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¥ZET 

 

Bu ­alēĸmada, asetilkolinesteraz enzimi (E.C. 3.1.1.7) polietilenimin (PEI) 

ve 3-aminopropiltrietoksisilan (APTES) kullanēlarak modifiye edilen 

silika nanopartik¿llere kovalent baĵlanma ile immobilize edilmiĸtir. 

Serbest ve immobilize enzimler ¿zerine pH, sēcaklēk, depolama 

kararlēlēĵē gibi ­eĸitli parametrelerin etkileri incelenmiĸtir. Optimum pH 

serbest enzim, APTES ve PEI ile modifiye edilmiĸ silika nanopartik¿ller 

i­in sērasēyla 7, 7 ve 8 olarak bulunmuĸtur. Optimum sēcaklēk serbest 

enzim, APTES ve PEI modifiye edilmiĸ silika nanoparitk¿ller i­in 

sērasēyla 30 oC, 30 oC   ve 35 oC  olarak belirlenmiĸtir. Serbest enzim i­in 

Km ve Vmak deĵerleri sērasēyla 6,35x10
-3 M ve 5,00x10-4 M.dak-1 ve APTES 

ve PEI modifiye edilmiĸ silika nanopartik¿llere immobilize enzimler i­in 

ise Km deĵerleri 1,19x10-2 M, 2,1x10-2 M ve  Vmak deĵerleri 3,09x10-3 

M.dak-1, 1,42x10-3 M.dak-1 arasēnda bulunmuĸtur  

Asetilkolinesterazēn tekrar kullanēm sayēsē ve depolama kararlēlēĵē 

immobilizasyonu ile arttērēlmēĸtēr.   
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ABSTRACT 

 

In this study immobilization of acetylcholineesterase(E.C. 3.1.1.7)  via 

covalent binding to modified silica nanoparticles was carried out by 

using polyethyleneimine (PEI) and 3-aminopropyltriethoxysilane 

(APTES). The effect of various parameters such as pH, temperature and 

storage stability on the free and immobilized enyzmes were examined. 

Optimum pH for free enyzme, APTES-modified and PEI-modified silica 

nanoparticles were found to be 7, 7 and 8 respectively. Optimum 

temperature for free enyzme, APTES-modified and PEI-modified silica 

nanoparticles were determined to be 30 oC, 30 oC ve 35 oC respectively. 

For free enzyme maximum reaction rate (Vmax) and MichaelisïMenten 

constant (Km) values were found 6,35x10-3 M and 5,00x10-4 M.min-1 

respectively, and for immobilized enzyme to APTES-modified and PEI 

modified silica nanoparticles were found in the range of 1,19x10-2 M, 

2,1x10-2 M and 3,09x10-3 M.min-1, 1,42x10-3 M.min-1, respectively.  

Reuse number and storage stability of acetylcholineesterase were 

increased with immobilization. 
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SĶMGELER VE KISALTMALAR 

 
Bu ­alēĸmada kullanēlmēĸ bazē simgeler ve kēsaltmalar, a­ēklamalarē ile birlikte 

aĸaĵēda sunulmuĸtur. 

 

Simgeler A­ēklama 

 

ÜC Derece Celcius 

z Zeta potansiyeli 

UV Ultraviyole 

Km Michaelis sabiti 

Vmak Maksimum hēz 

 

Kēsaltmalar    A­ēklama 

 

AChE Asetilkolinesteraz 

APTES 3-(aminopropil )trietoksisilan 

DTNB 5,5ô-Ditiyobis (2-nitro benzoik asit) 

EDAC 1-etilï3-(3-dimetilamino-propil) karbodiimit 

FTIR Fourier transform infrared spektrometresi 

TEM Ge­irmeli elektron mikroskobu 

NSH N-hidroksis¿ksinimit 

TEOS Tetraetil-ortasilikat 

PEI Poli(etilen)imin 
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1.GĶRĶķ  

 

Nanoteknoloji, g¿n¿m¿zde tekstil, inĸaat, ila­, otomotiv, elektronik, biliĸim ve 

iletiĸim, tēp ve farmakoloji gibi hemen hemen her alanda hēzla geliĸmektedir. 

Nanoteknoloji nanometre (nm) b¿y¿kl¿ĵ¿nde boyutlarla uĵraĸan yeni bir 

teknoloji olarak tanēmlanmaktadēr [1]. 

 

Bu derece k¿­¿k yapēlarēn benzersiz ve yeni fonksiyonel ºzellikler 

taĸēdēklarēnēn belirlenmesi ile nanoteknolojiye gºsterilen ilgi ve bu araĸtērma 

alanēnda yapēlan ­alēĸmalar son yēllarda giderek artmēĸtēr ve artmaya devam 

etmektedir. Nanoteknolojinin bir­ok uygulamasē nano boyutlarda maddenin 

farklē davranmasēna dayanēr. Nano boyutlara inildiĵinde artan y¿zey 

alanē/hacim oranē maddeyi ­ok daha aktif yaparak ­evredeki diĵer atom ve 

molek¿llerle farklē etkileĸimlere neden olur.  ¢alēĸmalar baĸlangē­ta optik ve 

elektronik cihazlar ¿zerinde yoĵunlaĸmēĸken, ĸimdi biyoºl­¿mler ¿zerinde 

­ok sayēda araĸtērma yapēlmaktadēr. Nanopartik¿ller g¿n¿m¿z¿n en son 

teknolojisini oluĸturmaktadēr [2].  

 

Enzimler canlē h¿crelerden elde edilmiĸ proteinlerdir. Deĵiĸik avantajlarēndan 

dolayē enzimler ­esitli kimyasal reaksiyonlarda katalizºr olarak 

kullanēlmaktadēr [3]. Kompleks canlē sistemlerinde ­alēĸan enzimler spesifiktir 

ve yan ¿r¿n oluĸumuna neden olmadan y¿ksek verim eldesini saĵlarlar. 

Enzimlerin spesifikliĵi ve ­ok d¿ĸ¿k deriĸimlerde bile substrat tepkimelerini 

katalizlemelerinden dolayē sanayide ºnemli kullanēm alanlarē vardēr. Enzim 

katalizli tepkimeler inhibitºrlerin, aktivatºrlerin ve substratlarēn deriĸimlerini 

tayin etmek i­in uzun zaman analitik ama­lē kullanēlmēĸtēr. Bir­ok avantaja 

sahip olmalarēna karĸēn end¿striyel uygulamalarda kullanēlan enzimler 

sēnērlēdēr. Analitik reaktif olarak kullanēlan enzimler deney ĸartlarēna ve ­evre 

koĸullarēna ­ok duyarlē olup y¿ksek sēcaklēklarda, asidik ve bazik ­ºzeltilerde 

aktifliklerini kaybederler [4]. ¢¿nk¿ enzimlerin pek ­oĵu kararsēzdēr. 

Enzimlerin izolasyonu ve arētēlmasē ekonomik deĵildir. Bu nedenle enzimlerin 

bir kez kullanēmē yerine immobilize edilerek tekrarlanabilir kullanēmlara 
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girmeleri ekonomik a­ēdan b¿y¿k ºnem taĸēr. Enzimlerin spesifik olmalarē ve 

tepkimeleri katalizleme kabiliyetleri onlarēn biyokimyasal, end¿striyel ve 

analitik alanlarda uygulamalarēnē cazip hale getirmektedir. 

 

Bu ­alēĸmada, enzim immobilizasyonunda kullanēlan silika nanopartik¿ller, 

tetraetilortosilikat (TEOS), etanol ve amonyak ­ºzeltisi katalizºrl¿ĵ¿nde oda 

sēcaklēĵēnda belirli bir hēzda karēĸtērēlmasēyla elde edildi. Elde edilen 

nanopartik¿llerin ortalama ­ap ve boyut daĵēlēmlarē Zeta Sizer ile belirlendi. 

Partik¿l ĸekil ve b¿y¿kl¿kleri ge­irmeli elektron mikroskobu (TEM) ile tayin 

edildi. Sentezi ve karakterizasyonu yapēlan silika nanopartik¿ller 3-

aminopropiltrimetoksisilan (APTES) molek¿l¿ ile amino fonksiyonel hale 

getirildi. ¢alēĸmanēn ikinci kēsmēnda ise sentezlenen silika nanopartik¿ller 

polietilenimin (PEI) polimeri ile modifiye edildi. APTES ve polimer baĵlē silika 

nanopartik¿llerin yapēsal karakterizasyonu ATR-FT-IR ger­ekleĸtirildi. APTES 

baĵlē ve polimer ile modifiye silika nanopartik¿llere asetilkolinesteraz enzimi 

immobilize edildi. Ķmmobilize enzimin aktifliĵine pH, sēcaklēk, substrat 

deriĸimi, depolama s¿resi ve s¿rekli kullanēmēn etkisi incelendi. Ayrēca 

nanopartik¿llere enzim baĵlanma kapasitesi belirlendi.  

 

Elde edilen sonu­lardan, destek materyali olarak kullanēlan APTES ve 

polimer modifiyeli silika nanopartik¿llerin asetilkolin esteraz enziminin 

aktifliĵine etkisi incelenmiĸtir. 

 



3 
 

2. GENEL BĶLGĶLER  

 

2.1. Enzimler ve Genel ¥zellikleri 

 

Enzimler, canlē organizmalardaki kimyasal tepkimeleri, kendileri herhangi bir 

deĵiĸikliĵe uĵramaksēzēn hēzlandēran ve hi­bir yan ¿r¿n oluĸmasēna neden 

olmadan %100 verim saĵlayan protein yapēsēndaki biyolojik katalizºrlerdir. Bu 

katalizºrlerin en ºnemli ºzellikleri, katalizleme g¿­leri ve spesifiklikleridir [5,6].  

 

Canlē organizmalarda ger­ekleĸen pek ­ok tepkime enzimlerle 

katalizlenmektedir. Enzim katalizli bir tepkime, enzimsiz bir tepkimeye gºre 

107-1016 kat daha hēzlē ger­ekleĸir. Enzimler olaĵan¿st¿ katalitik aktiviteye 

sahiptirler. Termodinamik yºnden oluĸabilen bir tepkimenin hēzēnē, tepkimenin 

denge sabitini deĵiĸtirmeden yaklaĸēk 1011 kat veya daha fazla 

artērmaktadērlar. ¥rneĵin, Asetilkolinesteraz enzimi dakikada 1 500 000 tane 

molek¿l¿ etkilemektedir. Enzimlerin bu ºzellikleri, baĸta biyokimya ve 

molek¿ler biyoloji olmak ¿zere fizikokimya, bakteriyoloji,  mikrobiyoloji, 

genetik, botanik,  tarēm, farmakoloji, toksikoloji, patoloji, fizyoloji, tēp, 

m¿hendislik ve biyoteknoloji gibi bilim dallarē ile onlarēn end¿striyel, analitik 

ve biyokimyasal alanlarda uygulamalarēna yol a­mēĸtēr [5,7].  

 

Enzimlerde proteini oluĸturan aminoasitlerin sayēsē, diziliĸ sērasē ve 

molek¿llerin yapēsē belirli bir d¿zen i­indedir. Bu d¿zen enzimin substrata 

se­iciliĵini saĵlar. Bazē enzimler yalnēzca proteinden oluĸurken bazēlarē 

protein yanēnda protein olmayan bir kēsēm i­erirler. Bu tip enzimlerde enzimin 

protein kēsmēna ñapoenzimò, protein olmayan kēsmēna, enzimden kolayca 

ayrēlabiliyorsa ñkoenzimò veya ñkofaktºrò, sēkēca baĵlē ise ñprostetik grupñ adē 

verilir. Koenzimler genellikle vitamin t¿revleri, organik molek¿ller ve inorganik 

metal anyon veya katyonlardan oluĸur. Apoenzim ve koenzim ile birlikte 

ñHaloenzimñ diye adlandērēlēr (ķekil 2.1). Haloenzimin b¿y¿k bir kēsmēnē 

apoenzim oluĸturur. Apoenzim tek baĸēna katalitik aktivite gºstermez. 

Enzimin katalitik olma ºzelliĵini veren koenzim tek baĸēna, ger­ek enzime 
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gºre ­ok daha d¿ĸ¿k aktivite gºsterir. Enzimin ger­ek aktivitesi sadece 

koenzim ve apoenzim bir arada olduĵunda gºzlenir  

 

 

ķekil 2.1. Haloenzim yapēsēnēn ĸematik gºsterimi 

 

Enzim molek¿llerinde aktif bºlge denilen ºzel bir boĸluk ya da cep kēsmē 

bulunur. Aktif bºlgedeki aminoasitlerin yan zincirleri, substratēn yapēsēna 

uyumlu, ¿­ boyutlu bir yapē oluĸturmaktadēr (ķekil 2.2). Substratēn 

dºn¿ĸ¿m¿ne katēlan ve katalitik prosesi y¿r¿ten aminoasitlerde aktif 

merkezden sayēlērlar. Aktif bºlgenin substratē baĵlamasēyla oluĸan enzim- 

substrat kompleksi (ES), ºnce enzim-¿r¿n kompleksine, daha sonra ise 

serbest enzim ve ¿r¿ne dºn¿ĸmektedir [6,8]. Enzim ile substrat birbirine 

hidrojen, elektrostatik ve Van der Waals kuvvetleri gibi non-kovalent (zayēf) 

baĵlarla baĵlanēr.  
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ķekil 2.2. Enzim-substrat kompleksi ¿zerinden ¿r¿n oluĸumu 

 

2.1.1. Enzimlerin kataliz hēzēna etki eden faktºrler 

 

Birim zamanda oluĸan ¿r¿n ya da kaybolan substrat miktarē kataliz hēzē 

olarak tanēmlanmaktadēr.  

 

A-Enzim Deriĸimi: Enzimle katalizlenen tepkimelerde substrat deriĸimi, 

y¿ksek miktarda ise, tepkime baĸlangē­ hēzē (Vi), enzim deriĸimi ile doĵru 

orantēlē olarak artmaktadēr. Tepkime hēzē belli bir d¿zeye ulaĸtēĵēnda ise sabit 

kalēr.  

 

B-Substrat Deriĸimi: Enzimle katalizlenen bir tepkimenin hēzē (V), ortamda 

enzim deriĸiminin sabit olmasē koĸuluyla, substrat deriĸimi [S] ile birlikte hēzla 

artar ve maksimum hēz [Vmax] deĵerine varēncaya kadar artēĸ devam eder. 

Ancak Vmax ô ta substrat deriĸimi ne kadar artarsa artsēn, kataliz hēzē artmaz. 

(ķekil 2.3).  
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ķekil 2.3. Substrat deriĸiminin tepkime hēzēna etkisi 

 

C-Sēcaklēk: Enzimle katalizlenen bir tepkimede sēcaklēĵēn artmasē tepkime 

hēzēnē artērmaktadēr. Ancak enzimler protein yapēsēnda olduklarēndan belirli bir 

sēcaklēktan itibaren enzimin denat¿rasyonu sºz konusu olacaĵēndan, tepkime 

hēzēnda bir azalma meydana gelecektir.  

 

Serbest ve immobilize enzim aktivitesine sēcaklēĵēn etkisi genellikle ñoptimum 

sēcaklēk eĵrileriò ­izilerek belirlenir (ķekil 2.4). Bu grafik baĵēl aktivitenin 

sēcaklēk ile deĵiĸimini gºsterir. Baĵēl aktivite ise deney koĸullarēnda elde 

edilen aktivitenin yine aynē koĸullarda ulaĸēlan en y¿ksek aktiviteye oranēdēr ki 

bu oran hi­bir zaman 1ôden veya %100ôden b¿y¿k olamaz. 
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ķekil 2.4. Enzim aktivitesinin sēcaklēĵa baĵlē deĵiĸimi 

 

D-pH: Enzim, substrat ve koenzim molek¿llerinde asidik veya bazik ºzellik 

taĸēyan gruplar vardēr. ñESò kompleksinin en kararlē bir ĸekilde oluĸmasē yani 

hēzēnēn maksimum olmasē i­in bu gruplarēn belirli bir iyonlaĸma durumunda 

olmasē gereklidir. [H+] deriĸimi tepkime hēzēnē ­eĸitli yºnlerden etkiler. Ķlk 

olarak, katalitik iĸlem i­in genellikle enzim ve substratēn spesifik gruplarēnēn 

tepkimeye girebilmeleri i­in iyonlaĸmēĸ veya iyonlaĸmamēĸ halde bulunmalarē 

gerekir. ¥rneĵin, katalitik aktivite i­in enzimin bir amino grubunun 

protonlanmēĸ durumda (-NH3
+) olmasē gerekebilir. Bazik pHô da bu grup 

protonunu kaybeder ve bu y¿zden tepkime hēzē d¿ĸer. Bunun dēĸēndaki 

iyonlaĸmalarda ñESò kompleksi zayēflar ve tepkime hēzē d¿ĸer. Bu optimum 

bir pHô da tepkime hēzēnēn en y¿ksek olmasē demektir. pH-hēz grafiĵi ­an 

eĵrisi ĸeklindedir.  
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2.2. Asetilkolinesteraz 

 

2.2.1. Asetilkolinesteraz enzimi (EC 3.1.1.7) ve ºzellikleri 

 

Kolinesterazlar olarak bilinen enzimler grubu, 65 yēlē aĸkēn bir s¿reden bu 

yana nºrobiyoloji, tēp, ziraat gibi alanlarda karĸēmēza ­ok sēk ­ēkmaktadēr ve 

hēzla artan bir ºnem kazanmaktadēr. Bu enzimlerle yapēlan ilk ­alēĸmalarda 

olduk­a ­arpēcē geliĸmeler saĵlanmēĸ ve erken dºnemde ­ok sayēda ºnemli 

bilimsel sonu­ elde edilmiĸtir. Bºylece kolinesterazlar pek ­ok ­alēĸmanēn 

odaĵēnda yer almēĸtēr. Asetilkolinesteraz enzimi (AChE) ile ilgili ­alēĸmalar 

dokularda ­ok d¿ĸ¿k deriĸimler de bulunmasē dolayēsēyla AChE enzimi 

izolasyonu ve X-Ray kristallografisi ile amino asit dizisinin aydēnlatēlmasē 

­alēĸmalarē ­ok g¿­ olmuĸtur. Sonu­ta, bu enzimin primer, sekonder, tersiyer 

ve kuarterner yapēlarēnēn aydēnlatēlmasē tam olarak belirlenebilmesi ancak ­ok 

yakēn zamanda ger­ekleĸtirilmiĸtir [9,10,11,12,13]. 

 

AChE enzimi baĸlēca beyinde, sinir h¿crelerinde, kasta ve eritrositlerde 

bulunur [14].  

 

AChE sinir sisteminin belirli kēsēmlarēnda nºtrotransmitter bir madde olarak 

gºrev yapan asetilkolinin hidrolizini katalizleyen enzimdir. Asetilkolin 

uyarēlmēĸ bir sinir h¿cresi tarafēndan bir diĵer sinir h¿cresi arasēndaki sinaps 

i­erisine salēnēr. Bir sonraki sinir h¿cresinin reseptºr bºlgesine baĵlanēr ve bu 

ĸekilde sinir impulsunun diĵer sinir h¿cresine ge­mesine neden olur. Ķkinci bir 

impuls sinapstan ge­meden ºnce ilk impulsun iletilmesi ile birlikte 

asetilkolinin AChE tarafēndan hidroliz edilmesi gereklidir. AChE nin bu 

aktivitesinin ¿r¿nleri transmitter aktiviteye sahip olmayan asetat ve kolindir 

[15]. 

 

AChE enziminin bilinen en temel fonksiyonu, asetilkolini kolin ve asetata 

hidrolize ederek kolinerjik etkiyi sºnd¿rmesidir [16-19]. AChE enziminin 

reaksiyon mekanizmasē ķekil 2.5ô de gºsterilmiĸtir. 
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ķekil 2.5. AChE nin asetilkolini yēkēm tepkime mekanizmasē 

 

Asetilkolinôi, asetat ve kolinôe hidrolize eden AChE enzimi 1938 yēlēnda David 

Nachmansohn tarafēndan bulunmuĸtur. Bundan bir yēl sonra 1939 yēlēnda 

Stedman ve Stedman sēĵēr beyninden ACh izole ettiklerini bildirmiĸlerdir 

[20,21]. Asetilkolinin beyin dokusunda hem serbest hem de baĵlē durumda 

olduĵunun bilinmesine raĵmen, baĵlanmanēn doĵasēnēn a­ēklanmasē zaman 

almēĸtēr. ¥nceleri h¿cre fraksiyonlarēnē santrif¿gasyon yºntemiyle birbirinden 

ayērma ­alēĸmalarē asetilkolinin mitokondial fraksiyona baĵlē olduĵunu 

gºstermiĸtir. Ancak bu gºr¿ĸ 1955 yēlēnda DeRobertis ve Bennettôin sinir 

u­larēnda bulunan vezik¿lleri bulmalarēyla deĵiĸmeye baĸlamēĸtēr. Bu sinaptik 

vezik¿ller transmitter maddelerin sentez edildiĵi ve depolandēĵē yer olarak 

d¿ĸ¿n¿lm¿ĸt¿r [21]. 

 

Elektrik balēĵēnēn (Electrophorus electricus) elektrik organē, en zengin AChE 

kaynaklarēndan biridir. Elektrik balēĵē ve memeli sinir sisteminden elde edilen 

AChE enzimini saflaĸtērēp kristalize etmek m¿mk¿n olmuĸtur ve diĵer 

esterazlardan asetilkolini hidroliz etmesinden dolayē kolaylēkla ayērt 

edilmektedir. Bu nedenle asetilkolinesteraz olarak adlandērēlēr [20,22,23].  

 

Allosterik bir enzim olan AChE nin asetilkolini hidrolizinin yapēm yēkēm sayēsē, 

enzim katalizi i­in bildirilen en y¿ksek deĵerler arasēnda, >104 sn-1 olarak 

bildirilmiĸtir [24]. 

 

G¿n¿m¿zde enzimlerin ¿­ boyutlu yapēlarē ayrēntēlē bir ĸekilde X-ēĸēnlarē 

kristalografisiyle gºr¿nt¿lenebilmektedir. Bu ĸekilde pek ­ok enzimin ¿­ 

boyutlu yapēlarē aydēnlatēlabilmektedir [25,26]. Ayrēca, proteinlerin yapēlarēnēn 
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aydēnlatēlmasēnda elektron mikroskopisinden de faydalanēlmaktadēr. AChE 

nin ¿­ boyutlu yapēsē ķekil 2.6ô de gºsterilmiĸtir.  

 

ķekil 2 6. Asetilkolinesteraz enziminin ¿­ boyutlu yapēsē 

 

Bir proteinin dolayēsēyla bir enzimin yapēsēnda Ŭ-heliks ve b-katlanmēĸ yaprak 

yapēsē olmak ¿zere iki ana gruptan ve bunlarēn dºrt farklē d¿zenlenmiĸ 

ĸeklinden oluĸmaktadēr [27]. ķekil 2.7ô de AChE enzim molek¿l modelinin 14 

Ŭ-heliks ve 12 b-katlanmēĸ yaprak yapēsē gºr¿lmektedir. 
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ķekil 2.7. AChE enzim molek¿l modeli. 

 

Enzim molek¿llerinde aktif merkez denilen bºlgesinde baĵlanmadan ve 

katalizden sorumlu ºzel bir cep yada yuva bulunmaktadēr. Bu merkez 

bºlgede substratēn baĵlanmasēna uyumlu olan aminoasit yan zincirleri 

bulunmaktadēr ve bu yan zincirler serinin -OH grubu, Histidinin imidazol grubu 

ve Glutamatēn -COOH grubudur. ķekil 2.8ô de AChE enziminin aktif merkezi 

ve aktif merkezdeki oyuk gºr¿lmektedir [28].  
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ķekil 2.8. AChE enziminin aktif merkezindeki oyuk 

 

AChE enzimi birbirine yakēn iki substrat baĵlama bºlgesine sahiptir. 

Bunlardan biri anyonik olup asetilkolinin katyonik kuarterner azotunu baĵlar. 

Diĵeri ise, katyonik olup enzimatik tepkime sērasēnda a­ēĵa ­ēkan protonu 

tutar. Bu bºlge bir serin kalēntēsē ve bir baĸka n¿kleofilik grup olan histidin 

kalēntēsē imidazol¿nden oluĸmuĸtur. Anyonik bºlge substratēn kuarterner 

azotuna baĵlanērken, esteratik bºlgedeki karbonil grubunun elektrofilik 

karbonu serinin oksijeniyle kovalent bir baĵ oluĸturur. Kolin serbestleĸirken, 

asetillenmiĸ esteratik bºlge suyla reaksiyona girerek asetik asit ve inaktif 

enzimi oluĸturur (ķekil 2.9) [20-22,29,30]. 
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ķekil 2.9. AChE enzim aktif merkezindeki substrat tepkime mekanizmasē 

 

2.2.2. Asetilkolin ve genel ºzellikleri 

 

Asetilkolin neuromuskuler kavĸaklarda, otonom sinir sisteminin 

pregangliyonlarēnda ve parasempatik sinir sisteminin postgangliyoner sinir 

impulsu iletiminde gºrevli nºrotransmitter bir maddedir (ķekil 2.10). ¢ok 

b¿y¿k biyolojik ºneme sahip bir esterdir. Asetilkolinin g¿­l¿ farmakolojik etkisi 

1906 yēlēnda bulunmuĸtur [38]. Bazē farmakolog ve fizyologlar, bu esterin 

sadece sinir u­larēndan etkilendiĵi organa veya sinir ucundan ikinci sinir 

h¿cresine, sinir impulsu taĸēma gºrevi olduĵuna inanēlēyordu. Son yēllarda 

yapēlan ­alēĸmalarda bu esterin sadece bir gºrevi yapmadēĵē ayrēca sinir ve 

kas lifleri boyunca biyoelektriksel akēmēn oluĸmasēnda da gºrevli olduĵu 

bulunmuĸtur [13,14,23]. 

 

ķekil 2.10. Asetilkolin molek¿l¿n¿n ĸematik olarak gºsterimi 
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Kolinin kolinasetilaz enzimi etkisi altēnda asetilkoenzim A ile asetillenmesi 

sonucu oluĸur (ķekil 2.11).  
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ķekil 2.11. Asetilkolinin oluĸum mekanizmasē 

 

2.2.3. DTNB (5,5ô-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit) 

 

DTNB tepkime ortamēnda bulunan serbest tiyol gruplarēnēn (s¿lfidril gruplarē) 

spektroskopik olarak tayininde kullanēlan ve Ellman ajanē olarak bilinen bir 

belirte­tir. Serbest s¿lfidril gruplarē DTNB ile tepkimeye girerek oluĸan sarē 

renkli anyon TNB (2-nitro-5 tiyobenzoat) bazik ortamda pH 7 - 8,5 

ºl­¿lmesiyle tayin edilir. ķekil 2.12ôde tepkime mekanizmasē gºsterilmiĸtir 

[32,33].  
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ķekil 2.12. DTNB tepkime mekanizmasē 
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2.3. Nanopartik¿l  

 

Nanometre boyutlarēndaki inorganik bileĸikler diĵer maddelerden daha 

farklēdērlar. ¢¿nk¿ elektron tutucu etki gibi yapēsal boyutlarēna ºzg¿ ºzelliklere 

sahiptirler. Boyutlarē 1-100 nm arasēnda olan, bazē ºzel durumlarda ise 200-

300 nmô nin de kabul edildiĵi bileĸikler ñnanopartik¿lñ olarak adlandērēlērlar 

[34]. Nanopartik¿l gºr¿nt¿s¿ ķekil 2.13ô de gºsterilmiĸtir.  

 

 

ķekil 2.13. Silika nanopartik¿l gºr¿nt¿s¿ 

 

G¿n¿m¿zde bir­ok sektºrde devrim niteliĵinde bir potansiyele sahip olan ve 

heyecan verici bir hēzla geliĸen nanoteknoloji genel bir ifadeyle, ­eĸitli 

ara­larēn, malzemelerin ve yapēlarēn molek¿ler d¿zeyde iĸlenmesi, 

d¿zenlenmesi ve yaratēlmasē olarak tanēmlanmaktadēr. Bug¿n bilim adamlarē 

doĵada var olan bu nano ºl­ekteki olgularē ve yºntemleri ºĵrenmeye ve 

kendi kendini ­oĵaltabilen, denetleyebilen, kontrol edebilen, onarabilen 

ara­lar, malzemeler ve yapēlar oluĸturmaya ­alēĸmaktadērlar. Nano birimi ile 

aslēnda 100 - 0.1 nanometre (nm) (10x10-7 metre ile 10x10-10 metre) 

arasēndaki herhangi bir b¿y¿kl¿k ifade edilmektedir. Karĸēlaĸtērabilmek 

amacēyla ºrnek vermek gerekirse; gºr¿n¿r ēĸēĵēn dalga boyu 400 ile 700 nm 

arasēnda deĵiĸmektedir.  
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Nanometre terimi, antik Yunanca óda ñc¿ceò anlamēna gelen ñnanoò kºk¿nden 

gelmektedir. Nanometre, metrenin milyarda biri kadar olan bir ºl­¿d¿r ve 

yaklaĸēk 10 atomluk bir geniĸliĵi kapsamaktadēr [1nm=10ï9 m]. Karĸēlaĸtērma 

a­ēsēndan bir sa­ telinin 150 000 nanometre olduĵu sºylenebilir ya da harfleri 

10 nm boyutunda basēlērsa 30 bin sayfalēk Brittanica ansiklopedisi bir toplu 

iĵne baĸēna sēĵdērēlabilir. 

 

Nanopartik¿llerin ºzg¿l y¿zey alanē ­ok b¿y¿k, par­acēĵēn y¿zey enerjisi 

y¿ksek, partik¿l y¿zeyinin kimyasal ºzellikleri ­ok aktiftir. Bu sebeple son 

yēllarda tēp, kimya, eczacēlēk, biyoloji, biyoteknoloji vs. gibi alanlarda yapēlan 

araĸtērmalara konu olmaktadēr [35]. Nanopartik¿l ile y¿zey modifikasyonu 

sonucunda, y¿zey kimyasē ve y¿zey p¿r¿zl¿l¿ĵ¿ ¿zerinde tam ve baĵēmsēz 

kontrol saĵlanmaktadēr. Nanopartik¿llerin fonksiyonalitesi ve boyutlarē, 

nanopartik¿llerin y¿zeylere baĵlanma yoĵunluĵu ve nanopartik¿ller 

aralarēndaki mesafe deĵiĸtirilerek modifiye y¿zeylerin ºzellikleri deĵiĸtirilebilir 

[36]. 

 

2.3.1. Silika nanopartik¿l 

 

Nanopartik¿llerin boyutlarē onlarēn ºzelliklerini belirlemede ve biyolojik 

uygulamalardaki kullanēlabilirliklerinde ºnemli rol oynar. B¿y¿kl¿kleri 20 nm 

óden k¿­¿k olan silika nanopartik¿ller suda y¿ksek ­ºz¿n¿rl¿k ve kolloidal 

kararlēlēk gºsterirler. Nanopartik¿ller biyomedikal uygulamalarda spesifik 

etkileĸimleri ve sterik engelleri en aza indirmekte ºnemli rol oynar [34]. 

 

K¿resel ĸekli, dar boyut daĵēlēmē, geniĸ y¿zey alanē ve p¿r¿zs¿z y¿zeyi silika 

nanopartik¿llerin kullanēm avantajlarēndan birka­ēdēr. Sulu ortamda, 

elektriksel ­ift tabaka sebebiyle agrege olmalarē ise nanopartik¿llerin 

dezavantajēdēr.  

 

¢ekirdek-kabuk nanopartik¿ller kendilerinin tek bileĸenli yapēlarēna gºre daha 

geliĸmiĸ fiziksel ve kimyasal ºzellik gºstermeleri nedeniyle dikkat 
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­ekmektedir (ķekil 2.14). M¿kemmel optik, elektrik, termal, mekanik, elektro-

optik, manyetik ve katalitik ºzelliklerinden dolayē ¢ekirdek-kabuk k¿relerin 

hazērlanmasēyla ilgili ­alēĸmalar son yēllarda artmēĸtēr [37]. ¢ekirdek ve kabuk 

k¿releri birleĸerek core-shell nanok¿releri oluĸturduklarēnda ilgin­ fonksiyonel 

ve karakteristik ºzellik gºstermektedir. 

 

 

ķekil 2.14. ¢ekirdek-kabuk nanopartik¿lin ĸematik gºr¿nt¿s¿ 

 

¢ekirdek-kabuk nanopartik¿llerin hazērlanmasē i­in pek ­ok yºntem 

geliĸtirilmiĸtir. Bunlar em¿lsiyon polimerizasyonu [38,39], dispersiyon 

polimerizasyonu [40,41], in-situ polimerizasyonu [42,43], atom transfer 

radikal polimerizasyonu ve miniem¿lsiyon polimerleĸmesidir. Ayrēca ­ekirdek-

kabuk nanopartik¿ller alerjik tepkimeleri ºnlemede ºnemli rol oynarlar.  

 

¢ekirdek-kabuk silika nanopartik¿ller ila­ salēmē, gen transferi, enzim 

immobilizasyonu gibi ­ok ­eĸitli uygulamalarē nedeniyle ­ok ilgi gºrmektedir. 

Sabit yapēlē ve kanallē boĸ nanopartik¿ller ­ekirdek silikalarēn i­i ve dēĸē 

arasēnda madde alēĸveriĸin kolaylaĸtērdēĵē i­in pratik uygulamalarda dikkat 

­ekici bir yºntemdir. 
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2.3.2. PEI (Poli(etilen imin) 

 

Poli(etilen imin) (PEĶ) tipik suda ­ºz¿n¿r poliamindir. Makromolek¿l 

zincirlerindeki amino gruplarēnēn azot atomu miktarē fazladēr. Ticari PEĶôin 

molek¿lleri sēk sēk dallanmēĸ zincirlere sahiptir, yaklaĸēk 1:2:1 oranlarēnda 

birincil, ikincil ve ¿­¿nc¿l amino gruplarē i­ermektedir. PEĶ makromolek¿lleri 

verilen elektronlarēn kuvvet ºzelliklerine sahiptir, makromolek¿lde bulunan 

­ok miktardaki azot atomlarē sebebiyle ­ok kuvvetli hidrofilik ºzellik gºsterir 

ve kuvvetli hidrojen baĵē etkileĸimi PEĶ ve proton dºnorlarē arasēnda 

oluĸturulabilir. Molek¿l zincirlerindeki amino gruplarēnēn ­oĵunluĵu pH<10 da 

ki sulu ­ºzeltide protonize haldedir. Bu y¿zden PEĶ katyonik polielektrolit 

t¿r¿d¿r. PEĶôin ºzellikleri bir­ok araĸtērmacēnēn ilgisini ­ekmektedir. PEĶ 

ayērma, arētma ve biyomakromolek¿llerin immobilizasyonunda, pH sensºr¿ 

ve biyosensºr yapēmēnda, ila­ serbestleĸtirme sistemlerinde vb. 

kullanēlmaktadēr. ķekil 2.15ô de PEIôin kimyasal yapēsē verilmiĸtir.  

  CH2 CH2 N

H

[ ]n
 

ķekil 2.15. PEĶôin kimyasal yapēsē 

 

Yapēlan bir araĸtērmada PEĶ ɔ-kloropropil trimetoksisilan (CP)ôēn baĵlanma 

etkisi yolu ile silika jel partik¿llerinin y¿zeyine aĸēlanmēĸ, ¿rik asit i­in kuvvetli 

adsorpsiyon etkisi ile birleĸik adsorpsiyon materyali PEĶ/SiO2 hazērlanmēĸtēr. 

Kuvvetli fiziksel adsorpsiyonun etkisi ile ­ok kuvvetli adsorpsiyona sahip silika 

partik¿llerine aĸēlanan PEĶóin makromolek¿lleri PEĶ ve 2,6,8-trihidroksipurin 

arasēndaki hidrojen baĵē etkileĸimlerine neden olmuĸ ve kesin boyutun 

kimyasal adsorpsiyonu Schiff bazē tepkimesine yol a­mēĸtēr. PEĶ/SiO2 ¿rik 

asit i­in g¿­l¿ adsorpsiyon yeteneĵi gºsterir. Oysa asidik ve bazik ­ºzeltide 

adsorpsiyon zayēftēr. Sēcaklēĵēn PEĶ/SiO2 ónin adsorpsiyonu ¿zerine etkisi 

incelenmiĸ ve artan sēcaklēk ile adsorpsiyon kapasitesinin arttēĵē bulunmuĸtur 

[44]. 
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PEĶôin doĵrusal makromolek¿l zincirlerindeki amino gruplarēnēn azot atomlarē 

miktarēnēn fazla olmasē ­ok g¿­l¿ ĸelat etki oluĸturmasēna neden olur. Bu 

sebeple eĵer toprak alkali metal iyonlarēnēn y¿ksek i­eriĵi varsa PEĶ aĵēr 

metal iyonlarē i­in yeni tutucu ajan t¿r¿d¿r. Aĵēr metal iyonlarēnēn adsorpsiyon 

ayērma alanlarēnda PEĶôin uygulanmasē geliĸmektedir. ¥rneĵin; iyon y¿zeyine 

PEĶ kaplanmasē sonucunda sulu ortamdan ­ēkan aĵēr metal iyonlarē ile re­ine 

ya da silika jel tanecikleri deĵiĸir, bu fiziksel iĸlemdir ve adsorpsiyon verimi 

sēnērlēdēr.  

 

Adsorpsiyon lifinin y¿zeyine aĸēlanan PEĶ adsorpsiyon lifi adsorpsiyon 

ºzelliklerini d¿zeltir. Yapēlan bir ­alēĸmada aĵēr metal iyonlarē i­in adsorpsiyon 

materyalinin kimyasal yapēsē tasarlanmēĸtēr. ¥ncelikle Cu+2, Cd+2 ve Zn+2 ile 

doĵrusal PEĶ óin kordinasyon prosesleri gºr¿n¿r ēĸēk absorpsiyon 

spektroskopisi ve ĸelat iletkenlik titrasyon metodu kullanēlarak ­alēĸēlmēĸ ve 

ĸelatlarēn yapēlarē belirlenmiĸtir. Daha sonra PEĶ ɔ-kloropropil trimetoksilanēn 

(CP) baĵlanma etkisi ile silika jel partik¿llerinin y¿zeyine aĸēlanmēĸ ve aĵēr 

metal iyonlarēnē adsorplama kabiliyeti ile orijinal birleĸik adsorpsiyon materyali 

PEĶ/SiO2ôēn ĸelat adsorpsiyon ºzellikleri statik ve dinamik metodlar ile 

araĸtērēlmēĸtēr. Cu+2, Cd+2 ve Zn+2 ile PEĶóin reaksiyona girmesi kolaydēr. 

Ligantlar ile suda ­ºz¿n¿r ĸelatlar oluĸturulmuĸtur. Aĵēr metaller iyonlarē i­in 

­ok g¿­l¿ ĸelat adsorpsiyon yeteneĵine sahip olan PEĶ/SiO2 óin adsorplama 

yeteneĵi Cu+2 > Cd+2 > Zn+2 ĸeklinde bulunmuĸtur [45]. 

 

Yapēlan bir baĸka ­alēĸmada PEĶ/Akrilamit (AAm) hidrojelleri PEĶ ve AAm óin 

farklē oranlarēnē i­eren sulu ­ºzeltilerin ɔ radyasyon polimerizasyon/­apraz 

baĵlanma ile sentezlenmiĸtir. Sentezlenen hidrojellerin jelleĸme y¿zdesi ve 

ĸiĸme denge derecesi (EDS) araĸtērēlmēĸtēr. Elde edilen hidrojellerin 

bileĸimlerinin beslenme bileĸimlerinden farklē olduĵu bulunmuĸtur. Ķyon 

kromotografisi tekniĵi ile hidrojelin adsorpladēĵē Pb(ȽȽ) ve Cd(ȽȽ) ónin miktarlarē 

belirlenmiĸtir. PEĶ/AAm hidrojellerinin maksimum b¿k¿lme kapasitesi Pb(ȽȽ) 

ve Cd(ȽȽ) i­in sērasēyla 19,0 ve 12,6 mg/g olarak bulunmuĸtur. PEĶ/AAm 
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hidrojelleri 50ppm den daha az deriĸimde saf AAm hidrojelinden daha ­ok 

metal kaldērma verimine sahip olduĵu belirlenmiĸtir [46].  

 

2.4. Ķmmobilizasyon 

 

Ķmmobilizasyon; suda ­ºz¿nen ve ­ºzeltide serbest hareket edebilen enzim 

molek¿llerinin suda ­ºz¿nmeyen polimerik destek materyaller kullanēlarak 

hareketlerinin sēnērlandērēlmasēna denir. 

 

Enzimler suda ­ºz¿nmeyen bir taĸēyēcēya fiziksel ve kimyasal baĵlanma ile 

veya polimerik bir matriks i­erisinde hapsedilerek immobilize edilebilirler. 

Ķmmobilizasyon uygulamalarē sadece enzimlere deĵil h¿cresel organellere, 

mikrobiyal h¿crelere, bitki h¿crelerine ve hayvan h¿crelerine v.b. 

uygulanabilir. 

 

Enzim immobilizasyonun da ama­ yalnēz istenilen anda enzimi tepkime 

ortamēndan uzaklaĸtērmak deĵil, aynē zamanda immobilizasyon sonucunda 

enzimatik aktivitede de ­ok ºnemli bir d¿ĸmenin de olmamasēdēr. Bu sebeple 

immobilizasyon ­ok ēlēman koĸullarda ger­ekleĸtirilmelidir. Enzimin taĸēyēcēya 

aktif merkezi oluĸturan aminoasit kalēntēlarē ¿zerinden baĵlanmasēnē ºnlemek 

i­in enzim aktif merkezinin hangi aminoasitlerden oluĸtuĵu bilinmeli ve buna 

gºre uygun destek materyal se­ilmelidir. 

 

Son 20-30 yēlda enzim immobilizasyonunun yanēnda mikroorganizma 

immobilizasyonu da ºnem kazanmēĸtēr. Substrat, mikroorganizmanēn i­erdiĵi 

enzimlerden biri i­in ºzg¿l ise saf bir enzimin immobilizasyonu yerine bunu 

i­eren mikroorganizmanēn immobilizasyonu ve saflaĸtērēlmasēna gerek 

kalmayacaĵēndan ekonomik a­ēdan b¿y¿k yarar saĵlamaktadēr. ¥zellikle son 

¿r¿n elde edebilmek i­in birden fazla enzimden yararlanēlēyor ve problem 

yaratmēyor ise enzim yerine mikroorganizma immobilizasyonu ­ok 

ekonomiktir [47,48]. 
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Ķmmobilize enzimlerin en ºnemli avantajlarē [49,50]: 

- Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklaĸtērēlabilir (s¿zme, 

santrif¿jleme v.b.) ve ¿r¿nlerin enzim tarafēndan kirletilmesi gibi bir problem 

yaratmaz. 

- ¢evre koĸullarēna (pH, sēcaklēk v.s.) karĸē daha dayanēklēdēr. 

- Bir­ok kez ve uzun s¿re kullanēlabilir. 

- S¿rekli iĸlemlere uygulanabilir. 

- Doĵal enzime kēyasla daha kararlēdēr. 

- ¦r¿n oluĸumu kontrol altēnda tutulabilir. 

- Birbirini izleyen ­ok adēmlē reaksiyonlar i­in uygundur. 

- Bazē durumlarda serbest enzimden daha y¿ksek bir aktivite gºsterebilir. 

- Enzimin kendi kendini par­alamasē olasēlēĵē azalēr. 

- Mekanik ­alēĸmalar i­in uygundur.  

 

Ķmmobilize enzimlerin bazē dezavantajlarē da vardēr. Bunlarēn baĸlēcalarē 

aĸaĵēda ºzetlenmiĸtir [51]. 

 

1. Ķmmobilizasyon iĸlemi boyunca enzim aktifliĵi azalabilir veya 

kaybolabilir. 

2. ¢ok basamaklē immobilizasyon iĸlemlerinde enzim kararlēlēĵē sēnērlēdēr. 

3. Enzim taĸēyēcēlarēnēn maliyeti y¿ksektir. 

 

Enzimlerin immobilize edilmesinin en ºnemli avantajlarē ¢izelge 2.1ôde 

ºzetlenmiĸtir. 
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¢izelge 2.1. Serbest ve immobilize enzim ºzelliklerinin karĸēlaĸtērēlmasē 
 

 
SERBEST ENZĶM 

 
ĶMMOBĶLĶZE ENZĶM 

1. Reaksiyon sonunda ortamdan 
uzaklaĸtērēlmasē g¿­t¿r  

1. S¿zme, santrif¿jleme gibi basit 
 yºntemlerle ortamdan kolayca 
ayrēlēr. 

2. ¦r¿nlerde azda olsa kirlilik yapar.  
 

2. Tamamen ayrēldēĵēndan ¿r¿nlerde 
kirlilik sºz konusu olmaz. 

3.¢evre koĸullarēndan daha kolay 
etkilenirler.  

3. ¢evre koĸullarēna daha 
dayanēklēdēr. 

4. Her ºrnek bir kere ve kēsa s¿re 
kullanēlēr. 

4. Bir­ok kez ve uzun s¿re 
kullanēlabilir.  

5. Kararsēz ve dayanēksēzdēr.  5. Daha dayanēklē ve kararlēdēr. 

6. Birbirini izleyen ­ok adēmlē 
reaksiyonlarda kullanēlmaz. 

6.¢ok adēmlē reaksiyonlara 

uygundur. 

7. Aktivitesini ­abuk kaybeder.  
 

7. Basit immobilizasyon yºntemleri 
aktiviteyi artērēr. 

8. Kendi kendini par­alayabilir.  
 

8. Kendi kendini par­alama 
minimuma indirgenir. 

 

2.4.1. Taĸēyēcē destek materyali 

 

Ķyi bir destek materyalinde b¿y¿k y¿zeysel alan, ge­irgenlik, hidrofilik 

karakter, ­ºz¿nmezlik, kimyasal, mekanik ve termal kararlēlēk, y¿ksek 

tutuculuk, uygun bi­im ve par­a b¿y¿kl¿ĵ¿, mikrobiyolojik saldērēlara karĸē 

diren­ gibi ºzellikler aranēr. Bu ºzellikler enzim aktifliĵinin korunmasēnē ve 

iĸlem kararlēlēĵēnē arttērēr [52]. 

 

Enzim immobilizasyonun da kullanēlan ­eĸitli organik ve inorganik materyaller 

¢izelge 2.2' de verilmiĸtir. 
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¢izelge 2.2. Enzim immobilizasyonu i­in kullanēlan destek materyalleri 
 

 

Ķmmobilizasyonda kullanēlan destek materyallerinde ­eĸitli ºzellikler aranēr. 

[53].  

 

Bunlar; 

1. Hidrofilik karakter 

2. Suda ­ºz¿nmeme 

3. Gºzenekli (porºz) yapē 

4. Mekanik stabilite ve uygun par­acēk formu 

5. Kimyasal veya termal kararlēlēk 

6. Mikroorganizmalara karĸē diren­lilik  

7. Ucuzluk 

8. Zehirsizlikdir. 
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Ķmmobilizasyon sērasēnda enzim molek¿llerinde yapēsal deĵiĸiklikler olabilir. 

Ķmmobilize enzimin hareketleri ­eĸitli faktºrlere baĵlēdēr. Bunlar, 

immobilizasyonda kullanēlan kimyasallarēn tipi, destekle enzimin karĸēlēklē 

etkileĸmesi, aktifleĸtirici veya ­apraz baĵlayēcē kimyasallar ile enzimin 

etkileĸmesi olarak belirtilebilir. Enzimin katē destek ¿zerinde immobilizasyonu 

enzimin etrafēndaki mikro­evreyi etkileyebilir, bu da enzimin gºr¿nen 

davranēĸlarē ¿zerinde bazē deĵiĸiklikler oluĸturabilir [54]. Bunlar; bºlme etkisi, 

dif¿zyon sēnērlamasē, yapēsal deĵiĸiklikler, sterik sēnērlamalar ve inaktivasyon 

olarak sºylenebilir. 

 

2.4.2. Enzim immobilizasyon yºntemleri 

 

Kelime anlamē olarak immobilizasyon, hareketi sēnērlandērma demektir. 

Ķmmobilize edilen enzimlerin ger­ekten hareketleri sēnērlandērēlmēĸ olmaktadēr. 

Ķmmobilize enzim ­er­eve bir isim olup ótutuklanmēĸô, ó­ºz¿nmez hale 

getirilmiĸô, óbaĵlanmēĸô gibi terimleri kapsamaktadēr. Ķmmobilizasyon 

yºntemleri enzimler i­in kullanēldēĵē gibi mikroorganizma h¿crelerini 

tutuklamak i­inde kullanēlabilir. Bug¿n 100ô ¿n ¿zerinde immobilizasyon 

tekniĵi geliĸtirilmiĸtir. 

 

Enzim immobilizasyon yºntemlerin sēnēflandērēlmasē ķekil 2.16ô da verilmiĸtir 
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 Enzim Ķmmobilizasyon    

Yºntemleri 

    

           

  Baĵlama      Tutuklama   

          

¢apraz 

cBaĵlama 

 

 Enzim 

Kopolime- 

rizasyonu 

 Taĸēyēcēya 

Baĵlama 

 Jelde 

tutuklama 

 Mikro 

kaps¿lleme 

 Lipozom 

tekniĵi 

           

           

Fiziksel 

adsorpsi-

yon 

 Adsorpsiyon 

ve ­apraz 

baĵlama 

 Ķyonik 

baĵlama 

 ķelat 

baĵlama 

 Kovalent 

baĵlama 

 Biyospesifik 

baĵlama 

 
ķekil 2.16. Enzim immobilizasyon yºntemlerinin sēnēflandērēlmasē 
 

Enzim immobilizasyonunda kullanēlacak yºntemi se­erken, immobilizasyon 

sērasēnda veya immobilizasyondan sonra enzim aktif merkezinin zarar 

gºrmeyeceĵi bir yºntem olmasēna dikkat edilmelidir. Bºyle bir se­im 

yaparken enzimin yapēsē ­ok iyi bilinmelidir. Enzim ile destek arasēnda 

herhangi bir baĵlanma sºz konusu ise ya bu baĵlanmanēn aktif merkez 

¿zerinden ger­ekleĸmeyeceĵi destekler se­ilmeli yada immobilizasyon iĸlemi 

sērasēnda aktif merkez korunmalēdēr [55]. Enzim immobilizasyon yºntemleri 

­ok farklē kaynaklarda deĵiĸik ĸekillerde sēnēflandērēlmalarēna karĸēn fiziksel ve 

kimyasal olmak ¿zere iki ana baĸlēk altēnda toplanabilir. 

 

1. Kimyasal Yºntemler 

a)Kovalent baĵlanma 

b)¢apraz baĵlanma 

2. Fiziksel Yºntemler 

a)Adsorpsiyon ile immobilizasyon 
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b)Hapsetme ile immobilizasyon 

i)Mikrokaps¿l ile hapsetme  

ii)Kafes tipi hapsetme  

 

Kimyasal Metotlar  
 

Kimyasal immobilizasyon metotlarē suda ­ºz¿nmeyen aktifleĸtirilmiĸ polimer 

ile enzim arasēnda kovalent baĵ oluĸumu veya birden fazla enzim molek¿l¿ 

arasēnda ­apraz baĵ oluĸumunu gerektirir. Kimyasal metotlar ­oĵunlukla 

tersinmezdir. Serbest enzimin yeniden geri kazanēlmasē m¿mk¿n deĵildir 

[56]. 

 

Kimyasal yºntemle immobilizasyonla birlikte enzimin kimyasal ve fiziksel 

ºzellikleri de deĵiĸebilir. Bazē organik fonksiyonel gruplar ­ēkarēlarak , farklē 

yapēda ve aktivitede gruplar elde edilebilir. Bºylece immobilize edilmiĸ 

enzimlerin, serbest haldeki ºzelliklerine gºre deĵiĸmeler gºzlenebilir. 

Kararlēlēk ve dayanēklēlēk a­ēsēndan pek ­ok ¿st¿nl¿kleri ortaya ­ēkarken 

kinetik ºzelliklerinde de farklēlēklar gºr¿l¿r. Kimyasal baĵlanma ile 

immobilizasyonun ¿st¿nl¿ĵ¿, immobilize enzimin ­ok kararlē olmasē, destek 

maddesinin ­ok dayanēklē olmasē gibi ºnemli avantajlarē vardēr. Bunun 

yanēnda immobilizasyon veriminin sēnērlē olmasē, reaksiyon ĸartlarēnēn ­ok 

ºzel olmasē, kimyasal olarak inert olan destek maddelerine uygulanamamasē 

gibi bazē dezavantajlarē da vardēr [57]. Kimyasal baĵlanma ile immobilizasyon 

kovalent ve ­apraz baĵlanma olarak iki grupta incelenir. 

 

a)Kovalent baĵlanma  

 

Enzim ile suda ­ºz¿nmeyen aktifleĸtirilmiĸ destek arasēnda kovalent baĵ 

oluĸumu enzim immobilizasyonunda sēk kullanēlan bir yºntemdir. Bu 

yºntemin saĵladēĵē yararlar, enzim t¿revlerinin kararlē olmasē ve enzimin 

­ºzeltiye ge­memesi olarak sēralanabilir. 
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Kovalent baĵlanma yºnteminin en b¿y¿k avantajē, baĵlarēn ­ok kuvvetli 

olmasē, bºylece her t¿rl¿ akēĸ ortamēnda kullanēlabilirliĵidir. Enzim destek 

materyali ¿zerinde yer aldēĵēndan substrat ile temasē kolaydēr (ķekil 2.17). 

Ayrēca enzim molek¿l¿ ve destek materyali birlikte genellikle ēsēl kararlēlēk 

gºsterirler. Yºntemin dezavantajē, destek materyali ile enzim arasēndaki sēkē 

etkileĸim enzimin doĵal konformasyonunu bozabilir [58]. 

 

 

ķekil 2.16.Enzim ile destek materyali arasēndaki kovalent baĵlanmanēn 
ĸematik gºsterimi 

 

b)¢apraz baĵlanma 

 

K¿­¿k molek¿ll¿ iki veya daha ­ok fonksiyonlu maddeler (reaktifler), enzim 

molek¿lleri ile aralarēnda baĵ yaparak sonu­ta suda ­ºz¿nmeyen 

komplekslerin oluĸmasēnē saĵlarlar. ¢apraz baĵlanma derecesi ve 

immobilizasyon, protein ve reaktif konsantrasyonuna, pH ve immobilize 

edilecek enzime ­ok baĵlēdēr. Molek¿l i­i baĵlanmalar yanēnda molek¿ller 

arasē baĵlanmalarda sºz konusudur [59]. Bu yºntemin en ºnemli avantajē, tek 

bir iĸlemde enzimleri immobilize etmek i­in fonksiyonlu maddelerin 

kullanēlabilmesidir. Yºntemin dezavantajē ise molek¿ller arasē ­apraz 
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baĵlanma reaksiyonun kontrol edilmesindeki g¿­l¿klerdir. ķekil 2.18ô de 

enzimin destek metaryeline ­apraz baĵlanmasē gºsterilmektedir.  

 

 

ķekil 2.17. Enzimin ­apraz baĵlanmasēnēn gºsterimi 

 

Fiziksel Metotlar 

 

Fiziksel metotlar ile enzimin belirli bir yere tutturulmasē veya hapsedilmesi 

prensibine dayanan bir metottur. Enzimlerin immobilizasyonu bazē fiziksel 

kuvvetlerin etkileĸtirilmesiyle elektrostatik, protein-protein etkileĸmesi, iyonik 

baĵlarēn oluĸumu vb. enzimin destek maddesindeki mikrobºlmeler i­erisinde 

veya gºzenekli membranlarda tutturulmasēyla saĵlanēr. Fiziksel 

immobilizasyon metotlarē tamamen tersinirdir. Bazē ºzel ºrneklerde gºz ardē 

edilemeyecek kadar tersinmez baĵ oluĸumlarē da gºzlenebilir. Fiziksel 

metotlar adsorpsiyon ve hapsetme ile immobilizasyon olarak iki gruba 

ayrēlabilir.  

 

a)Adsoprsiyon ile immobilizasyon 

 

Bu metot ­ok eski ve basit bir immobilizasyon metodudur. Enzim 

immobilizasyonu katē matriks ¿zerinde enzimin fiziksel adsorpsiyonuna veya 

iyonik baĵlanmasēna dayanēr (ķekil 2.19). Fiziksel adsorpsiyonda 

immobilizasyondan sorumlu kuvvetler hidrojen baĵlarē, Van der Waals 

kuvvetleri ve hidrofobik etkileĸimlerdir. Ķyonik baĵlanma ile immobilizasyon, 
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proteinin y¿kl¿ gruplarē ile destek materyalinin karĸēt y¿kleri arasēndaki ­ekim 

kuvvetlerine dayanēr. Enzimin suda ­ºz¿nmeyen materyallerde 

adsorpsiyonu, pH, ­ºz¿c¿ karakteri, iyonik kuvvet, protein ve adsorbanēn 

deriĸimi, sēcaklēk gibi deney koĸullarēna baĵlēdēr. Enzim ile destek maddesi 

arasēndaki zayēf baĵlardan dolayē adsorplanan enzim kullanēm esnasēnda 

taĸēyēcēdan uzaklaĸabilir, bu da metodun bir dezavantajēdēr. Adsorpsiyonla 

immobilizasyon basit, ­eĸitli y¿kl¿ taĸēyēcēlar se­ilebildiĵi ve taĸēyēcēlar farklē 

fiziksel ĸekillerde kullanēlabildiĵi i­in avantajlēdēr. Ayrēca bu metotda enzim 

aktifliĵini b¿y¿k ºl­¿de veya tamamiyle korur. Bu metot tersinirdir ve bu da 

destek maddesinin ve enzimin baĸka ama­larda tekrar kullanēmēnē saĵlar. En 

­ok kullanēlan taĸēyēcē maddeler anyon ve katyon deĵiĸtiricili re­ineler, 

sentetik polimerler, aktif karbon, silikajel, diatomili topraklar, killer, alumina, 

gºzenekli camlar ve seramiklerdir [60,61].  

 

 

ķekil 2.18. Destek metaryeline enzimin adsorpsiyonu 

 

b)Hapsetme ile immobilizasyon 

 

Yarē ge­irgen membranlarda yada polimerik matriklerde enzimin 

hapsedilmesi prensibine dayanan bir yºntemdir (ķekil 2.20) [52]. Enzim, sulu 



30 
 

monomer veya polimer ­ºzeltisinde ­ºz¿l¿r. Polimer ­apraz baĵlanma, ēsē, 

gama radyasyonu veya UV ēĸēnlarēyla baĸlatēlēr ve oluĸan hidrofilik polimer 

i­inde enzim hapsedilir [62,63]. Polimerik matriks, substrat ve ¿r¿n¿n 

dif¿zyonuna izin verirken proteinin dif¿zyonunu engellemesi i­in yeteri 

derecede sēkē olmasē gerekir. Bu metot her ­eĸit enzimi, diĵer 

biyokatalizºrleri, b¿t¿n h¿creleri veya farklē ­aptaki mikroorganizmalarē 

hapsetmek i­in ­ok kullanēlan bir yºntemdir [52]. Hapsetme metodu 

mikrokaps¿l ve kafes tipi olarak iki gruba ayrēlēr.  

 

ķekil 2.19. Destek metaryeline enzimin hapsetme ile immobilizasyonu 

 

i)Mikrokaps¿l ile hapsetme metodu  

 

Bu metotda 10-1000 Õm ­aplē k¿­¿k yarē ge­irgen membranlar i­ine enzim 

molek¿lleri hapsedilmektedir. Yarē ge­irgen membran, b¿y¿k protein veya 

enzim molek¿llerinin mikrokaps¿l dēĸēna ­ēkmasēna engel olurken, k¿­¿k 

substrat ve ¿r¿n molek¿llerinin serbest­e mikrokaps¿l i­ine giriĸ ve ­ēkēĸēna 

izin verir. Enzimlerin mikrokaps¿llenmesi ĸekillerinden birincisi faz ayrēmēdēr. 

Faz ayrēmē metodunda, enzim ve mikrokaps¿l¿ oluĸturan ­ºzelti damlalar 

ĸeklinde ­ºkt¿r¿c¿ye ilave edilir. Diĵer ikinci metot olan, ara y¿zey 

polimerizasyonun da ise enzimin sulu bir ­ºzeltisi, suyla karēĸmayan organik 

­ºzelti i­erisinde em¿lsiye edilir. Ortama eklenen polimer ­ºzeltisi, enzim 

mikro damlalarēnēn etrafēnda membran oluĸturur. Bºylece polimerik membran 

tarafēndan sarēlan enzim mikrokaps¿llenmiĸ olur (ķekil 2.21). 

Mikrokaps¿lleme yºntemi ile hapsetmede herhangi bir modifikasyon 
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olmadēĵēndan enzim aktifliĵi serbest enzim aktifliĵine yakēndēr. Bu yºntem ile 

olduk­a b¿y¿k y¿zey-hacim oranēna ulaĸēlēr [64]. Y¿zey-hacim oranēnēn 

b¿y¿k olmasē, mikrokaps¿l i­erisinde oluĸan enzim substrat reaksiyonunu 

arttērēr. Mikrokaps¿l oluĸumu sērasēnda y¿ksek protein deriĸimine gerek 

olmasē ve y¿ksek molek¿l aĵērlēklē substrat ve ¿r¿nler i­in sēnērlē olmasē, bu 

yºntemin dezavantajlarēdēr. 
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ķekil 2.20. Mikrokaps¿lleme ile immobilizasyon yºntemleri 
 

ii)Kafes tipi hapsetme metodu 

 

Suda ­ºz¿nmeyen ­apraz baĵlē polimerlerin boĸluklar i­inde enzimin 

tutulmasē esasēna dayanan bir metottur. UV veya gama ēĸēnlarē, enzim i­eren 

monomer yada polimer ­ºzeltilerine uygulanarak y¿ksek oranda ­apraz baĵlē 
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bir polimer ĸebekesi oluĸturulur (ķekil 2.22). Enzim molek¿lleri fiziksel olarak 

polimer kafes i­erisinde tutulur ve jel matriksin dēĸēna ­ēkamaz, fakat substrat 

ve ¿r¿n s¿rekli olarak giriĸ-­ēkēĸ yapabilir. 

 

 

ķekil 2.21. Kafes tipi hapsetme metodu ile immobilizasyon 

 

Enzim kimyasal deĵiĸime uĵramaz ve enzimin ºzelliklerinde herhangi bir 

deĵiĸim gºzlenmez. Metot, farklē fiziksel formlarda suda ­ºz¿nmeyen enzim 

t¿revlerinin hazērlanmasēna olanak verir. Jelatinimsi yapēya sahip enzim 

t¿revleri, immobilize bir enzimin hem d¿zenli hem de d¿zensiz y¿zeyler 

¿zerinde kolayca depolanmasēnē saĵlar. 

 

Bu metodun avantajlarē aĸaĵēda sēralanmēĸtēr. 

1. Ortamdaki monomer ve ­apraz baĵlayēcē deriĸimini deĵiĸtirerek farklē 

b¿y¿kl¿kte gºzenek boyutuna sahip polimerik kafesler elde edilebilir. 

2. Polimerleĸme kolay ve hēzlē bir ĸekilde ger­ekleĸebilmektedir. 

3. ¢apraz baĵ oluĸumunda kullanēlan gama veya UV ēĸēnlarē enzimin 

yapēsēnē ve aktifliĵini kimyasal metotlara gºre daha az etkiler. 

 

¢apraz baĵlē polimer aĵlarēndan enzimin sēzmasē, k¿­¿k hacimli substratlar 

i­in sēnērlē olmasē ve makromolek¿ler substrat i­in d¿ĸ¿k aktiflik gºstermesi 

bu yºntemin dezavantajlarēdēr [62,64]. 

 

2.5. Enzim Ķmmobilizasyon Yºntemlerinin Karĸēlaĸtērēlmasē 

 

Ķmmobilizasyon iĸlemi sērasēnda veya immobilizasyondan sonra aktif 

merkezin zarar gºrmeyeceĵi bir yºntem se­ilmelidir. Bºyle bir se­imin 

saĵlēklē olabilmesi i­in enzimin yapēsēnēn ­ok iyi bilinmesi gerekir. Enzim ile 
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taĸēyēcē arasēnda herhangi bir baĵlama sºz konusu ise bu baĵlanmanēn aktif 

merkez ¿zerinden ger­ekleĸmeyeceĵi taĸēyēcēlar se­ilmeli veya 

immobilizasyon iĸlemi sērasēnda aktif merkez korunmalēdēr [65]. Bu koruma 

bazen substrat bazen de yarēĸmalē inhibitºr tarafēndan saĵlanēr. ¢izelge 2.3ô 

de enzim immobilizasyon yºntemleri ­eĸitli bakēmlardan karĸēlaĸtērēlmēĸtēr. 

 

¢izelge 2.2. Ķmmobilizasyon yºntemlerinin karĸēlaĸtērēlmasē 

¥zellik 

Kovalent 

Baĵlama Adsorpsiyon 

Ķyonik 

Baĵlama 

¢apraz 

baĵlama 

yºntemi 

Hapsetme 

yºntemi 

Hazērlanmasē Zor Kolay Kolay Zor Zor 

Enzim aktivitesi Y¿ksek D¿ĸ¿k Y¿ksek Orta Y¿ksek 

Baĵ g¿c¿ Kuvvetli Zayēf Orta Kuvvetli Kuvvetli 

Substrat 

spesifikliĵi 

Deĵiĸebilir Deĵiĸmez Deĵiĸmez Deĵiĸebilir Deĵiĸmez 

Yenilenme M¿mk¿n 

deĵil 

M¿mk¿n M¿mk¿n M¿mk¿n 

deĵil 

M¿mk¿n 

deĵil 

Genel 

uygulanabilirlik 

Orta D¿ĸ¿k Orta D¿ĸ¿k Y¿ksek 

Ķmmobilizasyon 

masrafē 

Y¿ksek D¿ĸ¿k D¿ĸ¿k Orta D¿ĸ¿k 

 

Taĸēyēcēya baĵlanma sonucu enzim molek¿l¿n¿n fiziksel ve kimyasal 

ºzelliklerinin deĵiĸmesi doĵaldēr. Enzim molek¿l¿n¿n hareket yeteneĵi 

sēnērlanēr, konformasyonu deĵiĸir, kimyasal kovalent baĵlanma durumunda 

y¿k¿ ve kimyasal yapēsē deĵiĸir. 

 

2.6. Ķmmobilizasyonun Enzim Aktivitesine Etkisi  

 

Teorik olarak immobilizasyondan sonra enzimin spesifik aktivitesinde d¿ĸme 

beklenir. Fakat hi­ deĵiĸmediĵi veya arttēĵē ºrneklere de literat¿rde 



35 
 

rastlanmaktadēr. Enzim aktivitesindeki d¿ĸmenin baĸlēca sebepleri ķekil 2.23ó 

de verilmiĸtir. 

 

Enzim immobilizasyonunun verimi aktivite hakkēnda fikir vermez. Baĵlē 

enzimin ne oranda aktif enzim molek¿l¿ i­erdiĵi ancak ñaktif merkez tayiniô ile 

belirlenebilir [54]. 

 

ķekil 2.22. Ķmmobilizasyonun enzim aktivitesine etkisi 

 

Enzimin Kararlēlēĵē 

 

End¿striyel ¿retimde kullanēlacak bir immobilize enzim ºrneĵinin kararlēlēĵē en 

ºnemli kriterlerden biridir. Ķmmobilize enzimin kararlēlēĵēndan anlaĸēlan, belirli 

­alēĸma koĸullarēnda enzim aktivitesinin zamana baĵlē olarak korunmasēdēr. 

Enzim aktivite kaybē deĵiĸik sebeplere dayanēr (mikrobiyal yēkēm, sēcaklēĵēn 

etkisi, pH veya kimyasal baĸka etkiler vb.). Bunun dēĸēnda taĸēyēcēnēn 
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par­alanmasē veya baĸka sebepler ile matriksten enzimin uzaklaĸmasē da 

aktivite kaybēna sebep olur. Ayrēca substrat ­ºzeltisindeki kirlilikler tarafēndan 

matriks gºzeneklerinin tēkanmasē da immobilize enzimi etkisiz hale getirir. 

 

2.7. Ķmmobilizasyon Metodunun Se­imi  

 

Yapēlan immobilizasyonun baĸarēlē olabilmesi i­in aĸaĵēdaki faktºrlere dikkat 

edilmelidir. 

 

1. Enzim, immobilizasyonun ger­ekleĸtirileceĵi koĸullarda kararlē olmalēdēr. 

2. Enzimin aktif u­larē, ­apraz baĵlayēcē reaktiflerle reaksiyona girmemelidir. 

¢apraz baĵlayēcē reaktif, enzimin aktif ucuna n¿fuz etmemesi i­in 

olabildiĵince b¿y¿k olmalēdēr. 

3. M¿mk¿n olabildiĵince enzimin aktif ucu korunmalēdēr. S¿lfidril enzimleri 

gibi, glutatiyon veya sistein ile reaksiyona sokularak korunabilir ve daha 

sonra tekrar aktifleĸtirilebilir. 

4. Ķmmobilizasyon sonunda baĵlanmamēĸ enzimi uzaklaĸtērmak i­in 

uygulanan yēkama iĸlemi enzimi etkilememelidir. 

5. Ķmmobilize enzim, bazē kimyasal reaksiyonlarda katalizºr olarak 

kullanēlacak ise immobilizasyon metodu se­ilmeden ºnce reaksiyon doĵasē 

gºz ºn¿nde bulundurulmalēdēr. 

6. Destek materyalinin mekanik ºzellikleri, ºzellikle fiziksel formu ve mekanik 

kararlēlēĵēna dikkat edilmelidir [50]. 
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3. DENEYSEL KISIM  

 

3.1. Deneyde Kullanēlan Kimyasal Maddeler 

 

Asetilkolinesteraz (AChE), (asetilkolin asetilhidrolaz EC 3.1.1.7), 

Asetiltiyokolin iyod¿r(ACh), 5,5ô-Ditiyobis (2-nitro benzoik asit) (DTNB): Fluka 

(Almanya) firmasēndan temin edildi.  

Tetraetil-ortasilikat (TEOS): Sigma (Almanya) firmasēndan temin edildi.  

1-etilï3-(3-dimetilamino-propil) karbodiimid (EDAC) (% 99.0), N 

hidroksis¿ksinimit (NHS) (% 98,0), mutlak Etanol (Ó% 99,5), Poli(etilen)imin 

(PEI), Amonyum Hidroksit (NH4OH) ve 3-(aminopropi )trietoksisilan (APTES) 

Aldrich firmasēndan temin edildi. 

Sodyum dihidrojen fosfat ve disodyum hidrojen fosfat: Merck (Almanya) 

firmasēndan temin edildi. 

 

3.2. Kullanēlan Cihazlar 

 

UV/VIS Spektrofotometre: UNICAM UV/Vis Spektrofotometre 

pH metre                    : Orion pH metre 420A    

¢alkalamalē su banyosu  : ST 402 N¦VE marka sēcaklēk kontroll¿ su banyosu  

 

3.3. Asetiltiyokolin iyod¿r, DTNB ve Asetilkolinesteraz ¢ºzeltilerinin 

Hazērlanmasē 

 

Asetiltiyokolin iyod¿r (substrat) ­ºzeltisi, pH 8 (18,75 mM) fosfat tamponu 

kullanēlarak hazērlandē. DTNB ­ºzeltisi, pH 7 (0,01 M) fosfat tamponu 

kullanēlarak hazērlandē. Asetilkolinesteraz enzim ­ºzeltisi, 20 mL %1 lik jelatin 

­ºzeltisinin 1:200 oranēnda distile su ile seyreltilmesi ile oluĸan seyreltik 

jelatin ­ºzeltisinden hazērlandē. 
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3.4. Asetiltiyokolin iyod¿r Kalibrasyon Eĵrisinin Hazērlanmasē 
 

Kalibrasyon grafiĵi hazērlamak amacēyla farklē deriĸimlerde (18,75-0,5mM) 

asetiltiyokolin iyod¿r ­ºzeltileri hazērlandē. Hazērlanan bu ­ºzeltilerden 20 ÕL 

alēnēp, i­erisinde DTNB ­ºzeltisi (100 ÕL, 0,01 M), 50 ÕL enzim ­ºzeltisi ve 

fosfat tamponu (3 mL, 0,1 M) bulunan karēĸēma ilave edildikten 20 dakika 

sonra UV spektrofotometresi kullanēlarak 412 nmô de aynē ĸekilde hazērlanan 

ancak substrat i­ermeyen blank ­ºzeltisine karĸē absorbans deĵerleri 

ºl­¿ld¿. Asetiltiyokolin iyod¿r deriĸimlerine karĸē gelen absorbans deĵerleri. 

ķekil 3.1ô de gºterilmektedir. 
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ķekil 3.1. Asetiltiyokolin iyod¿r kalibrasyon grafiĵi 
 

3.5. Enzim Ķmmobilizasyonu 
 

3.5.1. Silika nanopartik¿llerin sentezi 
 

Stºber yºntemi ile silika nanaopartik¿ller sentezlendi [66]. Stºber yºntemine 

gºre 114 mL etanol, 6 mL amonyumhidroksit ve farklē hacimlerde (1-5 mL) 

TEOS oda sēcaklēĵēnda 5 saat manyetik karēĸtērēcēyla karēĸtērēldē. Daha sonra 
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nanopartik¿ller ultrosonik banyoda etanolle 3 defa yēkandē. Elde edilen silica 

nanopartik¿ller 25ÁCô lik et¿vde 2 gece bekletilerek kurutuldu.  

3.5.2. Silika nanopartik¿llerin APTES ile modifikasyonu 

 

Elde edilen silica nanopartik¿llerden 1 g alēndē, ¿zerine 50 mL etanol ve 2 mL 

APTES ilave edildi. Tepkime 50 ÁC ôde 18 saat geri soĵutucu altēnda 

karēĸtērēlarak ger­ekleĸtirildi. Elde edilen APTES modifiyeli silika 

nanopartik¿ller  25 ÁCô lik  et¿vde 2 gece bekletilerek kurutuldu. 

 

3.5.3. Silika nanopartik¿llerin PEI ile modifikasyonu 

 

1g PEI 25 mL etanolde ­ºz¿ld¿. Daha sonra 114 mL etanol, 6 mL 

amonyumhidroksit, 1,5 mL TEOS ve etanolde ­ºz¿len PEI iki boyunlu 

reaksiyon balonuna konularak oda sēcalēĵēnda mekanik karēĸtērēcē ile 24 saat 

karēĸtērēldē. Elde edilen PEI modifiyeli silika nanopartik¿ller 25 ÁCô lik et¿vde 2 

gece bekletilerek kurutuldu. 

 

3.5.4. APTES modifiyeli silika nanopartik¿llere enzim immobilizasyonu 

 

¥ncelikle Asetilkolinesterazēn (0,5 mg) asit u­larēnēn aktif hale gelmesi i­in 

EDAC/NHS (1:1, m/m) 2 saat oda sēcaklēĵēnda karēĸtērēldē. Daha sonra 

¿zerine APTES baĵlē 0,5 g silika nanopartik¿l eklenerek oda sēcaklēĵēnda 24 

saat karēĸtērēlarak enzim immobilize edildi. Enzim immobilize edilen APTES 

modifiyeli silika nanopartik¿ller 25 ÁCô lik et¿vde 2 gece bekletilerek 

kurutuldu. 

 

3.5.5. PEI modifiyeli silika nanopartik¿llere enzim immobilizasyonu  

 

¥ncelikle Asetilkolinesterazēn (0,5 mg) asit u­larēnēn aktif hale gelmesi i­in 

EDAC/NHS (1:1, m/m) 2 saat oda sēcaklēĵēnda karēĸtērēldē. Daha sonra 

¿zerine PEI baĵlē 0,5 g silika nanopartik¿l eklenerek oda sēcaklēĵēnda 24 saat 

karēĸtērmak suretiyle enzim immobilize edildi. Enzim immobilize edilen PEI 
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modifiyeli silika nanopartik¿ller 25 ÁCô lik et¿vde 2 gece bekletilerek 

kurutuldu. 

 

3.6. Aktiflik Tayini 
 

3.6.1. Serbest asetilkolinesterazēn aktiflik tayini 

 

Asetilkolinesterazēn aktifliĵi Ellman tarafēndan tanēmlanan metoda gºre tayin 

edildi [74]. 3 mL fosfat tamponu, 20 ÕL asetiltiyokolin iyod¿r (18,75 mM) ve 

100 ÕL DTNB (0,01 M) i­eren karēĸēma 50 ÕL enzim ­ºzeltisi ilave edilerek 

tepkime baĸlatēldē. Tepkime s¿resince sēcaklēk ­alkalamalē su banyosunda 25 

oCô da 20 dakika sabit tutuldu. Oluĸan sarē renkli kompleksin UV 

spektrofotometresi kullanēlarak 412 nm de aynē ĸekilde hazērlanan ancak 

substrat i­ermeyen blank ­ºzeltisine karĸē absorbansē ºl­¿ld¿. Aktiflik, 

zamana karĸē ºl­¿len absorbans deĵerlerinden ve asetiltiyokolin iyod¿r 

kalibrasyon eĵrisinden yararlanēlarak hesaplandē. 

 

Hēz (v) = 
Ў

Ў
 = 
Ў  

Ў
 x 

Ў

Ў  
 

 

Bu eĸitlikte c, g/mL olarak asetiltiyokolin iyod¿r deriĸimindeki deĵiĸimi 

gºsterir. 

 

Asetilkolinesteraz i­in 1 ¿nite enzim veya birim aktiflik, pH=7ôde 1 dakikada 

ve 25ÁC da 1 ɛmol asetiltiyokolin iyod¿r¿ par­alayan enzim miktarēdēr.  

 

3.6.2. Ķmmobilize asetilkolinesterazēn aktiflik tayini 

 

Ķmmobilize asetilkolinesterazēn aktifliĵi bºl¿m 3.6.1ô de a­ēklandēĵē gibi tayin 

edildi. 
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3.7. Aktifliĵe pH Etkisi 

 

3.7.1. Serbest AChE nin aktifliĵine pHô nēn etkisi 

 

Serbest AChEô nin aktifliĵine pH etkisini araĸtērmak amacēyla ­eĸitli pH larda 

(4,0 ï 9,0) fosfat tamponu ile hazērlanan enzim, asetiltiyokolin iyod¿r ve 

DTNB ­ºzeltileri kullanēldē ve bºl¿m 3.6.1ô de belirtilen reaksiyonlar 

ger­ekleĸtirilmek suretiyle aktiflikler tayin edildi.  

 

3.7.2. APTES modifiyeli silika nanopartik¿llere immobilize edilen AChEô 

nin aktifliĵine pHô nēn etkisi 

 

Ķmmobilize enzimin aktifliĵine pH' nēn etkisini incelemek amacēyla ­eĸitli pHô 

larda (4,0 ï 9,0) bºl¿m 3.6.1ô de belirtilen reaksiyonlar ger­ekleĸtirilerek 

aktiflik tayinleri yapēldē. 

 

3.7.3. PEI modifiyeli silika nanopartik¿llere immobilize edilen AChEô nin 

aktifliĵine pHô nēn etkisi  

 

Ķmmobilize enzimin aktifliĵine pH nēn etkisini incelemek amacēyla ­eĸitli pH 

larda (4,0 ï 10,0) bºl¿m 3.6.1ôde belirtilen reaksiyonlar ger­ekleĸtirilerek 

aktiflik tayinleri yapēldē. 

 

3.8. Aktifliĵe Sēcaklēĵēn Etkisi 
 

3.8.1. Serbest AChEô nin aktifliĵine sēcaklēĵēn etkisi 

 

Serbest AChE nin aktifliĵine sēcaklēĵēn etkisini incelemek amacēyla ­eĸitli 

sēcaklēklarda (15ÁC - 40ÁC ) bºl¿m 3.6.1ô deki reaksiyonlar ger­ekleĸtirildi ve 

aktiflikler tayin edildi.  
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3.8.2. APTES modifiyeli silika nanopartik¿llere immobilize edilen AChEô 

nin aktifliĵine sēcaklēĵēn etkisi 

 

Ķmmobilize enzimin aktifliĵine sēcaklēĵēn etkisini incelemek amacēyla ­eĸitli 

sēcaklēklarda (15ÁC - 40ÁC) bºl¿m 3.6.1ô de belirtilen reaksiyonlar 

ger­ekleĸtirilerek aktiflik tayinleri yapēldē. 

 

3.8.3. PEI baĵlē silika nanopartik¿llere immobilize edilen AChEô nin 

aktifliĵine sēcaklēĵēn etkisi 

 

Ķmmobilize enzimin aktifliĵine sēcaklēĵēn etkisini incelemek amacēyla ­eĸitli 

sēcaklēklarda (15ÁC - 45ÁC) bºl¿m 3.6.1ô de belirtilen reaksiyonlar 

ger­ekleĸtirilerek aktiflik tayinleri yapēldē. 

 

3.9. Aktifliĵe Substrat Deriĸiminin Etkisi 
 

3.9.1. Serbest AChE nin aktifliĵine substrat deriĸiminin etkisi 
 

Serbest asetilkolinesterazēn aktifliĵine substrat deriĸiminin etkisini incelemek 

amacē ile deĵiĸik deriĸimlerde (18,75-0,59 mM) hazērlanan substrat 

­ºzeltilerinde bºl¿m 3.6.1ô de belirtilen reaksiyonlar ger­ekleĸtirilerek aktiflik  

 

3.9.2. APTES modifiyeli silika nanopartik¿llere immobilize edilen AChEô 

nin aktifliĵine substrat deriĸiminin etkisi 

 

Ķmmobilize asetilkolinesterazēn aktifliĵine substrat deriĸiminin etkisini 

incelemek amacē ile deĵiĸik deriĸimlerde (18,75-0,59 M) hazērlanan substrat 

­ºzeltilerinde bºl¿m 3.6.1ô de belirtilen reaksiyonlar ger­ekleĸtirilerek aktiflik 

tayinleri yapēldē. 
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3.9.3. PEI baĵlē silika nanopartik¿llere immobilize edilen AChEô nin 

aktifliĵine substrat deriĸiminin etkisi 

 

Ķmmobilize asetilkolinesterazēn aktifliĵine substrat deriĸiminin etkisini 

incelemek amacē ile deĵiĸik deriĸimlerde (18,75-0,59 M) hazērlanan substrat 

­ºzeltilerinde bºl¿m 3.6.1ô de belirtilen reaksiyonlar ger­ekleĸtirilerek aktiflik 

tayinleri yapēldē. 

 

3.10. Depolama Kararlēlēĵē 

 

3.10.1. Serbest AChEô nin depolanma kararlēlēĵē 

 

Serbest AChEônin depolanma kararlēlēĵēnē incelemek amacē ile fosfat 

tamponunda (pH 8; 3 mL, 0,1 M) hazērlanan enzim ­ºzeltisi buzdolabēnda 

4ÁC de saklandē. Belirli aralēklarda enzim ­ºzeltisinden alēnan ºrneklerle 

bºl¿m 3.6.1ô de belirtilen yºntemle aktiflikler tayin edildi. 

 

3.10.2. APTES modifiyeli silika nanopartik¿llere immobilize edilen 

AChEô nin depolanma kararlēlēĵē 

 

Ķmmobilize AChEô nin depolanma kararlēlēĵēnē incelemek amacēyla 

buzdolabēnda 4ÁC de saklanan APTES modifiyeli silika nanopartik¿llerden 

belirli aralēklarla alēnan ºrnekler kullanēlarak bºl¿m 3.6.1ô de belirtilen 

yºntemle aktiflikler tayin edildi. 

 

3.10.3. PEI baĵlē silika nanopartik¿llere immobilize edilen AChEô nin 

depolanma kararlēlēĵē 

 

Ķmmobilize AChEô nin depolanma kararlēlēĵēnē incelemek amacēyla 

buzdolabēnda 4ÁC de saklanan PEI baĵlē silika nanopartik¿llerden belirli 

aralēklarla alēnan ºrnekler kullanēlarak bºl¿m 3.6.1ô de belirtilen yºntemle 

aktiflikler tayin edildi. 
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3.11. Tekrar Kullanēlabilirlik 
 

3.11.1. APTES modifiyeli silika nanopartik¿llere immobilize edilen 

AChEô nin tekrar kullanēlabilirliĵi 

 

Ķmmobilize AChEô nin tekrar kullanēlabilirliĵini incelemek amacē ile belli 

aralēklarla enzim aktiflikleri tayin edildi. APTES modifiyeli immobilize enzim 

kolon sistemine yerleĸtirildi. 3 mL fosfat tamponu, 20 ÕL asetiltiyokolin iyod¿r 

(18,75 mM) ve 100 ÕL DTNB (0,01 M) i­eren karēĸēm s¿rekli sistem ile 

kolondan ge­irilerek aktiflikler tayin edildi. 

 

3.11.2. PEI baĵlē silika nanopartik¿llere immobilize edilen AChEô nin 

tekrar kullanēlabilirliĵi 

 

Ķmmobilize AChEô nin tekrar kullanēlabilirliĵini incelemek amacē ile belli 

aralēklarla enzim aktiflikleri tayin edildi. PEI modifiyeli immobilize enzim kolon 

sistemine yerleĸtirildi. 3 mL fosfat tamponu, 20 ÕL asetiltiyokolin iyod¿r 

(18,75 mM) ve 100 ÕL DTNB (0,01 M) i­eren karēĸēm s¿rekli sistem ile 

kolondan ge­irilerek aktiflikler tayin edildi. 
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4. SONU¢LARIN DEĴERLENDĶRĶLMESĶ VE TARTIķMA  
 

4.1. Silika Nanopartik¿llerin Sentezi ve Tanecik Boyut Analizi 

 

Kolloidal kararlēlēĵa sahip silika nanopartik¿ller, kolaylēkla sentezlenebilmeleri, 

boyutlarēnēn ve boyut daĵēlēmlarēnēn kontrol edilebilmesi a­ēsēndan son 

yēllarda olduk­a ilgi ­ekmektedirler.  

 

1968 yēlēnda Stºber ve arkadaĸlarē kolloidal kararlēlēĵa sahip silika 

nanopartik¿llerin sentezi i­in olduk­a basit bir yºntem ºnermiĸlerdir [66]. Bu 

yºnteme gºre, tetraetilortosilikatēn (TEOS) etanol ve katalizºr olarak 

kullanēlan NH4OH ­ºz¿c¿ karēĸēmē i­erisinde ger­ekleĸtirlen kondenzasyon 

ve hidroliz tepkimeleri sonucunda silika nanopartik¿ller sentezlenmektedir.  

Genellikle hidroliz tepkimesini tek baĸēna hidrolize olabilen TEOS monomeri 

vermektedir (ķekil 4.1.Eĸ. 4.1.). Bu hidroliz tepkimesi sonucu meydana gelen 

ara¿r¿n, kondenzasyon tepkimesi sonucunda silika nanopartik¿llerini 

oluĸturmaktadēr (ķekil 4.1.Eĸ. 4.2.). 

 

Si(OR)4+  H2O (OR)3Si(OH)+ ROH

(OR)3Si(OH)+ H2O SiO2 + 3 ROH                                                        (4.2) 

                                                     (4.1)

 

ķekil 4.1. Stºber metoduna gºre silika nanopartik¿llerinin sentezi 
 

Oluĸan silika nanopartik¿ller ­ºz¿c¿ ortamēndaki NH4
+ iyonlarēndan dolayē 

ortaya ­ēkan elektrostatik itme kuvvetleri sebebiyle kararlē hale gelmektedirler 

(ķekil 4.2.) [67]. 

Si(OCH2CH3)4

TEOS

NH4OH, C2H5OH

silika

OH O-NH4
+

O-NH4
+

OHHO

CH3CH2O
OH

OH

 

ķekil 4.2. Silika nanopartik¿llerinin stabilizasyonu 
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Sentezlenen silika nanopartik¿ller, y¿zeylerindeki hidroksil gruplarēndan 

dolayē polimerlerle ve/veya organik molek¿llerle kolaylēkla fonksiyonel hale 

getirilebilirler.  

 

Farklē miktarlarda TEOS kullanēlarak Stºber metoduna gºre sentezlenen 

silika nanopartik¿llerin Dinamik Iĸēk Sa­ēlēmē (DLS) yºntemi ile ºl­¿len 

hidrodinamik ­aplarē ķekil 4.3ôde verilmiĸtir 
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ķekil 4.3. Silika nanopartik¿l sentezinde kullanēlan farklē TEOS miktarlarē      
                ve nanopartik¿llerin ortalama hidrodinamik ­aplarē 
 

ķekil 4.3ô de gºr¿ld¿ĵ¿ gibi kullanēlan TEOS miktarē arttēk­a hidrat ­apēnda 

artēĸ gºzlenmiĸtir. Hidrat ­apēndaki bu artēĸēn sebebi, nanopartik¿llerin 

agrege olmalarēnēn ve kolloidal kararlēlēklarēndaki azalmanēn bir sonucu 

olabilir. Bu ­alēĸmanēn amacē doĵrultusunda, kolloidal kararlēlēĵē en y¿ksek ve 

agregasyonu en d¿ĸ¿k olan 109 nmô lik hidrat ­apēndaki silika nanopartik¿ller 

enzim immobilizasyonunda kullanēlmak ¿zere se­ilmiĸtir. 
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4.2. Silika Nanopartik¿llerin APTES ile Modifikasyonu 

 

Amin sonlu nanopartik¿ller biyoaktif molek¿llerin spesifik olarak 

baĵlanabilmesi i­in uygundurlar. Ayrēca hidroksil sonlu silika nanopartik¿llere 

enzimin kovalent immobilizasyonu i­in aktif u­larēn olmamasē bu 

nanopartik¿llerin amin sonlu organosilan molek¿l¿ ve PEI ile modifiye 

edilmesi i­in bir etkendir. Bu ama­la, ºncelikle silika nanopartik¿ller 3-

aminopropiltrietoksisilan (APTES) ile modifiye edilmiĸtir [68]. Bu modifikasyon 

i­in ºnerilen mekanizma ķekil 4.4ô de verilmiĸtir. 

 

 
ķekil 4.4. Silika nanopartik¿llerin APTES ile modifikasyon mekanizmasē 
 

Silika nanopartik¿ller ile APTES arasēndaki kondenzasyon tepkimesi 

sonucunda organosiloksan baĵlarē oluĸturulmuĸ ve amino gruplarē 

partik¿llerin y¿zeyine baĵlanmēĸtēr. 

 

4.3. Silika Nanopartik¿llerin PEI ile Modifikasyonu 

 

Enzim immobilizasyonunda kullanēlmak ¿zere y¿zeylerin 

fonksiyonelleĸtirilmesi amacēyla nanopartik¿ller polietilenimin (PEI) polimeri 

ile amin gruplarēnca zenginleĸtirilmiĸtir. Nanopartik¿llerin PEI ile modifikasyon 

mekanizmasē ķekil 4.5ô de verilmiĸtir. 
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ķekil 4.5. Silika nanopartik¿llere PEI baĵlanma mekanizmasē 
 

PEI yapēsēndaki amin gruplarēyla silika nanopartik¿llerin ïOH gruplarē 

arasēndaki H-baĵlarē ve Van der Waals etkileĸimleri sebebiyle PEI polimerinin 

nanopartik¿l y¿zeyine daha ­ok fiziksel adsorbe olduĵu d¿ĸ¿n¿lmektedir 

[69].  

 

Mekanizmada PEIôin birincil ve ikincil amin gruplarē ¿zerinden y¿r¿d¿ĵ¿ 

gºsterilmiĸtir. PEI yapēsēndaki ¿­¿nc¿l amine baĵlē komĸu gruplarēn ve 

dallanmēĸ polimer zincirlerinin sterik engel oluĸturmasē,  ¿­¿nc¿l amindeki 

azot atomunun bir baĵ daha yapmasēyla daha kararsēz bir yapē 

oluĸturmasēndan dolayē nanopartik¿llerin ¿­¿nc¿l amin grubu ¿zerinden 

y¿r¿meyeceĵi d¿ĸ¿n¿lm¿ĸt¿r [70].  

 

4.4. APTES ve PEI Baĵlē Silika Nanopartik¿llere Enzim Ķmmobilizasyonu 

 

Amin sonlu nanopartik¿llerin, biyoaktif molek¿llerin spesifik olarak 

baĵlanabilmesi i­in uygunmolduklarē bilinmektedir. Bu ama­la, ºncelikle 
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Astilkolinesterazēn karboksilli asit gruplarē 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)karbodiimid (EDAC) ve N-hidroksis¿ksinimit (NHS)  ile 

aktif hale getirlmiĸtir. Bu aktifleĸme mekanizmasē ķekil 4.6ô da gºsterilmiĸtir. 

 

 

ķekil 4.6. AChEônin asit ucunun EDAC/NHS varlēĵēnda aktiflenmesi 
 

EDAC/NHS varlēĵēnda aktif hale gelen Asetilkolinesteraz enziminin ïCOOH 

u­larē birincil amin molek¿lleri ile amit baĵē oluĸturmak i­in hazēr durumdadēr. 

Bºl¿m 3.5.4ô de anlatēldēĵē gibi aktifleme yapēldēĵēnda, enzimin yapēsēndaki 

karboksilli asit gruplarēyla silika nanopartik¿llerdeki birincil amin gruplarē 

arasēnda EDAC/NHS varlēĵēnda amit baĵlarē oluĸturmaktadēr.  

 




















































