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OZET

DEMIR OKSIT MANYETiK NANOPARTIKULLERI UZERINE SIGIR KARBONIK
ANHIDRAZ ENZIMIiNIN IMMOBILIZASYONU VE KARAKTERIZASYONU: CO,
GIiDERIMINDE POTANSIYEL UYGULANABILIRLiGININ ARASTIRILMASI

Bu ¢alismada, sepharose 4B-L-tirozin siilfanilamid afinite kromotografisi yontemi ile CA
enzimi % 35,98 verim ile saflastirildi. CA enzimi i¢in saflastirma kat sayis1 83,42 ve spesifik
aktivite 1122,94 EU/mg olarak bulundu. Enzimin safligin1 kontrol etmek ve molekiil kiitlesini
belirlemek i¢in %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
yapild1 ve tek bant gozlendi. Molekiil kiitlesi ise yaklasik 29 kDa olarak belirlendi. Sonraki
asamada immobilizasyonu i¢in iki farkli destek materyali sentezlendi. I. destek materyali
(Fe;04-NH,) nin sentezinde MNP, 3-aminopropil)trietoksisilan (APTES) kullanilarak amin
grubu (NH,) ilavesiyle fonksiyonel hale getirildi. Daha sonra glutaraldehit (GA) kullanilarak
sigir karbonik anhidraz (BCA), kovalent baglanma yontemiyle immobilize edildi. II. destek
materyali (Fe;04@Si10,-NH;) nin sentezinde ise MNP, tetraetil ortosilikat (TEOS) kullanilarak
silisyum oksit ile kaplandi. Ardindan APTES ile islevsellestirilerek ayn1 yontem ile immobilize
edildi. Immobilizasyondan énce ve sonra FT-IR, SEM-EDX ve VSM ile karakterizasyonlari
yapildi. Aktivite, serbest ve immobilize enzimler i¢in pH 5-9 aralifinda belirlenmis olup
optimum pH 9 olarak gozlemlendi. Serbest BCA’nin Km ve Vmax degerleri sirasiyla 4,888
mM ve 3,081 EU mL! iken, fonksiyonellestirilmis 1. destek materyaline immobilize BCA nin
Km ve Vmax degerleri sirasiyla 9,369 mM ve 1,810 EU mL! ayn1 sekilde ikincisi igin ise Km
ve Vmax degerleri sirastyla 16,160 mM ve 2,195 EU mL™! olarak bulunmustur. Immobilize
enzimlerin operasyonel kararlilig1 i¢in 20 defa yeniden kullanildiginda; 1. destek materyaline
immobilize BCA aktivitesinin % 73’linii, ikincisi ise aktivitesinin % 86’sm1 korumustur.
Depolama stabilitesi ¢aligmasi i¢in numuneler, 4 °C’de 60 giin siireyle inkiibe edildi. 60 giiniin
sonunda I. destek materyaline immobilize BCA aktivitesinin % 60’1, ikincisi ise
aktivitesinin % 49’unu korurken ayni sartlarda serbest BCA aktivitesinin yalmizea % 17’sini

korumustur. Son asamada BCA’nin, CO, giderimindeki potansiyel uygulanabilirligi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Karbonik anhidraz, manyetik nanopartikiiller, saflastirma,

immobilizasyon, CO, giderimi
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ABSTRACT
IMMOBILISATION AND CHARACTERISATION OF BOVINE CARBONIC
ANHYDRASE ENZYME ON IRON OXIDE MAGNETIC NANOPARTICLES:
INVESTIGATION OF ITS POTENTIAL APPLICABILITY IN CO, REMOVAL

In this study, the CA enzyme was purified with 35.98% yield using the sepharose 4B-L-tyrosine
sulfanilamide affinity chromatography method. The purification coefficient for CA enzyme
was 83.42 and the specific activity was 1122.94 p/mg. To check the purity of the enzyme and
to determine its molecular mass, 3-8% batch sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) was performed and a single band was observed. The molecular
mass was determined to be approximately 29 kDa. In the next step, two different support
materials were synthesized for immobilisation. In the synthesis of the first support material
(Fe304-NH2), the magnetic nanoparticle (MNP) was functionalised by the addition of amine
group (NH2) using 3-aminopropyl)triethoxysilane (APTES). Then, bovine carbonic anhydrase
(BCA) was immobilised by covalent binding method using glutaraldehyde (GA). In the
synthesis of the second support material (Fe304@Si02-NH2), MNP was coated with silicon
oxide using tetraethyl orthosilicate (TEOS). It was then functionalized with APTES and
immobilised by the same method. They were characterised by FT-IR, SEM-EDX and VSM
before and after immobilisation. Activity was determined for free and immobilised enzymes in
the pH range of 5-9, with an optimum pH of 9 observed. The Km and Vmax values of free BCA
were 4.888 mM and 3.081 EU mL !, while the Km and Vmax values of immobilised BCA on
functionalised 1. support material were found to be 9.369 mM and 1.810 EU mL™, respectively,
and for the second, the Km and Vmax values were found to be 16.160 mM and 2.195 EU mL-
I, respectively. When the immobilised enzymes were reused 20 times for operational stability,
the BCA activity immobilised on the first support material retained 73% of its activity, while
the second retained 86% of its activity. For the storage stability study, the samples were
incubated at 4 °C for 60 days. At the end of 60 days, the first support material retained 60% of
the immobilised BCA activity, while the second retained 49% of its activity. Under the same
conditions, only 17% of the free BCA activity was retained. In the final stage, the potential
applicability of BCA in CO, removal was determined.

Keywords: Carbonic anhydrase, magnetic nanoparticles, purification, immobilization, CO,

removal
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1. GIRIS

Atmosferdeki sera gazi emisyonundaki artis, kiiresel 1sinmanin ve buna bagli iklim
degisikliginin sebeplerinden birisidir. Hiikimetler aras1 Iklim Degisikligi Paneli (IPCC), (2007,
2014); tim sera gazlar1 arasinda, antropojenik aktivite kaynakli karbon dioksit (CO,)
emisyonunun, iklim degisikliginden sorumlu en etkili faktor oldugunu belirten kapsamli bir
rapor yayinlamistir. Enerji ihtiyaci i¢in fosil yakitlarin yakilmasi, tiim antropojenik CO,
emisyonlarinin ~% 89'una yol acar. Atmosferdeki karbondioksit konsantrasyonu 1880 yilinda
miktar olarak ~291 ppm iken 2023 yilina gelindiginde bu deger ylizde 45 artigla yaklasik 421
ppm'ye ulasmistir (Ulusal Okyanus ve Atmosfer Dairesi (NOAA) verileri). Sera gazi
emisyonundaki artig, diinyanin yiizey sicakligini sanayi Oncesi zamanlara gore enaz 1°C
artirmistir (Ali vd., 2023). Sayet fosil yakitlarin kullanimi bdyle devam etmesi durumunda;
CO, emisyonlar1 nedeniyle, atmosferik CO, konsantrasyonunun 2100 yilinda 450 ppm'den
fazla artacagi tahmin edilmektedir (Vinoba vd., 2012). Bu nedenle, CO, yakalama ve ayirma
icin gelecek vaat eden teknolojilerin gelistirilmesi, 21. ylizyilin en ¢ok arastirilan konular1
arasinda yer almaktadir (Sahoo vd., 2012). CO, emisyonlariyla miicadele etmek icin son
yillarda  kimyasal, fiziksel ve biyolojik teknolojiler —olmak iizere c¢esitli
CO, giderimi teknolojileri arastirilmistir (Franca ve Azapagic, 2015). Biyolojik yontemler
arasinda enzimler On plana c¢ikmaktadir. Bu alanda yapilan c¢aligmalarda karbonik
anhidraz (CA, EC 4.2.1.1) enziminin CO, gideriminde kullanildig1 bildirilmistir (Bhattacharya
vd., 2003; Dilmore vd., 2009; Effendi ve Ng, 2019; Sahoo vd., 2012; Savile ve Lalonde, 2011).

CA, dogada yaygin olarak bulunan ve yasamsal faaliyetlerin devami i¢in 6énemli bir
metaloenzimdir (Ali vd., 2023; Hirakawa vd., 2021). CA'lar, katalitik aktivitesi en yiiksek olan
enzimler arasindadir (Bong vd., 2001; Khalifah, 1991). CA enzim sinifina ait a-CA’nin,
izoenzimleri arasinda en yiiksek katalitik aktiviteye sahip CA II’nin oldugu bilinmektedir
(Aktas, 2004; Ores vd., 2012). Katalitik aktivitesi digerlerine nispeten yiiksek olan CA II'nin
25°C’de ve pH 9°da turnover sayis1 10 sn'!"dir (Steiner, 1975; Khalifah, 1991). CA enziminin
iki ana izoenzimi olan (CA I ve CA II), eritrositlerin sitozoliinde yiiksek konsantrasyonda

bulunmaktadir (Arslan vd., 2011; Ozensoy vd., 2006).

Yapilan literatlir caligmalarinda mezbahada kesim islemi sonrasindaki kan ve et
atiklarinin, karbonik anhidraz gibi yliksek katma degerli enzimlerin eldesi i¢in potansiyel bir
kaynak olarak kullanilabilecegini gostermistir (Ores vd., 2012; Bernardini vd., 2011).

Calismamizda, mezbahadan temin ettigimiz sigir kani eritrositlerinden saflastirarak elde
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ettigimiz BCA’nin kullanilmas1 atiklarin ekonomiye kazandirilmasi agisindan 6nem arz
etmektedir. Bu durum enzimin bir¢ok alanda kullanimi g6z Oniine alindiginda kaynagin

erisilebilir ve ekonomik olmasi acisindan ¢ok onemlidir.

Endiistride kullanilan serbest enzimlerin ¢6ziiniir olmalar1 ve kolaylikla geri kazanilip
tekrar kullanilamamalar1 6nemli dezavantajlara yol acar. Bu olumsuzluklart minimize etmede
bir strateji olarak enzim immobilizasyonu diisiiniilmektedir. Enzim immobilizasyonunun ana
nedenlerinden biri, immobilizasyonun ardindan molekiillerin kisitli depolama ve operasyonel

stabilitesinde beklenen artistir.

Karbonik anhidraz (CA) enzimi ticari olarak temin edilebilir ancak ¢ok pahali olmas1
ve reaksiyon ortamindan geri kazanilip yeniden kullanilamamas1 gibi birgok nedenden dolay1
serbest formda kullanilmasi 6nerilmemektedir. Bu amagla immobilizasyon, enzimin yeniden
kullanilmas1 ve siirecin ticarilestirilmesi i¢in maliyet acisindan da en iyi yaklagimlardan biri

olabilir.

CA’nin immobilize edilmesi i¢in ¢esitli destek materyalleri 6nerilmistir (Vinoba vd.,
2012, 2011). Bu tasiyicilar arasinda yiizeyi modifiye edilmis demir oksit nanopartikiiller kolay
ve kimyasal olmayan ayirma yontemleri ile 6n plana ¢ikmaktadir. Gozeneksiz yapida
olmalarina ragmen genis ylizey alani nedeniyle yiliksek miktarlarda enzim yiiklemesine izin
verirler (Betancor vd., 2005; Park vd., 2011) ve statik bir manyetik alanin uygulanmasi ile de

bir reaksiyon ortamindan kolayca geri kazanilirlar (Mukherjee vd., 2010; Vinoba vd., 2012).

Manyetik nanopartikiiller (MNP), farkli fonksiyonel gruplar araciligiyla yiizeylerinin
kimyasal modifikasyonuna olanak saglar (Yadav vd., 2012). MNP'lerin silanizasyonu,
fonksiyonel gruplar eklemek i¢in en yaygin kullanilan teknik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Yiizey
modifikasyonu pahali ekipmanlara ihtiya¢ duymadan, ytiksek sicaklik olmadan basit bir sekilde
gerceklestigi icin, i¢ manyetik ¢ekirdegi korumak adina ideal bir yontemdir (Xu vd., 2014).
MNP’lerde daha iyi performans elde etmek i¢in, materyallerin ylizeylerinde amin, hidroksil,
karboksil ve epoksi gibi bazi reaktif fonksiyonel gruplar sentezlenmektedir (Jing vd., 2015).
Bunlar, CA’daki proteinin farkli niikleofilik gruplariyla, 6rnegin amino, hidroksi veya tiyol
gruplariyla reaksiyona girerek son derece giiclii baglar olusturabilir (Mendes vd., 2013; Tural
vd., 2014).

MNP’leri kararli kilmak ve biyouyumlu hale getirmek amaciyla silika ile de
kaplanmaktadir (Celik vd., 2023). Kararli kimyasal o6zelliklere, biyouyumluluga, diisiik

toksisiteye, asit direncine ve yiiksek sicaklik direncine sahip asidik bir oksit olan SiO, (Silika),



manyetik demir oksit nanopartikiil (MIONP)'leri modifiye etmek i¢in tercih edilen
malzemelerden biridir (Ling vd., 2019). Tetraetilortosilikat (TEOS), OH gruplari araciligiyla
demir oksit nanopartikiil (IONP)'lerin yiizeyine kolayca baglanan en yaygin kullanilan
silanlardir (Wu vd., 2015). TEOS kullanilarak silisyum oksit nanopartikiilleri sentezlenir ve

bunlar MNP iizerinde Silanol grubunu olusturur.

Ayrica 3-aminopropil)trietoksisilan (APTES) yani silan birlestirme maddeleri,
MNP'lerin yiizeyi iizerine dogrudan kaplanarak yiiksek yogunluktaki yiizey fonksiyonel
gruplar1 ve basit operasyon avantaji saglar (Liu vd., 2004). APTES'in bir silan baglama maddesi
olan bir terminal amin grubu (NH,) ile kullanilmasi proteinlerin destegin yiizeyine kovalent
baglanmasi i¢in faydali olabilir (Chong ve Zhao, 2003). Immobilizasyon esnasinda, APTES'in
-NH; grubu enzimle kimyasal baglanmaya katilir ve enzimin statik adsorpsiyonla immobilize
edildigi kaplanmamis MNP'lere kiyasla daha yiiksek enzim immobilizasyonu ile

sonuclanmaktadir (Ming vd., 2003).

Sentezlenecek destek materyalinin maliyeti de enzim immobilizasyonu i¢in dnemli
konulardan biridir. Immobilizasyon i¢in pahali bir destegin kullanilmasi, maliyet nedeniyle
endiistriyel rekabeti engelleyebilir. Literatiir arastirmasimna gore, c¢ok yiiksek maliyetler
gerektirmedigi icin, bir¢ok calismada MNP destek materyali olarak immobilizasyonda
kullanilmistir (Al-Dhrub vd., 2017; Celik vd., 2023; Faridi vd., 2017; Feng vd., 2016; Jing vd.,
2015; Park vd., 2011; Vinoba vd., 2012; Xu vd., 2010; Yadav vd., 2021). Ayrica, bu immobilize
edilmis biyo-katalizorlerin reaktérden verimli bir sekilde geri kazanilmasi, endiistriyel
uygulama i¢in bagka bir gerekliliktir. Genel olarak, Immobilize enzimleri geri kazanmak igin
pahal1 siizme, santriflijleme veya baska bir zaman alic1 islem gerekir. Bu siirlamalar, biyo-
katalizorlerin ekonomisini ve siirdiiriilebilirligini engellemektedir (Polshettiwar vd., 2011). Bu
nedenle sentezledigimiz MNP, manyetik oldugu icin iirlin olustuktan sonra miknatis
kullanilarak manyetik bir alan yardimi ile ortamdan kolaylikla ayrilmakta ve herhangi bir
aktivite kayb1 olmadan defalarca kullanilabilir. Béylece iiriinden enzimin ayrilmasi i¢in ilave

isleme gerek olmamasi maliyeti diigiirmektedir.

Destek materyali iizerine, enzimin hangi yontem kullanilarak immobilize edilecegi de
bir bagka dnemli konudur. Literatiirde ¢esitli yontemlerle enzim immobilizasyonu konusunda
caligmalar yapilmistir. Bu yontemlerden en yaygin olarak kullanilan1 destek materyali {izerine
baglh enzimin c¢ozeltiye sizma gostermedigi kovalent baglanma yontemidir. Biitiin enzim
molekiillerinin dis kisminda reaktif fonksiyonel gruplar bulunur. Bu fonksiyonel gruplar

araciligi ile enzimlerin reaktif tasiyicilara kovalent baglanmasi gergeklestirilir (Aktas, 2004).
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Immobilizasyon yontemi olarak Kovalent baglama ydntemi, enzim sizintisin1 dnlediginden

endiistriyel uygulamalar i¢in uygun oldugu ifade edilmistir (Zhang vd., 2021).

Enzim ve destek arasinda kovalent baglar olusturmak i¢in GA gibi bir ¢apraz baglama
maddesinin kullanilmasi; artan enzim immobilizasyon orani, enzim sizintisinit azaltma ve
biyokatalizoriin yiliksek stabilitesi dahil olmak iizere bir¢cok fayda saglamaktadir (Weber vd.,
2023). Ayrica capraz baglama i¢in nispeten daha i1yi sonuc¢lar GA ile yapilan aktivasyon
caligmalarinda elde edilmistir (Petri vd., 2004; Uhlig, 1998). Cilinkii GA, fonksiyonellestirilmis
MNP yiizeyinde, reaktif aldehit gruplar liretmek i¢in baglayict bir ara bilesen olup kovalent
baglar olusturmak iizere BCA'nin amino gruplari ile reaksiyona girmektedir (Vinoba vd., 2012).
GA, tasiyici ile enzim arasinda bir ara halka gorevi yaparak kararli baglanmay1 gergeklestirir.
GA ile kovalent baglanma muhtemelen tagiyicinin bélgesel ylizey alaninda artis saglamakta ve

neticede enzim molekiiliiniin aktif bolgesi etrafindaki sterik engel diismektedir.

Bu tez caligmasinda, kovalent baglanma yontemi kullanilarak sigir kani eritrositlerinden
saflagtirilarak elde edilen o-tipi BCA enziminin immobilizasyonu gerceklestirildi. Destek
materyalinin GA ile aktivasyonu yapilarak, enzimin destek materyaline baglanma yiizdesi
artirlldi. Bu kapsamda enzim yiikleme orani en iyi olan destek materyali segilerek serbest
enzim ile immobilize enzimin optimum sicaklik, pH, kinetik parametreleri (Km, Vmax),
stabilitelerinin (pH, termal ve depolama) belirlenmesi ve karakterize edilmesi amaglandi.

Ayrica immobilize edilen enzimin, CO, giderimindeki potansiyel uygulanabilirligi belirlendi.



2. GENEL BILGILER
2.1 Karbonik Anhidraz Enzimi

CA, yasamsal faaliyetlerin devami icin gerekli olan ve aktif bdlgesinde ¢inko iyonu
bulunan bir metaloenzimdir. CO2’in hidratasyonunu ve HCO3-"1n dehidratasyonunu tersinir
olarak olarak katalizler. Enzim Komisyonu'na (EC) gore EC 4.2.1.1 ile tanimlanir (Rasouli vd.,
2022). Cogunlukla CA, ortalama molekiiler agirligi ~30 kDa olan monomerik bir proteindir
(Keilin, 1997; Rasouli vd., 2022). Canl1 sistemlerde kesfedilen ilk ¢inko metaloenzimdir (Bose
ve Satyanarayana, 2017; Smith ve Ferry, 2000). Enzim ilk olarak kirmizi kan hiicrelerinde
kesfedilmis ve daha sonra diger organizmalarin ¢ogunda tanimlanmistir (Effendi ve Ng, 2019;

Smith vd., 1999).

Karbonik anhidraz, karbondioksitin hidrasyonunu ve bikarbonatin dehidratasyonunu su

sekilde katalize eder:

CA
CO; +H,O <> HCOy +H*

CA'lar, katalitik aktivitesi en yiiksek olan enzimler arasindadir (Bong vd., 2001;
Khalifah, 1991). CA'lar, 10° s'! mertebesinde kcat ve 108 M-'s"! mertebesinde kcat/Km ile
bilinen enzimler arasinda en hizli olanlardan biridir (Bose ve Satyanarayana, 2017). Bu da
CA'y1 CO, yakalama ve tutmada giiclii bir enzim haline getirir. Ayrica, biyolojik olarak

pargalanabilirligi ve ilimli kosullar altinda ¢alismasi CA'nin diger avantajlaridir (Hanna vd.,

2013; Rasouli vd., 2022).

CA, insan ve diger canli organizmalarda biyolojik siire¢leri diizenlemektedir (Rasouli
vd., 2022). Organizmalarin ¢ogunda CA'lar hizli siirecler, 6zellikle de tasima siiregleri i¢in
gereklidir. Ornegin, CO,'nin akcigerlerden uzaklastirilmasi ve gdz salgilarmin sentezi igin
gereklidir. CA'lar, bir¢ok enzimatik reaksiyon i¢in substrat olarak kullanildiklarindan viicutta
optimum CO, ve HCO™ seviyesini korurlar. Kandaki asit-baz dengesini korur ve fizyolojik
pH'1nin korunmasina yardime1 olur ve ayrica iyon taginmasina ve solunuma aktif olarak katilir

(Bose ve Satyanarayana, 2017).

CA’nin, karbondioksitin hidratasyonu disinda, katalizledigi reaksiyon tiirleri verilmistir

(Tablo 2.1).



Tablo 2. 1. CA’nin, karbondioksit hidratasyonu disinda, katalizledigi reaksiyon tiirleri

Sira Katalizlenen Reaksiyonlar

1. O=C=NH + H20 ——= H2NCOOH

2. HN=C=NH + H20 ——= H2NCONH2

3. RCHO+H20  —= RCH(OH)2

4. RCOOAr+ H20 —= RCOOH + ArOH

5. RSO3Ar+ H20 —== RSO3H + ArOH

6. ArOPO32- + H20 —= HPO32- + ArOH

7. ArF + H2C ——= HF + ArOH (Ar: 2,4dinitrofenil)

8. PHCH20COCI +H20 — PHCH20H + CO2 + HCl
9. RSO2CI+H20 =—== RSO3H +HCI (R: Me; Ph)

Kaynak: (Supuran ve Scozzafava, 2001)

Bitkilerde, CA'lar ribuloz 1, 5-bisfosfat karboksilazin (RuBisCO) karboksilasyon
oranini artirmak i¢in CO, konsantrasyonunu yiikselterek kloroplastlarda fotosentezde rol oynar
(Bose ve Satyanarayana, 2017; Smith ve Ferry, 2000). Ayrica bitkilerde metabolizma igin
gerekli olan bikarbonat1 da saglar (Monti vd., 2013). Yiiksek organizmalarin yan sira, CA'lar
diisiik organizmalarda da gereklidir (Bose ve Satyanarayana, 2017). Okaryotik mikro ve
makroalgler arasinda yaygin olarak dagilmis, kloroplastlarinda bulunan ve fotosentetik CO,
fiksasyonunda hayati bir rol oynayan bir enzimdir. Ug¢ mod mekanizmasini déniistiirme
islevine sahiptir: CO,'yi bikarbonata (C4 bitkilerinde RuBisCO tarafindan kullanilmak tizere),
bikarbonati fosfoenol piruvat karboksilaz (PEPC) ile CO,'ye ve ayrica CO, ve HCO™ arasinda

hizli dengeleme ile kolaylastiriimis difiizyona yardimer olur.

Dolayisiyla CA ve siiflart tiim yasam formlarinin metabolik islevlerinde dnemli bir rol
oynamaktadir. CA olmadan yasam neredeyse soz konusu degildir. CA seviyeleri yaslanma ile
de iliskilidir (Bose ve Satyanarayana, 2017; Cabiscol ve Levine, 1995). Parkinson hastaligi,
diyabet, romatoid artrit ve alzheimer hastaligini iceren ¢esitli hastaliklar bu tiir oksidatif hasarla

iligkilendirilmistir (Bose ve Satyanarayana, 2017).



2.1.1 Karbonik Anhidraz Enziminin Yapisi

Simdiye kadar alfa (a), beta (B), gama (y), delta (), zeta (), eta (1)), teta (0) ve iota (1)
dahil olmak tizere sekiz CA ailesi oldugu bilinmektedir. Bu siniflara ait CA'lar farkli amino asit
dizilerine sahiptir (Ali vd., 2023). Bu simiflardan ilk altisinin karakteristik 6zellikleri Tablo

2.2'de kisaca aciklanmustir.

Tablo 2. 2. Karbonik anhidrazin alt1 temel sinifinin karakteristik 6zellikleri

Ozellikler |a CA B CA y CA 0 CA {CA [nCA
Agirlikli olarak Yasamin her ii¢ Arkebakterive | deniz deniz | Plasm
hayvanlar alaninda da ¢ogunlukla | siyanobakteri | diyatomu |diyato |odium

Bulundugu | aleminde bulunur, | algler, bakteriler ile mu falcipa

alem ayrica protozoa, tek ve iki kotiledon’lu rum
algler, yesil bitkilerin (tek
bitkiler ve baz1 kloroplastlarinda hiicreli
arkea, bakteri ve hayva
mantarlarda da nlarda)
bulunur

Molekiiler monomerik (Mw: | dimer, 45 ila 200 kDa | homotrimer 60 | monomer |69 -

agirhk 26-37kDa) arasinda gesitli kDa (dogal) 27 kDa kDa

olgomerik yapilar
olusturabilir

Aktif bolge | His — 94, His — 96, | Cys 38, His 96 and His 81, His 122 | - - His —

amino His-119 Cys 99 and His 94,

asitleri 117 His

96,
His
118

Fonksiyon pH homeostazi, siyanat pargalanmas1 | asetat - - Patoge
HCO-3 (E.coli), CO, metabolizmasi nez
salgilanmasi, iyon | fiksasyonu ve asetatin sirasin
degisimi (siyanobakteriler), metana da

Bazi patojenlerin doniisimii asir
patogenezi sirasinda (metanojenler) ekspre
asir1 eksprese edilir syon
(Salmonella)

Diger esteraz aktivitesi, | Karbon Yogunlastirma | CA'nin en eski | - - -

ozellikler periplazmik Mekanizmasinin formu
lokalizasyon veya | (CCM) temel bileseni
ekstraseliiler
sekresyon i¢in N-
terminal sinyal
peptidi

Kaynak: (Bose ve Satyanarayana, 2017)

Karbonik anhidraz enzim aileleri, katalizleme islemi sirasinda aktif bdlgede
bulundurduklar1 metal iyonuna gore farklilik gostermektedirler (Supuran vd., 2015). Ancak
¢inko iyonu veya ilgili metal iyonlar1 igeren bir aktif bolge kullanmalari bakimindan
benzerdirler (Effendi ve Ng, 2019; Smith vd., 1999). Hepsinde ¢inko iyonu (Zn?>")

kullanilmasina ragmen, y-karbonik anhidrazlar biiyiik olasilikla demir (Fe**) iyonu enzimidir



(bagl ¢inko (IT) iyonu veya kobalt (II) iyonu ile de aktif), {-karbonik anhidrazlar ise Cd(II)
veya Zn(Il) iyonunu fizyolojik katalizleme performansi i¢in kullanirlar (Alterio vd., 2012;
Smith vd., 1999; Supuran vd., 2015; Xu vd., 2008). Farkli CA simniflar1 farkli protein
dizilimlerine sahipken, katalitik aktiviteleri hidroksil gruplari tasiyan cinko katyonlarinin

(Zn*") varhigina baglhidir (Zhu vd., 2023).

CA siniflar arasinda, ilk bulunan ve iizerinde en fazla arastirma yapilan, a-simifindaki
izoenzimlerdir. Yalnizca memelilerde, 16 a-CA izoenzimi bulunur. Bu 16 izoenzim birbirinden
aktivite, hiicre i¢i lokalizasyon, afinite ve inhibitor yontinden farkliliklar gdsterebilir. Bunlardan
besi CA I, CA II, CA III, CA VII ve CA XIII izoenzimleri sitozolde bulunurken, bes izoenzim
CA 1V, CA IX, CA XII, CA XIV ve CA XV zara bagli, iki izoenzim CA VA ve CA VB
mitokondride bulunurken, CA VI tiikiiriik salgisinda ve siitte salgilanan tek izozim olarak
bulunmaktadir (Ali vd., 2023; Supuran, 2008). CA ile iliskili proteinler olan ve CARP'ler olarak
isimlendirilen ii¢ katalitik izoenzim de mevcuttur. Bular: CARP VIII, CARP X ve CARP XI
(Supuran vd., 2004). a-CA’nin 16 izoenzimi arasinda katalitik aktivite diizeyi, hiicre i¢i

lokasyonu ve ilgili oldugu hastaliklara ait bilgiler verilmistir (Tablo 2.3).

Tablo 2. 3. o-CA’nin katalitik aktivite gdsteren izoenzimleri ve hiicre i¢i lokasyonlari

Enzim Katalitik aktivite | Organ/doku dagilimi Mliskili oldugu hastahk

CAl Diisiik Eritrositler, sindirim sistemi, g0z Retina/beyin 6demi

CAIl Yiiksek Eritrositler, sindirim sistemi, goz, Glokom, 6dem, epilepsi,
bobrek, akcigerler, kemik hiicreleri, | yiikseklik hastaligi
testis, beyin

CAIII Cok diisiik Iskelet kaslarinda, adipositlerde Oksidatif stres

CAlV Orta Bobrek, pankreas, akciger, beyin Glokom, inme, gece
kapilerleri, kolon, kalp kasi, g6z korlugii

CA VA | Diisiik Karaciger Obezite

CA VB | Yiiksek Kalp ve iskelet kas1, pankreas, Obezite
bobrek, omurilik, sindirim sistemi

CA VI | Diisiik Tiikiiriik ve siit bezleri Dis ciiriikleri

CA VII | Yiksek Merkezi sinir sistemi Epilepsi, oksidatif stres

CAIX Yiiksek Tilimorler ve sindirim mukozasi Kanser

CA XII | Disiik Bobrege ait, bagirsaga ait, lireme Kanser, glokom
epitelleri, goz, tiimorler

CA XIII | Diisiik Bobrek, beyin, akciger, iireme Kisirlik
sistemi, bagirsak

CA X1V | Diisiik Beyin, karaciger, goz, iskelet kasi Epilepsi, iltihapsiz retina

hastaligi

Kaynak: (Supuran vd., 2015)




Diger izoenzimlere gore daha iyi aktivite gdsteren CA II’nin, pH 9’da 25 °C’de CO,
hidrasyonuna ait turnover sayis1 10 sn""dir (Steiner, 1975; Khalifah, 1991). CA’nin iki temel
izoenzimi (CA I ve CA 1), eritrositlerin sitozoliinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir
(Arslan vd., 2011; Ozensoy vd., 2006). En aktif formun ise insan eritrositlerinde bulunan CA
I oldugu bildirilmistir (Phan vd., 2015). Bu enzim ya hiicre icinde sitoplazmada bulunur ya da
periplazma ile iliskili olarak digar salgilanir (hiicre disi) ve neredeyse tiim yasam formlarinin

hayatta kalmasi icin gereklidir (Bose ve Satyanarayana, 2017).

Sigir eritrositlerinde de CA 1 ve CA 1I olmak {izere farkli enzimatik aktivitelere sahip
iki sitozolik CA izoenzimi bulunmaktadir. Bunlardan CA 1, CA II’ye gore nispeten daha diisiik
aktiviteye sahiptir (Celik vd., 2023; Occhipinti ve Boron, 2019). a-tipi sigir CA's1, insan
eritrositlerinde bulunan CA II'de gozlemlenene benzer bir C-terminal diigiim yapisina sahip ve
aktif bolgede ii¢ histidine koordine edilmis bir ¢inko iyonu igermektedir (Saito vd., 2004).
Yapilan bir ¢alismada (Nishita vd., 2005) memeli eritrositlerindeki CA II oran1 CA I’e gore
oldukca fazla oldugu bulunmustur. Ayrica bu iki izoenzim konformasyon olarak birbirine
benzemesine ragmen, aktivitelerinde farklilik bulunmaktadir. CA II izoenzimi aktivite
yoniinden, CA I’den yaklasik 100 kat daha fazla aktiftir (Deutsch, 1987; Wistrand ve Knuuttila,
1980).

a-CA II'nin konformasyonel yapisi ve katalitik bolgesi Sekil 2.1'de sunulmustur.

Sekil 2. 1. Karbonik anhidraz II izoenzimi modeli, His-94, His-96, His-119 ve bir su
molekiiliine koordine olan Zn(II) iyonunu gosteren karbonik anhidrazin aktif bolgesi

Kaynak: (Fisher vd., 2007; Rai vd., 2022)


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/isoenzyme

CA 1I yapr1 olarak, li¢ histidin kalintis1 (His94, His96 ve His119) ve hidroksit iyonu
(OH") tarafindan koordine edilen Zn?* aktif bolgesini tagir (Wu vd., 2020). a-CA'larin protein
yapisina, CA'nin aktif bolgesinin yedi periferik a-helis ile ¢evrili on B-iplikten olustugu ve
¢inko (Zn*") iyonunu ii¢ histidin kalmtis1 (His94, His96 ve His119) ve bir su molekiilii ile
koordine eden merkezi bir B-sheet hakimdir. Aktif bolge, neredeyse molekiiliin merkezine

kadar ulasan derin bir boslukta yer alir (Effendi ve Ng, 2019).

Sekil 1'de Zn?', ii¢ histidin kalintisnin (His94, His96 ve His119) imidazol nitrojen
atomlart ve CA'nin aktif merkezini olusturan bir su molekiilii ile ¢arpik bir tetrahedral yap1
olusturur. Bu tetrahedronun etrafinda, CO, fiksasyonu i¢in Val-121, Val-143, Leu-141, Trp-
209 ve Leu-198 protein kalintilarindan olusan ve ayn1 zamanda Thr-199 ve His-64'den olusan
bir proton transfer kanali i¢eren hidrofobik bir cep vardir. Bu yapisal birimler, etkili katalitik

CO; hidrasyonu elde etmek i¢in birlikte ¢alisir (Zhu vd., 2023).

2.1.2 Karbonik Anhidraz Enziminin Hidratasyon Mekanizmasi

Yapisal farkliliklarina ragmen, CA'lar benzer etki mekanizmasina sahiptir. CO;'nin
bikarbonat ve bir protona tersinir hidrasyon/dehidrasyonunu katalize eden iki asamali bir
reaksiyonudur (Bose ve Satyanarayana, 2017; Silverman, 1982). Su molekiiliiniin yakininda
bulunan bir histidin kalintisi, su molekiiliinden salinan bir protonu (H") kabul eder. Sadece
¢inko iyonuna bagli hidroksit iyonu birakir. Aktif bolge, hidroksit iyonuna baglandigi CO,'yi
baglamak icin 6zel ceplere sahiptir. Cinko iyon kompleksi karbondioksit hidrasyon aktivitesini
kolaylagtirir. Ayrica, ¢inkoya bagli hidroksit tarafindan karbonil grubuna niikleofilik saldirt
gerceklesir ve bu da HCO®*  olusumuyla sonuglanir. Enzim daha sonra rejenere olur ve
bikarbonat iyonu serbest kalir (Bose ve Satyanarayana, 2017; Silverman ve Lindskog, 1988).
Yenilenen aktif bolgeler yeni CO, molekiillerinin hidrasyonunu katalize etmeye baglar (Wu

vd., 2020). Katalizlenen CO,-hidratasyon mekanizmasi sekilde verilmistir (Sekil 2.2).
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Sekil 2. 2. CA tarafindan katalizlenen CO,-hidratasyon mekanizmasi
Kaynak: (Wu vd., 2020).

2.2 Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, boyutlari 1 ile 100 nm arasinda degisen ¢aplara sahip, inorganik veya
organik malzemelerden yapilmis, y1§in malzemelerle karsilastirildiginda bir¢cok yeni 6zellige

sahip mikron alt1 parcaciklardir (Laconte vd., 2005; Wu vd., 2008).

Nanopartikiil (NP) malzemelerin kullanimi, benzersiz boyutlar1 ve fizikokimyasal
ozellikleri nedeniyle 6nemli avantajlar sunmaktadir (Akbarzadeh vd., 2012). Nano yapili
malzemeler, bliylik yiizey/hacim orani, miikkemmel optik, elektriksel, manyetik ve katalitik

ozellikleri nedeniyle biiyiik ilgi ¢ekmektedir (Majidi vd., 2016).
Nanopartikiiller morfoloji, boyut ve sekil temelinde farkl tiirlere ayrilir.
1. Organik nanopartikiiller
2. Inorganik nanopartikiiller
-Metal nanopartikiiller

-Metal oksit nanopartikiiller

11



3. Seramik nanopartikiiller
4. Biyolojik nanopartikiiller veya biyonanopartikiiller (Ijaz vd., 2020).

Nanoteknoloji uygulamalari, nano boyuttaki malzemelerin y1gin halindeki benzerlerine
kiyasla nano dlgekteki benzersiz 6zellikleri nedeniyle ¢esitli alanlarda artan kullanimi ile ortaya
c¢ikmigtir (Canaparo vd., 2021). Nanoteknolojinin diger bilimlerle entegrasyonu, bir¢ok
endiistride teknolojiyi gelistirecek ve devrim yaratacak yeni arastirma alanlarinin hizla
gelismesine neden olmustur (Cheraghi vd., 2022). Bunlardan biride nanopartikiillerin enzim

immobilizasyonunda kullanilmasidir.

Parcacik boyutu daha kiigiik pargaciklarin, daha biiyiik spesifik yiizey alanina sahip
olmasi nedeniyle yiizeylerinde daha fazla enzimin immobilizasyonunu gerc¢eklestirerek substrat
ve Uriiniin difiizyonu i¢in daha az kisitlama saglamaktadir (Al-Dhrub vd., 2017). Bu durum da
partikiillerin birim kiitlesi basina daha fazla enzim yiiklenmesi anlamina gelmektedir (Husain
vd., 2011). Bunun disinda, nanoyapilt malzeme enzime c¢ok noktali baglanma bdlgeleri
sunmaktadir. Bdylece proteinin ¢oziilmesini azaltarak immobilize enzimin kararliligimnin
¢Oziinlir formuna gore artirirlar (Jia vd., 2003). Bu nedenle aktif bdlgelere sahip
biyokatalizorlerin yiiksek oranda yiiklenmesi saglanir ve difiizyon artik enzimlerin kinetigini
sinirlamamaktadir (Sahoo vd., 2012). Nano malzemeler bu gibi 06zellikleri ile enzim

immobilizasyonunda uygun tastyict materyal olarak tercih edilmektedir (Yoon vd., 2000).

2.2.1 Manyetik Nanopartikiiller

MNP'ler, bir¢ok teknolojik uygulamada kullanim i¢in kapsamli bir sekilde arastirilan
ilging bir nanomalzeme siifidir (Xu ve Lee, 2021). Makroskobik 6l¢ekte benzerlerinden farkli
ozelliklere sahip oldugu iyi bilinmektedir. MNP’ler yalnizca siiperparamanyetizma, yiiksek
duyarlilik vb. gibi 6zel manyetik 6zelliklere sahip olmakla kalmaz, ayn1 zamanda benzersiz
fiziksel 6zelliklere, biyouyumluluga, kararliliga ve diger bir¢ok ilgili 6zellige sahiptir (Liu vd.,

2020; Khiabani vd., 2017).

MNP'lerin sahip oldugu bu 6zellik dizisi, 6zellikle biyomedikal olmak iizere farkli
alanlarda 6nemli ilerlemeler kaydedilmesini miimkiin kilmistir. Ornegin, hastaliklarin tedavisi
ve teshisinde MNP'lerin rolii son yirmi yilda giderek daha 6nemli hale gelmistir (Ortiz vd.,
2022). Biyomedikal uygulamalarda, MNP'ler hipertermi tedavileri i¢in 1sitmay1 indiiklemek,
manyetik goriintiileme i¢in kontrast etkileri saglamak ve hedeflenen ilag dagitiminin uzaktan

kontrolii i¢in kullanilmistir (Xu ve Lee, 2021).
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Manyetizma maddenin igsel bir oOzelligidir. Bununla birlikte, bazi malzemeler
digerlerinden daha manyetiktir. Malzemelerin manyetik momentleri, elektronun yoriinge ve
spin hareketinden ve elektronlarin birbirleriyle olan etkilesimlerinden kaynaklanir. Tamamen
dolu elektron kabuguna sahip atom, hem yoriinge hem de spin momentlerinin toplam iptalini
yasayacaktir. Bu nedenle, soy gazlar (He, Ne, Ar, vb.) gibi malzemeler kalici olarak

miknatislanamaz (Sodipo ve Aziz, 2016).

Katilar, dig manyetik alana verilen tepkiye dayanarak ii¢ ana grupta siniflandirilabilir:
1.Diyamanyetizma

2. Paramanyetizma

3. Ferromanyetizma

-Antiferromanyetizma

- Ferrimanyetizma

Antiferromanyetizma ve ferrimanyetizma, ferromanyetizmanin alt siniflaridir. Bununla
birlikte, ferromanyetik ve ferrimanyetik malzemelerin nanoparcaciklar1 siiperparamanyetik

davranig sergiler (Sodipo ve Aziz, 2016).

(A) M Doygunluk Miknatislanmasi

D
—
”

Artik Miknatislanma \

Zorlayicilik
baslangic manyetik duyarlilig

H
Dis manyetik alan

Sekil 2. 3. IONP'lerin tipik histerezis dongiilerinin sematik sunumu (A)
Kaynak: (Wu vd., 2015)

En belirleyici ozellikler, histerezis dongiilerinden (M-H), egrilerinden dlciilebilen
manyetik alana tepki tiirii (ferromanyetik, paramanyetik, antiferromanyetik ve ferrimanyetik

dahil) miknatislanmadir. Sekil 2.3(A)'da gosterildigi gibi, doygunluk miknatislanmasi (Ms),
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remanans miknatislanmasi (Mr) ve koersivite (HC) histerezis dongiilerinden elde edilebilir.
IONP'ler siiperparamanyetik oldugunda, M-H egrisi histerezis gostermemelidir ve ileri ve geri

manyetizasyon egrileri tamamen oOrtiisiir ve neredeyse ihmal edilebilir (Wu vd., 2015).

Manyetizmanin ¢esitli bigimleri Sekil 2.4'de H'ye kars1 M grafigi ile 6zetlenebilir.

() (n) (m) (1) () ()
g = 9ed 9096 M
e N ? \>) N
“ e e = = () <« &N A H

— —_—
H=0 - H=0 H
(A) Diamagnetic Material (B) Paramagnetic Material
(M () () (m)
oo S e G Y 6 6 M
R T "R > & &
H = 0 “« \,. “« —p » > H
H=0 H
(C) Ferromagnetic Material (D) Superparamagnetic Material

Sekil 2. 4. M manyetik momentinin H dis manyetik alaniyla etkilesiminin sematik gosterimi
( (A): M manyetik momentinin uygulanan manyetik alana zit yonde hareket ettigi ve H dis
manyetik alanindaki artisla azaldig1 diyamanyetik malzeme i¢in M-H egrisi. (B): M'nin kismen
alanin yoniiyle ayn1 hizada oldugu ve H'deki artigla arttigt paramanyetik malzeme. (C):
Manyetik alan yoklugunda M'nin paralel hizada oldugu ferromanyetik malzeme. Bu nedenle
histerezis donglisii remanans (Mr) ve koersivite (Mc) ile gozlenir. (D): Ferromanyetik madde
ile benzer sigmoid sekli gdsteren ancak histerezis dongiisii, remanans ve koersivitenin olmadigi

sliperparamanyetik malzeme)
Kaynak: (Sodipo ve Aziz, 2016)

Stiperparamanyetik demir oksit nanopartikiiller (SPION), 1 - 100 nm arasinda boyutlara
sahip ferromanyetik maddelerin inorganik nanomalzemeleridir. Nano boyutlar1 sayesinde
SPION siiperparamanyetiktir (harici manyetik alan yoklugunda sifir manyetizmaya sahip olma
yetenegi). Bu, pargaciklarin biiylik manyetik duyarliliga ve tek manyetik alana sahip olmasini

saglar. Siiperparamanyetizma, ferromanyetik bir malzemenin boyutu, ortamdaki termal
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enerjinin tiim kristalitin serbest doniisiinii indiiklemeye yetecek kadar kii¢iik oldugunda ortaya
¢ikar (Qiao vd., 2009). SPION ikiye ayrilabilir: Hidrodinamik boyutlar1 50 nm'den biiyiik olan
SPION (kaplama dahil) ve ultra kiiclik siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiiller
(USPION) olarak adlandirilan 50 nm'den kii¢iik boyutlara sahip olanlar (Sodipo ve Aziz, 2016).

SPION'lar s6z konusu oldugunda, yalnizca herhangi bir manyetik alanin varliginda
miknatis gibi davranirlar ve net dipol olmadan miknatislanmamis duruma geri donerler. Bu
nedenle, SPION'larin VSM grafigi, tutulma olmadigi anlamina gelen histerezis egrisine sahip
degildir. Bu durum siiperparamanyetizma olarak adlandirilir ve biyolojik bir sistem iginde
caligmak icin ¢ok ideal bir 6zelliktir, ¢linkil her yerde gii¢lii manyetik alanlara tepki verebilir
ve manyetik bir alana sokuldugunda 1s1 irettigi icin sistemlerle bile termo dedektorler

tarafindan tespit edilebilir (Samrot vd., 2021).

Farklt MNP tiirleri arasinda, yiizey modifikasyonu, sentez kolaylig1 ve diisiik toksisitesi
nedeniyle SPION'lar bir¢ok alanda en popiiler ve yaygin olarak kullanilanlardir (Zhu vd.,
2018).

2.2.2 Demiroksitler
Manyetik malzemeler arasinda, demir oksit NP'ler biiyiik biyouyumluluklari nedeniyle
umut vadeden nanomalzemelerdir (Xu ve Lee, 2021). IONP'ler, ¢aplar1 1 ila 100 nm arasinda

degisen en yaygin inorganik kimyasal bilesiklerden biridir.

Demir oksitler, dogada yaygin olarak bulunan ve laboratuvarda kolayca sentezlenebilen
bilesiklerdir. Son on yilda, manyetik IONP'lerin sentezi sadece temel bilimsel ilgisinden dolay1
degil, ayn1 zamanda hedefli ila¢ dagitimi, manyetik rezonans goriintiileme (MRI), manyetik
hipertermi ve termoablasyon, biyoseparasyon ve biyoalgilama gibi birgok teknolojik
uygulamasi i¢in de yogun bir sekilde gelistirilmistir (Wu vd., 2015). Ozellikle, MNP'lere dayali
biyolojik uygulamalar biiyiik ilgi gérmiistiir ¢clinkii MNP'ler diger malzemelere gore benzersiz
avantajlar sunmaktadir. Ornegin, manyetik IONP'lerin iiretimi ucuzdur, fiziksel ve kimyasal
olarak kararldir, biyolojik olarak uyumludur ve ¢evresel olarak giivenlidir (Lu vd., 2007; Wu

vd., 2015).

MIONP'ler siiperparamanyetik davranisa, iyi biyouyumluluga ve diisiik toksisiteye
sahip bir tiir MNP'dir (Ling vd., 2019). Hemoglobin selatorii Fe(IT) atomlarindan olustugu i¢in

demir oksit insan sistemiyle bir dereceye kadar biyolojik olarak uyumludur (Samrot vd., 2021).
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Dogada demir oksit, hidroksit ve oksihidroksit’in 16 ¢esidi oldugu bilinmektedir. Bunlar
icinde 8 ¢esit demir oksit vardir. Bu demir oksitler Tablo 2.4’de verilmistir (Cornell vd., 2003;
Gossuin vd., 2009).

Tablo 2. 4. Baslica demir oksitler

Mineral ada Formiil
Magnetit Fei Oy
Maghenut v-FeaOs
Hematit u-Fe,0;
Lepidocrocite y-FeOOH
Goethite a-FeQOH
Akaganeite B-FeOOH
Ferroksit 6-FeOOH
Ferrihidrit FesHOz-4H,O

Kaynak: (Cornell vd., 2003; Gossuin vd., 2009)

Her ne kadar ¢ok sayida demir oksit biliniyor olsa da, “demir oksitler” terimi genellikle
tic tiirii ifade eder (Xu ve Lee, 2021). Bu demir oksitler arasinda hematit (a-Fe,O3), manyetit
(Fe;04) ve maghemit (y-Fe,03), sicaklik kaynakli faz gegisini igeren polimorfizmleri nedeniyle
cok umut verici poptiler adaylardir. Bu {i¢ demir oksidin her biri, belirli teknik ve biyomedikal
uygulamalar i¢in uygunluk saglayan benzersiz biyokimyasal, manyetik, katalitik ve diger

ozelliklere sahiptir (Wu vd., 2015).

- ‘~C%“‘ . 4
| & e
2N ‘dg o’
a9
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(a) Hematit (b) Manyetit (c) Maghemit
Egkenar dortgen, R3c kiibik, Fd3m Kiibik, P4,32/Dortgen, P4,2,2,

Sekil 2. 5. Hematit, manyetit ve maghemitin kristal yapis1 ve kristalografik verileri (siyah top
Fe?" yesil top Fe** ve kirmiz1 top O

Kaynak: (Wu vd., 2015)
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Demir oksitlerin kristal yapist esasen oktahedral veya tetrahedral interstisyel
bolgelerdeki oksijen anyonlar1 ve demir katyonlar1 agisindan tanimlanabilir. Hematitte, oksijen
iyonlar1 hekzagonal yakin paketlenmis bir diizende bulunurken, Fe (III) iyonlar1 oktahedral
bolgeleri isgal eder. Manyetit ve maghemitte, oksijen iyonlari kiibik yakin paketlenmis bir yap1
olarak diizenlenmistir. Manyetit ve maghemit arasindaki yakin benzerlikler, XRD gibi tipik
spektroskopi kullanilarak ayirt edilmelerini zorlastirir (Kuhn vd., 2002). Hematit (a-Fe;0s3)
(012), (104), (110), (024) ve (116)'da ana kirinim desenine sahiptir (Rafi vd., 2015). Manyetit,
oktahedral ve tetrahedral bolgeler arasinda rastgele dagilmis Fe(IlI) iyonlarindan olusan ters
spinel bir yapiya sahipken, Fe(Il) iyonlar1 oktahedral bdlgelerde bulunur (Klotz vd., 2008).
Kiibik kristalin manyetit (220), (311), (400), (511) ve (440) seklinde yansima deseni gosterir
(Singh vd., 2018). Maghemit i¢in ekstra pikler genellikle (210) ve (211)'de gozlenir (Kim vd.,
2012). Katyon alt kafesinin bosluklarinda farkliliklar olan bir spinel yap1 olusturur. Burada,
alanlarin iicte ikisi Fe(IIl) iyonlar1 ile doludur ve diizenli bir sekilde iki dolu alanin ardindan

bir bos alan gelecek sekilde diizenlenmistir (Samrot vd., 2021).
2.2.2.1 Hematit (0-Fe,03)

Hematit, demir oksitlerin bilinen en eskisidir ve kayalarda ve toprakta yaygin olarak
bulunur. Ferrik oksit, demir seskioksit, kirmiz1 as1 boyasi, spekiiler demir cevheri, bobrek
cevheri veya martit olarak da bilinir (Singh, 2024). Ortam kosullar1 altinda en kararli demir
oksit ve n tipi yar iletken olan hematit (a-Fe,0O;), diisiik maliyeti ve korozyona kars1 yiiksek
direnci nedeniyle katalizorlerde, pigmentlerde ve gaz sensorlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica, son birkag¢ on yilda hem temel bilimsel ilgi alanlar1 hem de teknolojik
uygulamalar i¢in yogun bir sekilde takip edilen manyetit (Fe;O,) ve maghemit (y-Fe,Os) sentezi

icin bir baglangic malzemesi olarak da kullanilabilir (Wu vd., 2015).
2.2.2.2 Maghemite (y-Fe,03)

Sekil 2.5(c)'de gosterildigi gibi, y-Fe,O5'lin yapis1 kiibiktir; her bir maghemit birimi 32
O?* iyonu, 21% Fe** iyonu ve 2% bosluk igerir. Oksijen anyonlar1 kiibik yakin paketlenmis bir
dizilime yol agarken, ferrik iyonlar tetrahedral bolgeler (birim hiicre basina sekiz Fe iyonu) ve
oktahedral bolgeler (kalan Fe iyonlar1 ve bosluklar) iizerinde dagilmistir. Bu nedenle, maghemit

tamamen oksitlenmis manyetit olarak diisiiniilebilir (Wu vd., 2015).
2.2.2.3 Manyetit (Fe;O,)

Sekil 2.5(b)'de gosterildigi gibi, Fe;04, 32 O*iyonuna dayanan ve yakin istiflenmis yiiz
merkezli kiibik spinel yapiya sahiptir. Fe;04, hem iki degerlikli hem de ii¢ degerlikli demir
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icermesi bakimindan sayilan demir oksitlerin birgogundan farklilik gdstermektedir. Fe;Oy, tiim
Fe?" iyonlarinin oktahedral bolgelerin yarisini isgal ettigi ve Fe** 'iin kalan oktahedral bolgeler
ve tetrahedral bolgeler arasinda esit olarak boliindiigii kiibik yakin paketlenmis bir oksit iyonlari
dizisinden olusan kiibik bir ters spinel yapiya sahiptir. Stokiyometrik manyetitte Fell/Felll =
1/2'dir ve iki degerli demirler, bazen tamamen bazen de kismen bagka iki degerli iyonlarla (Co,
Mn, Zn, vb.) yer degistirebilir. Béylece Fe;04 hem n tipi yar1 iletken, hem de p tipine sahip yar1

iletken olabilmektedir (Wu vd., 2015).

Genel olarak, a-Fe,O; oda sicakliginda zayif ferromanyetizmaya sahipken, doygunluk
miknatislanmasi genellikle 1 emu g*'"den daha kiigiiktiir. Bununla birlikte, y-Fe,O3 ve Fe;O,4
oda sicakliginda ferrimanyetizma sergiler ve doygunluk manyetizasyonu 92 emu g'''e ulagir
(Wu vd., 2015). Ayrica Fe;O4 manyetit, ferromanyetiktir, boyut 15 nm'den kii¢iik oldugunda
sliperparamanyetiktir, a-Fe,O3 (hematit, zay1f ferromanyetik veya antiferromanyetik), y-Fe,Os

(maghemit, ferrimanyetiktir) (Singh, 2024).

Tiim demir oksitler arasinda, manyetit (Fe;O,4 ) tistiin manyetik 6zellikleri nedeniyle
daha fazla ilgi ¢ekmistir. Manyetit (Fe;O4 ) nanopartikiilleri, yumusak ferromanyetizma, yari
metaliklik ve biyouyumluluk gibi degerli 6zellikleri nedeniyle malzeme bilimi, kimya ve fizik
alanlarinda ¢ekici nanomalzemelerdir. Farkli boyut, geometri ve nano mimarilere sahip c¢esitli
Fe;O4 NP'leri yapilar1 sentezlenmis ve ilgili ozellikler biyomedikal cihazlar, elektronik
cihazlar, ¢evre ¢oziimleri ve enerji uygulamalar1 dahil olmak iizere birden fazla uygulama

alanindaki hedeflerle incelenmistir (Xu ve Lee, 2021).

Bu temel 6zelliklerinin yani1 sira dogada bol miktarda bulunmasi, ucuz olmasi ve ¢evre
dostu olmasida Fe;O4 bazli NP’lerin genis Olcekli uygulamalarmma olanak veren ek

avantajlardir.

Fe;04 NP'ler siiperparamanyetizma gibi 6nemli manyetik 6zellikleri sayesinde genis
bir uygulama yelpazesi saglamada onemli bir rol oynar. Bu olgu, ferromanyetik veya
ferrimanyetik nanopargaciklarin yiiksek manyetik duyarlilikla birlikte sifir manyetik remanansa
sahip olacagini gostermektedir. Fe;O4 NP'ler, giiclii siiperparamanyetik 6zellikleri ve kolay
hazirlanma siirecleri nedeniyle 6ne ¢ikmaktadir ve bu nedenle aragtirma alaninda artan bir ilgi

gormektedir (Al-Khamees, 2021).
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2.2.3 Manyetik Nanopartikiillerin Kullanim Alanlar:

Manyetik nanopartikiillerin kullanilmasi, arastirmacilarin biyo-katalizorlerin pahali
ayrilmas1 ve geri kazanilmasi gibi engellerin iistesinden gelmesine yardimci olmustur. Bu
manyetik parcaciklar ¢6ziinmez ve harici bir miknatis kullanilarak biyo-katalizoriin reaksiyon
karisimindan kolay ve verimli bir sekilde ayrilmasini saglar; dolayisiyla isletme maliyetini
azaltir (Sahoo vd., 2012). Bu nedenle MNP’ler DNA (deoksiribo niikleik asit), enzim ve
antikorlarin immobilizasyonu sonrasinda biyosensorler ile bir¢ok farkli alanda yaygin olarak

kullanilmaktadir (Simsek-Ege vd., 2002).

Manyetik nanoparc¢aciklarin biyomedikal uygulamalar1 asagidaki gibi siniflandirilabilir

(Liu vd., 2020).

¢ Enzim immobilizasyonu

e Saflagtirma

* Gen iletimi (magnetofeksiyon)

* Biyosensor

¢ Antibakteriyel aktivite

e Hiicre ayrigtirma

® Manyetik Rezonans Goriintiileme

e  Manyetik Hipertermi

¢ Hedefe yonelik ila¢ dagitimi

¢ In vitro biyoseparasyon

¢ Doku mithendisligi

¢ Radyoterapi

* (Cevresel iyilestirme

Manyetik nanokompozitlerin gelismesiyle birlikte, uygulama alanlar1 da hizla

genislemektedir. Bu nedenle, hala net bir siniflandirma bulunmamaktadir.
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Sekil 2. 6. MNP'lerin ¢esitli biyomedikal uygulamalari
Kaynak: (Vasi¢ vd., 2024).

Uygun yiizey kimyasina sahip SPIONs, manyetik rezonans goriintiileme kontrast
gelistirme, doku onarimi, immiinoassay, biyolojik sivilarin detoksifikasyonu, hipertermi, ila¢
dagitimi1 ve hiicre ayristirma gibi ¢ok sayida in vivo uygulama i¢in deneysel olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir (Vasi¢ vd., 2024). Manyetik nanopartikiiller ilaglara, proteinlere,
enzimlere, antikorlara veya niikleotidlere baglanabilir ve harici bir manyetik alan kullanilarak
bir organa, dokuya veya tiimdre yonlendirilebilir veya hipertermide kullanilmak {izere alternatif

manyetik alanlarda 1sitilabilir (Bertoni vd., 2011).

2.2.4 Manyetik Nanopartikiillerin Sentezi

MNP’lerin sekil, boyut ve morfolojilerinin 6zellikleri ve potansiyel uygulamalari
iizerinde biiylik etkisi oldugu 1yi bilinmektedir. Bu baglamda, yeni morfolojilere sahip
nanoyapili malzemelerin kontrollii sentezi ¢ok 6nemlidir (Majidi vd., 2016). Bu nedenle,
aragtirmacilar ayarlanabilir ve istenen Ozelliklere sahip MNP’leri farkli yollardan
sentezlenmeye odaklanmaktadir (Zhu vd., 2018). Nanoparcaciklarda istenen boyuta gére uygun

bir hazirlama yontemi se¢ilmelidir (Liu vd., 2020).

Simdiye kadar, bir dizi sentez yolu, manyetik IONP'leri hazirlamak i¢in bildirilmistir

(Zhu vd., 2018). Bunlar:
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1. Ortak ¢oktiirme (Birlikte ¢okeltme)
2. Hidrotermal

3. Termal ayrisma

4. Mikroemiilsiyon

5. Elektrokimyasal biriktirme

6. Lazer pirolizi

7. Solvotermal yontemler

8. Sonokimyasal yontemler

9. Kimyasal buhar biriktirme
10. Mikrodalga destekli yontem
11. Aerosol pirolizi

12. Sol-Jel

Bazi1 yontemlerin dezavantajlar1 ve avantajlari listelenmistir (Tablo 2.5).

Tablo 2. 5. Demir oksit nanopartikiillerinin (IONP) baslica hazirlama yontemlerinin

karsilastirilmasi
Yontem Avantajlan Dezavantajlan
Ortak Coktiirme Basit ve verimli Boyut dagilimi, zay1f
kristallik ve agregasyon
Hidrotermal Partikiil boyutunu ve seklini Uzun reaksiyon stiresi,
kontrol etmek kolay yiiksek reaksiyon sicakligi,
yuksek basing
Termal Ayrisma Boyut ve sekillerin iyi kontrolli, | Yiiksek reaksiyon sicakligi
yliksek verim
Mikroemiilsiyon Partikiil boyutunun kontrolii, Diistik verim, biiytik
olduk¢a homojen miktarda ¢6ziicii gerekli ve
zaman alict
Sol-Jel Boyut ve yapinin hassas kontrolii | Nispeten pahali, uzun
reaksiyon siiresi
Aerosol/Buhar faz1 | Yiiksek verim Asint yiiksek sicakliklar
Elektrokimyasal Boyutun kolay kontrolii Tekrarlanabilirlik

Kaynak: (Zhu vd., 2018)
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Kullanilan sentez yontemleri arasinda, kimyasal Ortak Coktiirme (Birlikte Cokeltme),
hem laboratuvar amagli hem de endiistriyel prosesler i¢cin daha biiyiik 6l¢cekte oldukga avantajli
olmasi nedeniyle en yaygin yontemdir. Proses, termal ayristirma ve hidrotermal gibi yontemlere
kiyasla kolay isleme, yiiksek verimli iiriin, diisiik sicaklik ve reaksiyon siiresine sahiptir ve

inorganik reaktanlar ve su gibi ¢evre dostu ¢oziiciiler kullanir (Al-Khamees, 2021).
2.2.4.1 Ortak coktiirme (Birlikte cokeltme)

Ortak Coktiirme yontemi, Sekil 2.7'de gosterildigi gibi Fe?" tuzu, Fe*" tuzu (genellikle
kloriir, nitrat veya siilfat) ve baz ¢okeltici (6rnegin, sodyum hidroksit veya amonyakli su) iceren

cok bilesenli katyonik yontem olarak da adlandirilir (Ling vd., 2019; Suh vd., 2012).

e FE2+/Feld+ — NaOH Lo
s scnilhik temizlik Q

e
Fiftre, kurd. MIONPs

Sekil 2. 7. Ortak Coktiirme yontemi ile MIONP sentez siirecini gosteren sema
Kaynak: (Ling vd., 2019)

Bu yontemde, demir onciilleri sodyum hidroksit, amonyak vb. gibi zayif bir indirgeyici

madde ile demir oksitlere indirgenir. Reaksiyon genellikle denklem ile verilir.
F62+ + Fe3++ 8OH — FC304 + 4H20

Olusan demir oksit nanopartikiillerinin yapisi, kullanilan indirgeyici maddelerin pH
giicline, reaktan konsantrasyonuna, indirgeyici maddelere ve indirgeyici maddelerin eklenme
hizina bagl olarak oldukga farklilik gostermektedir. Parcacik boyutu ayrica sicaklik, pH,
iyonik gii¢ ile kontrol edilebilir ve degistirilebilir (Samrot vd., 2021).

Ortak ¢oktiirme yontemiyle MIONP'lerin hazirlanmasi, kolay kullanim, diisiik ekipman
gereksinimi, diisiik demir tuzu ve cokeltici fiyati, kisa silire¢, nispeten yliksek verim ve
endiistriyel iiretime kolay yayillma gibi bircok avantaja sahiptir. Uretilen MIONP'ler,
ylizeylerinde modifiye edilmeye elverisli olan kiireye benzer. Bununla birlikte, bu yontemde
meydana gelen reaksiyon hizli oldugu icin siddetli aglomerasyon, genis bir partikiil boyutu
dagilimi (PSD) aralig1 ve bu MIONP'lerin diizensiz sekli de gozlenmektedir bu nedenle tek
dagilmis MNP elde etmek zordur (Ling vd., 2019).
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2.2.5 Demir Oksitin (Fe;0y) Yiizey Modifikasyonu

MIONP!'ler biiyiik bir ylizey/hacim oranina sahip olduklari i¢in yiiksek yiizey enerjileri
sergilemektedirler, bu tiir enerjiyi en aza indirmek i¢in de Van der Waals ¢ekim kuvvetleri ve
nanopartikiiller arasindaki dipol-dipol etkilesimleri artar ve bir araya gelerek aglomerasyon
(topaklanma) olustururlar (Singh, 2024). Ayrica, ¢ciplak MIONP'ler yiiksek kimyasal aktiviteye
sahiptir, bu da havada kolayca oksitlenmelerini saglar. Bu iki durum hem dagilabilirlik kayb1
(kolloidal 6zellik) hem de manyetik 6zelliklerde bir diisiise yol acar (Ling vd., 2019). Ne yazik
ki, SPION'larin siiperparamanyetik o6zellikleri aglomerasyon meydana geldiginde bozulur.
Nanopartikiillerin kolloidal stabilitesini korumak ve etkinligini artirmak i¢in nanopartikiil

ylizeyinin modifiye edilmesi gerekir (Samrot vd., 2021).

Kaplama yontemi, organik veya inorganik malzemeleri IONP'lerin ylizeyine konjuge
etmek icin en yaygin ylizey modifikasyonu yaklasimidir. Bu yontem yalnizca IONP'lerin
oksidasyonunu ve aglomerasyonunu Onlemekle kalmaz, ayni zamanda daha fazla
islevsellestirme olanagi da saglar. Manyetik IONP'lerin islevsellestirilmesi, fizikokimyasal
ozelliklerini iyilestirebilir ve bunlar1 kataliz ve biyotip alani i¢in ideal adaylar haline getirebilir
(Zhu vd., 2018).

Bu nedenle, MIONP'lerin 6zelliklerini iyilestirmek ve uygulama alanlarini genisletecek
cok islevli MIONP'ler elde etmek i¢cin MIONP'lerin yiizey modifikasyonu i¢in ¢esitli stratejiler
gelistirilmistir (Ling vd., 2019).

Inorganik metal oksitler (kii¢iik molekiiller) [SiO, ve soy metal gibi], organik kiigiik
molekiiller [Amino silane, sitrik asit ve oleik asit (OA) gibi] veya organik polimer [kitosan
(CS), dekstran, polietilenimin (PEI) ve polietilenglikol (PEG) ve nisasta gibi] MIONP'leri
modifiye etmek i¢in kullanilmaktadir (Ling vd., 2019).

2.2.5.1 inorganik metal oksitler

SiO, (TEOS): Kararli kimyasal 6zelliklere, biyouyumluluga, diisiik toksisiteye, asit
direncine ve yiiksek sicaklik direncine sahip asidik bir oksit olan SiO,, MIONP'leri modifiye
etmek icin tercih edilen malzemelerden biridir; MIONP'ler, MIONPs@SiO; nanopartikiilleri
olarak da adlandirilan cekirdek-kabuk yapisi olan SiO; ile kaplanmaktadir (Ling vd., 2019).
Dielektrik ©6zelligi nedeniyle silika, dipol-dipol etkilesimlerini perdeleyebilir ve cekirdek
SPION'un aglomerasyonunu onleyebilir. Silika, kompozit nanopartikiillerin suda veya polar

coziiclilerde dagilmasin saglayan silanol (Si-OH) fonksiyonel grubuna sahiptir. Dahasi, Si-
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OH diger fonksiyonel gruplarla modifiye edilebilir veya biyokonjugasyon icin baglanma

bolgesi saglayabilir (Sodipo ve Aziz, 2016).

Si0, sadece MIONP'lerin elektrostatik itmesini engellemekle kalmaz, ayn1 zamanda
hidroksil gruplari bakimindan da zengindir. Bu hidroksil gruplar1t MIONP'ler ile proteinler,
antikorlar, DNA veya bir dizi biyoaktif molekiil arasinda kovalent kopriilerin olusumunda yer
alir (Ling vd., 2019). Silika, cesitli biyolojik ligandlarin IONP yiizeyine baglanmasina yardimci
olur (Wu vd., 2015).

Son yillarda, MIONPs@SiO, nanopartikiillerini sentezlemek icin Stober yontemi ve
sol-jel yontemi olmak iizere gelistirilmis yontemler kullanilmistir (Ling vd., 2019). Bu
yontemlerde, Tetraetilortosilikat (TEOS), OH gruplar1 aracilifiyla IONP'lerin yiizeyine
kolayca baglanan en yaygin kullanilan silanlardir (Wu vd., 2015). Tetraetilortosilikat (TEOS)
kullanilarak silisyum oksit nanopartikiilleri sentezlenir ve bunlar MNP iizerinde Silanol
grubunu olusturur.

MNP'lerin silanizasyonu, MNP'lerin yiizeyine, fonksiyonel gruplar eklemek icin en
yaygin kullanilan teknik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Buna ek olarak, yiizey modifikasyonu
pahali ekipmanlara ihtiya¢ duymadan sulu veya organik ortamda orta sicakliklarda basit bir
sekilde gerceklestirilebilir, bdylece i¢ manyetik ¢ekirdegi korumak i¢in ideal bir yontemdir (Xu
vd., 2014).

MNP'lerin ylizey modifikasyon mekanizmasi, nanopartikiiller ve silan ligand1 arasinda
Fe-O-Si baginin olugumunu igerir. Silan molekiilleri ilk olarak hidroliz yoluyla aktive edilir ve
bunu silanoliin Si-OH gruplari ile demir MNP'lerin yiizeyinde bulunan OH gruplar1 arasindaki
polikondenzasyon reaksiyonlar1 izleyerek MNP'lerin yiizeyinde kararli bir bag olugmasini
saglar (Faridi vd., 2017).

2.2.5.2 Organik kiiciik molekiiller

Amino silan (APTES): Bir amino silan baglama maddesi olan 3-
Aminopropiltrietoksisilan (APTES), oda sicakliginda iyi dagilabilirlik, siiperparamanyetik
davranis ve gii¢lii miknatislanma gosteren fonksiyonel MIONP'ler iiretmek igcin MIONP'lerin

aminlenmesinde kullanilmaktadir (Ling vd., 2019). APTES, -NH,'yi tutturmak i¢in en yaygin

silandir.

Kiiciik bir molekiil olarak amino silan, genellikle metal iyonlari, polimerler,

biyomolekiiller veya diger biyolojik varliklarla sonradan baglanti kurmak igin
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islevsellestirilmis ug gruplari dogrudan ¢iplak IONP'lerin ylizeyine modifiye etmek ve vermek
icin kullanilir. Silan modifiye manyetik IONP'ler, ¢iplak IONP'lerin doygunluk miknatislanma
degerlerini de korumaktadir, burada azalan deger genellikle 5 emu g!'den azdir. Bu durum,
silan modifikasyonundan sonra manyetik ayrimin etkilenmedigini gostermektedir. Ek olarak,
silan ligand-degisim reaksiyonu hidrofobik IONP'lerin suda dagilabilir NP'lere donlismesini
saglayabilir (Wu vd., 2015).

APTES vyani silan birlestirme maddeleri, MNP'lerin ylizeyi {izerine dogrudan
kaplanarak yiiksek yogunluktaki yiizey fonksiyonel gruplar1 saglar (Liu vd., 2004). APTES'in
bir silan baglama maddesi olan bir terminal amin grubu (NH,) ile
kullanilmasi proteinlerin destegin yiizeyine kovalent baglanmasi i¢in faydali olabilir (Chong

ve Zhao, 2003).

2.3 Enzim immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonu, enzim molekiillerinin substrat veya {irtinlerden farkli olarak
bir kat1 matrikse/destege hapsedilmesi olarak tanimlanabilir (Sirisha vd., 2016). “Immobilize
enzimler”, lokalize edilen ve siirekli olarak kullanilabilen enzimler olarak tanimlanmigtir
(Brena vd., 2013). immobilizasyon, ana bilesenleri enzim, enzimin destege baglandig1 matris
ve baglanma sekli olan bir sistem olusturur (Khan, 2021). Enzim immobilizasyonu, ¢oziiniir
enzimlerin katalitik aktivitesini, kararliligin1 ve yeniden kullanilabilirligini artirmaktadir (Das
ve Mishra, 2023; Mohidem vd., 2023). Immobilize enzimler coziinmeyen bir formdur ve

kolayca geri kazanilabilirler (Mohidem vd., 2023; Zhang vd., 2023).

Enzim immobilizasyonu, enzimin reaksiyon karisimindan daha kolay ayrilmasini saglar
ve boylece sonraki islemleri basitlestirir. Bu teknoloji, enzimi zorlu reaksiyon kosullari
nedeniyle bozulmaya veya inaktivasyona kars1 koruyarak daha saglam ve ¢esitli uygulamalarda
kullanilmaya uygun hale getirir (Mohidem vd., 2023). Ayrica enzim immobilizasyonunun bir
sonucu olarak, termal kararlilik ve depolama kararliligi gibi bazi 6zellikler iyilesmektedir
(Abdel-Hameed vd., 2022; Mohidem vd., 2023). immobilize enzimler gevresel degisikliklere
kars1 daha yiiksek dirence sahiptir. Immobilizasyonun birincil faydasi, enzimleri zorlu gevre
kosullarindan (6rn. yiiksek sicakliklar, asirn pH degerleri, vb.) korumaktir. Immobilize
enzimler, su aritma tesislerinde kullanilmanin yani sira tip, gida, deterjan, tekstil ve ilag

endiistrileri gibi ¢esitli biiyiik 6l¢ekli endiistrilerde de kullanilabilir (Maghraby vd., 2023).
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Enzim immobilizasyonunun yine de bazi sinirlamalar1 vardir, yani: tasiyicilarin
ekonomik maliyeti, immobilizasyon metodolojilerinin ekonomik maliyeti ve karmasiklig1 art1
aktivite tilkkendiginde immobilize edilmis biyokatalizoriin atilmasinin ekonomik maliyeti ve
karmasikligi; kiitle transferi sinirlamalari, immobilizasyon prosediirleri ve kirlenme nedeniyle
enzim inaktivasyonu sonucu serbest enzimlerle karsilastirildiginda aktivite azalmasidir (Bié
vd., 2022; Fernandez ve Paradisi, 2020). Ayrica bircok durumda, immobilizasyon bir dizi
faktore bagl olarak belirgin bir aktivite azalmasina yol agar: enzim konformasyon degisikligi
(muhtemelen enzim doniisiimiinde azalma), tasiyicida substrat ve iirlinlerin boliinmesi

(Fernandez ve Luis, 2021; Secundo, 2013).

Immobilizasyon yapilirken dikkat edilmesi gereken hususlar; aktif merkezin
bilesimindeki fonksiyonel gruplar, enzimin immobilizasyonu siirecinde yer almamalidir. Aksi
takdirde enzim aktivitesi inaktivasyon nedeniyle kaybolabilir. Ayrica enzim proteininin
ticiinciil yapis1 hidrofilik, hidrofobik ve iyonik gibi nispeten zayif baglayici kuvvetler tarafindan
korundugundan, immobilizasyon reaksiyonunun hafif kosullar altinda gergeklestirilmesi

zorunludur (Khan, 2021).

2.3.1 Enzim immobilizasyonunda Kullanilan Destek Materyalleri

Kullanilan yonteminin yani sira, tastyicinin kendisi de immobilizasyon basarisinda kilit
rol oynamaktadir. Tastyict iyi bir stabiliteye sahip olmali, 6nemli Ol¢lide gozenekli yapilar
icermeli ve immobilizasyon verimliligini en st diizeye ¢ikarmak i¢in genis bir yiizey alanina
sahip olmalidir. Tasiyic1 malzeme ayrica enzim immobilizasyonunu kolaylastirmak igin
kolayca modifiye edilebilmelidir. Yani destegin temel islevi, enzimlerin yapilarinmi stabilize
etmek ve buna bagli olarak onlar1 c¢evreleyen ortamlara karsi daha direngli hale getirerek
etkinliklerini biiyiik 6l¢lide korumaktir (Jesionowski vd., 2014; Maghraby vd., 2023). Ayrica,
diisitk maliyetli, bol miktarda ve ¢evre dostu olmalidir (Liu ve Dong, 2020; Maghraby vd.,
2023).

Literatiirde, enzim tasiyicilar1 hakkinda bir¢ok rapor mevcuttur. Bu yeni teknoloji igin
matrisler veya destekler su sekilde kategorize edilebilir: Organik ve inorganik bilesikler,
nanomalzemeler, hibrit malzemeler (Mohidem vd., 2023). Inorganik destegin organik
muadillerine kiyasla avantajlar1 kimyasal, mekanik ve termal direng, gézeneklilik, daha fazla

yeniden kullanilabilirlik ve yeni immobilize enzimin stabilitesini garanti eden sertliktir.
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Organik bazli destek malzemeleri pH ve basinca karsi daha hassastir ve bakteri ve mantar

biiyiimesi i¢in uygun degildir (Yuan vd., 2022).

Tablo 2. 6. Enzim Immobilizasyonda kullanilan destek materyalleri

Organik Materyaller Inorganik Nanomateryaller Hibrit Nanomateryaller
Materyaller

Dogal Sentetik -hidroksiapatit | -Titanya nanopartikiilleri | -Seliiloz nanokristal/altin

-kitosan -polivinil alkol | -altin -Nano gozenekli aliimina | -Poli (karboksibetain

-aljinat -politiretan -demir oksit -Slika nanopartikiilleri metakrilat)-greftlenmis silika

-regine kopiik -zirkonya -Metal oksit nanopartikiil

-kolajen -poliakrilonitril |-titanya nanopartikdilleri -Suda ¢06ziinen polimerlere

-jelatin polietilen -silika -Nano boyutlu zirkonyum | sahip giimiis Nanopartikdiller

-dekstran -polipropilen | -gimis -Kitosan nanopartikiilleri | -Manyetik AuNP@Fe;O4

-nisasta membran -¢cinko oksit -Nanoseliiloz -Seliiloz kapli manyetit(CCM)

-karragenan | -poliakrilamid | -aliimina nanopartikiil

-agaroz -selit -Zirkonya kapli silika

-protein -kil -Kitosan-mezapor silika

-seliiloz

-aktif

karbon

-agar

-kitin

Kaynak: (Mohidem vd., 2023)

Siralayacak olursak ideal tasiyict bir matris, su 6zelliklere sahip olmalidir:

(1) ekonomik olmak

(if) inertlik

(iii) stabilite

(iv) fiziksel gii¢

(v) enzim ozgiilliigiinii/aktivitesini artirma yetenegi

(vi) yenilenebilirlik

(vii) iirlin inhibisyonunu azaltma yetenegi

(viii) spesifik olmayan adsorpsiyonu

(ix) bakteriyel kontaminasyonu 6nleme yetenegi

Matrislerin ¢ogu sadece bazi Ozelliklere sahiptir; bu nedenle, enzim immobilizasyonu i¢in
tasiyict matris se¢imi, matrislerin 6zelliklerine ve sinirlamalarina gore secilmelidir (Sirisha vd.,

2016).
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2.3.2 Enzim immobilizasyonu I¢in Kullanilan Yéntemler

Uygun immobilizasyon tekniginin ve desteginin secilmesi, enzim aktivitesini ve
kararliligimi belirlemede 6nemli rol oynadiklar1 i¢in immobilizasyon siirecinin ¢ok Onemli
pargalaridir. Her bir immobilizasyon yonteminin, kendine has hem zayif hem de giiglii
prosediirleri mevcuttur (Rasouli vd., 2022). Enzim immobilizasyonu i¢in yontemler, temel
olarak li¢ kategoride siniflandirilabilir. Bunlar: Tastyict baglama yontemi, Capraz baglama

yontemi ve Hapsetme yontemidir.
2.3.2.1 Tasiyic1 baglama yontemi

En eski enzim immobilizasyon yontemidir. Bu yontemde immobilizasyon, enzimin
uygun bir tagiyici ile fiziksel veya kimyasal olarak baglanmasiyla gerceklestirilir (Jesionowski
vd., 2014). Tasiyicilarin se¢iminde ve baglama tekniginin uygulanmasinda cok dikkatli
olunmas1 gerekmektedir. Tasiyic1 se¢imi, partikiil boyutu, hidrofobik gruplarin ylizey alani
molar orani ve tastyicinin kimyasal bilesimi gibi parametreler agisindan enzimin dogasina

baglhdir. Tasiyic1 baglama yontemleri ii¢ tiire ayrilabilir (Khan, 2021).

a) Fiziksel adsorpsiyon yontemi: Fiziksel adsorpsiyon yontemi, enzimlerin destek
materyaline fiziksel olarak baglandigi en yaygin immobilizasyon yontemidir (Rasouli vd.,
2022). Adsorpsiyon, bir enzimin molekiiller arasi etkilesimler nedeniyle kat1 bir destegin yiizeyi
iizerinde birikmesi siireci olarak tanimlanabilir (Mohidem vd., 2023). Enzim bir ¢6zelti i¢inde
¢oziilir ve daha sonra destek belirli bir siire ve uygun kosullar icin ¢dzeltiye konur. Bu
yontemde, enzimler hidrojen bagi kuvvetleri, Van der Waals kuvvetleri veya hidrofobik

etkilesimler yoluyla destege adsorbe edilir (Rasouli vd., 2022).

Tasiyict olarak genellikle inorganik malzemeler kullanilir: Aktif karbon, gozenekli
cam, asit kili, agartma kili, aliimina, silika jel, kalsiyum fosfat vb. Ayrica nisasta ve gliiten gibi

dogal polimerler de kullanilmaktadir (Khan, 2021).

Capraz baglama ve kovalent baglamada ki gibi ylizey modifikasyonuna veya
baglayicilara gerek yoktur. Enzimlerle yiizey adsorpsiyon etkilesimi hidrojen baglar1 ve
elektrostatik etkilesimleri igerir (Mohidem vd., 2023).

Adsorpsiyon yoluyla enzim immobilizasyonunun avantajlari, minimum aktivasyon
adimlariin gerekli olmasi, az sayida reaktifin gerekli olmasi, ucuz bir yontem olmasi ve
kolayca uygulanmasidir (Maghraby vd., 2023). Fiziksel adsorpsiyon, enzim molekiiliinde ¢ok
az konformasyonel degisiklige neden olur veya hi¢ olmaz (Khan, 2021). Adsorbe edilen
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enzimler, agregasyondan, proteolizden ve hidrofobik araytizlerle etkilesimden korunur (Datta

vd., 2013; Spahn ve Minteer, 2008).

Enzimler dogrudan kullanildig1 i¢in aktivasyon adimlarinin sinirli oldugu bilinmektedir.
Adsorpsiyon yonteminde, genellikle maliyeti diigiik ya da digerlerine nispeten biraz daha uygun
olan enzimler kullanildig1 i¢in biiyiik hacimli proseslerde diizenli olarak kullanilmaktadir.
Adsorbsiyonda, olabildigince giiclii etkilesimler oldugu i¢in enzimleri yap1 yoniinden giivende
tutar (Thangaraj ve Solomon, 2019). Adsorpsiyon yoluyla immobilizasyon genellikle enzime
zarar vermez ve boylece baslangigtaki enzim katalitik aktivitesini miimkiin oldugunca korur

(Rasouli vd., 2022).

Bu yontemin dezavantaji, enzim proteini ile fiziksel adsorbe edici tasiyici arasindaki
baglanma kuvvetinin zayif olmasi nedeniyle adsorbe edilen enzimin kullanim sirasinda

tastyicidan disari sizabilmesidir (Khan, 2021).

b) iyonik baglama yoéntemi: Iyonik baglama ydntemi, enzim proteininin iyon
degistirici kalintilar iceren suda ¢oziinmeyen tasiyicilara iyonik olarak baglanmasina dayanir.
Bu tiir kovalent olmayan immobilizasyon, iyonik gii¢, polarite ve sicaklik degistirilerek tersine
cevrilebilir (Sirisha vd., 2016). Bu immobilizasyon tekniginde kullanilan destek malzemeleri
genellikle ytikliidiir, ¢linkii proteinlerin birbirine baglanabilmesi i¢in zit yiiklere sahip olmalar1
gerekir (Brena vd., 2013; Maghraby vd., 2023). Genellikle iyon degistirme kalintilarina sahip
polisakkaritler ve sentetik polimerler gibi destek materyalleri tasiyici olarak basariyla

kullanilmistir (Khan, 2021).

Bu ydntemin avantaji, enzimin tastyiciya baglanmasinin ¢ok daha basit olmasi ve
kullanilan kosullarin kovalent baglanmaya gore daha hafif olmasi gibi avantajlar1 vardir
(Sirisha vd., 2016). Ayrica enzim proteininin aktif bolgesinin yapisinda ¢ok az veya hig
konformasyon degisikligine neden olmaz ve bdylece bir¢ok durumda yiiksek aktiviteye sahip

immobilize enzimler elde edilir (Khan, 2021).

Yontemin dezavantaji, iyonik kuvvetlerin zayiflamasi nedeniyle ortamin pH'inin
degismesi iizerine yiiksek iyonik kuvvete sahip substrat ¢ozeltilerinde enzimin tastyicidan
sizmasinin meydana gelebilmesidir (Khan, 2021). Reaksiyon boyunca optimum pH degerini
korumak i¢in, enzimi immobilize eden matris stirekli olarak yiiklendiginden, asir1 yiiklenme
enzim yapisini bozabilir ve bu da yiiksek {iriin verimi elde edilmesini engelleyebilir (Maghraby

vd., 2023).
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Sonug olarak iyonik baglanma yonteminde enzim ve tasiyici arasindaki bag, fiziksel

adsorpsiyondan cok fazla giiclii; fakat kovalent baglanmadan daha zayiftir (Sirisha vd., 2016).

¢) Kovalent baglama yontemi: Kovalent baglama, enzimlerin destek materyallerine
kovalent baglar ile baglanmasiyla gerceklestirilen koklii bir enzim immobilizasyon teknigidir
(Maghraby vd., 2023). Kovalent bag, destek ve enzim molekiilii arasindaki kimyasal bir
reaksiyondur ve geri doniisiimsiiz bir yontemdir (Rasouli vd., 2022). Enzim ve matris arasinda
kovalent bag olusumu histidin, arginin, aspartik asit gibi yan zincir amino asitler araciligiyla
gerceklesir (Sirisha vd., 2016). Ancak reaktivite, enzimin tasiyiciya kovalent baglanmasinda
rol alan fonksiyonel gruplarin varligina baglidir. Bu yontemde destekler, aktive edilebilen veya
yiizeye eklenebilen ve kovalent baglanma yoluyla enzim iizerindeki fonksiyonel gruplarla

reaksiyona girebilen fonksiyonel gruplara ihtiya¢ duyar (Rasouli vd., 2022).
Bu fonksiyonel gruplar asagida verilmistir.
(1) o veya 3-amino grubu
(i1) o, B veya vy karboksilik grup
(ii1) Stlthidril grubu
(iv) Hidroksil grubu
(v) Fenolik grup
(vi) Indol grubu
(vii) Tiyol grubu
(viii) Imidazol grubu (Khan, 2021).

Bu fonksiyonel gruplar ile beraber karbodiimidler ve GA, aktive edici bir reaktif olarak
yaygin sekilde kullanilir ve daha sonra enzimler kovalent bag ile destege baglanir (Nguyen ve

Kim, 2017; Rasouli vd., 2022).

Immobilize enzimlerin yapisal ve islevsel dzelliklerinin korunmasi ¢ok dnemlidir ve bu
da bir ¢capraz baglayici ajan tarafindan gergeklestirilebilir. GA, sulu ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirligii
nedeniyle bu tiir bir ¢capraz baglama maddesidir ve popiiler olarak iki iglevli ¢capraz baglayici
olarak kullanilan kararli alt birimler aras1 ve i¢i kovalent baglar olusturabilir (Sirisha vd., 2016).
GA ile baglama, GA molekiiliiniin aldehit grubunun enzimin amino grubu ile reaksiyonu ve
ayrica GA molekiiliiniin baska bir aldehit grubunun destegin amino grubu ile reaksiyonu

yoluyla ger¢eklesmektedir (Rasouli vd., 2022).
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Baglanma yonii cok 6nemlidir; enzimin merkezindeki amino gruplar1 baglanmaya dahil
edilmediginde maksimum enzim aktivitesinin elde edilebilecegi bildirilmistir (Mohamad vd.,

2015; Rasouli vd., 2022).

Reaktif gruplar araciligiyla bir tastyiciya baglanma, bir ara kol da igerebilir. Bir ara kol,
etilendiamin veya polietilen glikol gibi, enzimi bagli oldugu kati tasryicidan uzaga yerlestiren
ve sterik engeli azaltmay1 amaglayan reaktif gruplar arasinda olusan bir atom zinciridir (Bié

vd., 2022; Mohamad vd., 2015).

Enzim ve tastyici arasindaki baglanma kuvveti giiclii oldugundan, enzim sizmasi
gerceklesmez. Bu yontem uygulandiginda, yiiksek konsantrasyonlarda substratlarin varliginda
veya genellikle bircok denatiirasyon reaksiyonunu kolaylastiran giiclii tampon c¢ozeltilerle
birlikte bile enzim sizintis1 olasiligr diisiiktiir (Maghraby vd., 2023). Bu nedenle, fiziksel
adsorpsiyon ve iyonik baglama yontemlerine gore daha avantajlidir (Khan, 2021). Ayrica
kovalent baglama, dayanikli enzimler liretmek ve enzimlerin yeniden kullanilabilecek kadar
geri kazanimini saglamak gibi birgok avantaja sahiptir (Fernandez vd., 2001; Maghraby vd.,
2023). Kovalent baglama yontemi ile immobilize edilmis enzimin yiiksek stabilitesi ve yeniden
kullanilabilirligi nedeniyle, bu teknik literatiirde en yaygin kullanilan yontemlerden biridir

(Rasouli vd., 2022).

Ne yazik ki, kovalent baglamanin uygulanmasinda bazi smirlamalar da ortaya
cikmaktadir; Ornegin, bu strateji, uygun immobilizasyonun gerceklesmesi icin nispeten
karmagik adimlar ve uzun inkiibasyon siireleri gerektirmektedir (Maghraby vd., 2023;
Marrazza, 2014). Ote yandan, kovalent baglanma nispeten rastgele bir sekilde meydana gelirse
immobilizasyon sirasinda aktivite kaybr meydana gelebilir, 6rnegin tastyicinin yiizeyindeki
aktif gruplarla reaksiyona girmeye yatkin enzim kalintilari, enzim molekiiliindeki
pozisyonlarindan bagimsiz olarak dahil olur ve bu da sterik engele, dogal enzim yapisinda
degisikliklere veya denatiire aktif bolge kalintilarina yol agabilir (Bié vd., 2022). Bu durum
enzimin aktif bolgesinin denatiirasyon nedeniyle daha diisiik bir aktiviteye sahip olmasina
neden olur (Rasouli vd., 2022). Bununla birlikte, bu immobilizasyon stratejisinin avantajlari
dezavantajlarindan daha agir basmaktadir, ¢iinkii 6zellikle artirilmis bir enzim stabilitesi ve
enzimlerin yeterli bir geri kazanimi / yeniden kullanimi elde edilmektedir (Liu ve Dong, 2020;

Maghraby vd., 2023).

d) Afinite Baglama: Afinite baglanmasi, enzimin spesifik etkilesimlerle destek

matrisine immobilizasyonudur. Afinite immobilizasyonu, ¢esitli fizyolojik kosullar altinda
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enzimin destegine olan 6zgiilliigiinii kullanir. Bu iki ydntem izlenerek elde edilebilir. ik
yontem, matrisin hedef enzim i¢in bir afinite ligandina 6nceden baglanmasidir. Diger yontem,
enzimin matrise karsi afinite gelistiren baska bir molekiile modifiye edilmesi veya konjuge
edilmesinden olusur (Nisha vd., 2012; Sirisha vd., 2016). Afinite adsorbanlari ayrica enzimlerin

es zamanli saflastirilmasi i¢in de kullanilmigtir (Datta vd., 2013).

Bu stratejide nispeten zayif kuvvetler s6z konusu oldugundan, immobilizasyon sirasinda
enzimin dogal yapisinda neredeyse higbir degisiklik meydana gelmez, ancak bu
immobilizasyon yontemi, pH, sicaklik veya iyonik gii¢ gibi ¢evre kosullarindaki kaymalar
nedeniyle enzim s1zintisina egilimlidir. Sonunda, enzim s1zintisi, enzim aktivitesi tiikkendiginde
tastyict rejenerasyonuna izin vermek i¢in kontrolli kosullar altinda bir avantaja
dontstiiriilebilir. Adsorpsiyon ve iyonik baglanma olduk¢a basit ve diisiik maliyetli
yontemlerdir, ancak spesifik degildirler. Afinite baglama oldukca secicidir, tek kapta
saflagtirma ve immobilizasyona olanak tanir ve yonlendirilmis enzim immobilizasyonuna izin

verir, ancak maliyetlidir (Bié vd., 2022; Bolivar ve Nidetzky, 2012).
2.3.2.2. Capraz baglama yontemi

Bu yontem, enzimlerin tasiyici olmadan kovalent baglama yoluyla birbirine baglandig1
bir stratejidir (Gao vd., 2010; Maghraby vd., 2023). Cok islevli reaktifler araciligiyla enzim
molekiilleri arasinda kimyasal baglarin ve molekiiller arasi ¢apraz baglarin olusturulmasi
prensibine dayanir (Khan, 2021). Molekiiller aras1 ¢capraz baglama, iki komsu enzim molekiili
arasinda koprii olarak kullanilan baglayici ajanlarin varligiyla gergeklestirilir (Gao vd., 2010;
Maghraby vd., 2023). Enzimin ¢apraz baglanmasi {i¢ boyutlu bir yap1 olusturur ve geri

doniisiimsiiz bir yontemdir (Thangaraj ve Solomon, 2019).

Capraz baglamada, GA; izosiyanat tiirevleri, bis-diazobenzelen. N,N-polietilen, N,N'-
etilen, bis-malomid gibi iki veya ¢ok islevli capraz baglama reaktifleri uygulanmaktadir. Enzim
proteininin reaksiyonlara katilan fonksiyonel gruplari lizinin o amino grubu veya 3-amino
grubu, tirozinin fenolik grubu, sistinin siilthidril grubu ve histidinin amindazol grubudur.
Enzimlerin ¢apraz baglanmasi i¢in agir kosullar gereklidir. Bu da, enzimin aktif merkezinin

konformasyonundaki degisiklik nedeniyle aktivite kaybina neden olur (Khan, 2021).

Uygun fiyath ve yaygin olarak erisilebilir oldugu i¢cin GA yaygin bir fonksiyonel
reaktiftir (Hanefeld vd., 2009; Rasouli vd., 2022). Bu yontemde GA kullanimi enzimin
konformasyonel degisikliklerine neden olabileceginden enzim aktivitesini diigiirmesi

miimkiindiir (Liu vd., 2018; Rasouli vd., 2022).
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Capraz baglama diisiik aktiviteye, zayif tekrarlanabilirlige, diisiik mekanik stabiliteye
ve kullanim zorluklarina neden olur. Bu sorunlar ¢apraz bagl enzim kristalleri (CLECs) ve
capraz baglh enzim agregatlart (CLEAs) gibi yontemler ile asilmaktadir (Thangaraj ve
Solomon, 2019).

a) Capraz bagh enzim kristali (CLEC): Enzimin sulu bir tampon ¢6zeltisinden uygun
bir pH aralifinda kristallestirilmesi ve GA ile muamele edilmesiyle olusturulur (Sheldon ve
Pelt, 2013; Thangaraj ve Solomon, 2019). CLEC yonteminde, kristalizasyondan sonra, enzim
kristallerini ¢apraz baglamak i¢cin GA kullanilir (Gérecka ve Jastrzgbska, 2011; Rasouli vd.,
2022). Bu teknik, yiiksek saflikta bir enzim gerektirir. Dogal olarak pahalidir, ancak metodoloji
nispeten basittir. Protein molekiillerinin sulu bir ¢ozeltisi, tuzlarin veya suyla karisabilen
organik ¢oziiciilerin veya iyonik olmayan polimerlerin eklenmesiyle ¢okeltilir (Thangaraj ve
Solomon, 2019). Kontrol edilebilir partikiil boyutlar1 (1-100 pm) iireten seckin bir aktif
immobilize enzim teknigidir. Organik coziiciilere ve yiiksek sicakliklara karst onemli bir
dirence sahiptir. Yiiksek stabilitesi, optimum katalitik aktivite ile geri doniislimii ve hacimsel
verimliligi onu endiistriyel biyotransformasyonlar i¢in oldukca cazip kilmaktadir (Cao vd.,

2003; Maghraby vd., 2023).

b) Capraz bagh enzim agregati (CLEA): Protein partikiillerinden olusan fiziksel
agregatlar tireten sulu bir ortamda dogrudan enzim ¢okeltme yoluyla olusturulur. Bu sistem,
capraz baglh enzimlerin ikiden fazla enzim igeren agregatlarinin eszamanli formiilasyonuna
izin verdigi i¢in birgok enzim simifi i¢in kullanishdir (Cao vd., 2003). Olusan agregatlar,
ticiinciil yapilarint koruyarak kovalent olmayan baglarla baglanir. Daha sonra, agregatlarin
capraz baglar1 enzimleri siirekli olarak ¢ézliinmez hale getirir, organize yapilarint korur ve
sonu¢ olarak katalitik etkinliklerini silirdiiriir. Capraz bagli enzimlerin agregatlarinin
olusturulmasi, maliyet agisindan verimli olan 6nemli bir stratejidir; ancak mekanik stabilitesi

zayiftir (Maghraby vd., 2023).

En iyisi GA olmak {izere agregalar, yapi ile uyumlu bir kimyasal kullanildiginda ¢apraz
baglanarak artik ¢oziinmez bir sekil almaktadir. CLEA'lar tipik olarak 5 ila 50 pm arasinda
boyutlandirilir ve bu nedenle filtrasyon veya santrifiijleme ile geri kazanilabilir (Bié vd., 2022).
CLEA'lar kalic1 olarak ¢oziinmezler, iyi yapilara ve katalitik aktiviteye sahiptirler (Thangaraj
ve Solomon, 2019).

CLEA'lar1 hazirlamak i¢in enzim, bir ¢dkeltme ajan1 kullanilarak ¢okeltilir ve GA gibi

bir ¢apraz baglama ajani ile inkiibe edilir (Jun vd., 2020). Ardindan, ¢okeltileri olusturan enzim
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konglomerasi ¢apraz baglanarak kovalent olarak birbirine baglanmis 3 boyutlu bir enzim ag1
olusturur. Coktlirme, enzim saflastirma maliyetini azaltan ham bir ekstrakttan dogrudan
gergeklestirilebilir (Sheldon ve Pelt, 2013). Capraz baglama yoluyla elde edilen immobilize
enzim, bir biyokatalizor olarak kararli ve iglevseldir. Bununla birlikte, dezavantajlar arasinda
genellikle sinirh aktivite tutma, zayif yeniden kullanilabilirlik, diisiikk mekanik stabilite ve jel
benzeri ¢apraz bagli enzimlerin kullanimindaki zorluklar yer almaktadir (Li vd., 2020;

Mohidem vd., 2023).

CLEA sulu ¢ozeltilerde ¢alisma avantajina sahipken, CLEC kristal olusumuna ihtiyag
duyar (Rasouli vd., 2022).

2.3.2.3. Hapsetme yontemi

Bu yontemde enzim, bir polimer matrisin jel kafesi icine hapsedilir veya enzimler
kolajen, jelatin, seliiloz triasetat, poliakril-amid ve j-karragenan vb. yar1 gegirgen bir polimer

membran i¢ine alinir (Khan, 2021). Hapsetme yOntemi iki tiptir.

a) Kafes tipi yontem (Entrapment): Basitge, enzimlerin kovalent veya kovalent
olmayan baglar yoluyla bir lif ag1 icinde kafeslenmesi ya da jel matrisi icinde hapsedilmesini
igerir (Maghraby vd., 2023; Won vd., 2005). Enzimler polimerik bir ag i¢inde bloke edilir ve
destege baglanmaz. Ag sadece substrat ve iiriinlerin gegisine izin verir ancak enzimi tutar. Ik
olarak, enzim bir monomer ¢dzeltisine karistirilir ve ikinci olarak monomer ¢ozeltisi polimerize
edilir (Liu vd., 2018). Bu yontemde, enzim aktivitesinin ¢ogunu koruyarak ag ile kimyasal

olarak etkilesime girmez. (Rasouli vd., 2022).

Bu yontemde immobilizasyon i¢in poliakrilamid, polivinil alkol gibi ¢esitli sentetik

polimerler ve nisasta ve konjak tozu gibi dogal polimerler kullanilmistir (Khan, 2021).

Kafes tipit yontem kullanilirken, substratlar veya triinler gibi reaksiyon iceriklerinin
serbest difiizyonuna izin veren, polimerik agin gézenek boyutu kontrol edilerek enzim sizintisi
kolayca onlenebilir (Maghraby vd., 2023). Bu stratejide, enzimler polimerlerle reaksiyona
girmez; sonu¢ olarak, denatiirasyon genellikle Onlenir. Kafes teknigi, enzimlerin yiiksek
ylkleme kapasitesi, diisiik iiretim maliyetleri, tuzaklanmis enzimlerin gelismis mekanik
stabilitesi ve daha diisilik kiitle transferi gibi ¢esitli avantajlara sahiptir (Costa vd., 2004). Bu
teknik, ortamla dogrudan temas: Onleyerek enzimleri korur. Ayrica enzimleri mekanik
kesmeden ve hidrofobik ¢dziiciilerden korur, boylece gaz kabarciklarinin girisimini en aza
indirir. Kiitle transferi siirlamalar1t ve diisiik seviyeli enzim yiiklemesi bu yOntemin

dezavantajlaridir (Thangaraj ve Solomon, 2019).
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Kafes tipi yontem i¢in fotopolimerizasyon, sol-jel yontemi ve elektropolimerizasyon

gibi bir¢cok prosediir uygulanmaktadir (Maghraby vd., 2023).

b) Kapsiilleme tipi yontem (Encapsulation): Enzimin yar1 ge¢irgen polimer membran
icine alinmasini igerir (Khan, 2021). Kapsiilleme, hem enzimlerin hem de hiicrelerin
cozeltilerde serbest ancak kontrollii bir alanda olmas1 bakimindan kafesleme yontemine benzer.
Biiyiik enzimler kapsiillerin disina veya i¢ine hareket edemez, ancak kiiciik substratlar/liriinler
yarl gecirgen bir membran boyunca serbestce hareket edebilir (Kurzbaum vd., 2020).
Kapsiilleme, biyolojik sistemleri ince bir film iginde tutar, bdylece biyokatalizorlerin
verimliliklerine zarar verebilecek c¢evre ile temasmi Onler. Bu nedenle kapsiilleme,

biyokatalizorlerin aktivitesinin uzun siire devam etmesini saglar (Patil vd., 2010).

Enkapsiilasyonda kullanilan farkli membranlar naylon, seliiloz nitrat, seliiloz asetat,
epoksi recgineler, kolajen, polisiilfonlar, poliakrilatlar ve polikarbonatlardir (Thangaraj ve

Solomon, 2019).

Bununla birlikte, kapsiilleme stratejileri, substratin ve iirliniin polimer matrislerinin
icine ve disina difiize olabilmesini saglamak icin polimerizasyon matrislerinin kimyasal
kosullarini, gézenek c¢apini ve hacmini ve enzimlerin gézenek matrisleri ile uyumlulugunu
dikkate almalidir. Biyokataliz, biyosensor, enzim aritimi, biyotip ve biyoremediasyon gibi

sektorlerde yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Mohidem vd., 2023; Zhang vd., 2023).

Iki yontem birbirine benzesede aralarmdaki fark; kafes tipi ydtemde enzim polimerik
bir ag icinde muhafaza edilirken, kapsiilleme tipi yontemde enzim yar1 gecirgen olarak ifade
edebilecegimiz bir engel tarafindan tutulur. Her iki yontemde de tasiyici, enzimi tutarken
substratlarin ve iirinlerin gegmesini kolaylastirir. Immobilizasyon yéntemi hafiftir, ¢iinkii
enzim ve tasiyict arasinda kimyasal etkilesimler yoktur, dolayisiyla dogal enzim yapisiyla
oynama riski en aza indirilir ve tasiyici malzeme enzim i¢in optimum bir ortam saglayacak

sekilde tasarlanabilir (Bi¢ vd., 2022).
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Sekil 2. 8. Baslica enzim immobilizasyon yontemleri
Kaynak: (Maghraby vd., 2023)

2.3.3. CA’nin immobilizasyonunda Destek Materyalinin Se¢imi

CA'min serbest formunun endiistriyel uygulamalarda kullanilmasi, kararsizlik ve
yeniden kullanilamama nedeniyle rasyonel degildir. CA'nin immobilizasyonu, bu sorunlari
¢ozmek i¢in umut verici bir yaklasim olarak 6nemli bir ilgi gérmiistiir. Bu baglamda, CA
enziminin aktivitesini, kararliligim1 ve yeniden kullamilabilirligini iyilestirmek, maliyeti
disiirmek ve bilyiik 06lgekli uygulamalarda proses verimliligini artirmak i¢in farkh

immobilizasyon stratejileri ve destekler gelistirilmistir (Rasouli vd., 2022).

Destek malzemesinin se¢imi, biyokatalitik sistemin performansi iizerinde 6nemli bir
etkiye sahip oldugu i¢in dikkate alinmasi1 gereken 6nemli bir faktordiir (Hou vd., 2015). Destek
malzemesi seciminde bulunabilirlik, diisiik maliyet, fonksiyonel grup kullanilabilirligi,
mekanik stabilite, sertlik, toksik olmama ve biyolojik olarak parcalanabilirlik gibi bazi
ozellikler dikkate almmalidir (Zdarta vd., 2018). Son zamanlarda, CA’nin immobilizasyonu

icin tagtyict malzemeler olarak inorganik, organik ve hibrit bilesikler kullanilmaktadir. Bunlar:
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Inorganik oksit malzemeler
Manyetik tabanli malzemeler
Karbon bazli malzemeler
Polimerik membranlar
Sentetik polimerler
Biyopolimerler

MOF'lar (Metal Organik Cergeveler) (Rasouli vd., 2022).

YV V. V V VYV VYV V

2.4 CA’nin immobilize Edilmesine Yénelik Daha Onceki Calismalar

Literatiirde CA’y1 ¢esitli destekler {izerine immobilize eden c¢alismalar asagida rapor

edilmistir:

-Al-Dhrub vd., hCA I enzimini, APTES ile modifiye edilmis silika kapli manyetik
nanopargacik iizerinde glutaraldehit ile kovalent olarak immobilize etmislerdir. Immobilize
CA on ii¢ tekrardan sonra baslangi¢ aktivitesinin %61’ini gostermistir. Immobilize enzim
aktivitesi, pH 8.0 ve 25 °C'de optimum olarak belirlenmistir. Iimmobilize enzimin Km degeri
(1,02 mM), serbest hCA I'den (0,48 mM) daha yiiksek oldugu gdosterilmistir. 4 °C ve 25 °C'de
40 giinliik inkiibasyondan sonra, immobilize hCA 1, aktivitesinin sirasiyla %89 ve %85'ini
oraninda korunmustur. Bu ¢alismada MNP’ler, sirastyla TEOS ile silika kaplama ve silika
kapli MNP'lerin, APTES kullanilarak amin fonksiyonalizasyonu gerceklestirilmistir. Daha
sonra bu fonksiyonellestirilmis destek materyali, GA ile aktivasyonu yapilip, hCA I iizerine

immobilize edilmistir. (Al-Dhrub vd., 2017)

-Jing vd., kovalent baglama yontemiyle CA immobilizasyonu i¢in yeni bir epoksi
fonksiyonellestirilmis manyetik poli(glisidil metakrilat-divinil benzen, GMA-DVB) mikro
kiire sentezlenmistir. Bu ¢aligmada, epoksi grubu ile islevsellestirilmis manyetik polimer
mikrokiireler hazirlanmis ve CA enzimi segici kovalent baglanma ile tasiyicilar {izerine
immobilize edilmistir. Arastirmaya gore; serbest CA ile karsilastirildiginda, immobilize CA
daha iyi bir enzim aktivitesine, daha yliksek bir termal stabiliteye ve depolama stabilitesine
sahip olmustur. Dahasi, immobilize CA daha iyi bir yeniden kullanilabilirlik géstermistir. Alt1
geri donilisimden sonra baglangictaki aktivitesinin %47,6'sin1 korumustur. Km ve Vmax
degerleri serbest CA i¢in 6,091 mM ve 0,091 pmol/(dk mL) iken, immobilize CA i¢in sirastyla
8,077 mM ve 0,027 umol/(dk mL) olmustur (Jing vd., 2015).

37



-Vinoba vd., BCA’y1 Fe;04/S10, nanopartikiilleri tlizerine OAPS (okta(aminofenil)
silseskioksan) ile islevsellestirerek aralayici olarak GA kullanarak
kovalent olarak immobilize etmislerdir. Kloropropil gruplari, SIOH silika gruplarinin CPTMS
ile muamele edilmesiyle Fe;04/Si0O, nanopartikiillerinin yiizeylerine asilanmistir. OAPS daha
sonra Fe;0,4/S10,/CPTMS'nin kloropropil kisimlar1 ile muamele edilerek Fe;04/Si0,/OAPS
destek materyali sentezlenmistir. Ticari olarak satin alinan CA, destek materyali ile immobilize
edildikten sonra Fe-CA olarak adlandirilmistir. Bu calismanin sonuglarina gore; depolama
stabilitesi ¢alismalar1 Fe -CA'nin 30 giin sonra aktivitesinin yaklasik %82'sini korudugunu
gostermistir. CO, yakalama verimliligi, serbest enziminkinden 26 kat daha yiiksek oldugu

rapor edilmistir. (Vinoba vd., 2012)

-Faridi vd., bu arastirmada, poliekstremofilik bakteri Bacillus halodurans TSLV1'in
(rBhCA) rekombinant karbonik anhidrazi, yiizeyi modifiye edilmis manyetik (silanlanmis)
demir oksit nanopartikiiller (Si-MNPs) {izerine immobilize etmistir. Enzimin immobilizasyonu
icin rBhCA'nin karboksil gruplar1 3-(3 dimetilaminopropil) N'-ehtilkarbodiimid (EDC) ve N-
hidroksisiiksinimid (NHS) ile muamele edilmistir. immobilize rBhCA, serbest rBhCA'ya
kiyasla alkalistabilitede iyilesme sergilemis ve yiiksek sicakliklarda onemli 6l¢iide yiiksek
aktiviteyi korumustur. Ayrica, Si-MNP'ler iizerinde immobilize edilen rBhCA, manyetik
ayirma yoluyla reaksiyondan kolayca izole edilebilmistir. Tekrarlanan 22 kullanimdan sonra,
immobilize rBhCA ilk aktivitesinin %50'sini korumus ve aktivitesinde herhangi bir kayip

olmadan 28 giin boyunca saklanabilmistir (Faridi vd., 2017).
2.5 Caliymanin Amaclari

Bu calismada, kovalent baglanma yontemi kullanilarak sigir kani eritrositlerinden
saflagtirilarak elde edilen o-tipi BCA enziminin immobilizasyonu gerceklestirildi. Destek
materyalinin GA ile aktivasyonu yapilarak, enzimin destek materyaline baglanma yiizdesi
artirlldi. Bu kapsamda enzim ylikleme orani belirlenerek immobilize enzim ile serbest enzimin
optimum sicaklik, optimum pH, kinetik parametreleri (Km, Vmax) ve stabilitelerinin (pH,
termal ve depolama) belirlenmesi ve karakterize edilmesi amaglandi. Ayrica destek materyali

tizerine immobilize edilen enzimin CO, giderimindeki potansiyel uygulanabilirligi arastirildi.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Kimyasal Reaktifler

(3-Aminopropil) trietoksisilan (APTES, %99), tetraetilortosilikat (TEOS), demir(II)
kloriir tetrahidrat (FeCl,.4H,0, %99,0), demir (IIT) kloriir hekzahidrat (FeCl;.6H,O, %99,0),
asit-sitraz dekstraz (ACD), L-Tirozin, siilfanilamid (SA), siyanojen bromiirle aktive edilmis
Sepharose 4B, p-nitrofenil asetat (p-NPA) ve sulu amonyak c¢ozeltisi (NHs;. H,O, %25),
monobazik sodyum fosfat, Glutaraldehit (%25), disodyum fosfat, trizma® hidrokloriir, sodyum
hidroksit (NaOH), hidroklorik asit (HCI, %35) ve kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl,-2H,0)
Sigma-Aldrich'ten temin edilmistir. Kan ornekleri, Bilecik Belediyesi Ak Serhat

Mezbahasindan alinmastir.

3.2 Sigir Karbonik Anhidraz (BCA)’n Saflastirilmasi

3.2.1 Kan numunelerinin alinmasi ve hemolizat eldesi

Sig1r karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi i¢in s1gir kanmi Bilecik Belediyesi Ak
Serhat Mezbahasi’ndan alindi. Ozellikle kanin pihtilasmasini dnlemek icin tam kesim
esnasinda, zaman kaybedilmeden, dogrudan damardan ¢ikan kandan 100 ml alindi, {izerine
antikoagiilant olarak kullanilan asit-sitraz dekstroz (ACD) ¢ozeltisinden 15 ml ilave edildi.
Boylelikle hem kanin pihtilagsmasi 6nlendi hem de eritrositler i¢in kullanilincaya kadar bir
beslenme ortami olusturuldu. Kan numuneleri alindiktan sonra 4°C korundu ve iki giin i¢inde
hemolizat i¢in kullanildi. Sigir kanindan hemolizat islemi: Alinan kan santrifiij tiiplerine
konularak, 15 dk boyunca 2500xg’de santrifiij edildi. Santrifiijden alinan tiiplerin iist kisminda
kalan plazma ve 16kosit tabakas1 damlalikla dikkatli bir sekilde alindi. Tiiplerin altinda kalan
eritrosit peleti 0,154 M izotonik NaCl ¢ozeltisi (2,25 g NaCl alinip hacim saf su ile 250 mL’ye
tamamlandi) ile dikkatlice yikandi. Yikama sonrasinda 2500xg’de 15 dakika santrifiij edildi.
Bu islem 3 defa gergeklestirildi. Elde edilen eritrositler hacimlerinin yaklasik 4 kat1 kadar buzlu
su ile buz banyosunda 45 dk hemoliz edildi. Hemolizat icerisinde bulunan eritrosit hiicre
zarlarim uzaklastirmak igin +4°C’de 20.000xg’de 30 dakika santrifiij yapildi. Ust kisimdaki
hemolizat damlalikla dikkatli bir sekilde alindi. Sonra kati tris ile dikkatlice pH 8,7’ye
ayarlandi. Béylece hemolizat kolona tatbik edilecek duruma geldi (Ozdemir, 1992).

3.2.2 Sepharose-4B-L-tirozin afinite jelinin hazirlanmasi
Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis sepharose-4B matriksi iizerinde hazirlandi. Kolon
materyaline L-tirozinin kovalent olarak baglanmasi ve daha sonraki agamalarda siilfanilamitin

diazollanarak tirozine kenetlenmesi saglandi. Burada tirozin afinite jelinin uzanti kolunu,

39



stilfanilamit ise enzimi spesifik olarak baglayan kismini olusturmaktadir. Siilfanilamit,
karbonik anhidrazin spesifik bir inhibit6rii olup, afinite jelinin yapisinda bulunarak s6z konusu

enzimin yliksek oranda saflastirilmasi amaciyla kullanilmaktadir (Soyiit, 2006).

3.2.3 CNBr ile aktiflestirilmis sepharose-4B’ye tirozin takilmasi

pH 8,8 olan ve 0,2 M’lik NaHCO; ¢6zeltisi (sepharose-4B matriksi lizerinde afinite jeli
hazirlamak i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 16,8 g NaHCO3, 900 mL saf suda ¢oziinerek, 1N’lik
NaOH c¢ozeltisi ile pH 8,8’e ayarlandiktan sonra, son hacim saf su ile 1 litreye tamamlandi.
Daha sonra bu ¢ozeltiden 1N’lik NaOH ¢ozeltisi ile pH 10’a ayarlanarak, pH 10 olan ve 0,1
M’lik NaHCOj; tamponu hazirlandi. 1,1 g CNBr ile aktiflestirilmis sefaroz-4B tartild1 ve 250
mL soguk pH 10 olan ve 0,1 M’lik NaHCO; tamponunda ¢6ziildii ve vakum filtrasyon siizme

seti kullanilarak, nuche erlenine vakum pompasi ile ¢ekilerek yikandi.

Bir sonraki iglem icin 80 mg tirozin tartildi. Daha 6nce hazirlanan pH 10 olan ve 0,1
M’lik NaHCOj; tamponunda ¢oziildii. Tirozinin ¢oziinmesi igin 60 °C’de manyetik karistiricida
kanigtirildi. Daha once yikanarak hazirlanan jel, bu tirozin ¢ozeltisine eklendi. Siispansiyon
+4°C’de 2 saat siireyle manyetik karigtiricida yavas bir sekilde karistirildi ve akabinde 16 saat
boyunca da +4 °C’de bekletildi. Bu iglemler sonucunda, yikama suyu 280 nm’de absorbans
vermeyinceye dek bol saf su ile yikanarak reaksiyona girmeyen tirozinin tamamen
uzaklastirilmasi saglandi. Yikama islemi pH 8,8 olan ve 100 mL 0,2 M’lik NaHCO; tamponu
ile 10 defa tekrarlandi. Son olarak tirozin takili jel ayni tamponun 40 mL’si igine alinarak

sonraki iglemler icin bekletildi (Beydemir ve Giilgin, 2004).

3.2.4 Siilfanilamit kenetlendirilmesi

Siilfanilamit (CA’nin inhibitorii) kenetlenmesi icin 0°C sicakliginda 10 mL ve 1 M’lik
HCI hazirlanarak iizerine (9 mL saf su ve ImL % 37 HCI) 25 mg siilfanilamit eklenerek
karigtirildi. Daha sonra 0°C’deki 5 mL saf suya, 75 mg NaNO, eklenerek ¢oziildi ve
stilfanilamid ¢ozeltisine damla damla ilave edilerek diazonlandi. 10 dakikalik reaksiyondan
sonra diazolanmis olan siilfanilamit, 45 mL sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna eklendi. 1
M NaOH ile pH 9,5’te sabit tutulmak suretiyle, 3 saat siireyle oda sicakliginda yavas yavas
karigtirildi. Akabinde 1 L saf su ve pH 7,4 olan 200 mL 0,05 M’lik Tris-SO, tamponuyla
yikandi. Son olarak iizerine bir miktar daha ayni1 tampondan ilave edilerek +4°C’de muhafaza

edildi (Sdyiit, 2006).
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3.2.5 Afinite kolonunun paketlenmesi

Afinite kolonunun paketlenmesi i¢in Tris-SO,4 tamponu hazirlanir. Bunun i¢in 3,03 g
Tris alinir 500 mL saf suda ¢oziilerek pH 7,4 olan 0,05 M Tris-SO, elde edilir. Hazirlanan jel
once saf su ile yikandi daha sonra hazirlanan bu Tris-SO,4 tamponu ile 5 defa yikandi ve Tris-
SO, tamponu ilave edilerek sonraki islemler i¢in +4’de saklandi. Kolaon kurulduktan sonra,
destek materyali 6nce dengeleme tamponu (pH 8,7 olan ve 25 mM’lik Tris-HCI1 / 0,1 M’lik
Na,S0,4 ¢ozeltisi) ile yikandi sonra 1x10 cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali kolona
paketlendi. Jel ¢coktiikten sonra peristaltik pompada kolonun akis hiz1 20 mL/saat’e ayarlandi.
Daha sonra kolondan dengeleme tamponu gecirilerek 2 giin dengelemeye birakildi. Kolonun
dengelenmis oldugu eluat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin ve pH’larmin

esitlenmesinden anlasilmaktadir (Soyiit, 2006).

3.2.6 Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Daha 6nce hazirlanan homojenattan 15 mL alinarak, bir pipet yardimi ile yavas yavas
sepharose-4B-L-tirozin siilfanilamid afinite kromatografi kolonunun c¢eperinden asagiya
birakilarak yiiklendi. Daha sonra kolon, yikama tamponu ile 2 saat yikandi ( 400 ml 25 mM
Tris-HC1 /22 mM Na,SO4 (pH: 8,7) ¢ozeltisi). Bu sekilde CA enzimi kolona tutunmasi saglanip
diger safsizliklarin uzaklastirilmasi saglandi. Kolonun yikanmis oldugunu anlamak i¢in eluat

ile tamponun 280 nm’de absorbanslarina bakilir esit ise bir sonraki adima gegilir.

Daha sonra s1gir CA eliisyonu i¢in CA II eliisyon tamponu olan, 0,1 M NaCH;COO0/0,5
M NaClOy (pH:5,6) ¢ozeltisi kolona tatbik edilip CA-II enzimi eliie edildi. Peristaltik pompa
yardimiyla eliiatlar 3’er mL halinde tiiplere alind1 ve 280 nm’deki absorbanslar1 6l¢iildii (Kolon
capt 1,3 cm, jel yiiksekligi 40 cm, eliisyon hizi 20 ml/saat ve fraksiyon hacmi 3 ml). Absorbans
degerlerinin yiiksek oldugu tiipler toplanarak diyaliz torbasi i¢inde yaklasik 3-4 saat 0,05 M
Tris-SOy4 (pH:7,4) tamponunun i¢inde bekletildi (Beydemir ve Giilgin, 2004) ve ardindan enzim
safliginin kontrolii i¢in SDS-PAGE teknigi kullanildi. Daha sonra BCA enzimi analiz i¢in
kullanild1 (Laemmli, 1970). Protein, standart olarak serum albiimini kullanilarak Bradford

yontemiyle 6l¢iildii (Bradford, 1976).
3.3 Manyetik Nanopartikiillerin Sentezlenmesi ve Karakterizasyonu

Manyetik Fe;O, nanopartikiilleri ortak ¢oktiirme yontemi kullanilarak, agik hava
ortaminda sentezlendi. Calismada, 7,5 g FeCl,.4H,0 ve 10,1 g FeCl;.6H,0 25 ml suda ¢oziildii.
Cozeltinin iizerinde 25 ml NH4OH (%25) eklenerek mekanik karistiricida 700 rpm hizda 2

dakika karistirildi. Amonyum hidroksit eklendiginde ¢ozeltinin renginin siyaha dondigi
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gozlemlendi. Elde edilen siyah renkli g¢okeltiler, beherin altina gii¢lii nityum miknatislar
konularak tutuldu. Usteki siv1 kisim ise bir pipet yardimu ile dikkatli bir sekilde alinarak atilds.
Sonraki islemde MNP’ler 3 kez 52 mL deiyonize su ile 2 kez de 51 mL etanol ile yikand1 ve
siiziilerek etiivde 60°C'de 2 saat boyunca kurutularak toz haline getirildi (Karaagag, 2011; Ozel,
2015).

MNP sentezinin dogrulanmast i¢in SEM ve VSM ile karakterizasyon caligmalari
yiiriitiildii. Karakterizasyon c¢alismalari; SEM icin Bilecik Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden, VSM islemi i¢in ise TUBITAK Ulusal
Metroloji Enstitiisii-UME’den hizmet alimi ile yapildu.

3.4 Manyetik Nanopartikiillerin Fonksiyonellestirilmesi

Manyetik nanopartikiillere farkli fonksiyonel gruplar baglanarak 2 farkli destek

materyali sentezlendi.
I. Destek Materyali: Fe;04-NH,

II. Destek Materyali: Fe;O4@Si10,-NH,

3.4.1 Destek materyali I (Fe;04-NH,)

Bu destek materyali i¢in MNP’lere 3-(aminopropil) trietoksisilan (APTES) (%99)
kullanilarak amin grubu (NH,) baglanarak fonksiyonel hale getirildi. Kurutulmus ve toz haline
getirilmis MNP’lerden 300 g alinarak 100 mL etanol ve 4 mL distile su igerisine konularak 15
dk sonikasyon ile homojen bir sekilde dagilmalar1 saglandi. Daha sonra 200 pul APTES bu
karigima ilave edildi. Karigiminin sicakligi 70°C'ye ¢ikartildi ve reaksiyon 18 saat boyunca
stirdiiriildii. 18 saatlik reaksiyon sonucunda, APTES bagli MNP’ler dncelikle 9000 rpm'de 30
dakika boyunca santrifiijlenerek karisimdan ayrilacaktir. Santrifiigasyon sonrasinda elde edilen

MNP’ler manyetik ayirma ile ayrilip, distile su ile 5 kez yikand1 ve kurutuldu (Cao vd., 2009).

3.4.2 Destek materyali 11 (Fe;04@SiO,-NH;)

Silisyum oksit kapli MNP'lerin hazirlanmasi i¢in 4 g MNP alinip, 180 mL etanol ve 20
mL distile su ile karistirildi ve 30 dk sonikasyon yapildi. Daha sonra iizerine 2 mL TEOS
eklenerek 15 dk sonikasyonu saglandi. 10 mL NH4OH bu karisimin iizerine yavas bir sekilde
damla damla karistiricida eklendi. 750 rpm’de 6 saat boyunca karigtirildi. Elde edilen siyah
renkli ¢okelti etanol ve distile su ile yikanarak miknatis ile toplanarak 60°C'de 4 saat etiivde
kurutuldu. Toz haline getirilen Fe;04@Si0;’den bir miktar alinarak karakterizasyon ig¢in

ayrildi. Geriye kalan Fe;O04@Si10,’den 0,5 g alind1 ve tizerine etanol eklenip 30 dk sonikasyon
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yapildi. Daha sonra 300 pul APTES eklenerek sonikasyona devam edildi. Yayilan parcaciklar
sonikasyondan alinip shaker cihazina konuldu. Daha sonra miknatis ile ayrilmasi saglandi.

Distile su ve etanol ile yikanarak kurutuldu (Al-Dhrub vd., 2017; Wang vd., 2011).

3.5 Karbonik Anhidraz Enziminin Immobilizasyonu ve Karakterizasyonu

3.5.1 Karbonik anhidraz enziminin immobilizasyonu

Sentezlenen MNP-APTES-TEOS destek materyali alinip lizerine % 20’lik GA (15 mL
su ve SmL GA) eklenerek hafifce karistirildi ve 2 saat inkiibe edildi. Daha sonra, GA ile
aktiflestirilmis destek materyali, harici bir manyetik alan kullanilarak ¢6zeltiden topland: ve
fazla GA'y1 ¢ikarmak i¢in damitilmis su ile 3 defa yikandi ve kurutuldu. Toz haline getirilen bu
destek materyalinden bir miktar alinarak karakterizasyon i¢in ayrildi. Daha sonra Tris-H,SOy4
tamponu (50 mM, pH 8,0) hazirland1 ve 4mL alinarak serbest enzimin 4 mL ile karistirildi.
Uzerine GA ile aktiflestirilmis destek materyali eklenerek siispanse edildi ve
bir siire hafifce calkalanarak 25°C'de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra immobilize edilmis
BCA miknatis yardimi ile geri kazanildi ve baglanmamis BCA'nin ¢ikarilmasi i¢in de Tris-
H,SO,4 tamponu (50 mM, pH 8,0) ile ii¢ kez yikand: ve yikanan ¢6zelti topland1 (Al-Dhrub vd.,
2017).

3.5.2 Karbonik anhidraz enziminin aktivite tayini

Esteraz aktivitesi, Armstrong vd. (1966) tarafindan modifiye edilen ve tanimlanan
yonteme gore bir substrat olarak p-nitrofenil asetat kullanilarak spektrofotometrik olarak
6l¢iildii. Bu yonteme gore, CA enzimi varliginda 4-nitrofenil asetatin, 4-nitrofenilata dontistimii
348 nm’de UV absorbansindaki degisime gore belirlenmektedir. 4-nitrofenilasetatin, 4-
nitrofenilata hidrolizinde gbzlenen maksimum dalga boyu 348 nm’dir. Bu nedenle, enzimatik
reaksiyonun takibinde 348 nm’deki UV absorbsiyonu kullanildi. Aktivite i¢in toplam hacim
1 mL olacak sekilde ayarlandi. Bunun i¢in 0,05 M Tris-SO4 pH 7,4 tamponundan 400 pl,
substrat olarak 360 ul 3 mM p-nitrofenil asetat, 190 pl saf su ve 50 ul enzim alindi. Kore karsi
348 nm'de absorbanstaki degisiklik, serbest ve immobilize enzim i¢in 5 dakika boyunca
ol¢iildii. Enzim, immobilize edilen materyallerden deney karisimina ayni miktarlarda ilave
edilerek her iki destek materyali icin aktiviteye bakildi. Bir birim enzim aktivitesi, oda

sicakliginda dakikada salinan 1 umol p-nitrofenol olarak ifade edildi.

3.5.3 Immobilize CA’nin karakterizasyonu
Immobilizasyonun dogrulanmasi i¢in VSM, FTIR ve SEM ile yapilan karakterizasyon

calismas: Bilecik Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvart Uygulama ve Arastirma
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Merkezi’'nden ve TUBITAK Ulusal Metroloji Enstitiisii-UME’den hizmet alimi ile
gergeklestirildi.

Elde edilen MNP destek materyalinin, immobilizasyon dncesi ve sonrasi, kaplanmis ve
kaplanmamis pargaciklarin manyetik 6zellikleri, bir VSM Oxford 3001 titresimli numune
manyetometresi ile incelendi. Malzemelerin manyetik alan duyarliligi, Ms histerezis dongiileri
gibi temel manyetik parametreleri, bu cihazlar ile tespit edilmektedir. Demir pargaciklarinin
kaplanmasindan 6nceki ve sonraki VSM verilerinin karsilastirilmasi, oda sicakliginda destekte

giiclii ferromanyetizmanin varligini géstermesi yoniinden kanit sunar (Hu vd., 2010).

Destek materyalinin yiizeyinde bulunan fonksiyonel gruplari belirlemek ve enzim
immobilizasyon asamalarinin basarisin1 dogrulamak i¢in, MNP, fonksiyonellestirilmis MNP,
GA ile aktiflestirilmis MNP ve enzim immobilize edildikten sonraki MNP, fourier doniisiimii
kizilotesi spektroskopisi (FTIR) dlgiimleriyle arastirildi. FTIR, spektrumu 400 ile 4000 cm™!
arasindaki dalga sayilarin1 kapsayan Perkin Elmer/Spectrum 100 spektrometresi kullanilarak

belirlendi.

Elementel 6zellikler EDX ile belirlenmistir. SEM-EDX analizi, EDX aparati1 ile
donatilmig bir ZEISS/Supra 40 VP taramali elektron mikroskobu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Enzim bagli destek materyalinin, morfolojik yapisindaki degisime bagl
olarak enzimin ylizeye baglanip baglanmadig: tespit edildi. Ayrica EDX elementel analiz ile
kiikiirt varligimin tespit edilmesi de destek materyalinin ylizeyinde CA enziminin varligini

ispatlamaktadir.

3.5.4 Enzim yiikleme etkinligi

Serbest CA ve immobiliz CA’daki protein miktar1 Bradford yontemi ile belirlendi
(Bradford, 1976). Bu yontem, Coomassie brillant blue G-250’nin fosforik asitli ortamda
proteinlere baglanarak kisa siirede renk degistirmesi esasina dayanir. Coomassie brillant blue
G-250 negatif yiiklii oldugu i¢in proteindeki pozitif yiiklii gruplara baglanabilen bir boyadir.
Kirmizi rengi mavi renge doniisiir. Boya, cozeltide kirmizi renkte bulunurken, proteine
baglandig1 zaman mavi renge doniisiir. Reaksiyonda renk doniigiimii iki dakika iginde
gerceklesir. Bir saate kadar da renk degisimi sabit kalabilir. Olusan kompleksin maksimum
absorbans gosterdigi dalga boyu 595 nm’dir. Bu yontem 1-100 pg arasinda duyarlilik gosterir.
Numune hazirlandiktan sonra G-250 ¢6zeltisi ilave edildi ve kore karsi 595 nm’de absorbans

degeri okundu.
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Immobilizasyon yiizdesi, immobilizasyondan 6nce ve sonra soliisyondaki enzim

aktivitesindeki degisimden yola ¢ikilarak belirlendi.
Immobilizasyon verimi (%)=X/((A-B)) x100
A = eklenen enzim, B = serbest enzim ve X = immobilize enzim

3.6 immobilize CA’nin pH, Termal Stabilitesi, Depolama Stabilitesi, Operasyonel

Kararhhg ve Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

3.6.1 Optimum ve stabil pH'in belirlenmesi

Enzim aktivitesine etki eden optimum pH’1n belirlenmesi i¢in immobilize CA ve serbest
CA enzim derisimleri esit olacak sekilde alindi. pH’s1 7,0-9,0 araliginda 1M Tris-SO4 ve pH’s1
5,0-8,0 araliginda 1M potasyum fosfat (KH,PO,4) tampon c¢ozeltilerinde esteraz aktivitesi
belirleme yontemiyle enzim aktiviteleri incelendi. Sonuglar cizelgelerle ve aktivite-pH
grafikleri halinde gosterildi. Serbest ve immobilize CA’nin en yiiksek aktivite gosterdigi deger,
optimum pH olarak belirlendi. Stabil pH belirlenirken de, immobilize CA ve serbest CA enzimi,
yine pH’st 7,0-9,0 araliginda 1M Tris-SO4 ve pH’s1 5,0-8,0 araliginda 1M potasyum fosfat
(KH,PO,) tampon ¢ozeltilerinde 4°C’de muhafaza edildi. Daha sonra 1 hafta arayla yapilan
esteraz aktivite dl¢iimiinde, enzimin stabil oldugu pH belirlendi. Inkiibasyon siiresine karsilik,
aktivite degerleri grafikler halinde gosterildi. Bu analizlerden elde edilen optimum pH degeri,

diger deneylerde kullanildi (Yadav vd., 2012).

3.6.2 Termal stabilitenin ve optimum sicakhi@in belirlenmesi

Serbest CA ve immobilize CA’ nin termal stabiliteleri i¢in aktiviteleri, 30°C, 40°C,
50°C, 60°C ve 70°C arasinda degisen sicakliklarda pH 8, 1M Tris-SO,4 tamponunda 20 dk
araliklarla toplamda 80 dk’lik bir inkiibasyondan sonra esteraz aktivite 6l¢iim yontemi ile
6l¢iildii. Optimum sicakligin belirlenmesi icin de, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C,
60°C, 65°C ve 70 °C arasinda 5’er derece sicaklik farki olusturularak daha once belirlenen
enzimin optimum pH’sinda su banyosu kullanilarak esteraz aktivite Ol¢iim yontemi ile
belirlendi. Bu analizlerden elde edilen optimum sicaklik degeri, diger deneylerde de kullanildi

(Sahoo vd., 2012).

3.6.3 Kinetik parametrelerin belirlenmesi
Substrat baslangi¢c derisiminin, enzim aktivitesine etkisini incelemek ig¢in farkl
derigimlerde (1,2,3,4,5 ve 6 mM) 4-nitrofenilasetat hazirlandi. Optimum pH’da ve optimum

sicaklikta her bir substrat derisimi i¢in hem immobilize CA hem de serbest CA enziminin
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aktivitesi belirlendi. Elde edilen verilerle enzimatik reaksiyon i¢in Michaelis-Menten sabiti

(Km) ve maksimum reaksiyon hizi (Vmax) degerleri belirlendi (Unliier, 2015).

3.6.4 Operasyonel kararhlik testi

Immobilize CA, p-NPA tahlili igin test edildi. 0,05 M Tris-SO,4 pH 7,4 tamponundan
400 pl, substrat olarak 360 ul 3 mM p-nitrofenil asetat, 190 pl saf su 5 mg enzim in iizerine
ilave edildi. Calkalanan siispansiyon ¢ozeltisi sliziildii ve absorbans, her 5 dakikalik araliklarla
UV spektrofotometrede 348 nm'de o6lgiildii. Immobilizasyondan sonra, destek materyali
tizerindeki gevsek bagli CA'yi ¢ikarmak i¢in her dongii arasinda, immobilize enzim bir miknatis
yardimi ile manyetik olarak ayrildi1 ve fosfat tamponu ile yikandi. Bu prosediir, immobilize

CA’nin p-NPA hidrolizi i¢in 20 kez tekrarland1 (Yadav vd., 2012).

3.6.5 Depolama stabilitesi

Depolama stabilitesi ¢alismast i¢in numuneler, 4,8 ml fosfat tamponu (0,1 M, pH 7,0)
icerisine yiiklenen 50 pl serbest enzim ve 5’er mg immobilize enzim ile 4°C 60 giin siireyle
inkiibe edildi. Serbest CA ve immobilize CA i¢in depolama stabilitesi belirlendi. Katalizorlerin
p-NPA'nin hidrolizi i¢in aktiviteleri, 10 giin araliklarla 4°C’de 60 giin boyunca analiz edildi
(Sahoo vd., 2012). Immobilizasyon sonrasi ilk aktivite % 100 kabul edilerek yiizde stabilite

belirlendi.

3.7 immobilize CA ile CO,’in Kalsiyum Karbonata Déniisiimii

3.7.1 Gaz halindeki CO; ‘i suda ¢ozerek, coziinmiis CO, olusturma

Gaz haldeki CO,’den, suda ¢6ziinmiis CO, karisimi olusturuldu. Bunun i¢in ise;
deiyonize su, gaz haldeki CO, ile 0°C’de kopiirtiilerek suda ¢6ziinmiis karbondioksit ¢ozeltisi
hazirlandi. Daha sonra deneylerin basinda bu ¢ozeltiden 60 ml, enzim ve tampon karigimina
eklendi. Tampon olarak fosfat tamponu kullanildi. Reaksiyonun ilerleyisi, karigimin pH"
Olciilerek izlendi. Ciinkii CO, hidrasyonu sirasinda bikarbonat iyonlar1 ve protonlarin olusumu
nedeniyle pH diisiisii olmaktadir. pH degerinde baska bir degisiklik olmadiginda deney
sonlandirild1 (Mirjafari vd., 2007).

3.7.2 immobilize CA’nin, CO, giderim potansiyeli

Serbest ve Immobilize CA enziminin, CO,’i tutarak kalsiyum karbonat (CaCOj3)
formundaki kire¢ tasina doniistiirmesi icin; 0,9 g CaCl,-2H,0 ve tampon ¢ozeltisi iceren bir
reaksiyon karisimi hazirlandi. Tampon soliisyonu, 2,52 g Tris tamponunun (tris (hidroksimetil)

aminometan) 20 ml deiyonize su i¢inde ¢dziilerek hazirlandi. Daha sonra 50 pl serbest enzim
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ve 5’er mg immobilize enzim hazirlandi ve biri kontrol olmak iizere 4 farkli erlene ayrildi.
Reaksiyonu baslatmak i¢in bu erlendeki karigima 60 ml ¢6ziinmiis CO, gazi eklenerek
reaksiyonun ilerlenmesi saglandi. Reaksiyon, yaklasik 0°C'de tutuldu. CO, cozeltisi siseye
eklendiginde hemen s1zdirmaz bir filmi ile kapatildi. Deneyde, CO, gazi karisima eklendikten
sonra, karisim 2 saat bekletmeye birakildi ve ardindan ¢okelti Whatmann-42 filtre kagidi
kullanilarak filtre edildi. Cokelen CaCO3'in agirligim1 6lgmek ic¢in kurutuldu (Mirjafari vd.,
2007). Boylelikle serbest ve immobilize CA arasinda kalsiyum karbonat g¢okelmesinin

karsilagtirmal1 tespiti yapildi.
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4. BULGULAR
4.1 Sigir Karbonik Anhidraz (BCA)’1n Saflastirilmasi

Afinite kolon kromatografisi kullanilarak sigir kanindan hazirlanan hemolizattan Bolim
3.2’de anlatildig1 gibi BCA saflastirilmistir. Absorbans degerleri ve CA esteraz aktiviteleri her

bir eliisyonda belirlendi ve sonuclar Sekil 4.1°de gosterildi.

Absorbans Aktivite
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Sekil 4. 1. Sepharose 4B-L-tirozin siilfanilamid afinite kromatografisi ile saflastirilan BCA

enziminin eliisyonu sonucu yapilan absorbans-aktivite grafigi

Sigir kani eritrositlerinden elde edilen homojenizasyon Orneginden ve saflastirilan
enzimden numune alinarak enzim aktivitesi ve protein tayini yapildi. Protein miktar1, Bradford
yontemi (Bradford 1976) kullanilarak belirlendi. Proteinlerin miktar tayini i¢in Bradford ajani
(Comassie Plus Protein Assay Reagent, Thermo Scientific) kullanilmistir. Bunun i¢in dncelikli
olarak BSA (Bovin Serum Albumin)’'nin bilinen konsantrasyonlar1 ile bir standart egri
olusturulmustur. Bu egrinin olusturulmasinda tretici firmanin talimatlar takip edilmistir.
Kullanilan BSA diliisyonlar1 Tablo 4.1°de verilmistir. 30 uL standart {izerine 1,5 mL Coomassie
Reaktifi eklenerek iyice karigtirlmistir. 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyon
sonunda absorbanslar 595 nm de spektrofotometre cihazinda belirlenmis, standart egrinin
formulii bu 6l¢limlere gore olusturulmustur. Daha sonra bir standart egri olusturulmustur.
(Sekil 4.2). Elde edilen homojenat ve saflastirilan enzimde ki protein miktar1 bu egriye gore

belirlendi.
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Tablo 4. 1. Standart Test Tiipli ve Mikroplaka Protokolleri i¢in Seyreltme Semas1 (Calisma
Aralig1 = 100-1500pg / mL)

Ependorf | Diliisyon | BSA(2mg/mL) Final BSA
etiketi miktar1 | kaynag1 ve hacmi konsantrasyonu
A 0 300 pL stok BSA 2000 pg/mL
B 125 uL | 375 pL stok BSA 1500 pg/ mL
C 325 uL | 325 pL stok BSA 1000 pg/ mL
D 175 uL | 175 puL B diliisyonu | 750 pg/ mL
E 325 uL | 325 uL C diliisyonu | 500 pg/ mL
F 325 uL | 325 uL E diliisyonu | 250 pg/ mL
G 325 uL | 325 uL F dilisyonu | 125 pg/ mL
H 400 L. | 100 puL G diliisyonu | 25 pug/ mL
I 400uL | O 0 png/ mL =Blank
BSA GRAFIGI y = 0.0004x + 0.0507
0.9
08 e °
o7 e
Q 06 =y
o o514 e
g 04- e *-
(o
2 034 .
o o
@ 02 .
< 01-4.9°
oe
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Sekil 4. 2. Bradford yontemiyle, BSA kullanilarak, protein miktarini belirlemek i¢in hazirlanan
standart grafik
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Homojenatin Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamit afinite kolonuna uygulanmasi

sonucu elde edilen saflagtirma verileri Tablo 4.2°de gdsterildi.

Tablo 4. 2. Homojenize edilmis 6rnekdeki enzim ve afinite kolonundan saflastirilan enzim i¢in

belirlenen saflastirma sonuglari

Numune Aktivite  Toplam Protein Toplam Spesifik Toplam Verim  Saflagtirma
. . . . o
Tiirii (EU/mL) ?Iicﬁr)n (mg/mL) gg)t;nn akt.1.v1te aktivite (%) Katsayisi
& (EU/mg)
Homojenat 157,217 25 11,6787 291,967 13,461 3930,42 100 1,00

Sepharose-4B-

L-tirozin

stilfanilamit 88,362 16 0,0787 1,259 112294 1413,79 35,98 83,42
afinite kolon

kromatografisi

Sigir kani eritrositlerinden saflastiritlan CA enziminin hem safligini kontrol etmek i¢in
hem de molekiil kiitlesini belirlemek i¢in %3-8 kesikli sodyum dodesilstilfat-poliakrilamid
jelelektroforez (SDS-PAGE) yapildi. SDS-PAGE’de BCA ile birlikte molekiil kiitlesi bilinen
standart protein numuneleri ayn1 zamanda yiiriitiildii ve sigir eritrositlerinden saflagtirilan

karbonik anhidraz enziminin molekiil kiitlesi yaklagik 29 kDa bulundu (Sekil 4.3).

Sekil 4. 3. Afinite kromatografisi ile saflagtirilan BCA enziminin SDS-poliakrilamid jel

elektroforezi fotografi (a: standart b: Numune)
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Caligmanin is akis1 Sekil 4.4’de sunulmugtur.

Sedarnz-48-L-tirozin afinte
i hanrianmas:

Afirite Kolon
maleryalinin

Afinie kolonuna
numwne tatbid ve
eligyon

—
fai

Sekil 4. 4. Calismanin is akist (A: Sigir kan numunelerinin alinmasit ve hemolizatin

D

hazirlanmasi, B: Sepharose 4B-L-tirozin afinite jelinin hazirlanmasi, CNBr ile aktiflestirilmis
sepharose-4B’ye tirozin takilmasi ve Siilfanilamit kenetlendirilmesi, C: Afinite kolon
materyalinin paketlenmesi, Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu, D: Absorbans
degerinin yiiksek oldugu tiiplerin diyaliz edilmesi, enzim safliginin kontrolii i¢in SDS-PAGE
yapilmas1 ve serum albiimini kullanilarak Bradford yontemiyle protein tayini, E: Immobilize

enzimde manyetik ayirma ile aktivite 6l¢iimii)

4.2 Manyetik Nanopartikiillerin Sentezlenmesi ve Karakterizasyonu

Fe;04 Manyetik nanopartikiilleri ortak ¢oktiirme yontemi kullanilarak, agik hava
ortaminda sentezlendi (Sekil 4.5).
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(e) (d)

Sekil 4. 5. Kimyasal ortak c¢oktiirme yontemi ile demir oksit manyetik nanopartikiillerin
sentezlenmesi (a: Demir ¢ozeltisi, b: NH4OH katkisi ile siyah renk alan ¢ozelti, ¢: Nano

partikiillerin olusumu, d: Nano partikiillerin etanol ile yikanmis hali, e: Kurutulan MNP ’ler)

MNP sentezinin dogrulanmasi i¢in SEM-EDX analizi ve VSM ile karakterizasyon c¢aligmalari
yapildi. SEM-EDX analizi ile MNP ‘nin morfolojik 6zellikleri ve element bilesimi belirlendi.
MNP'lerin yiizey o6zellikleri, 15 kV'da taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak
gozlenmistir. Sentezlenen MNP’lerin farkli biiylitme oranli SEM goriintiileri Sekil 4.6°da

verilmistir.
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Sekil 4. 6. Fe;04 MNP’lere ait SEM goriintiisii

SEM goriintiileri ile yapilan Enerji Dispersive X-Ray Spektroskopisi (EDX), element

bilesimi hakkinda bilgi vermistir. Tablo 4.3'de ve Sekil 4.7'de EDX sonuglar1 verilmistir.

Tablo 4. 3. Fe;04 MNP’lere ait EDX sonuglari

Element Wt% Atomic %
Fe 82,47 60,53
(6] 13,67 35,01
Cl 3,86 4,46
Total 100 100
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Sekil 4. 7. Fe;04 MNP’lere ait EDX diyagrami

4.3 Manyetik Nanopartikiillerin Fonksiyonellestirilmesi ve Karakterizasyonu

MNP’ler Boliim 3.3°de anlatildig: gibi iki farkli fonksiyonel grup baglanarak islevsel
hale getirildi.

Destek materyalinin ylizeyinde bulunan fonksiyonel gruplari belirlemek igin

fonksiyonellestirilmis MNP’lerin, FT-IR dl¢iimleri yapildi. iletim spektrumlari 400 ila 4000
1

cm arasinda elde edildi. Sentezlenen destek materyallerinin FT-IR sonuclar1 Sekil 4.8’de
verilmistir.

(a) (b)

Sekil 4. 8. (a): I. Destek Materyali (MNP-APTES) ve (b): II. Destek Materyali (MNP- TEOS-
APTES)’e ait FT-IR spektrumlari
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FT-IR spektrumlarina gore;

I. Destek Materyali (MNP-APTES): 539,68 cm™, 443,87 cm™! ve 418,89 cm™'de gdzlemlenen
pikler, Fe-O bagimin karakteristik absorpsiyon bantlarim1 gdstermektedir. 3376,79 cm™"' ve

3662,21 cm~"deki pikler, APTES'in varligini1 gosteren N-H gerilmesine karsilik gelebilir.

II. Destek Materyali (MNP-TEOS-APTES): 556,19 cm’!, 443,48 cm™ ve 435,14 cm''de

gozlemlenen pikler, Fe-O baginin karakteristik absorpsiyon bantlarini géstermektedir.

1056,30 cm™! (S1-O-Si gerilmesi) ve 2900,29 cm~! (C-H gerilmesi) pikleri, TEOS'un varligini
gosterir. 807,38 cm~""deki pik, APTES'ten Si-C gerilmesi ile iliskili olabilir.

Elde edilen MNP destek materyalinin, immobilizasyon Oncesi kaplanmis ve
kaplanmamis parcaciklarin manyetik 6zellikleri, oda sicakliginda (298 K) titresimli 6rnek
manyetometre (VSM) ile analiz edilmistir. Sentezlenen destek materyallerinin, manyetik

histerezis dongiileri Sekil 4.9‘da verilmistir.
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Sekil 4. 9. Ciplak MNP'lerin, immobilizasyon Oncesi MNP-APTES'in ve MNP-TEOS-
APTES'in manyetik histerezis dongiileri.

Ciplak  MNP'lerin, MNP-APTES'in  ve MNP-TEOS-APTES’in  doygunluk
manyetizasyonlar1 (Ms) sirasiyla; 51,375 emu/g, 59,040 emu/g ve 59,680 emu/g olarak

Olglilmiistiir.
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4.4 Karbonik Anhidraz Enziminin Immobilizasyonu ve Karakterizasyonu

Sentezlenen destek materyallerinin immobilizasyonu Boliim 3.5.1°de anlatildigi gibi
gergeklestirildi. Immobilizasyondan sonra serbest enzimin, MNP-APTES-GA-BCA ve MNP-
TEOS-APTES-GA-BCA’nin esteraz aktivitesi ve Bradford yontemi ile protein tayini yapildi.
Aktivite verileri Tablo 4.4’de gosterildi.

Tablo 4. 4. Si1gir kam eritrositlerinden saflastirilan serbest enzim ve immobilize enzimlerin

esteraz aktivite ve spesifik aktivite sonuglari

Numune Aktivite Toplam  Protein  Spesifik aktivite
Tiirii (EU/ml) hacim (mg/ml) (EU/mg)

Serbest BCA 92,00 1 0,07875 1168,25
MNP-APTES-GA-BCA 71,00 1 0,00375 18933,33
MNP-TEOS-APTES-GA-BCA 156,00 1 0,11625 1341,93

CA enziminin immobilizasyondan 6nce ve sonra SEM-EDX analizi, immobilize
enzimlerin morfoloji ve element bilesimindeki farkliliklar1 ispatlamak ic¢in kullanildi.
MNP'lerin yiizey o6zellikleri, 15 kV'da taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak
gbzlenmistir. Herbir ¢alismanin 10.00KX biiyiitmeli goriintiileri gelismelerin takip edilebilmesi

icin Sekil 4.10’da sunulmustur.
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Sekil 4. 10. Destek materyallerinin immobilizasyon Oncesi ve sonrast SEM goriintiileri (a:
Immobilizasyon dncesi I. Destek Materyali (MNP-APTES-GA), b: Immobilizasyon sonrasi 1.
Destek Materyali (MNP-APTES-GA-BCA), c¢: Immobilizasyon 6ncesi II. Destek Materyali
(MNP-TEOS-APTES-GA), d: Immobilizasyon sonrasi II. Destek Materyali (MNP-TEOS-
APTES-GA-BCA))

SEM goriintiileri ile yapilan Enerji Dispersive X-Ray Spektroskopisi (EDX), element
bilesimi hakkinda bilgi vererek enzimin destege baglanip baglanmadigin1 yani
immobilizasyonun gerceklesip ger¢eklesmedigi hakkinda bilgi vermistir (Tablo 4.5 ve Sekil
4.11).

Tablo 4. 5. Immobilize MNP’lere ait EDX sonuglari (a: immobilize I. Destek Materyali (MNP-
APTES-GA-BCA) b: immobilize I1. Destek Materyali (MNP-TEOS-APTES-GA-BCA))
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(a) (b)
Element Wi Atomic % Element Wt Atomic %
Fe 65.36 34.05 Fe 49,17 22.25
8] 27.81 50.58 0] 36.61 57.82
C 6.00 14.53 C 5.94 12.50
Si 0.58 0.60 Si 2.11 7.30
5 0.23 0.23 5 0.16 0.13
Total 100 100 Total 100 100
(a) (b)
‘: . L] o E:rr: ] e

J_...J.L_.__-____u ' PR

Sekil 4. 11. immobilize MNP’lere ait EDX diyagrami (a: immobilize 1. Destek Materyali
(MNP-APTES-GA-BCA) b: Immobilize II. Destek Materyali (MNP-TEOS-APTES-GA-BCA)

Immobilizasyon sonrasi destek materyalinin yiizeyinde bulunan fonksiyonel gruplar

belirlemek i¢in FT-IR ol¢timleri yapildi (Sekil 4.12).

B
\ E 2 LA

(b)

I |

A
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Sekil 4. 12. (a) Immobilizasyon sonrasi 1. Destek Materyali (MNP-APTES-GA-BCA) ve (b)
Immobilizasyon sonrasi II. Destek Materyali (MNP-TEOS-APTES-GA-BCA)’e ait FT-IR

spektrumlari
FT-IR spektrumlaria gore;

Immobilizasyon sonrasi I. Destek Materyali (MNP-APTES-GA-BCA): 3189,06 cm~' (N-H
gerilmesi) ve 2103,65 cm™ (C=0O gerilmesi) pikleri, APTES ve GA’nin varligin1 Onerir.
1626,92 cm~! ve 2103,65 cm~"'deki pikler, amin ve karbonil gruplarinin varligini gosterir ve
ayrica APTES ve GA’y1 6nerir. Bu durum enzim -NH, gruplarinin, GA’nin -C=0 grubu

sayesinde, ylizeye baglandiginin ispatidir.

Immobilizasyon sonrasi II. Destek Materyali (MNP-TEOS-APTES-GA-BCA): 1075,66 cm™"
ve 2114,85 cm~"deki piklerin varligi, TEOS, APTES ve GA’nin varligini dogrulayan Si-O-Si,
C=0 ve amin gruplarint 6nerir. 1056,30 cm~!, 1075,66 cm~', 1767,53 cm~' ve 3189,06
cm~""deki piklerin kombinasyonu, TEOS, APTES ve GA’nin varligini gosterir. Yine bu durum

da enzim -NH, gruplarinin, GA’nin -C=0 grubu sayesinde, ylizeye baglandiginin kanitidir

MNP ve immobilizasyon sonrasi destek materyallerinin manyetik 6zellikleri oda
sicakliginda (298 K) VSM ile analiz edilmistir. Ciplak MNP'lerin, immobilizasyon sonrasi
MNP-APTES-GA-BCA'nin ve MNP-TEOS-APTES-GA-BCA'nin manyetik histerezis
dongiileri Sekil 4.13“de verilmistir.
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Sekil 4. 13. Ciplak MNP'lerin, immobilizasyon sonrast MNP-APTES-GA-BCA 'in ve MNP-
TEOS-APTES-GA-BCA 'in manyetik histerezis dongiileri
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Ciplak MNP'lerin, MNP-APTES-GA-BCA'nin ve MNP-TEOS-APTES-GA-BCA’nin
doygunluk manyetizasyonlar1 (Ms) sirasiyla; 51,375 emu/g, 66,932 emu/g ve 55,332 emu/g

olarak Ol¢tlmiistiir.
4.5 Enzim Yiikleme Etkinligi

Sigir kanmi eritrositlerinden saflastirillan BCA enzimi destek materyali iizerine

baglandiktan sonra % immobilizasyon verimi agagidaki formiille hesaplanmustir.
Immobilizasyon verimi (%)=X/((A-B)) x100
A = eklenen enzim, B = serbest enzim ve X = immobilize enzim.

MNP-APTES-GA-BCA’nin immobilizasyon verimi %72, MNP-TEOS-APTES-GA-

BCA’nin immoblizasyon verimi ise % 78 bulunmustur.

MNP’lerin sentezlenmesi, fonksiyonellestirilmesi ve BCA’nin immobilizasyonu ve

CO,; giderimi ile ilgili caligsma semas1 Sekil 4.14’de sunulmustur.

Si
0
2+ \*H40H TEUS ' GA
ie-‘n‘ 700 2 @ ’
7" 700 rpm
1 min \H‘OH 0 rt,2h
MNPs 7 o, 1 o - -
Si
Fe304@Si0z
N, J
(i’ £) K g )

1 H %
€0 ;“ﬁx,' { —NCAL "J\,q'g'
_ A

s MNP-TEOS-APTES-GA-BCA
BCA

Sekil 4. 14. Calismanin semast

4.6 immobilize CA’nin pH, Termal Stabilitesi, Depolama Stabilitesi, Operasyonel

Kararhhg: ve Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

Sigir kani eritrositlerinden saflagtirilarak elde edilen serbest BCA ve immobilize

BCA’larin farkli substrat konsantrasyonundaki (0,3, 0,6, 0,9, 1,2, 1,5, 1,8, 2,1 ve 2,4 mM)
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aktivite degerleri 6l¢iilmiistiir. Bu degerlerden serbest ve immobilize enzimlerin aktivitesine,
substrat derisiminin etkisini gosteren Michaelis-Menten aktivite grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.15).

Grafikten faydalanarak Km ve Vmax degerleri her ii¢ enzim i¢in hesaplanmistir (Tablo 4.6).

Serbest BCA MNP-TEOS-APTES-GA-BCA MNP-APTES-GA-BCA

0.4
E
.\

@ 0.3
9
=

x 0.2
<

0.1

0

0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 1.8 2.1 2.4

Substrat (mM)

Sekil 4. 15. Sigir kani eritrositlerinden saflastirilan serbest ve immobilize BCA aktivitesine,

substrat konsantrasyonunun etkisini gésteren Michaelis-Menten aktivite grafigi

Tablo 4. 6. Sigir kani eritrositlerinden saflastirilan serbest ve immobilize BCA i¢in Km ve

Vmax degerleri

Enzim Km (mM) Vmax (EU/mL)
Serbest BCA 4,888 3,081
MNP-TEOS-APTES-GA-BCA 9,369 1,810
MNP-APTES-GA-BCA 16,160 2,195

Enzim aktivitesine etki eden optimum pH’1n belirlenmesi i¢in immobilize CA ve serbest
CA pH’s1 7,0-9,0 araliginda 1M Tris-SO4 ve pH’s1 5,0-8,0 araliginda 1M potasyum fosfat
(KH,PO,4) tampon ¢ozeltilerinde esteraz aktivitesi belirleme yontemiyle enzim aktiviteleri
incelendi. Sonugclar aktivite-pH grafikleri halinde gosterildi (Sekil 4.16). Serbest ve immobilize
CA’nin en yliksek aktivite gosterdigi deger, optimum pH olarak belirlendi.
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—4— Serbest BCA MNP-TEOS-APTES-GA-BCA MNP-APTES-GA-BCA
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Sekil 4. 16. Sigir kani eritrositlerinden saflastirilan serbest ve immobilize BCA aktivitelerine,

pH etkisi

Serbest BCA icin optimum pH: 9, MNP-TEOS-APTES-GA-BCA i¢in optimum pH: 9
ve MNP-APTES-GA-BCA i¢in optimum pH: 9 olarak belirlendi.

Stabil pH belirlenirken de, immobilize CA ve serbest CA enzimi, yine pH’st 7,0-9,0
araliginda 1M Tris-SO4 ve pH’s1 5,0-8,0 araliginda 1M potasyum fosfat (KH,PO,) tampon
cozeltilerinde 4°C’de muhafaza edildi. Daha sonra birer giin arayla, 1 hafta boyunca yapilan
esteraz aktivite dl¢iimiinde, enzimin stabil oldugu pH belirlendi. Inkiibasyon siiresine karsilik,

yiizde bagil aktivite degerleri grafikler halinde gosterildi (Sekil 4.17, Sekil 4.18 ve Sekil 4.19).
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Sekil 4. 17. Sigir kani eritrositlerinden saflastirilan serbest BCA nin, stabil oldugu pH
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Sekil 4. 18. MNP-TEOS-APTES-GA-BCA nin, stabil oldugu pH
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Sekil 4. 19. MNP-APTES-GA-BCA ’nin, stabil oldugu pH

Grafikler incelendiginde serbest ve immobilize enzimler pH 8-9 araliginda daha
kararlidir. Ancak serbest BCA, pH 9°’da (1,0 M Tris-SO4 tamponunda) kalan aktivitesini %78
oraninda, MNP-TEOS-APTES-GA-BCA % 88 oraninda ve MNP-APTES-GA-BCA ise %84

oraninda korumustur.

Serbest BCA, ve immobilize BCA’ nin termal stabiliteleri i¢in aktiviteleri, 30°C, 40°C,
50°C, 60°C ve 70°C arasinda degisen sicakliklarda, optimum pH’da, 1M Tris-SO,4 tamponunda
20 dk araliklarla toplamda 80 dk’lik bir inkiibasyondan sonra esteraz aktivite ol¢lim yontemi
ile 6l¢iildii. Sonuglar yiizde bagil aktivite-zaman grafikleri ile gosterildi (Sekil 4.20, Sekil 4.21
ve Sekil 4.22).

64



—@— 30°C —ll— 40°C —A— 50°C 60°C —¥—70°C

100 H\!\:\:

80
S 60
]
=
< 40
&0
(T
om
20
0
0 20 40 60 80
Zaman (Dk)
Sekil 4. 20. Serbest BCA aktivitesinin stabil oldugu, sicaklik
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Sekil 4. 21. MNP-TEOS-APTES-GA- BCA aktivitesinin stabil oldugu, sicaklik
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Sekil 4. 22. MNP-APTES-GA- BCA aktivitesinin stabil oldugu, sicaklik

Serbest BCA i¢in kalan aktivite 30°C’de %100, 40°C’de %100, 50°C’de %93,
60°C’de %12 ve 70°C’de %11 iken; MNP-TEOS-APTES-GA-BCA i¢in kalan aktivite
30°C’de %100, 40°C’de %100, 50°C’de %94, 60°C’de %90 ve 70°C’de %81 ve MNP-APTES-
GA-BCA ig¢in kalan aktivite 30°C’de %100, 40°C’de %100, 50°C’de %81, 60°C’de %63 ve
70°C’de %67 olarak belirlendi. Serbest BCA’da aktivite 60 ve 70°C’de %1 1’e kadar diismesine

karsin immobilize BCA’da kalan aktivite %81’e kadar korunmustur.

Optimum sicakligin belirlenmesi i¢in de, 25-70°C arasinda 5’er derece sicaklik farki
olusturularak daha 6nce belirlenen enzimin optimum pH’sinda su banyosu kullanilarak esteraz

aktivite 0l¢clim yontemi yapildi. Sonuclar aktivite-sicaklik grafikleri ile gosterildi (Sekil 4.23).
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Sekil 4. 23. Serbest ve immobilize BCA aktivitelerine, sicakligin etkisi

Serbest BCA i¢in optimum sicaklik: 45°C, MNP-TEOS-APTES-GA-BCA igin
optimum sicaklik: 45°C ve MNP-APTES-GA-BCA i¢in optimum sicaklik 45°C olarak
belirlendi.

Depolama stabilitesi ¢alismasi i¢in numuneler, 4,8 ml fosfat tamponu (0,1 M, pH 7,0)
icerisine yiiklenen 50 pl serbest enzim ve 5’er mg immobilize enzim ile 4°C 60 giin siireyle
inkiibe edildi. 10 giin araliklarla 4°C’de 60 giin boyunca aktivitelerine bakildi. Elde edilen
sonuclar % bagil aktivite grafigi ile gosterilmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4. 24. Serbest ve immobilize enzimlerin depolama stabilitesi
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Immobilizasyon sonrasi ilk aktivite % 100 kabul edilerek 60 giiniin sonunda kalan
ylizde bagil aktivite belirlendi. Grafikte de goriildiigii gibi 60 giin sonunda MNP-TEOS-
APTES-GA-BCA aktivitesinin % 60’11, Immobilize MNP-APTES-GA-BCA aktivitesinin %

49’unu korurken ayni sartlarda serbest BCA aktivitesinin yalnizca % 17’sini korumustur.

Immobilize enzimlerin operasyonel kararlilig1 i¢in yani yeniden kullamlabilirlikleri igin
p-NPA tahlili yapildi. 0,05 M Tris-SO4 pH 7,4 tamponundan 400 pl, substrat olarak 360 ul 3
mM p-nitrofenil asetat, 190 ul saf su 5 mg enzimin lizerine ilave edildi. Calkalanan siispansiyon
cozeltisinde MNP’ler bir miknatis yardimi ile manyetik olarak ayrildi ve absorbans, her 5
dakikalik araliklarla UV spektrofotometrede 348 nm'de Ol¢iildii. 20 tekrara kadar bakilan
sonuclar % aktivite grafigi ile gosterildi (Sekil 4.25).
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Sekil 4. 25. immobilize enzimlerin operasyonel kararliligi

Immobilize enzimler 20 defa yeniden kullanildiginda; MNP-TEOS-APTES-GA-BCA
aktivitesinin % 73’tinli, MNP-APTES-GA-BCA ise aktivitesinin % 86’sin1 korudugu

belirlendi.
4.7 immobilize CA’nin, CO, Giderim Potansiyeli

Serbest ve Immobilize CA enziminin, CO,’i tutarak CaCO; formunda kire¢ tasina
dontistiirmesi i¢in boliim 3.7‘de anlatildig1 gibi, biri kontrol olmak tizere, 4 farkli reaksiyon
karisimi hazirlandi (Sekil 4.26). Erlendeki reaksiyon karisiminda 0,3 g CaCl,-2H,0, Tampon

sollisyonu (2,52 g Tris tamponu 20 ml deiyonize su i¢inde ¢oziilerek hazirlandi), 50 pl serbest
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enzim ya da 5’er mg immobilize enzim ve 20 ml ¢éziinmiis CO, gazi bulunmaktadir.

Reaksiyon, 0°C'de tutulmustur.

Sekil 4. 26. Serbest ve immobilize BCA’nin, CO, giderim potansiyeli i¢in 4 farkli reaksiyon

karigimi

Deneyde CO, gazi karisima eklendikten sonra, hemen sizdirmaz bir filmi ile erlenler
kapatild1 ve karisim 2 saat bekletmeye birakildi. Ardindan ¢okelti Whatman-42 filtre kagidi
kullanilarak filtre edildi. Cokelen CaCOs'1n agirhigini 6lgmek igin filtre kagitlar1 kurutuldu
(Sekil 4.27).

Sekil 4. 27. Serbest ve Immobilize BCA ile CO,’in kalsiyum karbonata doniisiimii sonrasi
Whatman-42 filtre kdgidinda biriken kalsiyum karbonat (a: Kontrol, b: Serbest BCA, c: MNP-
APTES-GA-BCA, d: MNP-TEOS-APTES-GA-BCA)

Kullanmadan o©nceki filtre kagitlarmin kiitlesi ve kurutulduktan sonraki filtre
kagitlariin kiitlesi arasindaki fark alinarak, serbest ve immobilize BCA’nin olusturdugu

kalsiyum karbonat miktar1 belirlendi. Bu sonuglara gore:
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Bos filtre kagidi: 867,5 mg

Kontrol grubu filtre kagidi: 867,7 mg

Serbest BCA filtre kagidi: 880,5 mg
MNP-TEOS-APTES-GA-BCA filtre kagidi: 879,2 mg
MNP-APTES-GA-BCA filtre kagidi: 889,5 mg

Kontrol grubunun (Enzim olmadan) olusturdugu CaCO; miktar1: 0,2 mg, serbest BCA
enziminin olusturdugu CaCO; miktari: 13 mg, immobilize MNP-TEOS-APTES-GA-BCA
enziminin olusturdugu CaCO; miktar:: 11,3 mg ve MNP-APTES-GA-BCA enziminin
olusturdugu CaCOj; miktart: 22 mg olarak bulunmustur. CO, giderim potansiyeli olarak ¢oken
CaCO3 miktarlar1 Tablo 4. 7°de sunulmustur.

Tablo 4. 7. CO, giderim potansiyeli olarak olusan kalsiyum karbonat ¢okeltisi

Reaksiyon Karisimlari Sicakhik Enzim Konsan- Tampon | Céken CaCO;
°C

trasyonu Miktar1 (mg)

Serbest BCA 0 50 uL Var 13
MNP-TEOS-APTES-GA-BCA 0 5 mg Var 11,3
MNP-APTES-GA-BCA 0 5mg Var 22
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5. TARTISMA

CO; emisyonlariyla miicadele etmek i¢in son yillarda kimyasal, fiziksel ve biyolojik
teknolojiler olmak iizere ¢esitli CO, giderimi teknolojileri arastirilmistir (Franca ve Azapagic,
2015). Biyolojik yontemler arasinda enzimler 6n plana ¢ikmaktadir. Bu alanda yapilan
caligmalarda karbonik anhidraz enziminin CO, gideriminde yaygin olarak kullanildig
bildirilmistir (Bhattacharya vd., 2003; Dilmore vd., 2009; Effendi ve Ng, 2019; Sahoo vd.,
2012; Savile ve Lalonde, 2011).

CA, dogada yaygin olarak bulunan ve yasamsal faaliyetlerin devami i¢in onemli bir
metaloenzimdir (Ali vd., 2023; Hirakawa vd., 2021). Iki ana CA izoenzimi (CA I ve CA 1I),
eritrositlerin sitozoliinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir (Arslan vd., 2011; Ozensoy
vd., 2006). Calismamizda, atik sigir kani eritrositlerinden saflagtirarak elde ettigimiz BCA’nin
kullanilmas1 atiklarin ekonomiye kazandirilmasi agisindan 6nem arz etmektedir. Bu durum
enzimin bir¢ok alanda kullanimi1 g6z Oniine alindiginda kaynagin erisilebilir ve ekonomik

olmasi agisindan 6nemlidir.

Endiistride kullanilan serbest enzimler ¢oziiniir olmasi ve kolaylikla geri kazanilip
tekrar kullanilamamasi, 6nemli dezavantajlara yol acar. Bu olumsuzluklari minimize etmede
bir strateji olarak enzim immobilizasyonu diisliniilmektedir. Enzim immobilizasyonunun ana
nedenlerinden biri, immobilizasyonun ardindan molekiillerin kisitli depolama ve operasyonel

stabilitesinde beklenen artistir.

Sigir karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi i¢in sigir kani Bilecik Belediyesi Ak
Serhat Mezbahasi’ndan alindi. Ozellikle kanin pihtilasmasini dnlemek icin tam kesim
esnasinda, zaman kaybedilmeden, dogrudan damardan ¢ikan kandan 100 ml alindi, {izerine
antikoagiilant olarak kullanilan ACD c¢ozeltisinden 15 ml ilave edildi. Boylelikle hem kanin
pihtilagsmasi Onlendi hem de eritrositler i¢in kullanilincaya kadar bir beslenme ortami
olusturuldu. Kan numuneleri alindiktan sonra 4°C’de korundu ve iki giin i¢inde hemolizat i¢in
kullanildi. Afinite kolon materyali kullanilarak, hazirlanan hemolizattan CA saflastirilmistir.
BCA enzimi, aktivite tayini i¢in fraksiyon toplayici yardimiyla eliiatlar 3’er ml halinde tiiplere
alind1 ve 280 nm’deki absorbanslar1 6l¢iildii (Kolon ¢ap1 1 cm, jel yiiksekligi 40 cm, eliisyon

hiz1 20 ml/saat ve fraksiyon hacmi 3 ml). Toplanan eluatlarda, 10 tiipiin herbirisinde hem
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absorbans hem de BCA aktivitesine rastlanmigtir. Absorbans degerleri ile BCA aktivitesi

arasinda paralel bir artis oldugu goriilmiistiir.

Homojenizasyon 6rneginden ve saflastirilan enzimden numune alinarak enzim aktivitesi
ve protein tayini yapildi. Protein miktari, Bradford yontemi (Bradford 1976) kullanilarak
belirlendi. Bunun i¢in 6ncelikli olarak BSA’nin bilinen konsantrasyonlari ile bir standart egri
olusturulmustur. Elde edilen homojenat ve saflastirilan enzimde ki protein miktar1 bu egriye
gore belirlenmistir. Yapilan aktivite ve protein tayini sonuglaria gore; BCA % 35,98 verim ve
83,42 saflastirma katsayisi ile saflastirildi. Spesifik aktivite ise 1122,94 EU/mg bulundu.
Literatiirde yapilan ¢calismalarda da CA enzimi ayn1 yontemle, Sepharose-4B afinite kolonunun
kullanilmasiyla, saflastirilmistir. Ornegin; insan kani hCA I ve II izoenzimleri igin
strastyla %57,86 verimle 76 kat ve %67 verimle 509,29 kat (Topal ve Giil¢in, 2014), koyun
bobregi CA Il ve IV izoenzimleri i¢in sirastyla %60,75 verimle 227,61 kat ve %30,83 verimle
139,45 kat (Demirdag, 2012), taze insan kaninin saflagtirilmasi ile hCA 1 i¢in spesifik aktivite
degeri 4571,62 EU/mg olup %49,54 verim ile saflagtirilmistir. hCA 11 izoenzimi igin ise spesifik
aktivite degeri 15555,56 EU/mg olup %50,11 verim ile saflastirilmistir (Polat, 2016). Koyun
midesi CA 1 ve II izoenzimleri i¢in sirasiyla %51,09 verimle 529,4 kat ve %78 verimle 615,2

kat saflastirilmistir (Kiling, 2011).

BCA enziminin safligin1 kontrol etmek ve alt birim molekiil kiitlesini tespit etmek i¢in
SDS-PAGE yapildi ve tek bant gozlendi. Tek bandin gozlemlenmesi enzimin saflig1 hakkinda
bilgi vermesi agisindan énemlidir. BCA enziminin molekiil kiitlesi ise yaklagik 29 kDa olarak
belirlendi. Literatiirde mevcut ¢alismalarda da bazi canlilarda saflagtirllan CA enzimi igin
SDS-PAGE ile molekiil kiitlesi hesaplanmustir. Ornegi; insan eritrositlerinden saflastirilan CA
IT izoenzimi i¢in 30 kDa (Beydemir vd., 2002), kegi karaciger dokusu i¢in 27,70 kDa ve bobrek
dokusu i¢in 28,00 kDa (Caglayan, 2017), koyun mide dokusundan saflastirilan CA I ve II
izoenzimleri igin 26,7 kDa (Kiling, 2011) ve insan kanindan saflastirilan hCA 1 ve II
izoenzimleri igin yaklasik 30 kDa olarak hesaplanmistir (Polat, 2016).

Manyetik Fe;O4 nanopartikiilleri ortak ¢oktiirme yontemi kullanilarak, acik hava
ortaminda sentezlendi. MNP sentezinin dogrulanmasi i¢in SEM ve VSM ile karakterizasyon

calismalar ytiriittldi.

SEM-EDX analizi ile MNP ‘nin morfolojik 6zellikleri ve element bilesimi belirlendi.
MNP'lerin ylizey 6zellikleri, 15 kV'da SEM kullanilarak gézlenmistir. Sentezlenen MNP’ lerin
farkl biiylitme oranli SEM goriintiilerinde MNP’lerde sekil ve parcacik boyutunda ¢ok fazla
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homojenlik ve diizenlilik olugsmadig1 izlenmektedir. Goriintiilerde pargaciklarin, manyetik

dipol momenti nedeniyle kiimelendigi belirlenmistir.

SEM goriintiileri ile yapilan EDX, element bilesimi hakkinda bilgi vermistir. MNP’ lerin
EDX spektrumlarinda, Fe ve O ile iligkili pikler elde edilmistir. Bu durum MNP’lerdeki temel

bilesenin, demir ve oksijen ile olusan demir oksit oldugunu ispatlamistir.

MNP’lere farkli fonksiyonel gruplar baglanarak 2 farkli destek materyali sentezlendi. 1.
destek materyali (Fe;04-NH;)’nin MNP, APTES kullanilarak amin grubu (NH,) ilavesiyle
fonksiyonel hale getirildi. II. destek materyali (Fe;04@SiO,-NH,) nin sentezinde ise MNP,
TEOS kullanilarak silisyum oksit ile kaplandi. Ardindan APTES ile islevsellestirildi.

Destek materyalinin ylizeyinde bulunan fonksiyonel gruplari belirlemek ig¢in
fonksiyonellestirilmis MNP lerin, FT-IR Sl¢iimleri yapildi. Iletim spektrumlari 400 ila 4000

cm! arasinda elde edildi.
Immobilizasyon éncesi FT-IR spektrumlarina gére;

MNP-APTES: 539,68 cm’!, 443,87 cm™! ve 418,89 cm™''de gozlemlenen pikler, Fe-O baginin
karakteristik absorpsiyon bantlarin1 géstermektedir. 3376,79 cm~! ve 3662,21 cm~"'deki pikler,
APTES'in varligim gosteren N-H gerilmesine karsilik gelebilir.

MNP-TEOS-APTES: 556,19 cm™!, 443,48 cm™ ve 435,14 cm!'de gozlemlenen pikler, Fe-O
bagmin karakteristik absorpsiyon bantlarin1 gostermektedir. 1056,30 cm~! (Si-O-Si gerilmesi)
ve 2900,29 cm~' (C-H gerilmesi) pikleri, TEOS'un varligini gosterir. 807,38 cm~"deki pik,
APTES'ten Si-C gerilmesi ile iliskili olabilir

Elde edilen MNP destek materyalinin, immobilizasyon oncesi kaplanmis ve
kaplanmamis pargaciklarin manyetik Ozellikleri, oda sicakliginda (298 K) VSM ile analiz

edilmistir. Sentezlenen destek materyallerinin, manyetik histerezis dongiileri verilmistir.

Ciplak  MNP'lerin, MNP-APTES'in  ve MNP-TEOS-APTES’in  doygunluk
manyetizasyonlart (Ms) sirasiyla; 51,375 emu/g, 59,040 emu/g ve 59,680 emu/g olarak

Olclilmiistiir.

Sonuglara gore; ciplak MNP’lere kiyasla, APTES ile fonksiyonel hale getirilen ve
TEOS ile kaplanan MNP’lerde doyum miknatislanma (Ms) degerlerinde artis goriilmektedir.
Bu durum, destek materyallerinin manyetik 6zelliklerinde kaplanma yapilmasma ragmen
herhangi bir azalma olmadigini, gostermektedir. Siiperparamanyetik davranigin karakteristigi

olan histerezis dongilileri MNP, MNP-APTES ve MNP-TEOS-APTES icin agikca
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gozlemlenebilir. Bu iic MNP'in tiimii, sliperparamanyetik malzemelerin tipik 6zelligi olan
thmal edilebilir koersivite (Hc) ve remanans gostermistir. Histerezis ve kalinti
miknatislanmanin olmamasi, bu pargaciklarin dogada siiperpara-manyetik oldugunu gosterir
(Kulkarni vd., 2014). Bu durum da destek materyallerinin siiperparamanyetik oldugunun
kanitidir. Stiperparamanyetizm, ferromanyetik nanopargaciklarin genellikle muzdarip oldugu
siddetli agregasyon olusmadan ¢ozeltideki manyetik nanopargaciklarin yeniden dagilmasi
anlamina gelir (Cao vd., 2009). Bu 06zellik, nispeten diisiik harici manyetik alan altinda bile
MNP’lerin, yiiksek verimli bir sekilde ayrilmasina izin verir. Nanopartikiillerin ¢ekirdegindeki
manyetik malzeme (Fe;04) nedeniyle immobilize katalizorler harici bir miknatisla saniyeler

icinde reaksiyon ortamindan tamamen geri kazanilabilir (Sahoo vd., 2012).

Bulunan degerler literatiir ile uyumludur. Ornegin; Aliahmad ve arkadasi, manyetit
(Fe;sO4) nanopartikiillerinin termal ayrismasi ile maghemit (y-Fe,Os) nanopartikiillerinin
sentezi i¢in manyetik 6zellikleri oda sicakliginda VSM ile dl¢lilmiistiir. Fe;O4 ve y-Fe,Os'lin
doygunluk miknatislanma (Ms) degerlerini sirastyla 45 ve 31 emu/g olarak bulmuslardir.
Histerezis dongiileri y-Fe,O; ve Fe;O4 nanoparcaciklarinin siiper-paramanyetik oldugunu
gostermistir  (Aliahmad ve Moghaddam, 2013). Baska bir calismada Karakelle,
fonksiyonellestirilmis manyetik nanopartikiillerin sentezinde doyum miknatislanma
degerlerini, Fe;0y4, Fe;04@Si0; ve Fe;04@SiO,@NH, nanopartikiilleri i¢in sirastyla 36,4 -
21,6 ve 13,2 emu/g seklinde bulmustur. Ug nanopartikiiliin kapali bir histeresis dongiisiine
sahip olmalari, kalici miknatislanma ve koersivite sergilememeleri siliperparamanyetikligin

gostergeleridir (Karakelle, 2019).

Genelde MNP’ler kaplandigi zaman Ms degeri diiser. Fakat sentezledigimiz destek
materyallerinde kaplamadan sonra ¢iplak MNP’lere nispeten Ms degerinin artmasinin nedent;
kaplama malzemesinde bag yapmamis serbest elektronlarin varli§i manyetizmay1 artiriyor
olabilir. Ayrica bilesimin basitligi ve stabilize edici bilesiklerin yoklugu nedeniyle, elde edilen

malzemelerin manyetik momentlerinin ¢ok yiiksek olmasi olabilir.

Literatiirde MNP {iizerine kaplama yapildiktan sonra Ms degerinde artis olduguna
yonelik calismalar da mevcuttur. Ornegin; Ozel, hidrotermal islem sirasinda kaplama

yaptiginda, yiizey aktif madde olarak tartarik asit kullanildiginda biiyilk Ms degeri elde
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edilmistir. Ayrica ylizey kaplamas1 manyetik nanoparcaciklarin daha kolay doyuma gitmesini

saglamstir (Ozel, 2015).

Immobilizasyondan sonra serbest enzimin, MNP-APTES-GA-E ve MNP-TEOS-
APTES-GA-E’in esteraz aktivitesi ve Bradford yontemi ile protein tayini yapildi. Esteraz
aktivitesi, Armstrong vd. (1966) tarafindan modifiye edilen ve tanimlanan yonteme gore bir
substrat olarak p-nitrofenil asetat kullanilarak spektrofotometrik olarak oOlctlildii (Armstrong
vd., 1966). Bu yonteme gore, CA enzimi varliginda 4-nitrofenil asetatin, 4-nitrofenilata
doniisiimii 348 nm’de UV absorbansindaki degisime gore belirlenmektedir. 4-nitrofenilasetatin,
4-nitrofenilata hidrolizinde gézlenen maksimum dalga boyu 348 nm’dir. Bu nedenle, enzimatik

reaksiyonun takibinde 348 nm’deki UV absorbsiyonu kullanildi.

Sigir kani eritrositlerinden saflastirilan serbest enzim ve immobilize enzimlerin spesifik
aktiviteleri; serbest BCA: 1168,25 EU/mg, MNP-APTES-GA-BCA: 18933,33 EU/mg ve
MNP-TEOS-APTES-GA-BCA: 1341,93 EU/mg olarak bulunmustur.

CA enziminin immobilizasyondan sonra SEM-EDX analizi, immobilize enzimlerin
morfoloji ve element bilesimindeki farkliliklar1 ispatlamak i¢in kullanildi. MNP'lerin yiizey

ozellikleri, 15 kV'da SEM kullanilarak gozlenmistir.

SEM goriintiilerinde MNP temelli numunelerde sekil ve parcacik boyutunda ¢ok fazla
homojenlik ve diizenlilik olusmadigi izlenmektedir. Goriintiilerde parcaciklarin manyetik dipol
momenti nedeniyle kiimelendigi ve pargaciklarin yiizeyinin, MNP nanopartikiilleri izerindeki
silika kaplamaya bagli olarak degistigi belirlenmistir. Yiizey, Ozellikle TEOS bulunan
numunelerde kristaller arasinda yiiksek agregasyon ile oldukga piiriizlii yapidadir. Nitekim
literatlir verileri SiO;’nin amorf yapida oldugunu ve Kkiiresel bir yapida olmadigini

gostermektedir. Bu durumun partikiiller arasindaki Van der Waals kuvvetinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir. Yiizey modifikasyonundan sonra kiimelesmelerin azaldig1 goriilmektedir.

Immobilizasyondan sonra EDX spekturumlarinda S (kiikiirt) ile iliskili pikler
goriilmistir. S ile iligkili piklerin BCA’ nin igerigindeki metiyonin ve sistein amino asitlerinden
kaynaklandig1r soylenebilir. Bu bulgu, BCA'nin fonksiyonellestirilmis MNP'lerin yiizeyine

basarili bir sekilde immobilize edildigini kanitlamaktadir.
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Immobilizasyon sonras1 destek materyalinin yiizeyinde bulunan fonksiyonel gruplari

belirlemek icin FT-IR dl¢timleri yapildi.
Immobilizasyon sonras1 FT-IR spektrumlarma gore;

MNP-APTES-GA-BCA: 3189,06 cm™' (N-H gerilmesi) ve 2103,65 cm™ (C=0O gerilmesi)
pikleri, APTES ve GA’nin varliini 6nerir. 1626,92 cm~! ve 2103,65 cm~"deki pikler, amin ve
karbonil gruplarinin varligin1 gosterir. Ayrica APTES ve GA’y1 6nerir. Bu durum enzim -NH,

gruplariin, GA’nin -C=0 grubu sayesinde, yiizeye baglandiginin ispatidir.

MNP-TEOS-APTES-GA-BCA: 1075,66 cm™ ve 2114,85 cm~"deki piklerin varligi, TEOS,
APTES ve GA’nin varligini dogrulayan Si-O-Si, C=0 ve amin gruplarini 6nerir. 1056,30 cm™!,
1075,66 cm™', 1767,53 cm~! ve 3189,06 cm~"deki piklerin kombinasyonu, TEOS, APTES ve
GA’nin varligmmi gosterir. Yine bu durum da enzim -NH, gruplarinin, GA’nin -C=0O grubu

sayesinde, ylizeye baglandiginin kanitidir.

MNP ve immobilizasyon sonrasi destek materyallerinin manyetik 6zellikleri oda

sicakliginda (298 K) VSM ile analiz edilmistir.

Ciplak MNP'lerin, MNP-APTES-GA-BCA'nin ve MNP-TEOS-APTES-GA-BCA i¢in
Ms sirastyla; 51,375 emu/g, 66,932 emu/g ve 55,332 emu/g olarak 6l¢iilmiistiir. Sonuglara gore
destek materyalleri immobilize edildikten sonra doyum miknatislanma degerlerinde artis
goriilmektedir. Bu {ic MNP'nin tiimii, sliperparamanyetik malzemelerin tipik 6zelligi olan
ithmal edilebilir koersivite (Hc) ve remanans gostermistir. Histerezis ve kalinti
miknatislanmanin olmamasi, bu pargaciklarin dogada siliperpara-manyetik oldugunu gdosterir
(Kulkarni vd., 2014; Xu vd., 2013). Ayrica siiperparamanyetik davranisin karakteristigi olan
histerezis dongiileri MNP, MNP-APTES-GA-BCA ve MNP-TEOS-APTES-GA-BCA igin
acikca gozlemlenebilir. Elde edilen 3 histerezis dongiisii cok benzerdi ve manyetik partikiillerin
immobilize enzimden Once ve sonra iyi siliperparamanyetik Ozelliklere sahip oldugunu
gostermektedir. Bu durum da destek materyallerinin siiperparamanyetik oldugunun kanitidir

ve immobilizasyon siireci boyunca siliperparamanyetik 6zelligini korumaktadir.

Miknatislanma degerleri, immobilize enzimlerin harici bir manyetik alan varliginda
reaksiyon ortamindan kolayca ayrilabilecegini ve manyetik alan kaldirildiginda hafif bir
calkalama ile katalizorlerin yeniden dagilmasinin hizla gergeklesebilecegini gdstermistir.
Dolayisiyla, bu 06zellik yeniden kullanim sirasinda immobilize manyetik nanopartikiillerin

reaksiyon ortamindan uzaklastirilmasinda kullanilabilmistir. Bu sonuglar manyetik ayirmanin
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etkinligini gostermektedir. Bulunan degerler literatiir ile uyumludur (Al-Dhrub vd., 2017;
Drozdov vd., 2016; Jing vd., 2015; Miao vd., 2018; Vinoba vd., 2012; Xu vd., 2013).

Serbest CA ve immobiliz CA’daki protein miktar1 Bradford yontemi ile belirlendi
(Bradford, 1976). Bu yontem, Coomassie brillant blue G-250’nin fosforik asitli ortamda
proteinlere baglanarak kisa siirede renk degistirmesi esasina dayanir. Coomassie brillant blue
G-250 negatif yiiklii oldugu i¢in proteindeki pozitif yiiklii gruplara baglanabilen bir boyadir.
Kirmiz1 rengi mavi renge doniisiir. Boya, ¢ozeltide kirmizi renkte bulunurken, proteine
baglandigi zaman mavi renge doniislir. Reaksiyonda renk doniisiimii iki dakika iginde
gerceklesir. Bir saate kadar da renk degisimi sabit kalabilir. Olusan kompleksin maksimum

absorbans gosterdigi dalga boyu 595 nm’dir. Bu yontem 1-100 pg arasinda duyarlilik gosterir.

Immobilizasyon yiizdesi, immobilizasyondan 6nce ve sonra soliisyondaki enzim
aktivitesindeki degisimden yola ¢ikilarak belirlendi. BCA enzimi destek materyali {lizerine
baglandiktan sonra MNP-APTES-GA-BCA’in immobilizasyon verimi %72, MNP-TEOS-
APTES-GA-BCA’in immoblizasyon verimi ise % 78 bulundu. immobilizasyon sonrasinda
destek materyali siiziintlilerinde spektroskopik analiz sonucu protein bulunmamasi ve
immobilize enzimlerin aktivitelerinde herhangi bir azalma olmamasi, immobilizasyonun

kovalent baglanma ile gerceklestigini desteklemektedir.

Substrat baslangi¢c derisiminin, enzim aktivitesine etkisini incelemek igin farkl
derisimlerde (1,2,3,4,5 ve 6 mM) 4-nitrofenilasetat hazirlandi. Optimum pH’da ve optimum
sicaklikta her bir substrat derisimi i¢in hem immobilize CA hem de serbest CA enziminin
aktivitesi belirlendi. Elde edilen verilerle enzimatik reaksiyon i¢in Michaelis-Menten sabiti

(Km) ve maksimum reaksiyon hizi (Vmax) degerleri belirlendi.

Serbest BCA nin Km ve Vmax degerleri sirastyla 4,888 mM ve 3,081 EU mL™! iken,
MNP-TEOS-APTES-GA-BCA’nin Km ve Vmax degerleri sirasiyla 9,369 mM ve 1,810 EU
mL"', MNP-APTES-GA-BCA nin Km ve Vmax degerleri sirasiyla 16,160 mM ve 2,195 EU
mL"! bulunmustur. Serbest enzimle kiyaslandi§inda, immobilize enzimlerin, Km degerinde

ylikselis ve Vmax degerinde ise azalis goriilmektedir.

Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde; immobilize enzimin Km degerinde artis, Vmax
degerinde de azalis goriilmektedir. Ornegin; Yadav ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada
serbest enzim i¢in Km ve Vmax sirastyla 1,594 mM ve 1,307 umol dk™! ml"!, Immobilize CA

icin ise Km ve Vmax degerleri sirasiyla 1,727 mM ve 1,189 pmol dk™! ml™!' olarak bulunmustur
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(Yadav vd., 2012). Jing ve arkadaslarinin yaptig1 bagka bir ¢aligmada, serbest CA'nin Km ve
Vmax degeri sirastyla 6,091 mM ve 0,091 umol dk™' ml!' iken, immobilize CA’nin Km ve
Vmax degeri sirasiyla 8,077 mM ve 0,027 pumol dk! ml! bulunmustur (Jing vd., 2015).
Immobilize enzimlerdeki Km degerinin yiikselmesi ve Vmax degerinin diismesinin sebebi;
immobilizasyon asamasinda enzim ile destek materyali arasinda olusan gii¢lii kovalent
baglanmanin, kismi bir sekilde, enzimin aktif bolgesindeki konformasyonel yapiy1 bozmasi

sonucu, enzim ile substrat arasindaki afinitenin azalmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Enzim aktivitesine etki eden optimum pH’1n belirlenmesi i¢in immobilize CA ve serbest
CA enzim derisimleri esit olacak sekilde alindi. pH’s1 7,0-9,0 araliginda 1M Tris-SO4 ve pH’s1
5,0-8,0 araliginda 1M potasyum fosfat (KH,PO,4) tampon c¢ozeltilerinde esteraz aktivitesi
belirleme yontemiyle enzim aktiviteleri incelendi. Serbest ve immobilize CA’nin en yiiksek
aktivite gosterdigi deger, optimum pH olarak belirlendi. Hem serbest hem de immobilize
enzimler i¢in optimum pH 9 olarak belirlendi. Bu sonuglara gore serbest ve immobilize
enzimlerin optimum pH degeri ayn1 oldugu i¢in yapilan immobilizasyon isleminden BCA’nin
aktivitesinin etkilenmedigi sdylenebilir. Immobilizasyon isleminde enzimin hangi pH
degerinde yiiksek aktivite gosterecegi, matriksin kimyasal yapisina ve immobilizasyon
yontemine bagl olarak degismektedir. Ornegin; Jing ve arkadaslar1 manyetik poli(GMA-DVB)
mikrokiireler lizerinde immobilize edilen CA'nin optimum pH degerini 8 olarak bulmuslardir

(Jing vd., 2015).

Stabil pH belirlenirken de, immobilize CA ve serbest CA enzimi, yine pH’st 7,0-9,0
araliginda 1M Tris-SO4 ve pH’s1 5,0-8,0 araliginda 1M potasyum fosfat (KH,PO,) tampon
cozeltilerinde 4°C’de muhafaza edildi. Daha sonra 1 hafta arayla yapilan esteraz aktivite
Ol¢timiinde, enzimin stabil oldugu pH belirlendi. Serbest ve immobilize enzimler pH 8-9
araliginda daha kararl aktivite gostermistir. Ancak serbest BCA, pH 9°da (1,0 M Tris-SO4
tamponunda) kalan aktivitesini %78 oraninda, MNP-TEOS-APTES-GA-BCA % 88 oraninda
ve MNP-APTES-GA-BCA ise %84 oraninda korumustur. Immobilize BCA enzimleri ayni
tampon ve ayni1 kosullar altinda serbest BCA enzimine nispeten alkali aralikta, daha yiiksek bir
ylizde bagil aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Stabilizedeki bu farkliligin ii¢ boyutlu
konformasyonel yapidaki pH'a bagl degisimden ve immobilizasyondan kaynaklanabilecegi

degerlendirilmektedir. Immobilize BCA’nin alkali pH'daki kararhiligmm artmasi CO,'in
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tutulmasi i¢in 6nemli bir parametredir. Sonug olarak, BCA’nin MNP’ler {izerine immobilize
edilmesiyle enzim stabilitesini artirmistir. Literatiirde rapor edilen ¢alismalarda (Faridi vd.,
2017; Jing vd., 2015) CA kaynagina, destek materyaline ve immobilizasyon yontemine bagh
olarak stabil pH’ nin 8-10 araliginda degisiyor olmasi bu bulgular1 desteklemektedir.

Serbest BCA, ve immobilize BCA’ nin termal stabiliteleri i¢in aktiviteleri, 30°C, 40°C,
50°C, 60°C ve 70°C arasinda degisen sicakliklarda, optimum pH’da, 1M Tris-SO,4 tamponunda
20 dk araliklarla toplamda 80 dk’lik bir inkiibasyondan sonra esteraz aktivite 6l¢iim yontemi

ile dl¢iildii.

Serbest BCA igin kalan yiizde aktivite 30°C’de %100, 40°C’de %100, 50°C’de %93,
60°C’de %12 ve 70°C’de %11 iken;, MNP-TEOS-APTES-GA-BCA i¢in kalan aktivite
30°C’de %100, 40°C’de %100, 50°C’de %94, 60°C’de %90 ve 70°C’de %81 ve MNP-APTES-
GA- BCA igin kalan aktivite 30°C’de %100, 40°C’de %100, 50°C’de %81, 60°C’de %63 ve
70°C’de %67 olarak belirlendi. Serbest BCA’da aktivite 60 ve 70°C’de %1 1’e kadar diismesine
karsin immobilize BCA’da kalan aktivite %81’e kadar korunmustur. Bu sonuglar immobilize
BCA’larin 6zellikle 60 ve 70°C’de serbest BCA’dan ¢ok daha iyi termal bir stabiliteye sahip

oldugunu gostermektedir.

Yontem olarak kovalent baglanmanin tercih edilmesi, enzim molekiillerinin
konformasyonel esnekligini azaltmis ve bu da immobilize enzimlerin 70°C’de dahi
aktivitelerini biliyiikk bir oranda korumustur. Bu sonuglar enzimin aktif merkezinin, sicaklik
degisimlerinden, immobilizasyon prosediirii ile korunabilecegini gdstermektedir. Bu durum
ozellikle endiistriyel uygulamalar i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir. Ciinkii CA icin 40-70°C de
ki termal kararlilik baca gazindaki CO;’in, herhangi bir ek sogutma islemi gerektirmeden,

giderimi i¢in 6nem arz etmektedir.

Mevcut calismadaki sonuglar, literatiirdeki diger ¢aligmalardan stiinliik
gostermektedir. Ornegin; Al-Dhrub ve arkadaslar1 hCA I'in amin fonksiyonellestirilmis
manyetik nanopartikiiller iizerinde immobilizasyonunda, serbest ve immobilize hCA I'nin
termal stabilitesini 30, 40 ve 50 °C'de incelenmistir. 80 dakikalik inkiibasyondan sonra, serbest
enzimin kalint1 aktiviteleri 30 °C'de %79, 40 °C'de %56 ve 50 °C'de %24 iken, immobilize
enzimin kalint1 aktiviteleri sirastyla 30 °C'de %389, 40 °C'de %93 ve 50 °C'de %35 bulmustur
(Al-Dhrub vd., 2017). Bu sonuglara gore 50 °C'de kalan aktivite %35 iken, bu ¢alismada
50°C’de kalan aktivite %94 bulunmustur. Baska bir calismada Sahoo ve arkadaslari,

biyomimetik karbondioksit sekestrasyonu i¢in karbonik anhidraz ve yapay bir Zn(Il)
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kompleksinin manyetik bir destek {izerinde immobilizasyonu ¢aligmasinda, termal kararliligi,
30°C ile 70°C arasinda degisen cesitli sicakliklarda 4 saatlik bir inkiibasyondan sonra
Olgiilmiistiir. Artan sicaklikla birlikte, 70°C'de, immobilize CA aktivitesinin %30unu korurken,

serbest CA orijinal aktivitesinin %91'ini kaybetmistir (Sahoo vd., 2012).

Optimum sicakligin belirlenmesi i¢in de, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C,
60°C, 65°C ve 70 °C arasinda 5’er derece sicaklik farki olusturularak daha once belirlenen

enzimin optimum pH’sinda su banyosu kullanilarak esteraz aktivite Ol¢iim yontemi ile

belirlendi.

Serbest ve immobilize BCA i¢in optimum sicaklik: 45°C olarak belirlendi. Her ikisi de
45°C’de en yiiksek aktivite gostermis ve diger sicaklik degerlerinde ise aktivitelerini 6nemli
Olclide kaybetmistir. Ancak, sicakligin serbest CA'nin enzim aktivitesi tizerindeki etkisi
immobilize CA'ninkinden daha belirgin olmustur. Sonuglar, immobilize enzimin
konformasyonel yapisint sicaklikta daha kolay korudugunu kanitlamistir. Ayrica

uygulamalarda da bu durumun goz ardi1 edilmemesi gerekliligi ortaya ¢ikmustir.

Optimum sicaklik degeri literatiirdeki ¢alismalara uygunluk gdstermektedir. Ornegin;
Yadav ve arkadaslari, CA’nin karbonatlasma reaksiyonu ic¢in kitosan stabilize demir
nanopartikiiller lizerine immobilizasyonunda, immobilize CA'nin optimum sicakligin1 45 °C
olarak bulmustur (Yadav vd., 2012). Bagska bir ¢alismada Jing ve arkadaslari, manyetik
poli(GMA-DVB) mikrokiireler iizerine immobilize edilen CA'nin ve serbest CA'nin bagil
aktivitesinin ilk olarak sicaklik arttik¢a artigini ve her ikisinin de 45 *C'de maksimuma ulastigini

rapor etmislerdir (Jing vd., 2015).

Depolama stabilitesi ¢alismast i¢in numuneler, 4,8 ml fosfat tamponu (0,1 M, pH 7,0)
icerisine yiiklenen 50 pl serbest enzim ve 5’er mg immobilize enzim ile 4°C 60 giin siireyle

inkiibe edildi. 10 giin araliklarla 4°C’de 60 giin boyunca aktivitelerine bakildu.

Immobilizasyon sonrasi ilk aktivite % 100 kabul edilerek 60 giiniin sonunda kalan
yliizde bagil aktivite belirlendi. 60 gin sonunda MNP-TEOS-APTES-GA-BCA
aktivitesinin % 60’1, Immobilize MNP-APTES-GA-BCA aktivitesinin % 49’unu korurken
aym sartlarda serbest BCA aktivitesinin yalmizca % 17’sini korumustur.  Sonuglara
bakildiginda 60 giinlilk depolama sonunda, serbest ve immobilize enzimler arasinda, kalan
aktivitede onemli derecede fark goriinmektedir. Bu durum BCA’nin kovalent baglanma ile
manyetik nanopartikiiller iizerine immobilizasyonu, enzimin depolama stabilitesini dikkate

deger bir sekilde artirdigini gostermektedir. Immobilize enzimler olan MNP-TEOS-APTES-
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GA-BCA ve MNP-APTES-GA-BCA, CO, yakalamada ve c¢esitli biyoteknolojik

uygulamalarda genis bir potansiyel tagidigi i¢in bu alanlarda kullanilabilecegi onerilebilir.

Depolama stabilitesi sonuglari, literatiirde rapor edilen diger calisma sonuglarina
benzerdir. Ornegin; Al- Duhrub ve arkadaslari; insan karbonik anhidraz I'in amin fonksiyonlu
manyetik nanopartikiiller {iizerinde immobilizasyonu sonrasinda depolama stabilitesini
arastirmistir. Aktivite 40 giin boyunca 5 giinliik periyotta belirlenmistir. 40 giinliik depolama
sonunda, serbest hCA 1 orijinal aktivitesinin %50'sini korurken, immobilize hCA 1 orijinal
aktivitesini %89 oraninda korumustur (Al-Dhrub vd., 2017). Baska bir ¢alismada Yadav ve
arkadaslari, karbonik anhidraz enzimini karbonasyon reaksiyonu i¢in kitosan stabilize demir
nanopartikiiller iizerine immobilize etmis ve oda sicakliginda depolama kararliligim
aragtirmiglardir. 20. giiniin sonunda immobilize CA'nin %65 ve serbest enzimin %43 kalan

aktivite gosterdigini gozlemlemislerdir (Yadav vd., 2012).

Immobilize enzimlerin operasyonel kararlilig1 i¢in yani yeniden kullanilabilirlikleri icin
p-NPA tahlili yapildi. Siispansiyon ¢ozeltisinde MNP’ler bir miknatis yardimi ile manyetik
olarak ayrildi ve absorbans, her 5 dakikalik araliklarla UV spektrofotometrede 348 nm'de
olgiildii.

Immobilize enzimler operasyonel kararlilik i¢in 20 defa yeniden kullanildiginda; MNP-
TEOS-APTES-GA-BCA aktivitesinin % 73’iinii, MNP-APTES-GA-BCA ise aktivitesinin %
86’sm1 korudugu belirlendi. Immobilizasyon isleminde, bir enzimin katalitik aktivitesini
kaybetmeden, ¢ok sayida yeniden kullanilmasi enzimde si1zint1 olmadigin1 ve immobilizasyon
isleminin basarilt oldugunu gosterir. Serbest enzimlerin sadece bir defa kullanilabilir olmasi ve
enzim iretmenin maliyetli olmasi gozoniline alindiginda, biyoteknolojik uygulamalarda
enzimin defalarca yeniden kullanilmasi iiriin maliyetini distirecektir. Her dongliden sonra
aktivite kaybi, MNP'lerin kaybindan ve enzimin MNP'lerden siiziilmesinden kaynaklanabilir
(Faridi vd., 2017). Mevcut ¢aligma literatiirdeki benzer ¢aligmalar ile operasyonel stabilite
yoniinden kiyaslandiginda, 20 defa tekrar kullanilmasina ragmen, aktivitesini %86 oraninda
korumas1 ile 6n plana ¢ikmaktadir. Ornegin; yapilan bir ¢alismada; silanize MNP'ler iizerine
rBhCA immobilize edilmistir. Immobilize rBhCA, 22 tekrar kullanimdan sonra
aktivitesinin %50'sini korumustur (Faridi vd., 2017). Bagka bir ¢alismada; CO, yakalama i¢in
karbonik anhidrazin epoksi-fonksiyonellestirilmis manyetik polimer mikrokiireler {izerine
immobilizasyonunu gerg¢eklestirilmistir. Enzimin yeniden kullanilabilirligi 6 déngiiden sonra

baslangigtaki aktivitesinin yaklasik %47,6's1 olarak kalmistir (Jing vd., 2015).
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Serbest ve Immobilize CA enziminin, CO,’i tutarak CaCO; formunda kire¢ tasina
doniistiirmesi icin biri kontrol olmak iizere, 4 farkli reaksiyon karisimi hazirlandi. CO, gazi
karisima eklendikten sonra, hemen sizdirmaz bir filmi ile kapatildi ve karigim 2 saat bekletmeye
birakildi. Ardindan ¢okelti filtre edildi. Cokelen CaCOj3'in agirhigint 6l¢gmek igin filtre kagitlar

kurutuldu.

Kontrol grubunun (Enzim olmadan) olusturdugu CaCO; miktari: 0,2 mg, Serbest BCA
enziminin olusturdugu CaCO; miktar: 13 mg, MNP-TEOS-APTES-GA-BCA enziminin
olusturdugu CaCOs miktari: 11,3 mg ve MNP-APTES-GA-BCA enziminin olusturdugu CaCOs3

miktari: 22 mg olarak bulunmustur.

Sonuglar rapor edilen g¢alismalar ile uyumludur. Yadav ve arkadaslari; Karbonik
anhidrazin aljinat iginde immobilizasyonu ve CO;'nin kalsite doniisiimii lizerindeki etkisini
aragtirirken, bagimsiz reaksiyonlarda serbest ve immobilize CA kullanimi ile ¢oken karbonat
miktarmin neredeyse esit oldugunu bulmuslardir (Yadav vd., 2012). Sharma ve arkadaslari;
kalsiyum karbonat ¢okelmesini, kitosan-KOH immobilize P. fragi CA kullanarak elde etmistir.
Serbest enzime kiyasla immobilize sistem i¢in sekestrasyon potansiyelinde 2 kattan fazla artis

gozlemlendigini bildirmislerdir (Sharma vd., 2011).

Bu yontemde, CO;'nin hidrasyonunu ve ardindan ¢okelmesini artirmak i¢in CA enzim
kullanildi. Tepkimede Ca®' iyonlarmin varhiginda CaCO; olusmaktadir. Ciinkii ¢okelme
kosullar1 altinda (pH 9,0-9,5) bikarbonat iyonlar1 karbonat iyonlar1 ile dengede bulunur ve
kalsiyum iyonlarinin varliginda kalsiyum karbonat ¢okelmesine neden olur. Bu nedenle CA,
kalsiyum karbonat olusumuna karsilik gelen hidrasyon reaksiyonunda énemli bir rol oynamakta

ve kalsit formu yogun bir sekilde olugsmaktadir (Favre vd., 2009; Sharma vd., 2011).

Mevcut ¢alismada, serbest enzime kiyasla, MNP-APTES-GA-BCA ile yaklasik 2 kat
CaCO; ¢okelmesi olmustur. Sonu¢ olarak immobilize CA'nin CO, giderim potansiyeli, bu
sisteme ekonomik uygunluk ile birlikte biiyiik bir avantaj ve {stlinlik saglayacagi

distintiilmektedir.

82



6. SONUC

Bu tez calismasi, endiistriyel olarak kullanilabilecek immobilize CA’nin atik sigir kani
eritrositlerinden saflastirilarak elde edilmesi ve siirdiiriilebilir olmasi agisindan 6nemlidir.
Calisma 1ile diisiik maliyetli ve siirdiiriilebilir enzimlerin atik kandan saflastirilmast,

immobilizasyonu ve stabilite problemlerinin iyilestirilmesine katkida bulunmay1 amagladik.

Calismada, kovalent baglanma yontemi kullanilarak sigir kani eritrositlerinden
saflastirilarak elde edilen a-tipi BCA enziminin immobilizasyonu gerceklestirildi. Destek
materyalinin GA ile aktivasyonu yapilarak, enzimin destek materyaline baglanma yiizdesi
artirlldi.  Bu kapsamda serbest enzim ile immobilize enzimin karakterizasyonu yapilarak
optimum pH, sicaklik, kinetik parametreleri (Km, Vmax) ve stabiliteleri (pH, termal ve
depolama) belirlendi. Ayrica immobilize edilen enzimin CO, giderimindeki potansiyel

uygulanabilirligi tespit edildi.

Calismada BCA enzimi, TEOS ve APTES ile fonksiyonel hale getirilen Fe;O4 MNP'ler
lizerine immobilize edilmistir. Yapilan bu immobilizasyon islemi ile kinetik parametreler
olumlu yonde etkilenmis ve BCA enziminin pH stabilitesi, termal stabilitesi, depolama
stabilitesi ve operasyonel kararliligi onemli Olclide gelistirilmistir. Serbest BCA ile
kiyaslandiginda, immobilize BCA daha genis bir pH araliginda yiiksek aktivite gdstermis ve
60 giin sonunda MNP-TEOS-APTES-GA-BCA aktivitesinin % 60’1, Immobilize MNP-
APTES-GA-BCA aktivitesinin % 49’unu korurken ayni sartlarda serbest BCA aktivitesinin
yalmizca % 17’°sini korumustur. Ayrica 20 defa tekrar kullanilmasina ragmen, MNP-TEOS-
APTES-GA-BCA aktivitesinin % 73’linii, MNP-APTES-GA-BCA ise aktivitesinin % 86’sin1

koruyarak yiiksek operasyonel stabilite gostermistir.

Bu sonuglar, sentezlenen yeni destek materyali ile BCA’nin aktivite kaybinin en aza
indirilmesine ve dolayisiyla BCA’nin CO, giderim kapasitesine katki saglamaktadir. Ayrica,
atik kandan elde edilen BCA kullanarak CO, gideriminde biyolojik temelli potansiyel bir
yaklagim sunmaktadir. Calisma kapsaminda hedeflenen c¢iktilar ve sonuglar ile sanayi
tesislerindeki CO, emisyonunun azaltilmasi i¢in gelecekteki calismalara fikir sunmasi

ongoriilmektedir.
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