substratla tepkimeye girebilir.  

 

E + S            ES           EÜ          E + Ü  

 

Aktif merkez ile substrat, anahtar ile kilit gibi birbirine uygunluk gösterir. Bu 

Ģekil Emil-Fischer’ in tarif ettiği “anahtar ve kilit” durumuna uyar (ġekil 2.5). 

Ancak substrat ile buluĢtuktan sonra enzim özel yapısını almakta ve substrat 

aktif bölgeye bağlanmaktadır. 
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ġekil 2. 5. Enzim ve substrat arasındaki anahtar-kilit uyumu 

 

2.3. Enzim İmmobilizasyonu 

 

Enzimlerin, tepkimeleri çok spesifik ve yüksek hızla katalizlemelerinden 

faydalanmak amacıyla onları canlı organizma dıĢında kullanabilmek 

düĢüncesi bilim adamlarını bu konuda çalıĢmalar yapmaya yönlendirmiĢtir. 

 

Enzim saflaĢtırılması özel teknikler gerektirdiğinden maliyeti oldukça 

yüksektir. Bunun yanı sıra, serbest enzimin aktifliğini kaybetmeden istenildiği 

anda tepkime ortamından uzaklaĢtırılması da çok güçtür. Bu durum pahalı 

olan enzimlerin tekrar tekrar kullanılmasına engel olur. Tepkimenin istenilen 

anda durdurulması için inhibitör katılması durumunda ise zaten enzim 

tarafından kirletilmiĢ olan tepkime ürünlerine yeni bir kirlilik unsuru eklenmiĢ 

olacaktır. Ürünlerin bu kirlilikten arıtılması için karıĢık ayırma iĢlemlerine 

gerek vardır ki bu da maliyeti bir kat daha artırır. Yukarıda sayılan teknik ve 

ekonomik problemlerden dolayı serbest enzim yerine tutuklanmıĢ enzim 

kullanılmasının daha uygun olabileceği düĢünülmüĢ ve bu amaçla 

tutuklanmıĢ enzim sistemlerinin hazırlanması ve teknolojide kullanımı son 

senelerde büyük önem kazanmıĢtır [35]. 

Ġmmobilizasyon kelime anlamı olarak, "tutuklanmıĢ, hareketi sınırlandırılmıĢ, 

çözünmez hale getirilmiĢ" demektir. Enzimlerin ya da mikroorganizmaların 

fiziksel ve / veya kimyasal yöntemlerle katalitik aktifliğini koruyarak, tekrar 
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tekrar ve sürekli kullanımını sağlamak amacıyla bir destek malzemeye 

tutturulmasıdır [35,36]. Enzimler suda çözünmeyen bir matrikse 

bağlandıklarında, matriksin içinde tutuklandıklarında veya katalitik etkileri 

kaybolmadan birbirlerine bağlandıklarında immobilize olurlar. Ġmmobilizasyon 

iĢlemi ile immobilize enzimin optimum pH’ sı değiĢebilir, Km değeri 

etkilenebilir, enzimin optimum sıcaklığında artıĢlar olabilir, enzimin aktif 

bölgesi değiĢikliğe uğrayabilir veya matriks substratın hareketini 

engelleyebilir [37]. Enzimlerin immobilizasyonu, biyokimyasal tanıma 

özelliğinden dolayı pratik süreçleri nedeniyle ve analitik uygulamalardaki 

rahat kullanımı nedeniyle önemlidir.  

 

Enzim moleküllerinin tutuklanma iĢlemileri aĢağıda verildiği gibi olabilir: 

 

1. Enzimin suda çözünmeyen polimere kovalent olarak bağlanması  

2. Suda çözünmeyen organik veya inorganik desteklerde adsorpsiyonu  

3. Suda çözünmeyen jel matriksler veya yarı geçirgen mikrokapsüller içinde 

tutulması suretiyle yapılmaktadır. Her durumda enzimin yerleĢmesi için suda 

çözünmeyen bir materyal gereklidir [37]. 

 

Ġmmobilize enzimlerin en önemli avantajları Ģu Ģekilde sıralanabilir [37,38]: 

 

1.Tepkime ortamından kolayca uzaklaĢtırılabilir (süzme, santrifüjleme gibi ) 

ve ürünlerin enzim tarafından kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz. 

2. Çevre koĢullarına (pH, sıcaklık vb.) karĢı dayanıklıdır. 

3. Birçok kez ve uzun süre kullanılabilir.  

4. Serbest enzime göre daha kararlıdır. 

5. Ürün oluĢumu kontrol altında tutulabilir. 

6. Birbirini izleyen çok adımlı tepkimeler için uygundur. 

7. Bazı durumlarda serbest enzimden daha yüksek bir aktiflik gösterebilirler. 

8. Kendi kendini parçalama olasılığı azdır. 

Enzimin immobilize edilmesinin bazı dezavantajları da vardır. Bunların 

bazıları aĢağıda verilmiĢtir [39]. 
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 Ġmmobilizasyon iĢlemi boyunca enzim aktifliği azalabilir veya kaybolabilir. 

 Çok basamaklı immobilizasyon iĢlemlerinde enzim kararlılığı sınırlıdır. 

 Enzim destek materyalinin maliyeti yüksektir. 

 

2.3.1. Enzim immobilizasyonunda destek materyalinin seçimi 

 

Enzim immobilizasyonunda destek materyalinin seçimi çok önemlidir. Destek 

materyalinin seçiminde partikül büyüklüğü, toplam yüzey, hidrofilik grupların 

hidrofobik gruplara oranı ve desteğin kimyasal bileĢimi kriterleri esas alınır. 

BağlanmıĢ enzim miktarı ve enzimin immobilizasyon sonrasındaki aktifliği 

destek materyalinin yapısına bağlıdır. Genel olarak desteğin hidrofil karakteri 

ve yüzeyi arttıkça birim destek baĢına bağlı enzimin miktarı da artar. 

 

Enzim immobilizasyonunda dikkat edilmesi gereken hususlar söz konusudur. 

Enzim immobilize edilirken, aktif merkezin bu iĢlemlerden kesinlikle 

etkilenmemesi gerekir. Aktif merkezde iki bölge vardır. Bunlardan biri katalitik 

merkez diğeri ise substrat spesifikliğini sağlayan merkezdir. Aktif merkezdeki 

amino asitler veya merkezin üç boyutlu yapısı değiĢirse katalitik aktiflik düĢer 

ve substrat spesifikliği değiĢir. Ġmmobilizasyonun sağlıklı olabilmesi için 

enzimin yapısının çok iyi bilinmesi gerekir. Enzim ile destek arasında 

herhangi bir bağlanma söz konusu ise, bu bağlanmanın aktif merkez 

üzerinde gerçekleĢmeyeceği destekler seçilmeli veya immobilizasyon iĢlemi 

sırasında aktif merkez korunmalıdır. Bu koruma görevi bazen kompetitif 

inhibitör tarafından sağlanır. 

 

Genelde enzimler cam, silika, polimer ve manyetik parçacıklar gibi sert 

yüzeylere immobilize edilirler. Ancak enzim immobilizasyonunda en önemli 

sorun gerekli kimyasal iĢlemden sonra özgün konformasyonu ve aktifliği 

korumaktır. Polimerlerin biyouyumluluğu nedeniyle destek olarak 

kullanılmaları büyük ilgi görmektedir. Hidrojel yapılar, jelatin, kitosan, selüloz 

ve aljinat gibi doğal polimerler ıslak ve kuru her iki durumda da rahatlıkla 
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kullanılmaktadır. Destek materyalde olması gereken özellikler aĢağıda 

verilmiĢtir [38,40]: 

 

 Hidrofil karakter 

 Suda çözünmeme 

 Gözenekli (poröz) yapı 

 Mekanik kararlılık ve uygun partikül formu 

 Kimyasal ve termal kararlılık 

 Mikroorganizmalara karĢı dirençlilik 

 Zehirsizlik 

 Rejenere olabilme 

 

2.3.2. Enzim immobilizasyon yöntemleri 

 

Ġmmobilizasyon iĢlemi ılıman koĢullarda gerçekleĢtirilmelidir. Yüksek basınç, 

kuvvetli asidik veya bazik ortam, organik çözücüler veya yüksek tuz deriĢimi 

ile muamele, enzim yapısında denatürasyona dolayısıyla aktiflik kaybına 

neden olur [37]. Enzim immobilizasyon yöntemleri ġekil 2.6’ da gösterildiği 

gibi, fiziksel ve kimyasal yöntemler olmak üzere iki ana baĢlık altında 

toplanabilir. 
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ġekil 2. 6. Enzim immobilizasyon yöntemleri 

 

Fiziksel yöntemler 

 

Fiziksel immobilizasyon yöntemleri, enzimin bir destek materyal üzerinde ya 

da polimerik bir matriks içerisinde kovalent bağ oluĢmadan tutuklanması 

esasına dayanır. 

 

Adsorpsiyon 

 

Adsorpsiyon yöntemi en eski ve basit immobilizasyon yöntemidir [41,42]. 

Adsorpsiyon yöntemi ile enzimin immobilizasyonu katı matriks üzerinde 

enzimin fiziksel adsorpsiyonuna veya iyonik bağlanmasına dayanır (ġekil 

2.7). Fiziksel adsorpsiyonda immobilizasyondan sorumlu kuvvetler hidrojen 

bağları, Van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkileĢmelerdir [43]. Enzimin 

suda çözünmeyen materyallerde adsorpsiyonu, pH, çözücü karakteri, iyonik 

kuvvet, protein ve adsorbanın deriĢimi, sıcaklık gibi deney koĢullarına 

bağlıdır. Adsorpsiyonla immobilizasyon yöntemi basit olduğu, çeĢitli yüklü 

taĢıyıcılar seçilebildiği ve taĢıyıcılar farklı fiziksel Ģekillerde kullanılabildiği için 

Enzim 
immobilizasyon 

yöntemleri 

Fiziksel 
yöntemler 

Adsorpsiyon Hapsetme 

Mikrokapsül tipi Kafes tipi 

Kimyasal 
yöntemler 

Kovalent 
bağlama 

Çapraz bağlama 
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avantajlıdır. Ayrıca bu yöntemde enzim, aktifliğini büyük ölçüde veya 

tamamıyla korur. Bu yöntem tersinirdir ve bu da destek maddesinin ve 

enzimin baĢka amaçlarda tekrar kullanımını sağlar [44]. ÇeĢitli aktif yüzeyli 

malzemeler enzim-adsorpsiyon komplekslerinin hazırlanmasında 

kullanılmıĢtır. En çok kullanılanlardan bazıları anyon ve katyon değiĢtiricili 

reçineler, sentetik polimerler, aktif karbon, silika jel, killer ve seramiklerdir 

[45]. Yöntemin dezavantajı ise enzim ile destek arasındaki zayıf bağlardan 

dolayı, adsorplanan enzimin kullanım esnasında taĢıyıcıdan 

uzaklaĢabilmesidir. 

 

.  
 
ġekil 2. 7. Adsorpsiyon yöntemi ile enzim immobilizasyonu 

 

Hapsetme 

 

Prensip olarak immobilizasyon enzim molekülünü belli bir ortamda durmaya 

zorlamaktır (ġekil 2.8). Enzim bulunduğu çevreden dıĢarı çıkamaz. Bu iĢlem 

polimer matriks içindeki kafeslerde gerçekleĢtirilebileceği gibi yarı geçirgen 

membranlar içinde mikrokapsülleme ve miseller ile de gerçekleĢtirilebilir. Bu 

yöntemi, kovalent bağlama ve çapraz bağlama ile immobilizasyondan ayıran 

en önemli özellik enzim molekülünün fiziksel veya kimyasal olarak herhangi 

bir taĢıyıcıya bağlanmamıĢ olmasıdır. Polimer matrikse hapsetme 

yönteminde, suda çözünmeyen çapraz bağlı polimerlerin boĢlukları içinde 

enzimin tutulması esasına dayanır. Enzim molekülleri fiziksel olarak polimer 

kafes içerisinde tutulur ve jel matriksin dıĢına çıkamaz, fakat substrat ve ürün 

bu ağ içerisine sürekli olarak girip çıkabilir [46]. 
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ġekil 2. 8. Matrikste hapsetme ile enzim immobilizasyonu 
 

Mikrokapsülleme yönteminde, enzim molekülleri 10-1000 μm çaplı küçük yarı 

geçirgen membranlara hapsedilir (ġekil 2.9). Yarı geçirgen membran, büyük 

protein veya enzimlerin mikrokapsül dıĢına çıkmasına engel olurken, küçük 

substrat ve ürün moleküllerinin serbestçe giriĢ-çıkıĢına izin verir. 

Mikrokapsülleme yönteminde herhangi bir kimyasal bağlanma olmadığından 

enzim aktifliği serbest enzim aktifliğine yakındır. Bu yöntem ile oldukça büyük 

yüzey-hacim oranına ulaĢılır [47]. Bu oranının büyük olması da mikrokapsül 

içerisinde oluĢan enzim substrat tepkimesinin olasılığını arttırır. Bu yöntemde 

mikrokapsül oluĢumu sırasında yüksek protein deriĢimine ihtiyaç duyulması 

ve küçük molekül ağırlıklı substrat ve ürünler gerektirmesi gibi dezavantajlar 

söz konusudur. 

 

  
 
ġekil 2. 9. Mikrokapsülleme ile enzim immobilizasyonu 
 

 

Kimyasal yöntemler 
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Kimyasal immobilizasyon yöntemleri, enzim ile destek materyal arasında 

kovalent bağ oluĢumuna ya da birden fazla enzim molekülünün çapraz 

bağlayıcı moleküllerle birbirlerine bağlanmasına dayalıdır. Bu yöntemlerin 

çoğunlukla tersinmez olması nedeniyle, serbest enzimin geri kazanılması 

mümkün olamamaktadır [35,48]. Bu yöntemlerle immobilize edilen enzimler, 

çok kararlı olma ve ortam koĢullarına dayanıklılık gösterme gibi üstün 

özelliklere sahip olabilmektedir. Bunun yanı sıra, immobilizasyon sırasında 

meydana gelen kimyasal tepkimeler, enzimde yapısal değiĢikliklere neden 

olarak katalitik etkinliğinde değiĢmelere yol açabilir. Immobilizasyon veriminin 

sınırlı olması, destek materyalin ve yöntemin maliyetli olabilmesi ve enzimin 

desteğe bağlanma tepkimesinin özel Ģartlar gerektirmesi yöntemin bazı 

dezavantajları arasındadır [22,48]. 

 

Kovalent bağlanma 

 

Enzim ile suda çözünmeyen aktifleĢtirilmiĢ destek arasında kovalent bağ 

oluĢumu enzimlerin immobilizasyonu için oldukça sık kullanılan bir tekniktir. 

Bu teknik enzim türevlerinin kararlı olmasını sağlar ve enzimin çözeltiye 

geçmesini engeller [49]. Kovalent bağlanma, genellikle enzimin aminoasit 

kalıntılarındaki reaktif gruplar ile destek materyaldeki fonksiyonel grupların 

tepkimesi sonucunda gerçekleĢir. Enzim immobilizasyonunda, enzimin 

özellikleri, aktif ucunun yapısı, pH, sıcaklık ve organik çözücüler gibi 

faktörlerden dolayı sınırlı sayıda yöntem kullanılabilir [50,51]. 

 

Kovalent bağ enzimi tutmada çok etkilidir ve immobilizasyondan sonra 

enzimin aktifliği, serbest enzimin aktifliğinden farklı olabilir. Bu fark destek 

materyalin yapısal özelliklerine, enzim-destek materyal arasındaki 

etkileĢimlere, enzimin yapısına ve enzim-substrat arasındaki tepkime 

Ģartlarına bağlıdır. Kovalent bağ ile bağlanan enzim immobilizasyonu 

aĢağıdaki avantajları sağlar: 

 

1. Enzimler güçlü bağlarla desteğe bağlı olduğu için kopmaz.  
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2. Ġmmobilize edilmiĢ enzim substrat ile kolayca temas edebilir.  

3. Enzim ve destek materyali ile güçlü etkileĢim nedeniyle sıcaklık 

kararlılığında bir artıĢ gözlenir. 

 

Kovalent bağlanma ile immobilizasyon iki basamakta gerçekleĢtirilir. Birinci 

basamak destek maddesinin aktifleĢtirilmesi, ikinci basamak enzimin 

kovalent bağlanması Ģeklindedir (ġekil 2.10). Destek maddesi; hidroksil, 

karboksil, amino, tiyol gibi fonksiyonel gruplar taĢımalıdır. Bu fonksiyonel 

grupların yapısına bağlı olarak siyanojen bromür, epiklorhidrin, glutaraldehit, 

karbodiimit, siyanürik klorür gibi çeĢitli aktifleyici maddeler kullanılabilir.   

 

 
 
ġekil 2. 10. Kovalent bağlanma ile enzim immobilizasyonu 

 

Çapraz bağlama 

 

Bu yöntem destek materyal kullanılmadan, enzim moleküllerinin büyük ve üç 

boyutlu kompleks bir yapı halinde bir araya getirilmesi ile gerçekleĢir. Bu 

yöntemde enzim çok güçlü bağlandığından dolayı desorpsiyon olma ihtimali 

çok düĢüktür. Bu amaçla, glutaraldehit ve toluen diizosiyanat gibi bi- veya 

multi- fonksiyonel moleküller kullanıldığında enzim moleküllerini birbirine 

bağlayarak, çapraz bağlı ve suda çözünmeyen enzim kompleksleri 

oluĢtururlar (ġekil 2.11) [35]. 
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ġekil 2. 11. Çapraz bağlanma ile enzim immobilizasyonu 
 

2.4. Bu Çalışmada Hazırlanan Fe3O4-Selüloz Naoparçacıkları 
 

Bu çalıĢmada, lakkaz enziminin immobilizasyonunda kullanılmak üzere, 

yüzeyi selülozla (CC) fonksiyonelleĢtirilmiĢ Fe3O4 nanoparçacıkları 

hazırlanmıĢtır. Fe3O4-selüloz nanoparçacıkları geçirimli elektron mikroskopisi 

(TEM), Fourier dönüĢümlü kızılötesi spektroskopisi (FT-IR), X-ıĢını kırınımı 

yöntemi (XRD), termogravimetrik analiz yöntemi (TGA), ζ (Zeta)-potansiyel 

analizi, elektron paramanyetik rezonans spektroskopisi (EPR) ve titreĢimli 

örnek manyetometrisi (VSM) ile karakterize edilmiĢ ve 3 farklı yöntemle 

enzim immobilize edilmiĢtir. Ġmmobilize lakkazların aktifliğine pH, sıcaklık, 

substrat deriĢimi, depolama süresi ve tekrar kullanılabilirliğin etkisi 

incelenmiĢtir. 

 

2.4.1. Selüloz 

 

Selüloz, anhidroglikoz birimlerinden (glikoz kalıntısı) oluĢan, yüksek mol 

kütleli bir polimerdir. Bitki ve ağaçların temel yapısını oluĢturan selüloz, 

doğada en bol bulunan önemli bir doğal polimerdir. Pamuktaki selüloz miktarı 

%94 düzeyindedir. Bazı uygulamalarda doğal polimerlerin kimyasal yapıları 

değiĢtirilir ve baĢka özelliklere sahip polimerler hazırlanabilir. ġekil 2.12’ de 

yapısı verilen selüloz, ana zincirinde bulunan hidroksil grupları nedeniyle 

suda çözünmesi beklenen bir polimer olmakla birlikte, selüloz zincirleri 

arasındaki yoğun hidrojen bağları su, diğer çözücü ve çözücü karıĢımlarının 

polimer içyapısına girmesine izin vermez ve çözünmeyi engeller. Ancak son 

yıllarda selülozun çözünmesi için NaOH/üre çözücü karıĢımları 
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kullanılmaktadır [52]. Ayrıca selülozdaki hidroksil grupları baĢka gruplara 

çevrilerek (hidrojen bağlarının tamamen kaldırılması veya azaltılması) 

çözülebilir selüloz türevleri elde edilir. Selüloz asetatlar ve selüloz nitratlar, 

hidroksil gruplarının değiĢik oranlarda asetillenmesi ve nitrolanması ile elde 

edilmiĢ önemli iki selüloz türevi polimerdir. Selülozun türevleri, uygun 

iĢlemlerle yeniden selüloz yapısına dönüĢtürülürse, rejenere grubuna girer. 

Aynı zamanda selüloz bitkisel liflerin temel bileĢenidir ve yarı yapay lif 

üretiminde kullanılmaktadır [53,54].  

 

Günümüzde selüloz esas olarak bitki kaynaklarından elde edilmektedir. 

Ancak son yıllarda yapılan çalıĢmalar, selüloz üretebilen bakteriler üzerinde 

yoğunlaĢmıĢtır. Bakteriyel selüloz daha saf olması, daha yüksek su tutma 

kapasitesine sahip olması, üretim sırasında meydana gelen değiĢimlere 

uygunluğu ile bitkisel selülozdan ayrılmaktadır.  

 

 
 
ġekil 2. 12. Selülozun yapısı 

 

2.5. Fe3O4-Selüloz Nanoparçacıklarının Karakterizasyonunda Kullanılan 

Yöntemler 

 

Bu çalıĢmada selüloz ile kaplanmıĢ manyetik Fe3O4-CC nanoparçacıklarını 

yapısal, morfolojik, manyetik ve ısıl özellikleri, Fourier dönüĢümlü kızılötesi 

spektroskopisi (FT-IR), X-ıĢınları kırınımı yöntemi (XRD), geçirimli elektron 

mikroskopisi (TEM), ζ (zeta)-potansiyel analizi, elektron paramanyetik 
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rezonans spektroskopisi (EPR), titreĢimli örnek manyetometrisi (VSM) ve 

termogravimetrik analiz yöntemi (TGA) ile incelenmiĢtir. Ayrıca, lakkaz 

immobilize edilen Fe3O4-CC nanoparçacıklarının atomik bileĢimi, enerji 

dispersif X-ıĢını analizörlü taramalı elektron mikroskobu (SEM/EDS) ile 

araĢtırılmıĢtır. Bu bölümde, her bir karakterizasyon yönteminin temel 

prensipleri ile ilgili kısa bilgi verilmiĢtir. 

 

2.5.1. Geçirimli elektron mikroskopisi (TEM)  

 

Geçirimli elektron mikroskopisi (TEM), atomik seviyede görüntü elde etmeye 

imkan veren ve nanoteknoloji çalıĢmalarında sıklıkla kullanılan hassas bir 

mikroskopik tekniktir. Bu yöntemde yüksek enerjili elektron demeti (100-500 

kV), malzemeye gönderilir ve elektronlar malzeme içerisinden geçerek yol 

alırlar. Malzemeden geçen elektronlar bir mercek sistemini takip ederek 

malzemenin yapısını gösteren görüntüyü mikroskobun ekranında oluĢturur. 

TEM ile görüntü alabilmek için elektron demetinin mutlaka malzeme 

içerisinden geçmesi ve bunun için de malzemenin kalınlığının birkaç yüz 

nanometreyi geçmemesi gereklidir [55]. 

 

2.5.2. Fourier dönüşümlü kızılötesi spektroskopisi (FT-IR)  

 

FT-IR spektroskopisi, elektromanyetik spektrumun kızılötesi bölgesinde, 

örnekteki atom gruplarının ve fonksiyonel grupların kendilerine özgü dalga 

boylarında absorpsiyon yaparak, bir titreĢim veya dönme enerji seviyesinden 

diğerine geçiĢleri vasıtasıyla belirlenmelerini sağlayan bir yöntemdir [56]. 

 

2.5.3. X-ışını kırınımı yöntemi (XRD)  

 

X-IĢını kırınımı yöntemi, her bir kristal maddenin kendine özgü olan X-ıĢını 

kırınım modeline göre, kristal yapıların analiz edilmesini sağlayan bir 

yöntemdir. Tabiatta bulunan metaller genellikle kristal yapıya sahip oldukları 

için, kristal örgüleri içerisinde simetrik ve periyodik olarak dizilmiĢ 
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elementlerden oluĢmuĢlardır ve karakteristik bir kırınım desenine sahiptirler. 

Ġncelenen örneğin kırınım desenindeki X-ıĢını kırılma açılarının, literatürde o 

kristal yapı için verilen kırınım desenlerindeki kırılma açılarıyla 

karĢılaĢtırılması ve aynı bulunması yoluyla, örneğin kimyasal yapısı 

belirlenebilir [56-58]. Ayrıca malzemenin parçacık boyutu, EĢ. 2.4’ de verilen 

Debye-Schrerer eĢitliği kullanılarak, X-ıĢını kırınım desenindeki pikler 

yardımıyla hesaplanabilir [59]: 

 

d= kλ / βcosθ                                                                                            (2.4)  

 

Bu bağıntıda, d, parçacık boyutunu, k=0,89 olan Debye-Schrerer sabitini; λ, 

Cu Kα ıĢınının dalga boyunu (0,15406 nm); β, radyan cinsinden pik yarı 

geniĢliğini ve θ, kırılma açısını göstermektedir. 

 

2.5.4. Termogravimetrik analiz (TGA)  

 

Termogravimetrik analiz yöntemiyle, kontrol edilen bir atmosferde, sıcaklığın 

programlı olarak artırılması ya da azaltılmasıyla maddenin kütlesinde 

meydana gelen değiĢiklik sıcaklığın ya da zamanın fonksiyonu olarak 

incelenir. Örneğin, sıcaklığa karĢı maddenin kütlesinde meydana gelen 

azalmayı gösteren termogramlardan, maddenin yapısal özellikleri ve içerdiği 

su miktarı konusunda bilgi edinilebilir [56,60]. 

 

2.5.5. ζ (Zeta)-potansiyel analizleri  

 

ζ-potansiyel, kolloidal çözelti içerisindeki katı taneciklerin yüzeyinin 

ölçülebilen potansiyel değeridir. Sıvı veya çözelti içerisindeki kolloidal 

tanecikler, yüzey kompozisyonları nedeniyle bir elektriksel yüke sahiptirler. 

Bu elektriksel yükten dolayı taneciklerin çevrelerinde, bu yüke zıt yüklü 

iyonlar birikir ve karĢıt yüklü iki iyon tabakası “elektriksel çift tabaka” 

oluĢturur. Taneciğin yüzeyindeki iyon tabakası, yüzeye sıkıca tutunmuĢ halde 

iken, bunu çevreleyen zıt yüklü iyon tabakası daha gevĢek halde 
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tutunmaktadır. Yüklü tanecik ve etrafını saran iyonlar, “kayma yüzeyi” olarak 

tanımlanan bir sınıra kadar tek bir parça halinde hareket ederler. Kayma 

yüzeyindeki potansiyel farkına ζ-potansiyel, kayma yüzeyi üzerindeki net 

yükün 0 olduğu pH değerine izoelektronik nokta (pI) adı verilmektedir. ζ-

potansiyeli, sistem içindeki katı taneciğe, bu taneciğin dağıtıldığı ortama ve 

bu ortamın pH’ sına bağlıdır [61,62]. 

 

2.5.6. Elektron paramanyetik rezonans spektroskopisi (EPR)  

 

EPR spektroskopisinin temeli, atomik ya da moleküler orbitallerinde 

eĢleĢmemiĢ en az bir elektron içeren, net manyetik momenti sıfırdan farklı 

olan bir maddenin, bu manyetik momentlere bağlantılı enerji düzeylerinin 

manyetik alan altında yaratılması ve bu enerji düzeyleri arasında geçiĢler 

oluĢturulması esasına dayanır. EPR yönteminde incelenecek atom ya da 

molekülün paramanyetik özellik göstermesi gerekmektedir. Maddedeki 

eĢleĢmemiĢ elektronlar ile ilgili, bu elektronların lokalize olduğu çekirdek, 

komĢu çekirdek ile etkileĢimleri ve eĢleĢmemiĢ komĢu elektronlar arasındaki 

etkileĢimler EPR spektroskopisi ile belirlenir.  

 

Serbest elektron, bir manyetik alanın etkisinde değilse, rastgele yönelir. 

Bununla beraber, kuvvetli bir manyetik alan etkisinde, spin ekseninin 

alabileceği yönelme doğrultuları sınırlıdır. Çünkü spin hareketi yapan bir 

tanecik, küçük bir mıknatıs gibi davranır ve kuvvetli manyetik alandan 

etkilenir. Bu alanla etkileĢmesi neticesinde alana paralel veya antiparalel 

olarak yönelirler. 

 

Serbest elektron, kendi ekseni etrafında dönmesinden dolayı bir manyetik 

momente sahiptir ve spin kuantum sayısı 1/2’ dir. Yapısında eĢleĢmemiĢ 

elektronlar içeren bir maddeye dıĢarıdan bir manyetik alan uygulandığında, 

bu manyetik alan, maddenin elektronlarının enerji seviylerinde ΔE ile temsil 

edilen büyüklükte bir fark meydana getirir [60]. ġekil 2.13’ te uygulanan 
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manyetik alanın, elektronların enerji seviyelerinde meydana getirdiği değiĢme 

gösterilmiĢtir.  

 

 
 
ġekil 2. 13. Uygulanan manyetik alanın elektronların enerji seviyesinde 

meydana getirdiği değiĢme 
 

Elektronun bulunacağı bu iki enerji seviyesi arasındaki fark,  

 

ΔE = gβH                                                                                                    (2.5)  

 

bağıntısı ile verilmektedir. Bu eĢitlikte g, her maddeye özgü bir değer olan 

“spektroskopik yarılma çarpanı” ve β, elektronun yükünü ve kütlesini içeren 

evrensel bir büyüklük olan ve değeri 9,273x10-24 J/T olan “Bohr magnetonu” 

nu; H, ise manyetik alanı göstermektedir. Elektronlar bir de, ΔE enerji farkına 

eĢit olacak Ģekilde bir mikrodalga enerjisi ile etkileĢtiğinde, mikrodalga 

enerjisini EĢ. 2.5’ te verilen enerjiye sahip bir ıĢıma ile soğurur.  

 

ΔE = hν                                                                                                       (2.6)  

 

Bu bağıntıda h, Planck sabitini (6,63x10-34 Js) ve ν, mikrodalga frekansını 

gösterir. Bu ıĢımanın enerjisi, manyetik alan etkisi altındaki elektronun 

bulunabileceği iki enerji seviyesi arasındaki farka eĢit olduğunda, elektronun 
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spin hareketleri manyetik alanla rezonansa gelir ve rezonans koĢulu EĢ. 2.7 

ile sağlanmaktadır.  

 

ΔE = hν = gβH0                                                                                          (2.7)  

 

Bu eĢitlikteki H0, rezonans koĢulunun sağlandığı manyetik alanı gösterir ve 

“rezonans alan” olarak tanımlanır. EPR analizlerinde elde edilen spektrumlar, 

mikrodalga frekansı sabit tutulup, manyetik alan değiĢtirilerek; manyetik 

alana karĢı mikrodalga enerjisini soğurma eğrisinin birinci türevi olarak çizilir. 

 

2.5.7. Titreşimli örnek manyetometrisi (VSM)  

 

1955 yılında ilk kez Foner tarafından geliĢtirilen titreĢimli örnek 

manyetometresi (VSM), bir malzemenin mıknatıslanmasının ölçülmesini ve 

doyum mıknatıslanmasının belirlenebilmesini sağlayan bir cihazdır [24]. VSM 

ile ölçüm yapılırken, mıknatıslanması ölçülmek istenen örnek, bir ucunda 

titreĢtirici bulunan uzun bir çubuğun diğer ucuna yerleĢtirilir. Örneğin titreĢimi 

nedeniyle meydana gelen manyetik alan, cihazın bobinlerinin sarımlarında bir 

elektromanyetik kuvvet meydana getirir. Bu sırada, çubuğun üst ucunun 

olduğu taraftaki sarımlar, referans uzayın titreĢiminden meydana gelen 

elektromanyetik kuvveti de kayıt eder. Örnekten gelen ve referanstan gelen 

elektromanyetik kuvvet arasındaki potansiyel fark, örneğin manyetik momenti 

ile iliĢkili bir değerdir [58]. AĢağıda ferromanyetik bir malzemenin manyetik 

alana karĢı mıknatıslanmasının değiĢimini gösteren VSM eğrileri ve bu 

eğrilerin karakteristik özelliklerine iliĢkin bilgi verilmiĢtir.  

 

Ferromanyetik malzemelerin ve manyetik nanoparçacıkların manyetik alana 

karĢı mıknatıslanma eğrileri  

 

Ferromanyetik bir malzemenin dıĢarıdan uygulanan manyetik alana karĢı 

mıknatıslanmasını gösteren tipik bir eğri ġekil 2.14’ te gösterilmiĢtir. 
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ġekil 2. 14. Ferromanyetik bir malzemenin manyetik alana karĢı  
                   mıknatıslanma eğrisi [7] 
 
Ferromanyetik bir malzemeye sıfırdan baĢlayarak dıĢarıdan manyetik alan 

uygulandığında, OP eğrisi boyunca, manyetik alan (H) arttıkça 

mıknatıslanma (M) artıĢ gösterir ve manyetik alan belirli bir değere ulaĢtıktan 

sonra, maddenin tüm manyetik momentleri manyetik alanla aynı doğrultuda 

yönlendiği için maddenin mıknatıslanması, Ms ile gösterilen doygunluk 

değerine ulaĢır. Mıknatıslanma, Ms değerine ulaĢtığında, uygulanan manyetik 

alan Ģiddeti azaltılmaya baĢlanırsa, malzemenin mıknatıslanması yavaĢ 

yavaĢ azalmaya baĢlar. Fakat, mıknatıslanma eğrisi aynı rotayı (OP eğrisini) 

takip etmez ve manyetik alan sıfıra düĢürülse bile, malzemenin 

mıknatıslanması sıfıra inemez, yani madde mıknatıslanmayı hafızasında 

tutar. Bu davranıĢa “manyetik histerisis” denilmektedir [24,58]. Eğri üzerinde 

“Mr” ile gösterilen noktadaki mıknatıslanma “remenans” ya da “kalıcı 

mıknatıslanma” olarak tanımlanır ve Mr değeri, malzemenin manyetik alan 

sıfırken sahip olduğu mıknatıslanmayı gösterir. Malzemenin manyetik alan 

sıfır iken, sıfır mıknatıslanmaya sahip olacak duruma geri döndürülebilmesi 

için, eğri üzerinde “Hc” ile gösterilen ve “koersivite” ya da “zorlayıcı alan” 

M 

Ms 

Mr 

P 

H 

Hc 
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olarak tanımlanan manyetik alan değeri kadar ters yönde bir manyetik alan 

uygulanması gereklidir [24,58]. 

 

Manyetik histerisisin nedeni, ferromanyetik malzemenin pek çok manyetik 

bölgeden (magnetic domain) meydana gelmesi temeline dayanır. Manyetik 

bölgeler, çok sayıda spinleri aynı yönlü atomik manyetik momentin (yaklaĢık 

1015) bir araya gelmesiyle oluĢmuĢ ve birbirinden “bölge duvarı” denilen 

sınırlarla ayrılmıĢ kısımlar olarak tanımlanabilir [23,57]. ġekil 2.15’ te birden 

çok manyetik bölgeden oluĢan bir malzemenin yapısı ve manyetik 

mometlerin durumu gösterilmiĢtir. 

 

 

 
ġekil 2. 15. Birden çok manyetik bölgeden oluĢan malzemenin yapısı ve  

atomik manyetik momentlerin durumu [63] 

 

Malzeme yığın halde iken, manyetik bölgeler yüzeysel olarak birbirini 

etkiledikleri için, ferromanyetik malzemelerin mıknatıslanması çabucak eski 

haline dönemez. Malzeme boyutlarının yığın halden nanoboyuta inmesiyle, 

malzeme yüksek bir yüzey/hacim oranına sahip olur ve buna bağlı olarak 

yüzey atomlarının kesrinin yığın haldeki duruma göre artması ile parçacıklar 

arası etkileĢimler, yapıda yeni fiziksel özelliklerin ortaya çıkmasını sağlar [58]. 

Parçacık boyutunun nanoboyuta inmesiyle, aynı değiĢimler manyetik 

özellikler için de meydana gelir ve parçacıkların boyutu birkaç 10 nm’ nin 

altına düĢtüğünde, ferromanyetik maddeler sadece tek manyetik bölge içeren 

hale dönüĢür ve malzemede “süperparamanyetizma” olarak tanımlanan 

üstün bir manyetik özellik ortaya çıkar. Süperparamanyetik nanoparçacıklar, 

tek bir manyetik bölge içeren halde oldukları ve kendi aralarında manyetik 
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etkileĢimler bulunmadığı için durgunluk mıknatıslanması (Mr) göstermezler. 

Buna bağlı olarak da koersiviteleri (Hc) sıfırdır [7,64]. ġekil 2.16’ da 

süperparamanyetik malzemenin mıknatıslanmasının manyetik alana değiĢimi 

gösterilmiĢtir. 

 

 
 
ġekil 2. 16. Süperparamanyetik nanoparçacıkların mıknatıslanmasının 

uygulanan manyetik alanla değiĢimi [7]  
 

Süperparamanyetik nanoparçacıkların mıknatıslanması paramanyetik 

maddelerde olduğu gibi Tc altındaki sıcaklıklarda manyetik alan arttıkça lineer 

olarak artar fakat Ms değerine ulaĢıldığında mıknatıslanma sabit kalır [7].  

 

2.5.8. Enerji dispersif X-ışını analizörlü taramalı elektron mikroskopisi  

          (SEM/EDS)  

 

Enerji dispersif X-ıĢını analizi (EDS), taramalı elektron mikroskobu (SEM) ile 

bağlantılı olan bir X-ıĢını dedektörü vasıtasıyla, örneğin atomik 

kompozisyonunun belirlenmesini sağlayan spektroskopik bir tekniktir. SEM ile 

bir elektron demeti örnek yüzeyini boydan boya tarar, elektron ve numune 

atomları arasında oluĢan çeĢitli etkileĢimler sonucunda çeĢitli sinyaller 

meydana gelir ve bu özel sinyallerle örneğin ana bileĢeni ve görüntüsü tespit 

edilir. Elektron demeti malzemeye çarptığı zaman, bir takım elektronlar ve 

M 

Ms 

H 
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ıĢınlar (radyasyon) yayılır. Bunlar, X-ıĢını, katot ıĢıması, Auger elektronları, 

birincil ve ikincil geri saçılan elektronlardır. Bunlardan X-ıĢını, incelenen 

maddenin atomlarının iç kabuk elektronlarının geçiĢleri sonucunda oluĢan ve 

her yöne doğru hareket eden ıĢınlardır ve atomların cinsleri hakkında bilgi 

verirler [55]. 

 

2.6. Lakkaz Enzimi 

 

Lakkaz (benzen diol: oksijen oksidoredüktaz, E.C.1.10.3.2.) enzimi, her 

molekülü dört bakır iyonu taĢıyan bir oksidoredüktazdır. Lakkaz redoks 

enzimlerinin bir alt sınıfıdır. Karbohidraz ve proteazlar gibi hidrolitik 

enzimlerinin substrat özgünlüğünün aksine redoks enzimlerinin substrat 

özgünlüğü oldukça azdır [65]. 

 

Lakkazlar ilk olarak 1883’ te Japon lake ağacı Rhus vernicifera’ dan izole 

edilmiĢ olup molekül kütleleri 45 ile 110 kDa arasında değiĢmektedir [66,67]. 

Lakkaz enzimleri bakteriler, böcekler, yüksek yapılı bitkiler ve mantarlar 

olmak üzere 4 canlı grubundan üretilmektedir [68]. Lakkaz kaynağı olan 

mantarlara, Trametes versicolor, Rhus vernicifera, Trametes hirsuta, Panus 

tigrinus, Flavodon flavus, Agaricus bisporus örnek olarak verilebilir. 

Bunlardan beyaz çürükçül mantarlar daha çok kullanılmaktadır. Resim 2.2’ 

de beyaz çürükçül mantarlardan biri olan Trametes versicolor görülmektedir.  
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Resim 2. 2. Lakkaz üreten Trametes versicolor mantarı 
 

Son yıllarda lakkaz enzimleri tarafından oksitlenen substratların listesi 

oldukça artmıĢtır: metokis- veya amino-monofenoller ve aromatik diaminler, 

ABTS [2,2’-azino-bis-(3-etilbenziltiazolin-6-sulfonik asit)], 1-naftol, 

hidroksiindoller ve Ģiringaldazin gibi fenolik olmayan bileĢikler, lakkazlar için 

substrat olarak kullanılmaktadırlar [69]. 

 

Lakkaz enzimlerinin moleküler yapısı genellikle funguslardan izole edilen 

enzimlerden elde edilmiĢtir. Fungal lakkazlar, multimerik kompleksler 

oluĢturacak Ģekilde oligomerize olan izoenzimlerden meydana 

gelmektedirler. Lakkaz enzimlerinin önemli bir özelliği ise protein kısmına 

kovalent olarak bağlanmıĢ olan ve proteinin toplam kütlesinin %10-45’ ini 

oluĢturan bir karbonhidrat kısmının da bulunmasıdır. Karbonhidrat kısım 

enzimin yüksek kararlılık göstermesine katkıda bulunmaktadır [70]. 
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Resim 2. 3. Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkaz molekülü 
 

Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkaz molekülü Resim 2.3’ te 

görülmektedir ve lakkazın aktif merkezinde 4 mavi kürecik halinde temsil 

edilen 4 bakır iyonu bulunmaktadır. Lakkaz enzimlerinde bulunan bakır 

iyonları spektroskopik özelliklerine bağlı olarak üç ana sınıfta gruplandırılırlar. 

Lakkaz proteinlerinde bulunan bakır iyonlarından bir tanesi Tip1 veya “mavi 

bölge” olarak adlandırılan bölgeye bağlı iken, Tip2 ve Tip3 olarak adlandırılan 

bölgelerin oluĢturduğu trinuklear kümeye bağlı olarak ise 3 bakır iyonu daha 

bulunmaktadır [71]. 

 

Lakkaz enzimi, Tip1 bakır (mavi bakır) aracılığı ile her defasında 1 elektron 

transferiyle dört-basamakta substrat moleküllerini oksitler. Lakkaz 

molekülünün yeniden oksidasyonu (yükseltgenmesi) ise diamanyetik Tip3 

bakır çifti tarafından iki basamaklı olarak dört elektronun, moleküler oksijene 

(O2) transferi ile sağlanır. ġekil 2.17’ de lakkazın indirgenme yükseltgenme 

mekanizması gösterilmiĢtir. 
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ġekil 2. 17. Lakkazın indirgenme-yükseltgenme mekanizması 
 

Lakkaz enzimleri, oksidatif enzimlerin bir grubu olup, son yıllarda, büyük 

oranda parçalanmayan çevresel kirliliklerin yanı sıra hem fenolik hem de 

fenolik olmayan lignin esaslı bileĢenleri yükseltgeyebilme yetenekleri 

nedeniyle oldukça ilgi çekmekte ve bu avantajları sayesinde pek cok 

biyoteknolojik iĢlem uygulamasında kullanılabilmektedirler. Bu uygulamaların 

baĢlıcaları kağıt, meĢrubatların stabilizasyonunun sağlanması, zeytinyağı 

endüstrisi atıklarının bozundurulması, selüloz, tekstil ve petrokimya 

sanayilerinin neden olduğu atıkların detoksifikasyonu, nanobiyoteknoloji, 

medikal teĢhisler ve topraktaki herbisit, pestisit ve bazı maddelerin 

temizlenmesidir. Tekstil sanayisindeki uygulamaları açısından bakıldığında 

ise, en eski ve en yaygın uygulama tekstil atık sularındaki boyarmaddelerin 

renklerinin giderilmesidir [72-75].  

 

2.7. ABTS substratı 

 

ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenziltiazolin-6-sülfonik asit)) substratı, lakkaz 

aktifliğinin hızlıca tayin edilmesine imkan vermesinden dolayı yaygın olarak 

kullanılmaktadır. ABTS, fosfat ve fosfat-sitrat tamponu gibi çözeltilerde 

hazırlandığında renksiz bir çözelti oluĢtururur. Bu renksiz çözeltiye lakkazla 

müdahale edildiğinde, ABTS lakkaz tarafından yükseltgenerek mavi-yeĢil 

renkli ABTS katyon radikaline (ABTS+•) dönüĢtürülür (ġekil 2.18). Literatürde, 

ABTS+•’ nin maksimum absorbans dalga boyu için 405-420 nm arasında 

değiĢim gösteren değerler verilmektedir [76]. 



42 

 
 
ġekil 2. 18. ABTS ve ABTS+• 
 

2.8. Polimerik Manyetik Mikroküre, Nanoparçacıklar ve Enzim 

İmmobilizasyonuna İlişkin Literatürde Yer Alan Çalışmalar 

 

Shinkai ve arkadaĢları 1991 yılında 3-aminopropiltrietoksisilan ile 

aktifleĢtirdikleri Fe3O4 nanoparçacıklarına kovalent bağlanma ile ß-

glukosidoz, α-amilaz, alkoldehidrojenaz, glukoz oksidaz, termolizin ve BSA 

immobilize etmiĢlerdir. Enzim immobilize edilmiĢ manyetik nanoparçacıkların 

boyutlarının 4-70 nm arasında değiĢtiğini ve manyetik nanoparçacıkların 1 

gramına, bu enzim ve proteinlerin 70-200 mg arasında değiĢen miktarlarda 

immobilize olduğunu belirlemiĢlerdir [77]. 

 

Tanyolaç ve arkadaĢları 2000 yılında modifiye edilmiĢ çözücü buharlaĢtırma 

metodu ile boyutları 125-250 μm arasında olan manyetik nitroselüloz 

mikroküreler sentezlemiĢlerdir. VSM analizi ile bu mirokürelerdeki doyum 
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mıknatıslanmasının artan manyetit miktarı ile arttığını belirtmiĢlerdir. Daha 

sonra bu mikrokürelerin hidroksil gruplarını glutaraldehitle aktifleĢtirmiĢ ve 

glukoamilaz enzimini immobilize etmiĢlerdir. 1 gram manyetik mikroküre 

baĢına 17 mg glukoamilazın immobilize olduğunu belirlemiĢlerdir [11]. 

 

Guo ve arkadaĢları 2003 yılında oleik asitle stabilize edilmiĢ Fe3O4 

çekirdekleri kullanarak, vinil asetat ve divinil benzenin kopolimerleĢmesi ile 

hazırladıkları manyetik poli(vinil asetat-ko-divinil benzen) mikrokürelerine 

Candida cylindracea’ dan elde edilen lipaz enzimini immobilize etmiĢler ve 

immobilize lipazın serbest lipaza göre sıcaklık değiĢimlerine karĢı daha 

dayanıklı olduğunu ve 6 kullanım sonunda baĢlangıç aktifliğinin %74’ ünü 

koruduğunu belirlemiĢlerdir. Ayrıca manyetik mikroküreler, manyetik ayırma 

ile 3 dakika içinde ortamdan ayrılabilmiĢ ve bu ayırmanın çökelme ile 

ayırmaya göre 300 kat daha hızlı gerçekleĢtiği bildirmiĢlerdir [78]. 

 

Liu ve arkadaĢları 2005 yılında modifiye edilmiĢ süspansiyon polimerleĢmesi 

ile hazırladıkları boyutları 8 μm’ den küçük süperparamanyetik 

poli(metakrilat-divinil benzen) mikrokürelerine Candida cylindracea’ dan elde 

edilen lipaz enzimini kovalent bağlanma ile immobilize etmiĢler ve 1 gram 

manyetik mikroküre baĢına 34 mg lipaz immobilize olduğunu ve immobilize 

lipazın manyetik ayrıma ile 20 saniye içerisinde ortamdan ayrılabildiğini 

belirlemiĢlerdir [13]. 

 

Zhu ve arkadaĢları 2007 yılında Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkaz 

enzimini boyutları 2 μm olan manyetik mezogözenekli silika küreciklerine 

adsorpsiyonla ve bu kürecikleri 3-aminopropiltrietoksisilan ve glutaraldehitle 

aktifleĢtirerek kovalent bağlama yöntemleri ile immobilize etmiĢlerdir. 

Kovalent bağlanma ile immobilize edilen lakkazın, adsorpsiyonla immobilize 

edilen lakkaza göre pH ve sıcaklık değiĢimlerine karĢı baĢlangıç aktifliğini 

daha fazla koruduğunu bildirmiĢlerdir [79]. 

Zhou ve arkadaĢları 2008 yılında rejenere selüloz filmleri kullanarak, Fe2+ ve 

Fe3+ çözeltilerinden yüksek oranda Fe3O4 içeren selüloz nanokompozit 
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filmleri sentezlemiĢ, özelliklerini XRD, SEM, TEM ve VSM analizleri ile 

incelemiĢlerdir. Ġçerdiği manyetit miktarına bağlı olarak manyetit %12’ den 

%39’ a çıkarken boyutun 32 nm’ den 64 nm’ ye arttığını bildirmiĢlerdir. 

Manyetik selüloz nanokompozit filmlerin süperparamanyetik özellik 

göstermekte olduğunu ve içerdiği manyetite bağlı olarak yaklaĢık 4,2-21,2 

emu/g doyum mıknatıslanması gösterdiğini belirtmiĢlerdir [80] . 

 

Yong ve arkadaĢları 2008 yılında vinil-trietoksisilikanla fonksiyonel hale 

getirdikleri boyutları yaklaĢık 20 nm olan Fe3O4 nanoparçacıklarının 

yüzeyinde glisidil metakrilatı ve metakriloksietil trimetil amonyum klorürü 

poli(GMA-MATAC) polimerleĢtirmiĢlerdir. VSM analizi ile Fe3O4 

nanoparçacıkları ve poli(GMA-MATAC) için doyum mıknatıslanmalarını 

sırasıyla 58,9 emu/g ve 27,3 emu/g olarak bulmuĢlar ve süperparamanyetik 

özellik gösterdiğini bildirmiĢlerdir. Hazırladıkları manyetik polimerik 

nanoparçacıklara lipaz enzimini adsorpsiyon ve kovalent bağlanma ile 

immobilize etmiĢlerdir. Kovalent bağlanma ile elde edilen immobilize lipazın 

optimum sıcaklığının serbest lipaza göre 5°C daha arttığını ve immobilize 

lipazın 5 kez kullanımından sonra baĢlangıç aktifliğinin %70’ ini koruduğunu 

bildirmiĢlerdir [81]. 

 

Luo ve Zhang 2009 yılında Fe (II) ve Fe (III) iyonlarının çözeltilerinden bazik 

ortamda Fe3O4 nanoparçacıklarını çöktürerek, bunları asidik ortamda 

yükseltgeyerek Ɣ-Fe2O3 nanoparçacıklarını sentezlemiĢlerdir. Ɣ-Fe2O3 

nanoparçacıkları, selüloz ve aktif karbonla tepkimeye sokulmuĢ ve manyetik 

karbonla aktiflenmiĢ selüloz küreleri (MCB-AC) elde etmiĢlerdir. Ɣ-Fe2O3 

içeren selüloz kürelerin manyetik alan uygulandığında manyetik tepki 

gösterdiğini belirtmiĢlerdir. XRD analizi ile Ɣ-Fe2O3  nanoparçacık boyutunu 

10,2 nm civarında bulmuĢ ve sonuçların TEM analizi ile uyuĢtuğunu 

bildirmiĢlerdir. Dijital fotoğraflardan (MCB-AC) boyutlarının 2,2 mm olduğunu 

rapor etmiĢlerdir. Ayrıca, organik boyalar olan metil oranj ve metilen 

mavisinin renginin giderilmesinde kullanmıĢlar, adsorpsiyon kinetiğini 
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incelemiĢ hız bağıntısının yalancı ikinci derece modeline uyduğunu 

bildirmiĢlerdir [29]. 

 

Small ve Johnston 2009 yılında Pinus radiata kaynaklı ağartılmıĢ Kraft liflerini 

manyetik nanoparçacıklarla kaplayarak manyetik selüloz liflerini hazırlamıĢ 

ve liflerin doğal özelliklerinin (örneğin çekme dayanımı ve esnekliği) 

korunduğunu ve kaplama ile manyetik özellik kazandırıldığını belirtmiĢlerdir. 

ArdıĢık yıkama ve sonikleme sonrasında Fe3O4 parçacıkların lif yüzeyine 

yapıĢtığını ve liflerin kağıt yaprağı haline geldiğini bildirmiĢlerdir. Fe3O4 kaplı 

selüloz lifleri, SEM, EDS, XRF (X-ıĢınları floresans spektroskopisi), XRD, 

XPS (X-ıĢınları fotoelektron spektroskopisi) gibi yöntemlerle karakterize 

edilmiĢtir. SEM ile lif yüzeylerinin tamamen Fe3O4 nanoparçacıklarıyla 

kaplandığını göstermiĢler ve EDS ile bunu teyit etmiĢlerdir. XRD analizleri ile 

nanoparçacıkların ortalama tanecik boyutunun Debye-Scherrer eĢitliği ile 12-

26 nm olduğunu hesaplamıĢlar, VSM ile Fe3O4 kaplı selüloz liflerinin doyum 

mıknatıslanmasını 65 emu/g bulmuĢlardır [82]. 

 

Namdeo ve Bajpai 2009 yılında Fe(II) ve Fe(III)’ü belirli oranda asidik 

ortamda çözdükten sonra 40°C ve pH 10,4 Ģartları altındaki çözeltiye damla 

damla NaOH çözeltisi ilave ederek manyetik nanoparçacıkları 

sentezlemiĢlerdir. Bu manyetik nanoparçacıkları NaOH/üre içinde çözünmüĢ 

selüloz çözeltisine ekledikten sonra, karıĢıma amonyum sülfat ilave ederek 

farklı yüzdelerde selüloz (%16 ve % 28) içeren selüloz kaplı manyetik 

nanoparçacıkları (CCM) elde etmiĢler, TEM analizi ile tanecik boyutunun 2,5-

22,5 nm olduğunu, TGA analizi ile 30-600 °C aralığında saf selüloz ve CCM 

için kütle kaybının sırasıyla %48 ve %38 olduğunu, XRD analizi ile CCM 

nanoparçacıklarının spinel yapısının Fe3O4 nanoparçacıklarına benzer 

olduğunu belirtmiĢlerdir. Daha sonra selüloz kaplı manyetik nanoparçacıkları 

yükseltgeyerek kovalent bağlanma yöntemiyle α-amilaz enzimini immobilize 

etmiĢler ve niĢastanın bozunmasını incelemiĢlerdir. Bozunma kinetiğinin 

Michaelis Menten bağıntısıyla uyumlu olduğunu, Km ve Vmak değerlerinin 
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sırasıyla 7,5x10-7 μmol/mL ve 0,04x10-6 μ/molgdak olduğunu rapor etmiĢlerdir 

[52]. 

 

Wu ve arkadaĢları 2009 yılında sodyum tripolifosfatla çapraz bağlayarak 

Fe3O4-kitosan nanoparçacıklarını sentezlemiĢlerdir. Fe3O4 

nanoparçacıklarının ve Fe3O4-kitosan nanoparçacıklarının TEM 

görüntüleriyle boyutlarını sırasıyla 10-20 nm aralığında ve 50-80 nm 

aralığında, VSM analizi ile doyum mıknatıslanmasını 53,03 emu/g ve 28,18 

emu/g olarak bulmuĢlardır. Fe3O4-kitosan nanoparçacıklarına lipaz enzimini 

adsorpsiyon yöntemiyle immobilize etmiĢler ve immobilize lipazın 5 kullanım 

sonunda baĢlangıç aktifliğinin %88’ ini koruduğunu bildirmiĢlerdir [19]. 

 

Rotkova ve arkadaĢları 2009 yılında boyutları 125-250 μm arasında olan 

selüloz kaplı manyetik mikrokürelere kovalent bağlanma ile Pycnoporus 

cinnabarinus (P.c.) ve Trametes versicolor (T.v.)’ dan elde edilen lakkaz 

enzimini yönlenmiĢ ve yönlenmemiĢ olmak üzere iki Ģekilde immobilize 

etmiĢler ve lakkaz enzimi aktifliğini iki farklı substrat (Ģiringaldezin (SGZ) ve 

2,2’-Azino-bis (3-etilbenziltiazolin-6-sülfonik asit) (ABTS)) kullanarak tayin 

etmiĢlerdir. T.v. ve P.c. kaynaklı lakkazlar için deneysel Km ve Vmak 

değerlerini sırasıyla 0,0337 mM; 0,0508 mM ve 1,98x10-4 mM/s; 7,47x10-5 

mM/s olarak hesaplamıĢlardır. Farklı substratlar için gözlenen optimum pH 

değerlerinin farklı olduğu T.v. ve P.c. kaynaklı lakkaz için SGZ ve ABTS 

substratları kullanıldığında optimum pH değerinin sırasıyla 5,0-5,5 ve 3,5-4,0 

olduğunu belirtmiĢlerdir. Ayrıca T.v kaynaklı lakkazın azo boyaların renginin 

giderilmesi üzerine farklı pH etkisini incelemiĢlerdir [83].  

 

Liao ve arkadaĢları 2010 yılında Fe2O3/polivinil alkol (PVA) manyetik 

nanoparçacıklarına mikroemülsiyon sistemi altında donma-erime döngü 

sürecine göre selülazı immobilize etmiĢler ve TEM analizi ile Fe2O3 

nanoparçacıklarının 10 nm ve küresel olduğunu, FTIR analizi ile selülazın 

protein zinciri üzerindeki karbonil grubunun PVA zincirindeki hidroksil grubu 

ile etkileĢtiğini ve zeta potansiyel ölçümlerine göre Fe2O3/polivinil alkol (PVA) 
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manyetik nanoparçacıklarının boyutunu 270 nm olduğunu bulmuĢlardır. 

Ġmmobilize selülazın dört kullanım sonunda spesifik aktifliğinin 40%’ ını 

koruduğunu rapor etmiĢlerdir [84] . 

 

Correa ve arkadaĢları 2010 yılında toplam demir deriĢimi 0,04 ve 0,8 mol/L 

olan demir (II) ve demir (III)  çözeltilerini amonyak ile karıĢtırarak 25 ve 70 C°’ 

de altı farklı süperparamanyetik manyetit nanoparçacıkları oluĢturmuĢ, 

viskozdan elde ettikleri rejenere selüloza manyetitlerin gömülü olduğu 

manyetik selüloz kürelerini sentezlemiĢlerdir. Elde edilen bu küreleri XRD, 

FTIR, SEM ve TEM ile karakterize etmiĢlerdir. X-ıĢını kırınım deseni ile daha 

yüksek demir deriĢiminde Fe3O4 nanoparçacık boyutunun arttığını 

bildirmiĢlerdir. Oda sıcaklığında manyetit nanoparçacıkların yarıçapının iyon 

deriĢimi ile bağlantılı olduğunu molaritenin 0,04’ ten 0,8 mol/L’ ye artmasıyla 

parçacık boyutunun 6,5’ tan 12,5 nm’ ye arttığını rapor etmiĢlerdir. Manyetit 

gömülü selüloz kürelerinin manyetit kadar iyi süperparamanyetik özellik 

gösterdiğini belirtmiĢlerdir [2]. 

 

Nkansah ve arkadaĢları 2011 yılında rejenere selüloz ve poli(laktit-ko-glikolit) 

(PLGA)’ nın biyobozunabilir süperparamanyetik mikroparçacık ve 

nanoparçacıklarını, yağ-su emülsiyon tekniği ile monodispers nanokristal 

manyetitleri PLGA ve selüloz nanoparçacık ve mikroparçacıkları kullanılarak 

sentezlemiĢlerdir. Süperparamanyetik çekirdeğin doyum mıknatıslanmasını 

72,1 emu/g, manyetik selülozunkini 34 emu/g olarak bulmuĢlardır. 

Sentezlenen manyetik parçacıkların pürüzsüz bir yüzey morfolojisine ve 

yüksek manyetit içeriğine (%43-%69) sahip olduğunu rapor etmiĢlerdir. 

Sentezlenen PLGA manyetik nanoparçacığı, PLGA manyetik mikroparçacığı 

ve manyetik selüloz nanoparçacıklarının tanecik boyutlarını TEM görüntüleri 

yardımıyla sırasıyla 105,3 nm, 2,1 μm, 413,5 nm olarak rapor etmiĢlerdir. 

Sentezlenen bu parçacıkları manyetik hücre etiketleme yöntemi ile biyolojik 

uygulamalarda kullanmıĢlardır [85]. 
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Katepetch ve Rujiravanit 2011 yılında farklı Fe2+ ve Fe3+ deriĢimlerindeki 

çözeltilerine bakteriyel selüloz yapraklarını daldırarak çökelme metoduyla 

oksijensiz kapalı bir sistemde manyetik duyarlı bakteriyel selüloz yapraklarını 

sentezlemiĢlerdir. Oksijensiz ortamda sentezlenen Fe3O4’ ün manyetit 

yapısında olduğunu belirtmiĢlerdir. Bakteriyel selüloz yaprağı içinde manyetik 

nanoparçacık oluĢumunu SEM analizi ile incelemiĢlerdir. Manyetik 

nanoparçacıkların ortalama boyutunun TEM analizi ile sentez sırasında 0,1 M 

ve 0,01 M demir iyon çözeltisi kullanılmasına göre sırasıyla 38,9 nm ve 19,6 

nm olarak tespit etmiĢlerdir. Bakteriyel selüloz yaprakların kesit alanı 

boyunca manyetik nanoparçacıkların homojen dağıldığını SEM ve TEM 

görüntüleri ile kanıtlamıĢlardır. Manyetik parçacık boyutu ve parçacık boyut 

dağılımının demir iyon çözeltisinin deriĢimleri değiĢtirilerek ayarlanabileceğini 

belirtmiĢlerdir. VSM analizi ile manyetik nanoparçacık içeren bakteriyel 

selüloz yaprakları için doyum mıknatıslanmalarının 0,1 M ve 0,01 M demir 

iyon çözeltisinin kullanılmasına göre sırasıyla 300 K’ de 26,20 emu/g ile 1,92 

emu/g, 100 K’ de 28,10 emu/g ile 2,96 emu/g olarak değiĢtiğini belirtmiĢlerdir. 

[86]. 
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3. DENEYSEL KISIM  
 

3.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 
 

α-Selüloz: Aldrich (Steinheim, Almanya) firmasından temin edilmiĢtir. 

 

 

 

Asetik asit: (CH3COOH, MA: 60,05 g/mol) Sigma (Steinheim, Almanya) 

firmasından temin edilmiĢtir. 

 

Aseton: (CH3COCH3, MA: 58,08 g/mol) Aldrich (Steinheim, Almanya) 

firmasından temin edilmiĢtir. 

 

 

 

Bradford reaktif, BSA çözeltisi (0,5 mg/mL) ve NaCl çözeltisi (0,15 M) 

Amresco (Ohio, ABD) firmasından temin edilmiĢtir. 

 

Demir (II,III) oksit (Fe3O4) nano tozu: (50 nm’den küçük boyutta (TEM)) 

Aldrich (Steinheim, Almanya) firmasından temin edilmiĢtir. 

 

Etil alkol (Mutlak): (C2H5OH, MA: 46,06 g/mol) Riedel-de Haen (Seelze, 

Almanya) firmasından temin edilmiĢtir. 
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Fosforik asit: (H3PO4, MA: 98,0 g/mol) Riedel-de Haen (Seelze, Almanya) 

firmasından temin edilmiĢtir.  

 

Lakkaz Enzimi: (E.C. 1.10.3.2. 22,4 U/mg, Trametes Versicolor’ dan elde 

edilen): Fluka (Steinheim, Almanya) firmasından temin edilmiĢtir. 

 

Mineral yağı: (ağır, 25°C’deki yoğunluğu 0,862 g/L) Aldrich (Steinheim, 

Almanya) firmasından temin edilmiĢtir. 

 

Sitrik asit monohidrat: (C6H8O7, MA: 192,13 g/mol) Merck (Darmstadt, 

Almanya) firmasından temin edilmiĢtir.  

 

Siyanürik klorür: (C3Cl3N3,  MA: 184,41 g/mol) Merck (Schuchardt, Almanya) 

firmasından temin edilmiĢtir. 

 

      

 

Sodyum hidrojen fosfat heptahidrat: (Na2HPO4 · 7H2O, MA: 268,07 g/mol) 

Riedel de Häen (Seelze, Almanya) firmasından temin edilmiĢtir. 

 

Sodyum hidroksit: (NaOH, MA: 40,00 g/mol) Merck (Darmstadt, Almanya) 

firmasından temin edilmiĢtir. 

 

Sodyum meta periyodat: (NaIO4, MA: 213,89 g/mol) Aldrich (Steinheim, 

Almanya) firmasından temin edilmiĢtir. 

 

Sülfürik asit: (H2SO4, MA: 98,08 g/mol) Aldrich (Steinheim, Almanya) 

firmasından temin edilmiĢtir. 
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Tween 80: Across Organics (New Jersey, ABD) firmasından temin edilmiĢtir. 

 

Üre: (NH2CONH2, MA: 60,06 g/mol) Aldrich (Steinheim, Almanya) 

firmasından temin edilmiĢtir. 

 

  

 

1,4-Dioksan: (C4H8O2, MA: 88,11 g/mol) Carlo Erba (Rodano, Ġtalya) 

firmasından temin edilmiĢtir. 

 

    

 

2,2’-Azino-bis(3-etilbenziltiazolin-6-sülfonik asit) diammonyum tuzu (ABTS): 

(C18H18N4O6S4.2H3N, MA: 548,68 g/mol) Sigma (Steinheim, Almanya) 

firmasından temin edilmiĢtir.  
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3.2. Fe3O4-Selüloz Nanoparçacıklarının Sentezi  

 

Fe3O4-selüloz (Fe3O4-CC) nanoparçacıkları, ters-faz süspansiyon metodu ile 

Kalkan ve arkadaĢları tarafından önerilen yönteme göre sentezlenmiĢtir [87]. 

Bu amaçla, 200 mg Fe3O4 nanoparçacıkları etanolle yıkanarak vakum 

etüvünde kurutulduktan sonra, 50,0 mL mineral yağı ve 0,5 mL Tween 80 

karıĢımına eklenmiĢ ve ultrasonik banyoda (Bandelin Sonorex RK 100 H 

(Berlin, Almanya)) dağıtılmıĢtır. Fe3O4 dispersiyonu üzerine, 15,0 mL selüloz 

çözeltisi (%2,5 w/v) damlalar halinde ilave edilerek, sistem ultrasonik 

banyoda tutulmaya devam edilmiĢtir. Elde edilen Fe3O4-selüloz dispersiyonu 

mekanik karıĢtırıcı (Heidolph RZR 2021 (Schwabach, Almanya)) ile 1900 

rpm’ de 4 saat karıĢtırılmıĢtır. Bu süre sonunda, elde edilen Fe3O4-CC 

nanoparçacıkları neodyum mıknatısla toplanarak, yağ fazının tamamen 

uzaklaĢtırılması amacıyla asetonla defalarca yıkanmıĢ, kaplanmayan Fe3O4’ 

lerin uzaklaĢtırılması için 48 saat 0,1 M H2SO4 çözeltisinde bekletilmiĢtir [88], 

3 defa saf su ile yıkanmıĢtır. Sonra vakum etüvünde (Nüve EV 018 (Akyurt, 

Türkiye)) 24 saat süresince kurutulmuĢ ve lakkaz immobilizasyonunda 

kullanılmıĢtır. ġekil 3.1’ de Fe3O4-CC nanoparçacıklarının sentez 

basamakları Ģematik olarak gösterilmiĢtir. 
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ġekil 3. 1. Fe3O4-CC nanoparçacıklarının sentezi 
 

3.3. Fe3O4-Selüloz Nanoparçacıklarının Karakterizasyonu 
 

3.3.1. Geçirimli elektron mikroskopisi (TEM) 

 

Fe3O4-CC nanoparçacıkları etanolle karıĢtırılarak ultrasonik banyoda 

dağıtılmıĢ ve elde edilen dispersiyon karbon kaplı gridlere damlatılmıĢtır. 

Gridler oda sıcaklığında kurutulduktan sonra, örneğin TEM görüntüleri, 

geçirimli elektron mikroskobu (TechnaiTM G2 F30 (Hillsboro, ABD)) ile 100 

kV’ da alınmıĢtır. 

 

3.3.2. Fourier dönüşümlü kızılötesi spektroskopisi (FT-IR)  

 

Spektrumu alınacak örnekler (Fe3O4, selüloz, Fe3O4-CC ve yükseltgenmiĢ 

manyetik selüloz (Fe3O4-CC-Y)); KBr içerisinde, örnek/KBr: 1/150 w/w olacak 

Ģekilde dağıtılmıĢ ve her bir örneğin FT-IR spektrumları, FT-IR 
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spektrofotometresi (Perkin Elmer PE 1600 (Massachusetts, ABD)) ile 400-

4000 cm-1 aralığında alınmıĢtır. 

 

3.3.3. X-ışını kırınımı yöntemi (XRD)  

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının X-ıĢını kırınım deseni, Cu Kα ıĢını (λ = 

0,15406 nm) ile, 2θ = 10° - 90° arasında ve 4°/dakika tarama hızı ile X-ıĢını 

kırınım cihazı (Rigaku Ultima-IV (Tokyo, Japonya)) ile alınmıĢtır. 

 

3.3.4. Termogravimetrik analiz (TGA)  

 

Selüloz ve Fe3O4-CC nanoparçacıklarının termogramları, TGA cihazı (Perkin 

Elmer Pyris 1 TGA (Massachusetts, ABD)) ile 25-900°C aralığında ve N2 

ortamında, 10°C/dakika ısıtma hızı ile alınmıĢtır. 

 

3.3.5. ζ (Zeta)-potansiyel ölçümleri  

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının %2,5’ lik (w/v) sulu dispersiyonlarının ζ 

potansiyelleri, pH 2,0-9,5 aralığında, ortamın pH’ sı 1x10-2 M HCl ya da 

NaOH ile ayarlanarak ve parçacık boyut dağılımı pH 5,0’ te ζ -potansiyel 

ölçüm cihazı (Malvern Nano ZS90 (Worcestershire, Ġngiltere)) ile oda 

sıcaklığında ölçülmüĢtür.  

 

3.3.6. Elektron paramanyetik rezonans spektroskopisi (EPR)  

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının EPR spektrumları, manyetik nanoparçacıklar 

4 mm çapındaki kuvarz EPR analiz tüplerine eĢit miktarda (~40 mg) 

alındıktan sonra, elektron paramanyetik rezonans spektrometresi (Bruker 

ELEXSYS E 580 FT-EPR (Rheinsteffen, Almanya)) ile oda sıcaklığında, 

sürekli dalga modunda, standart X-band kavitesinde, 9,85 GHz frekansta; 

100 kHz manyetik alan modülasyon frekansı, 99 mW mikrodalga ıĢınlaması 

ve 1 G genlik modülasyonu uygulaması altında alınmıĢtır. 
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Analizler, tek tarama sayısında 1024 noktadan veri toplanarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Manyetik alan DPPH (difenil pikril hidrazil, g = 2,0036) 

standardı kullanılarak kalibre edilmiĢtir. Örneğin EPR spektrumu, 

nanoparçacıkların mikrodalga enerjisini absorpsiyonunun birinci türevinin 

manyetik indüksiyonun (B) bir fonksiyonu olarak çizdirilmesiyle elde 

edilmiĢtir. 

 

3.3.7. Titreşimli örnek manyetometrisi (VSM) 

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının -4000 Oe ile +4000 Oe arasında ve -22000 

Oe ile +22000 Oe arasında uygulanan manyetik alandaki mıknatıslanmaları, 

titreĢimli örnek manyetometresi (ADE Magnetics Model EV9 VSM 

(Westwood, ABD)) ile oda sıcaklığında ölçülmüĢtür. 

 

3.4. Fe3O4-Selüloz Nanoparçacıklarına Lakkaz İmmobilizasyonu 
 

3.4.1. Fe3O4-selüloz nanoparçacıklarına adsorpsiyonla lakkaz 

immobilizasyonu 

 

50 mg Fe3O4-CC nanoparçacıkları üzerine 2,0 mL fosfat tamponu (FT) (0,04 

M, pH = 6,0) eklenerek, sistem 30 dakika ultrasonik banyoda dağıtılmıĢtır. 

KarıĢım, manyetik karıĢtırıcı ile 1000 rpm’ de 6 saat karıĢtırılmıĢ ve 24 saat 

bekletilmiĢtir. Bu süre sonunda, dispersiyon ortamındaki Fe3O4-CC 

nanoparçacıkları mıknatısla toplanmıĢ ve 2,0 mL lakkaz çözeltisi (1,0 mg/mL, 

pH = 6,0) eklenerek, sistem su-buz içeren ultrasonik banyoda 20 dakika 

dağıtılmıĢtır. Bu iĢlem sonrasında, karıĢım manyetik karıĢtırıcı (Heidolph MR 

3001 (Schwabach, Almanya)) ile 4°C’ de düĢük devirde 6 saat karıĢtırılmıĢ ve 

yine aynı sıcaklıkta 24 saat bekletilmiĢtir. Son iĢlem olarak, Fe3O4-CC 

nanoparçacıklarına adsorpsiyonla immobilize edilen lakkaz (Fe3O4-CC-L), 

mıknatısla toplanmıĢ ve FT (0,04 M, pH = 6,0) ile 4-5 kez yıkanmıĢ, 4°C’ de 

buzdolabında saklanmıĢtır. Fe3O4-CC-L üzerindeki lakkaz çözeltisi ve yıkama 

suyu birleĢtirilmiĢ ve immobilize edilen enzim miktarının tayininde 



56 

kullanılmıĢtır. Fe3O4-CC nanoparçacıklarına lakkaz immobilizasyonu 

sırasındaki iĢlem basamakları ġekil 3.2’ de gösterilmiĢtir. 

 

 
 
ġekil 3. 2. Fe3O4-CC nanoparçacıklarına lakkaz immobilizasyonu sırasındaki 

iĢlem basamakları 
 

3.4.2. Fe3O4-selüloz nanoparçacıklarının yükseltgenmesi ve kovalent 

bağlanma ile lakkaz immobilizasyonu  

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının yükseltgenmesi 

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarındaki selülozun sodyum meta periyodat ile 

yükseltgenmesi ġekil 3.3’ te verilmiĢtir. Bu amaçla 520 mg Fe3O4-CC 

nanoparçacıkları 10 mL su ve 800 mg NaIO4 eklenmiĢ ve 0,1 M NaOH ile pH 

değeri 4’e ayarlanmıĢtır. Sistem mekanik karıĢtırıcı ile düĢük devirde (200 

rpm) 50°C sıcaklıkta 5 saat karıĢtırılmıĢtır. YükseltgenmiĢ Fe3O4-CC 

nanoparçacıkları (Fe3O4-CC-Y), mıknatısla toplanarak saf su ile yıkanmıĢ ve 
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40°’ de 24 saat vakum etüvünde (Nüve EV 018 (Akyurt, Türkiye)) 

kurutulmuĢtur [52]. 

 

 
 
ġekil 3. 3. Fe3O4-CC nanoparçacıklarının yükseltgenmesi 
 

Fe3O4-CC-Y nanoparçacıklarına kovalent bağlanma ile lakkaz 

immobilizasyonu 

 

50 mg Fe3O4-CC-Y nanoparçacıkları üzerine 2,0 mL lakkaz çözeltisi (1,0 

mg/mL, pH = 6,0) eklenerek, sistem ultrasonik banyoda 20 dakika 

dağıtılmıĢtır. KarıĢım, manyetik karıĢtırıcı ile düĢük devirde ve 4°C’ de 6 saat 

karıĢtırılmıĢ ve yine aynı sıcaklıkta 24 saat bekletilmiĢtir. Bu süre sonunda, 

Fe3O4-CC-Y nanoparçacıklarına kovalent bağlanma ile immobilize edilen 

lakkaz (Fe3O4-CC-Y-L), mıknatısla toplanarak FT (0,04 M, pH = 6,0) ile 4-5 

defa yıkanmıĢtır. Ġmmobilize enzim 4°C’ de buzdolabında saklanmıĢtır. 

 

3.4.3. Fe3O4-selüloz nanoparçacıklarının siyanürik klorürle 

aktifleştirilmesi ve kovalent bağlanma ile lakkaz 

immobilizasyonu 

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının siyanürik klorürle aktifleĢtirilmesi  

 

50 mg Fe3O4-CC nanoparçacıklarına 2,5 mL siyanürik klorür (SC) çözeltisi 

(%0,5 w/v) eklenerek, sistem ultrasonik banyoda 30 dakika dağıtılmıĢ ve 

manyetik karıĢtırıcı ile düĢük devirde ve oda sıcaklığında 6 saat 

karıĢtırılmıĢtır. Sistem 24 saat bekletildikten sonra, siyanürik klorürle 
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aktifleĢtirilmiĢ Fe3O4-CC nanoparçacıkları (Fe3O4-CC-SC), mıknatısla 

toplanarak 3 kez 2,0 mL aseton ve 3 kez 2,0 mL FT (0,04 M, pH = 6,0) ile 

yıkanmıĢtır. 

 

Fe3O4-CC-SC nanoparçacıklarına kovalent bağlanma ile lakkaz 

immobilizasyonu 

 

Fe3O4-CC-SC nanoparçacıkları üzerine 2,0 mL lakkaz çözeltisi (1,0 mg/mL, 

pH = 6,0) eklenerek, sistem ultrasonik banyoda 20 dakika dağıtılmıĢtır. 

KarıĢım, manyetik karıĢtırıcı ile 1000 rpm’ de ve 4°C’ de 6 saat karıĢtırılmıĢ 

ve yine aynı sıcaklıkta 24 saat bekletilmiĢtir. Bu süre sonunda, siyanürik 

klorürle aktifleĢtirilmiĢ Fe3O4-CC nanoparçacıklarına kovalent bağlanma ile 

immobilize edilen lakkaz (Fe3O4-CC-SC-L), mıknatısla toplanarak FT (0,04 

M, pH = 6,0) ile 4-5 defa yıkanmıĢtır. Ġmmobilize enzim 4°C’ de buzdolabında 

saklanmıĢtır. Fe3O4-CC nanoparçacıklarının siyanürik klorürle aktifleĢtirilmesi 

ve lakkaz immobilizasyonu ġekil 3.4’ te gösterilmiĢtir. 

 

 
 
ġekil 3. 4. Fe3O4-CC nanoparçacıklarının siyanürik klorürle aktifleĢtirilmesi ve 

lakkaz immobilizasyonu 
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3.4.4. Fe3O4-selüloz nanoparçacıklarına immobilize edilen enzimlerin  

enerji dispersif x-ışını analizörlü taramalı elektron mikroskobu 

(SEM/EDS) ile tayini  

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarına, adsorpsiyon ve kovalent bağlama yöntemleri 

ile sentezlenen immobilize enzimler  (Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-

CC-SC-L) oda sıcaklığında kurutulduktan sonra atomik bileĢimini yüzde 

olarak gösteren SEM/EDS spektrumları enerji dispersif X-ıĢını analizörlü 

taramalı elektron mikroskobu (Quanta 400F Field Emission SEM (Eindhoven, 

Hollanda)) ile elde edilmiĢtir. 

 

3.4.5. Fe3O4-selüloz nanoparçacıklarına immobilize edilen enzim 

miktarının Bradford metodu ile tayini  

 

Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-SC-L immobilize enzim 

sistemlerine tutuklanan lakkaz miktarı, Bradford metoduna göre tayin 

edilmiĢtir [89]. Önce BSA (Sığır Serum Albümin) kalibrasyon eğrisi 

hazırlamak amacıyla, mikroküvetlere 1, 2, 3 ve 4 μL BSA çözeltisi (0,5 

mg/mL) alınmıĢ ve üzerlerine sırasıyla 99, 98, 97 ve 96 μL NaCl çözeltisi 

(0,15 M) eklenerek, hacimleri 100 μL’ ye tamamlanmıĢtır. Bu çözeltilere 1000 

μL Bradford reaktifi eklendikten 2 dakika sonra, çözeltilerin absorbansı UV-

vis spektrofotometresi (Hitachi U-1800, (Tokyo, Japonya)) ile 595 nm’ de 

okunmuĢtur. BSA deriĢimine karĢı absorbans değerleri grafiğe geçirilerek, 

kalibrasyon eğrisi elde edilmiĢ ve ġekil 3.5’ te gösterilmiĢtir. 
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ġekil 3. 5. BSA kalibrasyon grafiği 
 

Ġmmobilize edilen lakkaz miktarlarının tayini için, lakkaz immobilizasyonunda 

kulllanılan lakkaz süzüntüleri ve yıkama suları birleĢtirilerek hacimleri 10 mL’ 

ye tamamlanmıĢtır. Bu çözeltilerden 100 μL alınarak, üzerine 100 μL NaCl 

(0,15 M) ve 1000 μL Bradford reaktifi eklendikten 2 dakika sonra, çözeltilerin 

absorbansı 595 nm’ de okunmuĢ ve Fe3O4-CC nanoparçacıklarına 

immobilize edilen lakkaz miktarları BSA kalibrasyon eğrisinden 

hesaplanmıĢtır. 

 

3.5. İmmobilize Lakkazların Aktiflik Tayini 

 
Fe3O4-CC nanoparçacıklarına adsorpsiyonla, yükseltgeyerek kovalent 

bağlanma ve siyanürik klorürle aktifleĢtirilerek kovalent bağlanma yöntemleri 

ile immobilize edilen lakkazlardan (Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-

SC-L) 50 Ģer mg santrifüj tüpüne alınarak, 25°C’ de 5 dakika bekletilmiĢ ve 

üzerlerine 9,0 mL FST (0,1 M sitrat/0,2 M fosfat, pH = 5,0) eklenerek, tüp 

çalkalayıcısında 1 dakika karıĢtırılmıĢ ve tampon çözelti ortamında termal 

dengeye getirilmiĢtir. Bu süre sonunda tampon çözelti uzaklaĢtırılmıĢtır. 

 

y = 49,808x 
R² = 0,9945 

0 

0,01 

0,02 

0,03 

0,04 

0,05 

0,06 

0,07 

0,08 

0,09 

0,1 

0 0,0005 0,001 0,0015 0,002 

A
b

s
o

rb
a
n

s
 (

5
9
5
 n

m
) 

BSA derişimi (mg/mL) 



61 

Ġmmobilize lakkaz aktifliğinin tayini için, her bir örnek üzerine 9,0 mL FST (0,1 

M sitrat/0,2 M fosfat, pH = 5,0) ve 1,0 mL ABTS çözeltisi (0,25 mM) 

eklenerek tepkime baĢlatılmıĢtır. 1 dakika süresince tüp çalkalayıcısında 

karıĢtırıldıktan sonra, Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-SC-L 

immobilize sistemleri mıknatısla toplanarak ayrılmıĢ ve oluĢan yeĢil renkli 

çözeltinin absorbansı UV-vis spektrofotometresi ile 414 nm’ de ölçülmüĢtür. 

Farklı ABTS deriĢimlerine karĢılık gelen absorbans değerleri grafiğe 

geçirilerek elde edilen ABTS kalibrasyon eğrisi ġekil 3.6’ da gösterilmiĢtir. 

 

 
 
ġekil 3. 6 ABTS kalibrasyon grafiği 
 

Tepkime hızı yani aktiflik; ölçülen absorbans değerleri ve ABTS kalibrasyon 

eğrisinin eğiminin tersi (ΔC/ΔA414) kullanılarak; EĢ. 3.1’ e göre 

hesaplanmıĢtır.  

 

Tepkime hızı (V) = ΔC/Δt = (ΔA414/Δt) x (ΔC/(ΔA414)                                  (3.1) 

 

Bu eĢitlikte ΔC, ABTS deriĢimindeki değiĢimi (mM); ΔA414, absorbanstaki 

değiĢmeyi ve Δt, süreyi göstermektedir. 1 ünite lakkaz, 25°C ve pH 5,0’ te, 1 

dakika içerisinde, 1 μmol ABTS’ yi ABTS.+’ ne oksitleyen enzim miktarıdır. 
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Bütün aktiflik tayinlerinde, üç kez gerçekleĢtirilen deney sonuçlarının 

ortalaması verilmiĢtir. 

 

3.6. İmmobilize Lakkazların Aktifliğine pH Etkisi 

 

Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-SC-L immobilize enzim aktifliğine 

pH etkisi, pH 2,5- 6,5 aralığında incelenmiĢtir. Ortam pH’ sının pH = 2,5’ e 

ayarlanması için 0,1 M fosfat tamponu, pH 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0 ve 

6,5’ e ayarlanması için 0,1 M fosfat/0,2 M sitrat tampon çözeltileri kullanılmıĢ 

ve immobilize lakkaz aktifliği tayin edilmiĢtir. Tepkime süresince sıcaklık 

25°C’ de sabit tutulmuĢtur. 

 

3.7. İmmobilize Lakkazların Aktifliğine Sıcaklık Etkisi 

 

Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-SC-L immobilize enzim aktifliğinin 

sıcaklıkla değiĢimi; farklı sıcaklıklarda (10°C, 20°C, 30°C, 40°C, 45°C, 50°C, 

60°C ve 65°C) tayin edilmiĢtir. Tepkime süresince ortamın pH’ sı, FST (0,1 M 

sitrat/0,2 M fosfat) ile pH = 5,0’ te sabit tutulmuĢtur. 

 

3.8. İmmobilize Lakkazların Aktifliğine Depolama Süresinin Etkisi 

 

Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-SC-L immobilize enzimlerin 

aktifliğine depolama süresinin etkisini incelemek amacıyla; immobilize 

lakkazlar, 21 gün boyunca 4°C’ de saklanmıĢ ve aktiflikleri belirli aralıklarla 

tayin edilmiĢtir. Tepkime süresince sıcaklık 25°C’ de ve ortam pH’ sı FST (0,1 

M sitrat/0,2 M fosfat) ile pH = 5,0’ te sabit tutulmuĢtur.  

 

3.9. İmmobilize Lakkazların Aktifliğine Substrat Derişiminin Etkisi  

 

Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-SC-L immobilize enzim aktifliğine 

substrat deriĢiminin etkisini incelemek amacıyla, 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 ve 

0,25 mM ABTS çözeltileri hazırlanmıĢ ve lakkaz aktifliği tayin edilmiĢtir. 
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Tepkime süresince sıcaklık 25°C’ de ve ortam pH’sı FST (0,1 M sitrat/0,2 M 

fosfat) ile pH = 5,0’ te sabit tutulmuĢtur.  

 

3.10. İmmobilize Lakkazların Aktifliğine Kullanım Sayısının Etkisi  

 

Fe3O4-CC-L,  Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-SC-L immobilize enzim aktifliğine 

kullanım sayısının etkisinin incelenmesi amacıyla, immobilize lakkazlar aynı 

gün içerisinde art arda 25 kez ABTS substratına karĢı kullanılmıĢ ve lakkaz 

aktifliği tayin edilmiĢtir. Her bir aktiflik tayini sonrasında immobilize lakkazlar 

FST (0,1 M sitrat/0,2 M fosfat, pH 5,0) ile yıkanmıĢtır. Tepkime süresince 

sıcaklık 25°C’ de ve ortam pH’sı FST (0,1 M sitrat/0,2 M fosfat) ile pH = 5,0’ 

te sabit tutulmuĢtur.  
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

 

4.1. Fe3O4-Selüloz Nanoparçacıklarının Sentezi 

 

Bu çalıĢmada; manyetik özellik gösteren Fe3O4 nanoparçacıklarının, enzim 

immobilizasyonunda etkili bir Ģekilde kullanılmalarını sağlamak amacıyla, bu 

nanoparçacıkların yüzeyi selüloz kaplanarak fonksiyonel hale getirilmiĢtir.  

 

4.2. Fe3O4-Selüloz Nanoparçacıklarının Karakterizasyonu 

 

4.2.1. Geçirimli elektron mikroskopisi (TEM) 

 

Fe3O4 nanoparçacıklarının TEM görüntüleri Resim 4.1 ve Resim 4.2 

grubumuzda daha önce yapılan çalıĢmadan alınmıĢtır [87]; Fe3O4-CC 

nanoparçacıklarının TEM görüntüleri ise Resim 4.3 ve Resim 4.4’ te 

gösterilmiĢtir. 

  

Resim 4.2.’ de Fe3O4 nanoparçacıklarının 20 nm skalasında çekilmiĢ TEM 

görüntüsünden bu nanoparçacıkların boyutunun 50 nm’den küçük, örneğin 3 

farklı Fe3O4 nanoparçacığının boyutunun 17 nm, 28 nm ve 37 nm olduğu 

görülmüĢtür. Resim 4.1. b’ de görülen 0,2 μm skalasında TEM görüntüsünde, 

bu manyetik nanoparçacıkların biraraya gelmiĢ halde oldukları görülmektedir. 

Parçacıkların biraraya gelmelerinin, birbirleri arasındaki manyetik-dipol 

etkileĢimlerden ve parçacık boyutlarının çok küçük, yüzey enerjilerinin çok 

büyük olmasından kaynaklandığı söylenebilir [19,90].  

 

Resim 4.4. a ve Resim 4.4. b’ den Fe3O4-CC nanoparçacıklarının TEM 

görüntüsünden, kaplama kalınlığının 5-8 nm aralığında olduğu görülmüĢtür. 

Resim 4.3’ te Fe3O4-CC nanoparçacıklarına ait farklı skalalardaki TEM 

görüntülerinde, Fe3O4-CC parçacıklarının boyutlarının 50 nm’ den daha 

küçük olduğu görülmektedir.  
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Resim 4. 1. Fe3O4 nanoparçacıklarının TEM görüntüleri 
                   Bar uzunluğu: a) 20 nm b) 0,2 μm  
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Resim 4.2. Resim 4.1. a’ daki Fe3O4 nanoparçacıklarının boyutlarını gösteren  
                 TEM görüntüsü bar uzunluğu: 20 nm 
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Resim 4.3. Fe3O4-CC nanoparçacıklarının TEM görüntüleri  
                 Bar uzunluğu: a) 50 nm b) 100 nm c) 0,2 μm 
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Resim 4. 3. Resim 4.3. a ve b’ deki Fe3O4-CC nanoparçacıklarının boyutlarını 

gösteren TEM görüntüleri bar uzunluğu: a) 50 nm b) 100 nm 
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4.2.2. Fourier dönüşümlü kızılötesi spektroskopisi (FT-IR) 

 

Fe3O4, selüloz (CC), Fe3O4-CC ve Fe3O4-Y-CC’ ın FT-IR spektrumları ġekil 

4.1’ de gösterilmiĢtir.  

 

Fe3O4 nanoparçacıklarının ġekil 4.1. a’ da verilen FT-IR spektrumunda, 550 

cm-1’ de Fe-O bağına ait gerilme titreĢimi gözlenmiĢtir.  

 

Selülozun ġekil 4.1. b’ de gösterilen FT-IR spektrumunda, 3200-3500 cm-1 

bölgesinde O-H, 2700-2893 cm-1’ de C-H, 1000-1400 cm-1’ de C-O gerilme 

titreĢim bandları ortaya çıkmıĢtır.  

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının ġekil 4.1. c’ de gösterilen FT-IR 

spektrumunda, 566 cm-1’ de ortaya çıkan Fe-O gerilme titreĢimi, manyetik 

bileĢenin yapıdaki varlığını göstermiĢtir. Ayrıca 3500-3200 cm-1’ de O-H, 

3100 cm-1 ve 2850 cm-1’ de C-H ve 1450-1000 cm-1’ de C-O gerilme titreĢim 

bandları, manyetik nanoparçacıkların yapısında selülozun bulunduğunu 

göstermiĢtir.  

 

Fe3O4-CC-Y nanoparçacıklarının ġekil 4.1. d’ de gösterilen FT-IR 

spektrumunda, 550 cm-1’ de ortaya çıkan Fe-O gerilme titreĢimi, manyetik 

bileĢenin yapıdaki varlığını göstermiĢtir. Ayrıca aldehite ait 2700-2850 cm-1’ 

de C-H ve 1750-1800 cm-1’ de C=0 gerilme titreĢim bandları, manyetik 

nanoparçacıkların yapısında bulunan selülozun yükseltgendiğini göstermiĢtir. 
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ġekil 4. 1. Fe3O4, selüloz, Fe3O4-CC ve Fe3O4-Y-CC’ ın FT-IR spektrumları  

a) Fe3O4 b) selüloz c) Fe3O4-CC d) Fe3O4-Y-CC  
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4.2.3. X-ışını kırınımı yöntemi (XRD) 

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının X-ıĢını kırınım deseni ġekil 4.2’ de 

gösterilmiĢtir. 

 

 

 
ġekil 4. 2. Fe3O4-CC nanoparçacıklarının X-ıĢını kırınım deseni   
                 a) Fe3O4,  b) Fe3O4-CC 
 
Fe3O4 nanoparçacıklarının X-ıĢını kırınım deseninde, 2θ = 30,18°(1), 

35,47°(2), 43,30°(3), 53,42°(4), 57,18°(5) ve 62,70°(6)’ de 6 adet pik 

gözlenmiĢtir. Cihazının veri tabanında bulunan ICDD veri kartlarının 

taratılması ile, Fe3O4-CC nanoparçacıklarının kırılma açılarının, kart 

numarası 65-3107 olan Fe3O4 nanoparçacıklarının kırınım desenindeki 

açılara uyduğu tespit edilmiĢtir. Bu sonuç, Fe3O4 nanoparçacıklarının 

selülozla kaplanmasının Fe3O4’ in kristalin yapısını değiĢime uğratmadığını, 

dolayısıyla Fe3O4’ in spinel yapısını değiĢtirmediğini göstermiĢtir. X-ıĢını toz 

kırınımı ile incelenen bir örneğin parçacık boyutu, kırınım desenindeki en 

Ģiddetli pikin yarı geniĢliği kullanılarak hesaplanabilir [91]. Fe3O4-CC 

nanoparçacıklarının parçacık boyutu, bu nanoparçacıkların kırınım deseninde 

Ģiddeti maksimum olan 2θ=35,60°’ de gözlenen pik kullanılarak (2 numaralı 

pik yarı geniĢliği (FWHM)=8,20x10-3 radyan), EĢ 2.4’ e göre 21 nm olarak 

hesaplanmıĢtır. Grubumuzda yapılan çalıĢmada Fe3O4 nanoparçacıklarının 

parçacık boyutu ise, yine bu nanoparçacıkların kırınım deseninde Ģiddeti 

a) 

b) 
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maksimum olan, ve 2θ = 35,47°’ de gözlenen pik kullanılarak (2 numaralı pik, 

pik yarı geniĢliği (β) = 9,07x10-3 radyan), EĢ. 2.4’ te verilen Debye-Scherrer 

eĢitliğinden, 16 nm olarak hesaplanmıĢtır [92]. Bu durumda, yüzeydeki 

selüloz kaplama kalınlığı 4,7 nm olarak bulunmuĢtur. XRD analizleri ve TEM 

görüntülerinden hesaplanan parçacık boyutlarından, yüzeyin yaklaĢık 5-8 nm 

kalınlıkta selülozla kaplandığı belirlenmiĢtir. 

 

Literatürde de benzer sonuçlara rastlanmıĢ ve farklı demir deriĢimlerinde 

sentezlenen manyetik nanotanecikler kullanılarak hazırlanan selüloz 

nanokompozit filmlerin [80] ve Fe3O4/selüloz nanoparçacıklarının kristal 

yapısının, saf Fe3O4 nanoparçacıklarınınkine göre değiĢmediği tespit 

edilmiĢtir [84].  

 

4.2.4. Termogravimetrik analiz (TGA)  

 

Fe3O4, selüloz ve Fe3O4-selüloz nanoparçacıklarının ısıl bozunmaları 

termogravimetrik analiz (TGA) yöntemi ile incelenmiĢ ve elde edilen 

termogramlar ġekil 4.3, ġekil 4.4 ve ġekil 4.5’ te verilmiĢtir. 

 

 
 
ġekil 4. 3. Fe3O4 nanoparçacıklarının TGA termogramı 
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ġekil 4. 4. Selülozun TGA termogramı                                       
 

 
 
ġekil 4. 5. Fe3O4-selüloz nanoparçacıklarının TGA termogramı 
 

ġekil 4.3’ de, Fe3O4 nanoparçacıklarına ait termogramda görüldüğü gibi 

sıcaklık 200°C olduğunda baĢlangıç ağırlığında %0,8’ lik kayıp meydana 

gelmiĢ ve sıcaklığın 900°C’ ye ulaĢması sonucunda, ağırlıkta dikkate değer 

bir değiĢme olmamıĢtır. 200°C’ ye kadar olan ısıtma neticesinde ağırlıkta 

meydana gelen kaybın, nanoparçacıklara adsorplanan suyun 

uzaklaĢmasından kaynaklandığı söylenebilir [88].   
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ġekil 4.4’ de selüloz örneği 200°C’ ye ısıtıldığında, baĢlangıç ağırlığında % 3’ 

lük bir kayıp meydana gelmiĢtir. Ağırlıktaki bu azalmanın, bu yapıya 

adsorplanan suyun uzaklaĢması nedeniyle meydana geldiği ve selülozun 

hidrofilik özelliği nedeniyle adsorplanan su miktarının fazla olduğu 

söylenebilir. 200-550°C arasında gözlenen ağırlık kaybı, selülozun 

bozunmasından kaynaklanmaktadır. Sıcalık 900°C’ ye ulaĢtığında, selülozun 

baĢlangıç ağırlığının %’ 92’ sini kaybettiği gözlenmiĢtir. 

 

ġekil 4.5’ de Fe3O4-CC nanoparçacıkları 200°C’ ye ısıtıldığında, ağırlıkta % 

2,52’ lik bir kayıp meydana gelmiĢtir. Ağırlıktaki bu azalmanın da, Fe3O4-CC 

nanoparçacıklarına adsorplanan suyun uzaklaĢması nedeniyle meydana 

geldiği söylenebilir. Fe3O4-CC nanoparçacıkların termogramında Fe3O4 

nanoparçacıklarında gözlenmeyen ve 250°C’ den 900°C’ lere kadar süren 

ağırlık kaybının, selülozun bu sıcaklık aralığında bozunmasından 

kaynaklandığı düĢünülmüĢtür. Sıcaklık 900°C’ ye ulaĢtığında ise, Fe3O4-CC 

nanoparçacıklarının baĢlangıç ağırlığının % 20’ sini kaybettiği gözlenmiĢtir.  

 

TGA termogramı alınan selüloz kaplı manyetik nanoparçacıktaki % manyetit 

ağırlığı (M), 900°C’ de kalan selüloz miktarı (Rq), 250-550°C arasında 

kaybolan selüloz miktarı (ΔWq), 250-550°C arasında kaybolan manyetit ve 

selüloz miktarı (ΔWm) ve 900°C’ de kalan manyetit nanoparçacıkları ile 

bağlantılıdır (EĢ. 4.1) [93]: 

 

Rq 
------- x ΔWm + M = R                                                                                  (4.1) 
ΔWq 
 

EĢ. 4.1’e göre Fe3O4-CC nanoparçacıklarının yaklaĢık %77 manyetit içerdiği 

hesaplanmıĢtır.  

 

Saf selüloza ait termogramdan maksimum bozunma sıcaklığı 400°C 

bulunmuĢ iken Fe3O4-CC nanoparçacıkları için bu sıcaklığın 320°C’ ye yani 
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daha düĢük sıcaklığa kaydığı görülmüĢtür. Literatürde, 30°C’ den 800°C’ ye 

kadar TGA termogramı alınan selüloz/Fe3O4 nanokompozit filmlerinin ısıl 

kararlılığının azaldığını ve baĢlangıç ağırlığının % 39’ unu kaybettiğini 

bildirmiĢlerdir [80].  

 

4.2.5. ζ (Zeta)-potansiyel analizi 

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının farklı pH’ lardaki yüzey potansiyelinin ve 

yükünün belirlenebilmesi için, bu nanoparçacığın ζ-potansiyeli pH 2,31-9,64 

aralığında ölçülmüĢ ve pH’ ya karĢı ζ-potansiyeli değiĢim grafiği ġekil 4.6’ da 

gösterilmiĢtir. 

 

 
 
ġekil 4. 6. Fe3O4-CC nanoparçacıklarının ζ-potansiyelinin pH ile değiĢimi 
 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının üzerindeki net yükün sıfır olduğu pH değeri 

olan izoelektronik nokta (pI) değeri 2,71 olarak bulunmuĢtur. Grubumuzda 

daha önce yapılan bir çalıĢmada Fe3O4 nanoparçacıklarının pI değeri 7,91 

olarak tespit edilmiĢtir [87]. Fe3O4-CC nanoparçacıklarının pI değeri Fe3O4 
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nanoparçacıklarınınkine göre 5,2 birim azalmıĢtır. ζ-potansiyelinin, pI 

değerinin altındaki pH’ larda pozitif, üzerindeki pH’ larda ise negatif 

değerlerde olması nedeniyle, Fe3O4 nanoparçacıklarının yüzeyi pH<7,91 

olduğunda pozitif, pH>7,91 olduğunda ise negatif yüklüdür. Ortam pH ’sı 

2,71’ den küçük olduğunda, Fe3O4-CC nanoparçacıkları yüzeyindeki 

selülozun -OH gruplarının protonlanması nedeniyle, aĢağıda gösterildiği gibi 

pozitif yük kazandığı düĢünülmektedir. 

 

-OH + H+ → -OH2
+ 

 

pH = 2,71 olduğunda, Fe3O4-CC yüzeyindeki pozitif ve negatif yük 

yoğunluğunun birbirine eĢitlenmesi nedeniyle, bu nanoparçacıkların yüzey 

potansiyeli 0’ a düĢmüĢtür. pH>2,71 olduğunda ise, Fe3O4-CC yüzeyindeki    

-OH grupları ile ortamdaki OH- iyonları arasındaki aĢağıda gösterilen 

etkileĢim nedeniyle, bu nanoparçacıkların yüzeyinin negatif yüklü hale geldiği 

söylenebilir. 

 

-OH + OH- → -O- + H2O 

 

Literatürde de, pI değeri 7,30 olarak belirlenen Fe3O4 nanoparçacıkları 

sodyum oleatla modifiye edildiğinde bu nanoparçacıkların pI değerinin 4,00’ e 

düĢtüğü bildirilmiĢtir [94]. Grubumuzda yapılan bir çalıĢmada Fe3O4-kitosan 

nanoparçacıkları ters-faz süspansiyon metoduyla sentezlenmiĢ ve pI değeri 

6,86 olarak bildirilmiĢtir [87]. 

 

Fe3O4- selüloz nanoparçacıklarının TEM analizleriyle boyutlarının 50 nm’ nin 

altında olduğu belirlenmiĢtir ve pH 7,0’ de zeta potansiyel ölçümü -17,6 mV 

olarak bulunmuĢtur. Farklı bir çalıĢmada, yaklaĢık parçacık boyutu 413,5 nm 

olan selüloz kaplı manyetik nanoparçacıklarının zeta potansiyeli pH 7,0’ de 

ölçülmüĢ ve -11,4 mV olarak belirtilmiĢtir [85]. 
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Fe3O4-CC nanoparçacıklarının tanecik boyut dağılımının Ģiddet yüzdesine ve 

tanecik sayısı yüzdesine karĢı grafikleri ġekil 4.7’ de a) tanecik boyutu-% 

Ģiddet grafiği b)tanecik boyutu-% tanecik sayısı grafiği (doğrusal eksen) c) 

tanecik boyutu-% tanecik sayısı (logaritmik eksen) olarak verilmiĢtir.  

 

ġekil 4.7. a’ ya göre tanecik boyut dağılımı % Ģiddete karĢı çizilirken Fe3O4-

CC nanoparçacıklarının yaklaĢık %6’ sı 53 nm’ in üzerinde olmasına rağmen 

büyük boyutlu taneciklerin % Ģiddeti sayıca daha çok olan fakat boyutu küçük 

taneciklerden çok daha yüksek görülmektedir. 

 

ġekil 4.7. b’ ye göre Fe3O4-CC nanoparçacıklarının %36’ sı 18 nm’ nin 

altında; %31’ i 18-22 nm arasında, %24’ ü 22-30 nm arasında ve %3’ ü 30-53 

nm arasında bulunmuĢtur.  
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ġekil 4. 7. Fe3O4–CC nanoparçacıklarının tanecik boyut dağılımı a) tanecik 
boyutu-% Ģiddet grafiği b)tanecik boyutu-% tanecik sayısı grafiği 
(doğrusal eksen) c) tanecik boyutu-% tanecik sayısı (logaritmik 
eksen) 

 

Buna göre zeta-sizer dan elde edilen tanecik boyut dağılımı, TEM görüntüleri 

ve XRD analiz sonucu ile uyum sağlamaktadır. Sentezlenen Fe3O4-CC 

nanoparçacıklarının ortalama parçacık boyutunun 50 nm’ nin altında olduğu 

düĢünülmektedir. 
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4.2.6. Elektron paramanyetik rezonans spektroskopisi (EPR)  

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının 9,854136 GHz sabit frekansta elde edilen 

EPR spektrumu ġekil 4.8’ de gösterilmiĢtir. 

 

 
 
ġekil 4. 8. Fe3O4-CC nanoparçacıklarının EPR spektrumları 
 

ġekil 4.8’ de Fe3O4-CC nanoparçacıklarının 4018 G değerinde uygulanan 

manyetik alanda verdiği sinyal Ģiddeti 42’ dir. Grubumuzda daha önce Fe3O4 

nanoparçacıklarının EPR spektrumu alınmıĢ ve 4003 G civarında uygulanan 

manyetik alana karĢı 110 değerinde sinyal Ģiddeti verdiği görülmüĢtür [92]. 

Fe3O4-CC ve Fe3O4 nanoparçacıklarının soğurma spektrumlarında geniĢ ve 

asimetrik bir eğri gözlenmiĢtir. Selülozun yapıya dahil olması nedeniyle, 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının gösterdiği sinyal Ģiddetinin, Fe3O4 

nanoparçacıklarınınkine göre azaldığı gözlenmiĢtir. Fe3O4 

nanoparçacıklarının manyetik açıdan inaktif olan selülozla kaplanmasıyla, 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının birim hacimdeki etkin manyetik moment 

sayısının azalmasından kaynaklandığı söylenebilir [95,96]. Fe3O4 

nanoparçacıklarının ve Fe3O4-CC nanoparçacıklarının EPR spektrumlarında, 

Fe3O4-CC 
 
Fe3O4 

g = 1,49 

B0 
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belirli bir sinyal Ģiddetine sahip olan soğurma eğrilerinin gözlenmesi, bunların 

paramanyetik özelliğe sahip olduklarını göstermiĢtir. Literatürde de, 

poli(metilmetakrilat-ko-akrilik asit) içine hapsedilmiĢ Fe3O4 

nanoparçacıklarının EPR spektrumundaki sinyal Ģiddetin, Fe3O4 

nanoparçacıklarının sinyal Ģiddetine göre daha düĢük değerde olduğunu 

gösteren bulgular yer almıĢtır [97]. 

 

EPR spektrumunda sinyal Ģiddetinin sıfır olduğu, yani parçacıkların 

mikrodalga enerjisini maksimum olarak soğurduğu manyetik alan, rezonans 

alan olarak tanımlanır [98]. Fe3O4 ve Fe3O4-CC nanoparçacıklarının EPR 

spektrumlarında rezonans alan, B0 = 4735 G olarak tespit edilmiĢtir1. Bu B0 

değeri kullanılarak, EĢ 2.7 ’ ye göre, her iki nanoparçacığın g değeri 1,49 

olarak hesaplanmıĢtır. g, değeri, her madde için karakteristik bir değer olan 

spektroskopik yarılma çarpanıdır. Literatürde, Fe3+ katyonu için g değerleri, 

Fe3+ düĢük spin kompleksi için 1,4-3,1 aralığında, yüksek spin kompleksi için 

2,0-9,7 aralığında verilmektedir [99,100]. Dolayısıyla, bu çalıĢmada, Fe3O4 ve 

Fe3O4-CC nanoparçacıkları için belirlenen g değerinin, düĢük spin Fe3+ 

kompleksi için verilen aralığa girdiği belirlenmiĢtir. Ayrıca, Fe3O4 yüklenmiĢ 

manyetik polimerik nanoparçacıkların ve mikrokürelerin EPR spektroskopisi 

ile incelendiği bazı çalıĢmalarda da, g değerleri 1,90-2,10 arasında 

bulunmuĢtur [98,99].  

 

4.2.7. Titreşimli örnek manyetometrisi (VSM) 

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının manyetik alana (H) karĢı kütle 

mıknatıslanmalarını (σ) gösteren mıknatıslanma eğrisi, ġekil 4.9’ da -4000 

Oe, + 4000 Oe aralığında ve ġekil 4.10’ da -22000 Oe, +22000 Oe aralığında 

gösterilmiĢtir. 

                                                 
1
 Bu çalıĢmada kullanılan EPR cihazından manyetik indüksiyon cinsinden veri elde 

edilmektedir. Manyetik alan ve manyetik indüksiyon arasında, B=µ0(H+M) iliĢkisi vardır.  

(µ0=manyetik geçirgenlik) 
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ġekil 4. 9 Fe3O4-CC nanoparçacıklarının manyetik alana karĢı mıknatıslanma 

eğrisi (-4000 Oe, +4000 Oe) 
 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının manyetik alana karĢı mıknatıslanma eğrisi, bu 

nanoparçacıkların, Fe3O4 nanoparçacıklarının mıknatıslanma eğrisinde 

olduğu gibi, sürekli ve düzgün bir döngüye sahip olduğunu ve manyetik alana 

verdikleri tepkinin sürekli ve kararlı olduğunu göstermiĢtir. Fe3O4-CC 

nanoparçacıklarının mıknatıslanma eğrisinden, bu nanoparçacıkların σs 

değerinin 45,2 emu/g olduğu belirlenmiĢtir. Fe3O4-CC nanoparçacıklarının σs 

değerlerinin büyüklüğünün, bu nanoparçacıkların yüzeyini saran selüloz 

tabakasının kalınlığına, selülozun bazı özelliklerine, Fe3O4 

nanoparçacıklarının σs değerine bağlı olduğu düĢünülmektedir. Grubumuzda 

daha önce yapılan çalıĢmada Fe3O4 nanoparçacıklarının manyetik doyum 

mıknatıslanması, σs=74,1 emu/g olarak belirlenmiĢtir [87]. σs değerinin 

büyüklüğü, nanoparçacıkların birim hacimdeki ya da kütledeki manyetik 

moment sayısına bağlıdır. Fe3O4 nanoparçacıklarının selülozla kaplanması, 

bu nanoparçacıkların birim kütledeki manyetik moment sayısının azalmasına 

ve σs değerinin 74,1 emu/g’ dan 45,2 emu/g’ a düĢmesine neden olmuĢtur. 

Benzer Ģekilde, EPR analizlerinin sonuçlarında da, Fe3O4-CC 

nanoparçacıkların manyetik alana verdikleri tepkinin Fe3O4 

nanoparçacıklarına göre azaldığı tespit edilmiĢtir. Fe3O4 nanoparçacıklarının 

σs = 45,2 
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yüzeyine selüloz kaplanmasıyla, Fe3O4-CC nanoparçacıklarındaki manyetik 

bölgelerin Fe3O4 nanoparçacıklarınınkilere göre birbirinden uzaklaĢması ve 

böylelikle, manyetik parçacıkların birbirlerine karĢı uyguladıkları 

mıknatıslanmanın azalmasından kaynaklanmaktadır. Fe3O4-CC 

nanoparçacıklarının mıknatıslanma eğrisine bakıldığında eğrinin orijine 

yaklaĢtığı, yani kalıcı mıknatıslanma (Mr) ve zorlayıcı alan (Hc) değerlerinin 

hemen hemen sıfır olduğu görülmektedir (Bkz. ġekil 2.14). Mıknatıslanma 

eğrisinde bu değiĢimin gözlenmesi nedeniyle, Fe3O4-CC nanoparçacıklarının 

süperparamanyetik özellik gösterdikleri sonucuna varılmıĢtır. Benzer 

sonuçlara literatürde de rastlanılmıĢtır [59].  

 
 

 
 
ġekil 4. 10. Fe3O4-CC nanoparçacıklarının manyetik alana karĢı 

mıknatıslanma eğrisi (-22000 Oe, +22000 Oe) 
 

Literatürde yer almıĢ çalıĢmalarda, çeĢitli yöntemlerle sentezlenen farklı 

boyutlardaki Fe3O4 nanoparçacıkları için σs değerleri, 42 emu/g ile 83,2 

emu/g arasında değiĢmektedir [16,19,29,59,84,91]. 

 

Literatürdeki bir çalıĢmada, maghemit ile manyetik selüloz küreleri 

oluĢturulmuĢ paramanyetik özellik içerdiği bildirilmiĢ ve doyum 

mıknatıslanması, σs = 42,2 emu/g olarak bildirilmiĢtir [29]. Bir diğer çalıĢmada 

300 K’ de, 0,1 M, 0,05M ve 0,01M demir iyon deriĢimi içeren manyetik 

σs=45,2 
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bakteriyel selüloz yaprakları için doyum mıknatıslanması sırasıyla 26,2 

emu/g, 15,8 emu/g, 1,9 emu/g olarak bulunmuĢ ve sıcaklık 100 K’ e 

indirildiğinde değerlerin sırasıyla 28,1 emu/g, 17,7 emu/g ve 2,9 emu/g olarak 

değiĢtiği yani sıcaklığa bağlı olduğu bildirilmiĢtir [86]. Ayrıca literatürde, 

Fe3O4-kaplı selüloz lif örneklerinin doyum mıknatıslanması, σs = 65,5 emu/g 

olarak bulunmuĢtur [82]. Fe3O4/selüloz kompozit filmlerin süperparamanyetik 

özellik gösterdiği, σs değerlerinin yaklaĢık 4,2-21,2 emu/g civarında olduğu ve 

içerdiği demir miktarına göre değiĢtiği bildirilmiĢtir [80]. Poli(akrilik asit) 

bağlanan Fe3O4 nanoparçacıkları için σs = 61,7 emu/g [15] ve yüzeyi 3-

(aminopropil) trietoksisilan ile silanlanmıĢ Fe3O4 nanoparçacıkları için σs = 62 

emu/g olarak bildirilmiĢtir [91]. Farklı polimerler ve modifiye edici bileĢiklerle 

hazırlanan Fe3O4 nanoparçacıklarının σs değerlerinin büyüklüğünün, bu 

nanoparçacıkların yüzeyini saran polimerlere ya da yüzey modifikasyonunda 

kullanılan maddelere bağlı olduğu söylenilebilir.  

 

Yüzeyi çeĢitli polimerlerle modifiye edilen manyetik nanoparçacıkların çeĢitli 

uygulamalarda kullanılmalarının en önemli nedenlerinden birisi de, bu 

manyetik nanoparçacıkların hemen hemen aynı manyetik alan varlığındaki 

mıknatıslanmalarının, manyetik polimerik mikrokürelere göre daha fazla 

olmasıdır. Bu özellikleri nedeniyle, enzim ve protein immobilizasyonu gibi 

uygulamalarda kullanılan manyetik nanoparçacıklar, manyetik ayırma ile 

daha kolay bir Ģekilde ortamdan ayrılabilirler.  

 

4.3. Fe3O4-Selüloz Nanoparçacıklarına Lakkaz İmmobilizasyonu 

 

Lakkaz enzimi, Fe3O4-CC nanoparçacıklarına adsorpsiyonla, Fe3O4-CC 

nanoparçacıklarının -OH grupları siyanürik klorür (SC) ile aktifleĢtirildikten ve 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarındaki selüloz yükseltgendikten sonra kovalent 

bağlama yöntemi ile immobilize edilmiĢtir. Adsorpsiyon yöntemi ile 

immobilizasyon, pH = 6,0’ da gerçekleĢtirilmiĢtir. Fe3O4-CC 

nanoparçacıklarına Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkaz enziminin 

adsorpsiyonunda H-bağlarının ve çok az da olsa dağılma kuvvetlerinin etkili 
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olduğunu söyleyebiliriz. Fe3O4-CC nanoparçacıklarının -OH grupları, ġekil 

3.4’ te gösterilen tepkimeye göre siyanürik klorürle aktifleĢtirilmiĢ ve lakkaz 

enzimi Fe3O4-CC nanoparçacıklarına kovalent bağlanma ile immobilize 

edilmiĢtir. Fe3O4-CC nanoparçacıklarındaki selülozun -OH grupları, ġekil 3.3’ 

te gösterilen tepkimeye göre yükseltgenerek aldehit grupları oluĢturulmuĢ ve 

lakkaz enzimi Fe3O4-CC nanoparçacıklara kovalent bağlanma ile immobilize 

edilmiĢtir. 

 
Literatürdeki çalıĢmalarda selüloz kaplı manyetik mikrokürelerin ya da 

nanoparçacıkların siyanürik klorür ile aktifleĢtirilmesi ve enzim 

immobilizasyonuna, aynı zamanda yükseltgenmiĢ selüloz kaplı manyetik 

mikrokürelere ya da nanoparçacıklara lakkaz enzimi immobilizasyonuna 

rastlanılmamıĢtır. 

 

4.3.1. Fe3O4-selüloz nanoparçacıklarına immobilize edilen enzimlerin  

          enerji dispersif X-ışını analizörlü taramalı elektron mikroskobu  

          (SEM/EDS) ile tayini 
 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarına adsorpsiyonla, yükseltgeyerek kovalent 

bağlanma ve siyanürik klorürle aktifleĢtirilerek kovalent bağlanma yöntemleri 

ile enzim immobilize edildiği (Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-SC-

L), SEM/EDS analizleri ile araĢtırılmıĢ ve örneklere ait X-ıĢını enerjisine (keV) 

karĢı X-ıĢını sayısını gösteren SEM/EDS spektrumları ġekil 4.11’ de 

gösterilmiĢtir.  

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının SEM/EDS spektrumunda, selülozun ve Fe3O4 

nanoparçacıklarının varlığını gösteren C, O ve Fe atomları tespit edilmiĢtir 

(ġekil 4.11.a). 

 

Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-SC-L örneklerinin sırasıyla ġekil 

4.11.b, 4.11.c, 4.11.d’ de görülen SEM/EDS spektrumunda ise, C,O ve Fe 

atomlarının yanında, S atomuna ait sinyaller gözlenmiĢtir. Ġmmobilize lakkaz 

örneklerinin spektrumunda yer alan S atomuna ait sinyaller, lakkaz 
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molekülündeki sistein kalıntılarından ileri gelmektedir ve dolayısıyla, lakkazın 

bu sistemler içerisinde bulunduğunu göstermiĢtir [101]. Ġmmobilize lakkazlara 

ait spektrumlarda gözlenen P atomuna ait sinyalin fosfat tamponu 

içerisindeki, fosfor atomlarından kaynaklandığı, ayrıca Fe3O4-CC-Y-L’ a ait 

spektrumda gözlenen Na atomunun ise, yükseltgeme esnasında kullanılan 

sodyum periyodattan geldiği düĢünülmektedir. 
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ġekil 4. 11. Fe3O4-CC, Fe3O4-CC-L, ve Fe3O4-CC-Y-L Fe3O4-CC-SC-L 

nanoparçacıklarının SEM/EDS spektrumları a) Fe3O4-CC      
b) Fe3O4-CC-L c) Fe3O4-CC-Y-L d) Fe3O4-CC-SC-L 
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ġekil 4.11. (Devam) Fe3O4-CC, Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve 
                Fe3O4-CC-SC-L nanoparçacıklarının SEM/EDS spektrumları 
                a) Fe3O4-CC b) Fe3O4-CC-L c) Fe3O4-CC-Y-L d) Fe3O4-CC-SC-L 
 

  

c) 
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4.3.2. Fe3O4-selüloz nanoparçacıklarına immobilize edilen enzim 

miktarının Bradford metodu ile tayini 

 

Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-SC-L immobilize sistemlerindeki 

lakkaz miktarı Bradford metoduna göre tayin edilmiĢ ve BSA kalibrasyon 

eğrisinden (ġekil 3.5), bu sistemlere immobilize edilen enzim yüzdeleri 

sırasıyla %81, %88 ve %84 olarak bulunmuĢtur. Değerlerin %80’ den büyük 

olması, lakkazın Fe3O4-CC nanoparçacıklarına adsopsiyonla ve kovalent 

bağlanma ile yüksek bir oranda immobilize olduğunu göstermiĢtir. 

 

4.4. İmmobilize Lakkazın Aktifliğinin Tayini 

 

Ġmmobilize lakkazın aktifliği, lakkaz aktifliğinin hızlıca tayin edilmesine imkan 

veren ABTS substratı ile tayin edilmiĢtir. Ġmmobilize lakkaz aktifliği, 0-0,025 

mM ABTS deriĢimi aralığında doğrusal olan ABTS kalibrasyon eğrisinin eğimi 

kullanılarak hesaplanmıĢtır (ġekil 3.6). 0,025 mM’ dan daha yüksek ABTS 

deriĢimlerinde, enziminin substratı ile doygun hale gelmesinden dolayı, ABTS 

deriĢimi ile enzimatik tepkime hızının değiĢimi doğrusallıktan sapmaya 

baĢlamıĢtır. Bu nedenle 0-0,025 mM ABTS deriĢimi aralığında oluĢturulan 

kalibrasyon eğrisinin eğimi kullanılarak lakkaz aktifliği tayin edilmiĢtir. 

 

4.5. İmmobilize Lakkaz Aktifliğine Etki Eden Parametreler 
 

4.5.1. İmmobilize lakkaz aktifliğine pH etkisi 

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarına adsorpsiyonla immobilize edilen lakkaz 

aktifliğine pH etkisi 

 

Fe3O4-CC-L aktifliğinin pH 2,5-6,5 aralığındaki değiĢimi ġekil 4.12’ de 

gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.12. Fe3O4-CC-L aktifliğinin pH ile değiĢimi 
 

Fe3O4-CC-L için optimum pH değeri 3,5 bulunmuĢtur ve bu immobilize lakkaz 

pH 3,0-5,0 aralığında maksimum aktifliğini %91’ in üzerinde ve pH 6,5’ te 

%44 oranında korumuĢtur.  

 

Yükseltgenen Fe3O4-CC nanoparçacıklarına immobilize edilen lakkaz 

aktifliğine pH etkisi 

 

Fe3O4-CC-Y-L aktifliğinin pH 2,5-6,5 aralığındaki değiĢimi ġekil 4.13’ te 

gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4. 13. Fe3O4-Y-CC-L aktifliğinin pH ile değiĢimi 
 

Fe3O4-CC-Y-L için optimum pH değeri 3,5 bulunmuĢ ve bu immobilize 

lakkaz, pH 3,0-5,0 aralığında maksimum aktifliğini %90’ ın üzerinde ve pH 

6,5’ te %51 oranında korumuĢtur.  

 

Siyanürik klorürle aktifleĢtirilen Fe3O4-CC nanoparçacıklarına immobilize 

edilen lakkaz aktifliğine pH etkisi 

 

Fe3O4-CC-SC-L aktifliğinin pH 2,5-6,5 aralığındaki değiĢimi ġekil 4.14’ te 

gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4. 14. Fe3O4-CC-SC-L aktifliğinin pH ile değiĢimi 
 

Fe3O4-CC-SC-L için optimum pH değeri 3,5 bulunmuĢ ve bu immobilize 

lakkaz, pH 3,0-5,0 aralığında maksimum aktifliğini %94’ ün üzerinde ve pH 

6,5’ te %77 oranında korumuĢtur.  

 

Grubumuzda daha önce Trametes versicolor kaynaklı lakkazın ABTS 

substratına karĢı optimum pH’ ı 3,0 olarak bulunmuĢtur [87]. Serbest lakkaz 

pH 3,0-5,0 aralığında maksimum aktifliğini %55 ve pH 6,5’ te maksimum 

aktifliğini %6,0 oranında korumuĢtur. Bu çalıĢmada elde edilen sonuçlar, üç 

immobilize lakkazın da serbest lakkaza göre pH 3,0-6,5 aralığında çok daha 

yüksek bir aktiflikle kullanılabilir olduklarını göstermiĢtir. Dolayısıyla, Fe3O4-

CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-SC-L’ ın asidik ve nötrale yakın pH 

değerlerinde yürütülen endüstriyel uygulamalarda, serbest lakkaza göre daha 

verimli bir Ģekilde kullanılabileceği düĢünülmektedir. 

 

Literatürde, küspeden alınan selüloz lifleri sodyum periyodat ile sülfürik asit 

içerisinde yükseltgemiĢ, selüloz dialdehit oluĢturulmuĢ ve selülozdaki aldehit 

gruplarına glukoamilazın amino gruplarının kovalent olarak bağlanarak 
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immobilize edildiği bildirilmiĢtir. Ġmmobilize enzimin ve serbest enzimin 

maksimum aktiflik gösterdikleri pH’ lar sırasıyla 3,0-5,0 ve 3,5-5,0 olarak 

bildirilmiĢ ayrıca pH 2,5-7,0 aralığında immobilize enzimin serbest enzime 

göre yüksek aktiflik gösterdiği rapor edilmiĢtir [102]. Yine literatürde, selüloz 

kaplı manyetik mikro kürelere Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkaz 

kovalent bağlanma ile immobilize edilmiĢ ve ABTS substratına karĢı 

aktifliğine bakıldığında optimum pH değeri 3,5 olarak bulunmuĢtur [83]. 

 

Literatürde, manyetik poli(stiren-ko-aseto-asetoksietil metakrilat) 

küreciklerinin β-diketon grubuna kovalent bağlanma ile immobilize edilen 

Trametes versicolor kaynaklı lakkazın optimum pH değerinin 4,0 olduğu 

bildirilmiĢtir [103]. Grubumuzda daha önce Fe3O4 nanoparçacıkları kitosanla 

kaplanmıĢ, Trametes versicolor kaynaklı lakkaz bu nanoparçacıklara 

adsorpsiyonla ve siyanürik klorür ile aktifleĢtirildikten sonra kovalent 

bağlanma yöntemleri ile immobilize edilmiĢ ve sırasıyla optimum pH’ ları 3,0 

ve 3,5 bulunmuĢtur [87]. 

 

 Manyetik olmayan çeĢitli destekler üzerine kovalent bağlanma ile immobilize 

edilen kaynakları farklı lakkazların optimum pH değerleri pH 3,2-4,0 arasında 

değiĢim göstermiĢtir [74,104]. Siyanürik klorürle aktifleĢtirilmiĢ poli (2-

hidroksietil metakrilat) mikrokürelerine immobilize edilen invertazın optimum 

pH değerinin, serbest invertaza göre 1 birim artarak pH 5,5’ e kaydığı 

bildirilmiĢtir [105]. Siyanürik klorürle aktifleĢtirilen selüloz esaslı bir destek 

materyal üzerine enzim immobilizasyonuna iliĢkin bir çalıĢmaya literatürde 

rastlanılmamıĢtır. 

 

4.5.2. İmmobilize lakkaz aktifliğine sıcaklık etkisi 

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarına adsorpsiyonla immobilize edilen lakkaz 

aktifliğine sıcaklık etkisi 
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Fe3O4-CC-L aktifliğinin 10-65°C aralığındaki değiĢimi ġekil 4.15’ de 

gösterilmiĢtir. 

 

 
 
ġekil 4. 15. Fe3O4-CC-L aktifliğinin sıcaklık ile değiĢimi 
 

Fe3O4-CC-L için optimum sıcaklık 40°C bulunmuĢ, 10-65 °C aralığında, 

maksimum aktifliğini %72’ nin üzerinde korumuĢtur.  

 

Yükseltgenen Fe3O4-CC nanoparçacıklarına immobilize edilen lakkaz 

aktifliğine sıcaklık etkisi 

 

Fe3O4-CC-Y-L aktifliğinin 10-65°C aralığındaki değiĢimi ġekil 4.16’ da 

gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4. 16. Fe3O4-CC-Y-L aktifliğinin sıcaklık ile değiĢimi 
 

Fe3O4-CC-Y-L için optimum sıcaklık 40°C bulunmuĢ ve bu immobilize lakkaz, 

10-65°C arasında maksimum aktifliğinin %80’ inin üzerinde koruyabilmiĢtir. 

 

Siyanürik klorürle aktifleĢtirilen Fe3O4-CC nanoparçacıklarına immobilize 

edilen lakkaz aktifliğine sıcaklık etkisi 

 

Fe3O4-CC-SC-L aktifliğinin 10-65°C aralığındaki değiĢimi ġekil 4.17’ de 

gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4. 17. Fe3O4-CC-SC-L aktifliğinin sıcaklık ile değiĢimi 
 

Fe3O4-CC-SC-L için optimum sıcaklık 40°C bulunmuĢ ve bu immobilize 

lakkaz, 10-65°C arasında maksimum aktifliğinin %80’ in üzerinde korumuĢtur.  

 

Grubumuzda daha önce Trametes versicolor kaynalı lakkazın ABTS 

substratına karĢı optimum sıcaklık değeri 40°C olarak belirlenmiĢ ve 10-65°C 

arasında maksimum aktifliğini % 53’ ün üzerinde koruduğu bildirilmiĢtir [87]. 

Bu çalıĢmada elde edilen sonuçlar, üç immobilize lakkazın da serbest 

lakkaza göre 10-65 °C sıcaklık aralığında daha yüksek bir aktiflikle 

kullanılabilir olduklarını, bu sıcaklık aralığında serbest lakkaza göre daha 

verimli bir Ģekilde kullanılabileceğini göstermiĢtir.  

 

Literatürde, küspeden elde edilen selüloz lifleri yükseltgenmiĢ ve glukoamilaz 

kovalent bağlanma ile immobilize edilmiĢ, serbest ve immobilize enzim için 

optimum sıcaklık değerleri 60 ve 65 °C olarak bildirilmiĢ ayrıca 30-80 °C 

sıcaklık aralığında immobilize enzimin serbest enzime göre daha yüksek 

aktiflik gösterdiği rapor edilmiĢtir [102]. 

 

Grubumuzda daha önce Fe3O4 nanoparçacıkları kitosanla kaplanmıĢ, 

Trametes versicolor kaynaklı lakkaz bu nanoparçacıklara adsorpsiyonla ve 
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siyanürik klorür ile aktifleĢtirildikten sonra kovalent bağlanma yöntemleri ile 

immobilize edilmiĢ ve optimum sıcaklık ikisi içinde 40°C bulunmuĢtur [87]. 

 

4.5.3. İmmobilize lakkaz aktifliğine depolama süresinin etkisi 

 

Enzim aktifliğinde depolama süresince meydana gelen değiĢmeler, 

enzimlerin yapısal özelliklerine ve depolama Ģartlarına (tampon çözelti 

ortamı, sıcaklık gibi) bağlıdır. 

 

Grubumuzda immobilize lakkazların aktifliklerini en iyi Ģekilde korudukları 

depolama koĢullarının belirlenmesi amacıyla yapılan çalıĢmalarda, 4 farklı 

depolama koĢulu denenmiĢtir. Ġlk durumda, immobilize lakkazları pH’ sı 5,0 

olan FST (0,1 M sitrat/0,2 M fosfat) içerisinde 4°C’ de, ikinci durumda bu 

tampon çözelti uzaklaĢtırılarak fakat kurutulmadan 4°C’ de, üçüncü durumda 

pH’ sı 5,0 olan 0,1 M Britton-Robinson tampon çözeltisi içerisinde 4°C’ de ve 

son olarak dondurularak kurutulmuĢ halde 4°C’ de saklamıĢlardır. Ġmmobilize 

lakkazlar, aktifliklerini en iyi ikinci durumda belirtildiği gibi, üzerlerindeki 

tampon çözelti uzaklaĢtırılarak ve kurutulmadan 4°C’ de muhafaza edildikleri 

durumda korudukları için, depolama iĢlemi bu koĢulda yapılmıĢtır [106]. 

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarına adsorpsiyonla immobilize edilen lakkaz 

aktifliğine depolama süresinin etkisi 

 

Fe3O4-CC-L aktifliğinin 21 gün depolama süresi ile değiĢimi ġekil 4.18’ de 

gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4. 18. Fe3O4-CC-L aktifliğinin depolama süresi ile değiĢimi 
 

Fe3O4-CC-L, depolanmasının 7. günü sonunda baĢlangıç aktifliğinin %90’ ını; 

14. günü sonunda %76’ sını; 21. günü sonunda ise %66’ sını korumuĢtur. 

 

Yükseltgenen Fe3O4-CC nanoparçacıklarına immobilize edilen lakkaz 

aktifliğine depolama süresinin etkisi 

 

Fe3O4-CC-Y-L aktifliğinin 21 gün depolama süresi ile değiĢimi ġekil 4.19’ da 

gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4. 19. Fe3O4-CC-Y-L aktifliğinin depolama süresi ile değiĢimi 
 

Fe3O4-Y-CC-L, depolanmasının 7. günü sonunda baĢlangıç aktifliğinin %80’ 

ini; 14. günü sonunda %64’ ünü ve 21. günü sonunda %41’ ini korumuĢtur. 

 

Siyanürik klorürle aktifleĢtirilen Fe3O4-CC nanoparçacıklarına kovalent 

bağlanma ile immobilize edilen lakkaz aktifliğine depolama süresinin etkisi 

 

Fe3O4-CC-SC-L aktifliğinin 21 gün depolama süresi ile değiĢimi ġekil 4.20’ de 

gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4. 20. Fe3O4-CC-SC-L aktifliğinin depolama süresi ile değiĢimi 
 

Fe3O4-CC-SC-L, depolanmasının 7. günü sonunda baĢlangıç aktifliğinin %92’ 

sini; 14. günü sonunda %70’ ini ve 21. günü sonunda %45’ ini korumuĢtur. 

 

 Grubumuzda daha önce Trametes versicolor kaynaklı lakkazın 4°C’ de 

depolanarak 7. günün sonunda baĢlangıç aktifliğinin %97’ sini; 14. günün 

sonunda %95’ ini; 21. günün sonunda%89’unu koruduğu bildirilmiĢtir [88]. Bu 

çalıĢmada elde edilen sonuçlar, üç immobilize lakkazın da 21 gün 

depolanması süresince serbest lakkaza göre daha düĢük aktiflik 

gösterdiklerini göstermiĢtir. Ġmmobilize lakkazların aktifliklerini depolama 

süresince daha hızlı kaybetmeleri üzerinde, selülozun manyetik 

çekirdeklerinin ve enzim yapısının etkili olmuĢ olabileceği düĢünülmektedir. 

Analitik ve endüstriyel uygulamalarda, Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L Fe3O4-

CC-SC-L’ ın 1 hafta içerisinde kullanılmasının daha uygun olabileceği 

söylenebilir. 

 

Literatürde, manyetik selülozik mikrokürelere kovalent bağlanma ile galaktoz 

oksidaz ve nörominidaz enzimlerinin immobilize edildiği bir çalıĢmada, 

immobilize enzimlerin depolanmasının 21. günü sonucunda, immobilize 

galaktoz oksidazın baĢlangıç aktifliğinin %89’ unu, immobilize noraminidazın 
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ise baĢlangıç aktifliğinin ancak %2’ sini koruduğu bildirilmiĢtir. Manyetik 

selülozik destek üzerine immobilize olan nöronaminidazın aktiflik kaybının, 

manyetik çekirdeklerin toksik etki yaratmasından kaynaklandığı ancak farklı 

enzimler için bu etkinin aynı olmadığı belirtilmiĢtir [12]. Grubumuzda daha 

önce Fe3O4 nanoparçacıkları kitosanla kaplanmıĢ Trametes versicolor 

kaynaklı lakkaz bu nanoparçacıklara adsorpsiyonla ve siyanürik klorür ile 

aktifleĢtirildikten sonra kovalent bağlanma yöntemleri ile immobilize edilmiĢ 

ve immobilize lakkazlar için depolanmalarının 7. günü sonunda baĢlangıç 

aktifliklerini sırasıyla %98 ve %87’ sini koruduğu bulunmuĢtur [87]. 

 

4.5.4. İmmobilize lakkazların aktifliğine substrat derişiminin etkisi  

 

Enzim ile substrat arasındaki tepkime aĢağıdaki gibidir: 

 

              k1                    k3 

 E + S        ES       E+Ü                                                                        (4.2)                                                                                                      

              k2 

 

Burada, E, enzim; S, substrat; ES, enzim-substrat kompleksi ve Ü, ürünü 

göstermektedir. 

 

Enzimatik bir tepkimenin hızı, aĢağıda gösterilen Michaelis-Menten eĢitliği ile 

verilir:  

 

V = (Vmak × [S]) / Km + [S]                                                                           (4.3) 

 

Bu eĢitlikte, V, tepkimenin baslangıç hızını; Vmak, maksimum hızı; Km, 

Michaelis-Menten sabitini; [S], substrat deriĢimini göstermektedir. Michaelis-

Menten sabiti (Km), aĢağıda verilmiĢtir: 

 

Km = (k2 + k3) / k1                                                                                       (4.4)  
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Michaelis-Menten eĢitliğinin (EĢ. 4.3) düzenlenmesi ile aĢağıdaki 

Lineweaver-Burk eĢitliği elde edilir:  

 

1/V = (Km /Vmak) x 1/[S] + 1/Vmak                                                                (4.5)  

 

Bu eĢitliğe göre, 1/[S] değerlerine karĢı, 1/V değerleri grafiğe geçirildiğinde, 

bir doğru elde edilir. Doğrunun y ekseni kayması 1/Vmak değerine; eğimi Km / 

Vmak değerine eĢittir. 

 

Bu çalıĢmada, immobilize lakkazların aktifliğine substrat deriĢiminin etkisi, 

0,005-0,025 mM ABTS deriĢimi aralığında incelenmiĢ ve 1/[S] değerlerine 

karĢı 1/V değerlerinin grafiğe geçirilmesi ile her bir enzim için Lineweaver-

Burk grafiği oluĢturulmuĢtur. Bu grafiklerden immobilize lakkazların Vmak, Km 

ve katalitik etkinlik (Vmak/Km) değerleri hesaplanmıĢtır. 

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarına adsorpsiyonla immobilize edilen lakkaz 

aktifliğinin substrat deriĢimi ile değiĢimi  

 

Fe3O4-CC-L için Lineweaver-Burk grafiği ġekil 4.21’ de gösterilmiĢtir. 

 
 
ġekil 4. 21. Fe3O4-CC-L için Lineweaver-Burk grafiği 
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Fe3O4-CC-L için Km = 13,10x10-2 mM, Vmak = 16,90x10-2 mM/dakika 

bulunmuĢ ve Vmak/Km = 1,28 dakika-1 olarak hesaplanmıĢtır. 

 

Yükseltgenen Fe3O4-CC nanoparçacıklarına immobilize edilen lakkaz 

aktifliğinin substrat deriĢimi ile değiĢimi 

 

Fe3O4-CC-Y-L’ ın Lineweaver-Burk grafiği Ģekil 4.22’ de gösterilmiĢtir. 

 

 
 
ġekil 4. 22. Fe3O4-CC-Y-L için Lineweaver-Burk grafiği 
 

Fe3O4-Y-CC-L için Km = 9,71x10-2 mM ve Vmak = 12,61x10-2 mM/dakika ve 

Vmak/Km = 1,29 dakika-1 olarak bulunmuĢtur. 

 

Siyanürik klorürle aktifleĢtirilen Fe3O4-CC nanoparçacıklarına kovalent 

bağlanma ile immobilize edilen lakkaz aktifliğinin substrat deriĢimi ile değiĢimi 

 

Fe3O4-CC-SC-L’ ın Lineweaver-Burk grafiği Ģekil 4.23’ te gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4. 23. Fe3O4-CC-SC-L için Lineweaver-Burk grafiği 
 

Fe3O4-CC-SC-L için Km = 13,00x10-2 mM ve Vmak = 16,90x10-2 mM/dakika ve 

Vmak/Km = 1,3 dakika-1 olarak bulunmuĢtur. 

 

Ġmmobilize lakkazların kinetik parametrelerinin değerlendirilmesi 

 

Çizelge 4. 1. Ġmmobilize lakkazların kinetik parametreleri Km, Vmak ve Vmak/Km’ 
nin değerleri 

 

 Km  

(mM) 

Vmak  

(mM/dakika) 

Vmak/Km  

(dakika-1) 

Serbest lakkaz, L 5,69x10-2 7,70x10-2 1,35 

Fe3O4-CC-L 13,10x10-2 16,90x10-2 1,28 

Fe3O4-CC-Y-L 9,71x10-2 12,61x10-2 1,29 

Fe3O4-CC-SC-L 13,00x10-2 16,90x10-2 1,3 

 

Michaelis-Menten sabiti, Km, enzimin substrata olan ilgisinin bir ölçüsüdür. 

Km, enzimin elde edildiği kaynağa, çalıĢılan substrat deriĢim aralığına ve 

sıcaklığa bağlı olarak değiĢim gösterebilmektedir. Enzim immobilize 

edildiğinde, Km değeri artabilir ya da azalabilir. Ġmmobilize enzimin Km 

değerinin serbest enzime göre azalması, serbest enzime göre daha hızlı 
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tepkime verme eğiliminde olduğunu; artması ise, serbest enzimle aynı 

reaksiyon hızına sahip olması için daha fazla miktarda substrata ihtiyacı 

olduğunu göstermektedir. Bu çalıĢmada Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve 

Fe3O4-CC-SC-L için Km değerleri serbest lakkaza göre sırasıyla, 2,19, 1,70 

ve 2,18 kat artmıĢtır. Km’ nin artması üzerinde, immobilize enzim-substrat 

kompleksinin oluĢma ihtimalini düĢüren protein molekülündeki 

konformasyonel değiĢimler ve sterik engellemeler rol oynamaktadır [107].  

 

Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-SC-L’ ın katalitik etkinlik değerleri 

1,28, 1,29 ve 1,3 olarak bulunmuĢtur. Ġmmobilize sistemlerin katalitik 

etkinliğinin serbest lakkaza göre az da olsa azalıĢ göstermesi, immobilize 

enzimlerin substratı katalizleme etkinliğinin enzimin 3-boyutlu yapısında 

meydana gelen değiĢmeler nedeniyle olduğu Ģeklinde yorumlanabilir. 

Grubumuzda daha önce Fe3O4 nanoparçacıkları kitosanla kaplanmıĢ, 

Trametes versicolor kaynaklı lakkaz bu nanoparçacıklara adsorpsiyonla ve 

siyanürik klorür ile aktifleĢtirildikten sonra kovalent bağlanma yöntemleri ile 

immobilize edilmiĢ ve sırasıyla katalitik etkinlikleri 1,31 ve 1,24 olarak 

bulunmuĢtur [87]. 

 

Literatürde, Trametes versicolor kaynaklı lakkazın selüloz kaplı manyetik 

mikrokürelere kovalent bağ ile immobilizasyonunda ABTS substratına karĢı 

Km = 0,0337 mM ve Vmak = 1,98x10-4 mM/dakika olarak bildirilmiĢtir [83]. 

Literatürde bir baĢka çalıĢmada, Cerrena unicolor, Trametes hirsuta ve 

Pycnoporus sanguineus’ dan elde edilen serbest lakkazların ABTS 

substratına karĢı farklı deney koĢullarındaki Km değerleri sırasıyla 0,183 mM 

[108], 7,5x10-2 mM (75 μM) [109] ve 3,68 x10-2 mM (36,8 μM) olarak 

bildirilmiĢtir [110]. 

 

4.5.5. İmmobilize lakkazların aktifliğine kullanım sayısının etkisi 

 

Ġmmobilize enzimlerin endüstriyel uygulamlarda tekrar tekrar 

kullanıldıklarında aktifliklerini yitirmemeleri, en fazla aranılan 
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özelliklerindendir. Fe3O4-CC nanoparçacıklarına adsorpsiyonla, 

yükseltgenerek kovalent bağlanma ve siyanürik klorürle aktifleĢtirerek 

kovalent bağlanma yöntemleri ile elde edilen immobilize lakkazların 

aktifliğine, kullanım sayısının etkisinin incelenmesi için, immobilize enzimler 1 

gün içerisinde art arda 25 kez ABTS substratına karĢı kullanılmıĢ ve enzim 

aktifliğinin kullanım sayısı ile değiĢimi incelenmiĢtir. 

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarına adsorpsiyonla immobilize edilen lakkaz 

aktifliğinin kullanım sayısı ile değiĢimi 

 

Fe3O4-CC-L aktifliğinin kullanım sayısı ile değiĢimi ġekil 4.24’ te 

gösterilmiĢtir. 

 

 
 
ġekil 4. 24. Fe3O4-CC-L aktifliğinin kullanım sayısı ile değiĢimi 
 

Fe3O4-CC-L, 1 gün içerisinde ABTS substratına karĢı 10. kez kullanıldığında 

baĢlangıç aktifliğinin %81’ ini, 20. kez kullanıldığında %58’ ini, 25. kez 

kullanıldığında ise %50’ sini koruyarak, tekrar tekrar kullanılabilmiĢtir.  

 

Yükseltgenen Fe3O4-CC nanoparçacıklarına immobilize edilen lakkaz 

aktifliğinin kullanım sayısı ile değiĢimi 
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Fe3O4-CC-Y-L aktifliğinin kullanım sayısı ile değiĢimi ġekil 4.25’ de 

gösterilmiĢtir. 

 

 
 
ġekil 4. 25. Fe3O4-CC-Y-L aktifliğinin kullanım sayısı ile değiĢimi 
 

Fe3O4-CC-Y-L, 10. kez kullanıldığında baĢlangıç aktifliğinin %92’ sini 20. kez 

kullanıldığında baĢlangıç aktifliğinin %75’ ini, 25. kullanımda ise %65’ ini 

korumuĢtur. 

 

Siyanürik klorürle aktifleĢtirilen Fe3O4-CC nanoparçacıklarına kovalent 

bağlanma ile immobilize edilen lakkaz aktifliğinin kullanım sayısı ile değiĢimi 

 

Fe3O4-CC-SC-L aktifliğinin kullanım sayısı ile değiĢimi ġekil 4.26’ da 

gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4. 26. Fe3O4-CC-SC-L aktifliğinin kullanım sayısı ile değiĢimi 
 

Fe3O4-CC-SC-L, 10. kez kullanıldığında baĢlangıç aktifliğinin %87’ sini 20. 

kez kullanıldığında baĢlangıç aktifliğinin %68’ ini, 25. kullanımda ise %64’ 

ünü korumuĢtur. 

 

Literatürde, küspeden elde edilen selüloz lifleri sodyum periyodat ile 

yükseltgenmiĢ ve glukoamilaz kovalent bağlama ile immobilize edilmiĢtir. 

Ġmmobilize lakkazın 30. kullanımda baĢlangıç aktifliğinin %65’ ini koruduğunu 

bildirmiĢlerdir [102]. 

 

Grubumuzda daha önce, manyetik kitosan nanoparçacıklarına adsorpsiyon 

ile immobilize edilen lakkazın, 1 gün içerisinde ABTS substratına karĢı 10. 

kez kullanıldığında baĢlangıç aktifliğinin %85’ ini, 20. kez kullanıldığında 

%76’ sını, 25. kez kullanıldığında ise %71’ ini koruduğunu bildirmiĢlerdir. 

Kitosan kaplı manyetik nanoparçacıklara siyanürik klorürle aktifleĢtirildikten 

sonra kovalent bağlanma ile immobilize edilen lakkazın, 10. kez 

kullanıldığında baĢlangıç aktifliğinin %86’ sını, 20. kez kullanıldığında %86’ 

sını, 25. kez kullanıldığında %85 koruduğunu belirtmiĢlerdir [87].  

  

0 

20 

40 

60 

80 

100 

0 5 10 15 20 25 

M
a

k
s
im

u
m

 a
k
ti
fl
ik

 (
%

) 

Kullanım sayısı 



108 

5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Bu çalıĢmada, ters-faz süspansiyon metodu ile manyetit Fe3O4 

nanoparçacıklarının yüzeyi selülozla kaplanmıĢtır. 

 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının TEM görüntüleri, XRD sonuçları ve ζ-

potansiyel analizleri ile boyutlarının 50 nm’ nin altında olduğu ve Fe3O4-CC 

nanoparçacıklarının 5,0-7,0 nm kalınlığında selüloz tabakasıyla kaplandığı 

belirlenmiĢtir. FT-IR analizleri, selülozun bu nanoparçacıkların yapısına 

katıldığını; XRD analizleri Fe3O4 nanoparçacıklarının selülozla kaplandıktan 

sonra spinel yapısının değiĢmediğini; ζ-potansiyel analizleri Fe3O4-CC 

nanoparçacıklarının pI değerinin 2,71 olduğunu göstermiĢtir. EPR analizi ile, 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının paramanyetik özellikte olduğu ve Fe3+ 

katyonunun düĢük spin kompleksine uyduğu belirlenmiĢtir. Fe3O4-CC 

nanoparçacıklarının VSM sonuçlarından σs değeri 45 emu/g bulunmuĢ ve 

Fe3O4-CC nanoparçacıklarının süperparamanyetik özellik gösterdikleri 

belirlenmiĢtir. 

 

Lakkaz enzimi, Fe3O4-CC nanoparçacıklarına adsorpsiyonla, yükseltgenerek 

ve siyanürik klorürle aktifleĢtirerek kovalent bağlanma yöntemi ile immobilize 

edilmiĢtir. SEM/EDS analizleri, Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-SC-

L sistemlerinin lakkaz enzimini içerdiğini göstermiĢtir. 

 

Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-SC-L için optimum pH 3,5 ve 

optimum sıcaklık 40°C bulunmuĢtur. 

 

Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-SC-L 10-65 °C sıcaklık aralığında 

endüstriyel ve analitik uygulamalarda serbest lakkaza göre çok daha yüksek 

bir aktiflikle kullanılabilir oldukları belirlenmiĢtir. 

 

Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-SC-L’ ın depolanmalarının 7. günü 

sonunda baĢlangıç aktifliklerinin  %90, %80 ve %92’ sini korumuĢlardır. 
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Ġmmobilize enzim sistemleri yaklaĢık 1 hafta içerisinde, yüksek bir aktiflikle 

kullanılabilir oldukları belirlenmiĢtir. 

 

Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-SC-L için katalitik etkinlikler 

serbest lakkazınkine çok yakın ve sırasıyla 1,28, 1,29, 1,30 olarak 

bulunmuĢtur. 

 

Fe3O4-CC-L, Fe3O4-CC-Y-L ve Fe3O4-CC-SC-L’ ın, ABTS substratına karĢı 1 

gün içerisinde 25 kez kullanıldıklarında baĢlangıç aktifliklerinin sırasıyla %50, 

%65 ve %64’ ünü korudukları gözlenmiĢtir. Dolayısıyla, hazırlanan 

immobilize lakkaz sistemleri, yüksek bir aktiflikle tekrar tekrar kullanılabileceği 

yorumu yapılmıĢtır. 
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EK-1 Manyetik terimlerin sembolleri, CGS ve SI sistemindeki birimleri  

         ve çevirme faktörleri 

 

Çizelge. 1.1. Manyetik terimlerin sembolleri, CGS ve SI sistemindeki birimleri 

                    ve çevirme faktörleri 

 

Manyetik terim Sembol SI 

birimi 

CGS 

birimi 

Çevirme 

faktörü 

Mıknatıslanma M A/m emu/cm3 1 A/m = 10-3 

emu/cm3 

Manyetik moment m Am2 emu 1 Am2 = 

103emu 

Kütle 

mıknatıslanması 

σ Am2/kg emu/g 1 Am2/kg = 1 

emu/g 

Manyetik 

indüksiyon 

B T G 1T=104 G 

Manyetik alan H A/m Oe 1 A/m = 4 

π/103 Oe 

BoĢluğun manyetik 

geçirgenliği 

μ0 H/m birimsiz 4πx10-7 H/m 

= 1 (CGS) 

A = Amper, emu = elektromanyetik birim, T = Tesla, G = Gauss, 

H = Henry, Oe = Oersted 
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EK-2 Kullanılan çözeltilerin hazırlanması 

 

ABTS çözeltisi  

 

0,0275 g ABTS, 50 mL FST içerisinde çözülmüĢ (1,0 mM) ve bu çözeltiden 

12,5 mL alınarak, FST ile 50 mL’ ye tamamlanmıĢtır (0,25 mM). Çözeltiler 

0°C’ de buz içerisinde ıĢıktan korunaklı olarak saklanmıĢ ve 24 saat 

içerisinde kullanılmıĢtır.  

 

Asetik asit çözeltisi  

 

5,0 mL asetik asit saf suyla 100 mL’ ye tamamlanmıĢtır (%5,0 v/v).  

 

Fosfat tamponu (FT)  

 

0,27 mL fosforik asit alınarak deiyonize suyla hacmi 100 mL’ ye 

tamamlanmıĢtır. 2,0 M sodyum hidroksit kullanılarak, ortam pH’ sı 6,0’ ya 

ayarlanmıĢtır (0,04 M; pH 6,0).  

 

Fosfat-sitrat tamponu (FST)  

 

5,2535 g sitrik asit monohidrat; deiyonize suyla 250 mL’ ye tamamlanmıĢtır 

(0,1 M), (A). 13,4035 g sodyum hidrojen fosfat heptahidrat deiyonize suyla 

250 mL’ ye tamamlanmıĢtır (0,2 M), (B).  

 

24,3 mL (A) ve 25,7 mL (B) çözeltilerinden alınarak deiyonize suyla 100 mL 

ye tamamlanmıĢ ve bu çözeltilerin eklenmesiyle pH değeri 5,0’e ayarlanmıĢtır 

(0,1 M sitrat/0,2 M fosfat; pH 5,0). 
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EK-2 (Devam) Kullanılan çözeltilerin hazırlanması  

 

Lakkaz çözeltisi  

 

a) 0,1000 g lakkaz enzimi 100 mL FT’ da (0,04 M; pH 6,0) çözülmüĢtür ve 

lakkaz immobilizasyonunda kullanılmıĢtır (1,0 mg/mL).  

 

Selüloz (CC) çözeltisi  

 

 0,6 g NaOH ve 0,4 g üre saf su ile 10 mL’ ye tamamlanmıĢtır. NaOH/üre 

çözücü sisteminde 0,25 g selüloz çözülmüĢ -10 C°’ de 15 saat bekletilmiĢtir 

(%1,0 w/v).  

 

Siyanürik klorür (SC) çözeltisi  

 

0,2500 g siyanürik klorür, 50 mL 1,4-dioksan içerisinde çözülmüĢtür (%0,5 

w/v).  

 

Sülfürik asit çözeltisi 

 

2,76 mL sülfürik asit alınarak 500 mL’ ye saf su ile tamamlanmıĢtır (0,1 M). 
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EK-3 BSA kalibrasyon grafiğine ait veriler 

 

Çizelge 3.1. BSA deriĢimi ile absorbans değiĢimi 

 

BSA derişimi  

(mg/mL) 

Absorbans  

(A595) 

0 0 

0,000454 0,025 

0,000909 0,049 

0,001360 0,068 

0,001820 0,088 
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EK-4 ABTS kalibrasyon grafiğine ait veriler  

 

Çizelge 4.1. ABTS deriĢimi ile absorbans değiĢimi 

 

ABTS derişi 

(mM) 

Absorbans 

(ΔA414) 

0 0 

0,005 0,134 

0,010 0,257 

0,015 0,341 

0,020 0,428 

0,025 0,516 
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EK-5 Ġmmobilize edilen enzim miktarı tayinine ait veriler  

 

Çizelge 5.1. Fe3O4-CC nanoparçacıklarına immobilize edilen lakkaz  

                    süzüntüleri ve yıkama sularının Bradford yöntemi ile okunan  

                    absorbansları  

 

İmmobilize lakkaz Absorbans  (A595) 

Fe3O4-CC-L 0,154 

Fe3O4-CC-SC-L 0,095 

Fe3O4-Y-CC-L 0,129 
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EK-6 Fe3O4-CC nanoparçacıklarının ζ-potansiyelinin pH ile değiĢimine ait 

         veriler 

 

Çizelge 6.1. Fe3O4-CC nanoparçacıklarının zeta potansiyelinin pH ile    

                    DeğiĢimi 

 

pH Zeta potansiyeli (mV) 

2,31 1,91 

2,78 -0,307 

3,26 -3,81 

3,69 -9,42 

4,50 -18,7 

5,11 -23,1 

5,66 -25,9 

6,15 -27,7 

6,55 -28,3 

6,98 -30,2 

7,53 -31,5 

8,15 -32 

8,58 -32,3 

9,09 -33,6 

9,64 -32,8 
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EK-7 Ġmmobilize lakkazların aktifliğine pH etkisine ait veriler 

  

Çizelge 7.1. Fe3O4-CC-L aktifliğinin pH ile değiĢimi 

 

pH Absorbans 

(A414) 

Tepkime 

hızı 

(Aktiflik) 

(x10-2 

mM/dakika) 

Maksimum 

aktiflik (%) 

2,5 0,128 0,59 12,39 

3,0 0,937 4,32 91 

3,5 1,029 4,75 100 

4,0 0,996 4,6 96,6 

4,5 0,991 4,58 96,18 

5,0 0,987 4,55 95,55 

5,5 0,826 3,82 80,22 

6,0 0,603 2,78 58,38 

6,5 0,458 2,11 44,31 
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EK-7 (Devam) Ġmmobilize lakkazların aktifliğine pH etkisine ait veriler 

 

Çizelge 7.2. Fe3O4-CC-Y-L aktifliğinin pH ile değiĢimi 

 

pH Absorbans 

(A414) 

Tepkime 

hızı 

(Aktiflik) 

(x10-2 

mM/dakika) 

Maksimum 

aktiflik (%) 

2,5 0,865 3,99 88,7 

3,0 0,903 4,16 92 

3,5 0,977 4,5 100 

4,0 0,961 4,43 98 

4,5 0,94 4,33 96,2 

5,0 0,979 4,05 90 

5,5 0,801 3,69 82 

6,0 0,648 2,99 66,4 

6,5 0,502 2,31 51,3 
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EK-7 (Devam) Ġmmobilize lakkazların aktifliğine pH etkisine ait veriler 
 

Çizelge 7.3. Fe3O4-CC-SC-L aktifliğinin pH ile değiĢimi 

 

pH Absorbans 

(A414) 

Tepkime hızı 

(Aktiflik) 

(x10-2 

mM/dakika) 

Maksimum 

aktiflik (%) 

2,5 0,869 4 90,7 

3,0 0,913 4,21 95,5 

3,5 0,956 4,41 100 

4,0 0,932 4,29 97,3 

4,5 0,905 4,17 94,6 

5,0 0,901 4,15 94,1 

5,5 0,892 4,11 93,2 

6,0 0,866 3,99 90,5 

6,5 0,739 3,4 77,1 
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EK-8 Ġmmobilize lakkazların aktifliğine sıcaklık etkisine ait veriler 

 

Çizelge 8.1. Fe3O4-CC-L aktifliğinin sıcaklıkla değiĢimi 

 

Sıcaklık 

(°C) 

 

 

 

Absorbans 

(A414) 

Tepkime hızı 

(Aktiflik) 

(x10-2 

mM/dakika) 

Maksimum 

aktiflik (%) 

10 0,39 1,79 72,17 

20 0,46 2,12 85,47 

30 0,472 2,17 87,49 

40 0,539 2,48 100 

50 0,486 2,24 90,31 

60 0,467 2,152 86,76 

65 0,396 1,825 73,584 

 

Çizelge 8.2. Fe3O4-CC-Y-L aktifliğinin sıcaklıkla değiĢimi 

 

Sıcaklık 

(°C) 

 

 

Absorbans 

(A414) 

Tepkime hızı 

(Aktiflik) 

(x10-2 

mM/dakika) 

Maksimum 

aktiflik (%) 

10 0,901 4,16 79,24 

20 0,926 4,27 81,33 

30 0,996 4,64 91,43 

40 1,139 5,25 100 

50 0,983 4,62 90,45 

60 0,967 4,46 84,95 

65 0,948 4,37 83,24 
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EK-8 (Devam) Ġmmobilize lakkazların aktifliğine sıcaklık etkisine ait veriler 

 

Çizelge 8.3. Fe3O4-CC-SC-L aktifliğinin sıcaklıkla değiĢimi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Sıcaklık 

(°C) 

 

 

 

Absorbans 

(A414) 

Tepkime hızı 

(Aktiflik) 

(x10-2 

mM/dakika) 

Maksimum 

aktiflik (%) 

10 0,912 4,2 91 

20 0,93 4,28 93 

30 0,962 4,43 96 

40 0,998 4,6 100 

50 0,979 4,51 98 

60 0,89 4,1 89 

65 0,804 3,7 80,5 
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EK-9 Ġmmobilize lakkaz aktifliğine depolama süresinin etkisine ait veriler 

 

Çizelge 9.1. Fe3O4-CC-L aktifliğinin depolama süresi ile değiĢimi 

 

Depolama 

süresi 

(gün) 

 

Absorbans 

(A414) 

Tepkime hızı 

(Aktiflik) 

(x10-2 

mM/dakika) 

Maksimum 

aktiflik (%) 

1 0,987 4,55 100 

3 0,976 4,5 98,6 

6 0,937 4,31 94,6 

7 0,893 4,11 90,2 

9 0,887 4,09 89,6 

10 0,874 4,03 88,3 

11 0,855 3,94 86,4 

12 0,843 3,89 85,2 

13 0,801 3,69 80,9 

14 0,76 3,51 76,8 

15 0,735 3,39 74,3 

16 0,717 3,31 72,4 

17 0,684 3,15 69,1 

18 0,682 3,15 68,9 

19 0,66 3,045 66,7 

20 0,66 3,045 66,7 

21 0,66 3,045 66,7 
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EK-9 (Devam) Ġmmobilize lakkaz aktifliğine depolama süresinin etkisine ait   

          veriler   

 

Çizelge 9.2. Fe3O4-CC-Y-L aktifliğinin depolama süresi ile değiĢimi 

 

Depolama 

süresi 

(gün) 

 

Absorbans 

(A414) 

Tepkime hızı 

(Aktiflik) 

(x10-2 

mM/dakika) 

Maksimum 

aktiflik (%) 

1 0,87 4,01 100 

2 0,835 3,85 96 

3 0,796 3,67 92 

4 0,783 3,61 90,02 

5 0,76 3,51 87,53 

6 0,725 3,34 83,29 

7 0,697 3,22 80,29 

8 0,683 3,16 78,8 

9 0,67 3,1 77,31 

10 0,626 2,89 72,07 

11 0,61 2,81 70,07 

12 0,59 2,72 67,83 

13 0,573 2,64 65,84 

14 0,552 2,55 63,59 

15 0,52 2,39 59,6 

16 0,496 2,28 57,11 

17 0,463 2,14 53,37 

18 0,421 1,95 48,63 

19 0,398 1,84 45,88 

20 0,363 1,67 41,65 

21 0,363 1,67 41,65 
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EK-9 (Devam) Ġmmobilize lakkaz aktifliğine depolama süresinin etkisine ait   

          veriler   

 

Çizelge 9.3. Fe3O4-CC-SC-L aktifliğinin depolama süresi ile değiĢimi 

 

Depolama 

süresi 

(gün) 

 

Absorbans 

(A414) 

Tepkime hızı 

(Aktiflik) 

(x10-2 

mM/dakika) 

Maksimum 

aktiflik (%) 

1 0,803 3,7 100 

2 0,8 3,68 99,43 

3 0,796 3,66 98,89 

4 0,789 3,63 98,08 

5 0,763 3,51 94,84 

6 0,754 3,47 93,76 

7 0,746 3,43 92,68 

8 0,732 3,37 91,06 

9 0,703 3,24 87,54 

10 0,698 3,21 86,73 

11 0,642 2,95 79,71 

12 0,625 2,82 76,19 

13 0,601 2,77 74,85 

14 0,556 2,56 69,3 

15 0,544 2,51 67,82 

16 0,52 2,39 64,58 

17 0,493 2,27 61,33 

18 0,413 1,9 51,34 

19 0,402 1,85 49,99 

20 0,39 1,79 48,36 

21 0,39 1,79 48,36 
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EK-10 Ġmmobilize lakkazların aktifliğine substrat deriĢiminin etkisine ait veriler  

 

Çizelge 10.1. Fe3O4-CC-L Lineweaver-Burk grafiği verileri 

 

ABTS derişimi 

[S] x 10-2mM 

1/[S] 

(1/mM) 

Absorbans 

(A414) 

Tepkime hızı (V) 

(x10-2 

mM/dakika) 

1/V 

(dakika/mM) 

2,5 40 0,56 2,58 38,67 

2,0 50 0,519 2,39 41,78 

1,5 66,67 0,354 1,63 61,3 

1,0 100 0,269 1,24 80,5 

0,5 200 0,132 0,61 162 

 

Çizelge 10.2. Fe3O4-CC-Y-L Lineweaver-Burk grafiği verileri 

 

ABTS derişimi 

[S] x 10-2mM 

1/[S] 

(1/mM) 

Absorbans 

(A414) 

Tepkime hızı (V) 

(x10-2 

mM/dakika) 

1/V 

(dakika/mM) 

2,5 40 0,545 2,51 39,75 

2,0 50 0,467 2,15 46,5 

1,5 66,67 0,371 1,71 58,5 

1,0 100 0,258 1,19 84 

0,5 200 0,132 0,61 162,25 
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EK-10 (Devam) Ġmmobilize lakkazların aktifliğine substrat deriĢiminin etkisine    

          ait veriler 

 

Çizelge 10.3. Fe3O4-CC-SC-L Lineweaver-Burk grafiği verileri 

 

ABTS derişimi 

[S] x 10-2mM 

1/[S] 

(1/mM) 

Absorbans 

(A414) 

Tepkime hızı (V) 

(x10-2 

mM/dakika) 

1/V 

(dakika/mM) 

2,5 40 0,597 2,63 38,02 

2,0 50 0,471 2,17 46,08 

1,5 66,67 0,386 1,78 56,18 

1,0 100 0,271 1,25 80 

0,5 200 0,134 0,62 161,29 
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EK-11 Ġmmobilize lakkazların aktifliğine kullanım sayısının etkisine ait veriler  

 

Çizelge 11.1. Fe3O4-CC-L aktifliğinin kullanım sayısı ile değiĢimi 

 

Kullanım Sayısı 

 

 

Absorbans 

(A414) 

Tepkime hızı 

(Aktiflik) 

(x10-2 mM/dakika) 

Maksimum 

aktiflik (%) 

1 0,37 1,70 100 

2 0,336 1,55 99,81 

3 0,293 1,35 98,67 

4 0,23 1,06 97,16 

5 0,224 1,03 95 

6 0,218 1,00 87,16 

7 0,2 0,92 86,05 

8 0,193 0,89 84,04 

9 0,193 0,89 84,04 

10 0,19 0,87 82,8 

11 0,187 0,86 81,49 

12 0,182 0,84 79,23 

13 0,179 0,82 78,01 

14 0,175 0,80 76,26 

15 0,171 0,79 74,52 

16 0,164 0,75 71,47 

17 0,155 0,71 67,55 

18 0,146 0,67 63,63 

19 0,138 0,63 60,14 

20 0,133 0,61 57,96 

21 0,132 0,60 57,53 

22 0,124 0,57 54,04 

23 0,118 0,54 51,43 

24 0,118 0,54 51,43 

25 0,115 0,53 50,12 
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EK-11 (Devam) Ġmmobilize lakkazların aktifliğine kullanım sayısının etkisine     

           ait veriler 

 

Çizelge 11.2. Fe3O4-CC-Y-L aktifliğinin kullanım sayısı ile değiĢimi 

 

Kullanım Sayısı 

 

 

Absorbans 

(A414) 

Tepkime hızı 

(Aktiflik) 

(x10-2 mM/dakika) 

Maksimum 

aktiflik (%) 

1 0,932 4,29 100 

2 0,927 4,27 99,58 

3 0,92 4,24 98,88 

4 0,914 4,21 98,18 

5 0,905 4,17 97,24 

6 0,894 4,12 96,08 

7 0,886 4,08 95,15 

8 0,873 4,02 93,75 

9 0,867 3,99 93,04 

10 0,864 3,98 92,81 

11 0,836 3,85 89,78 

12 0,823 3,79 88,38 

13 0,811 3,73 86,98 

14 0,803 3,7 86,28 

15 0,792 3,65 85,12 

16 0,786 3,62 84,42 

17 0,76 3,5 81,62 

18 0,723 3,33 77,66 

19 0,71 3,27 76,26 

20 0,694 3,19 74,39 

21 0,683 3,14 73,22 

22 0,671 3,09 72,06 

23 0,58 2,67 66,08 

24 0,543 2,5 65,03 

25 0,53 2,44 65 
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EK-11 (Devam) Ġmmobilize lakkazların aktifliğine kullanım sayısının etkisine     

           ait veriler 

 

Çizelge 11.3. Fe3O4-CC-SC-L aktifliğinin kullanım sayısı ile değiĢimi 

 

Kullanım Sayısı 

 

 

Absorbans 

(A414) 

Tepkime hızı 

(Aktiflik) 

(x10-2 mM/dakika) 

Maksimum 

aktiflik (%) 

1 0,871 4,02 100 

2 0,864 3,98 99,02 

3 0,857 3,95 98,28 

4 0,842 3,88 96,53 

5 0,8 3,69 91,81 

6 0,794 3,66 91,07 

7 0,79 3,64 90,56 

8 0,785 3,62 90,07 

9 0,779 3,59 89,32 

10 0,766 3,53 87,83 

11 0,751 3,46 86,08 

12 0,736 3,39 84,34 

13 0,721 3,32 82,6 

14 0,703 3,24 80,61 

15 0,695 3,21 79,86 

16 0,676 3,12 77,63 

17 0,654 3,02 75,14 

18 0,645 2,97 73,89 

19 0,617 2,85 70,9 

20 0,598 2,76 68,67 

21 0,567 2,62 65,19 

22 0,554 2,55 64,89 

23 0,54 2,49 64,86 

24 0,524 2,42 64,21 

25 0,508 2,34 64,13 
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EK-12 TGA Termogramlarından, Fe3O4-CC nanoparçacıklarının manyetit 

yüzdesi 

 

Çizelge 12.1. Selüloz  için TGA termogramlarından alınan veriler 

 

Sıcaklık (°C) Kalan miktar (%) 

325 91,1 

415 13,9 

900 7,68 

 

Çizelge 12.2. Fe3O4-Selüloz için TGA termogramlarından alınan veriler  

 

Sıcaklık (°C) Kalan miktar (%) 

328 92,2 

418 89,5 

900 80,1 

 

Çizelge 12.3. Fe3O4 nanoparçacıkları için TGA termogramından alınan veriler 

 

Sıcaklık (°C) Kalan miktar (%) 

325 97,9 

420 97,8 

900 97,5 

 

Rq 
------- x ΔWm + M = R 
ΔWq 
 

7,68 
----------- x 2,5 + M = 80,1  
77,2 

 
M = % 77,3 
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