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OZET
Enzimler olduk¢a etkili olan ve genis kullanim alanina sahip biyokatalizérlerdir. Ancak serbest
enzimlerin bir¢ogunun diislik stabiliteye, sinirli yeniden kullanilabilirlige sahip olmasi endiistriyel
kullanimina engel olur. Bu dezavantajdan dolay1 kimyasal modifikasyon ve immobilizasyon enzimleri
daha etkin kullanmak i¢in gelistirilmis tekniklerdendir. Yakin zamanda yeni bir immobilizasyon
yontemi olarak ¢icek sekilli organik-inorganik hibrit nano yapilarin ‘nanoflowers’ sentezi
gerceklestirildi. Bu yeni immobilizasyon yonteminde inorganik komponent olarak metal iyonlari,
organik komponent olarak protein molekiilleri kullanilmistir. Amino asitler dogada bulunan tiim
proteinleri ve peptidleri olusturan en kiiclik birimlerdir. Organik komponent olarak proteinlerin
kullanilmasiyla ¢icek sekilli organik-inorganik hibrit nano yapilarin (nanoflowers) sentezinden sonra
yakin zamanda aminoasitlerin organik kisim olarak kullanildigi bir ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alisma;
inorganik kisim olarak metal iyonlarmin ( Cu®") organik kisim olarak da dogal aminoasitlerin
kullanilmasiyla olusan hibrit nano yapilarin senteziyle ilgili basit bir yontem iizerinedir. Bu projede
ise Glisin ve Alanin gibi amfiprotik amino grup asitlerden ¢igek sekilli hibrit nano yapilarin sentezi
incelenmesi amaglanmistir. Amfiprotik olmalar1 sebebiyle izoelektrik noktalar1 disinda farkli pH
degerlerinde sentez gergeklestirilecektir. Bununla birlikte diger sentez kosullariin (amino asit
konsantrasyonu, inkiibasyon siireleri) da degistirilerek hibrit nano yapilarin olusumuna olan etkisinin
incelenmesi ve ayrica amin gruplarinin uzaklastirilip amin gruplarinin bu yapilarin olusumuna olan

etkisinin arastirilmasi hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Glisin, Alanin, Hibrit Nanoyapilar, Formaldehit



ABSTRACT
Enzymes are highly effective and widely used biocatalysts. However, many of the free
enzymes have low stability and limited reusability, which hinders industrial use. Due to this
disadvantage, chemical modification and immobilization techniques were develope for more
efficient use of enzymes. Recently 'nanoflowers' synthesis of flower-shaped organic-inorganic
hybrid nano structures was performed as a new immobilization method. In this new
immobilization method, metal ions are used as inorganic component and protein molecules
are used as organic component. Amino acids are the smallest units that make up all the
proteins and peptides found in nature. After the synthesis of flower-shaped organic-inorganic
hybrid nanostructures (nanoflowers) by using proteins as organic component, a study has
recently been carried out in which amino acids are used as the organic part. This work is based
on the synthesis of hybrid nano-structures consisting of metal ions (Cu®*) as inorganic part
and natural amino acids as organic part (5). In this project, it is aimed to investigate the
synthesis of flower shaped hybrid nano structures from amphiprotic amino group acids such as
Glycine and Alanin. Due to their being amphiprotic, synthesis was carried out at different pH
values except isoelectric points. However, it is aimed to investigate the effect of other
synthesis conditions (amino acid concentration, incubation times) on the formation of hybrid
nano structures and also to investigate the effect of amine groups on the formation of these

structures by removing amine groups.

Keywords: Glycine, Alanine, Hybrid Nanostructures, Formaldehyde



1.GIRIS

Enzimler, biyoteknoloji, ila¢ ve kimya endistrilerinde yillardir kullanilan giiglii
biyokatalizorlerdir. Enzimlerin diisiik stabilite, sinirli  yeniden kullanilabilirlik  gibi
dezavantajlara sahip olmalar1 nedeniyle c¢esitli kimyasal modifikasyon ve stabilizasyon
yontemleri gelistirilmistir. Kimyasal modifikasyonda ise enzimler artmis katalitik aktiviteye
ragmen diislik stabilite gosterirler. Ayrica uzun zaman ve uzmanlik gerektirir, pahali ve diisiik
verime sahiptir. Bu nedenlerden dolayr immobilizasyon yontemi kimyasal modifikasyona gore
tercih edilen yontemdir. Genellikle immobilize enzimler tekrar kullanilabilirlik gdsterirler ve
ekonomiktirler. Ayrica yiiksek stabilite ve verimlilik gosterirler (1-3).

Enzimin ¢esitli alanlarda kullanimin1 arttirmak ve verimini yiikseltmek amaciyla Dr. Zare ve
arkadaslar tarafindan yeni bir immobilizasyon teknigi gelistirilmistir. Yapilan bu ¢alismada
organik kisim olarak BSA proteini inorganik kisim olarak da metal iyonu kullanilarak cicek
sekilli hibrit nano yapilar sentezlenmistir. Gelistirilen bu yontem enzim kullanilarak
tekrarlandiginda ytiksek katalitik aktivite ve stabilite gozlenmistir (6). Enzimlerin kullanildig:
bu immobilizasyon yontemi peptid yapilarin yap: tast olarak kabul edilen amino asitlere de
uygulanmistir. Yakin zamanda yapilan bu ¢alismada organik kisim ve inorganik kisim olarak
strastyla dogal amino asitler ve metal iyonlar1 kullanilmistir. Bu ¢alismada yapilan tipik bir
deneyde; metal iyonu olarak Cu®* iyonlari, organik kisim olarak da Asparajin (Asn) amino
asidinin fosfat tamponu igerisinde 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ¢igcek sekilli nano
yapilar elde edilmistir. Olusan nano yapilarin yiizey-hacim iliskileri incelendiginde hiyerarsik
bir olusum meydana geldigi goriilmiistiir. Ayrica amino asitlerin farkli yan zincirlere sahip
olmast onlarin olusturacagi nano yapilarda fakli morfolojik olusumlara yol agabilir, metal
iyonlarinin  olusturacagi kompleks yapilarin geometrisini etkileyebilir. Nanoflowers
yapilarinin olusumu ve devaminda gerceklesen gelisme asamalarin en muhtemel
mekanizmayla su sekilde oldugu ileri siiriilmektedir:

1- llk olarak karboksil ve amid gruplar1 arasinda gerceklesen koordinasyon baglarmin
varliginda, kullanilan metal iyonu olan Cu®* iyonuyla amino asit arasinda kompleks
olusur. Ayn1 zamanda ¢o6zelti iginde asili kalan veya ¢coken bakir fosfat yapilar1 da
olusur.

2- Bu asamada metal iyonu ve amino asitten meydana gelen kompleksler yeni bir
koordinasyon ¢ekirdegi olusturmak amaciyla c¢ozeltide bulunan metal-fosfat

cekirdeginin etrafini sarar.



3-

Metal-amino asit kompleksleri molekiiler etkilesim yoluyla metal-amino asit ve
metal-fosfattan olusmus ¢ekirdeklenme bolgelerine atakta bulunmaya devam eder. Bu
gelisim asamasinda kiigiik cigek sekilli yapilarin gozlemlenebilecegi topaklar olusup
biiyiiyebilir.

Son asamada metal-amino asit kompleksindeki amino asidin yan zincirinin sterik
etkisi ve kompleksteki ligand-ligand etkilesimleri sonucu dogan yapraklarin
olusturdugu ¢icek sekilli gelisim asamasmi tamamlamis organik-inorganik hibrit

yapilar gézlemlenebilir.(5)



2.GENEL BILGILER
Enzimler substratlarina 6zgiillik gosteren ve reaksiyon hizimi arttiran biyokatalizorlerdir.
Ayrica canli hiicrelerde aktivasyon enerjisini diistirerek tepkime icin gerekli enerjiyi en diisiik
diizeye ceker. Enzimler giiniimiizde tip, eczacilik, kimya alanlarinda ¢ok genis kullanim
alanma sahiptir (7-9). Bu genis kullanim alanina sahip olmasi nedeniyle enzimleri daha
verimli ve etkin sekilde kullanmak igin cesitli teknikler gelistirilmistir. Immobilizasyon
yontemi en yaygin olarak kullanilan tekniklerdendir. Bu yontemde nano malzemeler destek
gorevi gorlir ve enzim kovalent, kovalent olmayan, kapsiilleme ve ¢aprazlama gibi baglama
yontemleriyle bu destek iizerine tutturulur (10). Son zamanlarda ¢igek sekilli nano yapilar
sentezlenmistir yeni bir immobilizasyon teknigi olarak. Bdylece enzimlerin katalitik aktivite
ve stabilitelerinde artis gozlenmistir. Bu c¢alismada organik kisim olarak enzimler
kullanilmistir. Cok yakin bir zamanda yapilan baska bir ¢alisma ise organik kisim olarak
amino asitlerin kullanilmasi {izerinedir. Organik kisim olarak dogal amino asitler ve inorganik
kisim olarak metal iyonlart kullanilmistir ve ¢igek sekilli hibrit nano yapilar elde edilmistir
(5). Onerilen proje ise bu galismayr bir adim ileriye gdtiirmeyi amaglamaktadir. Projenin
konusu Glisin ve Alanin gibi amfiprotik amino asitlerden organik-inorganik hibrit nano
yapilarin sentez mekanizmasinin incelenmesi tizerinedir. Bu amino asitlerin amfiprotik olmasi
nedeniyle izoelektrik noktalarinin altinda ve istiinde olusabilecek nano yapilarda olusan
morfolojik degisiklikler incelenmistir. Ayrica sentez i¢in birakilan inkiibasyon siiresi, nano
yapilarin sentezinde kullanilacak amino asit konsantrasyonlar1 degistirilerek yine morfolojik
¢iktilar1 incelenmistir. Ayrica amino asitlerdeki amin gruplarinin amino asitin organik hibrit
nano yapilar lizerine etkisi arastirilmasi hedeflenmistir. Projedeki bu uygulamalardaki
amaglari, yiiksek katalitik aktivite ve kararlilik gosterebilecek en uygun yapidaki amino asit-
inorganik hibrit nano yapilar1 kesfetmek ve amin gruplarimin etkisini arastirarak diger

molekiiller i¢in 6ngorii olusturmasi seklinde siralanabilir.



3. GEREC VE YONTEM

1.Amino Asit-inorganik Cicek Benzeri Hibrit Nano Yapilarin Sentezi

Caligmada hibrit yapilarin hazirlanmasinda organik kisim olarak Glisin ve Alanin gibi
amfiprotik amino asitler; inorganik kisim olarak CuSO4 kullanilmistir. ilk olarak PBS
¢ozeltisine (50 mL ) 60 ml amino asit ¢ozeltisi (1 mg mL'l) eklenip karistirilir ve devaminda
20 mL CuSOq (0,08 mM ) eklenir. Hazirlanan bu ¢ozelti oda sicakliginda 3 giin inkiibasyona
birakilir. Inkiibasyon siiresi bitiminde olusan ¢okelti santrifiij edilir ve 3 kez deiyonize suyla
yikanir.(5) Glisin ve Alanin amino asitlerinin izoelektrik noktalarinin altinda ve istiinde
organik-inorganik hibrit nano yapilarin sentezinin arastirilmasi igin farkli pH’larda hazirlanan
PBS tamponlar1 (pH 1-3-5-7-9 ) kullanilmistir. Glisin ve Alanin amino asitlerinin farkli
konsantrasyonlarinin ve reaksiyon zamaninin organik-inorganik hibrit nano yapilarinin
olusumuna etkisinin incelenmesi icin sentezde kullanilan amino asit ¢ozeltileri farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Reaksiyon zamaninin etkisini arastirmak igin inkiibasyon

stireleri ( 1-3-6-12-24-48-72 saat) degistirilmistir.

2. Sentezlenen Amino Asit-Inorganik Hibrit Nano Yapilarin Karakterizasyonu

Glisin ve Alanin amino asitlerinden sentezlenecek organik-inorganik hibrit nano yapilarin
morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile karakterize edilmigtir. X-151m1 kirinim
(XRD) ile amino asit igeren hibrit nano yapilarin kristal yapilar1 aydinlatilirken, XRD ile

hibrit nano yapilarin oluslart incelenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Amino Asit-Inorganik Cigcek Benzeri Hibrit Nano Yapilarin Karakterizasyonu Glisin-
Cu* ve Alanin- Cu®" hibrit nano yapilarin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) gériintiileri
Sekil 1’de gosterilmistir.

A) B)

ekil 1. Hibrit nano yapilarin SEM fotograflari. A) Glisin- Cu2+, B)Alanin- Cu?
yap g

Sekil 2’ de Cu metalinin amino asit-metal hibrit nano yapilar1 {izerine depozit oldugunu
kanitlanmasi i¢in EDX analizi yapilmis olup, Glisin- Cu®* hibrit nano yapt (sekil 2A)
gosterilmektedir.
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Sekil 2. Amino asit-inorganik hibrit nano yapilarda Cu metalinin varligi. A) Glisin-Cu.
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Sekil 3’te amino asit-inorganik hibrit nano yapilarin kristal yapilart X-Isin1 Kirinim yontemi

(XRD) sonuglar1 gosterilmistir.
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Sekil 3. Amino asit- inorganik hibrit nano yapilarin XRD sonuglari. Glisin- Cu®".

12

9



5. TARTISMA VE SONUC

Genis bir kullanim alanina sahip olan enzimlerin stabilite ve aktivitelerini arttirmaya yonelik
cesitli immobilizasyon teknikleri uygulanmistir. Yeni bir immobilizasyon teknigi olarak
enzim-inorganik hibrit nano yapilar sentezlenmistir. Yakin zamanda yapilan yeni bir
calismada ise amino asit-inorganik hibrit nano yapilarin sentezi gergeklestirilmistir.Bu projede
ise organik kisim olarak amfiprotik 6zellikteki Glisin ve Alanin amino asitleri ve inorganik
kisim olarak bakir metali kullanilmistir. Amfiprotik olmalar1 nedeniyle izoelektrik noktalarinin
tizerindeki ve altindaki pH degerlerinde c¢alisilmistir.Ayrica olusan kompleks yapinin
mekanizmasini aydinlatmak amaciyla farkli stirelerde inkiibasyona birakilmistir. SEM, EDX
ve XRD ile karakterizasyonun gergeklestirilmesi sonucu en iyi sonuglar pH 7,4°te ve 3 giinliik
inkiibasyon siiresi sonucu elde edilmistir. Ayrica formaldehit ile uzaklastirilan amin
gruplarinin yapiy1 bozdugu goriilerek hibrit nano yapi i¢in amin grubunun kesinlikle

bulunmasi gerektigi sonucuna vartlmistir.
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