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OZET

MIKRO VE NANO YUZEYLERDE ENZIMLERIN AKTIiF BOLGE BENZETIMI
ICIN YENI MOLEKULER TANIMLAMA TEKNOLOJILERI

Riistem KECILI

Kimya Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiis, Mayis, 2017
Danisman: Dog. Dr. Ay¢a ATILIR OZCAN

Molekiiler tanima canli organizmalar i¢in oldukca 6nemli bir kavramdir. Bu
caligmada mikro ve nano yiizeylerde lipaz enziminin aktif bolgesinin yeni nesil
molekiiler tanimlama teknolojileri kullanilarak taklit edilmesi amaglanmistir. Bu amagla
ilk olarak, lipaz benzeri mikro ve nano yapilarin hazirlanmasinda kullanilacak
fonksiyonel monomerler metakriloilamido histidin (MAH), metakriloilamido serin
(MASe) ve metakriloilamido glutamik asit (MAGA) sentezlenmistir. Sonrasinda
p-nitrofenil palmitat baskilanmis mikrokiireler siipansiyon polimerizasyonu teknigi ile
hazirlanmastir.

Ikinci asamada, demir nanopartikiillerin yiizeyi metakriloil modifikasyonu
sonrasinda p-nitrofenilpalmitat baskilanmig polimerik kabuk ile kaplanmistir.

Ucgiincii asamada ise nanokatmanlarinda p-nitrofenil palmitat baskilanmis polimer
iceren polimer-kil nanokompozit malzemeleri hazirlanmistir. Hazirlanan enzim mimik
yapilarin karakterizasyonlar1 sisme testleri, BET, FT-IR, SEM ve TEM cihazlan ile
gerceklestirilmistir.

Tez ¢alismasinin son asamasinda, hazirlanan mikro ve nano yapilarin p-nitrofenil
palmit hidrolizi, biyodizel iiretimi, jasmonik asit ve oleik asit esterifikasyonundaki

etkinlikleri aragtirilmistir

Anahtar Kelimeler: Molekiiler Tanima, Lipaz, Yapay Enzim, Biyodizel,
Esterifikasyon, Jasmonik Asit, Oleik Asit.



ABSTRACT

NEW MOLECULAR RECOGNITION TECHNOLOGIES FOR MIMICKING THE
ACTIVE SITES OF ENZYMES ON MICRO AND NANO SURFACES

Riistem KECILI

Department of Chemistry

Anadolu University, Graduate School of Sciences, May, 2017
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ay¢a ATILIR OZCAN

Molecular recognition is a crucial phenomena for living organisms. This study is
aimed to mimic the active site of lipase on the micro and nano surfaces by using new
molecular recognition techologies. For this purpose, firstly, functional monomers
methacryloylamido histidine (MAH), methacryloylamido serine (MASe) and
methacryloylamido glutamic acid (MAGA) were synthesized and then p-nitrophenyl
palmitate microbeads were prepared by suspension polymerization technique.

In the second step, surface of the iron nanoparticles was coated with
p-nitrophenyl palmitate imprinted polymeric shell.

In the third step, polymer-clay nanocomposite materials having p-nitrophenly
palmitate imprinted polymer between their nanolayers were prepared. The
characterization of the prepared enzyme mimic structures was carried out by swelling
tests, BET, FT-IR, SEM and TEM.

In the last step of the study, the efficiencies of the prepared micro and
nanostructures for the p-nitrophenyl palmitate hydrolysis, biodiesel production,

jasmonic acid and oleic acid esterifications were investigated.

Keywords: Molecular Recognition, Lipase, Artificial Enzyme, Biodiesel,

Esterification, Jasmonic Acid, Oleic Acid.



TESEKKUR

Tez caligmam stiresince yardimi ve destegiyle her zaman yanmimda olan
Danisman Hocam Saym Dog. Dr. Ayca ATILIR OZCAN’a
Bana her tiirlii konuda destek olan Hocam Sayn Prof. Dr. Arzu ERSOZ’¢e
Calismalarim  boyunca her tlirli yardimda bulunan Hocam Saymn
Prof. Dr. Deniz HURe
Tezimin degerlendirilmesinde jiiri liyesi olarak yer alan ve yardimlarinmi eksik
etmeyen Hocalarim Saym Dog¢. Dr. Lokman UZUN’a, Prof. Dr. Ebru BIRLIK
OZKUTUK ’e ve Yrd. Dog. Dr. Volkan KILIC a
Destegi ve giilen yiiziiyle hep yanimda olan esim Merve KECILI’ye
Maddi-manevi destekleriyle hayatimin her aninda beni hi¢bir zaman yalniz
birakmayan Annem Safiye KECILI, Babam Yasar KECILI, Kiz Kardesim Zeynep
OZAYDIN ve Erkek Kardesim Hiiseyin KECILI’ye

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
Riistem KECILI

Mayis 2017



05/07/2017

ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 0zgiin bir ¢alisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri
toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve
kurallara uygun davrandigimi; bu c¢aligma kapsaminda elde edilemeyen tiim veri ve
bilgiler i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu
calismanin Anadolu Universitesi tarafindan kullamilan “bilimsel intihal tespit
programi”yla tarandiginm1 ve hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim.
Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun
saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu

bildiririm.
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1. GIRIS

Viicudumuzu bulunan hiicreler ve molekiiller birbirleri arasinda etkilesim
igerisindedir. Bu karsilikli etkilesim “molekiiler tanima” yoluyla gergeklesir ve
viicudumuzun yasamsal fonksiyonlar1 olaganiistii bir uyum igerisinde yerine getirilir.
O nedenle molekiiler tanima canli organizmalarda yasamin varligi i¢in olduk¢a dnemli
bir kavramdir. Ornegin, hiicre membranlarmin yiizeyinde yer alan reseptdrler
hormonlar1 molekiiler tanima ile kendine baglar ve hiicreler arasi etkilesimden
sorumludurlar. “Molekiiler tanima” ilk kez 1987 yilinda Donald J. Cram, Jean-Marie
Lehn ve Charles J. Pedersen’in bu konu iizerine olan arastirmalari ile Nobel Kimya
odiiliinli kazanmalariyla tiim Diinya’da taninir hale gelmistir.

Dogada bulunan molekiiler yapilarin birbirini tanimasi ve etkilesime girmesi
bilim insanlarmin ilgisini her zaman ¢ekmis ve son yillarda bu yapilar1 taklit edecek
mimik sistemlerin dizayn edilip hazirlamasina yonelik aragtirmalar hiz kazanmistir.
Hazirlanan bu mimik sistemler yapay reseptorler olarak da adlandirilirlar ve sahip
olduklart en O6nemli avantajlarindan biriSi molekiiler tasarimin serbest ve dogal
olmasidir.

Molekiiler baskilama teknolojisi ¢ok yonlii yapay reseptorleri verimli, basit,
hizli, segici ve ekonomik olarak hazirlamak igin gelistirilmistir. Yapay reseptorler
uygun fonksiyonel monomerlerin kalip molekiil (hedef molekiil) varliginda ve ¢apraz
baglayici ajan esliginde polimerlestirilmesiyle kolayca hazirlanabilir. Hazirlanan
molekiiler baskilama temelli yapay reseptorlerin hedef molekiile kars1 yiiksek afinite
gosteren binlerce hatta milyonlarca baglanma bdlgesi bulunurken dogal reseptorler bir
veya birkag baglanma bolgesine sahiptir.

Cok yonlii endiistriyel uygulamalar1 ve essiz katalitik performansi ile lipazlar
biyoteknoloji diinyasinda her gecen giin 6nem kazanmaktadir. Endiistride kullanim
alanlarina 6rnek olarak yaglarin biyodoniisiimleri, deterjan, tekstil ve ila¢ sektorleri
verilebilir.

Lipazlar yaglarin ¢esitli reaksiyonlarinda, ester ve gliseridlerin sentezinde ve
yaglarin modifikasyonunda biyokatalizor olarak kullanilmistir. Lipazlar yaygin sekilde
transesterifikasyon reaksiyonlarinda katalizor olarak kullanilir (Desaive ark. 2004).
Bununla birlikte disiik kararliligi ve yiiksek segicilige sahip enzimin iiretim maliyetinin

yiiksek olmasi lipazin genis dlgekteki endiistriyel uygulamalarinda 6nemli bir problem



olusturmaktadir. Lipazlarin uygulamalar1 arasinda biyodizel iiretimi (Hsu ve ark. 2002),
enantiyomerik ilag sentezi (Massolini, 2003) ve poliesterlerin enzimatik
polimerizasyonu (Giibitz ve Paulo, 2003) 6rnek olarak verilebilir. Literatiirde yer alan
birgok c¢alismada farkli malzemelere immobilize edilmis lipazlar transesterifikasyon
reaksiyonlarinda katalizor olarak kullanilmistir (Pang ve ark. 2016; Bayramoglu ve ark.
2015; Kuo ve ark. 2013).

Dogal lipazlarda bulunan Ser-Glu-His aktif sistemi ile donatilmis yapay bir
enzim literatiirde bulunmamaktadir. Bu c¢alisma kapsaminda  Ser-Glu-His
aminoasitlerini i¢ceren monomerlerin birlikte organizasyonu ve yiiksek oranda g¢apraz
baglanmasiyla lipaz enziminin aktif bdlgesi mikropartikiillerde, —manyetik
nanopartikiillerin yiizeyinde ve polimer-kil kompozitlerin nanotabakalarinda olmak
tizere ti¢ farkli mikro ve nanoplatformda olusturulmustur. Hazirlanan bu malzemelerin
etkinligi bitkisel yaglardan yag asidi metil esterlerinin (biyodizel) {iretimindeki
transesterifikasyon islemlerinde test edilmistir. Bunlara ek olarak, hazirlanan yapay
enzim sistemlerinin biyokimyasal proseslerde (jasmonik asitten metil jasmonat eldesi,

oleik asitten metil oleat eldesi) kullanilabilirligi aragtirilmistir.

Gergeklestirilen bu tez calismasinin bilimsel ve teknolojik ¢iktilar1 asagida

Ozetlenmistir:

1. Molekiiler baskilama teknolojisine dayali yapay lipaz sentezi ve
karakterizasyonu: Yiiksek sicaklik, diisiik ve yiiksek pH gibi sert kosullar altinda
cabuk bozunabilen ve olduk¢a pahali dogal enzimlere bir alternatif olarak
lipazin aktif bolgesinin (Ser-Glu-His) polimerik mikro ve nano yiizeylerde ve
polimer-kil nano kompozitlerde olusturulmasi ve karakterizasyonlari

2. Enzim aktivitesinin belirlenmesi: Calismanin bu asamasinda yapay lipazin p-
nitrofenil palmitat hidrolizindeki etkinliginin test edilerek enzimatik
aktivitesinin belirlenmesi

3. Sentetik lipazin biyodizel iiretiminde kullanilabilirliginin arastirilmasi

4. Sentetik lipazin sadece bitki fizyolojisinde kompleks bir mekanizma ile iiretilen
metil jasmonat eldesinde kullanilmasi ve oleik asitten metil oleat eldesinde

kullanilabilirliginin arastirilmasi



Sekil 1.1°de bu tez galismasi kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalarin sematik

Ozeti verilmistir.

Béliim 2.2.2

p-NPP
baskilanmis
mikrokiireler

p-NPP - p-NPP
baskilanmus Transesterifikasyon baskilanmis
manyetik iiriinleri polimer/kil
nanopartikiiller nanokompozitler
Boliim 2.2.3 Boliim 2.2.4

Sekil 1.1. Tez ¢alismast kapsaminda gergeklestirilen ¢calismalarin sematik ozeti

1.1. Molekiiler Baskilanmms Polimerler (MIP’ler)

MIP’ler hedef molekiil igin segici tanima bdlgelerine sahip sentetik
malzemelerdir. Molekiiler baskilama teknolojisi ilk kez 1972 yilinda Giinter Wulff ve
ekibi tarafindan literatiire rapor edilmis ve polimerik yap: igerisinde fonksiyonel
gruplarin {i¢ boyutlu yapilarinin diizenlenmesiyle hedef molekiile 6zgii secici baglanma
bolgeleri elde edilmistir (Wulff ve Sarhan, 1972). Daha sonra yapilan g¢alismalarda
istenilen enzim tepkimelerinin substratlarini, iirlinlerini veya gecis analoglarini kalip
molekiil olarak kullanarak bu yontemle "Yapay enzim" elde edilebilecegini de
gostermistir (Wulff ve Poll, 1987). Antikor gibi biyoreseptorler yiiksek segicilikleri
nedeniyle spesifik antijenlerini saflagtirmada kullanilan popiiler ligandlardir. Fakat
yiiksek seciciligi olan bu biyolojik molekiiller ortam sartlarindan kolay etkilenir ve
protein yapilar1 asidik sartlarda, yiiksek sicakliklarda ya da proteolitik aktivite
sonucunda denatiire olur. Antikor/antijen ya da enzim/substrat gibi biyolojik sistemlerin
tanima mekanizmasini polimerik yapilara aktaran yaklagim “Molekiiler Baskilama™ dir
(Mosbach ve Ramstrom 1996).

MIP’ler molekiiler tanimaya elveriglidir, ucuzdur ve kolayca hazirlanabilir.

Bunun yanisira, sert prosess kosullarina (yliksek sicaklik, diisiik ya da yiiksek pH vb)
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oldukca dayaniklhidir ve kararliliklarint korur. Uzun siire performansinda degisim
olmaksizin saklanabilirler (Sellergren, 2001; Kryscioa ve Peppas 2012; Cheong ve ark.
2013; Vasapollo ve ark. 2011; Chen ve ark. 2012; Guerreiro ve ark. 2011; Lai ve Feng,
2003; Kupai ve ark. 2017)

Molekiiler baskilama yontemi temelde {i¢ basamaktan olugmaktadir (Sekil 1.2):

1) On-komplekslesme: Bu basamakta fonksiyonel monomerler kalip molekiil ile
kovalent veya kovalent olmayan etkilesimler sonucu kalip-monomer kompleksi olusur.
Bu etkilesim esnasinda kalip molekiiliin Kimyasal 6zellikleri ve li¢ boyutlu yapisi

Onemlidir.

2) Polimerizasyon: Kalip-fonksiyonel monomer kompleksi uygun bir ¢apraz baglayici

esliginde baslatici kullanilarak polimerlestirilir.

3) Kalip molekiiliin polimerik yapidan uzaklastirilmasi: Analit molekiiliin
uzaklagtirllmasina uygun ¢oziicii veya ¢oOzilicii karisimlart kullanilarak polimerik
yapidan analit molekiili uzaklastirtlir. Baskilanan molekiiliin  polimerden
uzaklastirilmas1 sonucunda polimerde baskilanan molekiile kimyasal ve topolojik
(biiyiikliik, sekil ve ii¢ boyutlu yap1) olarak segici bellekler elde edilir ve bir karisimda

baskilanan molekiil polimere se¢ici olarak tekrar baglanabilir.

[

Kalip Yeniden

v/ " Polimerizasyon baglanma

Kalip-monomer kompleksi  s——

- W

-~

Caprazbaglayici/monomerler

Sekil 1.2. MIP sentezinin sematik gosterimi
Kaynak: Wackerlig ve Schirhagl, 2016


http://pubs.acs.org/author/Wackerlig%2C+Judith
http://pubs.acs.org/author/Schirhagl%2C+Romana

Hedef molekiiliin yeniden baglanma kinetigi baglanma prosesinde etkin olan
etkilesimlerin dogasina baglidir. Polimerik agin yapisi olusan baglanma bdlgelerini
etkiler ve dolayisiyla hazirlanan MIP’in hedef molekiilii baglama yetenegi de bundan

etkilenir. Sekil 1.3’de bir MIP igerisinde olas1 baglanma bolgeleri sematize edilmistir.

A Bolgesi: Makrogdzeneklerde

B Bolgesi: Mikrogozeneklerde

C Bolgesi: Gomull partikill gozeneklerinde

D bdlgesi: Dimer ya da trimerleri
biitinleyici kissmlar

E bilgesi: indiiklenmis baglanma bélgesi

F bilgesi: Secici olmayan kisim

G hdlgesi: Kahinti kalhp molekiil

B Fonksiyonel grup

Sekil 1.3. MIP igerisinde olasi baglanma bolgelerinin sematik gosterimi

Molekiiler baskilama tekniginde, ¢oziicti, fonksiyonel monomer, kalip molekiil,
capraz baglayict ve baglatict kullanilir. Etkili bir baskilama elde edebilmek igin bu
parametrelerin  secimi  olduk¢a Onemlidir. Asagida bu parametreler detaylica

aciklanmugtir.

1.1.1. Baslaticilar

Baslaticilar Sekil 1.4’de sematik olarak goserildigi gibi sicaklik ya da UV 1s1k
altinda paracgalanarak iki serbest radikal molekiillerine parcalanirlar ve radikallerdeki
eslesmemis elektronlar fonksiyonel monomerler ve capraz baglayict ile reaksiyona
girerek polimerizasyon siiresince polimerik agi olustururlar. Kalip molekiil ile
fonksiyonel monomer arasindaki komplekslesmenin hidrojen bagi ile gerceklestigi

durumlarda diisilk polimerizasyon sicakligi tercih edilir ve bu sartlarda diisiik



sicakliklarda etkili olan fotokimyasal olarak aktif olan baslaticilar tercih edilir. MIP

sentezinde yaygin olarak kullanilan baslaticilar Sekil 1.5’de verilmistir.

4
KNQN%EN m\\[\]w
\\ N
N N

2,2’-azodiizobiitironitril 2,2’-azobis-(2,4-dimetilvaleronitril)
(AIBN) (ABDV)
Sekil 1.4. MIP sentezinde yaygin olarak kulanilan baglaticilar

@/\ —

nu>iw T e A
\ \
N N

Sekil 1.5. Sicaklik ya da UV 151k altinda 2,2 -azodiizobiitironitril 'in par¢alanmast
1.1.2. Fonksiyonel monomerler

Fonksiyonel monomerler baskilanmigs baglanma bdlgelerinde baglanma
etkilesimlerinden sorumludur. Kovalent olmayan molekiiler baskilamada baskilamanin
gerceklesmesi icin genellikle daha fazla miktarda baskilanacak molekiil kullanilir.
Kompleks olusumunu ve baskilama etkisini arttirmak icin fonksiyonel monomerin
fonksiyonelligi ile baskilanacak molekiiliin veya iyonun fonksiyonelliginin uyusmasi
¢cok Onemlidir. Fonksiyonel monomer ile baskilanacak molekiil arasindaki
komplekslesme monomerin sterik ve elektronik etkisine baglidir. Asidik, bazik ve
notral 6zelliklere sahip yaygin olarak kullanilan bazi fonksiyonel monomerler yaninda
metal-selat etkilesimini 6n plana ¢ikaran monomerler de son zamanlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Sekil 1.6’da MIP sentezinde yaygin olarak kulanilan fonksiyonel

monomerler verilmistir.
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metakrilik asit
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(@)
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Sekil 1.6. MIP sentezinde yaygin olarak kulanilan fonksiyonel monomerler

Sentezin kolay olmasi nedeni ile akrilik ve metakrilik asidin esterleri ve amidleri
yaygin olarak kullanilir. Ticari olarak pek ¢ok fonksiyonel monomer bulunur. Bununla
birlikte ticari monomerler genellikle depolama esnasinda istenmeyen polimerlesmelerin
engellenmesi i¢in inhibitor ve stabilizor (hidrokinon ve fenol gibi) igerirler. Bu nedenle
ticari monomerlerin igerisindeki bu maddelerin polimerizasyon islemi Oncesinde

damitma islemi ile uzaklastirilmasi gerekir.

1.1.3. Capraz baglayiailar

Capraz  baglayicilar  polimerizasyon  prosesinde  olduk¢a  Onemlidir.
Polimerizasyon i¢in hazirlanan karisimda en biiyiik orani olustururlar ve polimerizasyon
siiresince olusan polimerik yapimin rijit olmasini saglarlar. Capraz baglayicilar
MIP’lerde oncelikle polimer morfolojisinin (jel, makro gozenekli ya da toz halinde)
kontroliinii ve polimerik yapmnin mekanik kararliligini saglarlar. Makro gozenekli
polimer elde edebilmek ve polimerin yeteri kadar mekanik kararliliginin olmasi igin

genellikle yiiksek capraz baglama orani tercih edilir. Polimerlerde ¢apraz baglama orani
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% 80’1 agmaktadir. Yiiksek oranda capraz baglama, ayni zamanda baskilanmis
polimerin ¢oziiclide ¢Ozlinmesini Onler ve baskilanmigs polimerlerin kullanimini
kolaylastirir. Etkili bir baskilama i¢in ¢apraz baglayicinin reaktifligi ile fonksiyonel
monomerin reaktifligi uygun olmalidir. Aksi takdirde, fonksiyonel monomer ya da
capraz baglayici baskin oldugunda polimerizasyon etkili bir sekilde gergeklesmez
(Cormack ve Elorza 2004). Capraz baglayict ile fonksiyonel monomer arasindaki
stokiyometrik oran da oldukca onemlidir. Son derece yiiksek oranlarda, 6zellikle ¢apraz
baglayicinin fonksiyonel monomer ve/veya baskilanan molekiil ile kovalent olmayan
etkilesimde baskilama etkisi zarar goriir. Fazla miktarda ¢apraz baglayici oldugunda
polimerizasyon baskilanacak molekiil etrafinda gergeklesir (Chapuis ve ark. 2004).
Molekiiler baskilama i¢in uygun birka¢ c¢apraz baglayicit baskilanacak molekiil ile
fonksiyonel monomer gibi davranarak kendiliginden kompleklesebilir. Farkli tiirde
capraz baglayict ajaninin kullanilmasi ile konuk baglanma boélgelerinin yapilart ve
bunlarin etrafindaki ¢evre kontrol edilebilir. Organik ¢oziiciilerin  kullanildigi
polimerizasyon sistemlerinde ¢apraz baglayici olarak etilen glikol dimetakrilat (EDMA)
ve divinil benzen (DVB) yaygin olarak kullanilir. Suda ¢6ziiniir ¢apraz baglayici ajani
ise N, N’-metilenbisakrilamit (MBAA)’dir. Sekil 1.7°de MIP sentezinde yaygin olarak

kullanilan ¢apraz baglayicilar verilmistir.

ke TN

Etilen glikol dimetakrilat Trimetilolpropan trimetakrilat
(EDMA) (TRIM)
o 0

Divinilbenzen Pentaeritritol triakrilat
(DVB) (PETRA)

Sekil 1.7. MIP sentezinde yaygin olarak kulanilan ¢apraz baglayicilar



1.1.4. Coziiciiler

Polimerizasyon prosesinde ¢oziicii, fonksiyonel monomer, kalip molekiil, ¢capraz
baglayic1 ve baglatict ajanin tek fazda bulunmasin1 ve polimerik yapida gézeneklerin
olusumunu saglar. Bu nedenle kullanilan ¢oziiciiye genellikle “porojen” denir.
Ozellikle, makro gozeneklere sahip polimerlerin hazirlanmasinda, ¢oziicii gdzeneklerin
yapisi, morfolojisi ve gbozenek hacmini kontrol etmeyi saglayan Onemli bir
parametredir. Polimerizasyon siiresince ¢oziicii molekiilleri polimerik yapinin igine
dahil edilir ve son asamada uzaklastiritlir. Bu islemler siiresince, bosluk ¢oziicii
molekiilleri tarafindan polimerde gézenek olarak bulunur (Cormack ve Elorza 2004).
Coziiciiniin  diger bir rolii ise polimerizasyon reaksiyonu olusurken sicaklig
dagitmasidir. Aksi takdirde, reaksiyon karigiminin sicakligi bolgesel olarak ¢ok yiiksek
olur ve istenmeyen yan reaksiyonlar olusur. Coziiciiniin secimi kalip molekiiliin
baskilanma c¢esidine baglidir. Kovalent baskilama tekniginde, fonksiyonel monomer,
kalip molekiil, capraz baglayici ve baslaticidan olusan tiim bilesenle iyi bir sekilde
¢ozlindligii siirece birgok ¢oziicii kullanilabilir. Kovalent olmayan baskilamada ise,
fonksiyonel monomer ile baskilanacak molekiil arasindaki etkilesimi ve baskilama
etkisini arttirmak i¢in ¢oziicii se¢imi daha onemlidir. Kloroform ¢ogu monomer ve
baskilanacak molekiili iyi ¢ozmesi nedeni ile ¢ok yaygin olarak kullanilan
coziiciilerden biridir. Bununla birlikte, ticari kloroformda depolama siiresince fosgen
olusumundan kurtulmak i¢in etanolle stabilize edilir. Etanol monomer ile baskilanacak
molekiil arasindaki hidrojen baglanmasini engellemesi nedeni ile ¢ogu molekiiler
baskilama i¢in (0zellikle kovalent olmayan baskilama i¢in) uygun degildir. Coziici,
kalip molekiil ile fonksiyonel monomer arasindaki elektrostatik etkilesimler gibi polar
etkilesimleri ve hidrojen baglarinin olugmasini saglamak igin az polar ve aprotik
ozellikte olmalidir. Normalde toluen gibi protik olmayan c¢dziiciiler hidrojen bagim
kararli kildig1 i¢in tercih edilir. Bununla birlikte, komplekslesmede hidrofobik kuvvetler

kullaniliyor ise ¢oziicli olarak su segilebilir.

1.2. MIP’lerin Hazirlanmasinda Kullanilan Yaklasimlar

MIP’lerin hazirlanmasinda fonksiyonel monomer ile kalip molekiil arasinda
olusan bagin ¢esidine gore kovalent, yari-kovalent ve kovalent olmayan baskilama

olmak tizere 3 farkli yontem kullanilir. Bu yontemler asagida kisaca agiklanmustir.
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1.2.1. Kovalent baskilama

Gilinter Wulff ve Ali Sarhan 1972 yilinda kovalent baskilama ile MIP
hazirlanmasini literatiire ilk kez rapor etmislerdir (Wulff ve Sarhan, 1972). Bu
yaklasimda kalip molekiil ile fonksiyonel monomer arasinda tersinir kovalent baglar ile
tersinir etkilesim gergeklesir (Wulff ve ark. 1973; Wulff ve ark. 1977; Wulff ve
Schauhoff, 1991; Wulff, 1995; Wulff ve Biffis, 2001) ve kalip molekiil-fonksiyonel
monomerin ¢apraz baglayici ajan varliginda kopolimerizasyonu gergeklesir. Daha sonra
kalip molekiil polimerik yap1 igerisinden uygun bir ¢oziicii veya ¢oziicii karigimi ile
uzaklastirilir. Bu islemin sonunda hedef molekiile {i¢ boyutlu yap1 ve fonksiyonel grup
oryantasyonu ag¢isindan uygun kaviteler olusur.

Literatiirde yer alan bir ¢alismada, Wulff ve arastirma grubu 4-nitrofenil-a-D-
mannopiranoz baskilanmis polimeri kovalent baskilama yontemi ile hazirlamiglardir
(Wulff ve Poll, 1977). 4-nitrofenil-a-D-mannopiranoza yonelik MIP hazirlanmasi
sematik olarak Sekil 1.8’de verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi, fonkssiyonel
monomer 4-vinilfenilboronik asit hidroksil gruplari ile esterifikasyon yolu ile kovalent

olarak 4-nitrofenil-a-D-mannopiranoza baglanmistir.
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Sekil 1.8. Kovalent olarak 4-nitrofenil-o-D-mannopiranoz baskilanmis polimerin
sematik gosterimi
Kaynak: Wulff ve Poll, 1977

Kovalent baskilamanin bazi avantajlar1 bulunmaktadir. MIP hazirlarken
fonksiyonel monomer ve kalip molekiil arasinda olusan kompleks kararlidir. Baskilama

prosesi istenildigi gibi kontrol edilebilir. Giiglii kovalent etkilesimlerden dolay1 proses
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paramatereleri esktrem kosullarda olabilir (Yiiksek sicaklik, pH vb). Teorik olarak non-
spesifik baglanma olasiligi ¢ok diisiiktiir. Bununla birlikte kovalent baskilama
yaklasimmin dezavantajlar1 da sz konusudur. Ornegin, kullanilan fonksiyonel
monomerler sinirhidir. Fonksiyonel monomer ve hedef molekiil arasinda olusan
kompleksin sentezinde sorunlarla karsilasilabilir ve sentez prosesi ¢ok ekonomik
degildir. Bu nedenlerden dolayi, kovalent baskilama yaklagimi ile MIP hazirlanmasi ¢ok

yaygin degildir ve literatiirde sinirl sayida ¢alisma bulunmaktadir.

1.2.2. Yani-kovalent baskilama

MIP hazirlanmasinda kullanilan bir diger yaklasim ise yari-kovalent
baskilamadir. Bu yaklagim ilk kez Whitcombe ve arkadaslar1 tarafindan onerilmistir
(Whitcombe ve ark. 1995). Yari-kovalent baskilamada, polimerizasyon prosesi dncesi
fonksiyonel monomer ve kalip molekiill arasindaki etkilesim kovalent iken,
polimerizasyon sonrast MIP ile kalip molekiil arasinda kovalent olmayan etkilesim
gergeklesir. Whitcombe ve arkadaslari ¢alismalarinda yari-kovalent baskilama yontemi
ile kolesterol baskilanmis polimerler hazirlamiglardir. Bu amagla, kolesteril kloroformat
4-finilfenol ile kolesteril (4-vinil)fenil karbonat olustirmak tizere reaksiyona girmistir.
Daha sonra, kalip molekiil olarak karbonat c¢apraz baglayict varliginda
polimerlestirilmistir. Son asamada ise karbonat baginin hidrolizi ile kalip molekiil
polimerik yap1 icerisinden uzaklastirilmistir. Elde edilen sonuglar, hazirlanan MIP’in
kolesterolii fenolik gruplar aracilig ile ve kovalent olmayan etkilesimlerle segici olarak

bagladigini gostermistir (Sekil 1.9).

11



u)Lo’[\/tt\:r * /@_ 2% "/ @*o"i“@ S

Kondenzasyon
Kolesteril kloroformat 4-vinil fenol Kolesteril (4-Vinil)fenil karbonat
o
o
3
.
2
w
n
-~
[}
o, L
: o,

o
M-W\MVM’JW M

.

/ D J?Ef/ |
5 g  Hiaroliz = =g A
%ZSEL. (OO0 T

,,’J‘J\MWNM'V\'J\MI\’NN"J """""'\wt""f 1‘;

uoAsn|3
- —
ewue|Seq
u3plu3)

Sekil 1.9. Yari-kovalent baskilama ile hazirlanan kolesterole segici MIP 'in sematik

gosterimi
Kaynak: Whitcombe ve ark. 1995

1.2.3. Kovalent olmayan baskilama

MIP hazirlanmasinda kullanilan baska bir yaklagim ise ilk kez Arshady ve
Mosbach tarafindan onerilen kovalent olmayan baskilamadir (Arshady ve Mosbach,
1981). Bu yaklasimda, fonksiyonel monomerler kalip molekiil etrafinda kovalent
olmayan etkilesimler ile (iyonik, polar, hidrofobik etkilesimler, hidrojen baglar1 ve van
der Waals kuvvetleri) biraraya gelerek ¢apraz baglayici ajan varhiginda polimerleserek
hedef molekiile se¢ici tanima bolgelerini olusturular.

Kovalent olmayan baskilama yontemi kullanilan fonksiyonel monomerlerin
cesitliligi ve kalip molekiillere kars1 kolay uygulanabilirligi gibi 6zellikleri sayesinde
oldukca kullanisli ve gergeklestirilmesi kolay bir yaklagimdir. Etkilesimlerin kovalent

olmayan dogasi kalip molekiiliin polimerik yapidan uzaklastirilmasini kolaylastirir.
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Bununla birlikte, bu yaklasimla hazirlanan MIP’lerin hedef molekiile karsi diisiik
baglama kapasitesi ve heterojen baglanma bolgelerine sahip olma gibi bazi

dezavantajlar1 da bulunmaktadir.

Kovalent ve kovalent olmayan yaklasimla baskilanmis polimerlerin avantaj ve

dezavantajlar1 Tablo 1’de 6zetlenmektedir.

Tablo 1.1. Kovalent ve kovalent olmayan baskilamanin avantajlart ve dezavantajlart

Islem Kovalent Baskilama Kovalent Olmayan Baskilama

Monomer-baskilanacak molekiil . )
] o . Gerekli, zor Gereksiz
konjugesinin sentezi

Polimerizasyon Sartlar1 Oldukga serbest Siurhi

Polimerizasyondan sonra  baskilanan

molekiiliin uzaklagtirilmasi Zor Kolay
Baskilanacak molekiiliin baglanmasi ve
Yavas Hizli
ayrilmast
Hedef molekiillerinin | Fazla miktardaki fonksiyonel
uzaklastiriimasi monomer  spesifik  olmayan
Baskilama Etkisi

sonucunda  baskilama | baglanma boélgeleri olusturur ve

etkisi azalir baglanma segiciligi azaltir

Yilmaz ve arkadaslarinin gergeklestirdigi ¢alisma bu yaklasimla hazirlanmig
MIP’lere 6rnek olarak verilebilir (Yilmaz ve ark. 2002). Bu ¢alismada, (-)-isoproterenol
baskilanmig polimerler Sekil 1.10’da sematik olarak gosterildigi gibi kovalent olmayan
baskilama yaklagimi ile hazirlanmigtir. Bu amagla, (-)-isoproterenol ile hidrojen bagi
yapabilme o0zelligine sahip triflorometakrilik asit (TFMAA) fonksiyonel monomer
olarak kullanilmistir. Elde edilen sonuglar hazirlanan MIP’in (-)-isoproterenol’iin

enantiosegici taninmasi i¢in yiiksek afinite ve segicilige sahip oldugunu gostermistir.
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Sekil 1.10. Kovalent olmayan baskilama ile (-)-isoproterenol’e segici MIP
hazirlanmasinin sematik gésterimi
Kaynak: Yi/maz ve ark. 2002

1.2.4. Metal-selat etkilesimli baskilama

Metal-selat etkilesimleri, baglanma giici ve segiciligi agisindan sulu
cozeltilerdeki elektrostatik etkilesimler ve hidrojen baglariyla kiyaslandiginda kovalent
etkilesimlere daha c¢ok benzemektedir. Bununla birlikte hedef molekiiliin yapidan
uzaklastirilmas1 kovalent baskilamada oldugu kadar giic degildir. Ozellikle hidrojen
baglarinin etkin oldugu baskilama sistemlerine gore ¢oziicii profilinin su da dahil olmak
tizere genis siirlarda kullanilabilmesi ve baskilanacak tamamlayici ligandin geometrik
yonelmesinin segicilige getirdigi avantaj nedeniyle metal-selat etkilesimlerine dayanan

baskilama sistemleri daha ¢ok tercih edilmektedir.

Giiltekin ve arkadaslar1 (Giiltekin ve ark. 2009) metal-selat etkilesimli

baskilama yaklagimini kullanarak Bacillus cereus sporlarin tayinine yonelik dipikolinik
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asit (DPA) baskilanmis nanokabuklara sahip altin-glimiis nanokiimeler hazirlamislardir.
Bu amagla DPA kalip molekiil ve metakriloil imidodiasetik asit-krom(ll1) [MAIDA-
Cr(III)] metal selat momomeri olarak kullanilmistir. Floresans Ol¢timleriyle elde edilen
sonuglar hazirlanan nanosensoriin DPA i¢in yliksek afinite ve segicilige sahip oldugunu
gostermistir. Benzer bir yaklasimla ayni arastirma grubu tarafindan gerceklestirilen
baska bir ¢alismada (Giiltekin ve ark. 2010), metal-selat fonksiyonel monomeri olarak
metakriloilamido antipirin-terbium [(MAAP)—Tb(I1I)] kompleksi, kalip molekiil olarak
ise DPA kullanilmistir. Sekil 1.11°de altin-giimiis nanokiimelerin ylizeyinde DPA’sa
secici MIP kabuk hazirlanmasi sematik olarak verilmistir. Hazirlanan sensoriin DPA
tanima etkinligi floresans Ol¢iimleri ile arastirilmis ve hedef molekiill DPA’ya karsi

oldukea secici oldugu goriilmiistiir.

HC—
- "CH—H—Q—(HZ—CHJ

¢ 0
D
&
Sekil 1.11. DPA i¢in MIP temelli Au/Ag nanosensoriin hazirlanmast

Kaynak: Giiltekin ve ark. 2010

Literatiire rapor edilen baska bir ¢alismada (Ers6z ve ark. 2009) Ersoz ve
arkadaglar1 8-Hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) tayini i¢in 8-OHdG baskili film

kaplanmis QCM sensor hazirlamiglardir. Sensor yiizeyindeki polimerik film olusumu
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metakriloil aminoantipirin (MAAP)-Fe(Ill) metal selat fonksiyonel monomerinin ¢apraz
baglayict N-N'-metilenbisakrilamid ve kalip molekiil 8-OHdG varliginda foto-graft
yiizey polimerizasyonu ile UV 1sik altinda gergeklestirilmistir. Sekil 1.12 de 8-OHdG
baskilanmis polimerin hazirlanis1 sematik olarak verilmistir. Meme kanseri teshisi
konulmus hastadan alinan kan serumunda 8-OHdG seviyesi tayinine yonelik yapilan
testlerde QCM sensdriin oldukca segici oldugu tespit edilmis ve afinite sabiti 78760 M

olarak bulunmustur.
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Sekil 1.12. OCM sensor yiizeyinde 8-OHAG baskili polimerin hazirlanmast
Kaynak: Ersoz ve ark. 2009

1.3. Yapay Enzimler

Dogal enzimlerin iistiin katalitik 6zelliklere sahip olmasi bilim insanlarimi dogal
enzimlere benzer ve onlarin bu istiin 6zelliklerini taklit edebilecek yapilari dizayn etmeye
ve gelistirmeye yoOneltmistir. Dizayn edilen bu yapilar ise genel olarak “biyomimetik
enzimler” ve “yapay enzimler” terimleri ile tanimlanmistir. Literatiirde yapay enzimlerle
ilgili calismalar 1972 yilinda Breslow tarafindan rapor edilmistir (Breslow, 1995).

Yapay enzimler dogal enzimlere kiyasla daha kararlidir. Ornegin bir ¢alismada alan
antijen mimikler hazirlanmis ve elde edilen sonuglar hedef molekiiler kars1 giiglii ve segici
baglanmanin gerceklestigini ortaya koymustur (Breslow ve Singh, 1998). Yapay enzim
hazirlanmasindaki  amaglardan  birisi de yapay enzimlerin, dogal enzimlerle

gerceklestirilemeyen katalitik reaksiyonlarda kullanilabilmesidir (Murakami ve ark., 1996).
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Dogal enzimlerin pahali olusu ve digiik kararliliga sahip olmalari dogal enzimlerin
endiistriyel boyutta kullanimlart kisitlamigtir. Ayrica ekstrem kosullar altinda (yliksek
sicaklik, yiiksek pH vb) kolayca denatiire olmalarindan dolayr enzimler genis capta

kullanilamamaktadirlar.

1.4. Biyomimetik Katalizorlerin Dizaynminda Kullanilan Yaklasimlar
Biyomimetik katalizorlerin dizayninda kullanilan yaklasimlar 3 ana kategoriye
ayrilir. Bunlar dizayn yaklagimi, gegis hali analogu yaklasimi ve katalitik aktivite se¢imi

yaklasimidir.

1.4.1. Dizayn yaklasimi

Bu yaklasim hedef substrata kars1 yiiksek baglanma afinitesi ve katalitik aktivite
gosteren mimik enzimlerin dizaynint ve sentezini igerir. Bu amagla baglanma
bolgelerine sahip makromolekiiler bilesikler geleneksel teknikler ile sentezlenir. Bu
bilesikler genellikle dogal enzimlerden esinlenerek enzim aktif bolgesinde yer alan ve
aktivitede onemli rol oynayan fonksiyonel gruplarin secildigi yapilardir. Bu alanda
ozellikle siklodekstrinlerin dizayni ve hazirlanmast konusunda 6nemli caligmalar
gerceklestirilmistir (Li ve Wang, 2014; Ibrahim ve ark. 2014; Zhou ve ark. 2014;
Asahar ve ark. 2013; Lindbick ve ark. 2012; Tang ve ark. 2011; Yu ve ark. 2010;
Nakajima ve ark. 2004; Ikeda ve ark. 2000; Tsutsumi ve ark. 2000; Breslow ve Nesnas,
1999; Desper ve ark. 1994). Bununla birlikte siklofanlar da (Breslow ve Fang, 2002)

tizerinde calisilan ve kayda deger sonuglarin elde edildigi bilesiklerdir.

1.4.2. Gegis hali analogu (TSA) yaklasim

Supramolekiiler komplekslerin hazirlanmasi biyomimetik enzim teknolojisinde
olduk¢a 6nemlidir (Nassimbeni, 2000) Bu yaklasimda, bir kimyasal reaksiyonun gegis
analogunu (TSA) baglama yetenegine sahip olan konak bir molekiil hazirlanir. Daha
sonra, hazirlanan bu konak molekiil kalibin uzaklastirilmas: sonucunda mimik enzim
olarak davranir (Motherwell ve ark. 2001). Bu yaklasimla katalitik antibadilerin
hazirlanmasi konusunda 6nemli basarilar elde edilmistir (Tanaka, 2002) ve MIP temelli
mimik enzimlerin tasarlanmasi ve hazirlanmasina esin kaynagi olmustur (Hall ve ark.

2005).
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1.4.3. Katalitik aktivite secimi yaklasimi

Bu yaklasimla ¢ok sayida konak bilesikten olusan bir kiitiiphane hazirlanir
(Gordon, J.F. Kerwin, 1998; Wilson ve Czarnik, 1997). Kiitiiphane icerisindeki konak
molekiillerin taranmasi islemi sonucunda ilgilenilen reaksiyona potansiyel aktivite

gosteren segici katalizoriin hizli bir sekilde belirlenmesi saglanir.

1.5. MIP’lerin Katalizor Olarak Kullanimi

Enzimatik katalizde dogal enzimlere alternatif olarak kullanilan MIP temelli
yapay katalizorler MIP’lerin en popiiler uygulamalarindan biridir (Piletsky ve Turner,
2006).

Dogal enzimlerde substralarina karsi sadece bir aktif bolge bulunurken, enzim
benzeri MIP partikiillerinde binlerce aktif baglanma bolgesi hazirlanabilir. Enzim
benzeri MIP’lerin hazirlanmasinda uygun fonksiyonel gruplar kalip olarak substrat ya
da reaksiyondaki TSA’nin secilmesiyle polimerik aga dahil edilirler. Kalip molekiiliin
uzaklastirilmasi sonucunda, elde edilen polimer substrat molekiiliine (kalip) kars1 yapay

enzim olarak davranirlar.

Asagidaki boliimlerde, katalitik MIP’lerin farkli reaksiyonlarinda kullanimlarina

ait literatlirde yer alan drneklere yer verilmistir.
1.5.1. Hidroliz reaksiyonlar1

Amit ve esterlerin hidrolizleri biyolojik sistemler i¢in olduk¢a Onemlidir.
Hidroliz reaksiyonlarinda kullanilmak {izere MIP-temelli yapay enzimlerin dizayni ve

gelistirilmesi her gegen giin bir¢ok aratirmacinin ilgisini ¢gekmektedir.

Lipaz, serin proteaz ve kolesterol esteraz gibi birgok hidrolitik enzim ayni
mekanizma ile katalitik etki gosterir. Uzerinden en ¢ok yogunlasilan konulardan birisi
MIP-temelli yapay serin proteazlarin dizayni ve sentezidir. Enzim aktif bolgesinde yer
alan amino asit olmalarindan dolay1 serin, histidin ve aspartik asit mimik serin
protezlarin sentezinde kullanilirlar. Katalitik bolgesi ve etki mekanizmast en 1iyi

aydinlatilmis enzimlerden birisi olan kimotripsin MIP-temelli yapay enzimlerin dizayni
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ve hazirlanmasinda model enzim olarak esin kaynagi olmustur (Alexander ve ark.
2003).

Ik kimotripsin benzeri MIP, Leonhardt ve Mosbach tarafindan gelistirilmistir
(Leonardt ve Mosbach, 1987). Calismalarinda amino asit nitrofenil esterlerinin hidrolizi
icin imidazol gruplart polimerik ag igerisinde yer almistir. MIP-temelli yapay
katalizorler 4-(5)-vinilimidazol ile kalip molekiil olarak N-terminali korunmus amino
asit tiirevinin ¢apraz baglayict DVB ve Co?* iyonu varliginda kopolimerizasyonu ile
hazirlanmigtir.  Sekil 1.13’de hidroliz reaksiyonlarinda kullanilmak iizere MIP
hazirlanmasina yonelik proses sematik olarak gosterilmistir. Hazirlanan MIP-temeli
yapay enzim Boc-metionin (ya da 18sin) p-nitrofenil ester’inin hidrolizinde
kullanilmistir. Elde edilen sonuglar hazirlanan MIP’in hedef molekiile karsi yiiksek

afiniteye sahip oldugunu gostermistir.

Substrat

MeOH

PRSpH 7. -\\=

Sekil 1.13. Leonardt ve Mosbach tarafindan gelistirilen kimotripsin benzeri MIP-
temelli enzimin sematik gosterimi

Kaynak: Leonardt ve Mosbach, 1987

Bir baska calismada, Sellergren ve Shea (Sellergren ve Shea, 1994) N-tert-
biitoksikarbonil fenil alanin-p-nitrofenil ester (BocPheONP) hidrolizine yonelik
kimotripsin benzeri MIP-temelli enzim hazirlamistir. Yapay enzim fonksiyonel
monomer olarak metakrilik asit (MAA) ve kalip molekiiliin ¢apraz baglayici etilen
glikol dimetakrilat (EDMA) varliginda kopolimerizasyonu ile hazirlanmistir
(Sekil 1.14).
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Sekil 1.14. Sellergren ve Shea. tarafindan gelistirilen kimotripsin benzeri MIP-temelli
enzimin sematik gosterimi

Kaynak: Sellergren ve Shea, 1994

Elde edilen sonuglar hazirlanan MIP-temelli enzimin BocPheONP hidrolizinde
etkin bir sekilde kullanilabilecegini gostermistir. Wulff ve ekibi yayinladiklar1 bagka bir
calismada (Strikovsky ve ark. 2000) N,N'-dietil(4-vinilfenil)amidin’i (DEVPA) monolit
ve mikrokiire formunda MIP-temelli enzim hazirlamak i¢in fonksiyonel monomer
olarak kullanmigslardir. Difenil fosfat (DPP) ise kalip molekiil olarak kullanilmustir.
Sekil 1.15°de fonksiyonel monomer ve kalip molekiil arasindaki etkilesim sematik
olarak verilmistir. Hazirlanan yapay enzimin difenil karbonat ve difenil karbamat
hidrolizinde kullanilabilirligi arastirilmistir. Elde edilen deneysel sonuglar hazirlanan
MIP-temelli yapay enzimin difenil karbonat ve difenil karbamat substratlarina karsi
yiiksek afiniteye sahip oldugunu ve etkili bir katalizor olarak hidroliz reaksiyonlarinda

kullanilabilecegini gdostermistir.
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Sekil 1.15. DEVPA ve DPP arasindaki etkilesimin sematik gosterimi
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MIP’lerin hidroliz reaksiyonlarindaki uygulamalarina yonelik bir bagka 6rnek
calisma Li ve ekibi tarafindan literatiire rapor edilmistir (Li ve ark. 2011).
Calismalarinda, p-nitrofenil asetat (p-NPA) hidrolizinde kullanilmak tizere MIP-temelli
enzim gelistirmiglerdir. Bu amagla, Sekil 1.16°da sematik olarak verildigi gibi N-
izopropil akrilamit (NIPAm) ve p-NPA sirasiyla fonksiyonel monomer ve kalip molekiil
olarak kullanilmistir. Hazirlanan MIP-temelli enzim sicakliga bagl olarak hidrofilik ve
hidrofobik 0zellik gosterebilme yetenegi sergilemistir. Bununla birlikte p-NPA
hidrolizinde 20 °C sicaklikta hidrofilik 6zelliginden dolayr yiiksek katalitik aktivite
gostermistir. Sicaklik arttik¢a (40 °C civar1) hazirlanan MIP-temelli enzim hidrofobik

ozellik sergileyerek aktivitesinde azalma gozlenmistir.

5y o6
_‘\\‘._ ..;J
N
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NIPAm/DVB uzaklastirma
{ )

On organizasyon

Sekil 1.16. p-NPA hidrolizine yonelik hazirlanan MIP-temelli enzimin sematik gdsterimi
Kaynak: Li ve ark. 2011

Bagka bir calismada, Erdem ve arkadaslar1 paraokson hidrolizi icin MIP/organo-
simektit nanokompozit-temelli yapay enzim hazirlamistir (Erdem ve ark. 2010a).
Paraokson baskilanmis nanokompozit metakriloamidohistidin-Cu?* (MAH-Cu(ll)) ve
[2-metakriloiloksi) etil] dimetilhekzadesil amonyum bromiir] (MOEDMAC16)
kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan nanokompozit katalizoriin katalitik aktivitesi
Michaelis-Menten enzim kinetigi modeli ile arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore
paraokson baskilanmis nanokompozitin baskilanmamis kompozite gore paraokson
hidrolizinde yiiksek aktivite gdstermistir.

Ay ekibin gergeklestirdigi baska bir ¢alismada ise paraokson baskilanmis
mikrokiireler silispansiyon polimerizasyonu teknigi ile hazirlanmistir. Bu amasla,

paraokson kalip molekiil, fonksiyonel monomerler olarak metakriloamidohistidin Co?*,
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metakriloamidohistidin- Zn?* ve metakriloamidohistidin-Ni?* kullanilmistir. Hazirlanan
MIP-temelli yapay enzimlerin baskilanmamis polimere kiyasla paraokson hidrolizinde
daha yiiksek katalitik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Erdem ve ark. 2010b).

2000 yilinda Markowitz ve arkadaslar1 katalitik aktivite gosteren ilk MIP silika
nanopartikiilleri mikro-emiilsiyon polimerizasyonu yontemi ile hazirlamislardir
(Markowitz ve ark. 2000). Gergeklestirilen ¢alismada, enzim benzeri silika
nanopartikiillerin sentezi i¢in a-kimotripsin’in gecis hali analogu kalip molekiil olarak
kullanilmistir (Sekil 1.17). a-Kimotripsin’in aktif bolgesinde yer alan amino asitler ile
fonksiyonellestirilmis spesifik silanlar MIP-temelli silika nanopartikiillerin sentezinde
kullanilmistir. Sentezlenen enzim benzeri silika nanopartikiillerin boyutu 400-600 nm
araliginda bulunmustur ve aktivite tayinleri kimotiripsin subtrat1 siiksinil-Ala-Ala-Pro-
Phe-p-nitroanilit (Suc-AAPF-PNA) ve tiripsin substrati benzoil-DL-arjinin-p-nitroanilit
(D,L-BAPNA) hidrolizinin takip edilmesi ile ger¢eklestirilmistir. Elde edilen sonuglar
yiizey baskilanmig silika nanopartikiillerin D-BAPNA and L-BAPNA’nin hidroliz
reaksiyonlarinda enantiyosegici enzim olarak etkin bir sekilde kullanilabilecegini ortaya
koymustur. MIP-temelli silika nanopartikiilleri kullanilarak D-BAPNA hidrolizinin
L-BAPNA hidrolizinden 10 kat daha hizli oldugu tespit edilmistir.

Yiuzey aktif madde K

N

Yuzey aktif madde-TSA

D TR

\ Fonksiyonellestirilmis silan o ) \

Sekil 1.17. MIP-temelli silika nanopartikiillerin hazirlanmasinin sematik gosterimi

Kaynak: Markowitz ve ark. 2000

Pasetto ve arkadaslar1 tarafindan yayinlanan bir ¢alismada (Pasetto ve ark.
2005), p-nitrofenil karbonat hidrolizine kars1 aktivite gosteren katalitik MIP mikrojeller

radikalik polimerizasyonla hazirlanmistir. Bu amacla, fosfat anyonu kalip molekiil,
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polimerize olabilir arjinin ve tirozin yan zincirleri de fonksiyonel monomerler olarak
polimerik jel yapisina dahil edilmistir. Sekil 1.18’den de goriilecegi gibi guanidinyum
grubu MIP jel hazirlanmasi prosesinde kalip molekiil ile kararli bir kompleks

olusturmustur.

Sekil 1.18. Kalip molekiil ve fonksiyonel monomerler tirozin ve arjininin yan zincirleri

arasindaki olasi etkilesimler

Kaynak: Pasetto ve ark. 2005

Sentezlenen katalitik jel kullanilarak karbonat hidrolizine  yonelik
gerceklestirilen ¢aligmalardan elde edilen sonuglar MIP-temelli katalitik hidrojelin p-
nitrofenil karbonata karg1 yliksek derecede hidrolitik aktiviteye sahip oldugunu

gostermistir.

Bagka bir ¢alismada ise, Chen ve arkadaslar1 (Chen ve ark. 2002) p-nitrofenil
asetat i¢in amidin ve imidazol fonksiyonel gruplarmma sahip MIP-temelli enzim
gelistirmiglerdir. Yapay enzimin hazirlanmasinda p-nitrofenil fosfat kalip molekiil
olarak kullamilmistir. Yapay enzim kullanilarak gergeklestirilen hidrolitik aktivite
caligmalar1 sonucunda MIP-temelli enzimin olduk¢a iyi bir performans sergiledigi

gorilmiistiir.

Literatiirde yer alan ve hidroliz reaksiyonlarinda kullanilan bazi MIP temelli

yapay enzimler Tablo 1.2’de verilmistir.
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Tablo 1.2. Hidroliz reaksiyonlarinda kullanilan MIP temelli yapay enzimler

MIP kompozisyonu

Hedef bilesik

Substrat

Referans

N-metakriloil-L-serin, N-
metakriloil-L-aspartik

asit ve N- metakriloil-L-
histidin momomerleri ile

N-nikotinoiltirozil

N-benziloksikarbonil-

Lele ve ark. 1999

kompleks olusumu

benzilester tirozil-p-nitrofenil ester
Co(ll)-kalip  molekiil P
koordinasyonu
Kobalt iyonu ile alkil | N-a-t-boc-I-histidin | N-t-boc-I-alaninp-
imidazol arasinda nitrofenil ester

Toorisaka ve ark. 2003

Kiral kalip molekiiliin
silika partikiil yiizeyinde
immobilizasyonu ve MIP
olusumu

Etil-Boc-S-(-)-
fenillalanin-4-(Boc-
imino)benzil
fosfonat

Boc-S-(-)-fenillalanin-p-
nitrophenylester

Volkmann ve

Briiggemann, 2006

Amidinyum ve bakir

iyonu etkilesimi

Fenilpiridil fosfat

Fenil-2-piridil-karbonat
ve di-(2-piridil)-
karbonat

Liu ve Wulff, 2004

N-metakriloilhistidin-
Cu? kompleks
fonksiyonel  monomeri
kullanarak disiilfit ester-
modifiye polistiren
ylizeyinde grafting

Metil paraokson

Paraokson

Guo ve ark. 2011

Iyon baskilanmis poli(2-
akrilamido-2-metil-1-
propan siilfonik  asit)
p(AMPS)hydrojel

Co (1) , Ni (11) ve
Cu(ln

NaBH4 ve NHsBHa

Seven ve Sahiner, 2013

Fonksiyonel ~ monomer
Cinko dimetakrilat
kullanilarak vinil igeren
silika mikrokiireler
yiizeynde cift
baskilanmis polimer

Paraokson

Paraokson

Guo, 2013; Guo ve ark.
2014

Fonksiyonel ~ monomer
4-[(3-metakriloillamino)
etil]imidazol {in kalip
molekiil varliginda
polimerizasyonu

Phenyl-1-
undesillkarbonilami
no-3-metilbiitil
fosfonat

N-dodekanoil
nitrofenil ester

16sin-p-

Sagawa ve ark. 2004
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Tablo 1.2. (Devam) Hidroliz reaksiyonlarinda kullanilan MIP temelli yapay enzimler

MIP kompozisyonu

Hedef bilesik

Substrat

Referans

Metil N-akriloil-L-
histidin ve akrilamid’in
radikal ko-
polimerizasyonu

1-benziloksikarbonilamino-
3 metilpentilfosfonat

p-nitrofenil N-
benziloksikarbonil-L-
16sinat

Ohkubo ve ark. 1995

L-histidin ve quaternar
trimetilamonyum

Fenil 1-benziloksikarbonil-
3-metilpentilfosfonat

p-nitrofenil N-
(benziloksikarbonil)-L

gruplarina sahip (veya D)-16sin (Z-L
polimer (veya D)-Leu-PNP) Ohkubo ve ark. 1996
Metil N-akriloil-L- | 1-benziloksikarbonilamino- | p-nitrofenil N-

histidin ve akrilamid’in

3 metilpentilfosfonat

(benziloksikarbonil)-L

radikal ko- (veya D)-16sin (Z-L
polimerizasyonu (veya D)-Leu-PNP Ohkubo ve ark. 2001a
Metil N-akriloil-L- | Fenil 1-benziloksikarbonil- | p-nitrofenil N-
histidin ve akrilamid’in | 3-metilpentilfosfonat (benziloksikarbonil)-L
hidrofobik stiren (veya D)-l6sin (Z-L
monomer ile (veya D)-Leu-PNP Ohkubo ve ark. 2001b

kopolimerizasyonu

HEMA, MAA ve N- | 2-(6-izobutirilamino) 6-
metakriloil-L- kaproil) fenilalanil)2- | metakriloilaminokapro
histidin’in ko- | amino)piridin il)-L-fenillalanil)-p-
polimerizasyonu ile nitrofenol Karmalkar ve ark.
hazirlanmis hidrojel 1996
Vinil  imidazol ile | p-nitrofenil fosfat p-nitrofenil asetat
divinilbenzen’in radikal
ko-polimerizasyonu
Kawanami ve ark.
1999
N,N"-dietil(4-vinilfenil) | Kolesteril 4-nitrofenil fosfat | Kolesteril 4-nitrofenil
amidin’in  gecis hali karbonat
anologu (fosfat)
varliginda Kim ve ark. 2001
polimerizasyonu
N,N’-dietil-4- 4-karboksibenzil ~ fosfonik | N-(4-

vinilbenzamidin’in
metil  metakrilat ile
kalip molekiil
varliginda radikal ko-
polimerizasyonu

mono-(3,5-dimethilfenil)
ester

karboksibenzoil)-a-

amino  asit  (3,5-
dimethil ~ fenil)esteri
tiirevi

Emgenbroich ve
Wulff, 2003
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1.5.2. Eliminasyon reaksiyonlari

MIP’ler eliminasyon reaksiyonlarinda da yapay enzim olarak kullanilmigtir. Bu
konuda ilk ¢aligmalar Beach ve Shea tarafindan yaymlanmistir (Beach ve Shea, 1994).
Calismalarinda 4-floro-4-nitrofenilbiitan-2-on’un dehidroflorinasyonuna yonelik MIP
temelli biyomimetik katalizor gelistirilmistir. Bu amagla, benzilmalonik asit kalip
molekiil olarak kullanilmis ve fonksiyonel monomer N-(2-aminoetil)-metakrilamit ile
capraz baglayict EDMA varliginda polimerlestirilmistir. Sonuglar hazirlanan MIP’in

eliminasyon reaksiyonlarinda etkin bir sekilde kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Eliminasyon reaksiyonlarina yonelik bir baska calisma Miiller ve arkadaslari
tarafindan rapor edilmistir (Miiller ve ark. 1993). Gergeklestirilen c¢alismada, N-
izopropilbenzil amin ve metakrilik asit sirasiyla kalip molekiil ve fonksiyonel monomer
olarak kullanilmigtir. Kovalent olmayan baskilama teknigi ile elde edilen MIP (-

eliminasyon reaksiyonunda etkili bir performans sergilemistir.

Mosbach ve arastirma grubu da MIP’lerin eliminasyon reaksiyonlarinda mimic
enzim olarak kullanildigi ¢alisma yaymlamistir (Liu ve Mosbach, 1998). Calismada,
benzisoksazollerin  dekarboksilasyonu i¢in  MIP-temelli enzim  gelistirilmesi
hedeflenmistir. Kovalent baskilama stratejisi kullanilarak hazirlanan MIP-temelli enzim
5-nitro-3-karboksibenzisoksazol dekarboksilasyonu reaksiyonunda yiiksek Kkatalitik

aktivite gostermistir.
1.5.3. C-C bag olusum reaksiyonlari

C-C bag olusum reaksiyonlart hidroliz ve eliminasyon reaksiyonlar ile
karsilagtirildiginda katalizin istenmeyen yollar araciligl ile ilerlemesi nedeniyle en zor
kimyasal doniisiimlerden birisidir. O nedenle MIP’lerin bu tiir reaksiyonlarda katalizor

olarak kullanimi oldukga sinirlidir.

MIP’lerin C-C bag olusum reaksiyonlarinda kullanimina yonelik ilk calisma
Matsui ve ekibi tarafindan literatiire rapor edilmistir (Matsui ve ark. 1996).
Calismalarinda maya ve bakteri hiicrelerinde bulunan Siif 2-aldolaz enziminin taklit

edildigi MIP-temelli yapay enzim sistemi hazirlannigtir. Bu amagla, Co*? ve
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dibenzoilmetan’in olusturdugu bir kompleks olan geci hali analogu kalip molekiil olarak
kullanilmistir. Hazirlanan molekiiler baskilanmis vinilpiridin-stiren-divinilbenzen
kopolimeri benzaldehit ve asetofenon arasinda gergeklesen reaksiyonda yiiksek katalitif
aktivite Ozelligi gostermistir. Elde edilen sonuglar hazirlanan MIP-temelli enzimin

reaksiyon hizini kontrol polimerine gore 8 kat daha fazla arttirdigini géstermistir.

Bagka bir ¢alismada, Chen ve arkadaslar1 (Chen ve ark. 2007), homovanilik asit
(HVA) oksidasyonu i¢in peroksidaz benzeri ¢oziiniir molekiiler baskilanmis nanojel
hazirlamiglardir.  Gergeklestirilen c¢alismada, hemin, akrilamit ve 4-vinilpiridin
fonksiyonel monomer olarak kullanilmistir. Sentezlenen molekiiler baskilanmis
nanojellerin karakterizasyonlar1 jel gegirgenlik kromatografisi (GPC) ve gevresel
taramal1 elektron mikroskobu (ESEM) ile gergeklestirilmistir. Deneysel ¢alismalardan
elde edilen sonuglar molekiiler baskilanmis nanojellerin H202 varliginda HVA

oksidasyonunda etkin bir yapay enzim olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Carboni ve aragtirma grubu (Carboni ve ark. 2008) ise C-C bag olusum
reaksiyonlarinda katalitik aktivite gosteren Sinif 1-aldolaz benzeri MIP nanojelleri
literatiire ilk kez rapor etmislerdir. MIP-temelli enzim hazirlanmasinda pirolin tiirevi
fonksiyonel monomer, diketon ise kalip molekiil olarak kullanilmistir. Radikalik
polimerizasyon ile hazirlanan ¢oziiniir MIP nanojellerin partikiil boyutunun 20 nm
civarinda oldugu goriilmiistiir ve C-C bag olusum reaksiyonunda yliksek katalitik

aktivite sergiledigi gézlenmistir.

1.6. Polimer Sentezi

Polimerler serbest radikal polimerizasyonu ve kondenzasyon polimerizasyonu

olmak {izere baslica iki ana polimerizasyon teknigi ile hazirlanir.

1.6.1. Serbest radikal polimerizasyonu

Bu polimerizasyon teknigi serbest radikalleri tizerinden yiiriiyen bir prosestir.
Serbest radikaller ise genellikle baslaticilarin sicaklik ya da UV 1sik altinda
parcalanmasiyla olusurlar. Baslatic1 olarak redox ciftleri, benzoil peroksit ve 2,2’-

azodiizobiitironitril (AIBN) ve 2,2’-azobis-(2,4-dimetilvaleronitril)  (ABDV) gibi
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molekiiller kullanilabilir. Daha sonra olusan serbest radikal monomer iizerindeki ¢ift
baga saldirarak polimerizasyon islemini baglatir. Sonrasinda olusan yeni radikaller
polimerizasyon ortaminda bulunan diger monomerler ile yeniden reaksiyona girerek
polimerik zincirin biiylimesini saglarlar. Biiyliyen polimerik zincir molekiil agirliginin
artmasina neden olur ve bu asamada ortamda reaksiyona girecek monomer sayisi ¢ok
azdir. Bundan dolay1 serbest radikallerin etkisi azalir ve dallanma, baska bir radikal ile
etkilesime girme gibi ¢esitli yollar ile sonlimlenirler ve polimerzasyon islemi
tamamlanir. MIP’lerin hazirlanmasinda kolay olmasi, ¢ok yonlii uygulama alani, diisiik
maliyeti ve 1limli polimerizasyon kosullar1 nedeniyle serbest radikal polimerizasyonu

daha ¢ok tercih edilir

1.6.2. Kondenzasyon polimerizasyonu

Kondenzasyon ya da basamakli polimerizasyonda, NH2, COOH ve OH gibi
fonksiyonel gruplardan en az iki tanesine sahip fonksiyonel monomerlerin amitlesme,
esterlesme gibi reaksiyonlar1 sonucunda yan iiriin olarak H20, CO: gibi kiiciik
molekiiller agiga cikar.

Bu polimerizasyon tiiriinde ilk 6nce monomerlerin reaksiyona girmesiyle
dimerler olusur. Bunu takip eden asamada dimerler fonksiyonel monomerle ile
reaksiyona girerek trimerleri olusturur ve polimer zinciri bu sekilde uzar. Polimerik
zincirin asamali sekilde uzamasi kondezyon polimerizasyonunu radikalik zincir

polimerizasyonundan ayiran en temel farktir.
1.7. Polimerizasyon Y oéntemleri

Polimerler yigin (bulk) polimerizasyonu, Siispansiyon polimerizasyonu,
emiilsiyon polimerizasyonu ve ¢oktiirme polimerizasyonu gibi farkli yontemlerle
hazirlanabilirler.

1.7.1. Y1gn (bulk) polimerizasyonu

Yigin polimerizasyonunda monomerler dogrudan polimerizasyon prosesine

katilirlar. Baglatici, monomerler ve ¢apraz baglayici uygun bir ¢oziicii (porojen)
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icerisinde ¢Oziiliir. Polimerizasyon verimini olumsuz etkileyen ¢oziinmiis oksijen

ortamdan uzaklastirilip inert bir atmosfer saglandiktan sonra kullanilan baslatic tiiriine

gore polimerizasyon sicaklik ya da UV 1sik etkisi ile baglatilir. Yaklasik 18-24 saat

sonra polimerizasyon prosesi tamamlanir ve elde edilen blok polimer kiitlesi 6giitiilerek

toz haline getirilir. Elde edilen polimerik partikiiller diizensiz bir yapiya sahip olup sekil

ve bliylikliik bakimindan birbirinden farklidir.

Bu yontem diger polimerizasyon yontemlerine gére bazi avantajlara sahiptir. Bunlar;

% Uygulanmasinin kolay olmasi

¢+ Ucuz bir yontem olmasi

+ Prosesin hizli olmasidir.

Yukarida bahsedilen istiinliiklerine ragmen, asagida verilen dezavantajlarda soz

konusudur.

X/
L X4

Polimerizasyon siiresince viskozite artar. Bu da karistirmay1 ve 1s1 aktariminin
zorlasmasina neden olur.

Reaksiyona girmeyen monomerlerin yikama islemi ile ortamdan uzaklastirilmasi
gerekir.

Polimerizasyon sonrasi, istenilen boyutta partikiillerin elde edilebilmesi icin
sentezlenen monolitik polimerin kirilmasi, ogiitiilmesi ve belirli boyuta
eleklerden ( 25-50 um gibi) gecirelmesi gerekir.

Ogiitme ve eleme islemleri sonrasinda elde edilen malzemenin bir kismi

kaybedilebilir.

Bu dezavantajlar nedeni ile yigm polimerizasyonu ozellikle biiyiik Olgekte

polimer sentezinde ¢ok tercih edilmez. Kullanimi laboratuvar dlgeginde polimerlerin

hazirlanmasi ile sinirhdir. Sekil 1.19°da y18in polimerizasyonu ile MIP hazirlanmasinin

sematik gosterimi verilmistir.
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Sekil 1.19. Yigin polimerizasyonu ile MIP hazirlanmasinin sematik gésterimi

1.7.2. Siispansiyon polimerizasyonu

Yigin polimerizasyonu tekniginin sahip oldugu dezavantajlarini ortadan
kaldirmak i¢in alternatif bir yontem olan silispansiyon polimerizasyonu teknigi
gelistirilmistir. Bu teknikte iki faz bulunmaktadir. Bunlardan birincisi monomerin
stispansiyonunun yapildigi bir ¢oziiclidiir (6rnegin su). Bu faza dagitma ortami da denir.
Bir digeri ise monomer, c¢apraz baglayict ve gbzenek olusturucu (porojen) gibi
bilesenlerin olusturdugu fazdir. Polimerizasyon sonunda her bir monomer damlasi bir
kiiresel polimer partikiiline doniislir. Polimerizasyon ortami siirekli karistirilarak
stispansiyon sisteminin devamliligi saglanir. Olusan kiiresel partikiilllerin birbirleri ile
etkileserek agregat olusturmamasi igin stabilizator (6rnegin poli (vinil alkol)) kullanilir.
Stabilizatorler tanecigin etrafini koruyucu bir tabaka olugsturarak ve tanecik ylizeyindeki
ara yiizey gerilimini diisiirerek olasi bu topaklagsmayi engellerler. Polimerizasyn
sartlaria bagli olarak 10 pm’den 10 mm’ye kadar degisen boyut aralifinda kiiresel
partikiiller elde edilir. Siispansiyon polimerizasyonu ile MIP hazirlanmasi sematik

olarak Sekil 1.20°de verilmistir.
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Sekil 1.20. Siispansiyon polimerizasyonu ile MIP hazirlanmasinin sematik gosterimi

Siispansiyon polimerizasyonu yi1gin polimerizasyonu ile kiyaslandiginda ortam
viskozitesinin diisiik olmas1 ve siirekli karigtirma sayesinde sicaklik kontroliiniin kolay

olmasi gibi 6nemli stiinliiklere sahiptir.

1.7.3. Emiilsiyon polimerizasyonu

Emiilsiyon polimerizasyonu tekniginde birbiri ile karismayan iki faz bulunur.
Bunlardan ilki monomer fazi, digeri ise dagitma fazi olarak adlandirilir. Monomer fazi
dagitma faz1 igerisinde emiilsiyon halinde dagilmis haldedir. Siispansiyon
polimerizasyonu tekniginden farkli olarak emiilsiyon polimerizasyonunda kullanilan
baglatict molekiil dagitma fazinda ¢oziiliir. Dagitma fazi ya da dispersiyon fazi olarak da
bilinen emiilsiyon ortami genellikle sudur. Emiilsiyon yapict olarak sodyum dodesil
stilfat (SDS) gibi ylizey aktif maddeler kullanilir. Emiilsiyon polimerizasyonu teknigi ile
polimerler sentezlenirken ilk asamada emiilsiyon yapici ajan-su karisimi hazirlanir.
Karisim igerisinde bir kisim emiilsiyon yapici ajan ¢dziiniirken bir kismi da biraraya
gelerek kiiresel miselleri meydana getirir. Sonraki asamada, ortama monomerler eklenir.
Monomerlerin bir kismi su igerisinde ¢Oziiniir, bir kismi da bir 6nceki asamada olusan
misellerin igerisine girerek onlar1 sisirir. Baglatici sayesinde olusan serbest radikaller
(R) polimerizasyonu baglatir. Serbest radikallerin saldirisina ugramayan ortamdaki
miseller ¢oziiniirler ve olusan polimerik partikiillerin ylizeyine adsorbe olurlar. Sekil

1.21” de emiilsiyon polimerizasyonun asamalar1 sematik olarak verilmistir.
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Sekil 1.21. Emiilsiyon polimerizasyonunun asamalar: (0— emiilsiyon yapict ajan;

M: monomer, P: polimer, R: serbest radikal)

Sekil 1.21°de; (a) polimerizasyon Oncesi (b) polimerizasyo prosesinin bagladigi
an; (c) polimerizasyon prosesinin devam ettigi siire¢ (d) monomer damlalarinin bittigi

asama (e) polimerizasyon prosesinin tamamlanmasi asamalarini gostermektedir.

1.7.4. Coktiirme polimerizasyonu

Coktiirme polimerizasyonu nanoboyutta polimerik partikiillerin hazirlanmasinda
kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte olduk¢a seyreltik monomer ¢ozeltisi kullanilir
(monomer konsantrasyonu % 2 v/v oraninda). Polimerlesme prosesi siiresince olusan
polimerik zincirler biraraya gelerek agregat olusturmazlar ve polimerizasyon
ortamindan monomer ve oligomerin yapiya katilmasi devam eder ve boyutlar
polimerizasyon ortaminda ¢oziinemez duruma geldiginde dibe ¢okme islemi
gerceklesir.  Coktiirme polimerizasyon teknigi kolay uygulanabilir ve diger

polimerizasyon tekniklerine gére daha az zaman alir (Poma ve ark., 2010).

Sekil 1.22°de ¢oktiirme polimerizasyonu ile nanopartikiillerin hazirlanmasinin

sematik gdsterimi verimistir.
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Seyreltik monomer g¢ézeltisi Coken nanopartikiiller

Sekil 1.22. Coktiirme polimerizasyonu ile nanopartikiillerin hazirlanmasinin sematik
gosterimi

1.8. Lipaz ve Uygulama Alanlari

Endiistriyel 6lgekte kullanilan enzim gruplarindan biri lipazlardir (Gliserol ester
hidrolazlar E.C. 3. 1. 1. 3). Lipazlar sulu ortamda esterlerin hidroliz reaksiyonlarini,
organik ortamda da esterlesme/transesterlesme reaksiyonlarim1 kataliz edebilirler.
Substratlara kars1 gosterdikleri secicilik lipazlarin farkli uygulama alanlarinda
kullanilmalarin1 saglamaktadir ve bu alan giin gectikge genislemektedir (Vulfson ve
ark., 1994). Lipazlar siit endiistrisinde, yag endiistrisinde, tat ve aroma bilesenlerinin
iretiminde kullanilirlar (KneZevi¢ ve ark., 1998; Lortie 1997, Bornscheuer ve
ark.,2002). Ayrica lipazlar, deri ve deterjan endiistrisinde siirfaktant iiretiminde ve bazi
analitik uygulamalarda da kullanilirlar (Siler-Marinkovi¢ ve ark., 1995). Lipazlarin
onemli bir uygulama alan1 da optikge aktif bilesiklerin tiretilmesinde kullanimidir (Zaks

ve Dodds, 1997; Rasor ve Voss, 2001).

Lipazlarin en dikkat c¢eken wuygulamalarindan birisi de  katalitik
transesterifikasyon reaksiyonlarindaki kullanimlaridir (Desai ve ark. 2004). Lipazlar
daha once biyodizel tretiminde (An-Fei Hsu ve ark. 2002), enantiyomerik ilag
sentezinde (Massolini, 2003) ve poliesterlerin enzimatik polimerizasyonunda (Giibitz ve
Paulo, 2003) kullanilmistir. Bu ¢aligmalarda lipaz immobilize edilmis polimerler
transesterifikasyon islemlerinde kullanilmistir. Diger taraftan diisiik kararliligni ve
yiiksek segicilige sahip enzimin iiretim maliyetinin yiiksek olmasi lipazin genis

Olcekteki endiistriyel uygulamalarinda énemli bir problem olusturmaktadir. Bu amacla
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kararliligr artirmak ve maliyeti diistirmek i¢in enzim benzeri bilesikler ya da enzim
analoglari biyomimetik lipaz tasarlanmasinda kullanmilmistir. Yeni ve etkili
katalizorlerlerin gelistirilmesi sentetik biyolojide anahtar rol oynamaktadir. Ozellikle
enzim-mimik katalizorler yiiksek termal ve kimyasal kararliliklarinin yani sira yiiksek
katalitik  aktivitelerinden dolayr olduk¢a Onemlidir. Bu tir katalizorlerin
gelistirilmesinde, enzimin aktif bolgesinin kimyasal yapisi, sekli ve kavitesine benzer

Ozelliklerde materyallerin hazirlanmasina dikkat edilir.

1.9. Jasmonik Asit ve Metil Jasmonat

Jasmonik asit ve metil jasmonat bitki savunma sisteminde bulunan
molekiillerdir. Jasmonik asit ilk kez yasemin bitkisinin (Jasminum grandiflorum)
yaginda bulunmustur (Sembdner ve Parthier, 1993) . Bitkiler olduk¢a kompleks olan
savunma sistemleri sayesinde patojen atagini algilar ve karsi ataga gecebilirler. Bitki
savunma sistemlerinin aktive olabilmesi i¢in reseptorlerden bitki hiicresi genomuna
sinyal transdiiksiyonun olmasi gereklidir. Bu yolda savunma sistemini tetikleyen en

onemli unsurlardan biriSinin jasmonik asit (JA) oldugu ortaya koyulmustur.

Bitki mekanik olarak ya da bocekler tarafindan herhangi bir saldirtya maruz
kaldiginda reseptdr hiicre membranlarinda bulunan enzimler aktive olarak jasmonik
asitin onciilii olan linolenik asit salimimi artar (Sekil 1.23). Daha sonra lipoksidasyon,
siklizasyon ve PB-oksidasyon asamalarini igeren ve olduk¢a kompleks bir reaksiyon
mekanizmasi sonrasi bitkide jasmonik asit biyosentezi gergeklesir (Sekil 1.24). Daha
sonra jasmonik asit cis-jasmon ve metil jasmonata doniisiir. Metil jasmonat jasmonik
asitten daha ucucu bir bilesik oldugu oldugu i¢in, saldirtya ugramis bitki tarafindan
zarar gormemis komsu bitkilere tehlikeyi haber vermede mesajc1 sinyal molekiilii olarak

kullanilir.
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Sekil 1.23. Saldirrya maruz kalmis bitki yapraklarinda jasmonik asit ve diger savunma

hormonlarinin sentezini baslatan sinyal mekanizmast

Metil jasmonat, bitkileri bocek, bakteri ve mantar saldirilarina ve sicaklik
degisimlerine kars1 korudugu gibi, yapilan aragtirmalar metil jasmonatin bir¢ok meyve-
sebzenin rengini ve tazeligini korumada yardimei oldugunu gostermistir. Ornegin elma
ve armut iiretiminde hasat Oncesi meyvelerin aromatik bilesik metil jasmonat ile
spreylenmesi kalite ve renk uniformlugunu arttirma agisindan yeni bir metot olarak
diistiniilmiistiir (Suszkiw, 2003).

Son yillarda yapilan arastirmalarda bitki stres hormonlarindan jasmonat ve bazi
sentetik tiirevlerinin in-vivo ve in-vitro olarak anti-kanserojen aktivite gosterdikleri
belirlenmistir. Bu c¢aligmalarda jasmonatlarin bu aktivitelerini asagidaki yollarla

gosterdikleri gozlenmistir.

¢ Kanserli hiicrelerde mitokondrial pertiirbasyon ile ATP tiiketimini ani olarak
tetiklemeleri

% Hidrojen peroksit iireterek reaktif oksijen tiirleri ile apoptosise yol agmalari
(Flescher, 2007).
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Sekil 1.24. Bitki biinyesinde jasmonik asitin biyosentez mekanizmasi

1.10. Metil Oleat

Oleik asit esterifikasyonu ile elde edilen metil oleat endiistride genis uygulama

alan1 bulmaktadir. Bu uygulamalar asagida verilmistir.

% Metil oleat milkemmel ¢oziinirlik ozelliklerine sahiptir ve bu o6zelligi
nedeni ile yaglar, yiizey aktif maddeleri ve yagda ¢oziiniir malzemelerle
kolayca formiile edilebilir.

% Mirekkepler i¢in kopiik giderici, kaplamalar i¢in ¢oziicii madde olarak ve
katran giderici olarak kullanilir.

s Gida ve kozmetik sektorlerinde yiizey aktif madde olarak kullanilir.

¢ Pestisit endiistrisinde metilbenzen yerine kullanilir.
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Bu tez caligmasi kapsaminda hazirlanan mikro ve nano tabanli yapay enzim
sistemleri kullanilarak bu denli 6nemli kullanim potansiyeline sahip metil oleat bilesigi

oleik asit transesterifikasyonu ile elde edilebilmistir.

1.11. Biyodizel

Fosil temelli enerji kaynaklarinin her gegen giin azalmasi, Diinya niifusunun
hizla biiytimesi ve endiistrilesme gibi sebepler nedeniyle alternatif olarak ¢evre dostu ve
yenilenebilir enerji kaynaklarina yonelimi hizlandirmistir. Bu alternatif kaynaklardan
birisi olan biyodizel aygicek, kanola ve aspir gibi tohumunda yiiksek oranda yag iceren
bitkilerden elde edilen yaglarin veya hayvansal yaglarin kisa zincirli bir alkol ile
(metanol, etanol vb) bir katalizér esliginde (enzim, asidik veya bazik katalizorler)

esterifikasyon reaksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan iirtindiir.

Biyodizel gilinlimiizde {i¢ farkli yontemle iiretilmektedir. Bunlar;
% Enzimatik Metot

®,

«» Gliseroliz Metodu

®,

« Asit-kataliz metodudur.

Giliniimlizde enzimatik yolla biyodizel tiretimi diisiik kararlilik ve yiiksek
secicilige sahip enzimlerin iretiminin maliyeti arttirmasi agisindan ayrica biyodizel
uretiminde yiiksek sicaklik gibi ekstrem kosullar gerektiginden endiistriyel boyuttaki
uygulamalarda tercih edilmemektedir. Bunun yerine kati-asit katalizorler
kullanilmaktadir.  Son  yillarda  biyodizel {iretimindeki  transesterifikasyon
reaksiyonlarinda katalizor olarak biyomimetik enzimler kullanilmaya baslanmistir.
Endiistriyel alanda biyomimetik yapay enzimlerin kullanimi ile katalizor ayiriminda,
iirin aymmminda ve saflastirllmasinda karsilagilan giicliikler ortadan kaldirilmistir.
Ozellikle enzim kararliiginin saglanmasi igin ekstra kosullar saglanmas: gerekliligi ve

enzimlerin pahali olusu sentetik enzim teknolojilerinin gelistirilmesini 6ne ¢ikarmistir.

Transesterifikasyon reaksiyonu sonucu c¢evre dostu yakit olarak kullanilan
biyodizelin yaninda ortamda gliserin de olusur. Gliserinin basta kozmetik olmak iizere,

tekstil gida ve ilag endiistrisi gibi birgok kullanim alami vardir. Asit katalizorlerin
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kullanildig: transesterifikasyon reaksiyonu sonucu olusan gliserin bu noktada pek tercih

edilmemektedir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda hazirlanan mimik-lipaz enzim sistemleri ile bir¢ok
zararl kimyasal kullanima gerek duymaksizin tamamen ¢evre dostu ve ilimli kosullarda
biyodizel ve diger esterifikasyon drlinleri (metil jasmonat, metil oleat) elde

edilebilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan kimyasallar

Bu c¢alismada kullanilan lipaz, p-nitrofenil palmitat, p-nitrofenol, oleik asit,
jasmonik asit, metil oleat, metil jasmonat, benzotriazol, etilen glikol dimetakrilat
(EDMA), poli(vinil alkol) (PVA) (MW:100.000), azobisizobutironitril (AIBN) ve
HPLC saflikta kullanilan tiim ¢oziiciler Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany)

firmasindan temin edilmistir.

2.1.2. Kullanilan cihazlar

Sentezlenen fonksiyonel monomerler ve hazirlanan molekiiler baskilanmis
mikrokiireler, molekiiler baskilanmis manyetik nanopartikiiller ve Kkil-polimer
nanokompozitlerin karakterizasyonlar1 500 MHz Bruker UltraShield Sivi NMR
spektrometresi, FEI -Tecnai™ G? Spirit/Biotwin gecirimli elektron mikroskobu, Zeiss
Ultra Plus taramali elektron mikroskobu, Perkin Elmer 8000 model FT-IR, Leco-
CHNS-932 model elementel analiz cihazi ve ASAP 2000 model spesifik yiizey alani
Olgim (BET) cihazlan ile gergeklestirilmistir. Enzim aktivitesi calismalarinda ise

Shimadzu 1601 model spektrofotometre kullanilmistr.

2.2. Yontem

2.2.1. Aminoasit iceren fonksiyonel monomerlerin sentezi

Fonksiyonel monomerler metakriloil amidohistidin  (MAH), metakriloil
amidoserin (MASe) ve metakriloil amidoglutamik asit (MAGA) literatiire Hiir ve
arkadaslar1 tarafindan rapor edilen ve asagida detaylica verilen prosediire gore

sentezlenmistir (Hiir ve ark. 2007).

Uygun miktarda aminoasit (L-Histidin, L-Serin ya da L-Glutamik asit) (5.52
mmol, 1 eq.) 1 M NaOH (1eq) ¢ozeltisi icerisinde ¢Oziilmiistiir. Daha sonra metaokroil

benzotriazol’iin (MA-Bt) (5, 52 mmol, 1eq) 1,4-dioksan igerisinden 25 mL’lik ¢ozeltisi
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hazirlanmis ve Oncesinde hazirlanan aminoasit ¢ozeltisi icerisine yavasca ilave
edilmistir. Reaksiyon karistmi oda sicakliginda 20 dk boyunca karistirilmistir.
Reaksiyonun tamamlanmasi ince tabaka kromatografisi ile izlenmistir. Reaksiyon
sonunda ortamdalki 1,4-dioksan vakum altinda doner buharlastirici ile uzaklastirilmistir.
Kalan kisim reaksiyona giremeden ortamda kalan 1H- benzotriazolii uzaklastirmak igin
su igerisinde coziilerek etil asetat ile esktrakte edilmistir (3x 50 mL). Daha sonra,
toplanan sulu fazlar %10’luk sulu HCI ¢ozeltisi ile notralize edilmistir (Metakriloil
gruplarinin asidik ortamda olas1 polimerizasyonunu engellemek i¢in ortam pH’1nin 6-7
civarinda tutulmasi gerekmektedir. En son asamada, su vakum altinda doner

buharlastirici ile uzaklastirilarak fonksiyonel monomer elde edilmistir.

Sentezlenen fonksiyonel monomerlerin agik yapilart Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1. Bu ¢alismada kullanilan fonksiyonel monomerlerin agik yapilari
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2.2.2. p-Nitrofenil palmitat baskilanms mikrokiirelerin hazirlanmasi

p-Nitrofenil palmitat baskilanmig mimik lipaz mikrokiirelerin sentezi i¢in
uygulanan yontemde; monomer olarak 0.1’er mmol metakriloilamido histidin (MAH),
metakriloilamido serin (MASE) ve metakriloilamido glutamik (MAGA), kalip molekiil
olarak ise 0.1 mmol p-nitrofenil palmitat kullanilarak silispansiyon polimerizasyon
teknigi ile polimerizasyon gergeklestirilmistir. Etilenglikol dimetakrilat (EDMA) ve
2,2’-azobisizobiitironitril (AIBN) sirasiyla capraz baglayict ve baglatict olarak
kullanilmistir.  Kalip  molekiiliin = uzaklastirllmast  ise  metanolik-KOH ile
gerceklestirilmistir. Sekil 2.2°de p-nitrofenil palmitat (pNPP) baskili polimerin sematik

gosterimi verilmistir.

Sekil 2.2. p-Nitrofenil palmitat (pNPP) baskili polimerin sematik gosterimi
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2.2.3. p-Nitrofenil palmitat baskilanmis manyetik nanopartikiillerin hazirlanmasi

p-Nitrofenil palmitat baskilanmis manyetik nanopartikiillerin hazirlanmasinda
ilk asamada, Fe;Os3 yiizeyine trimetoksisililpropil metakrilat (TMSPM) ile metakrilat
gruplar1 baglanmistir. Bu amagla 0.2 g Fe203 nanopartikiil 1 mL TMSPM ile 5 mL
toluen igerisinde 1 giin boyunca etkilestirilmistir. Daha sonra reaksiyona girmemis
TMSPM’nin uzaklastirilmasi i¢in nanopartikiiller birka¢ kez toluen ile yikanmustir.
Daha sonra, silil gruplari ile modifiye edilmis nanopartikiillerin yiizeyi herbiri 0.1 mol
olan MASE, MAH ve MAGA monomerleri ile gapraz baglayici olarak etilenglikol
dimetakrilat (EDMA) ve baslatici olarak 2,2-dimetoksi-2-fenil asetofenon kullanilarak
kalip molekiil p-nitrofenil palmitat (0.1 mol) varliginda polimerlestirilmistir. Kalip
molekiiliin uzaklagtirilmasi ise 3 M metanolik-KOH ile gergeklestirilmistir. Sekil 2.3’de
yuzeyinde p-nitrofenil palmitat (pNPP) baskili polimer bulunan superparamenyetik

nanopartikiillerin sematik gosterimi verilmistir.

Sekil 2.3. Yiizeyinde p-nitrofenil palmitat (pNPP) baskili polimerik kabuk bulunan

manyetik nanopartikiillerin sematik gosterimi
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2.2.4. p-Nitrofenil palmitat baskilanmms polimer-kil nanokompozitlerin

hazirlanmasi

Calismada kullanilan simektit kili Tirkiye kokenli olup Kuzey Anadolu
simektitlerinden saglanmistir. Partikiil biiytlikliikleri 200 pm olacak sekilde 6giitiilmiis
ve clekten gecirilmistir. p-Nitrofenil palmitat baskilanmig polimer-organokil

nanokompozit asamali bir islemle hazirlanmaistir:

Birinci agsamada 20 g simektit tartilmis ve bunun {izerine 500 mL deiyonize su
ilave edilerek magnetik karistiricida 24 saat karistirilmistir. Karistirma islemi bittikten
sonra simektit siyah bant siizge¢ kagidindan siiziilmiistiir. Ikinci asamada, birinci
asamadan suiziilmis halde elde edilen simektit tizerine 0,05 mol metakriloiloksietil
dimetilhekzadesil amonyumbromiir, 5,0 mL hidroklorik asit ve 500 mL deiyonize su
ilave edilerek magnetik karistiricida 60 °C sicaklikta 3 saat karigtirilmigtir. Karigtirma
islemi bittikten sonra kil siyah bant siizge¢ kagidindan siiziilmiistiir. Ugiincii asamada
ikinci asamadan siizlilmiis halde elde edilen simektit sicak ve soguk su ile klor
kalmayincaya kadar yikanmistir. Yikanmig simektit 55 °C sicakliktaki etiivde 24 saat
kurumaya birakilmigtir.

Sonraki asamada, 10 mL % 50°lik (V/V) etanol-su karigimi igerisinde 0,1 mmol
MASE, MAH ve MAGA monomerleri ve kalip molekiil olarak 0.1 mmol p-nitrofenil
palmitat iceren ¢ozelti 1.0 mL etilenglikol dimetakrilat (EDMA) (¢apraz baglayici) ve
0,05 g AIBN (baslatici) ile karistirilmistir. Daha 6nce modifiye edilen 8,0 g kil 60 mL
asetonitril igerisinde siispansiyon haline getirilerek hazirlanan monomer karigimi
igerisine ilave edilmistir. Karisim cam polimerizasyon reaktoriine transfer edilerek 600
rpm karigtirma hizinda 70 °C'de 6 saat ve 85 °C'de 4 saat boyunca karistirilmistir.
Polimerizasyon sonras1 p-nitrofenil palmitat baskili polimer-kil nanokompozit reaksiyon
ortamindan ayrilmis, etanol ve su ile yikanarak vakum etiiviinde 70 °C'de 24 saat
suresince kurutulmustur. Polimerik yapidan p-nitrofenil palmitat uzaklastirilmasi
metanolik-KOH ile gergeklestirilmistir. Nanotabakalarinda p-nitrofenil palmitat (pNPP)
baskili polimer bulunan polimer-kil kompozit malzemelerin hazirlanis1 sematik olarak

Sekil 2.4°de gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Nanotabakalarinda p-nitrofenil palmitat (pNPP) baskilanmis polimer-Kil

kompozit malzemelerin hazirlanmasinin sematik gosterimi
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2.2.5. Karakterizasyon ¢calismalari

2.2.5.1. Yiizey morfolojisi

p-Nitrofenil palmitat baskilanmis polimer-kil nanokompozitlerin yiizey
morfolojisine yonelik karakterizasyon islemleri SEM cihazi ile gergeklestirilmistir.
SEM analizi dncesinde numuneler 50 °C sicaklikta etiivde 24 saat boyunca bekletilerek
kurutulmustur. Daha sonra, numuneye iletkenlik kazandirilmasi i¢in numune 2 dk
stireyle 50 mA’lik bir akimla vakum altinda altin film tabakasi ile kaplanmistir. Altin
film kaplanmis numunelerin SEM goriintiileri Zeiss Ultra Plus taramali elektron

mikroskobu kullanilarak alinmistir.

Diger taraftan, p-nitrofenil palmitat baskilanmis manyetik nanopartikiillerin
yiizey morfolojisine yonelik karakterizasyon islemleri ise FEI -Tecnai™ marka G2
Spirit/Biotwin model TEM cihaz1 ile gergeklestirilmistir. Bu amagla, manyetik
nanopartikiiller aglomerasyonun minimuma indirilmesi i¢in EtOH igerisinde disperse
edilerek 15 dk boyunca ultrasonik banyoda tutulmustur. Daha sonra TEM goriintiileri

alinmistir.

2.2.5.2. NMR analizleri

Sentezlenen fonksiyonel monomerlerin karakterizasyonlari i¢in *H-NMR ve *C-
NMR spektrumlart Bruker-UltraShield 500 MHz NMR cihazi kullanilarak elde
edilmistir. Fonksiyonel monomerler DMSO-d6 igerisinde ¢ozilmiistiir. Kimyasal

kaymalar (5) ppm olarak DMSO-d6 referans alinarak kaydedilmistir.
2.2.5.3. Yiizey alani él¢iimii
Hazirlanan p-nitrofenil palmitat baskilanmis mikrokiireler ve polimer/kil

nanokompozitlerin spesifik yiizey alani 6l¢timleri BET cihazt (ASAP2000, ABD) ile
gerceklestirilmistir.
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2.2.5.4. Sisme testi

Hazirlanan p-nitrofenil palmitat baskilanmis mikrokiireler ve polimer/kil
nanokompozitlerin karakterizasyonlar1 i¢in sisme testleri de gerceklestirilmistir. Denge
sisme oranlarinin tespiti i¢in belirlenmesinde asagida kisaca Ozetlenen prosesiir
uygulanmustir.

Belirli miktar kuru numune 50 ml saf su igeren beher igerisine konulmustur.
Beher 24 saat siire ile laboratuvar sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra polimer sudan
alimmis ve siizme islemi sonrast tartilmistir. Kuru ve 1slak numune agirliklar

belirlenerek esitlik 2.1 yardimi ile sisme oranlar1 hesaplanmustir.

Sisme orani (%) = [(Ws-Wo)/Wo] x 100 (2.1)

Wo ve Ws sirast ile p-nitrofenil palmitat baskilanmis mikrokiireler ve polimer/kil

nanokompozitlerin sismeden onceki ve sonraki agirliklarini ifade etmektedir.

2.2.5.5. Elementel analiz

Sentezlenen fonksiyonel monomerlerin karbon, hidrojen, oksijen ve azot
igerikleri elementel analiz sistemi ile belirlenmistir. Bu amagla asagida verilen yontem
kullanilarak elementel analiz sonuglari elde edilmistir.

Yaklasik 1 mg fonksiyonel monomer elementel analiz sisteminin (Leco, CHNS—
932, ABD) aliiminyum hiicresine konulmustur. Sonraki asamada ise monomer
numunesi cihaza yerlestirilerek yakma islemi gerceklestirilmis ve Ornegin karbon,

hidrojen, oksijen ve azot igerigi tespit edilmistir.

2.2.5.6. FT-IR analizleri

Sentezlenen hazirlanan MIP’lerin FT-IR analizleri FT-IR spektrometresi
(Shimadzu FTIR 8000 Series) kullanilarak gerceklestirilmistir. Spatiil ucu ile az
miktarda alinan kuru numune KBr ile karistirilarak tablet hazirlanmis ve FT-IR

spektrumu ¢ekilmistir.
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2.2.6. Hazirlanan mikro ve nanoplatformlarin p-nitrofenil palmitat hidrolizinde

Kkullanimi

Tez ¢alismasinin bu asamasinda, hazirlanan p-nitrofenil palmitat baskilanmis
mikrokiireler, manyetik nanopartikiiller ve polimer-kil nanokompozitlerin p-nitrofenil
palmitat hidrolizinde kullanilabilirlikleri arastirilmigtir. Hidroliz reaksiyonu kesikli
sistemde ¢alisilmistir. Bu amagla, izopropanol igerisinde hazirlanan 20 mM p-nitrofenil
palmitat 20 kat tris-HCI pH 8.0 tamponu ile seyreltilerek hazirlanan 1 mL substrat
¢ozeltisi 100 mg p-nitrofenil palmitat baskilanmis mikrokiireler, manyetik
nanopartikiiller ve polimer-kil nanokompozitler ile etkilestirilmistir. Hidroliz
reaksiyonu sonunda firiin olarak olusan p-nitrofenol miktar1 spektrofotometrik olarak
405 nm’de olgilmistiir. Bununla birlikte, p-nitrofenil palmitat hidrolizine pH ve
sicaklik etkisi incelenmistir. Hazirlanan lipaz benzeri p-nitrofenil palmitat baskilanmis
mikrokiireler, manyetik nanopartikiiller ve polimer-kil nanokompozitlerin tekrar

kullanilabilirlikeri de arastirilmistir.
2.2.7. Enzim aktivitesi ¢alismalar:

Lipaz aktivitesinin belirlenmesine yonelik ¢aligmalar, Narwal ve arkadaslari’nin
(Narwal ve ark., 2012) literatiirde rapor ettikleri prosediir ile ger¢eklestirilmistir.

Bu prosediire gore; ilk 6nce stok substrat ¢ozeltisi olarak izopropanol igerisinde
20 mM p-nitrofenil palmitat (p-NPP) hazirlanmistir. Daha sonra stok ¢ozelti 1:20
oraninda 20 mM Tris HCl pH 8,0 tamponu ile seyreltilerek calisma substrati
hazirlanmis ve aktivite deneylerinin tiim asamalarinda ¢alisma substrati kullanilmistir.
Lipaz aktivitesi belirlenirken 1 mL calisma substrati 50 mg p-nitrofenil palmitat
baskilanmis mikrokiire (manyetik nanopartikiil veya polimer-kil nanokompoziti) ile
40 °C’de 30 dk boyunca etkilestirilmistir. Hidroliz reaksiyonu sonunda {iriin olarak
olusan p-nitrofenol’iin (p-NP) absorbanst 405 nm’de spektrofotometrik olarak

Olciilmiistiir. Hidroliz reaksiyonu Sekil 2.5°de verilmistir.

o .
1 lipaz : ,
H3C(HZCJ1AC—O—@—N02 P CHy(CH)COOH . GZ”OOH

p-NPP p-NP
Sekil 2.5. Lipaz katalizli p-NPP hidroliz reaksiyonu
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Lipaz enzim aktivitesi (IU) dakikada 1 umol p-NP olusumunu katalizleyen

enzim miktar1 olarak tanimlanmistir.

2.2.8. Transesterifikasyon reaksiyonlari

Oleik asit ve jasmonik asit esterifikasyonunda Pang ve arkadaslarinin (Pang ve
ark. 2007) onerdigi prosediir uygulanmistir. Bu amagla, 3,2 ml oleik asit ve 8,1 ml
metanol bir balon igerisine alinarak iizerine 100 mg p-nitrofenil palmitat baskilanmis
mikrokiire (manyetik nanopartikiil veya polimer/kil nanokompoziti) ilave edilmistir.
Reaksiyon karigimi 40 °C’de sabit karigtirma hiziyla 20 saat boyunca karistirilmisgtir.
Daha sonra mimik katalizér ortamdan ayrilmistir (Polimerik mikrokiireler ve polimer-
kil nanokompozitler i¢in icin slizme islemi ile, manyetik nanopartikiiller icin miknatis
kullanilarak). Son asamada transesterifikasyon reaksiyonu sonucu olusan iriin metil
oleat gaz kromagrafisi kiitle spektrometrisi) cihazi ile Boliim 2.2.9°da detaylica verilen

metot uygulanarak tespit edilmistir.

Biyodizel iiretiminde ise 5 g Aycigek yagi, 6 g metanol ve hacimce % 0.5
oraninda (v/v) su bir balon igerisine alinarak iizerine 100 mg p-nitrofenil palmitat
baskilanmig mikrokiire (manyetik nanopartikiil veya polimer-kil nanokompoziti) ilave
edilerek transesterifikasyon reaksiyonu ve sonrasinda olusan liriinlerin analizi yukarida

verilen prosediire gore gerceklestirilmistir.

2.2.9. GC-MS analizleri

Hazirlanan  p-nitrofenil  palmitat baskilanmis  mikrokiireler, manyetik
nanopartikiiller ve polimer/kil nanokompozitleri kullanilarak  gergeklestirilen
transesterifikasyon reaksiyonlar1 sonucu olusan trlinler (yag asidi metil esterleri
(biyodizel), metil jasmonat ve metil oleat) gaz kromagrafisi kiitle spektrometrisi (GC-
MS) cihazi ile tespit edilmistir. Bu amagla reaksiyon sonucu reaksiyon balonunda {ist
fazda toplanan kisimdan 1 pL hacminde numune polar kolona (HP-Innowax Fused
Silica Kapiller Kolon (Uzunluk 60 m; i¢ ¢ap 0,25um) sahip Shimadzu GCMS QP5050A
marka cihaza enjekte edilerek analiz gerceklestirilmistir. Analiz siiresince asagidaki

program uygulanmigtir.
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Tastyict gaz: Helyum

Enjeksiyon sicakligi: 250 °C

Sicaklik Programi: 60°C// 2°C/dak//180 °C-10 dk
Kiitle araligi: 40-400 m/z

Elektron enerjisi: 70 eV
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3. BULGULAR

3.1. Hazirlanan Molekiiller Baskilanmis Mikro ve Nanoplatformlarin

Karakterizasyonu

3.1.1. Yiizey morfolojisi

Stispansiyon polimerizasyonu ile hazirlanan p-nitrofenil palmitat baskilanmig
polimerik mikrokiirelerin yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM)
kullanilarak incelenmistir. Mikrokiirelere ait SEM goriintiileri Sekil 3.1°de verilmistir.
Sekilden de goriildiigii gibi elde edilen mikrokiireler yaklasik 100 um civarinda olup
gozenekli bir yapiya sahiptir. Bu gozenekli yapi mikrokiirelerin yilizey alanimnin da
artmasin1  saglamaktadir ve dolayis1 ile diflizyon direnci azalmakta ve hedef
molekiillerin kiitle transferi kolaylasmaktadir. Kiitle transferinin kolaylagmasi sayesinde
de baglanan molekiil sayisi1 artmakta ve polimerin hedef molekiilii baglama kapasitesi

artmaktadir.

Sekil 3.1. p-Nitrofenil palmitat baskilanmis polimerik mikrokiirelere ait SEM
fotograflar
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Diger taraftan yiizeyinde p-nitrofenil palmitat baskilanmis polimerik kabul
bulunan manyetik nanopartikiillerin yiizey morfolojilerinin karakterizasyonunda ise
gecirimli elektron mikroskobu (TEM) kullanilmigtir. Sekil 3.2°de p-nitrofenil palmitat
baskilanmis manyetik nanopartikiillere ait TEM goriintiisii  verilmistir. TEM
goriintlistinden de goriildigii gibi hazirlanan nanopartikiillerin  boyutu yaklasik

30-50 nm araligindadir.

Sekil 3.2. Yiizeyinde p-nitrofenil palmitat baskilanmis polimerik kabuk bulunan

manyetik nanopartikiillere ait TEM gériintiisii
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3.1.2. Yiizey alam ol¢ciimii

BET yontemi ile yiizey alan1 Olglimlerinden elde edilen sonuglara gore
p-nitrofenil palmitat baskilanmis polimerik mikrokiirelerin, kil ve polimer-Kil
nanokompozitlerin spesifik yiizey alanlar1 siras1 ile 1354 m?g?, 57,1 m?g? ve

84,4 m?g?! olarak bulunmustur.

3.1.3. Sisme testi

p-Nitrofenil ~ palmitat  baskilanmig  polimerik  mikrokiireler ve kil
nanokatmanlarinda p-nitrofenil palmitat baskilanmis polimer bulunan kompozit
malzemeler yiiksek oranda ¢apraz bagli, hidrofilik bir matrikse sahiptir. Sulu igerisinde
¢oziinmez, fakat ¢apraz bag derecesine ve polimerik iskeletin hidrofilik derecesine bagli
olarak polimerik oOrgii igerisine su alarak sisme oOzelligi sergilerler. Bu calisma
kapsaminda hazirlanan p-nitrofenil palmitat baskilanmis polimerik mikrokiirelerin ve
polimer-kil nanokompozitlerin denge sisme oranlart sirasiyla % 67 ve % 55 olarak

bulunmustur.

3.1.4. Elementel analiz
Sentezlenen fonksiyonel monomerlere ait elementel analiz sonuglar
Tablo 3.1’°de verilmistir. Tabodan da goriildiigii gibi deneysel olaral elde edilen sonuglar

teorik olarak hesaplanan sonuglar ile uyum igerisindedir

Tablo 3.1. Sentezlenen fonksiyonel monomerlere ait elementel analiz sonug¢lar

Monomer %C %H %N
MA-Bt 64,14 4,85 22,45
MAH 53,80 5,87 18,82
Teorik MASe 48,55 6,40 8,09
MAGA 57,46 6,06 7,98
MA-Bt 63,80 4,73 22,32
MAH 53,43 6,40 18,53
Deneysel MASe 48,21 6,31 7,97
MAGA 58,60 5,89 7.90
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3.1.5. FT-IR analizleri

Sekil 3.3’te manyetik nanopartikiillerin TMSPM modifikasyonu oncesi (siyah
spektrum) ve sonrasi (kirmizi spektrum) FT-IR spektrumu verilmistir. FT-IR
spektrumundan da gériildiigii gibi, anti simetrik ve simetrik CH gerilimi 2924 cm™’de,
O’e bagli CHs 2852 cm™'de gdzlenmistir. 1168 cm™ ve 1091 cm™ de gdzlenen pikler ise
Si-O-C gerilimine ait olup TMSPM yapisina ait karakteristik piklerdir
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Sekil 3.3. Manyetik nanopartikiillerin TMSPM modifikasyonu éncesi (siyah spektrum)

ve sonrast (kirmizi spektrum) FT-IR spektrumu

Sekil 3.4’te yiizeyinde p-nitrofenil palmitat (pNPP) baskili polimerik kabuk
bulunan manyetik nanopartikiillerin FT-IR spektrumu verilmistir. FT-IR spektrumunda
manyetik nanopartikiillerin yiizeyinde molekiiler baskilama sonrasinda bazi yeni pikler
ortaya ¢ikmustir. Ornegin, yapidaki imidazol grubuna ait C=C gerilme ve aromatik C-H
egilme titrtesimlerine ait pikler 1402 ve 1007 cm™’de gdzlenmistir. 2623 cm™’de

gozlenen pik N—H gerilmesine aittir.
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Sekil 3.5.”te pNPP baskilanmis polimer-kil nanokompozitin FT-IR spektrumu
verilmistir. 523, 796 ve 1039 cm™’de kile ait karakteristik pikler gdzlenmistir.
2989 cm™¥’de gozlenen metil grubu titresimlerine ait pik yapidaki C16 gruplarmin

varligina igarettir.

3.1.6. NMR analizleri

MABt icin elde edilen sonuclar

1H (500 MHz, CHCIls-d6); 8,23 (d, 1H, Ar-H, J=8.2Hz), 8,09 (d, 1H,Ar-H, J=8,2Hz),
7,62 (t, 1H, Ar-H, J=8,20, 15,40Hz), 7,49 (t,1H, Ar-H, J=8,20, 16,38Hz), 6,26 (s, 1H,
CH2=C(CHa)-), 6,05 (d, 1H, CH2=C(CH?3)-, J=1,52Hz), 2,45 (s, 3H, -CHz)

13C (125 MHz, CHCls-d): 19,8; 114,5; 120,0; 126,1; 129,6; 130,2; 132,0; 137,2; 145,7;
167,5

MAH i¢in elde edilen sonuc¢lar

1H, (500 MHz, DMSO- d6); 7,60 (d, 1H, N-H, J= 5,40 Hz), 7,42 (s, 1H, Ar-H), 6,85
(s, 1H, Ar-H), 5.65 (s, 1H, CH,=C(CHs)-), 5,10 (s, 1H, CH,=C(CHs)), 4,05 (dd,
1H,HOCH2-CH-NH, J= 5,70; 12,00 Hz), 3,35 (dd, 1H, HOCH,- CH-NH, J= 3,92; 8,80
Hz), 3,05 (dd, 1H, HOCH,-CH-NH, J= 3,92; 15.26 Hz); 2,95 (s, 3H, CHs)

13C (125 MHz,DMSO- d6): 18,6; 28,4; 55,8; 119,6; 124,0; 133,8; 135,4; 141,3; 168,8;
174,6

MASe i¢in elde edilen sonuglar

1H (500 MHz, DMSO- d6); 7,35 (d,1H, N-H, J= 5,35 Hz), 5,70 (s, 1H, CH>=C(CH3)-),
5,35 (s, 1H, CH.=C(CHj3)-), 3,75 (dd, 1H, HOCH,-CH-NH, J=2,10; 5,50 Hz); 3,60
(dd,1H, HO-CH>-CHNH, J= 5,24; 9,40Hz), 3,35 (dd, 1H, HOCH,-CHNH, J=7,60;
9,40Hz); 1,85 (s, 3H, CH3); 1,72 (s, 1H, O-H)

13C (125 MHz, DMSO- d6): 19,0; 55,0; 60,3; 120,0; 140,0; 167,0; 173,0
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MAGA icin elde edilen sonuclar

1H (500 MHz, H,0- d6); 5,55 (s, 1H, =CH3), 5,27 (s, 1H, =CHy), 4,00 (dd, 1H, HOOC-
CH-(NH-)CH;-), J=8.96 Hz), 2,10-2,06 (m, 2H, CH-CH2-COOH), 1,96-1,86 (m, 2H, -
NHCH-CH,-CHy-), 1,76 (S, 3H, CHs-(C-)CHy)

13C (125 MHz, H20- d6); 17,6; 27,9; 33,7; 55,4; 121,0; 138,8; 171,3; 178,7; 181,7

3.2. Molekiiler Baskilanmis Mikrokiirelerin p-Nitrofenil Palmitat Hidrolizinde

Kullanimi

3.2.1. p-Nitrofenil palmitat hidrolizine pH etkKisi

pH enzimatik aktivetinin degisiminde rol olan 6nemli faktorlerden biridir. Bu
calisgmada pH arahigi 0,1 M fosfat tamponu (Na2HPOs-NaH2PO4) ile 6,0 ve 10,0
arasinda degistirilmis ve sonuglar Sekil 3.6’da verilmistir. Sekilden de goriildiigi gibi,
maksimum aktivite hem dogal lipaz hem de lipaz benzeri p-nitrofenil palmitat
baskilanmis mikrokiireler i¢in pH 8,0 degerinde gozlemlenmistir. Bu pH degeri
literatiirde yer alan degerlerle uyumludur. Milasinovic ve arkadaslar1 (Milasinovic ve
ark. 2014) lipaz immobilizasyonu igin poli(N-izopropilakrilamid-ko-itakonik asit)
hidrojeller hazirlamiglardir. Hazirlanan Candida rugosa lipaz immobilize polimerik
jeller izobiitirik asit esterifikasyonuna kars1 pH 8,0’de maksimum aktivite gostermistir.
Baska bir calismada ise, lif kabagindan hazirlanan siingerimsi malzeme ylizeyine lipaz
immobilizasyonu gerceklestirilmistir (Zhu ve ark, 2013). Bu ¢alismada da immobilize

lipaz aktivitesi i¢in optimum pH degeri 8,0 olarak bulunmustur.
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Sekil 3.6. p-Nitrofenil palmitat hidrolizine pH etkisi
3.2.2. p-Nitrofenil palmitat hidrolizine sicaklik etkisi

Sekil 3.7°de p-nitrofenil palmitat hidrolizine sicaklik etkisi verilmigtir. Bu
caligmada optimum sicaklik 20 °C ile 50 °C arasinda degisen degerlerde sicakliklar
uygulanarak belirlenmistir. Sekilde gortildiigii gibi optimum sicaklik dogal lipaz ve

mimik lipaz i¢in yaklasik 40 °C olarak bulunmustur.
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Sekil 3.7. p-Nitrofenil palmitat hidrolizine sicaklik etkisi
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Literatiire Narwal ve arkadaglar1 tarafindan rapor edilen bir ¢alismada
(Narwal ve ark. 2014), silika yiizeyine lipaz immobilizasyonu gerceklestirilmistir.
Hazirlanan lipaz-immobilize silika partikiillerin p-nitrofenil palmitat hidrolizinde
etkinligi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, serbest ve immobilize lipaz

pH 8,0’de ve 40 °C ‘de maksimum hidrolitik aktivite gdstermistir.

3.2.3. Enzim Kinetigi

Literatiirde yer alan bir¢ok ¢alismada lipazin Michealis-Menten enzim kinetigi ile
uyumlu oldugu belirtilmistir (Gui ve ark. 1991; Malcata ve ark. 1992). Michealis-

Menten enzim kinetigi asagida verilen esitlik ile tanimlanir.

V= Vmax.S /(Km + S) (31)

Bu esitlikte, V reaksiyonun baslangi¢ hizini, Vmax reaksiyonun maksimum hizim
ve S substrat konsantrasyonunu ifade eder. Kn, ise enzimin subtrata karsi olan afinitesini
gosterir. Km degeri ne kadar diisiik ise substrata karsi olan afinite o kadar yiiksektir.
Hazirlanan lipaz benzeri molekiiler baskilanmis mikrokiirelerin p-nitrofenil palmitat
hidrolizindeki enzim kinetiginin belirlenmesi i¢cin Michealis-Menten modeli
uygulanmigtir. Bu amagla, substrat konsantrasonu 2 mM ile 20 mM arasinda degisen
oranlarda p-nitrofenil palmitat hazirlanmistir. Her bir substrat kontrasyonunda hidroliz
reaksiyonuna ait baslani¢ reaksiyon hizlari (IRR) belirlenmistir. Daha sonra substrat
konsantrasyonun tersine (1/Msubstrat) karst  1/IRR  degerleri grafige gegirelerek
Lineweaver-Burk grafigi elde edilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. p-Nitrofenil palmitat baskilanmig mikrokiireler i¢in Lineweaver-Burk grafigi

Lineweaver-Burk grafigi’nin egim ve kesiminden faydalanilarak lipaz benzeri p-
nitrofenil palmitat baskilanmis mikrokiirelerin Km ve Vmax degerleri hesaplanmistir.
Hesaplamalar sonucunda Km degeri 1,40 MM Vmax degeri ise 0,68 mMdk? olarak
belirlenmistir.

Literatiirde yer alan bir ¢calismada, Oztiirk ve arkadaslar1 (Oztiirk ve ark 2007)
metakriloilamido fenilalanin (MAPA) monomeri kullanarak hazirladiklari nanokiirelere
lipaz adsorpsiyonu g¢alismiglardir. Calismalarinda serbest lipaz ve immobilize lipazin
Km degerleri sirasi ile 4,6 mM ve 8,0 mM olarak bulunmustur.

Narwal ve arkadaslarinin (Narwal ve ark. 2014) ¢alismalarinda silika partikiilleri
yiizeyine ¢apraz baglayici glutaraldehit varliginda lipaz immobilize edilmistir. Serbest
lipazin Ky degeri 0,13 mM iken lipaz-immobilize silika partikiillerin Km degeri ise
0,349 mM olarak bulunmustur.

Uygun ve arkadaslarinin (Uygun ve ark 2010) literatiire rapor ettikleri ¢alismada
ise lipaz adsorpsiyonu igin poli(hidroksimetakrilat-ko-metakriloilamido triptofan)
nanokiireleri hazirlanmistir. Enzim kinetigi ¢alismalarindan elde edilen sonuglara gore
serbest lipazin Km degeri 10,34 mM iken immobilize lipazin Km degeri ise 16,26 mM
olarak bulunmustur.

Lipaz immobilizasyonuna yonelik baska bir ¢alismada ise polivinil alkol-aljinat
(PVA-AIj) ve polietilenoksit/aljinat (PEO-AIlj) nanofiberler Dogag¢ ve arkadaslar
tarafindan hazirlanmistir (Dogag ve ark. 2011). Serbest lipaz, PVA-Alj’ye immobilize
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lipaz ve PEO-Alj’ye immobilize lipazin Km degerleri sirasi ile 0,114 mM, 0,191 mM ve
0,191 mM olarak bulunmustur.

3.2.4. Molekiiler baskilanmis mikrokiirelerin tekrar kullanilabilirligi

MIP-temelli yapay enzimlerde aranilan en Onemli Ozelliklerden birisi de,
hazirlanan ~ malzemelerin ~ hedeflenen  kataliz ~ reaksiyonlarinda  defalarca
kullanilabilmesidir. Tekrar kullanilabilirlik veya rejenerasyon olarak da ifade edilen bu
ozellik sonucunda ayni malzeme ¢ok kez kullanilarak katalitik prosesin maliyeti 6nemli
Olgiide disiiriiliir. Hazirlanan p-nitrofenil palmitat baskilanmis mikrokiirelerin tekrar
kullanilabilirligini arastirmak amaciyla ayni polimer p-nitrofenil palmitat hidrolizi
reaksiyonunda 10 defa ardarda kullanilmistir. Her islem sonrasi polimer 1 M NaOH,
distile su ve daha sonra fosfat pH 8,0 tamponu ile yikanmistir. Sekil 3.9’da p-nitrofenil
palmitat baskilanmis mikrokiirelerin tekrar kullanilabilirligi yonelik ¢aligmalardan elde
edilen sonuglar verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi, 10 kez tekrarlanan p-nitrofenil
palmitat hidroliz reaksiyonu sonrasinda p-nitrofenil palmitat baskilanmig mikrokiirelerin

hidrolitik aktivite performansinda 6nemli 6l¢giide bir azalma gozlenmemistir.
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Sekil 3.9. p-Nitrofenil palmitat baskilanmis mikrokiirelerin tekrar kullanilabilirligi
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3.2.5. Molekiiler baskilanmis mikrokiirelerin transesterifikasyon reaksiyonlarinda

Kkullanimi

p-Nitrofenil palmitat baskilanmis mikrokiireler Aygicek yag1 kullanilarak
biyodizel sentezinde, jasmonik asit kullanilarak metil jasmonat sentezinde ve oleik asit
kullanilarak metil oleat sentezindekatalizor olarak kullanilmistir. Esterifikasyon
reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen dontistimler Sekil 3.11°de verilmistir. Sekilden de
goriildiigii gibi hazirlanan lipaz benzeri p-nitrofenil palmitat baskilanmis mikrokiireler
esterifikasyon reaksiyonlarinda oldukca yiiksek katalitik performans sergilemistir. Elde

edilen sonuglara gore dontisiimler biyodizel, metil jasmonat ve metil oleat i¢in sirasiyla

% 90, % 96 ve % 94 olarak bulunmustur.
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Sekil 3.10. Transesterifikasyon reaksiyonlart sonucu olusan tirtinler

Tez calismasinin bu agsamas1 MIP temelli yapay lipaz gelistirilmesi agisindan bir

ilktir ve grubumuz tarafindan Polymer dergisinde yayinlammustir (Kegili ve ark. 2012).
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3.3. Molekiiler Baskilanmus Manyetik Nanopartikiillerin p-Nitrofenil Palmitat

Hidrolizinde Kullanim

3.3.1. p-Nitrofenil palmitat hidrolizine pH etkKisi

Molekiiler baskilanmis manyetik nanopartikiillerin  p-nitrofenil palmitat
hidrolizinde etkinligini arastirmak i¢in ortam pH’1 fosfat tamponu (0,1 M NaHPOg-
NaH2POs) kullanilarak 6,0 ve 10,0 arasinda degistirilmis ve elde edilen sonuglar
Sekil 3.11°de verilmistir. Sekilden de goriildiigi gibi, maksimum hidrolitik aktivite hem
dogal lipaz hem de lipaz benzeri p-nitrofenil palmitat baskilanmig manyetik

nanopartikiiller icin pH 8,0 degerinde bulunmustur.
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Sekil 3.11. p-Nitrofenil palmitat hidrolizine pH etkisi

3.3.2. p-Nitrofenil palmitat hidrolizine sicaklik etkisi

Sekil 3.13’de ise p-nitrofenil palmitat hidrolizine sicaklik etkisi verilmistir.
Lipaz aktivitesine sicakligin etkisini arastirmak amaciyla, ortam sicakhigi 20 °C ile
50 °C arasinda degisen degerlerde tutulmustur ve optimum sicaklik belirlenmistir. Sekil
3.12°de goriildiigii gibi dogal lipaz ve lipaz benzeri p-nitrofenil palmitat baskilanmis
manyetik nanopartikiiller kullanilarak p-nitrofenil palmitat hidrolizi reaksiyonu sonunda

maksimum iiriin (p-nitrofenol) olusumu yaklasik 40 °C’de gergeklesmistir.
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Sekil 3.12. p-Nitrofenil palmitat hidrolizine sicaklik etkisi

3.3.3. Enzim Kkinetigi

Hazirlanan lipaz benzeri molekiiler baskilanmis manyetik nanopartikiillerin p-
nitrofenil palmitat hidrolizindeki enzim kinetiginin belirlenmesi i¢in Michealis-Menten
modeli uygulanmistir. p-Nitrofenil palmitat baskilanmis manyetik nanopartikiiller igin
Lineweaver-Burk grafigi Sekil 3.13’te verilmistir. Kinetik verilerden elde edilen
sonuglara gore Km Ve Vmax degerleri siras1 ile 0,96 mM ve 1,02 mMdk? olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.13. p-Nitrofenil palmitat baskilanmis manyetik nanopartikiiller icin Lineweaver-
Burk grafigi
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3.3.4. Molekiiler baskilanmis manyetik nanopartikiillerin tekrar kullanilabilirligi

Hazirlanan lipaz benzeri MIP temelli manyetik nanopartikiillerin en 6nemli
ozelliklerinden birisi de katalizlenen reaksiyonda defalarca kullanilabilmeye olanak
saglamasidir. Hazirlanan p-nitrofenil palmitat baskilanmis manyetik nanopartikiillerin
p-nitrofenil palmitat hidrolizindeki tekrar kullanilabilirliginin arastirilmasi amactyla
ayn1 nanopartikiiller 10 defa ardarda kullanilmistir. Her dongii sonrasi nanopartikiiller
1 M NaOH, distile su ve daha sonra fosfat pH 8,0 tamponu ile yikanmistir.
Sekil 3.14’de p-nitrofenil palmitat baskilanmig manyetik nanopartikiillerin tekrar
kullanilabilirligi yonelik deneylerden elde edilen sonuglar verilmistir. Sekilden de
gorildigii gibi, 10 kez tekrarlanan p-nitrofenil palmitat hidroliz reaksiyonu sonrasinda
p-nitrofenil palmitat baskilanmis manyetik nanopartikiillerin p-nitrofenil palmitat’a

kars1 hidrolitik aktivite performansinda kayda deger bir azalma gozlenmemistir.
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Sekil 3.14. p-Nitrofenil palmitat baskilanmis manyetik nanopartikiillerin tekrar

kullanilabilirligi

3.3.5. Molekiiler baskilanmis manyetik nanopartikiillerin transesterifikasyon

reaksiyonlarinda kullanim

p-Nitrofenil palmitat baskilanmis manyetik nanopartikiillerin esterifikasyon
reaksiyonlarindaki kullanilabilirligini aragtirmak i¢in aycicek yagi, jasmonik asit ve
oleik asitin metanol varliginda esterifikasyon reaksiyonlart gerceklestirilmistir. Elde

edilen sonuclara gore aycicek yaginin metanol varliginda % 92’sinin biyodizele,
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jasmonik asit ve oleik asitin tamaminin esterifikasyon reaksiyonu sonucunda iiriinlere
(% 43,29 cis-jasmon & % 56,71 metil jasmonat ve % 100 metil oleat) doniistigii
gorilmistir (Sekil 3.15). Tez c¢alismasinin bu asamast 2011 yilinda grubumuz
tarafindan Journal of Nanoparticle Research dergisinde yaymlanmistir (Kegili ve ark.
2011).

Sekil 3.16 ve 3.17°de jasmonik asit ve oleik asit esterifikasyonu sonrasi olusan

tirtinlere ait GC-MS kromatogramlari verilmistir.
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Sekil 3.15. Transesterifikasyon reaksiyonlar: sonucu olugan tiriinler
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Sekil 3.16. Jasmonik asit’in esterifikasyon reaksiyonu sonunda olusan iiriinlere ait

GC-MS kromatogrami
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Sekil 3.17. Oleik asit’in esterifikasyon reaksiyonu sonunda olugan triine ait GC-MS

kromatogrami

3.4. Molekiiler Baskilannms Polimer-Kil Nanokompozitlerin p-Nitrofenil Palmitat

Hidrolizinde Kullanim

3.4.1. p-Nitrofenil palmitat hidrolizine pH etkKisi

Molekiiler baskilanmig polimer-kil nanokompozitleri kullanilarak p-nitrofenil
palmitat hidrolizine pH etkisini arastirmak amaciyla ortam pH’1 fosfat tamponu
kullanilarak (0,1 M NaxHPO4-NaH2PO4) 6,0 ve 10,0 araliginda degistirilmistir. Elde
edilen sonuglar Sekil 3.18’de verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi, dogal lipaz ve p-
nitrofenil palmitat baskilanmis polimer-Kil nanokompozitleri pH 8,0’de maksimum

aktivite gostermistir.
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Sekil 3.18. p-Nitrofenil palmitat hidrolizine pH etkisi
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3.4.2. p-Nitrofenil palmitat hidrolizine sicaklik etkisi

Molekiiler baskilanmis polimer-kil nanokompozitleri kullanilarak p-nitrofenil
palmitat hidrolizine sicakligin etkisini arastirmak amaciyla reaksiyon ortami sicakligi
20 °C ile 50 °C arasinda degistirilmistir. Sekil 3.19°da p-nitrofenil palmitat hidrolizine
sicaklik etkisi verilmistir. Sekil 3.17°den de goriildigi gibi maksimum hidrolitik
aktivitenin gozlendigi optimum sicaklik dogal lipaz ve lipaz benzeri p-nitrofenil

palmitat baskilanmis polimer-kil nanokompozitleri icin yaklasik 40 °C olarak

bulunmustur.
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Sekil 3.19. p-Nitrofenil palmitat hidrolizine sicaklik etkisi

3.4.3. Enzim Kinetigi

Hazirlanan lipaz benzeri molekiiler baskilanmig polimer-kil nanokompozitlerin
p-nitrofenil palmitat hidrolizindeki enzim kinetiginin belirlenmesi i¢in Michealis-
Menten modeli uygulanmistir.  p-Nitrofenil palmitat baskilanmis  polimer-kil
nanokompozitler igin Lineweaver-Burk grafigi Sekil 3.20°de verilmistir. Kinetik
verilerden elde edilen sonuglara gore Km Ve Vmax degerleri sirast ile 2,04 mM ve

0,48 mMdk* olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.20. p-Nitrofenil palmitat baskilanmis polimer-kil nanokompozitler igin

Lineweaver-Burk grafigi

Literatiirde yer alan bir ¢calismada, Aghababaie ve arkadagslar1 (Aghababaie ve ark.
2016) lipazin kovalent immobilizasyonu i¢in Fe3O4 ve SiO; nanopartikiilleri modifiye
edilmis nanokompozit membranlar hazirlamistir. Elde edilen sonuglar immobilize
lipazin substrata karsi olan afinitesinin serbest lipaza gore daha yiiksek oldugunu
gostermistir. Serbest lipaz ve immobilize lipazin Km degerleri sirasi ile 0,213 mM ve

0,111 mM olarak bulunmustur.

3.4.4. Molekiiler  baskilanmis  polimer-kil  nanokompozitlerin  tekrar

kullanilabilirligi

p-Nitrofenil palmitat baskilanmis polimer-Kil nanokompozitlerin
p-nitrofenil palmitat hidrolizi reaksiyonunda tekrar kullanilabilirligini arastirmak
amaciyla ayn1 malzeme hidrolizi reaksiyonunda 10 defa ardarda kullanilmistir. Her
dongii sonras1 polimer-kil nanokompoziti 1 M NaOH, distile su ve daha sonra pH 8,0
fosfat tamponu ile yikanmistir. Sekil 3.21°de p-nitrofenil palmitat baskilanmis polimer-
kil nanokompozitlerin tekrar kullanilabilirligi yonelik calismalardan elde edilen
sonuglar verilmistir. Sekilden de gortildiigi gibi, 10 kez tekrarlanan p-nitrofenil palmitat
hidroliz reaksiyonu sonrasinda p-nitrofenil palmitat baskilanmis nanokompozitlerin

hidrolitik aktivite performansinda 6nemli 6l¢iide bir kayip gézlenmemistir.
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Sekil 3.21. p-Nitrofenil palmitat baskilanmis polimer-kil nanokompozitlerin tekrar

kullanilabilirligi

3.4.5. Molekiiler baskilanmms polimer-kil nanokompozitlerin transesterifikasyon

reaksiyonlarimnda kullanim

Sekil 3.22°de lipaz benzeri molekiiler baskilanmis polimer-kil nanokompozitlerin
katalizledigi transesterifikasyon reaksiyonlarindan elde edilen sonuglar verilmistir.
Sekilden de gorildigl gibi, esterifikasyon reaksiyonlart sonucunda aygicek yaginin
biyodizele doniisimii % 32, jasmonik asidin metil jasmonata dontisimii % 40, oleik
asitin metil oleata doniisiimii ise % 38 olarak belirlenmistir. Elde edilen bu degerlerin
p-nitrofenil palmitat baskilanmig mikrokiireler ve manyetik nanopartikiillere kiyasla
diisiik olmasmin nedeninin hedef molekiilerin killerin nanotabakalarinda bulunan

baglanma bdlgelerine zor ulagsmasi ve etkin bir baglanma saglanamamasindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.
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Sekil 3.22. Transesterifikasyon reaksiyonlart sonucu olusan tirtinler
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4. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Bu c¢alisma mikro ve nano yiizeylerde lipaz enziminin aktif bolgesinin taklit
edilmesi i¢in yeni nesil molekiiler tanimlama teknolojilerinin gelistirilmesine yoneliktir.
Gergeklestirilen ¢alismada, dogal enzimiyle yarisabilir diizeyde aktif bolgelere sahip
lipaz benzeri mikro ve nano yapilar gelistirilerek biyodizel iiretiminde ve diger
esterifikasyon iirlinlerinin tiiretiminde kullanilabilirligi arastirllmistir. Tez calismasi
kapsaminda p-nitrofenil palmitat baskilanmis mikrokiireler, manyetik nanopartikiiller ve
polimer-kil nanokompozitler olmak tiizere ii¢ farkli mikro ve nano-mimik enzim

platformu hazirlanmistir.

Hazirlanan mikro ve nano mimik enzim platformlarinin p-nitrofenil palmitat
hidrolizinde kullanilabilirlikleri kesikli sistemde ¢alisilmistir. Elde edilen sonuglara gore
hazirlanan yapay enzim sistemlerinin tamami pH 8’de ve 40 °C’de substrat p-nitrofenil
palmitata karsit maksimum hidrolitik aktivite gostermistir. Ayrica, hazirlanan p-
nitrofenil palmitat baskilanmis mikrokiireler ve manyetik nanopartikiiller esterifikasyon
reaksiyonlarinda olduk¢a yiiksek katalitik performans sergilemistir. Diger taraftan
p-nitrofenil palmitat baskilanmig polimer-kil nanokompozitler, mikrokiireler ve
manyetik nanopartikiillere kiyasla daha diigiik hidrolitik aktivite gostermistir. Bunun
nedeninin hedef molekiiliin killerin nanotabakalarinda bulunan baglanma bdolgelerine

zor ulagmasi ve etkin bir baglanma saglanamamasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Sonug¢ olarak, bu tez kapsaminda gelistirilen lipaz benzeri mikro ve nano
platformlar farkli enzimatik reaksiyonlarda (hidroliz, transesterifikasyon vb)
uygulamalar1 ve tekrar tekrar kullanilabilme 6zelligine sahip yapay enzim sistemleri

olmalar1 a¢ilarindan literatiirde bir ilktir.
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