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SIMGELER VE KISALTMALAR LiSTESI

ark.
APS
BApNA
BSA

dk
DMSO
dTGA
EDC
EDS
EG
e.m.k

FTIR

GA
HCI
U

IGY

KBY

kDa

K

L
LC-MS/MS
M

: Angstrom

. Arkadaslar1

: Amonyum persiilfat

: Na-Benzoil-DL-arginin 4-nitroanilit hidroklorit
: Bovin serum albumin

: Konsantrasyon

: Dakika

: Dimetil siilfoksit

: Diferansiyel termogravimetrik analiz

: Elektronik darbeyle ¢oktiirme

: Enerji dagilim spektroskopisi

: Etilen glikol

: Elektro motor kuvveti

: Fourier doniistimlii kiz1l6tesi spektroskopisi
: Gram

: Gallik asit

: Hidroklorik asit

: International Unit (Uluslararasi iinite)

: Inert gaz yogunlasmasi

: Kelvin

: Kimyasal buhar yogunlagsmasi

: Kilo Dalton

: Michaelis-Menten hiz sabiti

: litre

: S1vi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi
: Markar (belirtec)
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MALDI
mg

mL
MNP
mM
MPTS
MR

MS

uL
NaCl
nm

NPs
PCE
rpm
SAP
SDS
SDS-PAGE
SEM
SOAD
SPD

t

T

TA
TCA
TCE
TEM
TEMED
TGA
Tris
TOF/MS
U

: Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon
: Miligram

: Mililitre

: Manyetik nanopartikiil

: Milimolar

: 3-(mercaptopropil) trimetoksisilan
: Manyetik rezonans

: Kiitle spektrometresi

: Mikromolar

: Mikrolitre

: Sodyum Kloriir

: Nanometre

: Nanopartikiiller

: Tetrakloreten (perkloreten)

: Dakikadaki devir sayisi

: S1v1 alev piiskiirtme

: Sodium dodesil siilfat

: Sodyum dodesil stilfat poliakrilamit jel elektroforezi
: Taramal1 elektron mikroskobu

: Ses Otesi atigla dovme yontemi

: Siddetli plastik sekil degisimi

: Zaman

: S1icaklik

: Tannik asit

: Trikloroetan

: Trikloroeten

: Gegirgen electron mikroskobu

: Tetrametiletilendiamin

: Termogravimetrik analiz

: Tris(hidroksimetil)- aminometan
: Ucus zamanu kiitle spektrometresi

: Unite (Unit)



uv
U/mL
Vimax
VSM
XRD

: Ultra viyole

: Enzim aktivite birimi (unit /mililitre)
: Maximum reaksiyon hiz1

: Titresen 6rnek magnetometresi

: X-151n1 kirinimi
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OZET

Anahtar kelimeler: Fe;04 manyetik nanopartikiiller, Tannik asit, Gallik asit, Tripsin,
BSA, kazein.

Bu ¢alismada, demir oksit manyetik nanopartikiilleri sentezlenerek polifenoller ile
fonksiyonellestirilmesi ve tripsin enziminin immobilizasyonu ve proteinleri sindirimi
incelenerek bundan sonra yapilacak caligmalara da onciililk etmesi hedeflenmistir.
Calisma {i¢ ayr1 kisim halinde yiiriitilmiistiir.

Ik kisimda, Fe;O4 manyetik nanopartikiiller, ¢oktiirme ydntemi ile sentezlenmis olup
sentezlenen nanopartikiiller tannik asit ile fonksiyonellestirilmistir. Modifiye
nanopartikiil {izerine tripsin enzimi immobilize edilmistir. Immobilize tripsin ve
serbest tripsinin pH, sicaklik, depo ve termal kararliliklari, substrat ¢alismasi (kinetik
parametreleri) ve ayrica immobilize enzimin tekrarlanabilirliligi g¢alisilmistir.
Enzimin farkli pH lardaki elektrostatik etkilesimi Zeta potansiyel analizi ile
aciklanmistir. Sentezlenen Fe;O4 ve ara tirtinlerin yapilar1 FT-IR, XRD, TGA-dTGA,
SEM ve VSM analiz yontemleri ile aydmlatilmistir. Serbest ve immobilize tripsin
enziminin Bovin Serum Albumin (BSA) ve kazein proteinini hidrolizi ¢alisilmis olup
sonuclart LC-MS/MS de analiz edilmistir.

Ikinci kisim birinci kisimdan farkli olarak, coktiirme yontemi ile sentezlenen Fe;O4
manyetik nanopartikiiller gallik asit ile fonksiyonellestirilmistir. Diger tiim yapilan
calisma ve karakterizasyonlar birinci kisimla parelel olarak ylirtitiilmiistiir.

Ucgiincii kisimda, solvotermal ydntem ile Fe;0,4 manyetik nanopartikiiller sentezlenip,
tanin ile fonksiyonellestirilmistir. Modifiye nanopartikiil iizerine tripsin enzimi
immobilize edilmistir. Serbest ve immobilize tripsin enziminin Bovin Serum
Albumin (BSA) ve kazein proteinini sindirimi ¢alisilmis olup sonuglart SDS-PAGE
sisteminde degerlendirilmistir. Ayrica immobilize tripsin enziminin Bovin Serum
Albumin proteinini sindiriminden sonra olusan peptitlerin miktarlart ve sayisini
belirlemek icin MALDI-TOF MS analizi kullanilmistir. Tripsin peptid baglarini lizin
ve arginin artiklarindan sonra spesifik olarak yikima ugratan bir pankreatik serin
endoproteazdir ve c¢ogunlukla protein yikimi ve peptid haritalandirilmasinda
kullanilmaktadir.
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IMMOBILIZATION OF TRYPSIN ON Fe;O0, NANOPARTICLES
WHICH HAVE BEEN FUNCTIONALIZED WITH POLYPHENOLS
AND APPLICATION OF DIGESTION

SUMMARY

Keywords: Fe;O4 magnetic nanoparticles, Tannic acid, Gallic acid, Trypsin, BSA,
casein.

In this study, by synthesizing of iron oxide magnetic nanoparticles were
functionalized with polyphenols and immobilization of trypsin enzyme and by
examining digestion of proteins after that aimed to lead in the work to be done. This
study was carried out in three separate parts.

At the first part, Fe;O4 magnetic nanoparticles were synthesized by the precipitation
method and tannic acid was functionalized on the synthesized nanoparticles. Trypsin
enzyme was immobilized on modified nanoparticles. pH, temperature, storage
stability and thermal stability of the substrate work (kinetic parameters) of the free
and immobilized trypsin, and also reuse of immobilized enzyme was studied.
Electrostatic interaction of the enzyme at different pH was explained by zeta
potential analysis. The structures of synthesized Fe;O4 and its derivative were
illuminated by FTIR, XRD, TGA, SEM and VSM analysis. The efficiency on free
and immobilized trypsin enzyme of hydrolysis of Bovine Serum Albumin (BSA) and
casein protein were studied and the results were also analyzed by LC-MS / MS.

The second part is different from the first part, gallic acid was functionalized on
Fe;O4 magnetic nanoparticles which synthesized by the precipitation method. All
other studies and characterizations were carried out in parallel with the first part.

At the third part, Fe;O4 magnetic nanoparticles were synthesized with solvotermal
method and tannin was functionalized on the synthesized nanoparticles. Trypsin
enzyme was immobilized on modified nanoparticles. The efficiency on free and
immobilized trypsin enzyme of digestion of Bovine Serum Albumin (BSA) and
casein protein were studied and the results were also evaluated by SDS-PAGE. Also
MALDI-TOF MS analysis was used to determine the amount and number of peptides
formed after digestion of Bovine Serum Albumin (BSA) of immobilized trypsin
enzyme. Trypsin, which specifically cleaves peptidic bonds on C-terminal group of
lysine or arginine, is a pancreatic serine endoprotease and is used mostly for protein
digestion and peptide mapping.
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BOLUM 1. GIiRiS

Katalizoriin yeniden kullanilmasi, siirekli islemlere olanak vermesi ve liriin
saflagtirnlmasindaki kolayliklar nedeni ile enzim immobilizasyonu biiyiik 6l¢ekli
uygulamalarda ¢ok kullanilan bir yontemdir. Bununla birlikte, immobilize enzimlerin
biyokatalitik etkinligindeki zayiflik onlarin biiyiik 6l¢ekli islemlerde geleneksel
kimyasal proseslerle yarigmalarimi engeller. Biyokatalitik etkinligin artirilmas,
enzim immobilizasyonu i¢in tasiyict maddelerin yapisinin degistirilmesi ile
saglanabilir. Yiizeylerine enzim baglanmis gozeneksiz materyaller birim destek
kiitlesi basina genellikle diisilk enzim miktar1 ile yiiklenirken minimum difiizyon
siirlamasina maruz kalirlar. Diger taraftan gézen ekli materyallere yliksek miktarda
enzim yiiklemesi yapilabilir fakat substrat cok daha biiyiik difiizyonel kisitlanmaya
maruz kalir. Enzim tasiyict materyallerin  boyutlarindaki kii¢iilme genelde
immobilize enzimlerin etkinligini arttirabilir. Yiizeye baglanma durumunda, daha
kiigiik partikiiller enzimlerin baglanmasi i¢in daha genis ylizey alanit sunar ve
partikiillerin birim kiitlesi basina daha fazla enzim yiiklenmesi miimkiin olur.
Gozenekli materyallere enzim immobilizasyonu durumunda, biiyiik boyutlu
gozenekli materyaller ile karsilastirildiginda kiiciik gozenekli partikiillerden
substratin difiizyon yolunun kisa olmasi nedeni ile daha az kiitle-transfer direnci
beklenir. Enzim immobilizasyonu i¢in mikrometre biiyiikliikli partikiillerin
kullannmi {izerinde kapsamli ¢alismalar vardir. Son zamanlarda ise, enzim
immobilizasyonu i¢in tasiyict olarak nanopartikiillerin kullanilmasina olan ilgi
olduk¢a artmistir. Genis yiizey alan1 nedeni ile nanopartikiillere etkili enzim
yiiklemesinde birim kiitlesi basma % 10’luk (kiitlece) bir orana ulasiimistir. Ozet
olarak, immobilize enzimlerin optimizasyonunda siklikla rastlanan celigkili meseleler
olan minimum difilizyonel sinirlama, birim kiitle basina maksimum yiizey alani ve
yiiksek miktarda enzim yiiklenebilmesi gibi konularda nanopartikiiller ideal ¢6ziim

sunarlar [1].



Son birkag yildir, nanopartikiillerin birgok tiirli nanoteller, nanotiipler, nanogubuk ve

nanohalkalar gibi ¢esitli nanoyapilarin tiretiminde yogun olarak is gérmektedir [2-3].

Kat1 tasiyicilar {lizerine enzimlerin immobilizasyonu serbest enzimlerin {istiinde
bircok avantajlar sunabilmesine ragmen, substratin diisiik kiitle transfer etkisi,
immobilize enzimin islevsel kararsizligi ve bazen tasiyicinin yiiksek maliyeti

proteinlerin hidrolizi uygulamalarini sinirlandirmaktadir [4].

Tastyicilarin - birgok  yeni tiirli  ve teknolojiler son zamanlarda, sanayi
biyoteknolojisinde enzim biyokataliz maliyetini azaltmak i¢in kararlilik, aktivite ve
enzim baglanmasin1 artirmayr amaclayan geleneksel enzim immobilizasyonu

gelistirmek ic¢in uygulanmaktadir [5].

Polimer mikrokiirecikler ve ¢esitli metal nanopartikiiller, enzimler ve proteinlerle

basaril1 bir sekilde baglanmaktadir [6-7].

Manyetik 6zellige sahip molekiiller, enzim immobilizasyonu calismak i¢in destek
sistemlere sentezlenmektedir [8-12]. Yiiksek katalitik 6zellige sahip konjuge enzim
ve yliksek baglanma kapasiteli manyetik nanopartikiiller tarafindan hacim orani genis
yiizey elde edilmektedir [13,14]. Enzim kararlilig, katalitik 6zelliklerin avantajlarina

ek olarak nanoboyuttaki desteklerle ve diisiik maliyetle maximize edilir [15,16].

Bu c¢alismanin amaci, literatiirde yer almayan tannik asit, gallik asit ve tanin gibi
polifenol tiirevlerinin {izerine enzim immobilize ederek daha kararli, biyouyumlu ve
toksik olmayan malzeme firetip literatiire katki saglamaktir. Bu calismada, Fe;O4
manyetik nanopartikiilleri kimyasal ¢oktiirme ve solvotermal yontem ile
sentezlenmistir. Kimyasal ¢oktiirme ile sentezlenen Fe;O4 tannik asit ve gallik asit
ile, solvotermal yontem ile sentezlenen Fe;Oy ise tanin ile fonksiyonellestirilmistir.
Modifiye nanopartikiiller iizerine tripsin enzimi immobilize edilmis ve immobilize

tripsinin BSA ve kazein proteinlerini sindirimi uygulama olarak ¢alisilmistir.



BOLUM 2. METAL OKSITLER VE MANYETIK
NANOPARTIKULLER

Metal oksit nanopartikiiller ve uygulamalar1 fizik, kimya, biyoloji ve ila¢ alaninda
fiziksel ve kimyasal oOzelliklerinin etkisinden dolayr son on yildir aragtirmalar
artmaktadir. Son yillarda nanoboyutlu demir oksit nanopartikiiller biyolojik

uygulamalarda g6zle goriiliir bir sekilde 6nemsenmektedir [17].

Yine son yillarda nanopartikiil katalizorler birinci sira gegis metallerinden Fe [18],
Ni [19-23] ve Co [24-26] calisilmaktadir. Fakat onlar yalnizca hidroliz durumlarinda
gereken kararlilik eksikligine ve yavas katalitik aktiviteye sahiplerdir [27].

Fe;O4 gibi siliperparamanyetik demir oksit nanopartikiiller ve onun tiirevleri
kimyasal, termal ve manyetik 6zelliklere sahiptirler [28,29]. Bu o6zellikler onlari,
ozellikle biyolojik ve medikal uygulamalar icin MR, biosensorler, kanserin

hedeflenen terapisi/HIV [29,30] i¢in daha uygun kilar.

2.1. Nano Boyutlu Demir Esash Malzemeler

Nano boyutlu metal malzemeler, nano boyutta tanecik biyiiklii§iine ve yapisina
sahip metallerdir. Son zamanlarda yapilan arastirmalar, bu malzemelerin
ozelliklerinin ¢cogunlukla tanecik boyutuna bagli oldugunu gostermistir [31]. Dahast,
nano malzemelerin yapisi, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerde 6nemli degisimlere sebep
olmaktadir. Ornegin, manyetik malzemelerdeki zorlayict kuvvet degistirilebilir,
yiizeyin tepkimeye girme kabiliyeti ve katalitik yetenegi artirilabilir ve mekanik
dayaniklilik bes veya daha fazla kat artirilabilir [32]. Yapisal unsurlar arasinda, nano
tanecigin yiizey etkileri olduk¢a énemli bir yere sahiptir. Ornegin, nano boyutlara

getirilen kristalitlerin ylizey kimyasi, mikro boyutlu taneciklerden farklilik gosterir.



Ayrica bunlar benzersiz bir tepkime kimyasina sahiptirler. Bunun yani sira, genis
0zgiil ylizey alanina sahip olmalari nedeniyle nano tanecikler, makro boyutta
yiizeyler gibi diisiiniilebilir. Bu da onlarin hacim o6zelliklerini etkiler. 3 nm
civarindaki bazi kiiresel nano taneciklerin, atom ya da iyonlarinin yaklasik %50’si
ylizeydedir. Bu sayede, yiizey o0zellikleri, hacim 6zelliklerini etkileyebilir ve yakin-
stokiyometrik tepkimeler olusabilir [31]. Cogunlukla malzemelerin yiizeylerinde
bozulmalar meydana gelir. Bu nedenle, ylizey yapisinin optimizasyonu, nano
tanecigin tliim davramisin1 etkin bir sekilde gelistirebilir. Demir-esasli nano
malzemeler, c¢evresel uygulamalarda, kirlenmis toprak ve yeraltt suyunun
temizlenmesinde dikkat cekecek derecede etkindir. Kii¢iik boyutlar1 nedeniyle,
tepkimeye yatkinliklari, geleneksel demir tozlarindan ¢ok daha fazladir. Ayrica sulu
camur i¢inde askida tutulabilir ve kirlenmis bolgeye dogrudan, kolayca
pompalanabilir. Saf demirin bilinen hig¢bir zehirli 6zelligi yoktur; zaten diinyada en
bol bulunan metallerden biridir. Saf demir havaya maruz kaldiginda, tugla kirmizisi
renge sahip olan demir okside yiikseltgenir. Metalik demir, organik kirliliklerin
(trikloroetan (TCA), trikloroeten (TCE), tetrakloreten (PCE) veya karbon
tetrakloriir... v.s.) varli§inda yiikseltgenirse, bu organik bilesenler, daha az zehirli
olan basit karbon bilesiklerine parcalanirlar. Dahasi, demir ylikseltgenirken, kursun,
nikel ve civa gibi agir metalleri indirger; toprakta sabit kalan ve ¢dzlinmeyen bir

yaptya doniistiiriir [33].

2.2. Nano Boyutta Demirin Manyetik Ozellikleri

Nano demir partikiillerin manyetik 06zellikleri manyetik kayitta, manyetik
akiskanlarda, biyomedikal uygulamalarda ve katalizde 6nemli rol oynamaktadir [34].
Ancak, c¢evresel uygulamalarda arastirmacilar bu manyetik 6zelliklerden kaginirlar.
Ciinkli, genis yiizey alani ve manyetik dipol-dipol ¢ekimi nedeniyle manyetik
nanopartikiiller, kiimelenmeye meyillidir [35]. Bunun sonucu olarak ¢ok daha uzun
zincirler olusur ve kirlenmis ylizeylerde nanopartikiillerin reaktifligi ve aktarimi
diiser. Bu nedenle, manyetik nanopartikiillerin dagilmasi, tepkimedeki etkinliklerinin
artirllmasinda hayati 6neme sahiptir. He ve Zhao, Fe-Pd nanopartikiillerini

saglamlagtirmak i¢in ¢Oziinlir nisasta kullanmislardir [36]. Bu nisasta kaplanmis



nanopartikiiller ayr1 taneciklerdir ve ¢ok daha az kiimelenme gosterirler. Ayrica elde
ettikleri sonuglar gostermistir ki nisasta kaplanmis nanopartikiiller tepkimeye

oldukga fazla yatkindirlar.

2.3. Nano Boyutlu Demir-Esash Malzemelerin Eldesi

Elde edilen nano boyutlu tanecigin boyut ve seklini belirleyen unsur, uygulanan
yontemdir. Son zamanlarda gelistirilen farkli elde etme yontemleri iki ana gruba

ayrilabilir: Fiziksel yontemler ve kimyasal yontemler.

2.3.1. Fiziksel elde etme yontemleri

2.3.1.1. Inert gaz yogunlasmasi yontemi

Inert gaz yogunlasmasi (IGY) pek cok arastirmaci tarafindan kabul gérmiistiir. IGY
yontemiyle ilk kez nano boyutlu demir malzeme iireten Gleiter’dir. Sanchez- Lopez
ve ark. IGY yontemiyle, basarili bir sekilde, ortalama caplar1 17 nm olan nano

boyutlu demir tanecikler iiretmistir [33].

2.3.1.2. Siddetli plastik sekil degisimi yontemi

Siddetli plastik sekil degisimi (SPD) ¢alismalarint Bridgman 1952°de baslatmistir.
SPD yontemleri, yiiksek basing altinda ve nispeten diisiik sicakliklarda 6nemli sekil
degisimi saglar. Bu gibi sartlar, mikro veya nano yapida, dnemli incelmelere sebep

olabilir. Yiiksek acili tane sinirlarina sahip iistiin-ince-taneli yap1 elde edilebilir [33].

2.3.1.3. Yiiksek enerjili bilyeyle 6giitme yontemi

Yiiksek enerjili bilyeyle 6glitme yonteminde, geleneksel mekanik Ogiitme teknigi
kullanilarak islenmemis metal parcalari, mikro veya nano boyutta taneciklere
parcalanir. Bilye ve tanecigin siirekli ¢carpismasi, pargalarin boyutunu sadece birkag

nanometre kadar kiigiiltiir. Bunun yani sira, sekil degisimine, catlak olusumuna ve



taneciklerin birbirleriyle kaynamasina neden olabilir. Del Bianco ve ark. bilyeli
ogiitme yontemiyle 10 nm boyutunda demir tanecikleri elde edebilmistir. Malow ve
ark. bilyeli 6glitme yontemiyle, 800 K tavlama sicakliginda, izotermal olarak elde
ettigi 15-24 nm arasindaki nano kristal demir taneciklerini, yaklasik olarak tam

yogunlukta bulunan numunelere sikistirmistir [33].

2.3.1.4. Ses otesi atisla dovme yontemi

Ses otesi atisla ddvme yontemi (SOAD) Tao ve ark. tarafindan gelistirilmistir. Tao,
yiiksek frekansli (20 kHz) ses 6tesi bir cihaz ve numune olarak da endiistriyel saflikta
demir levha kullanmistir. Bu yontemde, numune yiizeyine rastgele noktalara, yiiksek
hizla mekanik yiikler génderilir; bdylece ¢ikintilar meydana gelir. Islem devam
ettikce bu ¢ikintilar birlesir ya da yeniden diizenlenir; tanelerin konumlar1 da degisir.
Yiik yogunluguna ve germe hizina bagli olarak boyle bir inceltme islemi ile iistiin
incelikte tanecikler elde edilebilir [33]. Tao’nun gegirgen electron mikroskobu
(TEM) sonuglar1 gostermistir ki baslangicta islenmemis olan ve yiizey tabakasinda
bulunan taneler, ortalama 10 nm’ye kadar incelmistir. TEM sonuglarina gore taneler

cogunlukla tek diize yapidadir [32].

2.3.2. Kimyasal elde etme yontemleri

2.3.2.1. Ters misel yontemi

Ters misel ya da mikroemiilsiyon yontemi, dar bir boyut dagilimi gosteren ve
tekdiize bigime sahip nano tanecik eldesi i¢in miikemmel bir yontemdir. Carpenter,
demir(IT) siilfat1 (FeSO4) sodyum borohidritle indirgemek i¢in setiltrimetil amonyum
bromiir, oktan, n-biitanol ve sulu kimyasallardan olusan bir ters misel sistemi
kullanmistir [37]. Nano demir tanecikleri ince bir altin tabakasiyla kaplanmuistir;
boylece paslanmaktan korunmustur. Sonugta elde edilen nano tanecikler 1 nm altin
tabakasiyla birlikte 7 nm’lik bir ¢apa sahiptir. Li ve ark. benzer bir sistem kullanmis
ve ¢ap1 10 nm’den az olan, neredeyse kiiresel demir tanecikler elde etmistir [38].

Wiggins ve ark. ters misel yontemini kullanarak Fe—Au iizerine yaptiklar1 ¢alismalar



sonucu, 3 nm Au ¢ekirdek lizerine, 1 nm Fe tabaka ve 2 nm Au kaplamaya sahip
nano tanecikler elde etmislerdir [32]. Song vd. nano boyutta a-Fe,Os elde etmek i¢in
sodyumdodesil benzen siilfonat, stiren, benzen, amonyum peroksidisiilfat, etanol,
demir(II) stilfat ve hidroklorik asitten olusan bir sistem kullanmistir [39]. Elde edilen

tanecikler ortalama 10 nm capa sahiptir ve tekdiize boyut dagilimi gosterirler.

2.3.2.2. Kontrollii kimyasal ¢oktiirme yontemi

Kontrollii kimyasal ¢oktiirmeyi saglamak amaciyla uygun pH araliginda uygun bir
coktiiriicii ilave edilir. Eldeki asir1 ince baslatici (precursor) olgunlastirilir, siiziiliir,
yikanir, kurutulur ve ayristirilir; bdylece nano boyutta tanecikler elde edilir (Sekil
2.1.). Yaygmn olarak kullanilan ¢oktiiriiciiller NaHCOs3, Na,CO3, (NH4),COs, NaOH
ve amonyaktir [32]. Liu ve ark. kontrollii kimyasal ¢oktiirme yontemiyle ortalama
boyutu 5 nm’den kiiciik olan demir oksit tanecikleri elde etmistir [35]. Jiang ve ark.
nano boyutta Fe;O4 tanecikleri elde ederken, ferrit ¢ozeltisinin pH’1n1 ayarlamak igin
NH4OH baz ¢ozeltisine lire ilave etmistir [40]. Ferrit ¢ozeltisinde ¢oziilen lire miktari
degistirilerek, elde edilen Fe;Os taneciklerinin ortalama ¢apt 850 nm arasinda
ayarlanabilir. Kim ve ark., iyonik olmayan yiizey aktif maddeyle kapli Fe;O4

tanecikleri elde etmistir; bu taneciklerin ortalama boyutu 2-6 nm’dir [41].

Fe304-NPS

OH

HO ’ OH

80°C, 1 saat \
FeCl; + FeSO; + NH.H,O0 » HO OH
N, atm.

HO OH

OH

Sekil 2.1. Kontrolli kimyasal ¢oktiirme akis semasi

2.3.2.3. Kimyasal buhar yogunlagsmasi yontemi

Farkli tiirde malzemeler iiretmek amaciyla “kimyasal buhar yogunlagmasi” yontemi

(KBY) gelistirilmistir. Piyasada pek ¢ok baslaticinin (precursor) bulunmasi da bunu



kolaylastirmistir [42]. Choi ve ark. bu yontemle, akiskan helyum atmosferinde
manyetik Fe nano tanecikleri elde etmistir [43]. Baslatic1 ve temel olarak da demir
karbonil (Fe(CO)s) kullanmislardir. Elde ettikleri kiiresel nano tanecikler, ortalama

5-13 nm boyutlarindadir ve tekdiize bir dagilim gosterir.

2.3.2.4. Elektronik darbeyle ¢oktiirme yontemi

Son zamanlarda yapilan arastirmalar gostermistir ki elektronik darbeyle ¢oktiirme
(EDC) yontemiyle de nano boyutlu demir esasli malzemeler {iretilebilir. Natter ve
ark. nano-Fe iiretmek i¢in Fe bir anotla etkisiz (inert) bir Ti katot kullanmistir [44].
Elektrolit (sitrat banyosu) 50 g/L (NHy),Fe(SOy4),, 20 g/L sitrik asit trisodyum tuzu,
10 g/L sitrik asit ve 40 g/L borik asit icermektedir. Banyo sicakligr 303 K’dir. Tane
boyutunu kontrol altinda tutmak ic¢in kii¢iik genislikte darbelerle elektrik akimi
uygulanmistir. Sonugta elde edilen nano boyutta demir taneciklerinin ortalama

boyutu 19 nm’dir ve bu tanecikler 1s1l acidan 550 K’e kadar kararhdir.

2.3.2.5. Sivi alev piiskiirtme yontemi

Siv1 alev piiskiirtme (SAP) yonteminin istiinliiklerinden bir tanesi de neredeyse
bitin  stvi  halde beslenebilen elementlerin, nano tanecik eldesinde
kullanilabilmesidir. Makela ve ark. bu yontemle, nano boyutta Fe, Pd ve Ag elde
ettiklerini bildirmislerdir [45]. Elde ettikleri sonucglar gostermistir ki bu iic metalin
ortalama tanecik boyutu 10-50 nm arasindadir (6rnegin, nano-demirin tanecik boyutu

40 nm’dir). Taneciklerin boyut dagiliminin standart sapmas1 1,35-1,5 arasindadir.

2.3.2.6. Siv1 fazda indirgeme yontemi

S1v1 fazda indirgeme yonteminin (borohidrit indirgeme de denir) temel ilkesi, metalik
iyon ¢Ozeltisine giiclii bir indirgen ilave ederek metali indirgemek ve nano boyutta
metal tanecik elde etmektir. Glavee ve ark., bu yontemle elde edilen nano-demir
tanecikler “FeBH” simgesiyle gosterilmistir [46]. Sivi fazda indirgeme yOntemiyle

demir nano taneciklerin eldesi, kolaylig1 ve verimliligi nedeniyle en ¢ok arastirilan



yontemdir. Ayrica ¢evresel uygulamalarda da en sik kullanilan yontemlerden biridir.
En yaygin kullanilan indirgen NaBHs’dir. Demir(Ill) kloriir (FeCl;.6H,0) ve
demir(Il) siilfatin (FeSO4.7H,0) sivi fazdaki demir ¢ozeltisi olarak kullanimina
iligkin basarili calismalar yapilmistir. Nurmi ve ark. ve Liu ve ark. bu yontemle elde
edilen nano demir taneciklerinin yapisini incelemislerdir [47,35]. Her iki yazar da
tanecik boyutuyla ilgili ayn1 sonuca varmistir. Zhang, kendi yontemleriyle iirettikleri

nano taneciklerin ortalama boyutunun 60,2 nm oldugunu bildirmistir [48].

2.3.2.7. Gaz fazda indirgeme yontemi

Geleneksel demir nano taneciklerden RNIP (Toda Kogyo Corp., Schaumberg, IL),
gaz fazda indirgeme yontemiyle liretilmistir ve ¢cevresel uygulamalarda genis Olciide
kullanilmaktadir. RNIP (Nurmi ve ark. tarafindan Fe"™ olarak gosterilmistir, ayni
simge yontemle nano boyutta demir tanecikler elde edilmistir [47].) RNIP, gdtit
(goethite) ve hematit taneciklerinin H, ile yiiksek sicaklikta (350-600 °C)
indirgenmesiyle tiretilmistir. Demir tanecikleri gaz fazda su i¢inde sogutulur. Sudaki
taneciklerin yilizeylerinde pas tabakasi olusur. Bu demir nano tanecikler
kurutulduktan sonra, organik halojen bilesenlerin ve/veya agir metallerin
indirgenmesinde kullanilabilir. Elde edilen taneciklerin ortalama boyutu 50-300 nm,
6zgiil yiizey alani ise 7-55 m?/g arasindadir. Fe icerigi genelde (agirlikca) %65 den
az degildir [32].

2.4. Manyetik Nanopartikiiller

Bir s1v1 igersinde siiperparamanyetik dispersiyonlar olusturan manyetik partikiiller
I’den 100 nm boyuna kadar degisen boyutlarda metal ve metal oksitlerden
olusmaktadir. Bu metal ve metal oksitler Ni, Co, Fe, Fe;O4 ve Fe;Os’den

olusmaktadir.
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2.5. Demir OKksitler

Demir oksitler, farkli manyetik o6zellikler ile degisik kimyasal bilesenlerden
olusmaktadir. Ferrimanyetizma gosteren bu ilging materyaller y-Fe,Os, Fe;Os,
MO .Fe,0O3 (M=Co, Mn, Ni veya Cu) gibi demir oksitlerdir. Ferrimanyetik demir
oksitler gec¢is metalleri gibi ferromanyetik metallerden daha kiigiik bir manyetik
cevap Ozelligi gosterirler. Fakat, demir oksitler oksidasyona daha az duyarli ve bu

nedenle kararli manyetik etkilerini korumaktadirlar.

Manyetit (Fe;O4) ve maghemit (y-Fe,Os3) en genel ve en ¢ok arastirilan demir
oksitlerdir. Manyetit ve maghemit ayni fiziksel 6zelliklere ve kristal yapisina sahiptir
(Tablo 2.1). Her ikisi de ferrimanyetik 6zellik gosterir. Fakat maghemit daha diisiik
doygunluk miknatisligina sahiptir. Bunlarin manyetik cevaplari alt 6rgii etkilesimleri
nedeniyle degismektedir. Maghemit (y-Fe,Os) sadece Fe’™  iyonlarindan
olusmaktadir. Kristal yapisinda Fe'™ iyonlarmimn yarisi tetrahedral diger yarisi da
oktahedral diizenlenmistir. Manyetit ise (FeO.Fe,O3), 1:2 molar oraninda Fe*" ve
Fe’™ iyonlarindan olusmaktadir. Fe’™ iyonlarmin yarisi tetrahedral diger yarist

oktahedral ve Fe*" iyonlarinin hepsi oktahedral olarak diizenlenmistir [49].

Tablo 2.1. Manyetit ve maghemitin fiziksel 6zellikleri [49]

Kristal Hiicre Renk Doygunluk Curie
yapisi boyutu (nm) miknatishgr | Sicakhgr (K)
Manyetit Kiibik 2,=0,839 Siyah 90-98 850
Maghemit Kiibik a,=0,834 Kirmizi 76-81 820-986
tetragonal kahve

2.6. Manyetit Kararhhgi

Manyetit (Fe;O4) havada kolayca maghemite oksitlenir. Maghemit sadece az
manyetik 6zellige sahip ferrimanyetiktir. Fakat 300 °C’den biiyiik sicakliklarda

manyetit hematite oksitlenir.
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4Fes04 + Oy ——» 6 Fe, 05 (2.1)

Hematit antiferromanyetiktir, bu nedenle bu doniislim bazi uygulamalarda goz
ontinde bulundurulabilir. Manyetit nanopartikiillerin kullanimi ve 6zellikleri dikkate
alindiginda bu partikiillerin yiizey 6zellikleri ve kimyas1 biiyiik 6nem tasimaktadir.
Manyetitin sudaki dispersiyonu ne pozitif ne de negatiftir, ¢ozeltinin pH’ 1ma
baghdir. Manyetitin izoelektrik noktast 6,8’dir. Manyetit nanopartikiillerin
elektrostatik ¢ift tabaka olusturulmasi, sterik stabilizasyonu veya izoelektrik
noktasinin sitrat ya da silika kaplanarak modifiye edilmesiyle stabilizasyonu
saglanmaktadir. Demir oksit nanopartikiillerin stabilizasyonu kararli bir manyetik

kolloidal ferrosivilar olusturulmasi i¢in ¢ok 6nemlidir [50].

2.7. Histerisiz Egrisi

Histerisiz, ferromanyetik malzeme Kkiitlesine etki eden manyetik alan siddeti
degistirildiginde, manyetik etkinin gecikmesi anlamima gelmektedir (Sekil 2.2.).
Egrinin diisey ekseni B, malzemedeki aki yogunlugunu, H ise uygulanan alan
siddetini gostermektedir. Eksenlerin kesigim noktast olan sifir, miknatislamanin
olmadig1 ve hi¢bir kuvvetin uygulanmadigi ani1 temsil eder. Manyetik alan siddeti
arttirlldiginda, aki yogunlugu once hizli, sonra maksimum ya da doyma noktasina
ulagincaya kadar yavaslayarak artar. Manyetik alan siddetinin daha fazla arttirilmasi
aki yogunlugunda bir artis meydan getirmez. Aki yogunlugunun yiikselisi noktali
cizgi ile gosterilmistir. Manyetik alan siddeti ters yonde sifira distiriildiigiinde B
noktasinda malzemede bir miktar miknatislanma mevcut kalir. Buna malzemenin
artik miknatisligl (remanens) adi verilir. Miknatislama akimi ters c¢evrilerek yavascga
sifira dusiiriildiglinde malzemedeki aki yogunlugu azalir. Artik miknatishk ¢
noktasinda sifir olur. Yatay eksendeki mesafe, giderme kuvveti (koersitif) olarak
adlandirilir. Giderme kuvveti, miknatislanma sonrasinda malzemelerdeki manyetik
aki yogunlugunu sifira indirgemek icin gerekli olan manyetik alan siddeti degeridir.
Bu noktadan manyetik alan siddeti daha da arttirilirsa malzeme tekrar doyuma ulasir
(d). Manyetik alan siddeti tekrar yavas yavas sifira disiiriildiigiinde, aki yogunlugu

bir miktar azalir (¢). Bu noktada da malzemede bir miktar arttk miknatislanma
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goriliir. Manyetik alan ilk yonde arttirllmaya devam edilirse artik aki yogunlugu
azalir ve f noktasinda sifir olur. F noktasindan manyetik alan arttirllmaya devam
edilirse baslangic doyma noktasina (a) ulasilir. Histerisiz egrisinin daralmasi
malzemenin kolay miknatislanabilecegini ve diisiik artik miknatisa sahip olacagini,
genislemesi ise malzemenin zor miknatislanabilecegi ve daha kuvvetli bir artik

miknatisliga sahip olacagini gosterir [51].

Magnetik alan
¥
Magnetik alax 0'a indiviMiginde, '
malzemede belivli hir sevivede h
magmeriklik kalw, Alan 0'dan arttiraldiganda malzeme
Kahei magnetik alan ( By ) lineer olmayan hir magnetizasyon
e risi takip eder.

VS EFEE]
AL

o e

Magnetile alan giddeti

Histeresiz egrisi, ferromagnetik malzeme lerin
magnelizasvonunun gegmise hag mml tabiatim
gostermekiedir. Bir kez malzeme doyuma
ulagtirldiFmda ve ardindan magnetik alan 0%a
indirildiginde malzemede magnetizasvonun kaldig:
giriiliir { germigini hatirlar ).

Sekil 2.2. Histerisiz ¢evrimi ve genel dzellikleri [51]



BOLUM 3. ENZIMLER VE ENZIiM iMMOBILIZASYONU

Enzimler hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden proteinlerdir. Enzimler
de diger katalizorler gibi reaksiyonlarin hizlarini arttirmaktadirlar. Benzer kosullar
altinda enzim varhigindaki reaksiyon orani, katalizoriin yoklugundaki reaksiyon

oranina gore bir veya birkac¢ milyon kat daha yiiksek olabilmektedir [52,53].

Hiicrelerde ¢cok dnemli metabolik gorevleri olan enzimler artik ¢ok c¢esitli amaglar
i¢in kullanilmak iizere giinliik hayata girmislerdir, ancak enzimlerin avantajlarinin
yani sira bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Enzimlerin izolasyonu ve
saflagtirllmas1 yiliksek maliyet gerektirmektedir. Dogal ortamlarindan izole edilen
enzimlerin yapisinda kararsizlik olusmaktadir. Ayrica, enzimlerin proses kosullarina
kars1 duyarliliklar1 da oldukga fazladir. Enzimler reaksiyonlar sonucunda modifiye
olmadiklar1 i¢in ayn1 enzim bir kereden fazla kullanilabilmektedir, ancak endiistriyel,
analitik ve klinik proseslerin pek ¢ogunda enzimler substrat ¢ozeltisi ile
karistirilmaktadir. Substratlarin iirtinlere doniistiiriilmesinden sonra, enzimlerin
substrat ve {riinlerle birlikte bulundugu c¢ozeltiden ayrilmasi zorlasmaktadir ve
enzimler ekonomik olarak geri kazanilamamaktadir. Bu yoniiyle enzimlerin sadece
bir kere kullanilmalar1 ve pahali olmalari uygulamalarda biiyiik masraflara neden
olmaktadir [52-55]. Immobilize enzimlerin sahip oldugu avantajlar, enzim
miihendisligi olarak da bilinen enzim teknolojisi, analiz, tip ve ilag, organik kimya

gibi alanlarda kanitlanmistir [56].

Enzimler sentetik proseslerin tasarimlar i¢in ¢evresel durumlarda ve {irlinlerin genis
bir oranin1 elde etmek i¢in miikemmel ozelliklere (aktivite, segicilik, spesifik)
sahiptirler. Enzimin biyokimyasal 6zellikleri onun molekiiler agirhigi, ylizey tizerinde

fonksiyonel grubu ve safligi gibi immobilizasyon i¢in dnemli bir faktordiir. Enzimin
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ylizeyindeki fonksiyonel gruplar, O6rnegin enzim ve destek arasinda meydana
gelebilen ne tirde etkilesimler oldugu bilgisini verir. Ayni zamanda safsizliklar
substratlara etki edebileceginden enzimin safligi énemlidir. Immobilize enzimin
parametrelerine karar veren, enzimin diger 6zellikleri enzim tarafindan katalizlenen
reaksiyon kinetigi ve reaksiyon tipidir. Spesifik aktiviteler, aktivasyon ve inhibisyon
i¢in kinetik parametreler, pH, sicaklik, ¢oziiciilere kars1 kararlilik ve safsizliklar ayn

zamanda immobilize enzimlere etki etmektedir [57].

Bir¢ok yazar immobilize enzimleri proteinleri hidroliz etmek i¢in kullanmaktadirlar.
Suksinamidopropil selit {lizerine tripsin immobilizasyonu peynirden elde edilen
proteinleri hidroliz etmek icin kullanilmistir [58]. Paramanyetik goézenekli cam

boncuklar tripsin immobilizasyonu fetuini hidroliz etmek i¢in kullanilmistir [59].

3.1. Enzimler ve Enzimlerin Yapisi

Biyokimyasal reaksiyonlarin pek c¢ogu protein yapisindaki organik kimyasal

maddeler tarafindan katalizlenir. Bu ¢esit biyolojik katalizorlere "Enzim" ad1 verilir.

[k defa 1833 yilinda Payan ve Persdz, alkol kullanmak suretiyle malt ekstresinden
nisastay1 sindiren enzimi presipitasyon (¢cokelme) yolu ile ayirt ettiler ve buna

"Diastaz" adini verdiler.

Pepsin, tripsin ve kemotripsin’in Notrhrop tarafindan kristal halde elde edilmeleri ise

1930-1936 yillart arasina rastlamaktadir [60].

Enzimlerin etki yaptiZi maddeler genellikle tek ve belirli maddelerdir. Pek az enzim
mevcut protein yapilart ile etkili olabilirler, ¢ogunlukla enzimlerin etkili hale

gecebilmeleri i¢in aktive edici bir ek maddeye ihtiyaglari vardir.

Tim enzim proteinleri genler tarafindan sifrelenir. Dolayisiyla aminoasit dizilimi
kendine 6zgiidiir (bir gen-bir enzim kuralini). Yapilart sadece proteinden ibaret olup

koenzim veya prostetik grup gibi ayr1 bir kisim ihtiva etmeyen enzimlere Ornek
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olarak; pepsin, tripsin, iireaz ve bazi hidrolazlar verilebilir. Organik fakat protein
olmayan bir prostetik grup ihtiva eden enzimlere flavin nukleotidli enzimler,
sitokramlar, katalaz ve peroksidaz; koenzim ihtiva eden enzimlere nikotinamid

nukleotidli enzimler 6rnek verilebilir.

Fakat diger ¢cogunlugu iki farkli kissmdan meydana gelmistir. Bunlar:

a. Apoenzim Kismi (enzimin protein kismi): Bu kisim enzimin hangi
maddeye etki edecegini saptar.

b. Koenzim (kofaktor) (protein olmayan kismi): Organik ya da
inorganik, cok defa fosfattan meydana gelmis, protein kismina gore
cok daha kiigiik molekiillii bir kismidir. Enzimde islev goren ve esas
is yapan kisim bu kisimdir. Koenzim kismi genellikle protein
kismindan ayrilabilir ve analizlerinde bir¢cok vitamini biinyesinde
bulundurdugu (thiamin, niacin, riboflavin vs.) goriilmiistiir. Buradan

su genellestirme yapilabilir:

Biitiin vitaminler hiicrede enzimlerin koenzim kismi olarak o6dev goriirler. Ne
koenzim ne de apoenzim kismi yalniz basia etkindir. Baz1 enzimler ortama yalniz
belirli iyonlar eklendiginde etkindirler, 6rnegin bazi enzim zincirine ancak Mg
iyonu eklenince glikozu laktik aside ¢evirebilir. Tikriikteki amilaz nisastay1 yalniz
Cl iyonlarinin bulundugu ortamda pargalayabilir. Canli biinyesinde bulunan eser
elementler, Mn, Cu, Zn, Fe ve diger elementler bu enzimatik islevlerde aktivator
olarak kullanilir. Bazen enzimin is gorebilmesi i¢in bir metal iyonuna gereksinim
vardir. Yani koenzim kismi metal iyonu ise (Ca™, K" Mg, Zn"") buna "Kofaktor"
denir. Enzimin etkinlik gostermesi i¢in gereksinme duydugu organik molekiillere
"Koenzim" denir (Sekil 3.1.). Bazi durumlarda koenzim kismi apoenzim kismina
kuvvetlice (kovalent) baglanmistir; bu siki baglanan kisma "Prostetik Grup";
prostetik grupla apoenzim kisminin her ikisine birden de "Holoenzim" denir.
Enzimlerin bir kismi sitoplazmaya serbestce dagilmis olarak, diger bir kismi da
hiicredeki baz1 yapilara sikica baglanmis olarak bulunur. Laktik asit, amino asit ve

yag asitlerinden tiireyen maddeleri karbondioksit ve suya kadar parcalayan solunum
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enzimleri, mitokondri zarlarinin yapisma katilir. Keza ribozomlarin islevsel
biitiinligline katilan enzimler de bu tiptir. Dokulardaki enzimler degisik yontemlerle

saptanabilir [60].

Kofaktor Aktif Bolge Koenzim

Apoenzim

[N J
Y

Holoenzim

Sekil 3.1. Aktif enzim sekilleri [61]

3.2. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya Birligi’nin enzim komisyonunca 1961°’de yayimlanan karara

gore enzimler 6 gruba ayrilir:

1. Oksido-rediiktazlar: Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarmi katalizleyen
enzimlerdir.

Transferazlar: Grup transferi reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.
Hidrolazlar: Hidrolitik reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlerdir.

Liyazlar: Cifte baglara grup ekleyen veya bunlardan grup ayiran enzimlerdir.

Izomerazlar: izomerizasyon reaksiyonlar katalizleyen enzimlerdir.

AN

Ligazlar: ATP’nin parg¢alanmasi ile bag yapan enzimlerdir: ATP veya diger
fosfatlardan yararlanarak, bunlardaki pirofosfat baginin par¢alanmasi sonucu

iki molekiil arasindaki yeni baglarin meydana gelmesini saglarlar.

Enzim komisyonunca, her enzim i¢in kullanigli ve kisa bir isim, enzimin katalize
ettigi reaksiyonu belirleyen bir sistemik isim ve enzimin durumunu kesinlikle ortaya

koyan simniflandirma numarasi verilmistir.
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Enzimlerin siniflandirilmalarinda 4 diziden olusan sayilar kullanilmaktadir. Dizide
yer alan birinci say1, enzimin hangi smifa mensup oldugunu gosterir. Ikinci ve
ticlincii sayilar, alt ve daha alt siniflar1 agiklar. Dordiincii say1 {iciincii sayi ile ifade

edilen alt siniftaki seri numarasini belirtir.

Ornegin: Siniflandirma numarasi; EC 1.1.1.1 Alkol dehidrojenaz

Ilk 1 sayisi: enzimin oksido-rediiktaz sinifina dahil oldugunu, ikinci 1 sayis1 verici
donor maddenin CH-OH grubu {izerine etki yaptigini, {i¢iincli 1 sayisi akseptor
olarak NAD ve NADP’den yararlandigini, dordiincii 1 sayisi dogrudan enzimin

sistemik adi1 olan Alkol-NAD Oksidorediiktazi aciklar.

3.3. Enzim immobilizasyonu

Katalizor, kimyasal reaksiyon esnasinda tiikenme olmaksizin reaksiyon oranini artirir
ve geri doniisiilebilir [62]. Katalizoriin immobilizasyonu bu geri doniigebilirliligi
basarmak i¢in dogru bir yol olabilmektedir [63,64]. Enzimler 6zellikle cok amaclh
katalizorler smifindandir ve canli maddelerde c¢ok etkili ve kesin katalizorlerdir.
Enzimler genellikle uygun reaksiyon sartlarinda yiiksek secicilik gosterir [65].
Ancak, enzimlerin hassas ve aktiviteyi korumak ic¢in ¢ok spesifik durumlar
gerektirdigi de yaygin bir algilamadir. Ek olarak, enzimlerin su bazli ortamda
kullanilmasi gerekmektedir ve bir¢cok endiistriyel sentezler i¢in sorunlu olan geri
doniistime iliskin konulara sahiptir. Enzim immobilizasyonu bu engellerin iistesinden

gelmek i¢in yardim edebilir [66].

Immobilizasyon, enzimlerin suda ¢oziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal
olarak baglanmasi, suda ¢Oziinmeyen {irlin veren bir kopolimerizasyona enzim
molekiiliiniin monomer olarak katilmasi ve suda ¢ozlinmeyen bir matriks veya suda

¢oziinmeyen mikrokapsiillerde tutuklanmasidir [67].
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Immobilizasyon, aym zamanda enzim &zelliklerini gelistirmek igin énemli bir aragtir.
Immobilize enzimler genellikle daha iyi pH ve sicaklik kararliligi gosterir, ayirmak
icin daha kolaydir, tekrar kullanilabilir ve pratik uygulamalar i¢in daha uygundurlar.
Sonug olarak, immobilize biyokatalizler yiiksek tonajli proseslerde ve farmasotik
sanayi biyoayiricilar ya da biyosensorler olarak bircok pratik ve ticari uygulamalarda

kullanilmaktadir [68-75].

Suda ¢oziinmez bir tasiyict lizerine enzim immobilizasyonu, ticari kullanimlar ve
siirekli prosediirler lizerine enzimin uygulamalarini artirmak i¢in istenen biyolojik bir
metottur [76]. Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicida asagidaki bazi

Ozellikler bulunmalidir.

- Suda ¢6ziinmeme,

- Hidrofilik karakter,

- Gozenekli (pordz) yapi,

- Mekanik stabilite ve uygun partikiil formu,
- Kimyasal ve termal stabilite,

- Mikroorganizmaya kars1 direnclilik,

- Diisiik maliyet,

- Zehirsizlik

- Rejenere olabilme [77]

Enzimlerin katalitik aktiviteleri i¢in ¢ok biiyiilk 6neme sahip olan molekiiler yapilari;
yiiksek sicaklik ¢ok yiiksek ya da ¢ok diisilk pH ve organik ¢oziiclilerin varligi gibi
zorlu ortam ve proses kosullarinda yikilmaya egilimlidir. Reaksiyonlarda serbest
enzimlerin kullanilmasi, katalizledikleri reaksiyondan sonra iirlinii kontamine
etmeleri ve tekrar elde edilme siireglerinin pahali olusu gibi problemlere sebep olur.
Immobilizasyon, enzimlerin dogasinda mevcut olan bu sorunlar1 ortadan kaldirma
metodlarindan bir tanesidir. immobilize enzimlerin sahip oldugu avantajlar, enzim
miihendisligi olarak da bilinen enzim teknolojisi, analiz, tip ve ilag, organik kimya

gibi alanlarda kanitlanmistir [56].
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Immobilize enzimlerin kullanimini igeren bazi avantajlar1 dzetlemek gerekirse:

1. Tekrar kullanilabilirler, boylece liretim maliyetini azaltmaktadirlar.
Katalizoriin tiriinden olagan ayrilma problemi pratik olarak giderilmistir.
Immobilize enzimlerin reaksiyonlar1 daha az yer gerektirir.
Reaksiyonun daha iyi kontrolii miimkiindiir.

Stirekli akis sistemlerine uygulanabilirler.

A O

Immobilize enzimlerin bazi durumlarda ¢dziiniir proteinlerden daha kararli
oldugu gosterilmistir (yiiksek sicaklik, daha yiiksek basing ve bazik ya da
asidik pH). Ayrica, tibbi uygulamalarda, olumsuz immiinolojik reaksiyonlar
sadece enzimlerin enkapsiilasyon veya tutuklanmasi ile Onlenebilir

[54,56,78].

3.3.1. Iimmobilizasyon metotlar

Immobilizasyon ydntemi segilirken kullanilan enzimin kimyasal yapis1 ve bilesimi,
substrat ve Triinlerin 06zellikleri, olugsan {irliniin kullanilacagi alanlar dikkate
alinmalidir (Sekil 3.2.). Ayrica, immobilizasyon isleminde, enzimin baglanma
bolgesindeki aktif gruplarin1 ve kimyasal yapisini degistirmeyecek, enzimde aktivite
kaybina neden olmayacak bir yontem se¢ilmesi ¢ok dnemlidir. Bu nedenle enzimin

baglanma bolgesindeki gruplarla reaksiyon vermekten kaginilmalidir [54].

3.3.1.1. Kovalent baglanma

Kovalent baglama, suda coziinmeyen bir tasiyiciya enzimin kovalent baglarla
tutturulmasidir. Kovalent baglama diger yontemlere gore daha karmasik ve zor
kosullar altinda yapilir. Kovalent baglama yonteminde tasiyici ile enzimin katalitik
aktif bolgesindeki fonksiyonel gruplar arasinda bag olusmamasi gerekmektedir.
Kovalent baglanmada enzim ve tasiyict arasindaki baglar diger immobilizasyon
yontemlerindekine gore daha kuvvetlidir. Bu nedenle substrat veya yiiksek iyonik

kuvvete sahip ¢ozelti varliginda bile enzim ile tasiyici arasinda sizint1 olmamaktadir.
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ENZIMLER
|

Modifiye Enzimler Serbest Enzimler
l
'
immobilize Enzimler

| }

Bagli Enzimler Tutuklanmis Enzimler
Taslyiclya Baglanmis Capraz Matrikse Membran ya da
Baglanmig tutuklanmis Mikrokapstullere
— Kovalent bagli tutuklanmis

—— Adsorplanmis

—— Iyonik bagl

— > Metal bagl

Sekil 3.2. Enzimlerin immobilizasyonu metodlari [67]

Ayrica enzim tagtyicinin lizerine tutturulmus oldugundan, immobilize edilmis enzim

substratla cok kolay baglant1 kurabilir [55].

3.3.1.2. Fiziksel adsorpsiyon

Immobilizasyon i¢in kullanilan en basit yontemdir. Yéntem; suda ¢oziinmeyen yiizey
aktif bir adsorbanin, enzim ¢o6zeltisi ile karistirllmasi ve enzimin asirisinin iyice
yikanarak uzaklastirilmast temeline dayanir. Bu yontemin avantaji destek
materyalinin pH, sicaklik gibi etkiler sonunda tekrar kullanilabilmesidir. Sicaklik ve
zaman adsorpsiyonda onemli iki parametredir. Ozellikle gdzenekli tasiyicilarda
difizyon Onemli bir faktordiir. Fiziksel adsorpsiyonda olusan baglardaki zayiflik
nedeniyle kullanim sirasinda desorpsiyon gerceklesmektedir. Bu, aktivite kaybina ve

iriinde kirlilige yol acabilmektedir [67].

3.3.1.3. Iyonik baglanma

Iyonik baglanma metodu, enzimin iyon degistirici ajanlar iceren ve suda ¢dziinmeyen
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bir tastyiciya iyonik olarak baglanmasi esasimna dayanir. Genellikle iyon-degistirici
merkezlere sahip olan polisakkaritler ve sentetik polimerler tasiyici olarak kullanilir.
Enzimin tasiyiciya baglanmasi kolaylikla gerceklestirilebilir. Ayrica iyonik
baglanma yontemindeki immobilizasyon kosullar1 kovalent baglanmaya gore daha
iliml1 oldugu i¢in enzimin konformasyonel yapisinda ve aktif bolgelerinde ¢ok az

degisiklik gozlenir [67].

3.3.1.4. Capraz baglanma

Enzimlerin serbest amin ve karboksil gruplariyla ¢ok fonksiyonlu maddelerin
kovalent baglarla {i¢ boyutlu ¢apraz baglanarak enzim kiimeleri olusturmasidir. Bu
yontemde enzimleri birbirine baglamak amaciyla glutaraldehit, diazobenzidin gibi
maddeler kullanilir. Capraz baglanma reaksiyonlar1 zor kosullarda gerceklesir. Bu
zor kosullar enzimin aktif bolgesinde konformasyonel degisiklige yol agabilir. Bu da
onemli miktarda aktivite kayb1 ile sonuclanabilir. Fakat capraz baglanmada enzim ile
tasiyici arasindaki baglar ¢ok kuvvetli oldugundan pH, sicaklik ve iyon siddetindeki

degisimler sonucunda enzim tasiyicidan sizmaz ve kararliligini korur [55].

3.3.1.5. Tutuklama yontemi

Tutuklama metoduyla immobilizasyonda enzim kafes gorevi géren polimer matris
veya membran igerisinde tutulmaktadir. Bu tutulma 6yle bir sekilde gerceklesir ki,
substratin igeri girmesine izin verilirken, protein de i¢ceride muhafaza edilmektedir.
Bu yontemin kovalent baglanma ve c¢apraz baglanmadan farki enzimin ¢ozeltide
serbest olmasi, ancak jel matris ya da membran icerisinde tutularak hareketinin
kisitlanmasidir. Bu nedenle tutuklama yontemi genis uygulanabilirlik alani

kazanmustir [55].

Tutuklama metodunun en Onemli avantaji tekil enzimlerin disinda degisik tipte
enzim, organel ve hiicrelerin de hemen hemen ayn1 prosediirle immobilize edilebilir
olmasidir. Ayrica biyokatalizorlerin c¢esitli modifikasyonlara ugramamalari ve

immobilizasyonun yiliksek molekiil agirlikli enzim inhibitorlerinin etkisini elimine
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etmesi de yontemin avantajlar1 arasinda sayilmaktadir. Yiiksek molekiil agirlikli
substratlarin enzime zorlukla tutunmalar1 ve tasiyicilarin yeniden elde edilemez

olmasi yontemin dezavantajlarindandir [67].

3.4. Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi ve Aktiviteyi Etkileyen Faktorler

Enzim aktivitesi; belirli bir zamanda ve belirli baslangi¢ sartlarinda, bilinen bir
enzim miktarinin etkisiyle degisime ugrayan substrat miktarinin Slgiilebilmesiyle

ifade edilen degerdir.

Herhangi bir enzim i¢in ideal bir aktivite belirleme yolu yoktur. Ciinkii bir yontemin
uygunlugu belirli faktorlere baghidir. Bunlarin  basinda, enzimin safligi,
fizikokimyasal 6zellikleri, katalizledigi reaksiyonun tipi, lokalize oldugu yer, 6l¢tim
yonteminin maliyeti, eldeki mevcut Olgiim cihazlarinin niteligi ve Olgiimiin
duyarliligr ile ilgili zorunluluklar gelmektedir. Enzimler ile substrat arasindaki iliski
anahtar kilit modeli ile aciklanabilir (Sekil 3.3.). Enzimler, biyolojik ortamda ¢ok az
miktarda bulunduklar1 i¢in miktarlarinin Olgiimii ¢ok zordur, ancak aktiviteleri
dlgiilebilir. Bir enzimin aktivitesini cesitli yollardan ifade etmek olasidir. Ornegin, 1
mg enzim proteini tarafindan birim zamanda meydana getirilen absorbans degisikligi
bir birim olarak ifade edilebilir. Fakat diinya genelinde, elde edilen sonuglar
karsilagtirabilmek icin daha standart bir birim tanimlamasi gelistirilmistir. Bu
standart birim Uluslararas1 iinite (International Unit; IU) veya enzim iinitesi olarak
ifade edilmekte olup, 1 IU 1 mikromol substrat1 1 dakika i¢inde katalizleyen enzim

aktivitesi olarak tanimlanir.

Ortam pH’1, sicaklik, enzim derigsimi, substrat derisimi, inhibitdr, 1sinlama ve zaman
enzim aktivitesini etkileyen faktorlerdir. Enzimler katalitik etki gosterirken ortamin
hidrojen iyonu derisimine bagli olarak aktiviteleri degismektedir. Bazi enzimler
diisiik pH seviyelerinde (asidik ortamda) daha aktif olmakla beraber, bazilar1 ise
yiiksek pH’l1 ortamlarda (bazik ortamda) etkindir. Genel olarak enzim aktivitesi
notral ortamlarda en fazla olmaktadir. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH’a, o

enzimin optimum pH’1 ad1 verilir.
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SUBSTRAT
ENZIM
FONKSIYONEL
SEKIL

Sekil 3.3. Enzimlerin anahtar-kilit modeli 6rnegi [60]

Genel aralik olarak enzimlerin optimum pH’1 4,5-8,0 arasinda bulunmaktadir.
Enzimatik caligmalarda pH’1 optimumda sabit tutmak i¢in tampon c¢ozeltiler
kullanilir. Optimum pH, kullanilan tamponun cinsine, 6zel substratin yapisina ve

enzimin elde edildigi kaynaga baghdir.

Sicaklik yiikseldik¢e enzimlerin aktiviteleri de artar ve belli bir derecede en yiiksek
aktiviteye ulasir. Bu derece o enzimin en aktif oldugu sicakliktir. Ancak sicaklik belli
bir dereceye ulastiktan sonra enzim, aktivitesini ve kararliligimni yitirmeye baslar.
Bunun nedeni enzimlerin protein yapisinda bulunmasi ve belli sicakliklarda
proteinlerin denatiire olmasidir. Yiiksek sicakliklarda enzimlerin aktivitelerini
kaybetmeleri, enzimlerin 1s1l inaktivasyonu veya denatiirasyonu olarak tanimlanir.
Denatiirasyon hiz1 diger reaksiyonlar i¢in de gegerli olan klasik Arrhenius esitligine

gore degisir.

Enzimatik reaksiyonun hizi, enzimin substratina doygun oldugu kosullarda enzim
derigimine bagli olarak artmaktadir. Ortamdaki enzim molekiilii ne kadar fazlaysa
reaksiyon o kadar hizli yiriir. Enzimin hiicrede lokalize oldugu bdlgede
yeterincesubstrat bulunmadigi i¢in reaksiyon in vitro deneylerde gozlendigi gibi hizl
gerceklesmez. Substratin bol oldugu kosullarda reaksiyon hizi enzim derigimi ile
dogru orantilidir. Enzim reaksiyonlarinin hiz1 belirli bir siirede tiretilen iirtin miktari

ile belirlenmektedir. Enzim tarafindan katalize edilen bir reaksiyon siirerken
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reaksiyonun hizi giderek diiser. Bunun nedeni reaksiyon devam ederken olusan
driinlerin aralarinda birleserek aksi yonde bir reaksiyon olusturmalari, enzimin
zamanla inaktive olmasi, reaksiyonu Onleyen/inhibe eden maddelerin olugsmasi ve
substratin tiikenmesi gibi faktdrlerdir. Inhibitdrler, substratin enzimin aktif
merkezine baglanip, enzim-substrat kompleksinin olusumunu 6nleyen substrat veya
analogu, iirtin ve diger kimyasallardir. Bu faktorlerin olasi etkilerinin ortadan
kaldirilmasi i¢in enzim kinetik c¢alismalart ¢ogunlukla kesikli ortamda (batch)
substratin yaklasik %10'n sarf edilene kadar reaksiyonun baslangic asamasinda

gergeklestirilir [79].
3.5. Enzim Kinetigi

Tek substratli enzim katalizli reaksiyonlarin matematiksel modeli ilk olarak V.C.R.
Henri (1902) ve L. Michealis ile M. L. Menten (1913) tarafindan gelistirilmistir [80].
Kompleks olmayan enzim katalizli reaksiyonlarin kinetigi genellikle Michealis-

Menten kinetigi veya doygunluk kinetigi olarak adlandirilir.

Enzim, substrat1 {irtine doniistliriirken 6nce ‘‘Enzim-Substrat kompleksi’’ olusturur,
daha sonra da bu kompleks iiriin ve tekrar enzime doniisiir. Enzim kinetigi

mekanizmasi asagidaki (Denklem 3.1) sekilde gosterilir:

E1e s [es}—ofe] 0] G.1)

kg

Burada enzim-substrat kompleksi [ES]; enzim [E] ve substrat [S]’den k; hiz sabiti ile
olusur. Bu reaksiyonun hizli ve tersinir oldugu, kimyasal bir degisim olmadan enzim
ile substratin bir arada fiziksel kuvvetler yardimiyla bulunduklar1 kabul edilir. Daha
sonra [ES] kompleksi, k.; hiz sabitli geri reaksiyonla ve k, hiz sabiti ile {iriin ve
enzime ayrisir. Reaksiyon kararli duruma ulasinca ‘Kararli Durum ilkesine’” gore

[ES]’nin olusma hiz1 ayrisma hizina esit olur, yani derisimi zamanla degismez.
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Katalitik reaksiyon iki ayr1 basamaga ayrilmistir; ilk olarak enzim ile substrat
birleserek enzim-substrat kompleksini [ES] olusturmaktadirlar. Bu basamagin hizl
ve tersinir oldugu, kimyasal bir degisim olmadan enzim ile substratin bir arada
fiziksel kuvvetler yardimiyla bulunduklar1 kabul edilir. Daha sonra [ES] kompleksi
irlinlere ve enzime ayrisir. Burada gerceklesen reaksiyon birinci derecedendir ve
reaksiyon sabiti k; dir.

Denklem 3.1 kullanilarak;

_dlp]_
v== =k [ES] (3.2)

Denklemi elde edilebilir. [ES] kompleksinin degisim hiz1 asagidaki gibidir;

dlEs]_

. —klEls]- k. [ES] -k [£S] (33)

Enzim harcanmadig1 i¢in, enzimin kiitle korunumundan;
[£]=[£,]-[E5] (3.4)
olur. Yatiskin durum yaklagimi denklem (3.3)’e uygulanarak;

k[E]S]

ES |=
[ ] k , +k,

(3.5)

esitligi elde edilir. Enzimin korunumu denklemi (3.4), denklem (3.5)’te yerine

konularak;

AR (3.6)

ES|=
[£5] k , +k,

denklemine ulasilir. Bu denklem (3.2)’de yerine konulup diizenlendigi zaman;
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V.S
:Kmm—+[[5]] (3.7)
esitligi elde edilir. Burada K, ((k;tk;)/k;) ve Vu (ko[Eo])’dir. Bu durumda
reaksiyonun maksimum ileri hizt V’dir. Enzim derisiminin arttirilmasi ile Vi,
degisir, ancak substrat derisiminin arttirilmasi ile degismez. K,,, Michealis-Menten
sabiti veya doygunluk sabiti olarak bilinir. K;;,’nin degerinin diisiik olmasi enzimin
substrata afinitesinin yiiksek oldugunu gosterir. Ayn1 zamanda K;,, maksimum

reaksiyon hizinin yarisina karsilik gelen substrat derisimini de gosterir [80].

Michaelis-Menten kinetigine gore baslangic enzim derisimi sabit alinip reaksiyon
hizinin substrat derisimine baglilig1 incelenir. Sonugta hiperbolik bir fonksiyon ve
egri elde edilir (Sekil 3.4.). Bu grafikte Vyax; hiperbol asimtodunun y eksenini kestigi
noktadir ve maksimum hiz olarak belirtilir. Maksimum hizin yarisina (Vyax/2)
karsilik gelen substrat derisimi K, (Michaelis-Menten sabiti) olarak belirtilir. Vi
ve K, bir enzimin aktivitesini belirleyen 6zgiin enzim sabitleridir. Enzimin substrata

ilgisi ne kadar fazla ise K, degeri o kadar kiigtiktiir.

Michaelis-Menten grafigi 3 bolgeden olusmaktadir. Birinci bolgede substrat derisimi
disiik olacagindan ([S]<<K,,) grafik dogrusaldir. Burada reaksiyon hizi birinci
derecedendir. ikinci bolgede substrat derisimi arttikga reaksiyon derecesi birden
sifira dogru azalir. Ucgiincii bolgede [S]>>K.’dir. V=V olur ve reaksiyon

degismez bir hizla sifirinc1 dereceden devam eder [79,81].

Michealis-Menten esitliginin dogrusallastirilmasi, verilerin incelenmesini ve ideal
davranigtan  sapmalarin  belirlenmesini  kolaylastirir.  En  ¢ok  kullanilan
dogrusallagtirma yontemi Lineweaver-Burk ¢izimidir. Denklem 3.7°nin her iki tarafi
ters cevrilip diizenlendigi zaman dogrusallastirilmis Lineweaver-Burk denklemini

(Denklem 3.8) verir.
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Baslangig
hiz, V

K, { Substrat konsantrasyonu, [S]

Sekil 3.4. Enzim katalizli bir reaksiyon i¢in substrat derisiminin ([S]) reaksiyon hizina (V) etkisi

1 m
E+ V [S] (3.8)

1
%

1/V’ye karst 1/[S]'nin ¢izilmesi ile eg8imi K. /Vmax ve y eksenini kestigi nokta
1/Vmax yi veren bir dogru elde edilir (Sekil 3.5.). 1/V’ye karst 1/S ¢izimi V¢ degeri
icin uygun degerler verir, ancak bir veri noktasinin tersi i¢in hatanin ayni olmamasi
K;, degerinin tam olarak bulunmasini engeller. Elde edilecek dogrunun egimi ve
kesim noktasii diisiik substrat derisimlerindeki veri noktalar1 yiiksek derisim

verilerine gore daha ¢ok etkiler.

1/V

Uk,

1/[S]

Sekil 3.5. Substrat derigiminin (1/[S]) reaksiyon hizina (1/V) etkisinin dogrusallastirilmis verilerle Lineweaver-
Burk grafigi
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3.6. Tripsin Enzimi ve Uygulamalari

Tripsin (3.4.21.4) (Sekil 3.6.) [82,83], serin proteaz ailesinden endopeptidaz sinifi bir
enzim olup proteinlerin lizin ve arginin artiklarimin karbonil uglarimin spesifik
hidrolizinden sorumludur. Proteazlar ligand-protein etkilesimlerini ¢alismak i¢in
onemli model sistemlerdir. Yapisal ve enerjik 6zellik se¢iciliginden sorumludurlar
[84] ve genis olarak endiistriyel ve biyomedikal uygulamalarda kullanilir. Bunlarin
arasinda da tripsin en yogun ilgi duyulandir [85]. Molekiil agirlig: yaklasik olarak
23.000 Daltondur (223 amino asit artig1) ve esas florofor olarak kullanilabilen dort
triptofana sahip olan [86—88] tripsin, tripsinojen olarak adlandirilan uzun, inaktif
oncii protein (zimojen) seklinde pankreastan salgilanir. Tripsinojen onikiparmak
bagirsagia geldiginde, bagirsak mukozasindan salgilanan ve tripsinojenin aktif
forma geg¢mesinde Oncii olan ‘‘enterokinaz’’ enzimi tarafindan yikima ugratilir ve
aktif tripsin formuna geger. Olusan tripsin daha sonra tripsinojen aktivasyonunu oto-
katalitik olarak gerceklestirirken diger proteazlarin aktivitesinden de sorumlu

olmaktadir [84,89].

Sekil 3.6. Tripsinin 2D kristal yapist [82] ve primer yapist [83]

Tripsin suda ¢ozilinebilir ve omurgalilarin sindirim prosesinde énemli bir rol oynar
[90]. Tripsin, protein sindirimi i¢in yiiksek yarilma ozelliginden dolay1 genis bir
sekilde kullanilan enzimdir. Immobilize tripsin protein sindirimi i¢in bircok avantaj
saglar [91]. Tripsin, ayn1 zamanda otolize kars1 enzim aktivite ve stabilitesi ile iligkili

olarak bilhassa enzim oOzelliklerini gelistirmeye yol acan farkli etkilesimlerle,
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paramanyetik gbézenekli cam boncuklar ve amin fonksiyonelli manyetik
nanokiirecikler gibi ¢estli inorganik maddeler iizerine immobilize edilmektedir

[92,93].

Tripsin bir¢ok endiistriyel uygulamalara sahiptir ve kandaki proteinlerin kullanimi
[94], transesterlesme [95], proteinlerin tespiti i¢in biosensorlerde [96], tripsin
inhibitorlerinin ~ saflagtirllmas1  [97,98] ve peptit sentezlerinde [99-102]
kullanilmaktadir. Ayni1 zamanda aminoasit analizleri, proteinlerin sekanslama,
haritalama ve yapisal calismalari, doku kiiltiir camlarindan yapismis hiicrelerin
cikarilmasi ve soya tripsin inhibitorlerinin saflastirilmast gibi genis bir uygulama
alanina sahiptir. Tripsin, peptid baglarin1 ¢ok spesifik olarak hidrolizlemesinden
dolay1 &zellikle sekans ¢alismalarinda 6nemli bir ara¢ haline gelmistir. Immobilize
tripsin otolizi elimine etmesi, Orneklerin proteaz tarafindan kirletilmemesi,
uzaklastirilabilirligi ile kontrollii parcalamaya olanak saglamas1 gibi avantajlarindan
dolay1 uygulama alanlarinda serbest tripsine gore daha tercih edilir bir konuma

gelmisgtir [103].

Tripsin enzimi notral proteazlarin en az kararlilarindan bir tanesi olmasina ragmen,
protein hidrolizi tripsin kullanilarak gerceklestirilir [ 104]. Buna ek olarak, ¢ozeltideki
tripsinin hizli otolizi karigan ve istenmeyen parcalari {iretir [105] ve aynit zamanda,
reaksiyon durumlarin1 kontrol etmek i¢in onu canlandirir. Boylece katalitik etkideki
bir azalmaya ve maliyette Onemli bir artisa neden olur [106]. Enzim
immobilizasyonu artan kararlilik, otolize kars1 koruma ve katalitik maddelerin tekrar
kullanimiin olasili§1 avantajlarin1 saglar. Ancak, basarili bir sekilde immobilize
enzimin hazirlanigi, calisilan immobilizasyon metoduna ve destegin kimyasal
karakteristiklerine dnemli lciide baghidir. Immobilize enzim, kiitle spektrometresi
(MS) sonuglarinda enzim pargalarinin etkisi elenebilsin diye MS analizlerinden 6nce
protein sindirimlerinden kolayca izole edilebilir [78]. Daha o6nemlisi, proteazlar
biyouyumlu kati desteklere immobilize edildiginde, enzimin kararlilig
artirtlabilmistir [107]. Son zamanlarda, tripsin proteinlerin par¢alanmasi igin

bioreaktdrleri iiretmeye sol-jel enkapsiilleme [108], kovalent baglanma [109], ve
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coklu tabaka toplanma [110] yaklagimlar tarafindan mikrog¢iplerdeki kanal duvarlara

immobilize edilmektedir.



BOLUM 4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Kullanmilan kimyasal maddeler

FeCl3.6H,O (>%99), FeSO4.7H,0 (>%99), amonyak ¢ozeltisi (NH3.H,O, %25,
w/w), tannik asit, tanin, gallik asit, sodyum kloriir, tris(hidroksimetil)- aminometan
(%99,8-100,1, TRIS), sodyum hidroksit (>%97), etanol (>%99,2) Merck
(Almanya)’den ve HCI, Na-Benzoil-DL-arginin 4-nitroanilit hidroklorit (BApNA,
%98), tripsin (inek pankreasindan), Albumin (inek serumundan) (BSA)(98%, agoroz
jel elektroforezi), Bradford reaktifi, kazein, 4-nitroanilin (p—nitroanilin),
tetrametiletilendiamin (TEMED), amonyum persiilfat (APS), sodyum dodesil siilfat
(SDS), B-merkaptoetanol (%99,0), asetik asit, metanol (>%99.,8), dimetilsiilfoksit
(DMSO), amonyum bikarbonat Sigma-Aldrich (USA) firmasindan temin edilmistir.
Etilen glikol (EG) (%99, C,H¢O,) ve amonyum hidrojen fosfat Tekkim
(Tiirkiye)’den alinmistir. PageRulerTM Unstained Low Range Protein Ladder protein
belirteci Thermo Scientific firmasindan temin edilmistir. Elektroforez alt ve iist jel
cozeltileri Bio-rad (United States) firmasindan alinmistir. Tiim su igeren ¢ozeltiler
Millipore Milli-Q Plus su saflastirma sisteminde deiyonize su kullanilarak

hazirlanmistir. Kullanilan diger kimyasallar analitik safliktadir.

4.2. Yontem

4.2.1. Kullanilan cihazlar

Manyetik nanopartikiillerin atomik ve molekiiler yapist Cu KR (A) 0,154 nm
radyasyonda RIGAKU D max 2200 marka X-isinim kirmnimi (XRD) cihazi ile
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yapilmistir. Setaram thermogravimetric analyzer (TGA) (Setsys Evolution, France)
marka termogravimetrik analiz cihazi kullanilmistir. Bu cihazda numune agirligr 15—
17 mg’dir. Analiz argon atmosferinde oda sicakligindan 1000 °C ye kadar 10 °C/dk
isitmali olarak, 20 mL/dk gaz akis hizinda yapilmistir. Hazirlanan numunelerin
tanecik boyutu ve morfolojisi 20 kV da JEOL JSM-6060 LV marka taramal1 elektron
mikroskobu (SEM) kullanilarak yapilmistir. Manyetik nanopartikiil ve modifiye
nanopartikiillerin yapisal farkliliklar1 Schimadzu IR Prestige 21 Fourier
Transformation infrared spektrofotometre (FTIR) cihazi kullanilarak o6l¢iilmiistiir.
Manyetik nanopartikiillerin manyetik egrileri oda (300 K) sicakliginda titresen 6rnek
magnetometresi (VSM), LakeShore-7407, USA cihaz1 kullanilarak alinmistir.
Tripsin enzimi ve immobilize tripsin enzimi i¢in yapilan tiim aktivite dlgiimleri igin
Shimadzu UV-2401PC marka ultraviyole spektrofotometre kullanilmistir. Tripsin
enzimi ve immobilize tripsin enziminin taneler arasindaki itme veya ¢ekme degeri
Olclimii icin Malvern Zeta Sizer (Nano-ZS) marka cihaz kullanilarak, 30 °C de
belirlenen pH araliklarinda izoelektrik nokta ve elektrostatik dagilma kontrolii
Ol¢iimii yapilmistir. Serbest tripsin enzimi ve immobilize tripsin enziminin BSA ve
kazein proteinlerinin sindirimi i¢in AB SCIEX 4000QTRAP Sivi Kromatografi-
Kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) sistemi kullanilmistir. Yine enzim calismalari
icin BIO-RAD mini-PROTEAN tetra cell marka elektroforez cihazi kullanilmistir.
Sicaklik kontrollii calkama deneyleri icin IKA KS 4000 i marka calkalamali
inkiibator kullanilmistir. Deney boyunca kullanilan sular deiyonize saf su olup Milli-
Q Millipore cihazi ile elde edilmistir. Niive FN500 marka etiiv, Mettler Toledo seven
easy marka pH metre, Isolab marka vorteks, maksimum 210 g minumum 10 mg
kapasiteli And (gr 200) marka terazi, Argelik marka buzdolabi, Eppendorf 5000

marka pipet ve Elma marka ultrasonik banyo kullanilmistir.

4.2.2. Kullamilan cozeltiler

4.2.2.1. Asetat tampon cozelti hazirlanmasi

Asetat tampon ¢ozeltisi (0,1 M, pH=4): 0,5103 g CH3COONa bir behere alinmis ve
bir miktar deiyonize suda ¢oziilmiistiir. Uzerine 1,275 g CH3;COOH ilave edilmis ve
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pH metre yardimi ile pH’1 kontrol edilmistir. 250 mL lik balon jojeye deiyonize su

ile tamamlanmustir.

Asetat tampon ¢ozeltisi (0,1 M, pH=5): 1,7445 g CH3COONa bir behere alinmis ve
bir miktar deiyonize suda ¢dziilmiistiir. Uzerine 0,4308 g CH;COOH ilave edilmis ve
pH metre yardimi ile pH’1 kontrol edilmistir. 250 mL lik balon jojeye deiyonize su

ile tamamlanmustir.

Asetat tampon ¢ozeltisi (0,1 M, pH=6): 1,2873 g CH3COONa bir behere alinmis ve
bir miktar deiyonize suda ¢dziilmiistiir. Uzerine 0,0318 g CH;COOH ilave edilmis ve
pH metre yardimi ile pH’1 kontrol edilmistir. 100 mL lik balon jojeye deiyonize su

ile tamamlanmustir.

4.2.2.2. Fosfat tampon c¢ozelti hazirlanmasi

Fosfat tampon ¢ozeltisi (0,1 M, pH=6): 1,128 g NaH,PO4 bir behere alinmis ve bir
miktar deiyonize suda ¢dziilmiistiir. Uzerine 0,0837 g Na,HPOj ilave edilmis ve pH
metre yardimi ile pH’1 kontrol edilmistir. 100 mL lik balon jojeye deiyonize su ile

tamamlanmustir.

Fosfat tampon ¢ozeltisi (0,1 M, pH=7): 0,7356 g NaH,PO4 bir behere alinmis ve bir
miktar deiyonize suda ¢dziilmiistiir. Uzerine 0,5495 g Na,HPOQj ilave edilmis ve pH
metre yardimi ile pH’1 kontrol edilmistir. 100 mL lik balon jojeye deiyonize su ile

tamamlanmustir.

Fosfat tampon ¢ozeltisi (0,1 M, pH=7,5): 1,998 g NaH,PO, bir behere alinmis ve bir
miktar deiyonize suda ¢oziilmiistiir. Uzerine 4,7286 g Na,HPO, ilave edilmis ve pH
metre yardimi ile pH’1 kontrol edilmistir. 500 mL lik balon jojeye deiyonize su ile

tamamlanmuistir.

Fosfat tampon ¢ozeltisi (0,1 M, pH=S8): 0,1642 g NaH,POy bir behere alinmis ve bir
miktar deiyonize suda ¢oziilmiistiir. Uzerine 1,2257 g Na,HPO, ilave edilmis ve pH
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metre yardimi ile pH’1 kontrol edilmstir. 100 mL lik balon jojeye deiyonize su ile

tamamlanmustir.

4.2.2.3. Tris-HCI tampon ¢ozelti hazirlanmasi

Tris-HCI tampon ¢ozeltisi (0,1 M, pH=8): 1,21 g tris bir behere alinmis ve bir miktar
deiyonize suda ¢oziilmiistiir. Uzerine 1 M HCI kontrollii bir sekilde damla damla
ilave edilirek pH metre yardimi ile pH’1 kontrol edilmistir. 100 mL lik balon jojeye

deiyonize su ile tamamlanmustir.

Tris-HCI tampon ¢ozeltisi (0,1 M, pH=9): 1,21 g tris bir behere alinmis ve bir miktar
deiyonize suda ¢oziilmiistiir. Uzerine 1 M HCI kontrollii bir sekilde damla damla
ilave edilirek pH metre yardimi ile pH’1 kontrol edilmistir. 100 mL lik balon jojeye

deiyonize su ile tamamlanmaistir.

4.2.2.4. Bikarbonat tampon co6zelti hazirlanmasi

Bikarbonat tampon ¢ozeltisi (0,1 M, pH=9): 0,0019 g NaHCOs bir behere alinmis ve
bir miktar deiyonize suda ¢dziilmiistiir. Uzerine 1,0607 g Na,COj; ilave edilirek pH
metre yardimi ile pH’1 kontrol edilmistir. 100 mL lik balon jojeye deiyonize su ile

tamamlanmuistir.

Bikarbonat tampon ¢ozeltisi (0,1 M, pH=10): 0,0020 g NaHCOj3 bir behere alinmis
ve bir miktar deiyonize suda ¢oziilmiistiir. Uzerine 1,0589 g Na,COs; ilave edilirek
pH metre yardimi ile pH’1 kontrol edilmistir. 100 mL lik balon jojeye deiyonize su

ile tamamlanmustir.

Bikarbonat tampon ¢ozeltisi (0,1 M, pH=10,5): 0,0001 g NaHCOj bir behere alinmis
ve bir miktar deiyonize suda ¢oziilmiistiir. Uzerine 1,0559 g Na,COj ilave edilirek
pH metre yardimi ile pH’1 kontrol edilmistir. 100 mL lik balon jojeye deiyonize su

ile tamamlanmustir.
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4.2.2.5. %0,9 luk NaCl ¢ozeltisinin hazirlanmasi

2,25 g NaCl 250 mL lik balon jojeye alinmig ve tizeri 250 mL’ye deiyonize su ile

tamamlanmistir.

4.2.2.6. 1 mM HCI ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1 M HCI den 0,25 mL 250 mL lik balon jojeye alinmis ve lizeri deiyonize su ile
tamamlanmuistir.

4.2.2.7. %0,1 lik BApNA ¢ozeltisinin hazirlanmasi

10 mg Noa-Benzoill-DL-arginin 4-nitroanilit hidroklorit (BApNA), 0,2 mL dimetil
siilfoksit (DMSO) ve 9,8 mL deiyonize su ile ¢ozelti hazirlanmistir (10 mL ve katlari

istenirse oran artirilarak ¢ézelti hazirlanmaistir).

4.2.2.8. 0,1 M NH4HCOj; (pH=8) cozeltisinin hazirlanmasi

0,79 ¢ NH4HCO3 100 mL lik balon jojoye alinmistir. Uzeri 100 mL oluncaya kadar

deiyonize su ile tamamlanmistir. pH metre yardimi ile pH’1 kontrol edilmistir.

4.2.2.9. Elektroforez calismasi icin yiiriitme tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

4,5 g Tris bazi, 22,5 g glisin ve 1,5 mL SDS (%10, W/V) 1500 mL’lik balon jojeye

alimmis ve iizeri deiyonize su ile tamamlanmustir.

4.2.2.10. Elektroforez calismasi icin yiikleme tampon c¢ozeltisinin hazirlanmasi

1,0 mL 1 M Tris-HCI (pH=6,8), 1,6 mL glisin, 0,2 mL %10 SDS (W/V), 0,4 mL j-
merkaptoetanol, 8,0 mL deiyonize su ve ¢cok az miktarda bromfenol mavisi ilave

edilerek hazirlanmistir.
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4.2.2.11. Elektroforez ¢calismasi i¢in fiksasyon cozeltisinin hazirlanmasi

250 mL metanol (%50,V/V) ve 50 mL asetik asit (%10,V/V) ¢ozeltisi 500 mL’lik bir
balon jojeye konulmus ve deiyonize su ile 500 mL hacime tamamlanmistir (%10,

V/IV).

4.2.2.12. Elektroforez ¢calismasi icin boya cozeltisinin hazirlanmasi

55 g amonyum siilfat 220 mL deiyonize suda ¢oziilerek (%17, W/V) A ¢ozeltisi
hazirlanmigtir. 0,2 g Coomassie G250 (%0,065, W/V), 110 mL metanol (%34, V/V)
ve 10 mL fosforik asit (%3, V/V) icerisinde coziilerek B ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Boya c¢ozeltisi, boyamadan hemen once karistirilmakta olan B ¢ozeltisi ilizerine A

¢oOzeltisi ilave edilerek hazirlanmistir.

4.2.2.13. Elektroforez ¢calismasi icin boya ¢ikarma c¢ozeltisinin hazirlanmasi

100 mL asetik asit ¢ozeltisi 1 L’lik balon jojeye alinmis ve deiyonize su ile 1 L

hacime taamlanmustir (%10, V/V).

4.3. Tripsin Aktivite Tayini

Tripsin aktivitesi, sentetik bir substrat olan Noa-Benzoil-DL-arginin 4-nitroanilit
hidroklorit (BApNA) kullanilarak tayin edilir. Prosediiriin temeli, reaksiyon sonucu
aciga c¢ikan p-nitro anilinin 410 nm’de spektrofotometrik Ol¢limiine dayanir (Sekil
4.1.). Bir tripsin aktivite birimi (Unit), optimum kosullarda dakikada 1 pmol p-nitro

analin ag1ga ¢ikaran enzim miktari olarak ifade edilir [111,112].
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BAPNA Benzoil-Arg p-nitroanilin
Sekil 4.1. BApNA nin Tripsin ile p-nitroaniline doniisimii

5-250 uM / 2 mL konsantrasyon araliginda hazirlanan p-nitro anilinin standart grafigi
(Sekil 4.2.) kullanilarak enzim aktivitesi sonucu olusan p-nitro anilin
konsantrasyonlar1 hesaplanmaktadir (Bu grafik her 6l¢limden once tekrarlarlanmastir.

Bu grafik sadece 0rnektir).
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Sekil 4.2. Standart p-nitroanilin C(uM)- absorbans grafigi (4,,,,=410 nm)
4.3.1. Serbest tripsin aktivite tayini
Serbest tripsin aktivite 6l¢iimiinde reaksiyon karisimi; 1067 pL 0,1 M pH 7,5 fosfat

tamponu, ayni tamponda hazirlanan 133 pL tripsin (10 mg/ml), 133 pL %0,9’luk
NaCl, ve %0,1’lik 667 pL BApNA icermektedir. Kor olarak ayni reaksiyon
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karistminda tripsin ¢ozeltisi yerine 133 pL 1 mM HCI kullanilmistir (Tablo 4.1).
Karisim 28 °C’de 10 dakika inkiibasyon yapilmis ve 410 nm de absorbansi

okunmustur.

Tablo 4.1. Serbest tripsin aktivite 6l¢lim protokolii

KOR (pL) ORNEK (uL)
lfglsf;f;amp“““ 0.1 M, 1067 1067
HC1 (1 mM) 133 -
Tripsin (10 mg/mL) B 133
NaCl (%0,9) 133 133
BApNA (%0,1) 667 667
28 °C’de 10 dakika inkiibasyon
410 nm de kore karsi absorbansi okunur.

4.3.2. Immobilize tripsin aktivite tayini

Immobilize tripsin aktivite 6l¢iimiinde reaksiyon karisimi; 1200 pL 0,1 M pH 7,5
fosfat tamponu, 133 pL % 0,9’luk NaCl, 0,01 g immobilize tripsin ve % 0,1’lik 667
uL BApNA icermektedir. Kor olarak ayni reaksiyon karisiminda immobilize tripsin
yerine 0,01 g tripsin baglanmadan 6nceki modifiye Fe;O4 kullanilmistir (Tablo 4.2).
Karisim 28 °C’de 10 dakika inkiibasyon yapilmis ve 410 nm de absorbansi

okunmustur.

4.4. Protein Tayini (Bradford Metodu)

Boya baglama temelli yontemlerin en yaygini, Bradford tarafindan gergeklestirilen
ve Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin kullanildigi yontemdir. Bradford
metodu kantitatif protein tayini i¢in sik sik biyokimya ve biyoteknoloji

laboratuarlarinda gereklidir. Yontem, organik boyalarin asidik gruplari ile
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Tablo 4.2. Iimmobilize tripsin aktivite dl¢iim protokolii

KOR (pL) ORNEK (pL)
Fosfat Tamponu (0,1 1200 1200
M, pH=7.,5)
HCI (1 mM) - -
Tripsin 0,01 g Fe;04+TA 0,01 g immobilize tripsin
NaCl (%0,9) 133 133
BApNA (%0,1) 667 667
28 °C’de 10 dakika inkiibasyon
410 nm de kore karsi absorbansi okunur.

proteinlerin bazik gruplarmin (Lys, Arg) etkileserek renk olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Coomassie Brillant Blue G-250 boyasiin farkli konsantrasyondaki
protein c¢ozeltilerinde farkli siddette mavi renk olusturmasindan yararlanilarak
gelistirilmistir. Boya 06zellikle arginin gibi bazik aminoasitlere ve bazi aromatik
amino asitlere baglanmaktadir. Bu yontemle oldukca genis bir aralikta protein tayini

yapmak miimkiindiir [113].

Tripsin immobilizasyon sonrast yikama sularinin tayini Bradford metodu ile
gerceklestirilmistir. Immobilize enzim igerisindeki protein miktar1 Bradford
metoduna gore tayin edilebilmesi icin standart olarak Bovine serum albumin (BSA)
in  belirli konsantrasyonlardaki  (0,02-0,035-0,05-0,1-0,2-0,5-0,75-1 mg/mL)
¢oOzeltileri hazirlanarak bu ¢ozeltilerin 1 mL si 3 mL Bradford reaktifi (Coomassie
Brilliant Blue G-250) ile etkilestirilip 595 nm dalga boyundaki absorbanslar1 UV-
visible spektrofotometresinde Olgiilmiistiir. Standart olarak, absorbans-protein
miktar1 (mg/mL) grafigi ¢izilmis (Sekil 4.3.) ve yapilan biitiin protein ¢alismalarinda
bu grafik referans alinmistir (Bu grafik her dl¢limden 6nce tekrarlarlanmistir. Bu
grafik sadece Ornektir). Protein miktarlar1 Sekil 4.3. grafigi esas alinarak

hesaplanmustir.
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Sekil 4.3. Standart BSA protein miktart C(mg/mL)- absorbans grafigi(4,,,,=595 nm)

Bradford reaktifi hazir olarak alindigi gibi laboratuvar ortaminda da hazirlanabilir.
Bradford reaktifi: 40 mg Coomassie Brillant Blue G250, %95’lik 50 mL etanolde
coziiliir, tizerine 55 mL % 88’lik fosforik asit ilave edilerek distile su ile 1 L’ye

tamamlanip filtre edilir.

4.5. Fe304 Sentezi

4.5.1. Kimyasal coktiirme yontemi ile Fe;O4 sentezi

Manyetik nanopartikiillerin boyut, sekil ve bilesimleri kullanilan tuzlarin tiplerine,
Fe’'/Fe’™ oranina, reaksiyon sicakhigma, pH degerine, ortamin iyonik siddetine ve

zamana baghdir [114].

Kimyasal ¢oktiirmede en onemli nokta uygun pH ortaminda ve Fe®" ve Fe''
iyonlarinin ~ reaksiyona  girme  oranlar daha  oOnceki caligmalarda
1:1,1:1.25,1:1.50,1:1.75 oranlar1 denenerek en uygun degerin 1:1.75 oldugu
bulunmustur [115].

Bu ¢alismada, FeCl;.6H,0O (270,33 g/mol) ve FeSO4.7H,0 (278,02 g/mol) 500 mL
lik deney balonuna almmis (Fe*'/ Fe’™: 1/1.75) ve 320 mL deiyonize suda
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coziilmiistiir. Cozelti 80 °C de N, atmosferinde 1 saat geri sogutucu altinda
kanistirllmigtir. Daha sonra Fe;O4 coktirmek icin 40 mL %25’lik NH,OH baz
cozeltisi ilave edilerek ayni kosullarda 1 saat karigtirilmistir. 1 saat sonunda sicaklik
kapatilmis ve ¢ozeltide kalan baz fazlasini gidermek i¢in 1 kez sicak saf su 2 kez saf
su ile yikama islemi yapilarak ¢okelti magnet yardimi ile ayrilmistir. Cokeltinin
kurumasi i¢in vakumlu etiivde 70 °C de bir gece bekletilmistir [115]. Sentezlenen
Fe;O4 manyetik nanopartikiiller (MNP) sonraki kullanimlar igin desikatdrde
bekletilmistir.

4.5.2. Solvotermal yontem ile Fe;O4 sentezi

Solvotermal yontemde FeCl;.6H,O (5,44 g) ve NaAc (14,4 g) 250 mL lik behere
almmis ve tlizerine 160 mL etilen glikol (EG) ilave edilerek 200 rpm de 1 saat
karistirilmistir. Homojen bir karisim saglandiktan sonra karistm 50 mL lik teflon
kaplara konulmus ve paslanmaz celik otoklava yerlestirilmistir. Otoklav vidalar ile
sikica kapatilarak 200 °C de 8 saat 1sitilmistir. 8 saat sonunda sicaklik kapatilmis ve
karisim oda sicakligina sogutulmustur. Karisim deiyonize su ve etanol ile yikanarak
magnet yardimi ile siiziintiisiinden ayrilmistir. Cokeltinin kurumasi i¢in vakumlu
etivde 60 °C de bir gece bekletilmistir [116,117]. Sentezlenen Fe;O4 manyetik
nanopartikiiller (MNP) sonraki kullanimlar i¢in desikatorde bekletilmistir.

4.6. Fe3;04 Nanopartikiillerin Organik Maddelerle Fonksiyonellestirilmesi

Manyetik nanopartikiilleri organik maddelerle fonksiyonellestirmek igin tannik asit,
tanin ve gallik asit gibi fenolik ve polifenolik yapilar se¢ilmistir. Fenolik ve
polifenolik yapilarin se¢ilmesindeki en Onemli etken; alkaloid, jelatin ve diger
proteinlere baglanabilme yetenegi gibi 6zelliklere sahip fenolik reaksiyon veren ve
su ile ¢oziinebilen bilesikler olmasi ve daha az oranla da metal iyonlari, aminoasitler
ve polisakkaritlerle karmasik yapilar olusturmalaridir. Ayrica polifenoller, proteinler
ve polisakkaritler gibi diger bitkisel polimerlerle kararli bilesikler olusturabilen

maddeler olarak tanimlanirlar [118, 119].
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4.6.1. Fe304 nanopartikiillerin tannik asit ile fonksiyonellestirilmesi

1,0551 g FesO4 nanopartikiilleri lizerine 0,5 g tannik asitin 40 mL sudaki ¢dzeltisi
hazirlanarak 40 °C de azot atmosferinde bir saat geri sogutucu altinda karistirilarak
demir nanopartikiillerine modifikasyonu saglanmistir. Bir saat sonunda karisim bir
magnet yardimi ile c¢ekilip, sliziintiiniin dekantasyonla siliziilmesi saglanmstir.
Deiyonize su ile yikama yapilarak siizme islemi gergeklestirilmistir. 70 °C de bir
gece vakumlu etlivde kurumasi saglanmistir [120]. Tannik asit ile modifiye edilmis

MNP’ler (MNP-TA) sonraki kullanimlar i¢in desikatorde bekletilmistir.

4.6.2. Fe304 nanopartikiillerin gallik asit ile fonksiyonellestirilmesi

1,0003 g Fe;O4 nanopartikiilleri iizerine 0,5 g gallik asitin 40 mL sudaki ¢ozeltisi
hazirlanarak 40 °C de azot atmosferinde bir saat geri sogutucu altinda karistirilarak
demir nanopartikiillerine modifikasyonu saglanmistir. Bir saat sonunda karisim bir
magnet yardimi ile c¢ekilip, siliziintiiniin dekantasyonla siliziilmesi saglanmustir.
Deiyonize su ile yikama yapilarak siizme islemi gerceklestirilmistir. 70 °C de bir
gece vakumlu etlivde kurumasi saglanmistir. Gallik asit ile modifiye edilmis

MNP’ler (MNP-GA) sonraki kullanimlar i¢in desikatorde bekletilmistir.

4.6.3. Fe;04nanopartikiillerin tanin ile fonksiyonellestirilmesi

2,9708 g Fe;04 nanopartikiilleri iizerine 1,4862 g tanin 100 mL sudaki ¢ozeltisi
hazirlanarak 40 °C de azot atmosferinde bir saat geri sogutucu altinda karistirilarak
demir nanopartikiillerine modifikasyonu saglanmistir. Bir saat sonunda karigim bir
magnet yardimi ile c¢ekilip, siliziintiiniin dekantasyonla siiziilmesi saglanmuistir.
Deiyonize su ile yikama yapilarak siizme islemi gergeklestirilmistir. 70 °C de bir
gece vakumlu etiivde kurumasi saglanmistir. Tanin ile modifiye edilmis MNP’ler

(MNP-T) sonraki kullanimlar i¢in desikatdrde bekletilmistir.



43

4.7. Tripsin Immobilizasyonu

Tripsin immobilizasyonu i¢in ¢esitli ¢alismalardan faydalanilarak 1 mg/mL ve 10
mg/mL tripsin ¢ozeltisi (pH=7,5, 0,1 M) hazirlanarak immobilizasyon yapilmistir.

En 1yi immobilizasyon verimi 10 mg/mL tripsin konsantrasyonunda elde edilmistir.

4.7.1. Tannik asit ile fonksiyonellestirilmis Fe;O4 nanopartikiilleri iizerine

tripsin immobilizasyonu

Tannik asit ile fonksiyonellestirilmis manyetik nanopartikiillerden 0,1 g behere
alinmistir. Uzerine 10 mg/mL olacak sekilde fosfat (pH=7,5, 0,1 M) tamponunda
¢cOziinmiis tripsin enzimi ilave edilmistir. 4 °C de ¢ saat karigtirilarak
immobilizasyon gerceklestirilmistir. Immobilizasyon sonunda siiziintii magnet
yardimi ile dekantasyonla alinmis ve ayrica 1+1+1 mL fosfat tamponu ile 3 kez
yikama yapilarak, siizme islemi gerceklestirilmistir [120]. Tiim siiziintiilerde protein
tayini yapilmistir. Immobilize enzim (MNP-TA-TR) buzdolabinda kurutulmustur.
Fe;O4 MNP’lerin sentezi, fonksiyonellestirilmesi ve tripsin immobilizasyonu semasi

Sekil 4.4.’te verilmistir.
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Sekil 4.4. Tannik asit ile fonksiyonellestirilmis Fe;O4 nanopartikiilleri tizerine tripsin immobilizasyonu [120]

4.7.2. Gallik asit ile fonksiyonellestirilmis Fe;O4 nanopartikiilleri iizerine tripsin

immobilizasyonu

Gallik asit ile fonksiyonellestirilmis manyetik nanopartikiillerden 0,1 g behere
alinmistir. Uzerine 10 mg/mL olacak sekilde fosfat (pH=7,5, 0, 1 M) tamponunda
¢Ozlinmis tripsin enzimi ilave edilmistir. 4 °C de ¢ saat Kkaristirilarak
immobilizasyon gerceklestirilmistir. Immobilizasyon sonunda siiziintii magnet
yardimi ile dekantasyonla alinmis ve ayrica 1+1+1 mL fosfat tamponu ile 3 kez
yikama yapilarak, siizme islemi gergeklestirilmistir. Tiim siiziintiilerde protein tayini
yapilmustir. Immobilize enzim (MNP-GA-TR) buzdolabinda kurutulmustur. Fe;O4
MNP’lerin gallik asit ile fonksiyonellestirilmesi ve tripsin immobilizasyonu semasi

Sekil 4.5.’te verilmistir.
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Sekil 4.5. Gallik asit ile fonksiyonellestirilmis Fe;O, nanopartikiilleri iizerine tripsin immobilizasyonu

4.7.3. Tanin ile fonksiyonellestirilmis Fe;O4 nanopartikiilleri iizerine tripsin

immobilizasyonu

Tanin ile fonksiyonellestirilmis manyetik nanopartikiillerden 0,5 g behere alinmustir.
Enzimin kovalent baglanmasi i¢in, tanin ile fonksiyonellestirilmis manyetik
nanopartikiiller tizerine 0,1 M NaOH (pH=9,4) ¢ozeltisinden 3 mL ilave edilmis ve
bir saat karistirtlmistir. Sonrasinda tanin ile fonksiyonellestirilmis manyetik
nanopartikiiller magnet yardimi ile dekantasyonla alinmistir. 0,06 g benzamidin 10
mL fosfat (pH=7,5, 0,1 M) tamponunda ¢ozlinmiistiir. 10 mg tripsin enzimi 10
mg/mL olacak sekilde benzamidin ¢o6zeltisinde hazirlanmistir (kendi kendini
sindirimini dnlemek i¢in benzamidin ilave edilmistir). Hazirlanan 10 mg/mL tripsin
enzimi, tanin ile fonksiyonellestirilmis manyetik nanopartikiiller iizerine ilave
edilerek 4 °C de {ii¢ saat karistirilarak immobilizasyon gerceklestirilmistir.
Immobilizasyon sonunda siiziintii magnet yardimi ile dekantasyonla alinmis ve
ayrica 1+1+1 mL fosfat tamponu ile 3 kez yikama yapilarak, slizme islemi

gerceklestirilmistir. Tiim siiziintiilerde protein tayini yapilmistir. Immobilize enzim
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(MNP-T-TR) buzdolabinda kurutulmustur. Fe;O; MNP’lerin  tanin ile
fonksiyonellestirilmesi, tripsin immobilizasyonu ve BSA proteinini sindirimi semasi

Sekil 4.6.’da verilmistir.

Tannin

modifikasyonu

Fes04

sindirim Fe304-T-TR

magnetik
ayirma

L

peptitler

Sekil 4.6. Tanin ile fonksiyonellestirilmis Fe;O4 nanopartikiilleri iizerine tripsin immobilizasyonu ve BSA

sindirimi

4.8. Tripsin Immobilizasyonundan Sonra Karakterizasyon

Tripsin enzimi immobilize edildikten sonra enzim molekiiliiniin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinin degismesi dogaldir. Enzim molekiiliiniin hareket yetenegi sinirlanir,
konformasyonu degisir. Teorik olarak immobilizasyondan sonra enzimin spesifik
aktivitesinde diisme beklenir. Fakat hi¢c degismedigi veya artti§i durumlar so6z
konusudur. Immobilize ve serbest enzimlerin aktivitelerinin kiyaslanabilmesi igin
baglanan enzim miktarmin bilinmesi gerekir. Bu amagla immobilizasyon oOncesi
serbest enzimin ve immobilizasyon sonrasi immobilize enzimin aktiviteleri

belirlendi. Benzer sekilde serbest enzim ve immobilizasyon sonrasi siiziintii ve
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yikama sularinda protein tayinleri Bradford yontemine gore gerceklestirildi.
Immobilizasyon verimleri gerek aktivite gerekse protein miktar1 cinsinden baslangig
ve yikama sularindaki baglanmayan enzim miktar1 arasindaki farktan hesaplanarak
belirlendi. Tripsin immobilizasyonu i¢in uygun optimizasyon ve karakterizasyon

caligmalar1 serbest enzimle kiyaslamali olarak yapilmustir.

4.8.1. Tripsin enzimi aktivitesi iizerine sicaklik etkisi

Enzimlerin aktivitesi sicakliga baglhdir ve reaksiyon hizi sicaklikla beraber bir artis
gostermektedir, fakat belirli sicaklik limitlerinin {izerindeki degerlerde enzim
proteininin denatiirasyonundan dolay1 enzim aktivitesinde diigme gozlenir. Serbest ve
immobilize enzim aktivitesine sicakligin etkisi genellikle optimum egriler ¢izilerek
izlenir. Bu grafik bagil aktivitenin sicaklik ile degisimini gosterir. Genellikle
inkiibasyon stiresi arttikga termal denatiirasyon nedeniyle optimum sicaklik
diismekte, immobilize edilen enzimin optimum sicakligt ise genellikle
degismektedir. Serbest ve immobilize tripsinin sicaklia bagimli aktivitelerini
belirlemek amaci ile 4-85 °C sicaklik araliginda (4, 15, 25, 37, 45, 55, 70, 85 °C) 30
dakika bekletilmis ve buza konularak aniden sogutulmustur. Aktiviteleri 6l¢giildiikten
sonra relatif aktivite degerleri hesaplanip grafige ge¢irilerek her iki formun optimum

sicaklik degerleri belirlenmistir.

4.8.2. Tripsin enzimi aktivitesi iizerine pH etkisi

Enzimler protein yapisindaki molekiiller olduklarindan aktiviteleri ¢evre
kosullarindan oldukca etkilenmektedir. Bunlardan birisi de ortammn pH’idir. Bir
enzimin pH optimumu; reaksiyon siiresi, sicaklik, substrat yapisi ve konsantrasyonu,
kullanilan tamponun tiirii ve konsantrasyonu, ortamin iyonik siddeti, enzimin saflig
gibi bir seri deneysel parametreye bagimli bir degiskendir. Inkiibasyon ortamimin
pH’1 protein molekiiliiniin yiik ve dissosiasyon durumuyla beraber aktif merkezi de
etkilemektedir. Bu nedenle pH-aktivite iliskisinin incelenmesi, immobilizasyonun

neden oldugu pH-aktivite davraniglarindaki degisimler hakkinda bilgi vermekte
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ayrica enzim proteinlerinin yap1 fonksiyon iliskilerinin anlasilmasi a¢isindan da yol

gosterici olmaktadir.

Serbest ve immobilize enzim aktivitelerine pH etkisini incelemek i¢in inkiibasyon
tamponunun pH’1 4-10,5 araliginda degistirilerek standart kosullarda aktiviteleri
olgiilmiistiir. Inkiibasyon karigimlarmin igerdigi tampon tiiri ve pH degerleri:
Sodyum asetat (pH 4-6), sodyum fosfat (pH 6-8), tris-HCl (pH 8-9) ve sodyum
bikarbonat (pH 9- 10,5) olarak se¢ilmistir. Diisiik pH’larda aktivite ¢cok cok diisiik
oldugundan pH degeri yiiksek olarak caligilmistir.

Ortamin pH’min serbest ve immobilize enzimin aktivitesi lizerine etkisini incelemek
amaci ile serbest ve immobilize enzim preparatlar1 farkli pH’lardaki (6, 7, 8, 9, 10,
10,5) tamponlarda oda sicakliginda 1 saat boyunca bekletilmis ve standart kosul olan

0,1 M, pH=7,5 fosfat tamponunda aktiviteleri 6l¢tilmiistiir.

4.8.3. Tripsin enzimi aktivitesi iizerine substrat (BapNA) konsantrasyonu etkisi

Immobilizasyon sirasinda enzim proteinindeki konformasyonel degisiklikler, sterik
etkiler, mikrogevre etkileri ve diflizyon etkileri, immobilize enzimlerin serbest
enzimden farkli kinetik davraniglar gostermesine neden olurlar. O nedenle
immobilize enzimlerin kinetik davraniglarinin incelenmesi, kinetik sabitlerinin tayini

ve serbest enzimle kiyaslanmasi olduk¢a dnemlidir.

Serbest ve immobilize tripsin aktivitelerinin substrat konsantrasyonuna bagimli
degisimleri substrat olarak BApNA kullanilarak belirlenlenmistir. Bu amagcla
hazirlanan denemede farkli konsantrasyonlarda (0,5-3 mM) BApNA kullanilarak
standart kosul olan 0,1 M, pH=7,5 fosfat tamponunda aktivite tayini yapilmistir.

4.8.4. Tripsin enzimi aktivitesi iizerine depo kararhhg:

Depo kararliligi, immobilize enzim uygulamalarini ilgilendiren 6nemli bir parametre

olup uzun siire saklama durumunda enzimin aktivite kaybinin bir dlgiisiidiir. Depo
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kararlihigimi belirlemek i¢cin 4 °C’de 0,1 M, pH=7,5 fosfat tamponunu altinda
saklanan serbest ve immobilize enzimlerden belirli zaman araliklarinda 6rnekler
alinarak aktiviteleri optimum kosullarda tayin edilmistir. Bu c¢alismada 20 giin

araliklarla aktivite 6l¢timii yapilmistir.

4.8.5. Tripsin enzimi aktivitesi iizerine termal kararhhk

Enzimler protein yapida olduklari ve isiya karsi duyarli olduklarindan, sicaklik
yiikseldik¢e inkiibasyon siiresine bagimli olarak aktivite kaybi hizlanir. Sicaklik sabit
tutulursa bile yalniz inkiibasyon siiresinin uzamasi bile denatiirasyon sonucu aktivite
kaybina neden olur. Eger bir enzimin termal kararlilifi immobilizasyon ile

degisiyorsa boyle enzimlerin kullanimi1 pek ¢ok alanda yaygin olacaktir.

Serbest ve immobilize enzimin zamana bagimli termal kararliliklarini belirlemek i¢in
45 °C ve 55 °C’de farkli siirelerde (30, 60, 90 ve 120 dakika) inkiibe edilen serbest ve
immobilize enzim aktiviteleri standart kosul olan 0,1 M pH=7,5 fosfat tamponunda

Olgiilmiistiir.

4.8.6. Immobilize tripsinin tekrar kullanilabilirligi

Enzim immobilizasyonundaki en onemli amaglardan biri immobilize edilmis olan

enzimin bir proseste kullanildiktan sonra geri kazanimi ve tekrar kullanilabilmesidir.

Immobilize enzimin tekrar kullanilabilirliginin belirlenebilmesi igin 0,1 M pH=7,5
fosfat tamponunda aktivitesi 30 °C’de OSlgiilmiistiir. Daha sonra immobilize enzim,
immobilizasyon prosesi esnasinda kullanilan uygun tampon ¢ozelti (0,1 M pH=7,5
fosfat tamponu) ile yikanmis ve tekrar aktivite Ol¢iimii yapilmistir. Bu islemler
ardarda tekrarlanarak enzimin kaginci 6l¢iimde ne kadar aktivite kaybettigi tespit

edilmistir. Bu ¢alismada ard arda sekiz kez tekrar kullanabilirlik test edilmistir.
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4.9. Serbest Tripsin ve Immobilize Tripsin Madderinin Protein Hidrolizleri

Protein hidrolizi i¢cin BSA ve kazein proteinleri se¢ilmistir.] mg/mL BSA ve 1
mg/mL kazein stok c¢ozeltileri NH4HCOs; (0,1 M, pH=8,0) tampon ¢dozeltisi
kullanilarak hazirlanmistir. Protein sindirimlerinde NH4HCO; (0,1 M, pH=8,0)
tampon c¢ozeltisi kullanilmasinin sebebi, c¢ok kolay ucucu 0Ozelliginden dolay:
yapilacak analizlerde fazla ¢6ziicli olarak uzaklastirilarak analizlerin daha kolay
alinmasini saglamaktir. Hidroliz islemlerine baslamadan once proteinlerin daha iyi
ve etkili hidrolizi i¢in, proteinlere 95 °C de 15 dakika su banyosunda denatiirasyon

islemi uygulanmistir [78, 121].

4.9.1. Serbest tripsinin BSA proteini hidrolizi

1 mg/mL BSA ¢ozeltisinden 100 pL ependorf tiipiine alinmigtir. Uzerine 875 uL
NH4HCO; (0,1 M, pH=8,0) tampon ¢ozeltisi ilave edilmistir. Son olarak, 1 mg/mL
serbest tripsin ¢ozeltisi ilave edilerek 37 °C de su banyosunda 13 saat ¢ozeltinin
karismasi saglanmistir. 13 saat sonunda reaksiyonu durdurmak ic¢in ortama 15 pL

asetik asit ilave edilmis ve LC-MS/MS i¢in analizleri i¢in saklanmistir.

4.9.2. immobilize tripsinin BSA proteini hidrolizi

1 mg/mL BSA ¢ozeltisinden 100 pL ependorf tiipiine alinmgtir. Uzerine 900 uL
NH4HCO; (0,1 M, pH=8,0) tampon ¢ozeltisi ilave edilmistir. Son olarak, 1 mg/mL
immobilize tripsin ¢ozeltisi ilave edilerek 37 °C de su banyosunda 1 saat ¢ozeltinin
karismas1 saglanmistir. 1 saat sonunda c¢ozelti manyetik dekantasyon yoluyla
ayrilmig ve stiziinti LC-MS/MS i¢in analizleri i¢in saklanmistir. Tripsin immobilize
edilmis Fe;O4 nanopartikiillerin BSA proteinini hidrolizi ve LC-MS/MS igin

manyetik ayirma semasi Sekil 4.7.’de agik bir sekilde verilmistir.
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Sekil 4.7. Tripsin immobilize edilmis Fe;O4 nanopartikiillerin BSA proteinini hidrolizi

4.9.3. Serbest tripsinin kazein proteini hidrolizi

1 mg/mL kazein ¢ozeltisinden 100 pL ependorf tiipiine alinmistir. Uzerine 875 pL
NH4HCO; (0,1 M, pH=8,0) tampon c¢ozeltisi ilave edilmistir. Son olarak, 1 mg/mL
serbest tripsin ¢ozeltisi ilave edilerek 37 °C de su banyosunda 13 saat ¢dzeltinin
karismasi saglanmistir. 13 saat sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in ortama 15 pL

asetik asit ilave edilmis ve LC-MS/MS i¢in analizleri i¢in saklanmustir.

4.9.4. Iimmobilize tripsinin kazein proteini hidrolizi

1 mg/mL kazein ¢ozeltisinden 100 pL ependorf tiipiine alinmstir. Uzerine 900 pL
NH4HCO; (0,1 M, pH=8,0) tampon ¢ozeltisi ilave edilmistir. Son olarak, 1 mg/mL
immobilize tripsin ¢ozeltisi ilave edilerek 37 °C de su banyosunda 1 saat ¢ozeltinin
karismas1 saglanmistir. 1 saat sonunda c¢o6zelti manyetik dekantasyon yoluyla

ayrilmig ve siiziinti LC-MS/MS i¢in analizleri i¢in saklanmaistir.

4.10. Protein Hidrolizi icin LC-MS/MS Calismalari

LC-MS/MS, protein sindirimlerini ayirmak i¢in kullanilan bir sistemdir. %0,1 sulu

formik asit tampon A ve %0,1 asetonitril i¢erisinde ¢oziinmiis formik asit tampon B
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sistemde mobil faz olarak kullanilir. Akis hiz1 0,5 pL/dk ve enjeksiyon hacmi 20 pL
dir. Egimli ayirma ile 30 dakikadan fazla, mobil faz B %5 lineerlikten %35 artarken
sonrasinda mobil faz B 20 dakika i¢inde %35 den %100 e performans gostermistir ve
mobil faz B %100 e ayarlanmistir ve 10 dakika yapilmistir. Tandem kiitle
spektrometresi (LC-MS/MS) ESI problu, donanimli AB SCIEX 4000QTRAP
tizerinde gergeklestirilmektedir. Cihaz piiskiirtme voltaji 5 kV ayarlanmis ve pozitif
iyon modunda ¢aligmaktadir. Tam kiitle spektrometresi i¢in tarama araligr 100-2800
kiitle/yiik olarak ayarlanmigtir. Proteinlerin ayrilmasi Phenomenex Synergi Fusion-
RP CI18 (4.6x150mm, 5pum) kolonunda uygulanmis ve kolon sicakligi 40 °C’ye

ayarlanmistir.

4.11. Protein Hidrolizi icin Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel
Elektroforez (SDS-PAGE) Calismalari

Elektroforez, bir elektrik alan altindaki molekiillerin, bu alanda farkli hareket
etmeleri esasina dayanilarak yapilan bir ayirma yontemidir. Bu elektrik alan altinda
pozitif yiik tasiyan proteinler katoda, negatif yiik tasiyan proteinler anoda dogru gog

ederler. Elektroforez ¢alismasi i¢in asagidaki islemler sirasiyla yapilmaktadir.

4.11.1. SDS-PAGE jel kasetinin hazirlanmasi

Icinde jelin polimerize olacagi kuru ve temiz cam levhalar aralarma plastik ayirict
konularak st {iste yerlestirilmistir. Kiskaglar takilarak dokiim standina

yerlestirilmistir.

4.11.2. SDS-PAGE alt jel ve iist jel ¢ozeltilerinin yerlesimi

Alt jel olarak, hazir olarak alinan resolver A ve resolver B ¢ozeltisinden 3’er mL
alimmuis, tizerine %10’luk APS ¢ozeltisinden 30 uL ve TEMED c¢d6zeltisinden 3 pL
ilave edilmistir. Bu hazirlanan alt jel (resolver) ¢ozeltisi kasetlerin yerlestirildigi
standa yukaridan 1 cm bosluk kalacak sekilde doldurulmustur. Ust jel olarak, hazir

olarak alinan stacker A ve stacker B ¢ozeltisinden 1’er mL alinmus, iizerine %10’luk
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APS ¢ozeltisinden 10 uL ve TEMED ¢ozeltisinden 2 pL ilave edilmistir. Bu
hazirlanan st jel (stacker) ¢ozeltisi kasetlerin yerlestirildigi standin yukarisana yani
alt jelin istiine doldurulmustur (Sekil 4.8.). Kuyucuklarin olugmasi i¢in taraklar
yerlestirilmis ve 30-45 dakika jellerin polimerlesmesi ic¢in beklenilmistir.
Polimerlesme tamamlandiktan sonra tarak kuyularin bozulmamasina dikkat edilerek

¢ikartilmistir.

Sekil 4.8. Elektroforez i¢in alt jel ve iist jel ¢ozeltilerinin hazirlanip kasetlerin arasina doldurulmast
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4.11.3. SDS-PAGE olusan jellerin yerlesimi ve numunelerin yiiklenmesi

Kasette polimerlesen jeller elektroforez hiicreye diizgiin bir sekilde yerlestirilmistir.
Hiicre yiiriitme tampon c¢ozeltisi ile doldurulmustur. Kasetteki taraklar diizgiin bir
sekilde c¢ikarilmistir. 20 mg tartilan katt numenemiz tiipe alinmis ve iizerine 1 mL
sindirimi gergeklestirilecek protein ¢ozeltisinden (BSA ve kazein ¢ozeltisi, 10 mM
NH4HCOj igerisinde ¢oziinmiis 6 mg/mL) ilave edilmektedir. Sindirim siireleri 10,
20, 30 dakika olarak secilmistir. Hazirlanan numuneler belirlenen siirelerde
inkiibatérde bekletimis ve slire sonunda numuneden 30 puL ependorf tiipe alinmis
tizerine 70 pL yikleme tamponu ilave edilmistir. Her siirede ayni islem
tekrarlanmistir. Saf BSA veya kazein ¢oOzeltisi i¢cinde ayni islem yapilmistir.
Hazirlanan ependorf tiiplerindeki ¢ozeltiler 95 °C’de kaynar suda 3 dakika
bekletilmistir. Boylece denatiire edilmistir. 3 dakika sonunda her bir numuneden 10
pL alinarak elektroforez hiicredeki kuyucuklara konulmustur. Marker ve saf
cozeltiler icinde ayni miktarda alinmis ve hiicredeki kuyucuklara konulmustur.
Elektroforez hiicrenin kapagi kapatilarak 200 Volt ayarinda 20 dakika siire ile
elektroforez sisteminde yiiriitme gerceklestirilmistir (Sekil 4.9.). Bu asamadan sonra
kasetteki jeller dikkatli bir sekilde spatiil yardimi ile fiksasyon ¢ozeltisine
yerlestirilmis ve 1 saat proteinlerin tutunmasini saglamak amaciyla inkiibatorde
calkanmistir. Bu silire sonunda jeller boya ¢ozeltisine koyulmus ve 1 saat inkiibe
edilmistir. Boya c¢ozeltisinin fazlasin1 gidermek amaci ile %10 luk asetik asit
¢Ozeltisinde peptitlerine ayrilan jeller 1 gece bekletilmistir. Sonrasinda jeller diizgiin

olarak temiz bir zemine yerlestirilmis ve fotografi ¢ekilmistir.



Sekil 4.9. Bio-rad marka Sodyum dodesilsiilfat-Poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) sistemi
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BOLUM 5. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

5.1. Fe304 Nanopartikiillerinin XRD ile Karakterizasyonu

Saf Fe;O4 nanopartikiillerin kristal yapisi XRD deseni olarak Sekil 5.1.°de
gosterilmistir. FesO4 manyetik nanopartikiillerine ait 7 farkli karakteristik pikler
strastyla 18,38-30,24-35,58-43,34-53,74-57,3-62,8 teta acilar1 olacak sekilde (111),
(220), (311), (400), (422), (511) ve (440) noktar1 isaretlenmistir [78,122]. Bu
noktalarin yakinligt ve durumlari goz oniine alindiginda benzer calismalarda da
Fe;O4 kristali i¢in aymi noktalar bulunmustur [123-125]. Sahoo ve ark. Fe;O4
nanopartikiilleri i¢in karakteristik baskin pik olarak (311) noktasini bulmuslardir
[124]. Fe;O4 nanopartikiillerinin baskin olarak gosterilen pike karsilik gelen teta agisi
degeri yaklasik 35,58° dir [126,127]. Maciel ve ark. manyetik levan nanopartikiilleri
lizerine tripsin immobilize etmis ve 20=35 olarak bulmuslardir [78,125]. Kristal
boyutu ve kafes gerilmesi Williamson-Hall metodu kullanilarak esitlik (5.1) deki gibi
hesaplamistir [128].

P.Cos 0 = % + 4¢£.Sin @

(5.1)

Williamson-Hall metoduna gore hesaplanan partikiil boyutu 17 nm dir. En siddetli
pik olan 311 igin; en kiiclik kareler metoduna gore hesaplanmis kafes sabiti 8,366

Angstrom (A) ve kafes hacmi 585,505 Angstrom (A%)’diir.
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Sekil 5.1. Fe;0, nanopartikiillerinin XRD ile karakterizasyonu

5.2. Fe3;O4-Tannik asit-Tripsin Immobilizasyonu icin Karakterizasyon

Calismalanr
5.2.1. Termal analiz calismalari

Termogravimetrik analiz, malzemenin bozunmasina, oksidasyonuna ya da
bilesenlerinden ugucu molekiillerin kaybina bagl olan kiitledeki azalis degerleridir.
TGA deneylerinde numunede gozlenen kiitle kaybininin nedenlerinden bazilari,
numune i¢inde bulunan ugucu bilesenlerin buharlasmasi (numunenin su kaybetmesi
ve gaz emilimi gibi), numunenin oksijenli ortamda oksitlenmesi, inert atmosferde
bulunan numunenin sicaklik altinda bozunmasi, ya da ferromanyetik malzemelerde
numunenin sicaklia bagli olarak manyetik 06zelliklerinin  degigmesi olarak

sayilabilir.

MNP, MNP-TA ve MNP-TA-TR’in termal kararliliklar1t TGA ve birincil tiirevi olan
dTGA kullanilarak degerlendirilmistir (Sekil 5.2. ve 5.3.). Fe;O4 nanopartikiiller
65°C den 120°C ye kadar %0,8 agirligin1 kaybetmistir. Bu, madde tizerinde fiziksel
olarak adsorblanan suyun kaybedilmesidir [115]. Benzer ¢aligmalarda da Fe;O4 igin

fiziksel olarak adsorblanan su miktar1 yakin miktarlarda bulunmustur [124,129].
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Qin ve ark. silika kapli manyetik nanopartikiiller {izerine polimer yapida molekiil
calismiglardir ve sonugta fiziksel adsorblanan miktar1 yaklagik %5 olarak
bulmuslardir [129]. Tannik asit ile fonksiyonellestirilmis Fe;O4 ise 50-1000°C arasi
%9,86 agirlik kaybettigi acikca goriilmektedir. Son olarak, MNP-TA-TR ise 50-
1000°C araliginda %11,35 agirlik kaybetmistir. Hem MNP-TA asit hem de MNP-
TA-TR’in bozunmasi ii¢ adimda meydana gelmistir. Ik adimda, 50-200°C arasinda
%1,5’luk bir kayip vardir. Bu tannik asit molekiilii iizerinde —OH gruplarina
baglanan su molekiillerinin kaybedilmesinden kaynakli olabilmektedir. Ikinci
adimda, 200-450°C arasindaki bozunmalar molekiilerarasi baglarin kirilmasi,
halkanin siyrilmasi, zincir kopmalar1 ve buharlasan kisimlarin  ayrilmasi
olabilmektedir. Bu adimda MNP-TA ve MNP-TA-TR sirasiyla %7,5 ve %8 agirlik
kaybetmistir. Uciincii adimda ise, 450-700°C arasinda tannik asit ve tripsin
arasindaki oksidatif bozunmalardan dolay1 kayip olabilmektedir. MNP-TA ve MNP-
TA-TR sirastyla %9,86 ve %11,35 agirlik kaybetmistir [120].

5.2.2. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi calismalar:

Fourier doniisiimlii kizil6tesi spektroskopisi (FTIR) bir tiir titresim spektroskopisidir;
IR 1sinlart molekiiliin titresim hareketleri tarafindan sogurulmaktadir. Titresim
spektrumlari, titresen enerji diizeylerinin degismesiyle olusurlar. infrared bolgede bir
titresim bandinin gozlenebilmesi i¢cin molekiiliin titresimi sirasinda elektriksel dipol

momentinin degigsmesi gerekir.

Sekil 5.4.te MNP, MNP-TA ve MNP-TA-TR’in FTIR pikleri verilmistir. 700 cm™’
den kiiclik alanlarda diisiik dalga boylarinda demiroksite ait Fe—O baglar1 elde
edilmektedir. Manyetik nanopartikiillerin varhigi 632, 561 ve 585 cm ' dalga
boylarinda goriilmektedir [130,131]. Bayramoglu ve ark. Fe;O4 nanopartikiillerin
karakteristik pikini 612 cm™' olarak bulmuslardir [8]. Sekil 5.4. (a) da 561 cm ',
1396 cm ' ve 1630 cm ' pikleri demiroksitin tipik Fe—O titresimlerinden
kaynaklanmaktadir. Sekil 5.4. (b) de 1000 cm ™' ve 1700 cm ' arasinda adsorbsiyon
pikleri Sekil 5.4. (a) dan farkhidir [132]. Ozellikle 1634 cm™' yer alan pik ¢ok
belirginlesmistir. Sekil 5.4. (b) de 1706 cm ' dalga boyundaki pik -C=0 grubuna
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aittir. Tannik asit molekiiliiniin baglanmasinin sonucu olarak 2925 ve 2860 cm '

dalga boylarinda —O—H ve —C—H gruplarina ait titresimler goriilmektedir. 3600-3100
cm ' genis pik aralig tannik asit molekiiliiniin metilol ve fenolik gruplarinin —O—H
uzantilarmin karakteristik piklerinden kaynaklanmaktadir [133—135]. Sekil 5.4. (c)
de 3600-3100 cm ' genis bolgesi yalmizca tripsinin baglanmasiyla degil ayni
zamanda tannik asit molekiiliiniin serbest hidroksil gruplarina da aittir. 1343 ve 1048
cm ' pikleri taninin fenolik gruplarmna aittir [136,137]. MNP-TA ve MNP-TA-TR
karsilastirildiginda, 1000-1700 cm ™' bolgesindeki degisiklikler tripsin enzimi ve
taninin bazi fenolik gruplar arasindaki protein-tannat kompleksinden kaynaklandigi

gorilmektedir.

1630,68

3433,97

1343,4 1203,90 561,04
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Gegirgenlik (%)

3435,60

1060,86

1632,74
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3443 559,21

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450
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Sekil 5.4. FTIR gbriintiileri (a) MNP, (b) MNP-TA, (c) MNP-TA-TR

5.2.3. Taramali elektron mikroskobu ¢alismalari
Taramal1 elektron mikroskobu (SEM), malzemelerin yiizey 6zellikleri, korozyon

dayanimlari, kaplama kalinligi, partikiill boyutu, morfolojisi gibi 06zelliklerin

belirlenmesinde kullanilmaktadir.
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Sekil 5.5.te MNP, MNP-TA ve MNP-TA-TR’in SEM analizleri verilmistir. Bu
goriintiilerden tanecik boyutlarinin 100 nm den daha kiigiik oldugu goriilmektedir.
SEM ile kiicliik boyutlarda gorilintii net olmamaktadir. Bu nedenle 5 pm olacak
sekilde goriintiiler alinmistir. Goriintiiler siyah, yogun ve manyetik toz seklinde
heterojen yapilardir. Sekil 5.5. (b) ve 5.5. (c), Sekil 5.5. (a) ile karsilastirildiginda
Fe;04 nanopartikiilleri modifiye olduktan sonra piiriizliliigiin arttif1 goriilmektedir
[138]. Fe3Os4 nanopartikiilleri ¢ok farkli boyutlarda iiretilebilmektedir, bu
nanopartikiiller ¢oklu kabuk veya dis yapisindan kaynaklanabilmektedir [127,139].

5.2.4. Titresen 6rnek magnetometresi calismalari

Titresen 6rnek magnetometresi (VSM) ile miknatislanma 6lgme metodu, Foner
tarafindan gelistirilmis ve calisma prensibi, titrestirilen 6rnek yanindaki sarimlarda
meydana gelen aki degisimlerinin Olgiilmesine dayanmaktadir [140]. VSM,
elektromanyetik indiiksiyon prensibine gore c¢alismaktadir. Faraday indiiksiyon
kanununa gore bir kapali devredeki manyetik aki degisimi, devrede bir indiiksiyon
elektro motor kuvveti (e.m.k.) olusturmaktadir. Elektromanyetik indiiksiyon
kavrami, manyetik aki degisiminin indiiklenen e.m.k.’e esit oldugu soOylenerek

aciklanmaktadir [141].

Sekil 5.6.°da MNP, MNP-TA ve MNP-TA-TR’in oda sicakliginda VSM cihazindan
elde edilen histerisiz egrileri yer almaktadir. Histerisiz egrileri manyetik
nanopartikiillerin yapilarimi ve davraniglarim1 gosteren miknatislanma egrisidir.
Histerisiz egrisinin daralmasi malzemenin kolay miknatislanabilecegini ve diisiik
arttk miknatisa sahip olacagini (arttk miknatis, sicaklikla veya darbelerden sonra
miknatislik  6zelliliginin ~ diisik olmas1), genislemesi ise malzemenin zor
miknatislanma 06zelligi gosterecegini ve daha kuvvetli bir artik miknatishiga sahip

olacagini gostermektedir [141-143].



Sekil 5.5. SEM gbriintiileri (a) MNP, (b) MNP-TA, (c) MNP-TA-TR
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Sekil 5.6. VSM histerisiz egrileri (a) MNP, (b) MNP-TA, (c) MNP-TA-TR

Sekil 5.6.da MNP i¢in doymus manyetiklik 69,51 emu/g, MNP-TA i¢in ise doymus
manyetiklik 60,98 emu/g degerindedir. Bu farklilik Fe;O4 nanopartikiilleri {izerine
cok c¢ok biiyilk ve genis bir molekiil olan tannik asit baglanmasindan
kaynaklanmaktadir. Biiyiik bir molekiilin baglanmast doymus manyetikligi
diistirmiigtiir. MNP-TA-TR doymus manyetiklik degeri 62,19 emu/g dir. Tripsin
enzimi de yapisindaki karboksilik asit ve amin gruplari tasiyan biiyiik bir molekiil
olmasina ragmen tannik asit gibi bir molekiil {izerine baglanmasi sebebiyle doymus

manyetikligi tannik asit immobilizasyonundan daha biiytiktiir [120].

5.2.5. Zeta potansiyeli analiz calismalari

Zeta potansiyeli, bir siispansiyondaki pargaciklardan herhangi biri tarafindan
sergilenen fiziksel bir Ozelliktir. Siispansiyon ve emiilsiyonlarin formiillerini
optimize etmekte kullanilabilir ve uzun siireli kararliligin tahmininde de yardimci
olur. Bir partikiil yiizeyinde net yiikiin olusturulmasi ¢evredeki temas bolgesindeki

iyonlarin dagilimim etkiler ve yiizeye yakin olan zit iyonlarin (partikiile zit yiikte
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olan iyonlar) konsantrasyonun artmasina sebep olur Bu nedenle, her partikiiliin

¢evresinde bir “elektriksel ¢ift tabaka” mevcuttur.

Her partikiiliin etrafinda iki kisimdan olusan elektriksel ¢ift tabaka bulunmaktadir.
Bu kisimlar; iyonlarin kuvvetli bir sekilde baglandigi bir i¢ tabaka (Stern tabakasi) ve
iyonlarin daha gevsek oldugu bir dis (difiize) bolgedir. Bu difiize bolge i¢inde, her
partikiiliin tek bir varlik gibi davrandigi kavramsal bir sinir bulunmaktadir. Bu

smirdaki potansiyel “zeta potansiyeli”dir (Sekil 5.7.).

Zeta potansiyelinin biiylikliigii, kolloidal sistemin kararliliginin bir gostergesidir.
Eger siispansiyondaki tiim parcaciklar biiyiik bir eksi ya da art1 zeta potansiyeline
sahip ise, birbirlerini itmeye meyillidirler ve bdylece parcaciklarin biraraya gelme
egilimleri bulunmayacaktir. Degerin distiriilmesi, parcaciklarin biraraya gelmelerini
ve flokiile olmalarina olanak saglar. Flokiilasyonun en yiiksek degeri zeta potansiyeli

sifirken goriiliir. Bir siispansiyon i¢inde negatif zeta potansiyeline sahip bir partikiil
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Sekil 5.7. Zeta potansiyelinin sematik gosterimi [33]



65

diisiiniilerek, eger bu siispansiyona daha fazla alkali ilave edilirse, partikiiller daha
fazla negatif yilikle yiliklenme egilimi gosterirler. Eger bu silispansiyona asit ilave
edilirse, bir siire sonra ylikiin notralize olacagi bir noktaya ulasilacaktir. Daha fazla
asit ilavesi, pozitif yiikiin olugsmasina sebep olur. Bu nedenle bir zeta potansiyeline
kars cizilen pH egrisi diisiik pH degerlerinde art1, yliksek pH degerlerinde ise diigiik
ya da eksi degerde olacaktir. Egrinin sifir zeta potansiyelinden gectigi bir nokta
olmas1 muhtemeldir. Bu noktaya izoelektrik nokta (IEN) denir ve pratik agidan gok
onemlidir. Bu nokta, normal olarak kolloidal sistemin en az kararli oldugu noktadir
(Sekil 5.8.). Kararli ve kararsiz siispansiyonlar arasindaki genel ayrima c¢izgisi
genellikle +30 veya -30 mV olarak alinir. Zeta potansiyeli +30 mV degerinden daha
yiiksek veya -30 mV degerinden daha diisiik olan parcaciklar kararli olarak kabul
edilir [33].

Sekil 5.9.°da MNP-TA ve MNP-TA-TR sulu ¢ozeltilerinin zeta potansiyel egrileri
goriilmektedir. Egrilere bakildiginda iki numune de, pH 4-11 arasinda yiliksek negatif
potansiyel degerleri gostermektedir. Farkli destek maddeleriyle elektrostatik
etkilesim nedeniyle, enzim ve proteinin baglandigini gosteren bir ¢ok makale vardir
[73,144,145]. Tripsinin izoelektrik noktasi (pI) 10,5 dur. Zeta 6lgiimiinden, tannik
tizerindeki OH gruplarindan dolay1 (zeta potansiyeli —34.9 mV) MNP-TA epeyce
yiiksek negatif yiikler igermektedir. Tripsin immobilizasyonu sodyum fosfat tampon
(0,1 M, pH 7,5) ¢ozeltisinde yiiriitilmiistiir. Bu pH’da, tripsin pozitif bir sekilde
yiiklenmis ve MNP-TA vyiizeyi ¢ok fazla negatif ylik igermektedir.

Sonug olarak, MNP-TA iizerine tripsinin baglanmasi elektrostatik etkilesim meydana
getirmektedir. Bu yiizden tripsin ve MNP-TA arasindaki etkilesim basit adsorpsiyon
ve kovalent immobilizasyon degil, fakat kovalent olmayan etkilesimler enzimin
silfir ve azot atomlar1 ile MNP-TA’in oksijen atomlar1 arasinda meydana
gelmektedir [124]. Tripsinin izoelektrik noktasinin altindaki pH degerlerinde,
immobilize tripsinin zeta potansiyel degeri artmaktadir. Bu, tripsinin immobilizasyon
esnasinda  MNP-TA’in negatif yiikleri ndtrallestirdigini gOstermektedir. Fakat

immobilizasyondan sonra zeta potansiyel degeri tripsinin izoelektrik noktasinin
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Sekil 5.9. MNP-TA ve MNP-TA-TR’in zeta potansiyeline kars: pH grafigi

tizerinde azalmaktadir. Bu immobilize tripsinin, MNP-TA’in stern tabakasindaki

negatif yiiklerini notrallestirmedigini gostermektedir [120].

5.2.6. pH kararhhgi ¢calismalar

pH yalnizca aminoasit yan gruplarinin 6zelliklerini degil ayn1 zamanda ¢éziinmeyen

bir destegin ¢ozelti kimyasini etkileyen en Onemli faktorlerden bir tanesidir. pH
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kararliligini tespit etmek igin serbest ve immobilize tripsin, 0,1 M, pH 6-11
aralifinda, oda sicakliginda 1 saat inkiibasyon yapilmistir ve aktivitesi standart

kosullarda olgtilmiistiir.

Sekil 5.10.’da goriildiigii gibi serbest enzim ve immobilize enzim pH kararliliklart
arasinda benzer sonuglar elde edilmistir. Immobilize enzim serbest enzim ile
karsilagtirildiginda serbest enzim pH 7-9 araliginda stabilitesini korurken immobilize
enzimlerin bazik bolgede (pH 7-10) daha kararli bir yapiya sahip oldugu ve pik
alaninin yayginlastigi goriilmektedir. Serbest tripsinin optimum pH degeri 7,5 iken,
immobilize tripsinin optimum pH degeri 8,5-9,5 aralifinda degismektedir [120]. Bu
sonuglarin, immobilizasyondan sonra tasiyictya amino gruplariyla baghh enzimin
pozitif ylkli gruplarinin sayist azaldigr i¢in oldugu disiiniilmektedir. Boylece

enzimin karakteri daha polianyonik olmaktadir [146].

Genel olarak, hayvan menseli tirpsinin optimum pH degerleri pH 6,0-9,0
araligindadir [147,148]. Farkli destek maddeleri i¢in tripsin enzimine ait optimum
pH degerleri bu calismada elde edilen sonuglari ile karsilagtirilarak Tablo 5.1 de
verilmistir. Ornek olarak, silika-GA ve kitosan ile modifiye edilmis mikrokiirecikler
lizerine tripsinin optimum pH degerleri 9,5 ve 8,5 olarak sirasiyla tespit edilmistir
[112,149]. Ek olarak, PANIG [150], ChGly [151], glutaraldehitli harcanmis amin
tahili [152] ve PVAG-PANIG [153] iizerine tripsinin optimum pH degerleri 7,0 ve
8,0 arasinda bulunmustur. Serbest tripsinin aktivitesi, pH degerindeki degisiklik
denatiirasyonundan dolay1 azalmasina ragmen tripsin molekiillerin denatiirasyonu
onemli Ol¢iide immobilizasyon ile azalmaktadir. Tripsin molekiiliiniin terminal
amino gruplarina sahip oldugu varsayilmaktadir ve tripsin molekiiliiniin bazi amino
gruplari, MNP’lerin yiizeyinde tannik asitin karboksil gruplariyla reaksiyona
girmektedir. Serbest tripsin aktivitesi ile karsilastirildiginda immobilize tripsinin
enzimatik aktivitesindeki artig, substratin tripsin enziminin aktif bolgesine daha
kolay ulagmasiyla sonuglanan, hem tripsinin otolizini kii¢liltme/ortadan kaldirma
hem de yiiksek yiizey alani ve siirlamayla MNP iizerinde immobilize tripsinin olasi
stabilizasyonuna atfedilmektedir. Tripsin aktivitesinin bu stabilizasyonu, sadece

otolizi degil ayn1 zamanda tripsin denatlirasyonunu da onleyen MNP yiizeyinde
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tannik asit molekiilii ve tripsinin biiyiik olasiklikla ¢oklu baglanmasinin sonucudur

[154,155].

Tablo 5.1. Immobilize tripsinin immobilizasyon verimi, optimum sicaklik ve pH i farkli calismalarla

karsilagtirilmasi
Destek immobilizasyon Optimum Optimum Referanslar
Maddeleri Verimi (%) Sicaklik (°C) pH
Fe;0,~TA 81,1 45 9 Bu ¢alisma
PANIG - 45 7,6 [150]
Silika—GA 63 45 9,5 [112]
Nochitosan modified - 40 8 ve 8,5 [149]
microspheres (M1-M3)
and chitosan modified
microspheres (M4-M8)
ChGly (glutaraldehitle =100 55 7 [151]
aktive edilmis kitosan
jelleri)
Glutaraldehitli 61,3 50-60 7-9 [152]
harcanmis amin
tahili
PVAG-PANIG - 35 7,6 [153]
Catla catla sazaninin - 40 7 [156]

sindirim sisteminden

tripsin saflastiriimasi
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Sekil 5.10. Serbest ve immobilize tripsinin (MNP-TA-TR) pH kararliligi

5.2.7. Sicaklik kararlihgi calismalar:

Sicakligin serbest ve immobilize tripsin aktivitesine etkisi aktivitelerinin farkl
sicakliklarda standart kosullarda 6l¢iilmesi ile belirlenmistir (Sekil 5.11.). Genellikle
hayvansal kaynakli tripsinlerin optimum sicaklik degerleri 40-65°C arasinda
degismektedir [147,156-159].

Sekil 5.11.°de goriildiigii gibi serbest ve immobilize enzimler i¢in optimum sicaklik
degeri 45 °C olarak bulundu. Bu sonu¢ immobilizasyon isleminin tripsinin optimum
sicakliginda bir etkisinin olmadigin1 gostermektedir. Enzimler protein yapidaki
bliyiik ve oldukca kompleks molekiillerdir. Aktivitesinin korunmasi i¢in {i¢ boyutlu
yapisi korunmalidir. Aktiviteye etki eden en 6nemli parametrelerden biri sicakliktir.
Enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik olan optimum sicaklik, 6zellikle
operasyonel bir parametre olmasi acgisindan Onemlidir. Literatiirlerde c¢esitli
tastyicilarda immobilize edilmis glukoz izomeraz, 16sin aminopeptidaz, kimotripsin,
tripsin ve asparaginaz gibi bazi enzimlerin optimum sicakliklarinin immobilizasyon

sonrasinda degismedigi 6rnekler mevcuttur [160].

Optimum sicaklik degerleri bazi ¢alismalarda 45°C olarak bulundugu gibi [112,150]
farkli ¢alismalarda 40°C olarak da bulunmustur (Tablo 5.1) [149,156]. 50-85°C
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Sekil 5.11. Serbest ve immobilize tripsinin (MNP-TA-TR) sicaklik kararlilig

arasinda immobilize enzim serbest enzimden daha yiiksek aktivite gdsterir ki bu da
immobilize enzimin yiiksek sicakliklarda daha kararli oldugunu gostermektedir.
Optimum sicakliktaki artig tripsinin degisen kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden
kaynaklanmigtir. Termal denatlirasyonun Onlenmesi ayni zamanda tripsin
molekiiliilleri ve tannik asit molekiilleri arasindaki ¢oklu baglanmalardan meydana
gelmektedir. MNP iizerine enzim molekiillerinin fonksiyonel gruplar1 biiyiik 6lgiide
birbirleriyle temasi kisitlanmis oldugundan, immobilize enzimin daha yiiksek

stabilitesinden ve azalmis otolizden kaynaklanabilir [8,138,161].

5.2.8. Substrat konsantrasyonu calismalari

Serbest ve immobilize tripsin aktivitelerinin substrat konsantrasyonuna bagimli
degisimleri sabit sicaklik ve pH da farkli konsantrasyonlarda (0,5-3 mM) No-
Benzoil-DL-arginin 4-nitroanilit hidroklorit (BApNA) kullanilarak belirlenmistir.
Serbest ve immobilize tripsin i¢in konsantrasyona bagli hiz etkisi Sekil 5.12.°de
gosterilmistir. K, ve Vyax kinetik parametreleri, Sekil 5.13. Lineweaver-Burk
diyagrami kullanilarak hesaplanmistir. Bilindigi gibi K, bir enzimatik reaksiyonda,
reaksiyon hizinin  maksimum hizin  yarisina ulastigi  andaki  substrat
konsantrasyonunu ifade eder ve substratin enzime olan ilgisinin Ol¢iistidiir. Yiiksek

bir Michaelis sabiti, yar1 doygunluga ulasabilmek i¢in yiiksek bir substrat
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konsantrasyonu gerektigini ve enzimin adi gegen substrata ilgisinin yiiksek
olmadigimi gostermektedir. Tablo 5.2.°de immobilize ve serbest tripsinin kinetik

parametreleri verilmektedir.

=== serbest tripsin

0.01
=== immobilize tripsin
0.008 -
0.006 -
>
0.004 -
0.002 -
0 T T T T T T 1
0 0.0005 0.001 0.0015 0.002 0.0025 0.003 0.0035
[S1(mol/L)
Sekil 5.12. Serbest ve immobilize tripsin (MNP-TA-TR) aktivitelerinin BApNA konsantrasyonununa bagimli
degisimleri
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Sekil 5.13. Serbest ve immobilize tripsinin (MNP-TA-TR) Lineweaver-Burk diyagrami

Tablo 5.2.’den goriildiigii lizere immobilize tripsinin Michaelis sabitinin daha ytliksek
oldugunu ve bu durumun enzimin ve bagli oldugu tannik asit molekiiliiniin substratla

olan baglanmasi, yapisi, sterik engeli ve esnekligi gibi bir ¢ok farkli durumlardan
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kaynaklanabilecegi iizerinde durulmaktadir [162,163]. Serbest tripsin i¢in K,
degerinin hayvansal kaynakli tripsinler ile benzer oldugu bazi literatiirlerde de
gdzlenmistir [157,158]. Immobilizasyondan sonra, tripsinin kinetik parametrelerinde
benzer degismeler farkli calismalarda da gozlenmistir [164-166]. Sun ve ark.
immobilize tripsin i¢in K,, degerini 24,1 mg/mL bulurken serbest tripsini 23,1
mg/mL olarak bulmuslardir [164]. Immobilize tripsin i¢in bulunan deger serbest
tripsinden yiiksektir. Benzer sekilde Yao ve ark. immobilize tripsin i¢in K, degerini
1,19 mM ve Vpy degerini 425,53 uM s ' bulurken, serbest tripsin i¢in Ky, degerini
1,11 mM ve V. degerini 1,34 uM s ! olarak bulmuslardir [165].

Tablo 5.2. Serbest ve immobilize tripsinin (MNP-TA-TR) kinetik sabitleri

Serbest Tripsin Immobilize Tripsin

Substrat K., (mM) V max Ky (mM) Vinax
(mM/min) (mM/min)

BApNA 5,1 23 12,1 23,5

5.2.9. Depo kararhhgi calismalari

Depo kararliligi, 6zellikle immobilize enzimlerin uygulama alani ile ilgili 6nemli bir
faktordiir. Depo kararlilii, enzimin saklama kosullarima bagli bir parametredir.
Genellikle, suda ¢oziinmez enzim preparatlari, liyofilize edilerek ya da siispansiyon

seklinde 4-5°C’de saklanabilirler.

Serbest ve immobilize tripsinlerin depo kararliliklar1 4°C’de 0,1 M, pH=7,5 fosfat
tamponunda bekletilerek 20 giin araliklarla aktiviteleri Ol¢ililmiistiir. Toplamda 7
Olciim alinarak 120. giinlin sonunda belirlenen son aktiviteyle beraber Sekil 5.14.
cizilmistir. Buna gore, serbest enzim 120 giin sonunda baslangi¢ aktivitesinin %40
lik kismini kaybederken, immobilize enzim ise 120 giin sonunda baslangi¢
aktivitesinin sadece %10 luk kismini kaybetmistir. Immobilize tripsinin serbest
tripsinden daha yliksek depo kararliligi gostermesi enzim ve tannik asit molekiiliiniin
karboksilik gruplart arasindaki ¢oklu bag etkilesimi ile ifade edilmektedir. Serbest
tripsinin daha az depo kararlilig1 gostermesi ise, otolizden kolay etkilendiginden

kaynakl1 olabilmektedir [8]. Bayramoglu ve ark. yaptiklari manyetik polimetil
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Sekil 5.14. Serbest ve immobilize tripsinin (MNP-TA-TR) depo kararliligt

metaakrilat iizerine tripsin immobilize edip adsorpsiyon g¢alismasinda immobilize
tripsin aktivitesinin 8 hafta sonunda sadece %39 oraninda aktivitesini kaybettigini
bulmusglardir [8]. Nikolic ve ark. ise yaptiklar1 ¢alismada 60 giin sonunda immobilize

tripsinin aktivitesini %90 korudugunu kanitlamislardir [85].

Enzimleri uzun siire saklama durumlarinda, enzim immobilizasyonunun enzimdeki

aktivite kaybin1 6nemli 6l¢iide azalttigr goriilmektedir.

5.2.10. Termal kararhhk ¢calismalari

Enzimlerin kararliligina etki eden parametrelerden en 6nemlisi sicakliktir. Genellikle
enzimler diisiik sicakliklarda daha kararli olurken yiiksek sicakliklarda hizli termal
denatiirasyona ugrar. Immobilizasyon sonrasida enzimin termal kararlihg: artabilir,
azalabilir ya da hi¢ degismez. Immobilize enzimlerin termal kararlilif1 endiistriyel
uygulamalar acisindan en 6nemli kriterlerden birisidir. Enzimler protein yapilarindan
dolay1 1sitmaya dayanikli degillerdir ve pratik olarak enzim reaksiyonu yiiksek

sicakliklarda gerceklestirilemez.



74

Serbest ve immobilize tripsinin zamana bagimli termal kararliliklar1 45 °C ve 55°C
sicakliklar i¢in farkli siirelerde (30, 60, 90 ve 120 dakika) belirlenmistir (Sekil 5.15.
ve 5.16.).

Sekil 5.15.de goriildigi gibi 45°C’de serbest tripsin 120 dakika sonunda %45
kararliligimi korurken, immobilize tripsin %55 kararliligin1 korumaktadir. Bu sonug
immobilize enzimin immobilizasyondan sonra termostabilitesini gelistirdigini
gostermektedir [120]. Sekil 5.16.’da ise 55°C’de serbest tripsin 120 dakika sonunda
%16 kararliligin1 korurken, immobilize tripsin %54 kararliligin1 korumaktadir. Bu
immobilize tripsinin serbest tripsine gore daha iyi bir kararlilifa sahip oldugunu
gostermektedir. Birgok inek pankreasindan elde edilen tripsin ¢alismalarinda, enzim
50°C ye kadar aktivitesinin biiylik bir boliimiinii korurken bu sicakligin {izerinde

aktivitesini hizli bir sekilde kaybetmektedir [167,168].
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Sekil 5.15. Serbest ve immobilize tripsinin (MNP-TA-TR) 45 °C de termal kararlilig1

5.2.11. Tekrarlanabilirlilik ¢calismasi

Immobilize enzimlerin endiistriyel agidan degerini etkileyen bir parametre de bu
preparatlarin birgok kez ve uzun siire kullanilabilmeleridir. Bu amag ile immobilize
enzimlerin tekrar kullanilabilirligi uygun tampon ¢ozeltisinde (0,1 M, pH=7.5 fosfat

tamponu) tespit edilmistir.
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Sekil 5.16. Serbest ve immobilize tripsinin (MNP-TA-TR) 55 °C de termal kararliligi

30°C’de 10 dakikalik inkiibasyonlar sonrasinda, immobilize enzimler 4°C’de
santrifiijlenerek {iist faz alinarak aktiviteleri Ol¢lilmiistiir. Daha sonra immobilize
enzim, immobilizasyon prosesi esnasinda kullanilan uygun ¢ozelti (0,1 M, pH=7,5
fosfat tamponu) ile yikanarak tekrar aktivite dl¢limii yapilmistir. Bu islemler ardarda
tekrarlanarak enzimin kaginci 6l¢iimde ne kadar aktivite kaybettigi tespit edilmistir.
Bu denemeler icgin bir ayda dért giin araliklarla sekiz 6l¢iim almmistir. Immobilize

enzim diger glinkii aktivite 6lglimiine kadar 4°C’de saklanmustir.

Sekil 5.17.’de goriildiigli gibi immobilize tripsinin sekiz 6l¢iim sonunda %40
aktivitesini korudugu gosterilmektedir [120]. Bu sonu¢ yalnizca bir kez
kullanilabilen serbest enzimden farkli olarak, immobilize enzimin bir¢ok kez tekrar
kullanilabilirlilige sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica immobilize enzimlerin
tekrar kullanilabilir olmalar1 enzimin ekonomik kullanimi i¢in 6nemli oldugu da
bilinmektedir. Tripsin enzimi kullanilarak yapilan ¢aligmalarda tekrarlanabilirlilik
yiiksek seviyede goriilmektedir [8,127,138,169]. Bayramoglu ve ark. manyetik
polimetilmetaakrilat {izerine tripsin immobilize edip adsorpsiyonunu c¢alismislardir
ve tekrarlanabilirligini 7 kez yapilan ardi ardina Olglimlerde %23 oraninda
aktivitesini yitirdigini tespit etmislerdir [8]. Li ve ark. polivinilklorit mikrokiirecikler
lizerine kemotripsin-tripsin immobilize etmisler ve tekrarlanabilirlilik ¢aligsmalar ile

yaklasik %70 oraninda baslangi¢ aktivitesini korudugunu gostermislerdir [ 138].
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Sekil 5.17. Immobilize tripsinin (MNP-TA-TR) 0,1 M pH=7,5 fosfat tamponunda tekrarlanabilirliligi

5.3. Fe;04-Tannik Asit-Tripsin Immobilizasyonu I¢in LC-MS/MS Calismalar

Stvi Kromatografisi-Kiitle ~ Spektrometresi ~ (LC-MS/MS)  ¢ok  diisiik
konsantrasyonlarda maddenin miktar tayininin yapilabilmesini miimkiin kilmaktadir.
Ayrica sonuglarin  dogrulanmasma da gerek duyulmamaktadir. LC-MS/MS
tekniginde fizikokimyasal Ozelliklerine gore ayrilan Ornek molekiiller kiitle
dedektorii ile analiz edilmektedir. Tripsin enzimi proteinleri peptitlere ayirmak igin
deneylerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Tripsin spesifik olarak lizin ve arginin
aminoasitlerinin karboksilik zincirindeki peptit baglarin1 hidroliz eder. Protein
sindirimi i¢in kullanilan immobilize ve serbest tripsinin etkisi ve kullanilabilirliligi
BSA ve kazein model proteinleri kullanilarak test edilmistir. Bu peptit pargalarinin

sonuclart LC-MS/MS ile analiz edilmistir.

5.3.1. Kazein proteini hidrolizinden sonra LC-MS/MS ¢alismalari

Kazeinin serbest ve immobilize tripsin tarafindan sindirimi toplam iyon LC-MS
kromatogramlar1 Sekil 5.18.’de ve Sekil 5.19.’da gosterilmistir. Ancak, serbest
tripsin sindirimi durumunda pikler immobilize tripsin piklerinden daha yogundur.
Ciinki kazeinin peptit pargalarina serbest tripsin tarafindan daha etkili olarak hidroliz

edildigi goriilmektedir. Bunun sebebi olarak, kazeinin en 6nemli 06zelligi yavas
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sindirilmesidir. Arastirmalara gore kazeinin sindirilmesi yaklasik 7-8 saat
stirebilmektedir. Serbest tripsin ile 13 saatlik hidroliz ve immobilize tripsinin 1
saatlik hidrolizi arasindaki fark kazeinin nasil davrandigini kromatogramlarin
yogunlugu seklinde gostermistir [170]. Bu sonuglardan yola ¢ikarak immobilize
tripsinin protein sindiriminde ve birincil yapt tanimlanmasinda kullanilabilir
oldugunu, fakat kazein hidrolizinin uzun siirdiigii Bayramoglu ve ark. tarafindan da

tespit edilmistir [169].
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Sekil 5.18. Serbest tripsin igin kazein proteini hidrolizinin LC-MS kromatografisi
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Sekil 5.19. Immobilize tripsin (MNP-TA-TR) i¢in kazein proteini hidrolizinin LC-MS kromatografisi

5.3.2. BSA proteini hidrolizinden sonra LC-MS/MS ¢alismalari

BSA proteini 607 amino asitten olugmaktadir. Bunlardan 26’s1 arginin 60’1 lizin
artigidir. Tripsin, BSA’y1 bu lizin ve arginin artiklarindan sonra pargalayarak
fragmanlara ayirir [89]. BSA proteinin serbest ve immobilize tripsin tarafindan
sindirimi toplam iyon LC-MS kromatogramlar1 Sekil 5.20. ve Sekil 5.21.°de
verilmistir. Kromatogramda piklerin en énemli ¢cogunlugunun gercekte ayni oldugu,
BSA sindirim mekanizmasinin ayni sekilde basit olarak calistigini gostermektedir
[171, 172]. Ancak, immobilize tripsinin BSA’y1 sindirimi durumunda pikler serbest
tripsin piklerinden ¢ok daha yogundur. immobilize tripsin daha kisa siirede BSA
proteini daha iyi hidroliz etmistir. Bunun nedeni olarak BSA’nin peptit parcalarina
immobilize tripsin tarafindan daha etkili olarak hidroliz edildigi goriilmektedir. Ayni
zamanda, baz1 pikler serbest tripsinin hidroliz kromatogramlarinda da
gozlenmemistir. Serbest tripsinin, diisiik molekiil agirlikli peptitlere, BSA nin peptit
parcgalarini hidroliz etmeye basladigi ileri siiriilmektedir. Bu ylizden daha fazla peptit
parcalar1 ve uygun destek maddesi lizerine peptit sindirilmesini dnleyen immobilize

tripsin tarafindan elde edilmektedir. Bu 6zellik proteomik yaklagim temelli kiitle
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Sekil 5.20. Serbest tripsin igin BSA proteini hidrolizinin LC-MS kromatografisi
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Sekil 5.21. immobilize tripsin (MNP-TA-TR) i¢in BSA proteini hidrolizinin LC-MS kromatografisi

spektrometresi tarafindan proteinlerin tanimlanmalar1 ¢alismalarinda biiyiilk 6nem
tasimaktadir. Ayn1 zamanda, tripsinin otohidrolizinin 6nlenmesi ve tripsinin kendi
sindiriminden kaynaklanan safsizliklar1 uzaklagtirmas: enzim immobilizasyonu ile

elde edilebilmektedir [171,172]. Immobilize tripsin ile gergeklestirilen hidroliz
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serbest tripsin ile karsilastirildiginda zaman ve peptid verimi géz 6niine alindiginda,

enzimler i¢in immobilizasyon isleminin ne kadar 6nemli oldugu goriilmektedir [112].

5.4. Fe;04-Gallik Asit-Tripsin immobilizasyonu I¢cin Karakterizasyon

5.4.1. Termal analiz calismalari

MNP, MNP-GA ve MNP-GA-TR’in termal kararliliklar1 TGA kullanilarak
degerlendirilmistir (Sekil 5.22.). MNP toplamda %3,57 agirlik kaybetmistir. Bu,
madde iizerinde fiziksel olarak adsorblanan suyun kaybedilmesidir [115]. Benzer
caligmalarda da Fe;Oy icin fiziksel olarak adsorblanan su miktar1 yakin miktarlarda
bulunmustur [124,129]. MNP-GA ise 40-900°C aras1 %5,6 agirlik kaybettigi acikca
goriilmektedir. Son olarak, MNP-GA-TR ise 40-900°C araliginda %§8,6 agirlik
kaybetmistir. Bunun nedeni, tripsin enzimi ve gallik asit molekiilii arasindaki

bozunmalardan kaynakli olabilmektedir.
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Sekil 5.22. TGA gériintiileri (a) MNP, (b) MNP-GA, (c) MNP-GA-TR
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5.4.2. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi calismalar:

MNP, MNP-GA ve MNP-GA-TR i¢in FTIR goriintiileri Sekil 5.23.’te gosterilmistir.
MNP’lerin varligs iki giiclii pik olan 530 ve 627 cm™' gériilmektedir [120,130,131].
Sekil 5.23. (a) spektrumu 530 cm ™' de giiglii absorpsiyon pikinin demir oksitin tipik
Fe—O titresiminden meydana geldigini gostermektedir [132]. Sekil 5.23. (a) 1300
cm ' ve 1700 cm™' arasindaki adsorbsiyon pikleri Sekil 5.23. (b)’den farkhidir. Bu
farklilik, gallik asitin hidroksil ve karboksilik asit gruplarindandir. Sekil 5.23. (b)
spektrumunda 1667 cm ' yer alan yogun ve belirgin pik, aromatik benzen
halkasindaki —C=C— baglarim1  gdsteren titresim uzantilarindan kaynakl
olabilmektedir. Bu sonuglardan IR spektrumuna gére, MNP’ler iizerine gallik asit
molekiilii basarili bir sekilde modifiye edilmistir. Ek olarak Sekil 5.23. (c)
spektrumunda amit II banti diiz N-H titresim baglarindan kaynaklanmaktadir ve
karbonil gerilimin titresiminden kaynakli amit I bant1 1545 cm™' ve 1640 cm ™' de
sirastyla yerlesmistir. Sekil 5.23. (c¢) spektrumunda 1062 cm ™' deki genis bant
triptofan aminoasit artiklarini onaylar ve serin artiklarini gosteren yaklagik 993 cm™'
de onun omzudur. Ancak, karbonil grubunun hem tripsin hem de gallik asitle
kullanilabilir olmasiyla bu kisma iligkin titresim pikleri spektrumun (c) de st iiste
gelmistir [173-175]. Boylece, IR spektrumlart manyetik nanopartikiiliin gallik asit

modifikasyonunu ve tripsin immobilizasyonu dogrulamaktadir.
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Sekil 5.23. FTIR goriintiileri (a) MNP, (b) MNP-GA, (c) MNP-GA-TR
5.4.3. Taramal elektron mikroskobu ¢alismalari

Sekil 5.24.°de MNP, MNP-GA ve MNP-GA-TR icin SEM goriintiileri verilmistir.
Herbiri yogun, siyah ve toz manyetik nanopatikiillerin tanecik boyutlarinin yaklasik
100 nm den daha kiigiik oldugu goriilmektedir. Sekil 5.24. (b) ve Sekil 5.24. (c¢),
Sekil 5.24. (a) ile karsilagtirildiginda Fe;O4 nanopartikiilleri modifiye olduktan sonra
plirtizlilligiin arttig1 goriilmektedir [138]. Ayrica yapilarda bir yi1gilma ve kiimelesme
goriilmektedir. Bu partikiiller aras1t manyetik etkilesimden kaynaklanmaktadir. Fe;O4
nanopartikiilleri {izerine gallik asit ve tripsin enzimi baglandiginda, Fe;O4

nanopartikiilleri yiik kazanacagindan dolay kiimelesme daha fazla olmaktadir.



Sekil 5.24. SEM gbriintiileri (a) MNP, (b) MNP-GA, (c) MNP-GA-TR

83



84

5.4.4. Titresen 6rnek magnetometresi calismalari

Sekil 5.25.te MNP, MNP-GA ve MNP-GA-TR’in oda sicakliginda VSM cihazindan

elde edilen histerisiz egrileri yer almaktadir.

Sekil 5.25.’te MNP i¢in doymus manyetiklik 61,92 emu/g iken, MNP-GA-TR i¢in
doymus manyetiklik 60,90 emu/g degerindedir [120]. MNP-GA doymus manyetiklik
58,59 emu/g’dir. Bu farklilik, gallik asitli modifikasyonun ve tripsin
immobilizasyonun miknatislanma degerinin dogrulandigin1 gostermektedir. Kaplama
maddesi gallik asitin, malzemelerdeki manyetik baskinligin zor uyumu nedeniyle
nanopartikiiller tizerindeki harici bir manyetik alan tarafindan uygulanan kuvveti
azalir. Boylece kaplanmis parcagigin miknatislanma degeri, kaplanmamis olandan
daha kiigiiktiir ve miknatislanma daha ¢ok immobilizasyon tarafindan azaltilmistir.

[176, 177].
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Sekil 5.25. VSM histerisiz egrileri (a) MNP, (b) MNP-GA, (c) MNP-GA-TR
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5.4.5. Zeta potansiyeli analiz calismalar:

Sekil 5.26.da MNP-GA ve MNP-GA-TR sulu ¢ozeltilerinin zeta potansiyel egrileri
gosterilmistir. Egrilere bakildiginda iki numune de, pH 4-11 arasinda yiiksek negatif
potansiyel degerleri gostermektedir. MNP-GA zeta potansiyeli, gallik asitin
karboksilik asit fonksiyonel grubunun bozunmasindan dolay1 negatif yiiklenmistir.
Buna ek olarak, manyetik nanopartikiil i¢in zeta potansiyel degerinin tripsinin
izoelektrik noktasina yaklastiginda (pH = 10,5) artis gosterdigi goriilmektedir.
Immobilizasyon prosediirii elektrostatik etkilesime dayanmaktadir.
Immobilizasyonun yiiriitiildiigii pH olan 7,5 da tripsin enzimi ve MNP-GA zit yiike
sahiptirler. Elektrostatik etkilesimin pozitif yiiklenen tripsin ile gallik asitin —COO"
den dolay1r negatif yiiklenmesi arasinda oldugunu sdylenebilir. Gallik asitin tim
hidroksil gruplart molekiiliin bir bélgesine uzanmaktadir ve bu hidroksiller demir
oksitin Fe’™ iyonu ile giicli kompleksler olusturmaktadir. Bu nedenle, hidrojen
baglanmasin1 saglamak i¢in kalan fonksiyonel gruplar yoktur. Geriye kalan grup,
karboksilat anyonu zit yiliklii bir molekiille elektrostatik etkilesim yetegine sahiptir
[178-181].

== MINP-GA-TR
== INP-GA

Zeta Potential (mV)

Sekil 5.26. MNP-GA ve MNP-GA-TR’in zeta potansiyeline kars: pH grafigi
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5.4.6. pH kararhhgi ¢calismalari

Sekil 5.27.°de goriildiigii gibi serbest enzim ve immobilize enzim pH kararliliklari
arasinda benzer sonucglar elde edilmistir, immobilize enzim serbest enzim ile
karsilastirildiginda serbest enzim pH 7-9 araliginda stabilitesini korurken immobilize
enzimlerin bazik bolgede (pH 7-10) daha kararli bir yapiya sahip oldugu ve pik

alaniin yayginlastig1 goriilmektedir.

Serbest ve immobilize tripsinin optimum pH degeri 7,5 olarak bulunmustur [120].
Immobilize tripsinin aktivitesi, serbest tripsinle karsilastirildiginda belli pH
degerlerinde biraz daha gelismistir. Ancak, immobilizasyon iizerinde hi¢ bir 6nemli
aktivite gelismesi  gozlenmemistir. Tripsin  immobilize edilen manyetik
nanopartikiillerin, serbest tripsinin oldukca benzerligine dayanan immobilize tripsin
i¢in bir mikrogevre elde etmesinin muhtemel bir sonucudur. Benzer sonuclar baska

yerlerde de verilmistir [147,148,182].

120 === immobilize tripsin
=t serbest tripsin
100
)
)
o 80 -
=
>
= 60 4
X
<
= 40 -
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om 20 +
0 T
5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5 10 10.5 11
pH

Sekil 5.27. Serbest ve immobilize tripsinin (MNP-GA-TR) pH kararlilig1
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5.4.7. Sicaklik kararhihgi ¢calismalar

Hem serbest tripsin hem de immobilize tripsin i¢in optimum sicaklik 45 °C olarak
bulunmustur (Sekil 5.28.). Benzer sonuglar farkli ¢alismalarda da bulunmustur
[112,120,183]. immobilize tripsin serbest tripsinle karsilastirildiginda 45 °C altinda
ve lizerindeki sicakliklarda daha ytiksek aktiviteye sahiptir.

Immobilize tripsin aktivitesinin  gelistirilmesi, gallik asit kapli manyetik
nanopartikiillerle tripsinin kat1 baglanmasindan dolay1 1sitma iizerine tripsinin
konformasyonel bir degisim ile azalmasina baglanabilir. Serbest tripsininin aktivitesi

optimum sicakliktan sonra immobilize tripsinle karsilastirildiginda daha da azalir.

=== Serbest tripsin
120 4 === immobilize tripsin
- 100 -
e
(] 80 -
=
2
E 60 -
<
o) 40 +
@
20 -
0 T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Sicaklik (°C)

Sekil 5.28. Serbest ve immobilize tripsinin (MNP-GA-TR) sicaklik kararliligi

Serbest tripsininin aktivitesi optimum sicakliktan sonra immobilize tripsinle
karsilastirildiginda daha da azalir. Bunun nedeni, artan sicaklikla enzimatik
aktivitenin azalmasi ve yapisal bozulmaya yol agan enzimlerin denatiirasyon
gecirmesi gergegine dayanmaktadir [174]. 85 °C sicaklikta, immobilize tripsin
serbest tripsinden daha yiiksek bir aktivite sergilemis ve bu onun daha yiiksek termal

stabiliteye sahip oldugunu gostermektedir.
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5.4.8. Substrat konsantrasyonu calismalari

Serbest ve immobilize tripsin i¢in konsantrasyona bagli hiz etkisi Sekil 5.29.’da
gosterilmistir. K, ve Vpax kinetik parametreleri, Sekil 5.30. Lineweaver-Burk
diyagrami kullanilarak hesaplanmistir. Hesaplanan degerlere gore, serbest tripsin i¢in
Ky, degeri 5,1 mM iken immobilize tripsin i¢in 7,88 mM olarak bulunmustur. Vi«
kinetik parametre degeri ise, serbest tripsin i¢in 23 mM/dk iken immobilize tripsin

icin 18,3 mM/dk olarak hesaplanmistir (Tablo 5.3).

Tablo 5.3.’de bu ¢alismada elde edilen sonuglar ile farkli calismalardaki immobilize
ve serbest tripsinin kinetik parametreleri karsilastirilmigtir. Tablo 5.3.’den goriildiigii
tizere tlim ¢alismalarda immobilize tripsinin Michaelis sabitinin daha yiiksek oldugu
goriilmektedir [8,138,169,184]. Bu durumu Agyei ve ark. serbest enzimin
substratlarla serbest¢e hareket ederken, immobilize enzimin destek maddesi ile sterik
olarak engellenmis olabilecegini belirtmislerdir [184]. Ayrica immobilizasyon,
enzimlerin yapisal degisikliklerine neden olabilir. Burada gozlenen sonuglar,
substratlar i¢in afinitede de bir azalma gdsteren immobilize enzimlerin genel

gozlemiyle tutarlidir [185].

=@ immobilize tripsin

0.01 ~

=== serbest tripsin
0.008
0.006 -

>

0.004
0.002

O T T T T T T 1

0 0.0005 0.001 0.0015 0.002 0.0025 0.003 0.0035

[S](mol/L)

Sekil 5.29. Serbest ve immobilize tripsin (MNP-GA-TR) aktivitelerinin BApNA konsantrasyonuna bagimli
degisimleri
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1000 + mimmobilize tripsin
800 y = 0.4297x + 54.501
R? =0.9944
600
2
400 -
y =0.2214x + 43.446
200 | R2=0.9891
0 T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500
1/[S]

Sekil 5.30. Serbest ve immobilize tripsinin (MNP-GA-TR) Lineweaver-Burk diyagrami

Tablo 5.3. Serbest ve immobilize tripsin (MNP-GA-TR) i¢in K, ve V.. kinetik parametrelerinin farklt
caligmalarla karsilastirilmasi

Trypsin Kn Vm Referanslar
Serbest tripsin 5,1 mM 23 mM/dk Bu ¢aligma
MNP-GA-TR 7,88 mM 18,3 mM/dk

Serbest tripsin 9,7 mM 5890 U/mg [8]
Manyetik boncuk

iizerine immobilize tripsin 13,6 mM 3946 U/mg

Serbest tripsin 19,33 + 3,65 g/L 1,91+0,05U [138]

Modifiye polivinil klorit

(PVC) lizerine immobilize

tripsin-kemotripsin 23,65 +4,51 g/L 1,36 £ 0,04 U

Serbest tripsin 9,3 mM 7345 U/mg [169]
mp(GMA/MMA)-ABAc

tizerine immobilize tripsin 16,8 mM 5115 U/mg
mp(GMA/MMA)-PhA 21,7 mM 5387 U/mg

tizerine immobilize tripsin

Serbest tripsin 1,8 +£0,0 mM 296,8 + 6,1 pumol/mL/min  [184]
Poliester {izerine

immobilize tripsin 5,0+ 0,1 mM 1,0 £ 0,0 pmol/mL/min
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5.4.9. Depo kararlihgi calismalar:

Genellikle ¢ozelti ya da tampon igerisindeki enzimler bekletme ile kararliliklar: stabil

halden uzaklagmaktadir ve bdylece aktivitelerini yitirmektedirler [186].

Sekil 5.31.de serbest ve immobilize tripsinin depo kararliliklarini incelemek i¢in
4°C’de 0,1 M, pH=7,5 fosfat tamponunda bekletilerek 20 giin araliklarla belirlenen
aktiviteleri gosterilmistir. Toplamda yedi Olglim alinarak 120. giiniin sonunda
belirlenen son aktiviteyle, immobilize enzim 120 giin sonunda aktivitesini %92
oraninda korurken, serbest enzim ayni sartlarda daha diisiik (%64) bir koruma
gostermistir. Enzimleri uzun siire saklama durumlarinda, enzim immobilizasyonunun
enzimdeki aktivite kaybim1 6nemli Ol¢iide azalttigi goriilmektedir. Bunun sebebi,
immobilizasyon ile tripsin molekiilii gallik asite giiclii baglarla baglanmis ve boylece

serbest tripsinden daha stabil bir yapiya sahip olmas1 gdsterilmistir.

==g==serbest tripsin
120 === immobilize tripsin
100 -
? 4\
o~
=~ 80 -
()
S 60 2 —e
=
©
= 40 -
o))
©
m 20
O T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Depolama siresi (gun)

Sekil 5.31. Serbest ve immobilize tripsinin (MNP-GA-TR) depo kararlilig1
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5.4.10. Termal kararhhk ¢calismalar:

Serbest ve immobilize tripsinin zamana bagimli termal kararliliklar1 45 °C ve 55 °C
sicakliklar i¢in farkli siirelerde (30, 60, 90 ve 120 dakika) belirlenmistir (Sekil 5.32.
ve Sekil 5.33.).

Immobilize tripsin her iki sicaklikta da serbest tripsine gore daha yiiksek termal
kararliliga sahiptir. 45 °C’de, immobilize tripsin %52 kararliligint korurken serbest
tripsin %44 kararliligin1 korumaktadir. 55 °C’de ise, 120 dakika sonunda immobilize
tripsin %38,7 kararliligin1 korurken serbest tripsin %16 kararliligini korumaktadir.
Bu immobilize tripsinin serbest tripsine gore daha iyi bir kararliliga sahip oldugunu
gostermektedir. Birgok inek pankreasindan elde edilen tripsin ¢aligmalarinda, enzim
50 °C ye kadar aktivitesinin biiyiik bir boliimiinii korurken bu sicakligin iizerinde

aktivitesini hizli bir sekilde kaybetmektedir [167,168].

120 45 °C === serbest tripsin
——g== immobilize tripsin
) 100
=
(<)
x 80 -
>
E
< 60 -
0)
© 40 -
11]
20
O T T T T 1
0 30 60 90 120 150
Zaman (dk)

Sekil 5.32. Serbest ve immobilize tripsinin (MNP-GA-TR) 45 °C de termal kararlilig1

5.4.11. Tekrarlanabilirlilik ¢alismasi

Katalitik ekisini ¢cok az kaybeden immobilize enzimlerin tekrarlanabilirliligi enzim

immobilizasyonlarinin en 6nemli amaglarindandir. Tekrarlanabilirlilik ¢alismasi igin,
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s serbest tripsin
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Sekil 5.33. Serbest ve immobilize tripsinin (MNP-GA-TR) 55 °C de termal kararliligi

immobilize enzime uygun tampon ¢ozeltisinde (0,1 M, pH=7,5 fosfat tamponu) bir

aylik siirede toplamda sekiz 6l¢iim yapilmistir (Sekil 5.34.).

Immobilize tripsinin 30 °C’de sekiz dl¢iim sonunda ilk aktivitesinin %354,5 olan
kismint korudugu goriilmektedir. Bu sonu¢ immobilize enzimin bir¢ok kez tekrar

kullanilabilirlilige sahip oldugunu géstermektedir.

120 4 === immobilize tripsin
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Sekil 5.34. immobilize tripsinin (MNP-GA-TR) 0,1 M pH=7,5 fosfat tamponunda tekrarlanabilirliligi
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5.5. Fe304-Gallik Asit-Tripsin immobilizasyonu i¢in LC-MS/MS Cahsmalari

5.5.1. Kazein proteini hidrolizinden sonra LC-MS/MS c¢alismalari

Kazeinin immobilize tripsin tarafindan sindirimi toplam iyon LC-MS
kromatogramlar1 Sekil 5.35.°te verilmistir. Kazein ¢ok yavas sindirildigi i¢in serbest
tripsin sindirimi durumunda pikler immobilize tripsin piklerinden daha yogundur.
Fakat immobilize tripsindeki fonksiyonel gruplardan dolay1 6zellikle gallik asitin
tannik asit gibi cok biiylik yapisi olmamasina bagli olarak immobilize tripsinin
kazeini peptit pargalarina serbest tripsine yakin bir sekilde etkili olarak hidroliz ettigi
goriilmektedir. Kazein hidrolizinin uzun siirdiigii daha once yapilan ¢aligmalarda

Bayramoglu ve ark. tarafindan da tespit edilmistir [168].

immobilize tripsin-kazein
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Sekil 5.35. immobilize tripsin (MNP-GA-TR) igin kazein proteini hidrolizinin LC-MS kromatografisi

5.5.2. BSA proteini hidrolizinden sonra LC-MS/MS ¢alismalari

BSA proteinin immobilize tripsin tarafindan sindirimi toplam iyon LC-MS
kromatogramlar1 Sekil 5.36.’da gosterilmistir. Kromatogramda piklerin en 6nemli

cogunlugunun gercekte ayni oldugu, BSA sindirim mekanizmasinin ayni sekilde
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basit olarak calistigini gostermektedir [171, 172]. Ancak, immobilize tripsinin
BSA’y1 sindirimi durumunda pikler serbest tripsin piklerinden daha yogundur.
Immobilize tripsin daha kisa siirede BSA proteini daha iyi hidroliz etmistir. Ayni
zamanda, baz1 pikler serbest tripsinin  hidroliz  kromatogramlarinda
gbzlemlenmemistir. Serbest tripsinin, diisiik molekiil agirlikli peptitlere, BSA nin
peptit pargalarini hidroliz etmeye basladig: ileri siiriilmektedir. Iimmobilize tripsin ile
gerceklestirilen hidroliz serbest tripsin ile karsilastirildiginda zaman ve peptid verimi
gdz Oniine alindiginda, enzimler i¢in immobilizasyon isleminin ne kadar 6nemli
oldugu goriilmektedir [112]. Tannik asit ile immobilize edilen tripsin daha fazla pik
yogunluguna sahip olmasina ragmen gallik asit ile immobilize edilen tripsin daha az
pik yogunluguna sahiptir. Bunun nedeni ise biiylik bir molekiil olan tannik asite bagl
ve tripsin enzimine baglt bazi fonksiyonel uglarinda sindirime katimis olabilecegi

distiniilmektedir.
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Sekil 5.36. Iimmobilize tripsin (MNP-GA-TR) i¢in BSA proteini hidrolizinin LC-MS kromatografisi
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5.6. Fe;04-Tanin-Tripsin immobilizasyonu ig:in Karakterizasyon

5.6.1. Termal analiz calismalari

Sekil 5.37.’de MNP, MNP-T ve MNP-T-TR i¢in agirlik kayiplarinin karsilastirmalari
TGA yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Fe;O4 nanopartikiilleri toplamda %5,8
agirlik kaybetmistir. Bu, nanopartikiil {izerinde fiziksel olarak adsorblanan suyun
kaybedilmesidir [115,124,129,187]. Sahoo ve ark. Fe;O,4 nanopartikiilleri tizerine 3-
(merkaptopropil) trimetoksisilan (MPTS) molekiilii kaplayip sonrasinda bu
molekiiliin lizerini altin nanopartikiilleri ile kaplamislar ve buradaki Fe;O4 i¢in
fiziksel su kaybini %S5 olarak bulmuslardir [124]. MNP-T icin 1000 °C’ye kadar
cikildiginda yaklasik %23 bir agirlik kayb1 s6z konusu olmaktadir. 350 °C iizerinde
onemli agirlik kayb1 kimyasal olarak baglanan tanin molekiiliiniin bozunmas1 olarak
degerlendirilmistir. MNP-T-TR i¢in yiiksek sicakliklarda enzimin denatiire olmasina
bagli olarak yaklasik %33,5 bir agirlik kaybi vardir. Bunun sonucu olarak tripsin

enziminin ilk denatiire sicaklig1 65,6 °C olarak gozlenmistir.
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Sekil 5.37. TGA gériintiileri (a) MNP, (b) MNP-T, (c) MNP-T-TR
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5.6.2. Taramal elektron mikroskobu calismalari

Sekil 5.38.(a)’da 100 nm’den daha kiigiik Fe;O4 nanopartikiilleri kiimelenmeler
sonucu ortalama 200 nm ve daha diisiik nanometre boyutlarda kiiresel sekilde ve
yigilmis, toplanmis bir ylizeye sahip yapilar oldugu gosterilmistir [116,117]. MNP
cok farkli boyutlarda tiretilebilmektedir, bu nanopatikiillerin ¢oklu kabuk veya dis
yapisindan kaynaklanabilmektedir [127,139]. Tanin molekiili modifiye edildikten
sonra elde edilen nanopartikiiller (b), daha piiriizlii ve kiiciik boyuttadirlar ¢linkii
ylizeye baglanan tanin molekiilii ylizey alanin1 genisleterek daginik yapilar1 daha da
yigilmis bir yap1 haline getirmektedir [188]. Tripsin enzimi baglandiktan sonra da
(c), nanopartikiillerin boyutu azalmistir ve nanopartikiiller daha gozenekli ve piiriizlii
bir yapt haline donlismiistiir [138]. Bu nedenle (b) ve (c) yapilart birbirine

benzemektedir.

5.6.3. Enerji dagilim spektroskopisi calismalar:

Fe;O4  nanopartikiilleri, tanin  ile  fonksiyonellestirilmesi  ve  tripsin
immobilizasyonundan sonraki enerji dagilim spektroskopisi (EDS) goriintiileri (Sekil
5.39.) ve elementel bilesimlerinin ylizdeleri (Tablo 5.4) verilmistir. Fe;O4 (a)
spektrumu Fe ve O elementinin bilesimidir [117]. MNP ve MNP-T arasindaki EDS
spektrumlarindan, MNP-T (b) spektrumundaki C’nun varlig1 ve O miktarindaki artis
ise tanin molekiiliiniin Fe;O04 {izerine baglandigini  gostermektedir. Tanin
modifikasyonundan sonra Fe miktarinda azalma meydana gelmistir. MNP-T-TR (c)
spektrumunda N elementinin varligl tripsin enzimininin varligint gostermektedir
[116]. Na elementi ise tripsin enzimini ¢dzme ve yikama ¢oOzeltisi olarak kullanilan
sodyum fosfat tampon ¢ozeltisinden kaynaklanmaktadir. MNP-T-TR (c¢) spektrumu
yiizdesi, enzim ve fonksiyonel gruplara bagli olarak ayni zamanda kullanilan tampon
cozeltisinden de kaynaklanabilecek fosfor elementi veya diger elemental
kalintilardan kaynakli yilizdesi 96,5 olarak goriinmektedir. Cozeltilerden kaynakli ¢ok

az miktarda sapmalar s6z konusu olabilmektedir.
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Sekil 5.39. EDS gériintiileri (a) MNP, (b) MNP-T, (¢) MNP-T-TR
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Tablo 5.4. EDS analizlerinin elementel bilesim yiizdeleri

Elements (wt.%) MNP MNP-T MNP-T-TR
Fe 81,4 73,7 68,9
0 18,6 20,8 20,3
C - 5,5 2.4
N - - 2,5
Na - - 2,4

5.6.4. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi ¢alismalari

MNP, MNP-T ve MNP-T-TR i¢in FTIR gorintileri Sekil 5.40.ta
degerlendirilmistir. MNP’lerin Fe—O titresiminden kaynakli pikleri 541 ve 632 cm '
dalga boylarinda goriilmektedir (Sekil 5.40.(a)) [116]. Tanin modifiye edildikten
sonra, 1000 ve 1500 cm ' arasindaki yeni absorpsiyon pikleri basarili bir sekilde
modifikasyonun gerceklestigini dogrulamaktadir (Sekil 5.40.(b)). 1600 ve 1372 cm '
dalga boyundaki karakteristik pikler sirastyla aromatik halkaya ve fenol bilesiginin
C—O gerilimine aitken, 3206 cm ! dalga boyundaki pik N—H gerilimine aittir [189-

191]. Tripsin immobilizasyonundan sonra organik gruplarin bir¢ok karakteristik
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pikleri goriiliitken ve buna bagli olarak Fe—O titresimlerinin de azaldig
goriilmektedir (Sekil 5.40.(c)) [117]. MNP-T-TR’in 1648 cm ' karakteristik piki
tripsin enzimi lizerindeki karboksilik asitin titresiminden kaynakli C=O grubuna
karsilik gelmektedir. Bu ayni zamanda 1700-1600 cm™ arasinda yer alan amit I
baginida gostermektedir [78]. Ek olarak, 3206 cm™ dalga boyundaki genis pik ise

immobilize enzim yiizeyinin iizerinde N—H baginin varligin1 géstermektedir.
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Sekil 5.40. FTIR gbriintiileri (a) MNP, (b MNP-T, (c) MNP-T-TR

5.6.5. Titresen 6rnek magnetometresi ¢calismalari

Sekil 5.41.°de MNP, MNP-T ve MNP-T-TR i¢in oda sicakliginda VSM cihazindan

elde edilen histerisiz egrileri yer almaktadir.

Sekil 5.41.’de MNP i¢in doymus manyetiklik 60,18 emu/g iken, MNP-T i¢in doymus
manyetiklik 57,82 emu/g degerindedir [116,120]. MNP-T-TR i¢in doymus
manyetiklik diger iki degerden daha diisiik bir sekilde 55,16 emu/g’dir. Bu farklilik,
Fe;04 cekirdeginin indirgenmesinden dolayr manyetik olmayan tiirlerin agirlik

kaybina atfedilebilir [117]. Sekil 5.41.°de ekli kiigiik resim, Fes;O4
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nanopartikiillerinin dagilmis hali ve bir magnet yardimi ile 60 saniyeden daha kisa

siirede manyetik olarak ayrildiginin resmini gostermektedir.
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Sekil 5.41. VSM histerisiz egrileri (a) MNP, (b) MNP-T, (c) MNP-T-TR

5.7. Protein Sindirimi icin Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforez

Cahismalar

Elektroforez giiniimiizde saflagtirilmis bir protein 6rneginin safliginin kontroliinde,
kiigiik miktarlarda proteinin elde edilmesinde, bir 6rnekteki proteinlerin kalitatif ve
kantitatif analizlerinde kullanilmaktadir. Giiniimiizde proteinlerin analitik tayinleri
icin en ¢ok kullanilan yontem sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel (SDS-PAGE)
elektroforezidir. Bu yontemde destek maddesi olarak poliakrilamid polimerinden
yararlanilir. Bu c¢alismada BSA ve kazein proteinlerinin saf yapilarinin ve
immobilize tripsin tarafindan sindirimi sonucunda meydana gelen degisimlerinin

farkliliklar1 SDS-PAGE yontemi ile aydinlatilmaya ¢aligilmastir.
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5.7.1. BSA sindirimi icin sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforez

calismasi

BSA proteinin ve immobilize tripsin (MNP-T-TR) tarafindan BSA sindiriminin
elektroferogramlart  Sekil 5.42.°de verilmistir. Markir (belirteg) proteinleri
belirlemede kullanilan bir protein karisimi olup, belli bir kDa degerine sahip
malzemelerdir. Sekil 5.42.’de 1 numarali ¢izgisel alan belirtege aittir. Standart olarak
kullandigimiz belirtecin kDa degerleri standartta verilmistir. BSA proteini ¢ok biiyilik
molekiil agirliklidir ve yliksek molekiil agirlikli oldugundan dolayr peptitlere 100
kDa ve iizerinde ayrilmistir (2 ve 6 numarali bolge). Immobilize tripsin tarafindan

BSA proteinin sindirimi sonucunda daha kiiciik peptitlere ayrilmigtir.

Immobilize tripsinin BSA proteini sindirimi 3, 4 ve 5 numarali ¢izgisel alanlarda
sireye kars1 gosterilmistir. Zaman arttikga yani 30 dakikada immobilize tripsin
tarafindan sindirilen BSA, 10 dk ve 20 dk siirelerine gore daha fazladir [150]. Bu
Sekil 5.42.’deki renk soluklasmasindan anlasilmaktadir.

kDa 1 2 3 4 5 6

M BSA BSA

x X X
© b ] b =]
= o o
- o~ ™

Sekil 5.42. SDS-PAGE elektroferogramlart marker (1), BSA (2 ve 6), ve immobilize tripsin tarafindan sindirilen
BSA nin olusan peptitleri 10 dk (3), 20 dk (4), ve 30 dk (5) (M: Markir, BSA: Bovine serum albumin)
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5.7.2. Kazein sindirimi icin sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforez

calismasi

Kazein proteinin ve immobilize tripsin (Fe;Os—Tanin—Tripsin) tarafindan kazein
sindiriminin elektroferogramlar1 Sekil 5.43.’te verilmistir. Sekil 5.43.’te 1 numarali
cizgisel alan belirtege aittir. Kazein proteini inek siitiinden elde edilen bir protein
standardi oldugu i¢in igerisinde saf kazein degil aslinda a, B, and k gibi kazeinin
tiirleri bulunmaktadir [184]. Kazein proteini ¢ok kiiclik peptitlere ayrilmistir. 2 ve 6
numarali bolgelerde 100 kDa ve iizerinde peptit goriinmemektedir. Fakat 30 kDa ve

100 kDa arasinda peptitler gériinmektedir.

Immobilize tripsinin kazein proteini sindirimi 3, 4 ve 5 numarali ¢izgisel alanlarda
siireye karst gosterilmistir. Zaman arttikca yani 30 dakikada immobilize tripsin
tarafindan sindirilen kazein, 10 dk ve 20 dk siirelerine gore daha fazladir [150, 192].
25 kDa ve tlizerinde higbir peptit fragmentine rastlanmamistir. Bu, immobilize

tripsinin kazeini ¢ok 1iyi bir sekilde peptitlere ayirdigini gostermektedir.

kDa 1 2 3 4 5 6

M Kazein Kazein

=
g
o
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30 dk
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N

Sekil 5.43. SDS-PAGE elektroferogramlart marker (1), kazein (2 ve 6) ve immobilize tripsin tarafindan sindirilen
kazein’in olusan peptitleri 10 dk (3), 20 dk (4), ve 30 dk (5) (M: Markir)
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5.8. BSA Sindirimi icin Matriks ile Desteklenmis Lazer
Desorpsiyon/Iyonizasyon Ucus Zamam Kiitle Spektrometresi

Calismalan

MALDI TOF MS biyomolekiillerin (protein, peptit, seker gibi) ve biiyiik organik
(polimer, dendrimer, makromolekiil) molekiillerin yap1 aydinlatilmasinda kullanilan
bir cihazdir. Kiitle spektrometresi verileri kolayca m/z oranma doniistiiriilebilir.
Lazer vuruslar ile olusan dijitalize veriler TOF kiitle spektrumu olusturacak sekilde
toplanir. Bu c¢alismada, BSA proteininin immobilize tripsin enzimiyle enzimatik
sindirimi sonucu olusan peptitlerin analizleri yapilmistir. Peptitler kiitlelerine gore
ucus tiipiiniin i¢inden gecerler ve farkli zaman araliklarinda dedektore carparlar.

Boylece veriler kolayca m/z seklinde kaydedilir.

Immobilize tripsinin BSA proteinini sindirim etkisini incelemek i¢in 3 farkl: siiredeki
sindirimi ve serbest tripsinin BSA sindirimi Sekil 5.44.’te MALDI-TOF MS
goriintiileri olarak verilmistir. BSA molekiil agirligi 66,5 kDa olan yiiksek biiyiik bir
molekiildiir. Serbest tripsinin BSA proteinini 16 saat gibi uzun bir siire sindiriminden
sonra MALDI-TOF MS sonuglar1 Sekil 5.44.(a)’da verilmistir. Buna gore 700-1780
m/z arasinda pik siddetleri oldukga yiiksek ve pikler daha fazladir. Serbest tripsinin
BSA proteinini sindirirken kendi otokatalizinden dolay1 bir¢ok iirlin meydana
gelmistir [193]. Bunlar daha kiiciik fragmentler seklinde goriilmektedir. Iimmobilize
tripsinin BSA proteinini sindirirken otokataliz olayina rastlanilmamistir. Bu sonug; 1
dk, 5 dk ve 15 dk da alinan sonuglarin pik yerlerinin aym1 olmasindan
anlasilmaktadir. Sindirim sitiresi 1 dk ve 5 dk arasinda karsilastirilirsa, 5 dk da
fragmentlerin siddetlerinin azaldig1 ve yiizdelerinin kii¢iildiigii goériilmektedir. 15 dk
da ise pik siddetleri tekrardan artmaya baglamaktadir. Sonug olarak, sindirimin 5 dk
zaman diliminde daha iyi gerceklestigi ve BSA proteinin peptit fragmentlerine daha

iyi ayrildig: sekillerden gortilmektedir [194].
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Sekil 5.44. Serbest tripsin (a) ve immobilize tripsin tarafindan sindirilen BSA proteinin (b) 1 dk, (c) 5 dk ve (d)
15 dk icin MALDI-TOF MS spektrumlari
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BOLUM 6. GENEL DEGERLENDIRME VE ONERILER

Bu calismada kimyasal ¢oktiirme ve solvotermal yontem ile Fe;O4 manyetik
nanopartikiilleri sentezlenerek, organik polifenolik maddelerle
fonksiyonellestirilmesi gerceklestirilmistir. Sonrasinda bir hidroliz enzimi olan
tripsin enziminin tannik asit, gallik asit ve tanin ile fonksiyonellestirilmis Fe;O4
manyetik nanopartikiiller tizerine immobilizasyonu saglanmistir. Uygulama olarak,
BSA ve kazein proteinlerinin enzimatik sindirimi immobilize tripsin enzimleri

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Sonu¢ olarak calismamizdan elde edilen genel degerlendirme su sekilde

Ozetlenebilir:

a. Fe;O4 manyetik nanopartikiilleri kimyasal ¢oktiirme yontemi ile solvotermal
yonteme gore daha basit ve ¢abuk elde edilir. Fakat solvotermal yontem ile
elde edilen partikiillerin boyutlar1 kontrollii elde edilebildiginden daha
belirgin ve boyutlar1 birbirine yakindir.

b. Tripsinin immobilizasyonu i¢in tannik asit ile fonksiyonellestirilen Fe;Oq4
yiizeyi lizerine baglanmasi, gallik asit ile fonksiyonellestirilen edilen Fe;O4
ylizeyi lizerine baglanmasindan daha zordur. Ciinkii tannik asit molekiilii
gallik asitten daha biiylik yapida oldugundan ve enzimlerde biiylik yapida
oldugundan bir sterik engel olusmasi ve enzimin aktif bolgeyi se¢mesi
zordur. Tripsin immobilizasyonu tannik asit ile fonksiyonellestirilen Fe;O4
yiizeyi Tlzerine uygulandiginda verim %81,1 iken, gallik asit ile
fonksiyonellestirilen Fe;O4 ylizeyi ilizerine uygulandiginda %98 olarak
bulunmustur. Daglioglu ve ark. silika ylizeyi tizerine ¢esitli modifikasyonlar
yaparak tripsin immobilize etmisler ve verimi %63 olarak bulmuslardir [112].

c. Enzim immobilizasyonu c¢alismalarinda en Onemli o6zellik immobilize

enzimin tekrar tekrar kullaniminin olmasidir. Yapilan bu ¢alismalarda
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enzimin tekrar tekrar kullanimi literatiirdeki caligmalara benzerlik
gostermektedir  [8,127].  Literatiirde  genellikle 5 kez  yapilan
tekrarlanalabilirlilik caligmalari, bu calismada 8 kez yapilarak %40 oraninda
enzimin aktivitesini korudugu gozlenmistir.

d. Enzim aktivite caligmalari, serbest enzim ve immobilize enzim ile parelel
olarak yiiriitilmiistiir. Bunun sonucunda da immobilize enzim tiirlerinin
aktiviteleri serbest enzime gore ¢ok cok yiiksektir. Immobilize enzimlerin
baz1 durumlarda (yiiksek sicaklik, daha yiiksek basin¢ ve bazik ya da asidik
pH) serbest enzimden daha kararli oldugunu Wang ve ark. calismalarinda
gostermistir [78].

e. BSA ve kazein proteinlerinin farkli immobilize tripsin enzimleriyle
sindirimleri LC-MS/MS, SDS-PAGE ve MALDI-TOF MS yontemleri ile
incelenmistir. LC-MS/MS sonuglarina gore kazein, BSA proteinine gore daha
gec sindirilmektedir. BSA proteini kazeinden daha biiyiik ve karmasik yapida
oldugundan dolayr SDS-PAGE’de daha yiiksek molekiil agirlikli peptitler

gOrilmiistiir.

Bundan sonra bu ¢alismanin gelecek calismalara 151k tutmasi amaci ile Oneriler su

sekilde 6zetlenebilir:

a. Fe;04 manyetik nanopartikiilleri kimyasal ¢oktiirme yontemi ile sentezlemek
icin karistmin pH’1 onemlidir. Baz ilavesi sonunda pH kontrolii yapilmasi
daha iyi ¢oktiirme saglayarak daha fazla partikiil elde etmeyi saglayabilir.
Fe;O4 manyetik nanopartikiilleri solvotermal yontem ile sentezlemek igin
caligma esnasinda yiiksek sicaklik gereklidir. Bu yontemlere ek olarak diger
yontemler denenerek farkliliklar: goriilebilir.

b. Tannik asit ve tiirevlerinin toksik etki gostermemesi fakat molekdiliin biiyiik
olmasi bu calisgmada hem avantaj hemde dezavantaj olusturmustur. Bu ve
benzeri ¢alisma yapacaklar i¢in toksik etki gostermeyen ve daha kiictik farkl
molekiiller organik fonksiyonel grup olarak kullanilabilir.

f.  Sindirim veya hidroliz ¢aligilacak ise tripsin enzimine alternatif diger hidroliz

enzimleri ¢aligilabilir. Boylelikle karsilastirma yapilabilir.
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g. Enzim immobilizasyonu c¢alismalari i¢in ortam sartlarinin olusturulmasi
(sicaklik, pH, siire) ¢ok oOnemlidir. Bunun i¢in enzimin nasil ve hangi
sartlarda calistiginmi bilmek i¢in enzim ve yapilar1 hakkinda Oncesinden
arastirma yapilabilir.

h. Saglik alaninda yapilan ¢aligmalarin giiniimiiz ve gelecek i¢in 6nemi biiyiik
oldugundan enzim immobilizasyonunun biyosensor veya biyomedikal amacl

kullanimina y6nelik ¢aligmalar yapilabilir.
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