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GOZDE KABAY
AMILOID TABANLI BiYOKATALITiK MEMBRAN URETIMi

OZET

Son donemlerde dogadan esinlenerek yeni nesil biyouyumlu malzeme iiretimi
lizerine arastirmalar yapilmaktadir. Bu malzemelerin biyomedikal uygulamalarda
kullanim1 biyomateryaller, biyosensorler, fonksiyonel membranlar ve yapay doku
iskeleleri gibi ¢esitlilik gostermektedir.

Bu calismada “dogal ve fonksiyonel” dzellikleri olan biyokatalitik membran tiretimi
amaglanmistir. Bu hedef dogrultusunda, model altyap1 proteini olarak secilen sigir
serum albiimin 1slak kimya teknikleri ile amiloid forma doniistliriilmiistiir. Glikoz
oksidaz enzimi yapidaki aktif biyolojik ajan olarak secilmistir. Biyokatalitik
membran elektro-egirme yontemi ile “nano” Olcekte fiberlerin rastgele yigimi
seklinde tiretilmistir.

Tez kapsaminda gerceklestirilen caligmalar, {retilen biyokatalitik membranin
yapisindaki proteinin amiloid forma doniistiiriilebildigini, yapidaki enzimin 0,7 pA

akim siddeti yarattigini ve 2547 U/m” aktiviteye erisilebildigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Biyokatalitik membran, Biyosensor, Elektro-egirme, Glikoz
Oksidaz, Sigir Serum Albilimin
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GOZDE KABAY
PRODUCTION OF AMYLOID BASED BIOCATALYTIC MEMBRANE

ABSTRACT

In the recent years, the researches on the production of new generation biocompatible
materials are inspired by the nature. The use of these materials in biomedical
applications vary as, biomaterials, biosensors, functional membranes and artificial
tissue scaffolds. In this study, production of a biocatalytic membrane with "natural
and functional" features, was intended. Towards this goal, bovine serum albumin was
selected as the model infrastructure protein. Then, it had been transformed into
amyloid form with the wet chemistry techniques. Glucose oxidase is selected as the
active agent in the biological structure. Biocatalytic membrane was produced with
electro-spinning method, in the form of random bundle of nanofibers.

The results of the studies carried out within the scope of the thesis showed that, the
protein used to produce biocatalytic membrane can be converted into amyloid form,
the enzyme in the structure was created a current of 0.7 pA and achived an activity of
2547 U/nr’.

Keywords: Biocatalytic membrane, Biosensor, Electrospinning, Glucose oxidase,
Bovine serum albumin
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1. GIRIS
1.1. Giris ve Calismanmin Amaci

Gliniimiiz arastirmalarinda, doganin yapisal isleyisi ve organizasyonunu anlamaya
yonelik “mimicking the nature” prensibi ile hareket edilmektedir. Bu dogrultuda
malzeme tretimi yapilirken, konvansiyonel esleniklerinin disinda kalan, yeni ve

fonksiyonel o6zelliklere sahip, dogal yapilar tercih edilmektedir.

Gelismis Ozelliklere sahip bu malzemeler, membran ya da iskele halinde iiretilebilir
ayrica yapitya eklenen biyoaktif ajanlar sayesinde s6z konusu membranlar
fonksiyonellestirilebilir. Yapiyr fonksiyonellestirmekte kullanilan biyoaktif ajanin
performans1 bu biyoaktif ajani destekleyen genellikle nanoyapidaki malzemelerin
(nanoparcaciklar, nanotiipler, nanofiberler) 6zelliklerine baglidir. Ornegin, enzim
yapisim destekleyici olarak nanoparcacik veya nanotiip kullanildigi durumlarda
substratla enzim arasinda diflizyon limitleri olusabilmekteyken; nanofiberler bu
diflizyon limitlerini olduk¢a diisiirmektedir [1]. Bu fonksiyonel membranlarin
dretilmesinde en sik kullamlan fiber iiretim yontemi olarak elektro-egirme

(electrospinning) 6ne ¢ikmaktadir.

Giinlimiiz membran ¢alismalarinda, bahsedilen fonksiyonel yapilar1 destekleyici ve
koruyucu dogal altyap1 malzemesi olarak farkli proteinler, albiimin [1-4], kasein [5],
hemoglobin ve miyoglobin [6,7], insiilin ve lizozim [3,8] kullamlmistir. Bu dogal alt
yapt malzemelerini fonksiyonellestirmek igin; aktif ajan olarak ¢ogunlukla enzim
kullanilmakta, ayrica hormonlar, biiylime faktorleri [9] ve diger aktif biyolojik
ajanlarda “biyoaktif membran” yapisi icerisinde yer alabilmektedirler. Bu ajanlar
dogrudan yapiya katilabilecegi gibi, sonradan ¢esitli immobilizasyon yontemleri ile

baglanarak da biyoaktif membran iiretilebilmektedir [10].

Bu ¢alismanin amaci, biyoteknoloji ve biyomiihendislik arastirmalarinda kullamlmak
iizere, biyolojik olarak aktif, diger bir deyisle “dogal ve fonksiyonel” o6zellikleri olan
yeni yapilarin iiretimidir. Bu kapsamda, dogal tasiyici yap1 olarak “amiloid protein”
ve aktif biyolojik ajan olarak “enzim” segilmistir. Model olarak segilen Sigir Serum

Albiimin (SSA) proteini ve model biyoaktif ajan glikoz oksidaz (GOD) enzimi, ¢ozelti
1



olarak hazirlamrken c¢esitli orandaki ¢oziiciilerle amiloid forma doniistiirilmiis ve
ardindan elektro-egirme islemi gergeklestirilmistir. Olusan son membran yapisinda
bulunan enzimin aktivite gostermesi ile herhangi bir immobilizasyon islemi
yapilmadan Biyokatalitik membran iiretiminin gergeklestirilebilecegi gosterilmistir.
Membranlardaki fonksiyonelliginin 6l¢iisii olan enzim aktiviteleri elektrokimyasal

Ol¢lim yontemiyle test edilmis ve bu kapsamda iyilestirme ¢alismalart yapilmustir.



2. LITERATUR
2.1. Biyomalzemeler

Biyomalzemeler, insan viicudundaki herhangi bir organ, doku veya fonksiyonel
kismin tedavi edilmesi ya da tamamen degistirilmesi i¢in kullanilabilen dogal
karakterli olabildigi gibi yapay olarak da iiretilebilen malzemelerdir [11]. Baska bir
tanimla, belli bir fonksiyonu yerine getirmek iizere canli sistemle viicut disinda (in vitro)
veya icinde (in vivo) belli siirelerle temas eden malzeme ve cihazlarda yer alan tim
materyallere verilen genel bir addir [12]. Bir malzemenin biyomalzeme olarak

kullanilabilmesi i¢in bazi 6zellikleri saglamasi1 gerekmektedir.
Bunlar;

e (Canl sistemle uyumlu olmalari,

e Kolaylikla ve iyi bir sekilde saflastirilabilmesi, islenebilmesi ve sterilize
edilebilmesi,

e Biyomalzemelerin kullanilacag yere gore istenilen fonksiyonel o6zelliklere
(gegirgenlik, elastikiyet, elektrik ve termal 6zellikler, vb.), yeterli biyomekanik
dayamma (¢ekme, baski ve ¢arpma), istenilen fiziksel 6zelliklere (kristalinite,
vb.) sahip olmasi,

e Sahip olduklar1 6zellikleri, canli sistemle temas siiresince korumalaridir.

Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan biyomalzemeler; polimer, kompozit, metal ve
alagimlari, seramikler ve biyolojik malzemelerden olugmaktadir. Gegtigimiz yillarda,
fiziksel ve mekanik Ozellikleri malzeme sec¢iminde belirleyici iken; giliniimiizde bu
malzemelerin gosterdigi biyolojik performansta 6nem kazanmistir. Bu durum
malzeme ¢aligmalarinda fonksiyonellik kazandirilmus dogal yapilarin (proteinler,
polisakkaritler ve biyokompozitler) 6zellikle biyomedikal uygulamalarda kullanimini
on plana ¢ikarmustir [10, 12, 13].



2. 2. Protein ve Yapisi

Dogada bulunan bir¢ok malzeme, birbirinden farkli Ozelliklere ve biyolojik
fonksiyonlara sahiptir. Bu durumun temel nedeni, malzemelerin yapisal
siralanmalarindaki farkliliklarin malzeme &zelliklerini etkileyerek onlara farkli
fonksiyonlar yiiklemesidir. Bu nedenle, malzemeyi olusturan bilesenlerin tiiriine
kiyasla, bu bilesenlerin aralarindaki hiyerarsik yapilarin anlagilmasi biyolojik
sistemlerin anlasilmasi agisindan oldukca onemlidir. Canlilig1 olusturan dort biiyiik
ana molekiil grubu: niikleik asitler, lipitler, karbonhidratlar ve proteinlerdir. Proteinler,
aminoasitlerin belirli tiirde, belirli sayida ve belirli dizilis sirasiyla diiz bir zincirde

kovalent-peptit baglariyla olusmus polipeptitlerdir.

Proteinlerin yapilarindaki kovalent baglari, peptit baglar1t ve disiilfid baglari
olustururken; kovalent olmayan baglar ise hidrojen baglari, iyon baglar1 ve hidrofob
baglar (apolar baglar)’dir. Disiilfid baglar, iki sistein kalintis1 arasinda, siilthidril
(tiyol, -SH) gruplarimin H kaybetmeleri sonucu olusan S-S baglaridir. Disiilfid
baglarinin bir protein molekiiliiniin seklinin olugsmasinda ve korunmasinda 6nemli

etkisi vardir [14].

Proteinler i¢in baslica dort yap1 diizeyi tammlanmustir. Bu yap1 diizeyleri; birincil
(primer), ikincil (sekonder), ligiinciil (tersiyer) ve dordiinciil (kuarterner) olarak

siniflandirilmaktadir.

Bir proteini meydana getiren amino asitdizisinden olusan polipeptit zinciri, o proteinin
“birincil yapis1” olarak gosterilir (Sekil 2.1). Birincil yapida temel olarak, 20 amino
asitten olusan 6zel sekansa sahip peptit rezidiisii bulunmaktadir. Her peptit rezidiide
genel olarak —NH- C\HR—CO- zinciri bulunur. Bu zincirdeki radikal grup (—R) yapiya
ozel fonksiyonel karakteristigin kazandirilmasinda etkilidir.



Alfa Heliks Yap1

Sekil 2.1. Proteine ait birincil yap1 organizasyonu gosterimi [15].

Ikincil yap1 bir polipeptit zincirinin, komsu amino asitlerin aralarinda kurduklari
hidrojen kopriileri sonucu, kazandig yapi diizenine karsilik gelir. H kopriileri amino
asitleri baglayan polipeptit zinciri tizerinde kurularak bu yapilara kararlilik kazandirir.
Bu nedenle stabilitesi en yiiksek olan yapi a-sarmal proteinlerine aittir. a-sarmal
proteinlerin ¢ogunda sarmalin bir yiizii hidrofobik iken diger yiizii ve yan zincirler
hidrofilik kalintilarla baglanmistir. Proteinlerin a-sarmal yapisinda, saga donen bir
sarmal bi¢iminde biikiilen polipeptitomurgasi, hidrojen baglarinin olugsmasi i¢in ortam
saglar. Buna karsin, plakali protein yap1 katlanmalar gosterir. Plakali yapilarda,
hidrojen kopriileri farkli polipeptit zincirleri arasinda kurulur. ki paralel polipeptit
zinciri ikincil yap1 olusturdugunda zincirlerin birbirine yaklastign yerlerde kiikiirtlii
aminoasitlerin araciligiyla disiilfit baglar1 olusur (Sekil 2.2).

\

Hidrojen Bagi ——= i

Plakah Yapr

Sekil 2.2. Proteine ait ikincil yap1 organizasyonu gosterimi [15].
5



Ugiinciil yapi, polipeptit zincirlerinin uzak béliimlerindeki gruplarin birbirleriyle
kurduklar1 (S-S, Hidrojen, Van der Waals vb.) baglar sonucu olusan kiiresel yapi
diizenidir. Genellikle kiiresel proteinlerde gozlemlenen bu yapi1 proteinlere ii¢ boyutlu
sekillerini verir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Hemoglobin proteininin, (A) tigiinciil ve (B) dordiinciil yap1 organizasyonu
gosterimi [15].

Dordiinciil yap1 diizeni, birden ¢ok polipeptit zincirinden meydana gelen proteinlerde
(hemoglobin, immiinoglobulin vb.) goriiliir. Boyle proteinler, altbirim adi verilen
polipeptit zincirlerinin zayif baglarla ya da S-S kopriileriyle birlesmesi sonucu
olusurlar. Dordiinciil yapimin olusumunda molekiillerin asimetrik yapilart ve
altbirimlerin birbirlerini tamamlayan ylizeyleri belirleyici olur. Bu etkilesimlere bagli
olarak ¢ok yiizeyli yap1 diizenleri ortaya ¢ikar [16].

Geemis calismalarda, fiber ve kiiresel yapili proteinlerin biyoaktif ajanlar igin
koruyucu oldugu goézlemlenmis, nano boyuta indikge gelisen mekanik Ozelliklerden
faydalanmak i¢in protein yapilar safhalde ya da sentetik polimerlerle kullamlarak fiber
yapisinda biyokompozit malzemeler iiretilmistir. Bu biyokompozitler, sahip olduklar1
tyilestirilmis mekanik 6zellikler, biyouyumluluk ve biyofonksiyonellik gibi 6zellikler
sayesinde biyomedikal alandan doku miihendisligine, biyomalzeme {iretiminden

biyosensorlere kadar pek ¢ok alanda kullamlmaktadir [4, 10, 12, 13, 17].
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2.2.1. Sigir Serum Albiimin ve Yapisi

Sigir serum alblimin (SSA), 17 tane molekiil i¢i disiilfid bagina sahip, yaklasik 66.5
kDa molekiil agirliginda olan, sistein agisindan zengin, kiiresel bir proteindir (Sekil
2.4.). Sudaki ¢oziiniirligiiniin yiiksek olmasi (>100 mg/mL) ve ¢apraz baglanmaya
imkan tanimasi nedeniyle biyoteknolojik uygulamalarda model protein olarak sikca
tercih edilmektedir. Ayrica, biyoaktif ajanlari koruyarak, bu yapilarin stabilitesini
arttirmasi sebebiyle biyosensor uygulamalarinda da kullamlmaktadir [4, 17].

SSA’ in yukarida bahsedilen uygulamalarda kullammu, genellikle sahip oldugu
ticlinctil yapt formunun uygun kimyasallar esliginde agilarak amiloidlesme saglanmasi
ve yeni olusan bu yapimin sabitlenmesi ile miimkiindiir [18]. Bu sekilde mekanik

ozellikleri gliglendirilmis, dogal yapida ve suda ¢oziinmeyen kararli bir biyokompozit
malzeme lretmek miimkiindiir [3, 4, 17, 18].

Sekil 2.4. Sigir Serum Albiimin [19].

2.3. Proteinlerin Denatiirasyon Mekanizmasi ve Amiloid Doniisii mii

Bir proteinin denatlirasyonu, molekiiliindeki yan baglarin yikilmasi ile polipeptit
zincirin katlarinin agilmasi ardindan farkli bir bicimde yeniden katlanmasi olayidir.
Bir proteinin denatiirasyonu, proteinin ligiinciil yapisinin bozulmasi, ikincil ve birincil

yapisinin korunmasi bi¢iminde olursa tersinirdir. Buna karsin, proteinin tersiyer ve
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ikincil yapisinin bozulmasi, yalmzca birincil yapisinin korunmasi bi¢iminde olursa
tersinmezdir. Proteinin denatiirasyonu, ¢ogu kez hidrojen baglarim yikan etkilerle
olur. Denatiirasyona neden olan temel etkenler: Is1, X-1s1m ve UV 1sinlar, ultrason, asit
etkisi, alkali etkisi, organik ¢o6ziciilerin etkisi, vb. olarak siralanabilir [16].
Literatiirdeki protein denatiirasyonu ¢aligsmalarinda yapi, genel olarak B-ME
kullamlarak acilmakta, ardindan flor grubuna sahip alkoller (HFIP, TFE vb.)
kullanilarak elde edilen alt form sabitlenmektedir [18]. Bu sekilde amiloid adi verilen
suda c¢oziinmeyen protein agregatlar elde edilmektedir. Dis ortamda hemen hemen
biitiin proteinler ¢evre sartlar1 degistirilerek amiloid olusturabilirken, hiicre i¢i ortamda

amiloidlesme kolay gerceklesmemektedir.

Onciil proteinin birikimi amiloid olusumunu baslatan ilk basamaktir. Amiloid tipleri,
yapti itibariyle birbirine benzese de Onciil proteinleri birbirinden farklidir. Aym amiloid
onciil proteinleri biraraya gelerek amiloid fibrillerini olusturur. Bu sebeple fibrillerin
kiitlece bliylik kismuim amiloid 6nciilii proteinler olusturur dolayisiyla; farkli amiloid
tiplerinin icerdigi proteinler birbirinden farklidir [21].

Amiloid onciilii proteinlerin konsantrasyonu arttiginda veya bu proteinleri kodlayan
genlerdeki bir mutasyon ya da polimorfizm sonucunda sentezlenen onciil proteinlerin
proteazlar tarafindan yeterince yikilamamasi sonucunda amiloid yapisim olusturacak
olan amiloid proteinleri meydana gelmektedir. Bu proteinler kararsiz yapida olup,
cevresel faktorlerin etkisiyle (sicaklik, pH, metal iyonlari, okside edici ajanlar gibi)
beta tabakasi yapist kazanmaktadir [21].

Alzheimer, Parkinson, seker hastaligi gibi bir¢ok 6nemli hastaligin olusma sebebinin
onciil proteinlerin birikimi oldugu diisiiniilse de bu olusum mekanizmasi1 heniiz tam
olarak bilinememektedir. Gerek bu mekanizmay1 arastirmak gerekse biyoteknolojik
uygulamalarin bir¢ok alaminda bu proteinler hiicre disi ortamda yapay olarak
iiretilmektedir [22]. Ornegin, elektro-egirme (forced assembly) yontemi kullamlarak
iiretilen fiber formdaki amiloid protein membranlar, yiiksek yiizey alani/hacim orant
ve gelismis mekanik ozelliklere sahip olmalari nedeniyle biyolojik tabanli ¢aligmalara

uygunluk gostermektedir.



2.4. Elektro-egirme Yontemi

Elektro-egirme yontemi nano seviyeden mikro seviyeye nanolif iiretimi yapmay1
saglayan bir yontemdir. Giinlimiizde, nanolif elde etmek ic¢in kullamlan iiretim
yontemleri; fibrilasyon, meltblown, bikomponent ve elektro-egirme sistemleridir.
Geleneksel polimer lif iiretimi; eriyikten ¢ekim, ¢ézeltiden ¢ekim ve jel halinden lif
iretimi islemlerini kapsar. Bu metotlarin ortak 6zelligi, mekanik bir sekilde eriyik

polimeri ya da ¢ozeltiyi diiselerden gegirip, daha sonra ¢cekme islemine tabi tutarak lif
elde etmektir [23].

Geleneksel egirme islemlerinden farkli olarak, elektro-egirme yonteminde polimer
cozeltileri elektrik alan kuvvetleri etkisinde jet olusturma prensibine dayamr. Bu
yontemde temel olarak, yiiksek voltaja maruz birakilan polimer ¢ozeltisi benzer yiikler
ile yiiklenerek elektrik alanda ayrisma ve incelme gosterip, ¢ok ince lif yapilar

olusturur.

Elektro-egirme (electrospinning) yontemi; elektro-piiskiirtme (spray) ve egirme
tekniklerinin birlesiminden olusan bir teknik olarak diistiniilebilir. Bir boyutlu nano
yapilarin (nano lif, nano ¢ubuk, nano tiip vb.) eldesi i¢in “yukaridan asagiya” (top-
down) yaklasimina sahip metotlarin iginde en etkili olant elektro-e8irme yontemidir.
Nano boyutun etkisi; yiiksek yiizey enerjisi, mekanik dayamm, yiiksek mukavemet,
yiiksek termal ve elektriksel iletkenlik olarak kendini gosterir. Fiber ¢aplar1 100 nm’

nin altina indik¢e nanofiberlerin elastik modiilii ve mekanik giicleri artmaktadir [24].

Elektro-egirme yonteminin 6nemli avantajlari: yiiksek ylizey alanina/hacim oramna ve
nanometre mertebesinde ¢apa sahip ¢ok ince fiber yap1 elde edebilmek, islem sirasinda
kolaylik saglamak, hazirlanacak membrana islevsellik ve mekaniksel gelisim saglama
olarak siralanabilir. Birgok malzemenin elektro-egirme islemine tabi tutulabilmesi,
son yillarda bu yontemle sentezlenen iskelelerin, doku miihendisligi, yara iyilesmesi,
kemik yenilenmesi ve in vivo bdlgesel ilag salimu gibi alanlardaki potansiyel kullanim

alanlarinin genisligi nedeniyle tercih edilmesini saglamistir [23].



2.4.1. Elektro-Egirme Sisteminin Cahsma Prensibi

Elektro-egirme sistemi (Sekil 2.5) basitbir kuruluma sahiptir: siringa igerisine polimer
cOzeltisi doldurulur pompaya baglamr ve siringadan belirli bir mesafe uzakliga
toplayici iletken plaka yerlestirilir. Yiiksek gerilim saglayacak dogru akim giic
kaynagimn pozitif kutbu siringanin metal ignesine baglanir, negatif kutup ise toplayict
levhaya baglanir ya da toplayici levha topraklamr. Gli¢ kaynag esliginde igne ucu-
toplayici arasina yiiksek gerilim uygulanir.

Toplayici

Polimer Cozeltisi

Siringa igne
=l o ==ilo i

T |
' v
Yiksek Gerilim

Kaynag

Sekil 2.5. Basit Elektro-egirme diizenegi

Kritik voltaj degerine ulasildiginda, elektriksel olarak yiliklenmis olan ¢ozelti jet
sisteme uygulanan akis hizi ve voltaj etkisinde toplayiciya dogru hareket eder.
Elektriksel itme kuvvetleri yiizey gerilimini yenmeden hemen once damlacigin ucunda
olusan sekle “Taylor Konisi” denir. Bu yap1 olustuktan sonra elektrik alamin kritik
seviyede arttirilmasiyla elektriksel itme kuvvetleri yiizey gerilimini yener ve jet koni
olusur. Voltaj daha fazla arttirildiginda, polimer jet bir miiddet diiz bir ¢izgide
ilerledikten sonra kirilir ve halkali bir spiral yol izler. Elektriksel kuvvetler jeti
uzatarak ¢ok ince bir lif haline getirir (Sekil 2.6). Bu yol boyunca ¢oziicii buharlasir
ve toplayict iizerinde liflerin birikimi gbzlemlenir [23, 26]. Elektro-egirme islemi
sirasinda, damlaya etki eden kuvvetler Sekil 2.7.” da gosterilmistir.
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VOLTAJ ARTISI

Sekil 2.6. Taylor konisinin voltaj artisina baglt degisimi

Elektrik
gerilimi

Elektriksel
polarizasyon
gerilimi

Sekil 2.7. Siringa ucunda damlaya etki eden kuvvetler [25].

Elektro-egirme isleminin dogru sekilde gergeklestirilebilmesi baz1 6nemli noktalar;

e Polimeri ¢6zmek i¢in uygun ¢oziicii se¢imi,

e Uygun ¢ozelti viskozitesi ve yiizey gerilimi,

e Polimer ¢ozeltinin viskozitesi ve yiizey gerilimini yenecek biiyiikliikte
voltaj uygulamasi,

e (ozicilinliin buharlagsmasi i¢in uygun mesafe

olarak siralanabilir.
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2.4.2. Taylor Konisinin Olusumu ve Jette Olusan Kararsizhklar

Elde edilen fiberlerin ¢ap1 ve yapist ¢ozelti, sistem ve ortam parametrelerine bagl
olarak degismektedir. Bahsedilen bu parametrelerden bazilari, bu siire¢ i¢in kritik
oneme sahiptir. Ornegin, metal uca baglanan elektrot, sisteme yiiksek gerilim
uygulandiginda siringanin igerisindeki polimer ¢ozelti atomlarimi polarize eder.
Sistemdeki gerilim arttirildiginda ¢ozeltideki polarize olmus yiikler birbirini iterek
ylizey gerilimini yenmeye calisir. Belli bir elektrik alan degerinden sonra (5-30 kV)
ylizey gerilimiyle elektriksel kuvvet birbirini dengeler ve bu sirada Taylor konisi
olusur. Gerilimin bu kritik noktadan sonra daha fazla arttirilmasi, jetin hizlanmasini

saglar [28].

Jet igne ucundan ¢iktigr anda kararsizdir ve bu kararsizlik jetin hedef levhaya ulagana

kadar uzamasini ve incelmesini saglar (Sekil 2.8) [29].

Voltaj
Artisa
g
,M

TN S
s 1Y ) Ut

Sekil 2.8. Gerilim artisimn jet tizerindeki etkisi

Elektro-egirme sistemi hakkinda yapilan bir¢ok calismada, ¢Ozelti ve sistem
parametrelerinin iyilestirilmesinin Onemi vurgulanmaktadir. Bu parametrelerin
tyilestirilmesi durumunda, tiretilmesi diistiniilen malzemeye ait 6zelliklerin kontrolii

saglanabilir.
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2.4.3. Elektro-Egirme Islem Parametreleri
2.4.3.1. Voltaj

Volta; kaynag sisteme sagladig elektriksel kuvvet etkisinde c¢ozeltideki yiikleri
indiikler ayrica ¢ozeltinin egrilmesi i¢in gerekli elektrik alam yaratir. Uygulanan voltaj
miktarinin iyilestirilmesi, fiber capimn istenilen boyutta ayarlanmasi agisindan
olduk¢a Onemlidir. Genellikle 5 kV’ tan biiylik negatif veya pozitif voltaj, igne
ucundaki damlacigin Taylor konisi olusturmast i¢in gereklidir. Taylor konisinin kararl

olarak elde edilmesi i¢in akis izimin ve voltajin iyi ayarlanmasi gerekir [29].

Eger sisteme uygulanan voltaj fazla yiiksek olursa c¢ozelti yiikii ve elektrik alan
kuvvetleri artacagindan, toplayiciya daha fazla hacimde ¢ozelti tasimir. Bu sekilde jet
biiyiiyecegi i¢in lif capinin da artmasi beklenir [30].

2.4.3.2. Akis Hiz1

Sabit Taylor konisi elde etmek icin akis hiz1 ¢cok onemlidir. Akis iz arttikca igne
ucunda toplanan damlacik boyutu da artacag icin elde edilen fiberlerin ¢ap1 ve
boncuklarin boyutu artar [30, 33].

Damlacik boyutu artinca yol boyunca tasinan ¢dziicii miktar1 da artar dolayisiyla
¢Ozliciinlin buharlagsmasi i¢indaha ¢ok zaman gerekir. Baska bir deyisle diisiik besleme
orani ¢Oziicliniin buharlagmasi i¢in 6nemlidir. Akis hiz1 ve voltaj birbiriyle ¢ok ilintili
iki parametredir. Bu nedenle sistem parametrelerinin iyilestirilmesi yapilirken bu

durum goz Oniinde tutulmalidir.
2.4.3.3. Sicakhk

Sicaklik ¢oziiciiniin buharlasma orammni arttirirken ¢ozelti viskozitesini diistiriir. Daha
diizenli kiiciik ¢apl fiberler elde edilir ancak ¢ozeltiye enzimler ve proteinler gibi
biyomolekiiller eklenmesi durumunda yiiksek sicaklikta bu yapilarin bozulmasi
islemin olumsuz etkilenmesine neden olur. Bu nedenle canli yapilar kullanilarak
hazirlannmus ¢ozeltiler kullamlirken, yapimn bozulmasim engellemek i¢in diisiik
sicaklik uygulanmali, ¢dziicliniin buharlagmasini saglamak i¢in bu yapilar buharlagsma
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noktas1 diisiik ¢oziiciilerde ¢oziilmelidir [33].
2.4.3.4. Toplayicimn Etkisi

Elektro-egirme isleminin ger¢eklesmesi igin igne ucu-toplayici arasinda elektrik alan
olusmasi istenir, bu sebeple toplayici levha aliiminyum gibi iletken malzemelerden
secilir. Ayrica, iletken levha topraklanarak daha kararli potansiyel fark meydana

gelmesi saglanir.

Eger toplayict yiizey olarak yalitkan kullamliyorsa, bu yalitkan malzeme letken
levhanin yerlestirilir. Elektro-egirme sirasinda fiberler toplayici lizerine hizla yiiklerini
birakirlar, yalitkan toplayicida topraklama olmayacag i¢in biriken yiiklerin itme
kuvveti neticesinde fiberler list iiste birikemez ve toplayici ylizeyde daha seyrek

birikirler [32, 33].

Sadece toplayicimin iletkenligi degil, toplayicinin sekli ve hareketli olup olmamas1 da
fiber karakteristigini etkiler. Buna ek olarak, daha diizenli dizilime sahip lifler elde
etmek i¢in yardimei elektrik alan ya da manyetik alan kaynaklar1 da kullanilabilir.

2.4.3.5. igne Cam

Kiiciik i¢ capa sahip igneler, tikanmay1 azalttigi gibi fiberlerdeki olasi boncuklagma
miktarint da diisiiriir. Bu sekilde igne ucunda daha kiigiik damla olusacag i¢in yiizey
gerilimi artar, dolayisiyla sisteme voltaj uygulandiginda olusan jet, biiyiik igne capl
sisteme kiyasla daha az hizlamr. Jetin uzamasi ve incelmesi ig¢in gerekli ugus zamani

artacag icin daha ince ve boncuksuz fiberler elde edilebilir [33].
2.4.3.6. Toplayic1 ve Igne Ucu Aras1 Mesafe

Toplayict ve igne ucu arasindaki mesafe azaltildiginda, jetin izledigi yol kisalacag
icin ¢dziiclin buharlagmasi icin gereken ugus zamani azalir. Mesafe, elektrik alan
kuvveti ile ters orantili olarak degistigi icin, sonu¢ olarak kisa mesafelerde jetin
uzamasini saglayan elektrik alan kuvvetleri azalir ve fiber cap1 artar [29, 33]. Igne ucu-
toplayict aras1 mesafe, ¢cozeltinin viskozitesi ve ¢oziicli 6zellikleri de dikkate alinarak
ayarlanmalidir.
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2.4.4. Elektro-Egirme Isleminde Kullamlan Polimer Cozeltisine  ait

Parametreler
2.4.4.1. Molekiiler Agirhk ve Cozelti Viskozitesi

Polimerin molekiiler agirligt ve konsantrasyonu, hazirlanan ¢dzeltinin viskozitesini
etkilemektedir. Polimerin molekiiler agirligt biiylikse yani polimer zincirleri uzunsa
cozeltinin viskozitesi de yiiksektir. Elektro-egirme islemi sirasinda polimer
cozeltisinin gerilmesi ve incelmesi sonucu fiber yapt olusur. Polimer zincirlerinin
birbirlerine dolanmas1 sayesinde elektriksel olarak gerilen jet kirilmadan, diizgiin fiber
yapt olusumunu saglar. Bu nedenle elektro-eSirme isleminde monomer c¢ozeltileri
kullanmak elverisli degildir ve egirme yiiksek molekiiler agirlikli polimer ¢ozeltileri
kullanlir.

Viskozitesi diisiik ¢ozeltiler ile fiber yap1 elde etmek giic oldugu gibi, viskozitesi ¢ok
yiiksek olan ¢ozeltilerin de egirme islemi baglayamadan igne ucunda ¢dzeltinin

kurumasi ve siirekli bir egirme islemi gézlenememesi gibi dezavantajlar1 vardir [30].

Coklu jet olusmadig siirece fiber cap1 en ¢ok ¢ozelti viskozitesine baglidir. Cozeltinin
konsantrasyonu artarsa viskozitesi artar. Viskozitesi yiiksek c¢ozeltiler biikiilme
kararsizliklarina daha fazla karsi koyduklar1 igin toplayici lizerinde fiberlerin daha
kiiciik bir alanda biriktikleri goriilmiistiir, bu durum jetin fazla incelememesini ve fiber

caplarimin daha biiyiik olmasim agiklar [29].
2.4.4.2. Yiizey Gerilimi

Yiizey gerilimi yiizey alamm diisiirme egilimindedir, bunu da damlacik olusturarak
gergeklestirir. Bu amagla, hazirlanacak ¢ozeltiye etanol gibi diisiik yiizey gerilimine

sahip coziiciiler eklenerek diizgiin fiber elde edilebilir [34].
2.4.4.3. Cozelti lletkenligi

Elektro-egirme isleminde damla yiizeyinde toplanan yiiklerin itme kuvveti ile polimer

cozeltisi gerilir. Eger ¢ozelti tamamen gerilmezse, boncuk formu olusur. Bu nedenle,

cozeltiye az miktarda tuz ya da polielektrolit eklenerek c¢ozeltinin tagidigr yiik
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arttirilabilir. Bu sekilde ¢ozelti daha fazla gerilir, daha ince ve boncuksuz fiber yap1
olusumu gerceklesir [30]. Cozelti iletkenligi arttikca jet capr da kiiclilecegi igin

biikiilme kararsizlig artar. Dolayisiyla fiberler daha genis bir alanda toplanir.
2.4.4.4. Coziiciiniin Dielektrik Etkisi

Elektro-egirme isleminde jete etki eden biikiilme kararsizliklar1 ¢ozeltinin artan

dielekrik sabiti ile artar.
2.45. Elektro-Egirme Islemini Etkileyen Cevresel Faktorler

2.45.1. Nem

Ortamdaki nem, ¢ozeltideki ¢oziiciiniin buharlasma oranim belirler. Nem oram ¢ok
diisiik oldugu zaman, ugucu olan ¢6ziicii cok ¢abuk buharlagacaktir. Hatta ¢6ziicii igne

ucundayken buharlagabilir ve elektro-egirme islemi gergeklestirilemeden igne

tikanabilir.
2.4.5.2. Atmosfer Cesidi

Farkl1 gazlar yiiksek elektrik alan altinda farkli davrams gosterecegi i¢in hava yerine
farkli gazlarin kullamldig ortam elektro-egirme islemini etkileyecektir.

2.4.5.3. Basing

Ortam basinci atmosfer basincinin altinda oldugunda sivimn akmaya karsi direnci
azalir, bu durum olusan jette kararsizliklara sebep olur. Viskozitesi diisiik ¢ozeltiler
icin diisiik basingta elektro-egirme gerceklesmeyebilir. Ancak viskozitesi yiiksek
cozeltilerle ¢alisirken vakum altinda elektro-egirme gerceklesebilir [32].

2.5. Enzim ve Yapisi

Kendisi par¢calanmadan veya degisiklige ugramadan kimyasal reaksiyonu katalizleyen
protein molekiillerine enzim denir. Tiim enzim molekiilleri genel olarak proteinlerin
karakteristigi olan birincil, ikincil ve tersiyer yapilara sahiptir. Bu yapilar, altbirim

(protomer) gruplarimin bir araya gelmesiyle olusur. Enzimlerin katalitik aktivitesi gibi
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biyolojik aktiviteleri siklikla oligomerik molekiiliiniin bir 6zelligidir, dolayisiyla

altbirimlerin (protomerler) varlig1 enzimin aktivitesini etkiler.

Aktivite, enzimin birim zaman basina doniistiirdiigli substrat mol sayisinin ifadesidir.
Enzim yapisindaki herhangi bir bozulma enzim yapisinda aktivite kaybinin
gerceklesmesine sebep olur. Eger denatiirasyon ¢ok ilerlememisse tipki proteinlerde
bahsedildigi sekilde (Boliim 2.3), denatiire edici etkenin uzaklastirilmasiyla aktivite
geri doner. Uzamus veya ileri derecedeki denatiire edici kosullarsa aktivitede geri

doniistimsiiz bir kayba sebep olur [16, 35].

Bazi enzimler yalmz proteinden olusmustur. Fakat cogunlugunda yap1 ve gorev
bakimindan farkli olan “apoenzim” ve “koenzim/kofaktdr” olarak adlandirilan iki ayri
grup bulunur. Apoenzim kismi, enzimin Ozgiinliigiinii yani sadece katalizleyecegi
reaksiyonu belirleyen kisimdir ve protein yapisindadir. Is1 ile kolayca yapist bozulur.
Koenzim ise enzimin yardimci ve apoenzime baglandigi durumda onu etkinlestiren
kistmdir. Yapisi, organik ya da inorganik maddelerden meydana gelmistir. En 6nemli
yardimct enzimler vitaminlerdir. Apoenzim ile koenzimin birlikte olusturdugu gruba

tam enzim anlanina gelen haloenzim (aktif enzim) denir (Denklem 2.1).
Haloenzim — Apoenzim + koenzim/kofaktor (2.1)

Enzimler genellikle renksizdir ve suda ¢oziiliir. Enzimlerin etki ettigi maddelere
substrat denir. Reaksiyon sonunda meydana gelen maddeye ise tiriin ad1 verilir. Enzim-
substrat iliskisi anahtar ile kilidin uyumuna benzer. Enzim molekiiliindeki aktif bolge
substratina gegici olarak baglanmasini ve enzim-substrat bilesiginin olusumunu saglar
(Sekil 2.9). Daha sonra substrat {iriine veya iiriinlere doniisiir. Enzim ise reaksiyondan

degismeden ¢iktiklar1 icin tekrar tekrar kullamlabilir.

URUNLER

B Enzim s batratin yol Klino
SUBSTRAT uyum saglar.
( Aktif Bélge v

Sekil 2.9. Enzim-substrat iliskisinin sematik gdsterimi

=
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2.6.1. Glikoz Oksidaz

Glikoz oksidaz (GOD), yaklasik 65 kDa molekiil agirligina sahip alt birimlerin ve iki
0zdes FAD koenziminin olusturdugu kararli yapida bir glikoproteindir. Baz1 mantarlar
ve boceklerden dogal olarak iiretilir ve substratin glikozla tepkimesi sonucunda
olusturdugu katalitik iirlin sayesinde elektrokimyasal olarak aktiftir. Sahip oldugu
aktivite Ozelligi nedeniyle, glikoz sensorleri, yakit hiicreleri ve fonksiyonel
membranlar gibi bircok uygulamada kullamlmaktadir. Sekil 2.10 da kiif mantarindan
(Aspergillus Niger) elde edilen glikoz oksidaz enzimi, karbonhidrat zincirleri yesil,

enzim mavi, FAD koenzimler ise pembe renkte olacak sekilde gosterilmektedir.

Sekil 2.10. Glikoz oksidaz [19].

Glikoz oksidaz enzimi (GOD), molekiiler oksijen (O2) varliginda, asagidaki

reaksiyona gore glikozun glikonik asite doniigtimiinii katalizler:
B-D-Glikoz + GOD(FAD) — B-D-Glikonolakton + GOD(FADH,) (2.2)

GOD (FADH,) + O, — GOD (FAD) + H,0, (2.3)

Glikoz oksidaz enziminin substratla tepkimeye girebilmesi, FAD (flavin adenin
diniikleotit) koenzimi varliginda gerceklesir. FAD, elektron akseptorii olarak
davranarak glikozun yiikseltgenmesini saglar. Daha sonra molekiiler oksijeni

indirgeyerek hidrojen perokside doniistiiriir, kendisi de okside haline geri doner.

Amperometrik glikoz tayini, enzimatik reaksiyon sonucu olusan hidrojen peroksidin

(H202) sabit potansiyelde yiikseltgenmesi sonucunda olusan anodik akimin
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Ol¢iilmesine dayamlarak yapilmaktadir [39].
H.O — O2+ 2H" + 2e° (2.4)

Glikoz miktar1, olusan hidrojen peroksitle orantili oldugu i¢in dlgiilen anodik akimdan

glikoz derisimi bulunur.
2.5. Enzim Aktivitesi ve Ol¢iimii

Enzim aktivitesi, enzimin belli kosullarda sahip oldugu aktif enzim miktarinin bir
Ol¢iisiidiir ve birim zamanda degisime veya doniislime ugratilan substrat miktarinin

mol sayis1 cinsinden ifade edilir.
Enzim aktivite tayininde kullanmlan yontemler;

e Spektrofotometrik yontemler

e Fluorimetrik yontemler

e Liiminesans yontemler

e Immunokimyasal ydntemler

e lyon selektif ve oksijen selektif elektronlar

e Radyometrik yontemler

e Kalorimetrik ve manometrik teknikler olarak simflandirilabilir [36].
Ayrica, enzimlerin biyokompozit membran halinde iiretildigi durumlarda, biyolojik
hassasiyete sahip bilesenler, elektrotlara adapte edilerek sinyal iiretebilecek hale
getirilebilir. Enzimler biyosensorlerde kullamlan ilk biyokomponentlerdir. Bu sekilde,
yukarida bahsedilen tiim bu yontemlere alternatif olarak biyosensorlerin altbasamagi
olan elektrokimyasal Ol¢lim yontemleri kullamlarak biyokompozit yapidaki
yiikseltgenen veya indirgenen elektroaktif tiirlerin miktarina bagli olarak degisen akim

belirlenebilir ve bu sekilde membranlarin aktivitesi hesaplanabilir [4, 17, 37].
2.5.1. Amperometrik Ol¢iim Yontemi

Genellikle biyosensor uygulamalarina yonelik kullanilan bu yontem, sabit voltaj
uygulanan sistemin verdigi cevabi akim cinsinden Ol¢iim prensibiyle c¢alisir.

Elektrokimyasal olarak gerceklesen bu islemde okunan akim, calisma elektrotunda
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yiikseltgenen veya indirgenen elektroaktif tiirlerin derisiminin bir fonksiyonudur.
Referans elektrot olarak gérev yapan ikinci bir elektrot vasitasiyla akim siddetinden
analiz edilecek tiirlerin derigimlerinin belirlenmesinde yararlanilir. En biiyiik
dezavantaji dolayli Ol¢iim olan bu sistemlerin, yiiksek hassasiyetleriyle bu

dezavantajlar telafi edilir.
2.6. Yiizey Analiz Teknikleri

Herhangi bir kat1 materyalin fiziksel ve kimyasal ylizey 6zelliklerinin belirlenmesi, bu
materyalin kullanilacag uygulamalar i¢in uygunlugunun belirlenmesinde 6nemli bir
basamaktir. Malzemelerin ylizey kimyasal yapilar1 genellikle spektroskopik teknikler
ile tammlanmir. Bu tekniklerde enerji yiiklii tanecikler 6rnek yiizeyine yonlendirilir ve
malzemeden emisyonu incelenir. Tam bir ylizey karakterizasyonu i¢in ihtiya¢ duyulan

bilginin derlenmesi bir¢ok teknigin birlikte kullamlmasini gerektirmektedir
2.6.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

FTIR, diisiik enerjili kiz1l o6tesi (IR) bolgedeki 1sinlarin kullamldigi absorbsiyon
spektroskopisidir. IR tekniginde, molekiillerdeki kimyasal baglarin titreme, egilme,
biikiilme, sallanma vb. tim hareketleri i¢in gerekli olan enerji, IR 1sinlarin

elektromanyetik enerjisinden absorplanir.

Elektromanyetik spektrum, kizil 6tesi bolge 14000 cm™ ile 10 cm® araliginda olup bu
bolge; yakin dalga boylu kizil 6tesi (NIR) 4000~14000 cm™, orta dalga boylu kizl
otesi (MIR) 400~4000cm™ ve uzak dalga boylu kizil 6tesi (FIR) 4~400 cm™ olmak
iizere li¢ ana bolgeden olusmaktadir. Molekiillerdeki titresim frekanslarina uyan IR
isinlarin dalga sayilar1 4000-650 cm® arasinda, yani yaklagik 15 um ile 2.5 pm
dalgaboyu araliginda degismektedir.

Spektrofotometrelerin  kullamminda, monokromatdrler yardimiyla dalgaboylari
secilerek herhangi bir anda sadece segilen dalgaboyundaki spektroskopik bilgi
toplamir. FTIR spektroskopisinde ise monokromator bulunmaz, tiim frekanslardaki
bilgiler ayn1 anda toplanabilir ve spektrumlar1 frekans Olceginde degil zaman

Olceginde elde edilir. Elde edilen veri bilgisayar araciligiyla matematiksel “ters fourier
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doniistimii” metodu uygulanarak frekans Olgegindeki bilgilere doniistiiriiliir. Bu
yontemle veri zaman boyutundan frekans boyutuna gecirilir ve farkli frekanslardaki
absorpsiyonlar grafige dokiiliir. Interferogram denilen bu spektrum, absorpsiyon
spektrumunun fourier doniistimiidiir. Burada Olgiilen absorbanslar/transmitanslar
pikler ile ifade edilir. Kimyasal baglar (C-H, C-C gibi) aym miktarda ayni sekilde
enerji absorblamadiklart igin elde edilen pikler, molekiil i¢indeki fonksiyonel gruplari
tammlar. Pikler yapilarina bagli olarak kuvvetli, orta ve zayif, sekillerine bagli olarak
genig, orta ve dar olarak tammlanir. IR spektrumlari, piklerin bulundugu yere,
yapilarina ve sekillerine gore irdelenerek numunelerde malzeme cinsi tayin edilir.
Olgiilen absorbans, konsantrasyona ve numune kalinligina dogrudan baghidir. Pik
boyu ve pik alam Olciilerek standartlar ile karsilastirmak suretiyle miktar tayini de
yapilabilir.

Ozellikle biyolojik molekiil ¢alismalarinda bu teknigin kullammu yayginlasmaktadir.
Ornegin; proteinlerin ikincil yapi diizeyi ve absorbsiyon frekans bantlar1 arasindaki

iliski kullanilarak yapisal bilesenler kolayca belirlenmektedir [40].
2.6.2. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramal1 elektron mikroskop, yiizey davramslarinin daha iyi anlagilabilmesi igin
morfolojik ve topografik bilgi veren ylizey analiz yontemlerinden biridir. SEM
tekniginde oOrnek, elektron demetleriyle bombardiman edilir. Elektronlarin dalga
boylarinin kisa olmasi nedeniyle optik mikroskoba gore daha iyi ¢Oziiniirlik elde

edilir.

Elektronlarin 6rnek i¢erisinden gecebilmesi i¢in 6rnegin iletken olmasi gerekmektedir.
Analizi yapilacak ornegin yalitkan olmasi durumunda yiizeye 6zel yontemlerle altin

plskiirtiilerek ince bir iletken film olusturulur.

SEM analizinde elektron tabancasinda bulunan filamentten yayilan elektron demeti
ornege dogru hizlandirilir ve g¢esitli yogunlastirict manyetik lensler yardimiyla
odaklanmir. Odaklanan elektron demeti Ornek iizerinde bir noktaya carptifinda 6rnek
yiizeyindeki atomlarla elektron demetindeki elektronlar arasinda birgok carpisma

meydana gelir. Bu ¢arpigmalarin sonucu olarak 6rnek yiizeyinde en dista bulunan
21



atomlarin elektronlar1 kopar. Ikincil elektronlar da denen bu elektronlarin kinetik
enerjileri goreceli olarak daha azdir ve kolaylikla bir dedektor tarafindan cekilebilirler.
Bu noktasal alandan yayilan elektronlar dedektorde sayilarak bilgisayarda nokta olarak
kaydedilirler. Ornegin biiyiitiilmiis goriintiisii kiigiik bir alanin elektron demeti ile
taranarak her noktadan c¢ikan elektronlarin belirlenip ekran iizerinde islenmesiyle
olusur. Hem 6rnegin topografisi hem de atom numaralar1 6rnekten yayimlanan ikincil
elektronlarin sayisin etkiler ve bu faktorler olugan goriintiide yansitilir. Sonug olarak

elde edilen goriintiide tipki olagan fotograflardaki gibi gdlge ve perspektif olusur [41].
2.6.3. Optik (Isik) Mikroskobu

Mikroskop, ¢esitli merceklerin kullamlmasi ve bu merceklerin diizenlenmesi ile
objelerin goriintiilerinin biiyiitilmesine olanak veren ve biyolojik arastirmalarda
siklikla kullamlan bir alettir. Mikroskobun bir diger 6nemli islevi, objelerin
biiyiitiilmesini saglarken, dereceli bir sekilde biiyiitiilen objelerin ¢coziiniirliiglinii veya
netligini de artirmaktadir. Dolayistyla, mikroskop objelerin biiyiitiilmesi ve aym anda

dereceli bir sekilde objelerin ¢oziiniirliigiinii arttirmaktadir.

Gorlintii biiylitiilmesi ve ¢Oziiniirliik es zamanli diisiliniilmesi gereken iki olaydir.
Mikroskoplarda, ¢oziiniirliik ve goriintii biiylitiilmesi, 151k ve mikroskop lensleri ile
saglanmaktadir. Lensler, kullanilan 15181 cesitli amaclar i¢in ydnlendirmemizi
saglamaktadir. Gorilintii biiyiitiilmesi, sanildigimin aksine, ¢oziiniirliikk ile bire bir

iligkili degildir.

Temel olarak biyolojik 6rneklerin goriintiilenmesinde kullamlan 151k mikroskobu, yeni
nesil cihazlarda saglanan bilgisayar destegi ile 6rnekleri goriintiilemenin yam sira, bu

yapilarin ayrintili analizlerini yapmaya da olanak tanimaktadir.
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3. DENEYSEL GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢aligmanin temel amaci, biyomalzeme arastirmalarinda kullanilmak iizere, yeni ve
biyolojik olarak aktif yapiya sahip, diger bir deyisle “dogal ve fonksiyonel” 6zellikleri
olan yapilarin iretiminin gergeklestirilmesidir. Bu amag¢ dogrultusunda, dogal tasiyici
yap1 olarak “amiloid protein” ve aktif biyolojik ajan olarak “enzim” in kullanildig
kege lif (non-woven) yapisinda membranlar elekiro-egirme teknigi kullamlarak

“nano” Olgekte fiberlerin rastgele yigim olarak iiretilmistir.
Calismanmin basamaklar1 asagidaki sekilde 6zetlenebilir:

e Elektro-egirme sisteminin kurulumuna yonelik yapilan 6n ¢aligmalar,

e Nanolif tretiminde kullamlacak olan ¢ozelti ve islem parametrelerinin
belirlenmesi, liflerin karakterizasyonu ve sonuglarin iyilestirilmesine yonelik
On ¢alismalar,

e Protein-enzim ¢o6zeltilerinin hazirlanmasi ve amiloid doniisiimii igin gerekli
parametrelerin belirlenmesi,

o Elektro-egirme islemi kullanilarak protein-enzim tabanli biyokatalitik
membranlarin liretilmesi ve iglem parametrelerinin iyilestirilmesi,

e Biyokatalittk membranlara ait fiziksel ve kimyasal karakterizasyonlarin
gerceklestirilmesi,

e Biyokatalitik membranlardaki enzimatik aktivitenin elektrokimyasal yontemle

tayin edilmesi,
olarak 6 ana baslik halinde kurgulannustir.

Bu dogrultuda, ge¢mis donemlerdeki arastirmalarimizda kullandigimiz ve fiber
tretimi agisindan en yiiksek performans: elde ettigimiz elektro-egirme diizenegi
hazirlanarak, 6n calismalar gerceklestirilmistir. Bu calismalarda agirlikli olarak saf
protein kullamlmus ve fiber olusumu i¢inparametre taramasi diizenegin sekli, akis hiz,
uygulanan voltaj ve igne ucu toplayici arasi mesafe gibi degiskenler kullanilarak
yapilmustir. Bu calismalar sonucunda, saf protein tabanli fiber olusumunun gézlendigi

sartlar, enzim katkil1 biyokatalitik membran tiretimine yonelik aragtirmalarin temelini
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olusturmustur. Farkli parametrelere gore iiretilen membranlar fiziksel ve kimyasal
acidan karakterize edilmis ve secilen membranlardaki enzimatik aktivitenin
gozlenebilmesi ic¢in gereken standardizasyon islemi yapilmustir. Bu islemler
sonucunda hazirlanan membranlardaki enzim aktivitesi, amperometrik olarak tayin

edilmis ve sonuglar enzim aktivitesi cinsinden ifade edilmistir.
Bu ¢aligmalarin detaylari ileriki boliimlerde sunulmus ve sonuglar degerlendirilmistir.
3.1. Gerecler

Elektro-egirme isleminde kullamlan, Glikoz oksidaz (GOD) (Asp. Niger, 6zgiin
aktivite: 109 U/mg), Beta Merkaptoetanol (B-ME), Kongo kirmuzi boyasi (Congo
Red), ve 2,2,2 Trifluoroetanol (TFE) Sigma (ABD) firmasindan temin edilmis ve
dogrudan kullanilmustir. Aym firmadan temin edilen D-(+) Glikoz, PBS (pH 7,4)
icerisinde farklt molaritelerde stok ¢ozelti seklinde hazirlanmus ve amperometrik
Olglimlerde kullanmak {izere +4 °C sicaklikta saklanmustir. Belirtilen c¢ozeltiler
kullanirmdan Once 8 saat oda sicakliginda (25 °C) birakilmistir. Tampon ¢ozeltisi
hazirlamak i¢in kullanmilan diger tim kimyasallar (NaCl, Na;HPO4 NaH,POs) ve sigir
serum albiimin (SSA) (Ma~ 66000 Da) Acros Organics (ABD)’ den temin edilmistir.

3.1.1. Elektrokimyasal Ol¢iim Diizenegi

Oksidaz bazl1 enzimlerin aktivite dl¢limlerinde genel olarak amperometrik yontem

tercih edilmektedir. Bu amagla, DropSens (uStat 200, ispanya) cihaz1 ve bu cihazla
uyumlu AgCl elektrotlar kullanilmustir.
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Cizelge 3.1. Elektrokimyasal 6l¢lim sirasinda kullanilan cihazlar ve 6zellikleri

Kullanilan Cihazlar Ozellikleri

Calisma elektrodu altin, referans
elektrodu ve elektrik kontaklari

gumus.

L
oy v o 1y

Screen-Printed Elektrot 50 uL hacimde Slgtime uygun

Voltametrik, Amperometrik veya
potansiyometrik olgiimlerde
kullanilabilme 6zelligi.

DropView Software ile deneylerin
takibi ve kontrolii.

Boyutlar: 12.5x 9.5 x 4.0 cm
(Uzunluk x genislik x yiikseklik)

Potensiyostat/Galvanostat

Akim 06l¢iim aralig:

MicroStat 400
+1nA ile £10mA arasi

3.2. Yontemler
3.2.1. On Cahsmalar
3.2.1.1. Elektro-Egirme Sisteminin Kurulumu

Elektro-egirme sistemi diizeneginde toplayict olarak, standardizasyonu saglama
amagli 10 x 10 cm? alaninda kesilen aliiminyum folyo yiizeyler kullamlmustir. Giig
kaynagindan ¢ikan pozitif elektrot (katot) siringa ignesine, topraklanan diger elektrot
(anot) ise toplayici levhaya baglanmistir. Pompa, yatay ve dikey olacak konumda
destek lizerine kiskag yardimuyla sabitlenerek istenilen pozisyon verilmistir. Sekil 2.1’

de diizenegin yatay ve diisey kurulumlar1 sonrasi goriintiiler gosterilmektedir.
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Sekil 3.1. Elektro-egirme diizeneginin kurulumu, A) yatay, B) diisey sistem diizenegi

3.2.1.2 Nanolif Uretimi

Saf protein kullanarak hazirlanmasi amacglanan elektro-egrilmis membranlarin alt
yapisim olusturan protein ¢dozeltilerinin hazirlanmasi, elektro-egirme isleminin
parametreleri ve hazirlanan membranlarin karakterizasyonu ile ilgili gerceklestirilen

On caligmalara ait bilgiler agsagida sirasiyla sunulmustur.
3.2.1.2.1. Protein ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Biyomolekiillerle yapilan ¢caligmalarda toksik etki yaratmamasi agisindan tercih edilen
izotonik fosfat (PBS) tamponu, pH 7,4 olacak sekilde, distile su igerisinde, 0.067 M
di-sodyum hidrojen fosfat (Na:HPO,) ¢6zeltisi ve 0.067M sodyum di-hidrojen fosfat
(NaH2PO.) ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanmis ve +4 °C’ de muhafaza edilmistir.

Protein ¢ozeltisi hazirlama asamasinda, dogal halde kiiresel olan SSA, agirlik¢a %12
olacak sekilde PBS tampon ¢ozeltisi igerisinde ¢dziilmiis ardindan 10 esdeger bag -
ME eklenmistir. Son olarak, ¢ozeltiye farkli hacimlerde (9:1; 4.5:1; 3:1 ve 1.5:1 (v:v)
TFE:PBS) TFE eklenmistir. Manyetik karistiricida, 600 rpm hizla karistirilan protein
coOzeltisi, karisma islemi sonrasinda 5 ml’ lik siringaya ¢ekilerek elektro-egirme

islemine hazir hale getirilmistir.
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3.2.1.2.2. SSA ¢ozeltisi kullamlarak elektro-egirme islemleri yapilmasi

Elektro-egirme islemi ig¢in, Bolim 3.2.1.2.1 de bahsedildigi sekilde, 3:1 (v:v)
TFE:PBS oraninda hazirlanan SSA ¢ozeltisi kullanilarak, sistem dogrultusu, akis hizi,
sisteme uygulanan voltaj gibi parametreler i¢in 6n ¢alismalar gergeklestirilmis ve

farkl1 yapida fiberler iiretilmistir.

Islem parametrelerinin iyilestirilmesi asamasinda, igne ucu toplayici arasi mesafe 10
cm’ ye sabitlenerek, sistem diisey ve yatay olacak sekilde konumlandirilmug, akis hizi
0.2-0.6 ml/sa, gerilim 9-20 kV araliginda degistirilerek referans yiizeyler kaplannustir.

Uretilen membranlar optik mikroskop (Nikon Eclipse, LV100) kullamlarak
incelenmistir. Elektro-egirme islemi siliresince ve membranlarin karakterizasyonlari
sonucunda elde edilen tiim veriler; Taylor konisinin olusumu ve sekli, fiberlerin
kollektor iizerindeki siirekli dagilimi ve ¢apt gibi degiskenlere bagli olarak

degerlendirilmis ve islem parametreleri iyilestirilmistir.
3.2.2. Protein-enzim Cozeltilerinin Hazirlanmas1 ve Amiloid Doniisiimii

Biyokatalitik membran altyapisinda kullamlmak {izere, protein-enzim igeren
cOzeltinin elde edilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda, Boliim 3.2.1.2.1 de belirtildigi
sekilde saf protein ¢ozeltileri hazirlanmus, ardindan 200 U/ml konsantrasyona sahip
GOD, hazirlanan SSA ¢ozeltilerine ilave edilmistir. Elde edilen ¢ozeltiler, manyetik
karistirictda 600 rpm hizda karistirilarak homojen hale getirilmistir. Hazirlanan
cozeltilere ait viskoziteler, viskozimetre cihazi (Brookfield, LVDV-Il, ABD) ile
Olgtilerek, ¢oziicii oranlarindaki degisimin elektro-egirme islem parametrelerine etkisi
incelenmistir. Son asamada, kiiresel proteinin amiloid yapiya doniisiimii Puchtler

Metodu kullamlarak incelenmistir [45].
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3.2.3. Protein-enzim Tabanh Biyokatalitik Membranlarin Uretimi

Biyoaktif elektro-egrilmis fiberlerinyigilmasi ile hazirlanmasi hedeflenen membranlar
i¢in, Boliim 3.2.2° de belirtildigi sekilde hazirlanan ¢ozeltiler, 0.8 mm i¢ yaricaph
igneye sahip Sml lik siringaya ¢ekilerek, metal destege sabitlenmistir.

Membran yapisina ve biyokatalitik aktiviteye, akis hzimn ve uygulama voltajinin
etkisini belirlemek {izere, Bolim 3.2.1.2.2° de belirlenen islem parametreleri
kullanilarak; sistem diisey dogrultuda, 10 cm igne ucu-toplayici arasi mesafede
sabitlenmis, akis hiz1 0.25-0.45 ml/sa, c¢aligma voltaji 9-12 kV araliklarinda

ayarlanarak membran tiretimi ger¢eklestirilmistir.

Ayrica ¢oziicii etkisinin incelenmesi amaciyla, farkli ¢oziicii derisimlerinde hazirlanan
cozeltiler kullamlarak aym islem parametrelerinde {iretilen membranlar
karsilastirilmustir. Iyilestirme yapilan ¢dziicii konsantrasyonu sabit tutularak, bu
orandaki ¢ozelti (TFE:PBS 1.5:1 v:v) 1-60 dakika zaman araliklarinda egrilmis, bu

sekilde zamana bagli birikim-aktivite iligkisinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Bunlara ek olarak, agirlikga %12 SSA igeren hacimce 1.5:1 TFE:PBS kullanilarak
hazirlanan protein ¢ozeltilerine, iki farki enzimatik aktivite igerecek sekilde, 100 U/ml
veya 200 U/ml enzim eklenerek, egirme islemi gergeklestirilmis, bu sekilde

cozeltideki enzim miktarinin aktivite tizerine etkisini gdzlenmistir.

Biyoaktif membran yapisindaki olasi amiloid olusumu, egirme islemi sonrasinda

Puchtler Metodu [45, 46] kullanilarak incelenmistir.

Tiim deneyler oda sicakliginda (=25 °C) gerceklestirilmis olup, deney sonrasinda
hazirlanan biitiin O6rnekler yapilarindaki enzimin zarar gérmemesi icin -20 °C’ de

muhafaza edilmistir.
3.2.4. Biyokatalitik Membranlarin Karakterizasyonu

Elektroegrilmis biyoaktif membranlara ait karakterizasyon c¢aligsmalar1, ¢alismalardaki

her bir siireg ile paralel yiiriitiilmiistiir. Membranlara ait fiziksel karekterizasyonlar,

TOBB Ekonomi ve Teknoloji Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Teknoloji
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Merkezinde bulunan Siiperiletken Laboratuvari” ndaki Optik Mikroskop (Nikon
Eclipse, LV100, ABD) ve Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi’'nde (UNAM)
blinyesinde bulunan E-SEM (FEI-Quanta 200 FEG, ABD) kullamlarak
gergeklestirilmisgtir.

Kongo kirmuzist ile ¢ozeltiler elektro islemi ve sonrasinda boyanarak amiloid yapi
incelenerek ilk kimyasal karakterizasyon gergeklestirilmis ve hazirlanan
membranlarin ylizeylerinde bulunan fonksiyonel gruplar, FTIR (Perkin Elmer
Spectrum, 100, ABD) cihaz ile tammlanmustir.

3.2.5. Enzimatik Aktivitenin Saptanmasi

Biyokatalitik membranlara ait gOriiniir (apparent) enzim aktivitelerinin

belirlenmesinde amperometrik 6lgiim yontemi kullamlmustir [47, 48]

[k asama olarak biyokatalitik membranlar, her birindeki ¢ozelti ile etkilesim alani 25
cm? olacak sekilde fiber yogun bélgelerine dikkat edilerek kesilmistir. Ardindan,
membranlar Boliim 2.2.1° de anlatildigi sekilde hazirlanan PBS c¢ozeltisi icerisine
daldirilmus, 20 dakika dengeye gelmesi beklendikten sonra altin elektrot, 650 mV’ luk
sabit voltaj altinda polarize edilmis, amperometrik 6l¢iim yapilarak baz sinyal
kaydedilmistir. Ardindan, 100 mM stok glikoz ¢6zeltisi, son derigimler 0.05-50 mM
araliginda olacak sekilde PBS’ e eklenerek sistemdeki akim degisimi gézlemlenmis ve
kaydedilmistir.

Amperometrik ol¢timler Boliim 2.3’ de verilen yontemle hazirlanan tiim membranlar
i¢in tekrarlanmuistir. Oncelikle ¢oziicii hacmi orammn (TFE:PBS) aktiviteye etkisini
incelemek amaciyla farkli ¢6ziicii oranlarinda (9:1; 4.5:1; 3:1 ve 1.5:1 (v:v) TFE: PBS)
1-60 dakika zaman araliklarinda aym elektro-egirme islem parametreleriyle iiretilen
membranlardaki glikoz derisimine karsi cevaplar akim cinsinden oOl¢iilmiistiir.
Sonuglara gore en yiiksek akim degisimine sahip oldugu belirlenen membran {izerinde
iyilestirme ¢aligsmalar1 yiirtitilmiistiir. Bu amagla, farkli birikim siireleri (1-60 dakika)
ve voltaja (9-21 kV) maruz birakilan membranlarda, elektro-egirme islem

parametrelerinin aktivite iizerine etkisini incelenmistir.
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Amperometrik Ol¢limlerden elde edilen sonuglarin anlamlandirilmasi amaciyla, PBS
cozeltisindeki serbest glikoz oksidaz igin farkli glikoz derisimlerindeki (10-20 mM)
akim degerleri okunarak bir kalibrasyon egrisi olusturulmus, bdylece en yiiksek

aktiviteye sahip membranlarda Olgiilen akim degisimleri, enzim aktivitesi cinsinden

ifade edilmistir.
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4. SONUC VE TARTISMALAR

Biyoteknoloji ve biyomiihendislik gibi alan arastirmalarinda kullamlmak iizere,
biyolojik olarak aktif, diger bir deyisle “dogal ve fonksiyonel” 6zellikleri olan yeni
yapilarin iiretimini hedefleyen bu arastirmada, dogal tasiyici olarak “amiloid protein”
ve aktif biyolojik ajan olarak “enzim” kullanilarak iiretilen membranlarla ilgili

calismalara ait sonuglar bu boliimde sunulmustur.

Oncelikle literatiirle kiyaslandiginda [2, 4], daha diisiik TFE:PBS (v:v) oranlarinda,
siirekli dagilima sahip ve 200-500 nm araliginda sigir serum albiimin (SSA) bazli fiber
elde etmeye yonelik 6n c¢alismalar gergeklestirilmistir. Bu c¢alismalar sonucunda
belirlenen islem parametreleri ve {retilen membranlarin optik mikroskop
goriintiilerinden faydalanilarak, SSA-GOD amiloid ¢ozeltileri hazirlanmig ve elektro-
egirme islemi gerceklestirilmistir. Uretilen bu membranlara ait fiziksel
karakterizasyonlar, optik mikroskop ve SEM ile, kimyasal karakterizasyon calismalart
ise; FTIR ile yapilmistir. Ayrica, membranlarin yapisindaki enzim aktivitesini

belirlemek amaciyla, elektrokimyasal 6l¢iim yontemleri kullamlnustir.

Deneysel Gere¢ ve Yontemler boliiminde 6 ana baslik altinda Ozetlenen tez
caligmasinda, biyokatalittk membranlarin fonksiyonelligini ve performansini
belirleyen parametreler ve enzim aktivitesi Olgiimlerine ait sonuglar bu boliimde

agiklanmaktadir.
4. 1. On Cahsmalar Kapsamunda Ulasilan Sonuclar

Bolim 2.1° de belirtilen yontemler kapsaminda hazirlanan sigir serum albiimin
cozeltisi kiitlece %12 SSA ve 3:1 (v:v) oraninda TFE:PBS igermektedir. Bu ¢ozelti
kullamlarak, Boliim 3.1 ve Boliim 3.2° de bahsedilen parametre araliklarinda elektro-
egirme islemleri gerceklestirilmistir. Elektro-egirme diizenegine ait ¢ozelti ve islem
parametrelerin iyilestirme ¢alismalarina ait elde edilen sonuglar asagidaki boliimlerde

detayl1 olarak agiklanmaktadir.
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4.1.1. Protein Cozeltilerinin Hazirlanmasi ve Amiloid Formun Elde Edilmesi

Sigir serum albiimin, dogal halde kiiresel bir proteindir. Elektro-egirme islemini
gerceklestirebilmek i¢in, kiiresel proteinlerin sahip oldugu tersiyer yapinin agilmasi ve
yapinin daha alt formlara (o sarmal, B yaprak) indirgenmesi gerekmektedir [2]. Bu
calismada, SSA tampon ¢ozeltide ¢oziildiikten sonra tersiyer baglarin kirilmasi ve
amiloid hale gegis i¢in proteine ait her distilfid bag sayisina denk gelecek miktarda
Beta Merkaptoetanol ilavesi gerceklestirilmistir. Ardindan indirgenen bu yapinin
sabitlenmesi ve kararli bir egirme islemi gerceklestirebilmek i¢in agilan S baglarina

baglanacak flor grubuna sahip 2,2,2 Trifluoroetanol kullanilmustir.

Elde edilen bu ¢ozeltiye ait amiloid yapiya doniisiimii gbzlemlemek i¢in literatiirde
verildigi sekilde, hazirlanan ¢ozelti Kongo kirmuzisi boya kullanilarak boyanmus,
yapidaki amiloidlesmenin varligi renk degisimi olarak gosterilmistir (Sekil 4.1) [45,
46]. Bu sonug, TFE:PBS oramimn 1.5:1 (v:v) oramnda kullanilmasi ile elde edilerek,
literatiirde verilen 9:1 oranimin ¢ok daha altindaki degerlerde dahi amiloid yapiya
ulasilabildigi gosterilmistir [2].

Sekil 4.1. %12 SSA, 1.5:1 TFE:PBS ile hazirlanan ¢6zeltiye ait goriintiiler. Kongo
kirmizi boya ile boyama A) dncesi, B) sonrasi.
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4.1.2 Elektro-egirme Diizeneginin Kurulumuna Yénelik On Calismalardan Elde

Edilen Sonuglar

Elektro-egirme islemi ile ilgili on denemeler, ¢ozelti parametreleri ayarlanarak (% 12
w/v SSA, 10 esdeger bag B-ME, 3:1 (v:v) TFE:PBS) gerceklestirilmistir. Bu
denemelerde igne ucu-toplayici arasindaki uzaklik sabit tutulmug (10 cm), sistemin
dogrultusu (diisey veya yatay), voltaj (8-15 kV) ve akis hiz1 (0.2-0.6 ml/sa) gibi islem

parametrelerinden etkilenen fiber morfolojileri incelenmistir.

[k parametre olarak, elektro-egirme isleminin gerceklestirildigi sistemin yatay veya
diisey dogrultuda olmasinin Taylor konisinin olusumuna ve fiber dagilimina etkisi
incelenmistir. Bu amagla, %12 (w/v) SSA, 10 esdeger bag f-ME, 3:1 (v:v) TFE:PBS
cozeltisi kullamlarak, igne ¢ap1 0.80 mm, igne ucu toplayici arasi uzaklik 10 cm ve
akis hiz1 0.6 ml/sa olacak sekilde 10 kV voltaj altinda, egirme sistemleri yatay ve diisey
dogrultudaki konumlandirilarak elektro-egirme islemleri gergeklestirilmistir.

Sistemin dogrultusu, iiretilen fiberlerin yapisinda gozle goriiliir farkliliklara sebep
olmustur. Yatay (A) ve diisey (B) sistemlerde tiretilen fiberlere ait optik mikroskop
gortintiileri Sekil 4.2.” de gosterilmektedir. Yatay diizenek kullamlmasi durumunda,
Taylor konisinin ve iretilen liflerin yapisinin, elektrik alamn zemine paralel
olmasindan dolayr olumsuz etkilendigi ve c¢alismamiza uygun olmadig tespit
edilmistir. Bu sonuca ilaveten diizenek yatay konumda oldugunda, igne ucunda ¢ok
fazla damlama olusumu g6zlenmistir. Sistem diisey dogrultuda kullamldiginda ise;
elektrik alan ve yercekimi kuvvetlerinin ayni dogrultuda olmasinin, yiiksek voltaj
altindaki ¢ozeltiye ait yilizey kuvvetlerini daha kolaylikla yenebilmesini ve bu sekilde
kararli jet olusmasim sagladig gozlemlenmistir. Ayrica, liflerin toplayict merkezinde
yogunlagsacak sekilde levhayr kaplamasi ve bu nedenle toplayicida biriken fiber
miktarinda kayip olmamasi diisey ¢aligmamn avantajidir. Optimizasyon c¢aligmalarinin

diger asamalarinda sistem diisey sekilde kullanilmusgtir.
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Cizelge 4.1. Sistem diizenegi dogrultusunun egirme parametrelerine etkisi A) yatay,
B) diisey diizenek.
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On ¢alismalarda, ikinci parametre olarak, elektro-egirme sisteminde uygulanan
voltajin fiber yapisina ve olusan Taylor konisine etkisi incelenmistir. Bu grup 6n
denemelerde, segilen 0.6 ml/sa akis hizinin, yine 6n denemelerde segilen 8, 12 ve 15

kV voltaj uygulamalarindaki {iretilen fiberler karsilastirilmistir

Akis hiziyla dogrudan orantili olarak uygulanmasi gereken voltaj degerinin
yiikseltilmesi ~ sonucunda,  ¢oziicii  toplayiciya ulasana  kadar tamamen
buharlagamanmustir. Cizelge 4.2° de goriildiigii gibi, diger parametreler sabit tutulup
voltaj arttirlldiginda, dlgiilen ortalama fiber ¢aplarimin 820 nm seviyesinden 564 nm
seviyesine azalmasina ragmen fiberlere ait olan siirekli yapilarin, yiiksek voltaj
degerlerinde kopmalarla bozuldugu gozlemlenmistir. Ayrica belirtilen parametreler
kullamldiginda, toplayici iizerinde damla halinde ¢ozelti biriktigi de not edilmistir.
Bunun sebebi, akis hiz1 ile orantili olarak uygulanmasi1 gereken voltajin, polarize olan
yiilk miktarinin artisindan dolayr Taylor konisini ideal sekilde olusturamamasidir.
Ayrica, 8 ve 15 kV arasinda uygulanan voltaj degerlerinin, giic kaynagimin kapasitesi
nedeni ile daha yiiksek seviyelere ¢ikarilamamasi, 0.6 ml/sa akis hizi igin ideal
olabilecek bir Taylor konisi yapisina ve dolayisiyla iiretilen fiber yapisina olumsuz

etkide bulunmustur.

Parametre calismalarinda uzakligin sabit (10cm) olarak belirlenmesinden dolay1, 6n
calismalarin son asamasi olarak akis hizina bagli degisen fiberlerin yapisi
incelenmistir. Diger parametreler sabit tutularak, akis mzindaki degisimin fiber yapisi
ve toplayici lizerindeki fiber dagilimina etkisini incelemek igin iiretilen membranlara

ait goriintiiler Cizelge 4.3 te gosterilmektedir.

Elde edilen bulgular degerlendirildiginde, akis mzinin 0,6 ml/sa seviyesinden 0,25
ml/sa degerine azaltilmasi durumunda taginan ¢ozelti miktarinin azaltildigim ve fiber
dagilimin daha siirekli oldugu gézlemlenmistir. Bu durumun temel nedeni, diisiik akis
hizlarinda daha az miktarda ¢ozelti tasinmasi sonucunda ¢oziiciisiiniin u¢masinin
kolaylagmasidir. Bu sekilde diisiik akis hizinda iiretilen fiberlerin hem daha siirekli
yapida oldugu hem de ¢ap degerlerinin 565 nm seviyesinden 340 nm seviyesine sahip

fiber tiretimi gerceklestirildigi gdzlemlenmistir.

35



Cizelge 4.2. Voltajin lif ¢apina ve siirekli fiber yapisina etkisi, A) 8 kV, B) 12 kv,
C)15kV.

A
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Cizelge 4.3. Akis luzinin lif gapina ve siirekli fiber yapisina etkisi A) 0.6, B) 0.45,
C) 0.25 ml/sa
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Yapilan 6n calismalar sonucu elde edilen bulgular kapsaminda, diisey sistemde, igne
ucu ve toplayict arasi 10 cm mesafeye sahip, 9-12 kV voltaj araligi ve 0.25-0.45 ml/sa
akis hzlarinda egrilen fiberlerin diger parametreler kullamlarak firetilen fiberlere
kiyasla daha ince ¢apli, stirekli bir dagilim gosteren ve uygun morfolojide olduguna
karar verilmistir. SSA-GOD kullanilarak iiretilecek fiberler, 6n ¢alismalarda elde
edilen bulgular goz 6niinde bulundurularak egirme islemine tabi tutulmustur.

4.2. Protein-enzim Cozeltilerinin Hazirlanmasi ve Amiloid Formun Elde Edilmesi

On ¢alismalardan faydalamlarak, kiitlece %12 olacak sekilde PBS igerisinde ¢dziilerek
hazirlanan SSA ¢ozeltisine, 10 esdeger bag f-ME ve 9.0:1; 4.5:1; 3.0:1 ve 1.5:1 (v:v)
TFE:PBS oranlarinda TFE eklenmistir. Saf protein ¢o6zeltisinden farkli olarak,
cozeltiye ayrica 200 U/ml konsantrasyonunda enzim ilave edilmistir. B-ME’ {in,
protein yapisindaki disiilfid (S-S) baglarini kirarak tersiyer yapisim agmasi, ardindan
cozeltiye eklenen TFE’ nin yapisindaki flor gruplariyla acilan S baglarini kapatarak,
amiloid formun gostergesi olan B yapraklarimi sabitlenmesi beklenmektedir. Elektro-
egirme igleminin saglikli sekilde gerceklestirilmesi agisindan bakildiginda, ¢ozelti
parametrelerinin dogru belirlenmesi temel bir 6neme sahiptir. Viskozitenin egirme
isleminde ¢ozeltiye ait etkin bir parametre olmasi nedeniyle hazirlanan her ¢ozelti i¢in
oda sicakliginda (25°C) viskozite degerleri Olclilmiistiir. Viskozite Olgiimleri
okulumuz TOBB Ekonomi ve Teknoloji Universitesi Miihendislik Fakiiltesi’ nde
bulunan viskozimetre (Brookfield, LVDV-II, ABD) cihaziyla yapilmistir. Cizelge 4.4’

te hazirlanan ¢ozeltiler ve bu ¢ozeltilere ait viskozite degerleri verilmektedir.

Cizelge 4.4. A, B, C ve D &rneklerine ait ¢oziicii parametreleri ve ¢ozeltilere ait
viskoziteler. Ornekler, kiitlece %12 SSA, 10 esdeger bag B-ME ve 200
U/ml GOD igermektedir.

Cozelti TFE: PBS (pH:7,4) (v:v) Viskozite, u (Pa.s)
A 1.5:1 0.326
B 3.0:1 0.345
C 45:1 0.356
D 9.0:1 0.370
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TFE’ in oda kosullarindaki dinamik viskozitesi 0,00175 Pa.s’ dir. Viskozite
degerlerinden anlasilacag tizere, ¢ozeltideki TFE:PBS oraninin artisi viskozitenin az
miktarda da olsa yiikselmesine neden olmaktadir. Viskozite, elektro-egirme
sistemlerinde ¢Oziicli parametrelerini dolayisiyla olusan fiber yapilarim dogrudan
etkilemektedir. Bu durumu agiklamak igin farkli ¢oziicii derisimlerindeki ¢ozeltiler
elektro-egirme islemine tabi tutulmus, ¢oziicli oranlarina bagli fiber yapisinda olusan
degisimler gosterilmis ve fiberlerde amiloid yapimin korundugu literatiirde belirtildigi
sekilde test edilmistir [45, 46].

4.2.1. Elektro-egirme Yontemi ile SSA-GOD Iskelelerin Uretilmesi,

Karakterizasyonu ve islem Parametrelerinin Tyilestirilmesi

On ¢alismalar sonucunda ¢oziicii derisimlerine karar verilen protein-enzim ¢ozeltileri
hazirlanmug, diisey sistemde, igne ucu-toplayici arasi 10 cm mesafeye sabitlenerek, 12
kV voltaj altinda ve 0.35ml/sa akis hizlarinda egirme islemi gerceklestirilmistir. islem
sonrasinda, iiretilen fiberlerin ¢oziicii derisimlerine bagli degisen morfolojilerine ait

SEM goriintiileri alinarak, Sekil 4.2- 4.5 da gosterilmistir.

A (1.5:1 TFE: PBS v:v) ¢ozeltisi kullamlarak hazirlanan fiberlere ait SEM goriintiisii
incelendiginde, belirtilen sistem parametrelerinde B, C ve D orneklerine kiyasla ¢ok
daha siirekli yapida ve ortalama yarigap1 235 nm olan fiber liretimi gergeklestirilmistir.
Belirtilen elektro-egirme parametreleri, ¢Ozelti jet toplayiciya ulasana kadar az
miktarda TFE’ {in ugmasina yeterli olmus ve bu sekilde fiber ¢apimin en ince seviyede

olacak sekilde ve kopmadan tiiretim gergeklestirilmistir (Sekil 4.2).

B (3:1 TFE: PBS v:v) ¢ozeltisi kullamlarak hazirlanan fiberlere ait SEM goriintiisii
incelendiginde ise, belirtilen elektro-egirme parametrelerinde, ¢ozelti jet toplayiciya
ulasana kadar ucan TFE miktarinin yeterli olmadigi ve bu nedenle ortalama fiber
capinin A ¢ozeltisi kullamilarak hazirlanan membrandaki fiberlere kiyasla 476 nm

seviyesine yiikseldigi gézlemlenmistir (Sekil 4.3).
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HFW | HV [spot| mag OO | det [ tit| WD | — 5 pm
17.1 ym|5.00kV | 2.0 115000 x |ETD|-0 °[13.5 mm UNAM

Sekil 4.2. A ¢ozeltisi (1.5:1 v:v TFE:PBS) kullamlarak hazirlanan membranlardaki
¢Oziicli miktarimin fiber ¢apina ve dagilimina etkisine ait SEM goriintiisii

y A !
HFW HV |spot| mag O | det | tilt WD | Spm
16.0 pm|5.00 kV | 2.5 |16 000 X |ETD|-0 °|11.4 mm| UNAM

Sekil 4.3. B ¢ozeltisi (3:1 v:v TFE:PBS) kullanilarak hazirlanan membranlardaki
¢Oziicli miktarinin fiber ¢apina ve dagilimina etkisine ait SEM goriintiisii.
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Sekil 4.4. C ¢ozeltisi (4.5:1 v:v TFE:PBS) kullanilarak hazirlanan membranlardaki
¢Ozlicii miktarinin fiber ¢capina ve dagilimina etkisine ait SEM goriintiisii

Sekil 4.5. D ¢ozeltisi (9:1 v:v TFE:PBS) kullamlarak hazirlanan membranlardaki
¢Ozlicli miktarinin fiber ¢apina ve dagilimina etkisine ait SEM goriintiisii

Sekil 4.4 ve Sekil 4.5 incelendiginde ise, ¢Oziicii konsantrasyonunun C ve D
orneklerindeki artisina karsin voltaj ve akis izimin sabit kalmasi, iiretilen fiberlerdeki
¢oziiciinliin ugcamamasina dolayisiyla fiberlerin kademeli olarak kalinlagsmasina neden
olmustur. Bu durumun temel sebebinin, artan TFE oranina bagli olarak artis gosteren
viskozite oldugu diistiniilmektedir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde,

lyilestirme ¢alismalarimin ikinci asamasi olarak 4.5:1 v:v TFE:PBS oraminda ¢oziicii
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kullamlarak hazirlanan C fiberlerine sisteme uygulanan voltajin etkisi incelenmistir.
Bu amagla voltaj degeri 12 kV degerinden 15 kV’ a yiikseltilmis ve bu sekilde tiretilen
fiberlere ait SEM goriintiileri Sekil 4.6° da belirtildigi sekilde incelenmistir.

Sekil 4.6. Voltajin fiber capina ve dagilimina etkisine ait SEM goriintiileri
C1) 12 kV, C2) 15 kV.

SEM sonuglar1 degerlendirildiginde, 12 kV’ a (Cl) maruz birakilarak iretilen
membranda gozlemlenen yapinin, voltajin 15 kV’ a (C2) yiikseltilmesi halinde daha
diizgiin hale geldigi ve ortalama yarigcapin 1.04 um seviyesinden 784 nm seviyesine

diistiigi gozlemlenmistir. Bu sekilde, sisteme uygulanan voltaj artist hem Taylor
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konisinin diizglin olusumunu hem de fiber ¢gapinin kopmadan incelmesini saglamustir.
Ayrica bu durum, protein-enzim c¢ozeltilerinin elektro-egrilmesi  sirasinda
uygulanmas1 gereken kritik voltaj degerinin saf protein ¢ozeltisinden farkli oldugu ve
¢Oziicli miktarina bagli olarak artan viskozitenin sisteme uygulanmasi gereken voltaji

dogrudan etkiledigini gostermistir.

Bu nedenle, Taylor konisinin elde edilebilmesi ve fiber ¢apinin incelmesi igin, 1.5:1
(viv) TFE:PBS ¢oziicii oranindan daha yiiksek ¢0ziicii miktarina sahip olan
cozeltilerde sisteme 12 kV degerinden daha yiiksek voltaj uygulanmasi1 gerektigi

sonucuna varilmstir.

Elektro-egirme isleminde voltaj ve akis hizi birbirine dogrudan bagli oldugundan
lyilestirme ¢alismasinin bir sonraki asamasinda A ¢ozeltisi kullamlarak, 0.35 ml/sa ve
0.25 ml/sa akig hizlarinda iretilmis, akis hizinin iyilestirilmesi gergeklestirilen
fiberlerin ¢ap1 ve dagilinu tlizerindeki etkisi incelenmis, elde edilen verilere ait SEM

goriintiileri Sekil 4.7 de gosterilmektedir.

Diger parametreler sabit tutularak akis hizi diisiirildiigiinde daha az miktarda tasinan
cozeltideki ¢oziiciinliin ugmast sebebiyle lif capimin 407 nm seviyesinden 193 nm’
seviyesine azaldign fakat cap dagilimimin diizgiin olmadigi gézlemlenmistir. Bu
durumun nedeni, 0.25 ml/sa akis izt degerinde uygulanan 12 kV voltaj degerinin

yiiksek gelmesidir.
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Sekil 4.7. Akis hizinin fiber ¢apina ve dagilimina etkisi, A1) 0,35 ml/sa
A2) 0,25 ml/sa.

Yukarida detayl1 olarak bahsedilen tiim bu parametreler kullanilarak, farkli ¢oziicii
parametrelerine sahip A, B, C, D membranlarinin elektro-egirme islem kosullar1
tyilestirilmistir.
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Amiloid yapinin, iiretilen membranlarda da korundugunu gézlemlemek i¢in literatiirde
verildigi sekilde hazirlanan iskeleler, Kongo kirmuzisi boya kullanilarak boyanmus,

yapidaki amiloid doniisiimiin varlig renk degisimi olarak gosterilmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. A ¢ozeltisiyle hazirlanan membramn Kongo kirmizisi boya ile boyama
A) Oncesi, B) sonrasi goriintiileri

Sekil 4.9. Kongo kirmizisi boya ile boyanan A membranina ait optik mikroskop
goruntusu

Bu kapsamda, elekiro-egirme islemi sonucunda hazirlanan membranlarin yapisini

olusturan amiloid formun korundugu gosterilmistir (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).
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Bu durumun ayrintili incelemesi igin, FTIR yap1 karakterizasyonu gergeklestirilmistir.
Bu kapsamda amiloid protein ve protein-enzim ¢o6zeltisi kullanilarak {iretilen
membranlar karsilastirilmus, enzim ilavesinin membfran yapisinda olusturdugu
degisim incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, her iki Ornekte goriilen gerilme
titresim bantlar1 —OH band1 3300 cm? ve N—H bandi 1650 cm®, N—-O asimetrik band1
ise 1536 cmr! dalga sayilarina karsilik gelmektedir (Sekil 4.4). Bu érnekler, kati GOD
ile karsilastirildiginda, protein-enzim membrana ait N-H bandinda siiperpozisyon
etkisiyle genisleme goriilirken; —OH bandinda daralma gozlemlenmistir. Ayrica,
glikoz oksidaza ait 1110 ve 857 cm?! seviyesindeki O-H ve C-N piklerin yok olmast,
kullamlan ¢6ziiciiler etkisinde enzim yapimin degisime ugradigini gostermektedir. Bu
membranlarin spektrum incelemesi yapildiginda amiloidlesme sonrasinda, BSA ve
BSA-GOD’ a ait bantlar arasinda ihmal edilecek kadar az fark olmasi, iki ylizeyin

benzer 6zellikler gosterdigini, yani enzimlerin amiloid yap1 icerisinde hapsoldugunu

kamtlamaktadir.
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Sekil 4.10. Protein (BSA) ve protein- enzim (BSA- GOD) tabanli membranlara ait
FTIR spektrumu
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4.3. Enzimatik Aktivitenin Saptanmasi

Biyokatalitik membranlardaki enzimatik aktivitenin elektrokimyasal yontemle tayin
edilmesi amaci ile Cizelge 4.4’ te belirtilen oranlarda c¢ozeltiler hazirlanmis ve
membran  Uretimi  gerceklestirilmistir.  Eniyilestirme sonuglar1  kapsaminda
membranlarin liretim islemi, elektro-egirme parametreleri 0.35 ml/sa akis iz, 10 cm
igne ucu-toplayici arast mesafe ve 12 kV voltaj olacak sekilde gerceklestirilmis, 1, 5,
20 ve 60 dakika siire ile hazirlanan membranlarin yapisindaki enzimin goriiniir

aktiviteleri saptanmustir.

Bu dogrultuda, glikoz ¢ozeltisi ile etkilesim alan1 25 cm? de sabitlenmis membranlarin
yapisinda bulunan glikoz oksidaz enziminin, 0.05 mM-50 mM araliginda glikoz
derisimlerine verdigi cevaplar, akim cinsinden kaydedilmis ve Sekil 4.4-4.7

hazirlanmustir.
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Sekil 4.11. 1-60 dakika zaman araliklarinda A ¢6zeltisi kullanilarak hazirlanan
membranlarin, degisen glikoz konsantrasyonuna karsi gosterdikleri
gOriiniir cevap egrileri

Sekil 4.11° de amperometrik Ol¢timii yapilan 1.5:1 (v:v) TFE:PBS oranindaki

fiberlerin degisen glikoz konsantrasyonuna karsi cevap egrileri akim cinsinden

gosterilmektedir. Farkli siirelerde iiretilen membranlarin yapisindaki enzimin glikoz

derisimine karsi verdigi cevap egrileri incelendiginde su sonuglar gdzlenmistir. Bu
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grup fiberlerde kaydedilen en yiiksek akim siddeti, 0.7 pA seviyesindedir. Bu deger,
yapinin en ince oldugu ve dolayisi ile en az enzimi igeren, 1 dakika siirede toplanan
fiberlerin olusturdugu membranda gozlenmistir. Benzer sekilde, membramin glikoz
derisimine kars1 verdigi cevabin dogrusal olarak seyrettigi en genis bolge simri, yani
sistemin dogrusallik simir1, yine 1 dakika siirede hazirlanan membran i¢in 20 mM
glikoz olarak tespit edilmistir. Daha wuzun birikim siiresi iginde hazirlanan

membranlarda dogrusallik sinirlarimin list noktas1 daha diisiik degerlerde kalmstir.

Sekil 4.12° de amperometrik 6lglimii yapilan 3:1 (v:v) TFE:PBS oranindaki fiberlerin

degisen glikoz konsantrasyonuna karsi cevap egrileri akim cinsinden gosterilmektedir.
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Sekil 4.12. 1-60 dakika zaman araliklarinda B ¢ozeltisi kullamlarak hazirlanan
membranlarin, degisen glikoz konsantrasyonuna karsi gosterdikleri
goriinilir cevap egrileri

Elde edilen sonuglara gore, artan TFE oranlarinda elde edilen cevabin 0.7 pA

seviyelerinden 0.15 pA seviyesine kadar diistiigii anlagilmaktadir. Bu durumun temel

nedeni, artan ¢dziicli orammnin enzimin yapisina zarar vermesidir. Ayrica, sistemden
cevap alinabilecek en yiiksek seviyedeki glikoz derisiminin, 1.5:1 (v:v) oramnda
hazirlanan membrandaki 50mM seviyesinden 2 mM seviyesine kadar inmesine yol
actigl gozlemlenmistir. Bu gerileme 4.5:1 ve 9:1 oranlarindaki ¢ozelti ile hazirlanan
membranlarda, daha da belirginlesmis ve 6l¢iim yapilabilen en yiiksek glikoz derisimi
0.5 mM seviyesine kadar inmistir. Cevap akiminda goriilen diisiis ise 0.03 pA
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seviyesine gerilemistir. Tiim bu sonuglar birlestirildiginde, artan TFE:PBS oranmimn

enzimin yapisina olduk¢a zarar verdigi anlasilmustir.

Sekil 4.13 ve 4.14’te, aym sartlarda Sl¢limii yapilan 4.5:1 (v:v) TFE:PBS, 9:1 (v:v)
TFE:PBS oramindaki fiberlerin degisen glikoz konsantrasyonuna karsi olusan cevap
egrileri akim cinsinden gosterilmektedir. Goriildiigii lizere, TFE oramim artmasi hem

lineer bolgenin daralmasini hem de alinan cevabin miktarim olumsuz etkilemistir.
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Sekil 4.13. 1-60 dakika zaman araliklarinda C ¢ozeltisi kullamlarak hazirlanan

membranlarin, degisen glikoz konsantrasyonuna karsi gosterdikleri
goriiniir cevap egrileri
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Sekil 4.14. 1-60 dakika zaman araliklarinda D ¢6zeltisi kullamlarak hazirlanan
membranlarin, degisen glikoz konsantrasyonuna karsi gosterdikleri
goriiniir cevap egrileri
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Sekil 4.15. Membran yapisindaki farkli enzim aktivitesinin glikoz derigimine karsi
olusturduklar1 goriiniir cevap egrileri (birikim siiresi: 1 dk; ¢ozelti tipi: A)
En yiiksek akim giddetine ulasilan dolayisiyla da en yiliksek aktiviteye sahip oldugu
belirlenen A ¢ozeltisi ile iiretilen membranlar kullamlarak c¢aligmalara devam
edilmistir. Bu agamada, enzimatik aktivite dl¢limlerinde diflizyon engelinin etkisini

incelemek icin A ¢ozeltisi ile hazirlanmus 100 U ve 200 U/ml’lik konsantrasyonda
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enzim igeren membranlar kullamilmus, elde edilen sonuglar Sekil 4.15° te

gosterilmistir.

Grafikten anlasilacag tizere, c¢oOzelti igerisindeki glikoz oksidaz derisiminin
arttiritlmasi, membranlarin farkli glikoz derisimlerine karsi gosterdikleri cevabi
degistirmemistir. Bu durum incelendiginde membranlarin, glikoza karsi verdikleri
cevabin diflizyon kisitlamalarina bagli oldugu anlasilmaktadir. Elde edilen bu
sonuclara ait genel degerlendirme yapildiginda, asagidaki mekanizmalarin gecerli

oldugu sonucuna varilmaktadir:

Amiloid yapidaki SSA matriksi icerisinde kapanlanan (entrapment) enzimlerin
aktivite gosterdigi, buna karsin glikozun bu enzime varabilmek icin zorlu bir aktarim
mekanizmasint agmasi gerektigi diisiiniilmektedir. Bu asamadan sonra gerceklesen
tepkime sonucunda olusan hidrojen peroksitinde geri difiizlenerek yigin akisa
karismasi, bunun yaninda son asamada 650 mV ta polarize edilen elektrot yiizeyinde
bozunmast gibi kademelerin sisteme ait hiz kisitlayici basamaklar oldugu

anlasilmaktadir.

Sonuglar kimyasal kinetik agisindan incelendiginde ise, reaktif olarak tepkimeye giren
glikozun, enzime ulagma yolunda karsilastigi direngler, diger bir deyisle kiitle aktarim
ve diflizyon kisitlarinin, enzime ulastiktan sonra gerceklesen tepkime yaminda kontrol
acisindan ¢ok daha Onemli oldugu anlasilmaktadir. Ciinkii sistemin cevabim,
tepkimenin degil, yiiksek oranda kiitle aktarimimin kontrol ettigi durumlarda, membran
yapisindaki enzim miktarinin (uzun siireli birikim) veya ¢ozeltiye eklenen enzim
aktivitesinin herhangi bir etkisi olmamaktadir. Bu durum, 60 dakika birikim siiresi

sonucu iiretilen membramn glikoz derisimine verdigi cevaptan da anlagilmaktadir.

Bu sonuglarin kinetik ve sistem dinamigi ile ilgili olarak yorumlanmas: dogrultusunda,

ileriki donemlerde yapilmasi planlanan ¢aligmalar Boliim 5 te sunulmustur.

Son olarak degisen glikoz derisimine karsi verilen cevabin en yiiksek oldugu
belirlenen 1-60 dakika zaman araliklarinda A ¢ozeltisi kullamlarak gergeklestirilen
elektro-egirme islemi ile hazirlanan membranlara ait aktivite miktarinin belirlenmesi

icin gerekli kalibrasyon islemi gergeklestirilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Serbest glikoz oksidaza ait kalibrasyon egrisi (Kalibrasyon islemi 10mM
glikoz konsantrasyonuna sahip PBS igerisinde gergeklestirilmistir.)

Bu dogrultuda, aktivitesi bilinen serbest glikoz oksidazin, 10 mM glikoz derisimindeki
PBS igerisine artan oranlarda eklenmesi sonucunda verdigi cevaplar akim cinsinden
Olclilmiistiir. Bu sekilde elde edilen kalibrasyon egrisi kullamlarak, farkli birikim
stirelerinde iretilen A membranlarina ait cevap akimlari, aktivite cinsinden

hesaplanmustir (Sekil 4.17).

Sekil 4.16 ve Sekil 4.17° den anlasilacag ilizere Sekil 4.11° de farkli birikim
stirelerinde A ¢ozeltisi ile hazirlanan membranlara ait glikoz derisimi-cevap akimi
cinsinden verilen degerler, birikim siiresi degisimine bagli olarak gosterdikleri aktivite
cinsinden hesaplanarak grafik haline getirilmistir. Bu sonug, A ¢ozeltisi ile hazirlanan
membranlara ait aktivite degerlerinin farkli birikim siirelerinden bagimsiz olacak
sekilde birbirine olduk¢a yakin oldugunu buna karsin belirlenen en yiiksek aktivite
(2547 U/m?) 1 dakikalik elektro-egirme islemi sonucunda A ¢ozeltisi ile hazirlanan

membranlarda gézlenmistir.
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Sekil 4.17. Farkli birikim siirelerinde A ¢dzeltisi kullamlarak elektro-egime islemi
gerceklestirilen membranlara ait aktiviteler
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5. SONUCLAR VE GELECEK CALISMALAR

Bu calisma kapsaminda, biyomalzeme arastirmalarinda kullanilmak iizere “dogal ve
fonksiyonel” 0Ozellikleri olan membranlarin iiretilebilecegi gosterilmistir. Bu
membranlar “biyomalzeme” ve “biyosensor” uygulamalarinda kullamlmak iizere
model olarak secilen sigir serum albiiminin amiloid formu ve aktif biyolojik ajan
olarak secilen glikoz oksidaz enzimi kullanilarak elektro-egirme yontemi ile

iiretilmistir. Elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde dzetlenmistir.

e Sigir serum albiiminin amiloid forma dondiiriilmesi amaci ile yapilan 6n
calismalarda bu doniisiimiin saglanabildigi ve bu formu kullanarak hazirlanan
protein c¢oOzeltilerinin elektro-egirme yontemi i¢in uygun hale geldigi

goriilmiistiir.

e Amiloid formdaki proteinin ¢ozeltilerine katilan enzimin aktivitesini hem
cozeltideki TFE orammn artmasi ile hem de elektro-egirme islemi ile belli
oranda kaybettigi, fakat sistem parametrelerindeki eniyilestirme ¢alismalariile

bu oranin kabul edilebilir seviyelerde tutulabilecegi goriilmiistiir.

e Biyosensor uygulamalarinda oldugu gibi, iiretilen biyokatalitik membrandaki
enzim aktivitesi, amperometrik yontemle Ol¢iilmiis ve pA seviyesinde akim
siddeti goriilmiistiir. Bu sonug, yeni yapinin, biyosensor uygulamalari,

ozellikle “enzim elektrodlar” igin ideal bir yap1 oldugunu gostermektedir.

e Benzer sekilde, bliyiime faktorleri, hormonlar vb. gibi farkli biyoaktif ajanlar
kullanilarak, hem dogal yapimn korundugu hem de fonksiyonel

“biyomalzemelerin” hazirlanabilecegi gosterilmistir.

e Farkli parametrelerde iiretilen membranlarin yapisindaki enzim aktivitesinin
Olgiimiinde elde edilen sonuglar, sistemdeki dinamik davramsin tamamen
diflizyon kontrollii oldugunu, enzim kinetiginin hi¢bir membran tiiriinde etkin

olamadigim gdstermistir.
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Yukarida agiklamaya calisilan durum, onceki ¢alismalarimizda da karsimiza ¢ikan ve
diflizyon kisitlamalarimin artmasi ile biyosensorlerde substrata karst dogrusallik
stmrimn artigim gosterdigimiz yayinlarimiz ile de uyum igerisindedir [47, 48]. Bu
calismada da, 1 dakika boyunca toplanan fiberlerin olusturdugu membrana ait
dogrusallik simr1 tiim diger membranlardan, diger bir deyisle yapisinda daha fazla
enzim miktar1 bulunmasi beklenen yapilardan daha yiliksek bir dogrusallik degeri
gostermistir. Bu durumda c¢ok net olarak gostermektedir ki, membramn enzimatik

tepkisi, tamamen kiitle aktarim kontrollii olup enzim miktarindan bagimsizdir.

Bu arastirmanmin gelecek donem yapilmasi diisliniilen asamalarinda, arastirma
grubumuzda daha onceki donemlerde biyosensdrlere yonelik caligsmalarindaki gibi,
sisteme ait, etkinlik faktdrii ve Thiele Modiilii gibi boyutsuz gruplarin hesaplanmas1
ve aym anda gerceklesmesi beklenen kinetik davrams ile kiitle aktarim

mekanizmalarimn Karsilastirilmas: yoniinde ¢alismalar yapilacaktir [49-51]
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