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Bu -al @ékmada, aset i |[(k@S3Ililwepelieglenamm (REH z i mi
ve 3-ami nopropiltrietoksisilan (APTES) kul

silika nanokartail leaqltl eraej] | anma il e i mmobi
Serbest vV e i mmobilize enzi mler czerine
karargiebiej eexi tl i par ametet en\utimam EHt Ki | er
serbest enzim, APTES ve PEI il e modifiye
-iméerastéefgvea 8 ol arak bulunmuxktur. Opt i mu
enzi m, APTES ve PEI modi fivye edi | mi kK ¢

s ér as3e°’,|3a°C ve35°C olarakbe |l i r | e.rBmir bteist enzi m i
KnveVmadejerl eri s éradkve y00al06M.daks" xelAPTES

ve PEI modi fsiiylei kead inamiokpammo b klg1l ter enzi ml e
ise Kndej er | exl0? ML 2Ix90°M ve Vna dej er | exl0® 3, 09

M.dak?, 1,42x10°M.dak*ar asénda bul unmuktur
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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 °C, 30 °C ve 35 °C respectively.
For free enzyme maximum reaction rate (Vmax) and Michaelisi Menten
constant (Km) values were found 6,35x10° M and 5,00x10* M.min™
respectively, and for immobilized enzyme to APTES-modified and PEI
modified silica nanoparticles were found in the range of 1,19x10%2 M,
2,1x102 M and 3,09x10° M.min™, 1,42x10 M.min™, respectively.

Reuse number and storage stability of acetylcholineesterase were

increased with immobilization.
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SKMGELER VE KI SALTMALAR

Bu- al ékmada kull anél mék bazé simgeler

akajéda sunul muktur.

Simgeler A- ékl ama

uc Derece Celcius

z Zeta potansiyeli

uv Ultraviyole

Km Michaelis sabiti

Vmak Maksi mum heéz

Késal tmal ar A- ekl ama

AChE Asetilkolinesteraz

APTES 3-(aminopropil )trietoksisilan

DTNB 5,52Ditiyobis (2-nitro benzoik asit)

EDAC 1-etili 3-(3-dimetilamino-propil) karbodiimit
FTIR Fourier transform infrared spektrometresi
TEM Ge-irmel. el ektron mi
NSH N-hi droksis¢gksini mit
TEOS Tetraetil-ortasilikat

PEI Poli(etilen)imin

vV e

kr os



1. GKRKK

Nanoteknoloji, g¢ngmgzde tekstil, inkaat
Il eti ki m, tép ve farmakol ojlia ggdlii khmaretne
Nanoteknoloji nanometr e ( nm) be¢yeéekl ¢ ¢nde boyut

teknoloji ol araHK].tanéemlanmaktadeér

Bu der ece k¢- ¢k yapél ar én benzersiz %
takédékl arenén belirlenmesgi ive hanat @knh
alanénda yapeéelan -al é&kmal ar son yéllarda
etmektedir. Nanoteknol ojinin bir-ok wuygul amaseé

far kIl é davranmaséna dayaner . Nano boyu
alané/ haci mmegran®kmaédaha aktif yaparak - ¢
mol ek¢gl l erl e farkl é eakékmmxli ant ebakihadega -

el ektroni k cihazl ar czerinde yojunl akmeé:t

-ok dcdayarakter ma NMNampep aaitgitlaglediezr, nn en S G

teknolojisini olukturmaktader [ 2]

Enzi ml er canl é h¢gcrelerden el de edil mi Kk
dol ayé enzi mler -esi tli kail myz&Psral ol rae &
kull anéel3h&bmpdeks[ canl & sistemlerinde -a

ve yan Sroén ol ukumuna neden ol madan y¢Kk
Enzimlerin spesi fdekrliigiilbiléwabstiat tcepkimelerim ¢ K

katali z|l emel eri nd%me ndloil mky/all |saarineary &€ dear der
katalizli tepkimeler i nhi bi ta%ktli er@ait @ r | er i ndevrei KS uh trri a
tayin etmek i -anmaluzurk zmamaandn é kull aneéel mé
sahip ol mal ar éna kpguleamad md gdat rkylel anél
seéerl eder . Anal i ti kemziamkltea rf dd meaya kk &rutl Il aar
kokull aréna -ok duyarl @asodupp yegekdbaki el
aktifliklerini  kaybederler [4]. ¢e¢enk¢ enzimlekamarpeék dérc
Enzimlerin izolasyonuvear ét €l mas é& ekonomi lenzihlerjni | di r .

bir kez kul | anl@lized edilgrekr tekraganahilimkia | | ané ml ar &



girmeleriekonomi k a-édan b¢¥pki Mhemi haseesi fik

tepkimeleri katalizleme kabi | i yet Ibeiryiokomiyyasah, endg¢ s
analitik alanlarda uygul amal aréné cazip |
Bu - al éenmra dnmnobilizasyonund a  k u | Isilkan @ahoapnar t i k¢l | e
tetraetilortosilika t ( TEOS) , etanol ve amonyak -°9ze
sécakl éeéleindlai bbir h eyla dedde dditdir &kle edilenl ma s é
nanopartike¢ll erin ortal ama - dlebelvlendi.boyut
Parti kgl Kekil ve b¢y ¢ ktogkebu ETENI) ilegtayin i r me | i
edildi. Sent ezi vV e kar akltem i zsady oknu nyaanpoép ar t
aminopropiltrimetoksisilan (APTES) mo | el
getiril di. ¢al ekxkmaneénezil lkkinremi sk é& s rk@&an dnaa nio

polietilenimin (PEI) polimeri ile modifiye edildi. APTES ve polai mer b

nanopartike¢gll erin yapé&slaR ar-adkhklee k ziarsiyloa
bajl e ve polimer i1ile modifiye silika nan
immobilize edildi. mmobi | i ze enzi min aktiflijine
deri Ki mi, depol ama S¢resi vV e s¢rekl i k
nanopartike¢gll ere enzim bajlanma kapasite:
El de edil en sonu-1|ardan, dest ek mat er y a
polime r modi fiyeld. silika nanopartike¢gll er

aktiflijhnoel ebki gt ir



2. GENEL BKLGKLER

21.Enzi mler ve Genel ¥zelli kleri

Enzi mler, canl & organizmal ardaki ki myasa
deji Kuklramaksézén hezlandéran ve hi-Dbir
ol madan %100 verim sajlayan protein yapeé.
kataliz°rl erin en ©°nenggyg- I°ereil Ve [56frds i fkiak
Canl é organgemaéhlrdmen pek -0k tepki
katalizIl enmektedir. Enzim katalizli bir

10°-10* kat daha héezEazigmrerkbbkajangst e kat
sahiptirler. Termodinami k y°&armdé&,n tod plkiarbhe
denge sabitini dej i k't ikatmeeglae maha yfazlal a k & k
artér makt adér | [&olinestedz emanji dakikadaA $09 1000 tane

mol ek ¢l ¢ etkilemektedir. Enzi mlerin bu
mol ekg¢l er bi yoe Gizzkekimya, | bakéekyoloj, z enikrobiyoloji,

geneti k, botani k, tar ém, farmakol oj i,
m¢hendi sli k ve biyoteknol oj i gi bi bilim
ve biyoki myasal alanl ardar7/pygul amal ar éna
Enzi ml erde proteini ol uktur an ami noasi
mol ek¢l Il erin yapésée belirli bir d¢zen
se-icilijini sajl ar. Bazeé enzi mler yaln
protein yameémldmayamtkeir késém i-erirler.
protein dperzména piiotein ol mayan Kkeésména,
ayr él abkoénzimoo rvsekyoafi adk,t °g € k € c gorodietik grugn iasdee 0

verilir. Koenzimler gemnredganikhk emoli ¢ lagli Inent
metal anyon veya katyonl ardan ove koenzim.ile bitlkte e nz i m

AHah®DiEe m di ye adl dnd#atrekari iikrekbly 2k bi

apoenzim olukturur. Apoenzim tek bakeén,.

Enzi

min katalitik olma ©°zellijini veren



g°re -ok daha d¢k¢gk aktivite g°9sterir.

koenziimveapoenzim bir arada ol dujunda g°zl en

HALOENZIM

kekillHaz2.oenzim yapésénén kKemati k g°sterim

Enzim mol ek¢l l erinde aktif b°l ge denil er
bul unur . Aktif b°l gedeki sarmisnaadiétnl ey a pe
uyuml u, é - boyutl u bir ya@app. oBuksur amn
d°n¢Keémegne kat él an vV e katalitik proses
mer kezden sayéleéerl ar. Aktif b°l genin su
substrat kompleksi (ES), ° nce emrziinm kompl eksi ne, daha

serbest enzim ve ¢ [68]n Enzind Rensybstrate birtiirieed 1 r
hidrojen, elektrostatik ve Van der Waals kuvvetleri gibi non-k o val ent (zay

bajlarl a bajl aneéer.



uriin

I substratlar
aktif bolge ‘

<690

enzim enzim-substrat enzim
kompleksi
keki2lEnZIn-substrat kompl eksi czerinden ¢r ¢én
211 Enzi ml erin kataliakth®rzleenra et ki eden f

Birim zamanda ol ukan ¢r¢gn ya da kaybol e

ol arak makhtamd am

A-En zi m DeBEnzimle kuatalizlenen tepkimelerde sub st r at der i Ki
yé¢ksek mi ktarda i se, t) e p ke nmeei nb adke rainkgiémi
orantél e ol arak artmakt adgzeydepkameéhemr

kal ér

B-Substrat Eberiimdiemikatal i zl enen bir tepki
enzim deri kKiminin sabit ol [Bhislée khboikrulliukytl ea
artar ve maksimum héz [ Vmax] dejerine va
Ancak Vmax®© t a substrat dersiakiamiats@éi, kattarzéant
( kek3.l 2



Michaelis - Menten kinetigine uy:
enzimler hiperbolik egri verirler.

<
:
X

Tepkime Hizi

Allosterik enzimler
sigmoidal egri verirler.

1 i 1 L 1 ] 5 | b 5 A A A J

[Substrat]

keki3l Qubstrat deri kKiminin tepkime heéezeéne

C-Secaklngk:ml e katalizlenen bir tepki mede
hezené artérmaktadér. Ancak enzimler pro
sécakl éeéktan i1itibaren enzimin denatg¢rasyo
hezéenda bir azal ma meydana gelecektir.

Serbest ve immobilize enzim aktivitesine

sécakl ék-iegirlidreerki obeld) r | 8mi rgr akeki lbap él
sécakl éek ile deji ki mini g°sterir. Baj él
edilen aktiviteni n yi ne ayné kokull arda ul akél an e

bu oran hi-bir zaman 16den veya %1006den
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kekidl Bnzim aktivitesinin sécakl éja bajlé

D-pH: Enz i m, substrat v e kaseindzii km vmeoyl e klg d 2 iek

takéyan gruplar wvarder. AESO kompl eksini
hezénén maksi mum ol masé i -in bu grupl ar €
ol masé gerflekdédiiki mi[] HH epki me hézéhkée - exki
ol ar ak, katalitik i1 klem i-in genelli&kle
tepki meye girebil mel eri i -in iTyonl akmeéck
gerekir. ¥rnejin, katalitik aktivite i
protonl anmékNHd)wrlumadsaé (ger ekebi lir. Bazi k

protonunu kaybeder ve bu vy¢gzden tepki me
i yonl akmal arda n&fSlbarkowme!| €ekpki mmmumez e dg¢
bir pH6 da tepkime hézéneén -heénz vygirkasfeikj i ol

ejrisi Keklindedir.



2.2. Asetilkolinesteraz

221.Aseti l kol inester az ezeltiklemi (EC 3.1.1.7)
Kolinesterazl ar olarak bilinen enzimler
yana n°robiyoloji, t ép, ziraa&tk mpikbhiadal an
hezla artan bir °nem kazanmaktadér . Bu e
ol duk-a -arpécé gelikmeler sajlanméxk ve
bil i msel sonu- el de edi |l mi ktir. B°yl ece
odaj énda ger Abmékt kol inesteraz enzi mi (
dokul ar da - ok d¢ K¢k deri ki ml er de bul urt
izolasyonu ve X-Ray kri stall ografisi il e amino

-al Kmal ar é& -ok g¢- ol muimdr,sekondelS ereiyer- t a b

e
ve kuarterner yapélarénén aydénl ateéel mase
e

yakén zamanda gexl10EHIH218]kt i ri |l mi ktir [
AChE enzi mi bakl eca beyinde, sinir he¢cr
bulunur [14].

AChE sinrsi steminin belirl:i kesémlarénda n°t
ge°rev yapan asetil kolinin hidroli zini
uyar el mék bir sinir h¢gcresi tar aifag@gndan b

i -erisine saléeméem¢gcBesi siomrradks et i b° 1l gc¢

Kekilde sinir impulsunun dijer sinir hy¢cl
i mpul s Ssinapstan ge- meden °nce i1k i m
asetil kol inin AChE taraf éndaGhE min bur ol i z
aktivitesinin ¢reéenleri transmitter aktiv
[15].

AChE enziminin bilinen en temel fonksiyonu, asetilkolini kolin ve asetata
hidroli ze eder ek kol i nd6-19])i RChEe énkiminini s°nd

reaksiyonmek ani z neaksiél di . p%st er i | mi kti r.



AChE
chtﬁ/\\/DYCHS - - wcjﬁ/\fﬂH + HD\n/CHa
HC 0 H.C
CH, 3 CH, 0
Asetilkolin Kolin Asetik asit
keki5] RChE nin asetil kol ini yékém tepki me
Asetil kol indi, aset at ve kolinde hidroldi

Nachmansohn taraféndan bywellunsnuxktar 19 3BUny
Stedman ve Stedman séjeér beyni nden ACH
[20,21] . Asetil kol inin beyin dokusunda hem
ol dujunun bilinmesine raj men, bajl anmané

al mektéerh¢s¢¥neefemksi yonl aréné santrifg¢gga

ayer ma -al ékxmal ar é asetil kolinin mi t ok c
gestermi ktir. Ancak bu g°r¢k 1955 yel én
u-l aréenda bulunan vezi kel bakli am@kmat ar By
vezi k¢l er transmitter maddel erin sentez
dekenegl 2.kt ¢r [

El ekt r i k ElbcadptojuseteétncusY el ektri k organé, en
kaynakl aréndan biridir . rsistemirdenreldekedilenal €] é

AChE enzi mini safl akteéer ép kristalize e
esterazl ardan asetil kol ini hidroliz et
edi |l mektedir. Bu nedenl e ase202228.ol i nest el
Allosterikbi r enzim ol an AChE nin asetil kol ini
enzim katalizi i-in bildiril tsn'damk y¢ksel

bil dir2dll mi ktir [

Gé¢negmegzde enzimlerin é - boyutl €Kk §nmlpa&d ar
kristalografis i y | e gereé¢nt el enebil mektedir . Bu K

boyutlu yapeéel arée &526]enl Aytréeéd @ad, | meat eidnl e
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aydénl| at él masénda el ektron mikroskopi sin
nin ¢- boyuetkliul dya. pgh8os dneé kk t i r .

kekiel Rsetil kolinesteraz enziminin ¢- boy

Bir proteinin dol ayés énhgliksave bki art | eannzmménki ny aypar
yapesé ol mak czere iKki ana gruptan ve
Keklinden o02/bk mikddeed AZCh|[E enzim mol ek ¢l n

Uheliksve 12b-k at | anmék yaprak yapéseé g°r ¢l mekt
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keki7Z]AChE enzi m mo.l ekg¢l model i

Enzim mol ek¢ll erinde akti fbamdraknena d @ e n ivle
katali zden soruml u °czel bir cep yada vy
bel gede substrateéen bajl anmaseéna uy uml u
bul unmaktader ve b uOHyabu, Hesiidimicimiddzagrubts er i ni |
ve Gluta ma t-@Q0OH grubudu r . k e #ei AChE Z2nzinimin aktif merkezi

ve aktif mer kezdedik[28. oyuk g°r ¢l mek
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k e k i8] ACHE.enziminin aktif merkezindeki oyuk

AChE enzi mi birbirine yakeéen ki Ssubstr
Bunlardan biiranyoni k ol up asetil kolinin katyoni
Dijeri i se, katyoni k olup enzimati k tep
tutar . Bu b°l ge bir serin kaleéentéeseée ve
kal eént es é i mi dazol yaodeh b? Lgeukstulbrs.t r Anh é
azotuna bajl anér ken, esteratik bl gedek

karbonu serinin oksijeniyle koval ent bir
asetill enmik esteratik b°l ge suydktd r eak:
enzimi ol ukt)iRe-22r29,0keki I 2.9
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[ | o
i -"::‘VJH“_"

L
A

Acyl enzyme intermediate

keki9l RChE enzim aktif merkezindeki subst

222.Asetil kolin ve genel ©°zellikleri

Asetil kol in neuromuskul er kavkakl ar da,
pregangliyonl aréenda ve parasempati k sini
i mpul su iletiminde g°revlikekirlgt.2 ath®kmi t t

b¢yéek biyolojik °neme sahip bir esterdir.

1906 yeélenda[38 ul Bramuwktfuar makol og ve fizy

sadece sinir u-laréendan etkilendiji or g
h¢cresine, sinir i mpul su takéma g°revi

yapélan -al éekmalarda bu estjeriany rsade cse nb
kas i fl eri boyunca biyoelektriksel ake

bul unmaxig,23f [

kls%’fhl-wu CH,

|
CH, 0

kekild. 2Aseti |l kol in molek¢l ¢negn kemati k ol



14

Kol i nin kol i naset i | asetilkoenmzimiAnile asetilekmes i al t e
sonucu olukygr (kekil 2.11
Asetil CoA

(@]
_CoA
Hsc)ks CoASH

CH, \/ @) CH,
| M —CH,

I
N
~~_-N—CH, ~ HC Yo7
HO | 3 CH
CH, 3
Kolin Asetilkolin
kekill. 2Aseti |l kol inin olukum mekani zmaseé@

223.DT NB (dBiyobi$ 2-nitrobenzoik asit)

DTNB tepkime ortamendarhupll mamaeameéegner(sedtl itd
spektroskopi k ol arak tayininde kull anél a
belirte-tir. Serbest s¢el fidril grupl ar e
renkli anyon TNB (2-nitro-5 tiyobenzoat) bazik ortamda pH 7 - 8,5

°l 1anesi yle tayin deditleiprk.i mke krielk adi ¥ Masé
[32,33].

(@] o)
(@] (@]
(@)
S N 4+ R —_—
o _ Y N
DTNB
o) O
@] @]
— +%O < +/O
—— R S S N + N
N\ / N N
(@]
Di s¢l fit kaékeéemé TNB2

kekil2. 2D.TNB tepki me mekani zmasé
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23.Nanopartikyegl

Nanometr e boyutl aréndaki i nor g a dah&k bil e
farkl eder |l ar . ¢¢enkeg el ektron tutucu et ki
sahiptiler. Boy ut {1®&0é nIn arasénda ol an, bazé °ze

300 nmé nin debiKekkiulkl edi IAciajnioparti k¢l A
[B34. NanopartiKkygl ge°r ¢0tgseserklemi kt 2r 1306 de

kekilB.Silkananopamgtirlalt ¢s ¢

Géenegmegzde bir-ok sekt°rde devrim niteli]
heyecan veri ci bir hezl abgel iiKeaemdenhaot
ara-1|aren, mal zemel erin vV e yapél ar én
d¢zenl enmesii ve yaratel masé ol arak taném
dojada var olan bu nano °I -ekteki ol gul
kendi k endi eni denetieyelilént kohtioll edebilen, onarabilen
ara-1|ar, mal zemel er ve yapéelar ol uktur ma
asl| @nda 0.1 AaBometre (nm) (10x107 metre ile 10x10™° metre)
araseéendaki her hangi bir b¢ye¢kdreakbi 1 made
amacéyla °rnek vermek gerekirse; geré¢ngr

arasénda dejikmektedir.
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Nanometre teri mi, anti k Yunanca O0da fAcy¢c
gel mektedir. Nanometr e, metrenin milyar-c
yakl akéek 10 atomluk bir gé®mi]kl iKair aked mpxa m
a-éséndan bir0OG@-ndred metime 1&®I0duj u s°yl ence
10 nm boyutunda baséel éersa 30 bin sayfal ¢

—>
5

e bakenla. séjdérel abi

Nanoparti k¢l l erin °zgél -yaiczéelyé na lyainzée y- oekn
yéeksparpti kel yazsayi niznel ki rkyBe sebeple solk a kt i
yéllarda tép, ki mya, eczacel ek, biyol oj i
arackt erknoanluar@al mashkt aMa@&moparti kgl il e y¢ze
sonucunda, yéczey kimyasé ve ygzey perézl
kontr ol sajl anmaktadeér . Nanopartike¢ll er
nanopartike¢ll erion yézeyl ere obpag) rl tai nkngal | e
aral areéendaki mesafe dejinkteriilkreki maodjf
[36].

231.Si Il i ka nanoparti kgl

Nanoparti k¢l l erion boyutl ar é onl ar én ° 7z ¢

uygul amal arahkaikli i rkluil K laeslrejinade Bagmki ¢kl er i

6den k¢-¢k olan silika nanopartikegll er :
karar |l él ék Namppat er kgl ker bi yomedi k al uy g
etkilexkimleri ve isheiri kelinge?® i3dmli i emolaza)

K¢reseldawe Wloiyut dehéekémegzey al ansdkave pe¢r
nanopartikkullllacareiamnnt aj | ar é ndaSulu obrtamdk,a- édeéer
el ektri ksel sebebifiet agtr®lgmaek aolcemabaoparti k¢l |

dezavant aj éedeéer .

¢Ceki tkabekkhanoparti k¢gll er kendilerinin tek bi

gel i kKmi K fizi ksel vV e ki myasal °czel l ik



17

-ekmek(ledkir) M2k eiMme | opti k, el ektri-k, ter
opti k, ma ny et izdllikleinden Hotayéa | 4 & k-kkbuk®°& Kk r el er i n
hazérl anmaseéeyllar i dagn |y él-[384 rédtamdka rrtdmeekk tveer Kk
ke¢ereleri b i-srhl eel kl e rneakn ocko¢rree | er | ol uktur dukl

ve karakteristik °zelli k g°stermektedir.

Cekirdek

Renkli

Floresan

Manyetik

llac deposu
Bos(uzaklastirilimis)

Kabuk

Partikul kararhhgi
Biyotanima fonksiyonu
Reseptdr fonksiyonu
Optik 6zellik

kekild ¢ @ki rkabekin anoparkteinkacgtliikn g°r ¢nt ¢ s ¢

Ceki tkabekk nanoparti k¢l erion hazéerl anmasé

geliktirilmiktir. Bunl ar [38,8%n ¢ dispersiyom n pol
polimerizasyonu [40,41], in-situ polimerizasyonu [42,43], atom transfer

radi kal polimerizasyomreu |l \wa maisnide m¢ 1 Aiyy @rc
kabuknanoparti k¢l l er alerji k tepkimeleri ©°i
¢eki tkabekksi | i ka nanoparinmee k ¢lgleenr taentman-s f smi
i mmobilizasyonu gi bi -ok -exitli uygul am

Sabit y&k@a@laé | # e bok nanopsarltiikkasllareegn -ie-kii
arasénda madde al ekverikin kolayl akteéer dEé

-eki ci birr y°ntemdi
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2.3.2. PEI (Poli(etilen imin)

Poli (etil en I mi n) ( PEK) tipik suda -0
zincirlerindeki amino gruplarénén azot

mol eke¢l | eri s ék s ék dal | anmeéecx zinxirler
birincil, i kincil ve ¢-¢ncegl amino grupl
verilen elektronlaréen kuvvet °czell ikl eri
-ok mi ktardaki azot atoml aré sebebiyle -
ve kuvvetli hidrojen baj é et kil exki mi PEK ve prot
ol ukturul abilir. Mol ek ¢l zincirlerindeki
K i sulu -°zeltide protonize haldedir. B
t¢er¢eder . PEKO®I n czelli klgesi nibi red&lne latr ead
ayeéer ma, arétma ve biyomakromol eke¢l |l erin
vV e bi yosens®©r yapémenda, i | ade vbser bes

kull anél makt éadeé rP.Elkbei kni |k i2mylab5s al yapésé ve
H

|
MMMAMN{\rCHZ—CHZ—NN]/\r/]\AMMMM
kekilbh. P.EKO6iIi n ki myasal yapeéeseée
Yapél an bir ar-klkoeomadpai IPEKr iomet oksi si |l a

et ki si yolu ile silika jel parti ke¢ll erin

adsorpsiyon etkisiilebi r 1 eki k adsor psi ybazemnltammakiti

Kuvvetli fiziksel adsorpsiyonun et ki si i
partike¢ll erine akeéel anan PEK érihidroksiparkhr o mo | e
araséndaki hi dr oj enneldaejné odtnuikl ewke mlkesi m

ki myasal adsorpsiyonu Schi ff bazegritlepki:
asit i-in g¢-1¢ adsorpsiyon yetenej.i g°s
adsorpsiyon zayeéeftéeoni BéadkbéepeanydPEK/ iz
i ncelenmik ve artan sacsakleasak nilne aads @il @s
[44].
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PEKG6i n dojrusal makr omol ekgl zincirlerin
mi ktarénén fazla ol masé -0k g¢-1¢ kel at
sebepl e ejelrk atlap rmet al iyonl aréenén y¢kse
met al iyonlareée i-in yeni tutucu ajan tg¢r

ayérma al anl arénda PEKO6in uygul anmaseé ge
PEK kaplanmasé sonucundaj éul mebat amganl a
yada sili ka el taneci kl er i dej i kKir, bu

sénérl eder.

Adsorpsiyon i finin yézeyine akeél anan I
°zelli kl erini d¢zel tir. iYyagréll aarné bii-ri n ad dés
materyalinin kimyasal yapé&%e@d?veazmdiel anmeéck
dojrusal PEK 0i n kordi nasyon prosesl e
spektroskopi si ve Kel at il etkenli k titra
Kel &tinl aygrapél ar é& belirl erkniokrtoiprr.opbdha rg aren
(CP) bajl anma et ki si ile silika el par i
met al iyonl aréné adsorplama kabiliyet:i i
PEK/,8ée® «kKeobdmnrpsiadn °czell ikl eri statik vV

araktéerefPmdltvéern?i Ce PEKO6in reaksiyona g
Ligantlar ile suda -°9z¢nger Kel atl ar ol uk
-0k gé¢-1 ¢ kKel at adsor pasn yPEKIyStGardejoirmd ag
yet enéj>icdown?kek!l i nde bullunmuktur [ 45

Yapél an bir bakka -al ékmada PEK/ Akri |l ami
far kl é oranl ar éné i -eren sul u -0 zeltil er

bajl anma ielneni géntrezlSentezlenen hidrojeldl

Ki Kme denge derecesi (EDS) arakter el meé
bil ekimlerinin besl enme bil exkimlerinden
kromotografi si tekni i i veeCdhEd) op@li nn ma #

belirl.enPmEKAAAM hidrojellerinin ma&akgi mum
ve Cd(tt) I -1 n s@eramgfygl ol 29a bael drPmuxkt
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hidrojelleri 50ppm den daha az der i ksanfde AAm hi drojelinder

met al kal dérma verimine[4dahip ol duju bel
24 Kmmobil i zasyon

Kmmobilizasyon; suda -°z¢nen ve -°zeltid
mol ek¢l l erinin suda -°9z¢nmeyen paoaki merik

hareketl erinin sénérl andér él maséna denir .

Enzimler suda -°z¢nmeylenvédiki maxsgléckygijal
veya polimerik bir mat r i ks i -erisinde hapsedilerek
Kmmobilizasyon uygul amal ar & soagdrellere, enzi n
mi krobiyal h¢crelere, bit ki h¢e¢crel erin
uygulanabilir.

Enzim i mmobilizasyonun da ama- yal néz i
ortaméndan wuzakl aktéermak dejil, ayne zart
enzimatik aktivitiedede - ok ©°neml i bir d¢é¢kmenin de o
i mmobilizasyon -ok él é&man kokul |l arda ger
aktif merkezi ol ukturan aminoasit kal ént

i -in enzim aktif merideani roilmukhangagi bami mona

g°re uygun destek materyal se-il melidir.

Son 20-3 0 yéel da enzim i mmobilizasyonunun
i mmobilizasyonu da °nem kazanméxkt ér . Sub
enziml erden biri enzimim immaobiligasyonui yerine bena f bir
i -eren mi Kroorgani zmaneén i mmobilizasyon
kal mayacajéndan ekonomi k a-édan b¢gyéek ya
icren el de edebil mek i -1in birden fazla e
yaratmé y o r i se enzim yerine mi kroorgani z
ekonomiktir [47,48].



Kmmobinazizrel er i n

- Rea

ksiyon

sonunda

en °[A%56]] i

santri f ¢jvleenger ¢vn.lber)i n enz
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avantajl ar é

ortamdanirkol(ayzane,

i si gibiebir prdblem d an ki

yaratmaz.

-¢tevre kokull aréna (pH, sécakl ék v.s.) ka
-Bir-ok kez ve uzun s¢gre kull aneéel abilir.
-S¢rekl i I Kl eml ere uygul anabilir.

-Doj al enzi me kéyasla daha kararl edeér .

-y rén olukumu kontrol altéenda tutul abilir
-Birbirini izleyen -ok adémlé reaksiyonl a
-Bazé durumlarda serbest enzimden daha vyg¢
-Enzimin kendi kendi ni par -al amaseé ol asél
-Mekani k -al eékxmal ar i -in uygundur .
Kmmobilize enzi mhatanl ebra&zedaexvardeér . Bu

akaj eda

°©z®&M.l enmi ktir [

1. Kmmobil i zasyon I K1 e mi
kaybolabilir.
2. ¢ok basamakl & i mmobi |l i

3.Enzim

takéyécéel akireneén

Enzimlerin immobilize edilmesinin e n °neml

°czet |

e n mi

Kti

r.

boyunca enzim

zasyon i kKl emler.|

mal i yeti y¢kse

i avant.aldde é (
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¢i zellgxker2best ve i mmobilize enzim °zelliKk

SERBEST ENZKMKMMOBKLKZE ENZKM

1. Reaksiyon sonunda ortamdan |1 . S¢ z me, santrif
uzakl aktér él mase y°ntemlerl e ortam
ayreler.

2. Jr¢nlerde azda|2. Tamamen ayreéeld
kirlilik s°z konu
3.¢Cevre k o kdaHa| kelayé 3 . tevre kokul
etkilenirler. dayanekl edeér
4 . Her °rnek bir 4. Bir-ok kez
kull anél ér . kull aneéel abilir
5. Kararséez ve da|l5. Daha dayanékl é
6 . Birbirini i z|6.C0Kk adeéeml e r
reaksiyonl arda Kku
uygundur.
7. Aktivitesini - 7. Basit i mmobi i
aktiviteyi artere
8 . Kendi kendi ni 8 . Kendi kendi

minimuma indirgenir.

2.4.1. T a K € gestekemateryali

Ky i bir dest ek materyalinde be¢yék yézZe
karakter, -%z¢nmezli k, ki myasal, me k an i
tutucul uk, uygun bi-im ve par-a be¢yeékl ¢
di ren- Kil keir  °az alnléir . Bu °zellikler enzi m

i Kl em karar b1 eéjéné arttereéer |

Enzim i mmobilizasyonun daindtgadikimatarygllea n - e K |

¢Ci zel gdever 21 mi kti r .
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¢Ci zel geenz2i.m i mmobi | i z a % ygestekunateryallem kul | anél

1- Polisakkaritler: Seliiloz, dekstran,

agar, agaroz, kitin, aljinat

2- Proteinler: Kollojen, albiimin

Organik 3. Aktif Karbon

Destekler

1- Polistiren

2-Diger polimerler: Poliakrilat,

polimetakrilat, poliakrilamid,

poliamidler, vinil, alil-polimerler

|- Dogal mineraller: Bentonit, silika

Inorganik

Destekler 2- Islenmis materyaller: Cam (nonporoz ve kontrollii gézenekli),

metaller, kontrollii gbzenekli metal oksitler

Kmmobilizasyonda kull anélan destek. mater
[53].

Bunlar;

1. Hidrofilik karakter

2.Suda -°z¢nmeme

3.G°zenekl i (por°z) yapeée

4. Mekani k stabilite ve uygun par-acék for
5. Kimyasal veyat e r ma | kararl el ék

6.Mi kroorgani zmal ara karkée diren-1iliKk

7. Ucuzluk

8. Zehirsizlikdir.
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Kmmobilizasyon sérasénda enzim molek¢ll e
Kmmobilize enzi min hareket!l eri -exi tl
I mmobilizasyonda kull acheéd tamklkei mymasiamil mr é
etkil ekmesi , aktiflexktirici veya -apraz
et kil ekmesi ol arak belirtilebilir. Enzim
enzi min etraféendaki mi Kkro-evr eyl et ki |l €

dav.anékl ar é ¢zerinde bazé&4] dejBiunmil lalri; k Ib@d me
di f¢gzyon sénérl amaseé, yapeéesal dej i ki kIl ik

ol arak s°ylenebilir.

2.4.2. Enzim immobilizasyony® nt eml er i

Kel i me anl ame ol anr,ak hairnenkoebtiil i gasgol andée
Kmmobilize edilen enzimlerin ger-ekten h;
Kmmobilize enzim -er-eve bir i sim ol up
getiril mi ko6, Obajl anméxkao gi bi terimler
yent eml er i enzi mler i -in kull anéel déj é
tutuklamak i- i nde kull anél abhnl i¢grz.er Bodegn i im0 bBi I
tekniji gel i ktirilmiktir.

Enzim i mmobil ieraisry omeé ry@ fhledennd € rdedrrfadsnd &« t i r
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Enzim Kmmo b

Y°nteml eri

Baj |l amg Tutuklama
tapr a Enzim Takeéey Jelde Mikro Lipozom
cBaj | § | Kopolime- Bajl a tutuklama kapsg¢l teknij

rizasyonu
Fiziksel Adsorpsiyon Kyoni kel at Kovalent Biyospesifik
adsorpsi- vV e - a bajl a bajl a bajlan |(lbajl am
yon bajl amg
keki |l E@Bzidem. i mmobilizasyon y°ntemlerinin
Enzim i mmobilizasyonunda kull anél acak
sérasénda veya i mmobi | i zasmeezidira parars onr a
g°rmeyece]ji bir y°ntem ol maseéna di kkat
yapar ken enzi min yapeéese -0k iy bi |l i nme
her hangi bir bajl anma s°z Konusu i se
czerinden ger-ekle«kkmeyeseejiil més yada i mm

sérasénda aktif neBjr k e En Kiomuinmad Bidleir zd sy o
-ok farkl e kayndklrared ss édhedjfil kainddnéwr fedid znilakl saerl €

ki myasal ol makakaktendain apbhababil.i

1.Ki myasal Y°nteml er
alKoval ent bajl anma
b)tapraz bajl anma

2. Fizi ksel Y°nteml er

a)Adsorpsiyon ile immobilizasyon
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b)Hapsetme ile immobilizasyon
DMi kr okaps¢l 11 e hapset me

i)Kafes tipi hapsetme

Kimyasal Metotlar

Ki myasal I mmobi |l sudayobhzmemeyemr akti fl ex

il e enzim arasénda koval ent baj ol ukumu

arasénda -apraz baj ol ukumunu gerektiri
tersinmezdir. Serbest enzimin yeniden ¢
[56].

Ki myasal y°nt eml e i mmobilizasyonla birl]
°czelli kleri de dejikebilir. Bazée organik

yapéda ve aktivitede grupl ar el de edi |
enzimlerin, serbest hal deki °zelli klerine gere d e

Kararl él ék ve dayanekl el ék a-éseéendan pe

kKinetik °©zelli klerinde de farkl el ékl ar
i mmobilizasyonun ¢stenl o7 ¢, i maeoé) | derst e
maddesinin - ok dayanekl e ol maseé gi bi °
yanénda i mmobilizasyon veyomi Kiamtbkaneéeneé:t
°czel ol ma g as al ol arak inert olan destek
gi bi bazé dedava@dt d Kl anfy as al bajl anma il e
koval ent ve - apr akegruptaificelemin ma ol ar ak

alkKoval ent bajl anma

Enzim ile suda -°z¢gnmeyen aktiflexktiril
ol ukumu enzim immobilizadbdyonundmat esn@k r .k
y°ntemin sajladeéejeé yararlar, enzim tg¢re

-%zeltiye ge- memesi ol arak seéralanabilir.
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Koval ent bajl anma y°nteminin en be¢yék €
ol mase, bre yt gcle¢ hak&w!| bathamdbda di r . Enz
materyal. czerandesupsetr al dej eknedke.liip s2é Kk ol
Ayréca enzim molek¢l ¢ ve destek materya
gesterirler. Y°ntemin dezavantaj é,kéedeste

etkilekim enzimin dojal 583onfor masyonunu |

k e ki 16.En2m ile destek materyali ar aséndaki koval ent b
Kemati k g°steri mi

b) ¢apraz bajl anma

Keé-¢k mol ekl | ¢ 0 ki veya d@ehkiflery, enkim f on k s i
mol eke¢l | eri il e aral aréenda baj yapar a
kompl eksl erin ol ukmaseéeneé sajlarl ar . ¢ a

immobilizasyon, protein ve reaktif konsantrasyonuna, pH ve immobilize

edil ecek enzime -oki bbajlaemal avtol &g & nd:
arasé bajl anmal arb58a sPuw ykPomntuesmidnuren °© ne ml
bir i K1 emde enziml er.i i mmobilize et mek

kull anél abil mesi dir. Y°nt emi n dezavant a
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bajl anmaksi yonun kontr ol e dk ¢ kmell80 2de ki
enzimindestekmet ar yel i ne - ap rstarimeliedij. | anmasé g°

kekilh, EABzi min -apr aznbaj°lsd rema ani

Fiziksel Metotlar

Fiziksel metotlarile enzi mi n bel i r | i bir yere tuttu
prensi bine dayanan bir metottur. Enzi ml
kuvvetlerin etkilexktirtplrnoetseiiynl ee teklid ketkrnmoess

bajl arén ol ukumu vb. nednezkiimimi kd eosbt®ed kmerhaed d

veya g°zenekl i membr anl ar da tutturulr
i mmobilizasyon metotlaré tamamen tersini
edi | emeyecek kadar tersi nmez bFéziksel ol u K ur

metotlar adsorpsiyon ve hapsetme ile immobilizasyon olarak iki gruba

ayrélabilir.

a)Adsoprsiyon ile immobilizasyon

Bu met ot -0k es ki Ve basit bir i mmob
i mmobilizasyonu katé matri ks ¢zerinde en
i yoni k ban d a ndreaykaenkéirl ). ZFiziksél adsorpsiyonda
immobilizasyondan sorumlu kuvvet | er hi dr oj annder bA&R§ld ar €,

kuvvetl eri vV e hi drofobi k etkilekimlerdir
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proteinin y¢kl¢g gruplaré idie areasd @&ikd anait e-
kuvvetlerine dayaneéer . Enzi min suda

adsorpsiyonu, pH, -%z¢c¢ karakteri, iy ol
deri ki mi, sécakl ek gi bi deney kokul |l ar én
araséndaki z adycélfaylrajd dasrodragnl anan e@dazi m Kk u

takéyéceéedan bwz akd amatbodum, bir deanmvant aj

immobilizasyon basit, -ekKi t1li yékl ¢ takéyéceéel ar se-
fizi ksel Kekil | eralwanktualjllaéndeélrabi Ayri g§da ibu
akti flijini b¢yeéek °1 -¢de veya tamamiyl e

destek maddesinin ve enzimin bakka ama-|I
-0k kull anél an takéyeceé maddel eneler,anyon
sentetik polimerler, aktif karbon, silikajel, diatomili topraklar, killer, alumina,
g°zenekl i caml ar606lp serami kl erdir [

Kati gestek

4

k e k i18. Deatek metaryeline enzimin adsorpsiyonu

b)Hapsetme ile immobilizasyon

Yar é ge-irgen me mbr anl ar da yada pol i
hapsedi |l mesi prensi bi nlke kdialy[82h.B@zinsulr y ° nt
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monomer veya polimer -°zeaprarnbej,l&mmay
gama radyasyonu veya éUV veék éeonlluakraény | lai doraokfl

I -inde enzi n26Bla.ps ®adil i imer i[k matri ks, S ul
di f¢gzyonuna I zin verirken proteinin di f
derecede séke ol mase gerekir. Bu me t ¢
bi yokatabgtzgnl ehrgic,rel er i veya farkl é - a
hapset mek I -1n - ok k u I52].a Hapdetenen metodur y°nt
mi krokaps¢l ve kafes tipi olarak i ki grul

k e k 119. Deatek metaryeline enzimin hapsetme ile immobilizasyonu

DMi kr okapsg¢l il e hapsetme metodu

Bu metotda 10-1 000 Om -apl & k¢-¢k yareée ge-irger

mol eke¢l | eri hapsedil mektedir. Yaré ge-ir
enzim molek¢ll erinan- ek hkao&kmpseghgealekehu
substrat ve ¢réen molekegll erinin serbest -
i zin verir. Enzimlerin mikrokaps¢l |l enmes
Faz ayremé metodunda, enzim ve miaakr okap
Keklinde -0kt g¢gregceye il ave edi |l ir. Dij
poli merizasyonun da ise enzimin sulu bir
-%zel ti i -erisinde em¢gl siye edilir. Or t i
mi kr o daml aldar émeémb reatnr aofléurk t ur ur . Beyl ece
taraféndan sar él an enzi m kmikk rl.2lk aZp s ¢ | |

Mi krokapse¢l | eme y°nt e mi il e hapset mede
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ol madéejéndan enzim aktiflif]i serbest enz
ol duk- a b¢ehaki mepegnéddh. uNN-peéeler of anéneé
b¢e¢yéek ol maseé, mi krokapsgl i -erisinde ol
arttérer. Mi krokapsg¢l ol ukumu sérasénda
ol masé ve y¢ksek motl ekgl ¢raj@elréekl eéi subén

y°ntemin dezavantajl areéedeér .
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Enzim - polimer - cozucu

;'-;': bikrokiirelesme @ @@@- @@@ Siizme
_:.':-'* > I VI
¥
L]
]
e Ty — Giktiriici
."“w-—.'_'lll . (:..>f’l- -
1 Organik cozelti
.. :".:_' ' P ".— Enzim gozeltisi
lEm'u'Isinn
® ® ® @G ® el Organik gozelt
® ®® 7 @® @ g4——— Enzim cozeltisinin
mikrodamlas
l tembran alugumu
——— Organik cozelti
@ (GH——— Membran
@°® 0g
l Sulu artama transter
@ ® T Sulu cozelt
®@@@ @H Mikrokapsiilenmig enzi
— Mikrokapsiillenmis enzim
@Ye @4
keki2. 2Mi kr okaps¢l Il eme il e i mmobili zasyon

ii)Kafes tipi hapsetme metodu

Suda -%z¢é¢nmeyen -apraz bajl e pol i merl e
tutul masé esaséna dayanan bir metottur.

monomer yada polimer -°zeltilerine uygul
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bir polimer Kell&l&32).Eontiumt moluéekgl | er i fi
poli mer kafes i-erisinde tutulur ve jel

ve ¢ré¢n s¢rekékéenl papbabglirrk

Folimer-Enzim cdzeltisi Jeliginde hapsedilmig enzim

k e k i21. KaZes tipi hapsetme metodu ile immobilizasyon

Enzim ki myasal deji kime wujramaz ve enzi
deji kKim g°zI|l enmez. Met ot , farkl é& fizikse
terevlierinion hazéerl anmaséna ol anak ver.
t¢erevlierio, I mmo b im idz¢ez enil i édhrezan nd en dh¢ez e n s

czerinde kolayca depol anmaséné sajlar.

Bumetodunavant aj |l aré akajéda séral anméexkteéer .

1. Ort amdaki mo n o mer ve =-apraz bajl ayéceé
b¢e¢yéekl ¢kte g°zenek boyutuna satmip polim
2. Poli merl ekme kolay ve heézl é bir «kxekil de
3. ¢Capraz baj ol ukumunda kull anél an g a ma
yapésénée ve aktiflifjini ki myasal met ot |

pol i mer ajl ar éndiaubstralarzi mi n

(o]

tcapraz bajl

ol masé ve makromol ek¢l er s u

(o]l

i -in sénérl
bu y°ntemin dg®284.antajl aréeder

25.Enzim Kmmobilizasyon Y°ntemlerinin Kar:
Kmmobilizasyon I K1 e mi sérasénda veya i
mer kezin zar ar g°rmeyece]ji bir y°nt em

sajl ékl e ol abil mesi i -in enzimin yapéseén
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araseénda shzr hkaonngus ubiirs eb agu abmaj | :

mer kez czerinden ger -ekl ekmeyece]ji t &
I mmobi |l i zasyocémhai alkd mif gremr & z]. Buéaruma ma |l é d é
bazen substrat bazent areafyéanrdeakdmad e&] G eannh@ rb3
deenzim i mmobilizasyon y°ntemler:i -exki tli |
¢i zel2gkemn2o.bi | i zasyon y°ntemlerinin karkel
¢apr a

Kovalent Kyoni|baj | a|Hapsetme
¥zell i k|Baj | alAdsorpsiyon|Baj | aly°nt ely®°nt en
Hazeéer | alZor Kolay Kolay Zor Zor
Enzim aktivitesi|Y ¢ k s e | D¢ K ¢ K Y ¢ ks elOrta Y¢é¢ ksek
Baj g¢c (Kuvwetl [Zayeéef Orta Kuvvetli Kuvvetli
Substrat Deji k|DejJ i kmgDej i k|lDej i k(DejJ i KT
spesi fi
Yenilenme M¢ mK ¢ |Még mk ¢ n [M¢g mk ¢|M¢ mk ¢ [M¢ mk ¢ n

dej il dejiljde] il
Genel Orta D¢ K ¢ Kk Orta D¢ Keéek|Yée ks ek
uygulanabilirlik
Kmmobil i(Y¢ékse|Dg K¢k D¢ K ¢ k|Orta D¢ K¢k
masr af é
Takéyéceéeya bajl anma sonucu enzim mol ek
°czelli klerinin dej i kKmesi do] alydeétre.ne Ein z i
sénérl aneéer, konformasyonu deji«kir, ki my a
yé¢ke ve kimyasal yapéeseée dejikKir.
26 Kmmobilizasyonun Enzim Aktivitesine Et|I
Teori k ol arak i mmobilizasyondan sonra en
beklenir. Fakat hi - deji kmedi J i veya artteje 0
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rastl anmaktader. Enzim akti vi tkeeski i28Bd ek i d
de veril miktir.
Enzim i mmobilizasyonunun ver i mi aktivit

enzimin ne oranda aktif enzimmo | e k ¢ | ¢ nic-a&kr diiajkit i & mer kez
belirlenebilir [54].

Enmim  Substrat

N

_ 1: Enzimin immaobilizasyon
/\/\/—®::j Etka yok srasmnda denature olmas,

2. Alctif metlcer izeninden
12 baglanma sebebiyle

denatirasyor,

2 3. Bircol: noktadan baglanma

sebebiyle maktivasyorn,

<::] 3 4. Tagryiciya bagh enzim
molekilinin yvanhs
yénlenmes

4

O

keki2e. ZKmmobilizasyonun enzim aktivitesin

Enzimin Kararl el éej é

End¢strivyel cretimde kull anél acak bir i m
°neml i kriterlerden biridir. Kmmobilize
-alékma kokullarénda enzim aktivitesinin

Enzim aktivite kayp € dej i ki k sebemwlberyeal daywkrear, (smi

etkisi, pH veya ki myasal bakka et kiler vb.
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par-al anmasé veya bakka sebepler il e mal
aktivite kaybéna sebep odeki. KkAyrrléiclai ksluebrs

matri ks g°zeneklerinin tékanmaseé da i mmol
2. 7. Kmmobilizasyon Metodunun Se-i mi
Yapél an i mmobilizasyonun bacxkaraélté rdlealei lo
edilmelidir.

1. Enzim, immobilizasyonunger - ekl exktiri |l ecefj i kokul | ai
2. Enzimin aktif wu-1aré, -apraz bajl ayece
Capr az bajl ayéeceé reakti f, enzi min akti
ol abildijince b¢yek ol mal edér .

3. M¢gmk¢n ol abil daktn€éeuvuenzikmirmnmal edeéer .

gibi, glutatiyon veya sistein ile reaksiyona sokularak korunabilir ve daha

sonra tekrar aktiflextirilebilir.

4. Kmmobi li zasyon sonunda baj |l anmameék er
uygul anan yékama i k|lidimi enzi mi et kil e me me
5. Kmmobili ze enzi m, baze ki myasal reak
kull anél acak ise immobilizasyon metodu s

g°z °n¢nde bulundurul mal éder .
6. Dest ek materyalinin lklefiikse forknu Ve mekaniki k1 er i

kararl el é] éna[b8i kkat edil mel i dir
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3. DENEYSEL KISIM
3.1. Deneyde Kull anél an Kimyasal Maddel el

Asetilkolinesteraz  (AChE), (asetilkolin  asetilhidrolaz EC 3.1.1.7),
Asetiltiyokol:i %itiybtysc(ZGnEro Herzdikhakit) (DBENB)5 Fluka

(Al manya) firmaséndan temin edil di
Tetraetil-ortasilikat (TEOS): Si gma ( Al manya) firmaséndan
1-etili 3-(3-dimetilamino-propil)  karbodiimid (EDAC) (% 99.0), N
hidroksi gNHB)s(% 88,0 matlak Etanol ( O % 5% qli(etilen)imin

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

Al drich firmaséeéndan temin edil di

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

firmaséndan temin edil di

3. 2. Kull anél an Cihazl ar

UV/VIS Spektrofotometre: UNICAM UV/Vis Spektrofotometre
pH metre : Orion pH metre 420A
¢cal kallamau bhanSyTos4u02 N} VE mar ka sécakl ek

33. Asetil tiyokolin i yod}lp kpl iDTNBt ewvea z Aste z

Hazérl|l anmasé

Asetiltiyokolin iyodg¢gr (substrat) -%zel t
kull anéel aralbThBzéePlzahdeé si, pH 7 (0,01

kull anél ar As etad &rollameé&s.t eraz enzim -°zel
-%zeltisinin dii 200l eoraméntda seyreltil me:

jelatin -°zeltisinden hazeéerl andeé.
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34 Asetiltiyokolin iyod¢r Kalibrasyon EJri
Kalibrasyon gr af i J i hazér | dmak KiamB&®6.5dMa ( f ar k
asetiltiyokolin iyod¢gr -°zeltileri hazeéer
aléenéep, i-erisinde DTNB -°zeltisi (100 C
fosfat tamponu (3 mL, 0,1 M) bul unan ka
sonra UV spektrofotometre s i kull anél arak 412 nmd0 de &
ancak substrat i -er meyen bl ank -%zel ti
°l - ¢l dg¢. Asetiltiyokolin iyodg¢r derxri ki ml
kekild @8e g°teril mektedir.

Absorbans

0.0 3 ] ] ] ]

0,000 0,005 0,010 0,015 0,020
Deri kim (mol /L)

kekill ABsetiltiyokolin iyod¢gr kalibrasyon

3.5. Enzim Kmmobilizasyonu
3.5.1. Silika nemeamparti k¢l l erin s
St°ber y°nt emi il e siliké@blnacadbmbanrt iyl nltle

g°rlgd mLetanol, 6 mLamonyumhi droksit ve5markl é& |

TEOS oda sécakl ] eéndaérbé cséayd ta nkaanryéeatti €kr ek a
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nanopartike¢gll er ultrosoni k banyoda etano
nanopartike¢l |l er 25AC06 kKudtuldut o, vde 2 gece |
3.5.2. Silikkana no p ar trin APJES ile modifikasyonu

Elde edilensiica nanoparti k¢l,l eirzdeerni nle g5 Oa | néLn deét a n
APTES il ave &edildi. Tepkime 50 AC o6de
kar ékt éreéel ar ak g e edilea k ARTES i modiflyedii silika E| d e
nanopar 25k AlClbet i k et¢evde 2 gece bekl et

3.5.3. Silikkana n o p ar tin REtile medifikasyonu

1lg PEI 25 mL etanol de -0 zéol dyg. Daha S
amonyumhidroksit, 1 , 5 mL TEOS ve etanol de -0zl
reaksiyon balonuna konul arak oda sécal éj
kar ekt er &l dPEl.modEiyeldsei leidk d ema m2dbp aArCtoi K ¢ Ikl eert ¢

gece bekletilerek kurutuldu.

3.5.4. APTES modifiyel i si | i ka namzmiammaobilikagybriuer e e
¥nceli kle Asetil kolinesterazén (0,5 mg)
EDAC/ NHS (1: 1, m/ m) 2 saat Datha sorsaé c a k | &€

czerine APTES bajl é 0,5 & widlai ksaé craskr e arr

saat k ar & K t énzi@ ImanobdiZze edildi. Enzim immobilize edilen APTES

modifiyeli si | i ka nandp arAtCiakted W dee 2 gece bekl
kurutuldu.

3.5.5. PEI modifiyeli silikananopar t i k ¢ | | e mmmobidizagzyono |

¥nceli kle Asetil kolinesterazéen (0,5 mg)
EDAC/ NHS (1: 1, m/ m) 2 saat oda seécakl e
czerine PEI bajlée 0,5 g silika nanopart:.

kar @ékt ér mak s mmobilize agdildie Enam @nmohbilizé edilen PEI
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modifiyeli si | i k a nandparAtCiok ¢l i ler et ¢vde 2 gec
kurutuldu.

3.6. Aktiflik Tayini

361.Serbest asetil kolinesterazeén aktiflik
Asetil kolinesterazén aktifli7Ji EI'l man ¢t a
edildi[74. 3 mL fosfat tamponu, 20 OL asetil
100 OL DTNB (0,01 M) i-eren karéekeéma 50
tepki me bakl| ast¢érledséi.n cTee pskéicnaek | é k - al kal ama
°Co da 20 daki ka sabit tutul du. Ol ukal
spektrofotometresi kull anélarak 412 nm
substrat i -er meyen bl ank -%zel ti gine k @
Zamana kar kK é °1 - ¢l en absorbans dejerl er
kali brasyon ejrisinden yararl anél arak he:

Bu ekitlikte c, g/ mL ol ar ak asetiltiyo

gesterir.

Asetil kol i Aegtnet @zegiraziibm r i m akt i fl i k, p H:
ve 25AC da 1 gmol asetiltiyokolin iyodg¢gr,
3622Kmmobilize asetil kolinesterazén aktifl
Kmmobili zeeasetat&nonl B3k 6idfeldbiaj-ie kd calngdmj € gi

edildi.
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3.71.Ser best AChE ninnérktetfkiigii ne pHO

41

A

Serbest AChEOG nin aktiflijine pH etkisin
4071 9, 0) fosfat tamponu aisle¢ i hazgokahian &
DTNB°zeltileri tkoull 43ma 6 edda dbelirtilen ereaksiyonlar

ger -eklexktirilmek suretiyle

aktiflikler 1

3.7.2. APTES modifiyeli silika nanoparti k ¢ 1 | er e i mmobil i ze &ec
nin aktpH@an ienteki si
Kmmobilize enzimin aktiflijine plH" mH&h e

larda (407 90) b° |l 8m6d&d bel irtil en

reaksiyonl a

aktifli k tayinleri yapeéel deé.

3.7.3. PElI modifiyeli silika nanoparti k ¢ 1 | er e i mmobi | nirce edi |
aktiflinémeetpHidos i

Kmmobilize enzimin aktiflijine plHHnén et

larda (4,0 7 100) b° |l 8me6ed.eldébel irtil en reaksiyonl a

aktiflik tayinleri yapéel de.

38Akti flije Séecakl é&jén EtKkisi

3.8.1.Serbest AChméd n aktiflijJine seé

Serbest AChE nin aktiflijine sécakl ején
séklaékl ar da0 A@S)AEn6 de&i reaksiyonl ar ger -

aktiflikler tayin edildi.
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3.8.2. APTES modifiyeli silika nanoparti k ¢ 1 | er e i mmobi l i ze ec
nin aktiflijine sécakl éjéen etkisi
Kmmobilize enzimin aktiflijine sécakl éj e

sadk!| ekl ar da 4 O(AIOBHALC ¢3n 6 .dé obelirtilen reaksiyonlar
ger - ekl extliirk |teayeikn laekrtii fyapeéel de.

3.83. PEI baj |l éanoiplairlkearkepli mmobi | i zeninedi | en
aktiflijine sécakl éjén etkisi

Kmmobilize enzimin aktiflijine sécakl éj e

sak!| ekl ar da 4 5(AICBHALC ¢3In 6 .dé obelirtilen reaksiyonlar

ger -eklexktirilerek aktiflik tayinleri yaj

3.9. Aktiflije Substrat Derikiminin Etki:

391.Serbest AChE nin aktiflijine substrat

Serbest asetil kolinesterazéen aktiflijine
amaceé il e deji ki k -0d&mMi Kmkh) e rhdaebsrdtll 8 n & b
-%zeltbPégimedé@d dbel i rtilen reaksiyonl ar ge
3.9.2. APTES modifiyeli silikananoparti k¢l l ere i mmobili z

nin aktiflijine substrat deri kKiminin
Kmmobili ze asetilkolinesterazeén akti f 1l
i ncel emek amacé il e deQ,ix9 kM)d ehrsailmtgatni| aemr adre
-%zel tiblcPérBmbdle 6bel irtilen reaksiyonlar ¢

tayinleri yapéel de.
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3.9.3 . PEI bajdneparts kb1 karem i mmobi |l irmne edi |

aktiflijine substrat derikiminin etki:
Kmmobilize asetaltkiofl liinjeisrter aszuébnst r at de
i ncel emek amacé il e de(,ix9 kM)d ehrsulmtatn| e are
-%zel tiblPérBmbdled 6bel i rtilen reaksiyonlar g
tayinleri yapéel de.

3.10.Depol ama Kararl el éj e

3.10.1.Ser best nA@GhEH&pol anma kararl el &j é

Serbest AChEOGNI n depol anma karar |l el éj ér
tamponunda (pH 8; 3 mL, 0,1 M) hazeéerl an

4AC de sakl ande. Bel irli aral ékl arda en
bel 3m6. 16 de belirtilen y°ntemle aktifl il
3.10.2. APTES modifiyeli silika nanoparti k¢l |l ere i mmobi l

AChE6deponl anma kararl él éj é

Kmmobi ACaEAGN depol anma kararl el é] éne i n
buzdolabénda 4AC dAPBEBX| modinfiyel.i silika n
bel irli aramnl ekl me klaerabinl;dmaen.dd &elirtitek
y°ntemle aktiflikler tayin edildi

3.10.3. PEI baj haomatdt iklkaglIn ere 1 mmobilize

depol anma kararl el é&j é

Kmmobili ze AChEO®G ni n depokhamak kamaceéE
buzdol abénda 4ABEIdebajalkd asmiahi kabeliianopar
aral éklaanr | %ar naelkélner bkXluBm&n@&ldbabrea ki rt i | en yo©
aktiflikler tayin edildi.
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3.11. TekrarKul | anél abilirl ik

3.11.1. APTES modifiyeli silika nanoparti k¢l |l ere i mmobi |
AChmé n tekrar kullanélabilirlifji

Kmmobilizei AChERTr ar kul |l anél acbé | i Ik &i jbiedi

ar al édntim aktiflikleri tayin edildi. APTES modifiyeli immobilize enzim

kol on si stemi3nemLy efrdsefkatti rtidmnmdponu, 20 OL «

(18,75 mM) ve 100 OL DTNB (0,01 M) i-eren karécx
kol ondan ge-irilerek aktiflikler tayin e
3.11.2. PEI bajl éanoiplairkréek gilmneobi | i ze edi |l en
tekrar kullanélabilirlifJi
Kmmobilizei AChEE&Tr ar kull anél abilirlijini
aral ekl arl a enzi m P&lkmodifijeli imkdbikze énzin kolgn n e d i
sistemine PernmLekftogfidtdi t amponu, 20 OL a
(18,75 mM) ve 100 OL DTNB (0, 01 M) i -eren kar éx

kol ondan ge-irilerek aktiflikler tayin e
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4. SONUCLARI N DEJERLENDKRKLMESK VE TARTI kM
4. 1. Sil i ka Né&aanbepi aea Tanesk BoyueAnaliai

Kolloidalk ar ar | eélséjla ksaa miamkogplaa ytli &kkglld essrent ez | e |
boyutl arénén vV e boyut daj el eml ar @énén K
yéll arda ol duk-a il gi -ekmektedirler.

1968 y &St @ nocea v e arleadak!| akar akbel éj a S

nanopartike¢gll erin sentezi i -in [@)Buuk-a b
y°nt e me gere, t e (TEGSE eit lammot osv é i kkaattéean i z °
kull angdHan- °NeH, c¢ kar ékémé 1 -erisinde ger
ve hidroliz tepkimeleri sonucunda sil i k:
Genelli kle hidroliz tepkimesini tek bakeé
ver mektedir ( k el hidrolizaepkimedt sonucudneytlana gelen

arac¢r ¢én, kondedammeassy ol ontuecpukn d a silika n
ol ukturmaktadér (kekil 4.1.Exk. 4.2.).
Si(OR)4+ H,O —> (OR)3Si(OH)+ ROH (4.1)
(OR)3Si(OH)+ H,O —> SiO, + 3 ROH 4.2)

kekillSt#.met odunai P ka nanoparti k¢l erinin

Olukan silika nanopartiNdlilyenl afPéeggdan od d
ortaya -ékan el ektrostati k igemektelinen vet |l e
(keki [67]4. 2.)

ONH4
Si(OCH,CHz), _ NH4OH, CoHsOH
HO — OH
TEOS
O'NH,*

CH3CH20

keki2lSid.i ka nanoparti k¢l l erinin stabiliza
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Sentezlenen silika nanopar t i k¢l | er y ¢ z egyrlueprlianrdéenkd a n
dol ayée polimerlerle velveya organi k mol e
getirilebilirler.

Farkl é& miktarl arda TEOS kull aneél arak St
silik a nanoparbDtiinkagrdi lker li mé k Sa-¢el emeé (DLS)
hi drodi narkiekdi3ddp!| aeéi | mi ktir

150
£ 140 |- A
o
S 130 }
g A
E A—
S 120 } /
=
o
2 110 A

100 | | | |

1 2 3 4 5 6

TEOS mi ktarée ( mL)

keki3lSid.i ka na
I

oparti kgl sentezinde kull a
ve nanopartik, | rin i

t
ortal ama hidrodi nami k

keki b de3g°re¢l dejé¢ gibi kull anéel ada TEOS

artecx gzl enmi ktir. Hind r & ¢ b e-Ipaoppéanrdtai kki¢, | b
agrege o | mea koloidad kaerna ral réel nédkal k i diz aohura n € n
olabilir.Bu- al ék manén amacé dojrultusunda, kol

agregasyonuolael® ndmék ¢lki k hdakdsrialti k-aa pneannop ar t

enzimimmobilizasy onunda kul l anél mak ¢zere se-ilm
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4.2. SilikaNa n o p ar trin APTESIile Modifikasyonu

Ami n sonl u nanopartike¢l |l er bi yoaktif

baj |bainlame s i i -1 Ayvgegantudraksil soel u sil
enzimin kovalent immobilizasyonu i - i n aktif u-1lar én 0
nanopartiakyghl esronnl u organosi | anmodifigel ek ¢ 1 ¢
edimesii -in birBwtheaddag!l i kl e silikBa nano

aminopropiltrietoksisilan (APTES)i | e mo di f i[68k Buenddifikagyonk t i r
I -1 n °neriz heekimMedégamd ol mi Kkt i r .

OCH,CH;
a=" | BTN
| ska 0B+ CHOBO—Si—CHCRCHN, —————> | S-0=5" i, + 3CHCHOH
0 \S" o

OCH,CH:
slika namoparil APTES ska@APTES
kekidlSid.i ka nanopartike¢gll erin APTES il e m
Si li ka nanoparti kel er il e APTES arase
sonucunda organosil oksan bajl ar é ol ukt
partike¢llerin yé¢gzeyine bajl anméxkt eéer

4.3. SilikaNa n o p ar tin RE}ile Medifikasyonu

Enzim i mmobilizasyonunda kull anél mak
fonksi yonel |l ektimahomeai t iakmalcléeyrl apol i et i | er
ileamingruplar é nzcean gi nl ekt ipadmi k¢lirer iNmnBEI 1 | ¢

mekani zmashé Kerivietridd .
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OH + —ENH-CH CHy)-N-CHy CHyy— ——> OH/
) | ) //’/,,

- - CH:‘CH:‘NH: l”'/,
silika nanopartikl ( III-CHTCHJ -}il-C Hg-CH;HNH-CHg-CHg-)—I(-N-CHg-CHﬁ—I
X J-
PEI | '
H CH,-CH)-NH, CH,-CHy-NH,

silika@PEI

veya

( NH-CHQ-CHQ-T-CHTCHZHNH-CHZ-CHﬁ—IfN.Cﬂg-CHQﬁ

CHy CHyNH, CH,-CH,-NH,
OH  —NH-CHy-CHy}N-CH CHj— ——> OH\\\\\
éHg-CHg-NHg
silika nanopartikil silika@PEI
PEI
keki5lSid.i ka nanopartike¢gll ere PEI bajl anma
PEI yapéséndaki ami nnogaupi &l \g&rauiprisard é k
araseénhdaki aHeée ve Veatnk idleerk iWal aelrsi sebebiyl e
nanoparti kgl yé¢zeyine daha -ok fizi ksel
[69].

A

Mekani zmada PEI 6i n birincgzdervemde ki rygirle d

g°ster.iREmi wtaipreséndaki béaj¢gnrec ek onmkmi ngr upl

dallanmé k  p ol i mer zieogel enil nmiknn usmas é k A
azot atomunun bir baj daha yapmaseéyl a
ol uktur maséndan dol ayé nanopartideg!l | erir
yér¢meyecelji d70lk ¢ n ¢ 1 m¢ Kt ¢r

4. 4. APTES ve PEmNhoBPajrité kQillliek&®& MEazi m Kmmc

Amin sonlu nanopart, ik dlilyeraikn i in spesifik eclargh | e r
bajl anabil mesiol duklInariey ghBndm a mak © éie&ier .
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Astil kol i ne &arbeksilh z &€ nasit gr upl arleetil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid (EDAC) ve N-hi dr oksi s ¢ ksiil@mi mi t

aktifh al e g e tBu akiiflenk mr@ekanizmas & e k i616 gtPasitlemi kt i r .

ke ki6lJACHEOna®it ucunun EDAC/ NHS varl éj énda

EDAC/NHS varl éf enda aktif h adteemaz epzanineni COOBl et i | ko
u- | @arinc aminmol ek ¢ 1 bhenmrt bhgée ol ukturmak i -1in
Bl ¢moéd8e5 .ashal at €l dmg yea pgéil bd & jnazkntdnafnl ey ap és én
karboksilli a si t gr spll a k@ay lnaa n o pbainct a kg h| egrrduepkiar

araséndadaNHBEDAGr | é]J énda tauminta kit aajdléar € ol uKk














































































