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OZET

DOKTORA TEZi

LAKTOPEROKSIDAZIN IMMOBILIZASYONU iCIN NISASTA@METAL OKSIT
BiYONANOFILMLERININ SENTEZI, KARAKTERIZASYONU VE
LAKTOPEROKSIDAZ IMMOBILIZE NiSASTA@METAL OKSIT
BiYONANOFILMLERININ ANTIBAKTERIYAL POTANSIYELININ
ARASTIRILMASI

Songiil BAYRAK
Damsman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Amac: Laktoperoksidaz (LPO), antibakteriyel, antiviral, antioksidan ve antitimor ajan olarak
islev goren bir peroksidaz enzimidir. LPO'nun stabilizasyonunun saglanmasi endiistriyel
uygulamalarda olduk¢a Onemlidir. LPOmun kararliligini ve antimikrobiyal aktivitesini
artirmak i¢in kolay ve etkili bir yontem gelistirmek amaglandi. Bu nedenle, bu c¢alismada,
Nisasta, Nisasta@MgO, Nisasta@ZnO, Nisasta@CuO filmleri hazirlanarak, bu filmler iizerine
LPO enziminin immobilizasyonu gerc¢eklestirildi.

Yontem: ZnO ve CuO NP’ii ¢oktiirme yontemi ile sentezlenirken MgO NP’ii Taguchi yontemi
ile sentezlendi ve daha sonra nisasta filmleri hazirlandi. Hazirlanan filmlere afinite
kromatografisi ile saflagtirilan LPO enzimi tutuklama ve yiizey adsorbsiyonu olmak iizere iki
farklt yontemle immobilize edildi. Elde edilen Nisasta@(CuO, MgO, ZnO) Nisasta@(CuO,
MgO, ZnO)/LPO filmlerin yilizey kimyasal yap1 analizi, morfolojik incelemeleri ve kristal yap1
analizlerini karakterize etmek i¢in XRD, F-TIR ve SEM cihazlar1 kullanildi. Ayrica hazirlanan
filmlerin optimum pH, optimum sicaklik ve termal kararlilifi, yeniden kullanilabilirligi ve
depolama kararlilig1 belirlendi. Son olarak filmlerin antibakteriyal etkisi incelenerek potansiyel
olarak kullanilabilirligi belirlendi.

Sonug: Laktoperoksidaz (LPO) enziminin Nisasta ve Nisasta@ (CuO, MgO, ZnO) filmlerine
immobilizasyonu, Fourier doniistimii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR), X-1s1n1 difraksiyonu
(XRD) ve alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu (FE-SEM) kullanilarak dogrulandi.
Immobilize edilen LPO'nun optimum sicakligi, pH 6'da serbest LPO’ya gére yaklasik 20 °C
artarak 60 °C olarak gézlemlendi.

Filmlere immobilize edilen LPO, 4°C ve 25 °C'de 21 giin boyunca aktivitesini korurken, serbest
enzim bu siire igerisinde ilk aktivitesinin %95'ini kaybetttigi gozlemlendi. Ayrica, filmlere
immobilize edilen LPO'nun 60 °C'de 60 dakika sonra baslangi¢ aktivitesini, yaklasik %16,5-
%19 arasinda korudugu belirlenirken, serbest enzimin 5 dakika sonra aktivitesini kaybettigi
gozlenmlendi. Immobilize edilen LPO’nun, aktivite kaybi olmaksizin tekrar tekrar
kullanilabilir 6zellikte oldugu gosterildi. Hazirlanan filmlere LPO enzimi immobilize
edildikten sonra antibakteriyel etkisi gozlemlendi ve bu sentezlenen filmler arasinda
Nisasta@ZnO/LPO filminin en etkili antibakteriyel 6zellik gosterdigi belirlendi.

Nisan 2024, 98 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Laktoperoksidaz (LPO), Immobilizasyon, Nisasta, Nanopartikiil (NP),
Antibakteriyel
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ABSTRACT

DOCTORAL DISSERTATION

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION OF STARCH@METAL OXIDE
BIONANOFILMS FOR IMMOBILIZATION OF LACTOPEROXIDAZE AND
INVESTIGATION OF THE ANTIBACTERIAL POTENTIAL OF
LACTOPEROXIDASE IMMOBILIZED STARCH@METAL OXIDE
BIONANOFILMS

Songiil BAYRAK
Supervisor: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Purpose Lactoperoxidase (LPO) is a peroxidase enzyme that is a natural antibacterial, antiviral,
antioxidant, and antitumor agent. The stabilization of LPO is a key factor in its industrial
applications. Therefore, in this study, we aimed to develop an easy and effective method to
increase the stability and antimicrobial activity of LPO by using the immobilization of LPO
enzyme on the prepared Starch, Starch@MgO, Starch@ZnO, Starch@CuO films.

Method: While ZnO and CuO NPs were synthesized by the precipitation method, MgO NPs
were synthesized by the Taguchi method, and starch films were prepared. LPO enzyme was
immobilized in the prepared films by two different methods: entrapment and surface adsorption.
XRD, F-TIR, and SEM were used to characterize the surface chemical structure analysis,
morphological examinations, and crystal structure analyses of the obtained Starch@(CuO,
MgO, ZnO) Starch@(CuO, MgO, ZnO)/LPO films. In addition, the optimum pH, optimum
temperature and thermal stability, reusability, and storage stability of the prepared films were
determined. Finally, the antibacterial effect of the films was examined and their potential
usability was determined.

Results: Successful immobilization of Lactoperoxidase (LPO) enzyme to Starch and
Starch@(CuO, MgO, ZnO) films were analyzed by Fourier transform infrared spectroscopy
(FT-IR), X-ray diffraction (XRD), and field emission scanning electron microscopy (SEM) was
verified using. The optimal temperature for the immobilized LPO was identified at 60 °C,
exhibiting an elevation of approximately 20 °C under pH 6 conditions.

While the enzyme immobilized on the films maintained its absolute activity for 21 days at 4°C
and 25°C, the native enzyme lost 95% of its initial activity. Additionally, it was determined that
the LPO immobilized on the films retained its initial activity, approximately 16.5%-19%, after
60 minutes at 60 °C, while the free enzyme lost its activity after 5 minutes. The immobilized
enzyme can be used repeatedly without loss of activity.

In this study, an antibacterial effect was observed after immobilizing the LPO enzyme in the
prepared films. Among these films, the Starch@ZnO/LPO film exhibited the highest
antibacterial properties.

April 2024, 98 pages
Keywords: Lactoperoxidase (LPO), Immobilization, Starch, Nanoparticle (NP), Antibacterial
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GIRIS

Enzim Immobilizasyonu

Immobilizasyon “hareketi sinirlandirma” anlamina gelmektedir. Ornegin, bir aracin
hareketini durdurma eylemi immobilizasyon benzetilir. Bu amagla, Immobilizasyon yontemi,
dogru destek materyali kullanarak bir maddeyi sabitleme teknigi olarak kabul edilebilir ( Liu et
al. 2012).

Enzimler, ortam sicakligi, fizyolojik pH ve sulu ortam vb. gibi hafif reaksiyon kosullar1
altinda ¢ok sayida biyokimyasal ve kimyasal reaksiyonu katalize eden ¢ok verimli
(biyo)katalizorlerdir. Olaganiistii kemo-, regio- veya stereospesifiklikleri sayesinde ¢ok hassas
reaksiyonlar gerceklestirirler (Asgher et al. 2014; Bilal et al. 2018). Bununla birlikte,
enzimlerde istenen bu 6zellikler diisiik stabilite ve kisa Omiirlii olmasi nedeniyle endiistriyel
uygulamalar1 ciddi bir sekilde kisitlamaktadir (Bilal et al. 2018). Enzim immobilizasyonu,
yukarida belirtilen engellerin asilmasinda ve farkli uygulamali amaglar i¢in enzim katalitik

stabilizesinin gelistirilmesinde tercih edilen bir stratejidir.

Serbest enzimler, endiistriyel uygulamalarda bir¢ok zorlukla kars1 karsiyadir. Diisiik
operasyonel ve kimyasal stabilite, depolama problemleri, zor geri kazanim ve yeniden
kullanilabilirlik, substrat ve iirlin inhibisyonlar1 ve yiiksek {retim maliyetleri, serbest
enzimlerin yaygin kullanimini engelleyen temel faktorlerdir (Cui and Jia 2017; Cui et al.2018;
Nadar and Rathod 2018). Bu dezavantajlar, serbest enzimlerin ekonomik acidan elverissiz
olmasina neden olur. Kat1 destege immobilize edilen enzimler, serbest enzimlere kiyasla birgok
onemli avantaja sahiptir. Immobilize enzimler, daha yiiksek stabilite ve cevresel degisikliklere
kars1 direng gdsterir. Bu onlar1 endiistriyel uygulamalar i¢in daha uygun hale getirir. Immobilize
enzimler, yiiksek katma degerli iirlinler elde etmek i¢in dnemli araglardir (Brady and Jordaan

2009; Goncalves et al. 2019).

Heterojen enzim immobilizasyonu, enzimlerin tekrar kullanilabilirligi, kolay geri
kazanimi, siirekli iiretim, reaksiyonun kolay sonlandirilmasi ve cesitli reaktor tasarimlarina
olanak taniyan bir sistem olusturur. Immobilizasyon ayrica iiriin inhibisyonunu da énler ve

enzimlerin daha iyi fonksiyonel 6zellikler gdstermesini saglar (Krajewska 2004).

Sonug olarak, kat1 destege immobilize edilen enzimler, serbest enzimlere kiyasla birgok
avantaj sunar ve endiistriyel uygulamalar i¢in daha uygun bir segenektir. Immobilizasyon,

enzimlerin stabilite, aktivide ve geri kazanilabilirlik gibi 6nemli 6zelliklerini optimize ederek,



enzimlerin endiistriyel 6lgekte kullaniminin 6niindeki engelleri ortadan kaldirmaya yardimci
olur (Voberkova et al. 2018). Ek olarak immobilizasyon, enzim ayirma ve bir reaksiyon

ortaminda protein kontaminasyonunu 6nler veya en aza indirir (Nadar and Rathod 2018).

Enzim immobilizasyonunun temel hedefi, enzimlerin bir dizi reaksiyon dongiisiinde ve

biyoteknolojik uygulamalarda uzun siire boyunca tekrar kullanilabilir hale getirilmesidir, zira
bu, daha yiiksek katalitik verimlilik saglayarak kayda deger bir avantaj sunmaktadir
(Voberkova et al. 2018).

Enzim immobilizasyon Yontemleri

Bir reaksiyondaki enzim aktivitesinin belirlenmesinde uygun bir immobilizasyon
yonteminin se¢imi son derece kritiktir. Immobilizasyon yéntemleri kimyasal ve fiziksel
yontemler olarak ikiye ayrilir. Fiziksel yontemler, hidrofobik etkilesimler gibi daha zayif ve
kovalent olmayan baglar, hidrojen baglari, bir enzimin matrise iyonik baglanmasi ve van der
Walls kuvvetleri gibi mekanik tutulumlar igerir. Kimyasal yontemlerde ise enzim ve matris
arasindaki baglantilar, eter, tiyoeter, amid veya karbamat baglari gibi kovalent baglar

aracilifiyla olusturulmaktadir (Chiou and Wu 2004;Voberkova et al. 2018).

Temel olarak, ii¢ geleneksel enzim Immobilizasyon yontemi vardir; bir destege
(tastyiciya) baglama, tutuklama (tuzaklama) ve capraz baglama (Sheldon 2017). Sekil 1’de

enzim immobilizasyonu i¢in uygulanabilecek yontemler sematize edilmistir.

Enzim Immobilizasvon Yontemleri

Fiziksel Yontemler Kimyasal Yontemler
1 )|
1 1 LI 1
i Capraz Kovalent
Adsorpsiyon Tutuklama Bas 2 Baitima
‘ﬁ' s
?‘é\ "W 'h'w
= : s C
S &

Sekil 1. Enzim immobilizasyonunun temel ve alt yontemleri (Sheldon 2017)



Kimyasal Yontemler
Kovalent baglama

Kovalent baglama Immobilizasyonunda kimyasal yontemlerden biri olup,
immobilizasyonda geleneksel bir metottur (Nisha et al. 2012). Enzimin karboksil, hidroksil,
amino gibi fonksiyonel grup iceren destege kovalent baglanmasi ile immobilizasyon gergeklesir
(Alag6z2007). Genellikle sulu ortamda ve gergeklesmesi zor oldugundan 1limli sartlarda (oda
sicakligi, ndtral pH) meydana gelir. Enzim ve destek arasindaki etkilesim giiglii olup, bazen
enzim aktivitesini artirtabilmesi agisindan onemlidir (Kogatiirk2008). Yontemin avantajlari
yani sira dezavantajlari da mevcuttur. Giiglii baglar icermesi, enzim sizintisinin ¢ok az olmasi,
enzimin stabil olmasi immobilizasyon yonteminin avantajlaridir. Enzimde sterik
modifikasyonlarin olusabilmesi, enzim aktivitesinde azalma olabilmesi, geri doniisiimsiiz
baglanma nedeniyle destegin yeniden kullanilamamast kovalent baglanma ile

immobilizasyonunun dezavantajidir.

Capraz baglama

Capraz baglama ile Immobilizasyon ydnteminde kiiciik molekiillii bi- veya multi
fonksiyonel reaktifler enzim molekiilleri arasinda baglar yaparak suda c¢oziinmeyen
kompleksler olusturmaktadir. En ¢ok kullanilan c¢apraz baglama reaktifleri; glutaraldehit,
kloroformat ve  karbonildiimidazol, heterosiklik  halojeniirler, bioksiranlar  ve
epiklorohidrinlerdir. Capraz baglamada genellikle karsilagilan disiik aktivite, tekrar

kullanilabilirligin diisiik olmas1 dezavantajlarindan biridir (Sheldon etz al. 2006).

Fiziksel Yontemler
Adsorbsiyon

Adsorbsiyon genellikle destek maddesinin enzim ¢dzeltisi ile temas ettirilmesi ve bir
siire inkiibe edilmesi ile gergeklestirilmektedir. Adsorbsiyon geri doniistimlii bir islemdir.
Adsorbsiyon, immobilizasyon i¢in kolay ve kullanish bir tekniktir. Enzimler kati destek
malzemeleri tlizerine van der Waals kuvvetleri, hidrojen bagi, hidrofobik veya elektrostatik
etkilesimler tarafindan adsorbe edilir (Bastida ve digerleri 1998; Quilles Junior ve digerleri
2016) veya mezogdzenekli malzemelerin gozeneklerinde hareketsiz hale getirilir (Fan ve

digerleri 2003; Pang ve digerleri 2016).

Tutuklama

Enzimlerin zar gdzeneklerine "fiziksel olarak hapsolmasi" olarak ifade edilir. Ozellikle

asirt kosullarda (yani sicaklik, pH, sert reaktifler) bozulabilen veya aktivitesini kaybedebilen
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cok degisken biyomolekiill benzeri enzimler i¢in gegerlidir. Tutuklama yoluyla enzim
immobilizasyonu, enzimleri gézenekler i¢cinde tutan ve substrat/iiriin diflizyonunu saglayan
zarin gozenekliligine dayanir. Kapana kistirilmis /kapsiillenmis enzimler ¢ozelti icinde

serbesttir ancak hareketleri destegin yapisi tarafindan kisitlanmistir ( Bhushan et al. 2008) .

Enzimlerin tutulmasi, zar matrisinin dogasina baglidir. Gozenek ylizeye aciksa, dis
kuvvet eklemeden enzim tutmanin uygulanabilirligi vardir, ancak yilizeyden kolay ayrilma
olasiligr vardir. Gozeneklerin/kanallarin ince, yogun bir tabaka ile kaplandigi asimetrik
membran i¢in, enzimlerin membran matrisine hapsolmasi, basingli kosullar ile yapilabilir.
Enzim molekiilleri yeterince siki, ince kontrollii gdzenekli bir yapt i¢inde tutuldugu igin,
enzimin cevreleyen ortama sizmasi en aza indirilir. Ayrica, aktif bolgelere erisilebilirlik ve

substratin iceri ve digar1 hareketi gézeneklerde gerceklesir ( Wang et al. 2007 ).

Tutuklama yontemi kimyasaldan bagimsiz oldugundan enzim aktivitesi etkilenmez.
Basit olanidir ve yiiksek protein yiliklenmesi miimkiindiir. Ayrica, enzimin goézeneklerde
paketlenmesi, kisitlayici yapilar enzimlerin denatiire edici faktorlerden (pH, sicaklik ve organik

¢oziicliler gibi) korunmasina yardimei oldugundan enzim stabilizesini artirir.
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Enzim immobilizasyonunda kullanmilan destek materyalleri

Bir Immobilize enzim sisteminin en 6nemli {i¢ bileseni enzim, destek materyal ve

immobilizasyonda kullanilan yéntemdir. Immobilizasyon igin secilecek destegin dzellikleri
Immobilize enzim sisteminin performansinin belirlenmesinde biiyiik nem tasimaktadir.

Uygun destek materyali secerken enzimin kimyasal yapisi, 6zellikleri ve kullanim amaci

dikkate alinmasi gerekir. Bununla birlikte, birden fazla yaklasimi denemek ve ardindan
belirledigin yontemi kosullara uyarlamak gerekir. O yilizden destek materyalin 6zellikleri,
Immobilize enzim sisteminin performansinin belirlenmesinde biiyiik 6nem tasir. Ideal tasiyic
Ozellikleri arasinda genel olarak bir tasiyicinin sahip olmasi gereken ozellikler asagida

gosterilen Sekil 2°de verilmektedir. (Brena and Batista-Viera 2006).

Kimyasal ve
termal stabilite

Zal - RY
irsiog 6231y 2

Hidrofilik
karakter

Rejenere olabilme <]

@ g (pgf Enegy;

Mikroopgy, %) yap,
= e
kar§! dfrendmk Mekanik stabilite Yo,
ve uygun partikil ("?/a,g.
formu

Sekil 2. Enzim immobilizasyonunda kullanilan destek materyallerinin sahip olmasi gereken
ozellikler

Destek materyalleri kimyasal bilesimlerine gore organik ve inorganik olarak; ayrica
dogal ve sentetik olarak simiflandirilabilir (Datta et al. 2013) Tablo 1’de enzim

immobilizasyonu i¢in kullanilabilecek bazi destek materyaller verilmistir.
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Tablo 1. Enzim immobilizasyonu i¢in Kullanilan Baz1 Destek Materyalleri (Zdarta et al. 2018).

Dogal Materyaller Sentetik Materyaller
Kitin Polistiren
Aljinat Polianilin
Nisasta Polipropilen o
Agaroz Poliakrilamid Organlk
Seliiloz Polivinil Alkol
Keratin Poliakrilik Asit D (Y Ste kle r
Kitosan
Kolajen
Metal
Silika Seramik ° o
Zeolit Aktif Komiir Inorg anik
Bentonit Aktif Karbon
Diatomit Titanyum Dioksit
Hidroksiapatit Cinko Oksit D € Ste kle r
Montmorillonit Bakar Oksit
Biyopolimer

Biyopolimer, canli organizmalarda bulunan dogal olarak olusan organik maddelerdir.
Geleneksel polimerler petrol kaynakli oldugundan ve kullanilmaya basladiktan uzun bir siire
topraga karismamalarindan dolay1 biyopolimerler, son zamanlarda bilim insanlar1 tarafindan
daha sik arastirilmaya baslanmistir. Ayrica biyopolimerlerin farkli alanlarda kullanilmasiyla
ilgili olarak lizerinde bir¢ok aragtirmanin yapildigi ¢evreci (yesil) ve biyobozunur malzemeler

oldugu unutulmamalidir (Yorug ve Ugraskan 2017).
Biyobozunur polimerler, elde edildikleri kaynaga gore;

Biyobozunur polimerler, dogal ve sentetik olmak tizere iki ana gruba ayrilir. Bu gruplar

da kendi i¢lerinde kaynagina gore dort alt gruba ayrilir (Yorug ve Ugraskan 2017):

1. Bivokiitle ve Tarimsal Kaynakli Polimerler:

» Polisakkaritler ve proteinler: Seliiloz ve tiirevleri, kitin, nisasta ve tiirevleri,

lignin, pektin, dekstran, hyaluronik asit, alginat, agar, kollajen, jelatin, kazein,

albiimin, fibrin, fibrinojen, ipek, gliiten, soya proteini

2. Mikroorganizmalardan Elde Edilen Polimerler:

* Poliesterler: Polihidroksi alkanoatlar (PHA), Polihidroksibutirat (PHB) ve
Polihidroksibutirat-kovalerat (PHBV)

3. Bivokaynakli Monomerlerden Elde Edilen Polimerler:

+ Poliesterler: Polilaktidler (PLA), Polilaktik asit (PLA), Poliglikolik asit (PGA),
Polilaktik-koglikolik asit (PLGA)
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4. Petrol Kaynakli Polimerler:

« Alifatik ve aromatik polimerler: Polikaprolakton (PCL), Poliesteramid (PEA),
Politiretan (PU), Poli(ortoesteramid) (POEA), Polibiitilen siiksinat (PBS),
Polibiitilen adipat tereftalat (PBAT)

Biyobozunur Polimerler ile Petrol Tiirevli Polimerler Karsilastirilirmasi;

Petrol tiirevli polimerler ¢evre kirliligine, toksik madde birikimine sebep olma gibi bir
cok dezavantajlarina sahip olmasina ragmen; elastikiyet, kolay sekil alma, fiziksel ve mekanik
ozelliklerinin katki ve dolgu maddeleriyle iyilestirilebilmesi, laboratuvar sartlarinda istenilen
ozelliklerin gelistirilmesindeki sinirsizlik, hijyen ve nem almama, iletkenlik, yalitkanlik ve
ucuzluk gibi nedenlerden dolay1 tercih edilen malzemeler olmuslardir. Ancak laboratuvar
sartlarinda elde ettigimiz petrol tiirevli polimerler kisa zaman i¢inde dogada bozunmayip uzun
stirelerde bozunduklar1 i¢in ¢evre kirliligine sebep olmaktadirlar. Bu sebeplerden dolay1
biyobozunur yenilebilir polimerlerin iiretimi son yillarda olduk¢a 6nem kazanmistir. Petrol
kaynakl1 polimerlerin yerine dogal bitkilerden yararlanilan biyobozunur polimerlere yonelik
arastirmalar ve caligmalar artmistir. Petrol tiirevli polimerler, organik ve anorganik maddelere
kiyasla daha saglam malzemeler olarak bilinmektedir. Biyobozunur polimerlerin ¢ogu
yenilenebilir kaynaklardan elde edilmektedir. Giiniimiizde fosil tabanli tiretilen plastiklerin ve

diger plastik malzemelerin yerini biyobozunur polimerler almaktadir.

Biyobozunur polimerlerin geleneksel plastiklere gore avantajlar1 asagidaki gibi ifade

edilebilir:

1. Petrol tiirevli polimerlere oranla, biyobozunur polimerlerin iiretiminde daha az
enerjiye ihtiya¢ duyulmaktadir.

2. Petrol tiirevli polimerlere gore dogada daha kolay ve daha kisa siirede biyo bozunma
gerceklesmektedir.

3. Petrol gibi fosil yakitlara olan bagimliligi azaltmakta ve daha ¢evre dostu, daha

saglikli tiriin saglamaktadir (Felix et al. 2017).
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Nisasta

Biyopolimer olarak nisasta, ¢ok cesitli mahsullerden elde edilen dogal yenilebilir bir
karbonhidrat polimeridir ve biyolojik olarak parcalanabilen plastiklerin iiretimi i¢in en ¢ok
calisilan ve gelecek vaat eden hammaddelerden biridir. Nisasta, ¢ogu sentetik plastige kiyasla
diisiik maliyetli bir malzemedir ve kolayca temin edilebilir. Nisasta, deterjanlar ve bdcek
oldiiriictiler icin suda ¢6ziiniir posetler, yikanabilir astarlar, torbalar, tibbi dagitim sistemleri ve
cihazlar1 gibi {irlinlerin potansiyel {iretimi i¢in genis ¢apta arastirilmigtir (Fishman et al. 2000).
Nisasta, esas olarak sirasiyla amilopektin ve amiloz olmak tizere glikoz molekiillerinin dalli ve
lineer zincirlerinden olusur. Amiloz lineer bir molekiildiir, Amilopektin ise olduk¢a dalli bir
yapiya sahiptir. Amiloz birimlerinin fazla oldugu nisasta yapilar1 daha gii¢lii filmler verir.
Amilopektinin dalli yapisi, genel olarak ¢ekme geriliminin azaltilmasi gibi farkli mekanik
ozelliklere sahip filmlere yol agar (Tharanathan 2003). Amiloz ve amilopektinin yapis1 sematik

olarak Sekil 3’de gdsterilmistir.

a)
CH,0H
H O H
ot H
H  OH
b)

Sekil 3. a) Amiloz, b) Amilopektin yapisi (Yorug ve Ugraskan 2017)
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Nisasta, stirekli bir matris olusturma kabiliyetine sahip oldugu ve yenilenebilir ve bol
bir kaynak oldugu i¢in biyolojik olarak parcalanabilen filmler gelistirmek i¢in kullanilan en
onemli polisakarit polimeridir ( Lourdin et al. 1995). Bununla birlikte, nisasta, geleneksel
sentetik polimerlere kiyasla gii¢lii bir hidrofilik karakter (suya duyarlilik) ve zayif mekanik
ozellikler gibi ¢esitli dezavantajlar sergiler ( Averous and Boquillon, 2004), bu da onu (gida,

plastik ambalaj, ilag tekstil...) baz1 endiistriyel uygulamalar i¢in yetersiz kilar.

Son zamanlarda, nanoteknoloji bu sorunlarin ¢oziilmesine yardimci olmustur.
Polimerler ve nanopartikiiller iceren kompozit malzemeler, gida paketleme gibi bircok
endiistriyel alanda uygulama bulan yiiksek performansli yeni malzemeler saglayabilir.
Nanodolgu maddeleri genis spesifik yiizey alanina ve yiiksek yiizey enerjisine sahiptir, bu
nedenle polimerde miikemmel ara yiizey etkilesimlerine sahiptirler ve mekanik, termal ve

bariyer 6zellikleri gibi polimer 6zelliklerini 6nemli dl¢lide gelistirirler (Oleyaei ef al. 2010).

Nanopartikiil (metal -oksit)

Biyofilmlere nanopartiikiillerin katilmasi fizikokimyasal 6zellikleri iyilestirilmis filmler
elde etmeye olanak saglar. Nanometre boyutlarinda dolgu maddeleri igeren biyopolimer
nanokompozitlerin iiretimi, biyopolimer filmlerin fonksiyonel 6zelliklerini gelistirmek i¢in en
yeni yontemlerden biridir. Biyofilmlere nanopartikiil olarak kullanilan inorganik

malzemelerden biri de metal oksitlerdir. Titanyum dioksit gibi nanoaltin, nanogiimiis ve metal

oksitler ve metal atomlarindan tiiretilen kuantum noktalar1 gibi yakindan paketlenmis yari
iletkenler metal bazli nanoparcaciklardir. Metalik nanopartikiiller genellikle kat1 kolloidal
cozeltiler olarak olusturulur. Ayrica, genis yiizey alani/hacim oranina sahip olduklarindan,
hedef islevsellige ulagsmak i¢in yiizey modifikasyonuna miisaittirler. Cubuk, nokta veya kiip
gibi farkli formlarda sentezlenebilirler ve genellikle floresan veya yiizey gelistirilmis rezonans
gibi Ozel optik oOzellikler sergileyerek diisikk konsantrasyonlarda kolay algilamaya ve
dolayistyla goriintiileme uygulamalarina izin verirler. Biyofilmlere dahil edilen bu metal
oksitler, ylizey malzemeleri ile etkilesime girerek biyomalzemelerin mekanik mukavemetini

arttirmak i¢in kullanilabilirler (Pandit and Gayatri 2020).

Hirbit ve kompozit malzemeler (Islevsellestirilmis polimer/biyopolimer)

Nanometre boyutlarinda dolgu maddeleri iceren biyopolimer nanokompozitlerin
iretimi, biyopolimer filmlerin fonksiyonel 6zelliklerini gelistirmek i¢in son yillarda ilgi géren
yenilik¢i bir yontemdir. Biyofilmlerde nano dolgu maddelerinin kullanimi, daha genis bir
uygulama yelpazesine sahip yeni ve gelismis Ozelliklere sahip biyokatalitik sistemlerin

gelistirilmesine olanak tanir (Liu et al. 2016). Hibrit ve kompozit malzemeler, tek
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bilesenlerinde bulunmayan ozellikler gosterebilir. Bu tiir malzemeler, enzim ve destek
arasindaki etkilesimleri stabilize ederek biyokatalizorleri reaksiyon kosullarina karsi mekanik
olarak daha direngli ve kararli hale getirebilir. Ayrica hibrit desteklerin, biyomolekiiller i¢in

yiiksek katalitik aktiviteyi koruyan uygun bir ortam sagladigi da bilinmektedir.

Nanokompozitlerin kullanimi, biyopolimer filmlerin asagidakiler gibi bircok 6nemli

0zelligini gelistirmeye yardimci olabilir:
. Mekanik mukavemet

. Gaz gegirgenligi

. Bariyer 6zellikleri

. Termal stabilite

. Antibakteriyel aktivite
. Biyokatalitik aktivite

Bu gelismis 6zellikler, biyopolimer filmlerin gida ambalaji, biyomedikal cihazlar, doku
miithendisligi ve diger bir¢ok alandaki uygulama alanlarini genisletmeye yardime1 olabilir (Liu

et al. 2016).

Kompozit desteklerin kullanimi, enzim immobilizasyonu i¢in birgok onemli avantaj
sunar. Bu avantajlar, genis katalitik siniflara ait enzimlere uyumlulugu da kapsar. Bu nedenle,
enzim immobilizasyonu i¢in ideal destek materyalleri arayisinda, asagidaki hibrit veya

kompozit materyallere 6zel dikkat gosterilmelidir:

Organik-inorganik kompozit malzemeler

Hem organik hem de inorganik kokenli ¢ok c¢esitli materyaller, enzimlerin

immobilizasyonu i¢in hibrit veya kompozit destekler olusturmak iizere birlestirilebilir.

Organik-inorganik melezler, enzimler i¢in son derece umut vadeden bir destek
malzemesi sinifidir. Bu melezler, biyolojik molekiillere kars1 yiliksek afinite ve stabilite ile
mekanik direng sunma yetenegine sahiptir. Bu Ozellikler, inorganik bilesenlerin yiiksek
stabilitesinden ve kimyasal inertliinden ve organik bilesenlerin (sentetik polimerler ve
biyopolimerler) enzimleri baglama yeteneginden kaynaklanmaktadir. Organik bilesenlerin
yapisinda, biyokatalizorlerin kimyasal gruplariyla etkilesime girebilen birgok fonksiyonel grup
bulunur. Islevsellestirilmis polimerler ve biyopolimerler son yillarda yogun arastirma konusu

olmustur ve madencilikten mikroelektronige, deiyonizasyondan dekontaminasyona, sentezden
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ila¢c dagitimina kadar genis bir yelpazede uygulama alani bulmustur. Bu malzemelerin enzim

immobilizasyonu i¢in kullanimi da oldukga ilgi ¢ekicidir. (Zhang et al. 2015).

Bir biyopolimer olarak nisasta ZnO NP, CuO NP, Ag NP ve Fe304 NP gibi metal/metal
oksit NP ile fonksiyonel biyopolimerler gelistirmek icin kullanilmigtir. (Hannon et al. 2015;
Maleki and Kamalzare 2014). Nisasta, yiizeyindeki biiyiik hidroksil gruplari sayesinde yiizey
modifikasyonu yoluyla kolayca islevsellestirilebilir. Fonksiyonel biyopolimerler hazirlamak
i¢in nisastay1 sablon olarak kullanarak Ag NP, ZnO NP, CuO NP ve Fe304 NP gibi metal NP
ile bir hibrit olusturmak 6énemli bir yaklagimdir (Shankar ez al. 2018). Hibrit nisasta/metal veya
metal oksit NP bilesikleri yliksek antibakteriyel aktivite, miikemmel katalitik performans ve
elektriksel iletkenlik gosterir (Khandanlou et al. 2016) ve mekanik 6zellikleri, UV- biyopolimer
filmlerin bariyeri, termal stabilitesi ve antimikrobiyal aktivitesi (Fortunati ef al. 2013) ve ayrica
fonksiyonel hidrojel ve aerojel (Dong et al. 2013) ve emici pedler hazirlamak i¢in oldukca

uygundur.

Laktoperoksidaz (LPO) Enzimi

Laktoperoksidaz (LPO) enzimi, hidrojen peroksit oksidorediiktaz olarak siniflandirilan
EC 1.1.11.1.7 numaral1 enzim grubuna ait olup, sigir siitlinde bollugu ile bilinen énemli bir
enzimdir. 612 aminoasit zincirinden olusan LPO, yaklasik 78-80 kDa molekiil agirligina sahip,
glikozile globiiler, demir ve kalsiyum igeren bir glikoproteindir. i1k kez 1943'te sigir siitiinde
tanimlanan LPO, daha sonra tiikiirtik, gdzyas: ve solunum yollar1 gibi ¢esitli ekzokrin salgilarda

bulunmustur (Ozdemir et al. 2001, 2002).

LPO'nun izoelektrik pH degeri yaklasik olarak 9,2'dir; bu enzim, bazik bir proteindir,
ancak asidik pH'da da etkinligini stirdiirebilir. H2O2 varliginda, LPO enzimi, psddohalojentirleri
ve halojeniirleri doniistiiren peroksidazlar ailesine aittir. LPO'mun biyosidal aktiviteleri,
patojenik viriislere ve mikroplara karsi etkili olan hipohaldz ve hipotiyosiyandz asitleri

icerir(Wever ef al. 1982).

Laktoperoksidaz, hidrojen peroksit varliginda tiyosiyanat anyonun oksidasyonunu
antibakteriyel hipotiyosiyanata katalize etmektedir (Morimoto et al. 2012) ve olusan
hipotiyosiyanat ve diger iiriinler bakteriyel metabolik enzimlerin islevini bozmaktadir (Mazri

etal 2011).

Laktoperoksidaz sistem

Laktoperoksidaz sistemi (LPOS), genis bir antimikrobiyal spektruma sahip oldugu i¢in
patojenik mikroorganizmalarla savagsmak i¢in mitkemmel bir sistem olarak tanimlanmistir. Bu

enzim sistemi, Gram-negatif bakteriler lizerinde bakterisidal bir etki ve Gram-pozitif bakteriler
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tizerinde bir bakteriyostatik etki gostermistir (Seacheol et al. 2005). Laktoperoksidaz sistem,
Listeria monocytogenes ve S. aureus’un 1s1 hassasiyetini arttirir ve ayni zamanda anti-
kanserojen ve anti-fungal 6zelliklere sahiptir (Panwar 2014). Ek olarak, mantar 6nleyici (Jacob
et al. 2000) ve antiviral aktiviteye sahip oldugu da goziikmiistiir (Pakkanen and Aalto 1997;
Seifu et al. 2005). Bu sistem, hipotiyosiyanat (OSCN") ve hipotiyosiyanik asit (HOSCN) gibi
ara antimikrobiyal iiriinler iiretir. Bu oldukga reaktif iirtinler, mikrobiyal enzimlerin siilthidril
gruplarinin oksidasyonu ile mikroorganizmalar: inhibe eder (Martinez-Camacho et al. 2010).
Tiyosiyanata ek olarak iyodun varligi, Candida albicans, Escherichia coli ve Staphylococcus
aureus gibi mikroplara karsi mantar 6ldiiriicti ve bakteri 6ldiiriicii etkiyi arttirir (Bosch et al.

2000).

Laktoperoksidaz enziminin (LPO) uygulama alanlar

LPO, basta ila¢ ve gida endiistrileri olmak tizere farkli endiistrilerde genis uygulamalara
sahiptir. Bu nedenle, gida endiistrisi, kozmetik, tiimér tedavisi ve ilgili {irtinlerin yanm sira
ilaclarda, antiviral ajanlarda ve gelistirilmekte olan dis macunlarinda koruyucu madde olarak
kullanilir (Kussendrager and van Hooijdonk 2000; Flemmig et al. 2016). Hareketsizlestirme,
absorpsiyon veya tutuklama yoluyla matris polimerlerine dahil edilen LPO, biyoteknolojik

alanlarda faaliyet gostermektedir.
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ve indirgeme ve tedavisi '

\ o g N 4
ll.'rf = \'\“ L _.\‘.
[ 8 |\ = < o |
II {a,: |I I \\ || g 'l
- ‘ Geyrese Ve [ immobilize | Terepatix ‘ & ‘

| 2 enddstriyel | | uygulamalar =,

g, 3

9

/ uygulamalar \\ LPO / 'u‘

/""_ “‘\ d Antimikrobiyal\\
Gida Koruma | ve enfeksiyon )
ve paketleme /

S —

-
\m,_

yonetimi

Sekil 4. LPO'nun immobilizasyonunu ¢oklu biyoteknolojik uygulamalarina genel bakis semasi
(El-Fakharany 2021).
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Calismanin Amaci

Laktoperoksidaz (LPO), inorganik ve organik substratlarin hidrojen peroksit tarafindan
oksidasyonunu katalize eden ve genis antimikrobiyal aktiviteye sahip bir enzim olup bu tez
kapsaminda, si1g1r siitiinden afinite kromatografisi teknigi kullanarak saflastirilmasi ve nigasta
ve metal oksit (NiO, MgO, ZnO) igeren biyonanofilmlere immobilizasyonu i¢in yeni bir

yontem gelistirilmesi amaclandi.

Bu amagla, siitten laktoperoksidaz (LPO) enzimi afinite kromatografisi teknigi
kullanarak saflastirildi ve elde edilen saf enzim, farkli yontemler kullanilarak immobilize edildi.
Imobilizasyon i¢in nisasta ve MgO, ZnO ve CuO nanopartikiillerinden olusan nisasta@metal
oksit biyonanofilmleri sentezlendi. Sentezlenen biyonanofilmlere LPO enzimi tutuklama ve

ylizey adsorbsiyonu olmak {izere iki farkli yontemle immobilize edildi.

Sentezlenen biyonanofilmlerin karakterizasyonu i¢in yiizey kimyasal yapi analizi,
ylzey morfolojik incelemeler ve kristal yap1 analizi yapildi. Ayrica, hazirlanan
biyonanofilmlerin optimum pH, optimum sicaklilk ve termal kararliligi, yeniden

kullanilabilirligi ve depolama kararlilig1 da incelendi.

Son asamada, nisasta@metal oksit ve nisasta@metal oksit/LPO biyonanofilmlerinin
antibakteriyel etkisi cesitli bakteri tiirlerine karsi test edildi. Elde edilen sonuglar, LPO
immobilizasyonu i¢in gelistirilen yeni yontemin antibakteriyel uygulamalarda potansiyelini ve
etkinligini gosterdi.

Bu ¢alismanin tamamlanmasiyla, LPO enziminin immobilizasyonu i¢in yeni bir yontem

gelistirilerek bu yontemin antibakteriyel uygulamalarda potansiyeli degerlendirildi.

Bu amagla hedeflerimiz asagidaki grafikte 6zetlenmistir:
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Sekil 5. Enzim immobilizasyon sisteminin grafiksel 6zeti
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KURAMSAL TEMELLER

Immobilizasyon tekniklerini ele alan enzim miihendisligi, enzim fonksiyonlarmi ve
stabilitesini gelistirmek icin kimyasal veya biyolojik yaklasimlari iyi bir sekilde kullanan son
yillarin 6nemli alanlarindan biridir. Farkli yontemlerle bircok farkli destek materyali
kullanilarak gelistirilen immobilize enzim sistemleri serbest enzimlere gore ¢esitli listiinliikler

sagladigindan yogun olarak ¢aligilmaktadir.

Yenilebilir film ve kaplamalarin kullanimi yeni bir uygulama olmamakla birlikte, son
yillarda gittikce 6nem kazanmistir. Cin’de limon ve portakallarda nem kayiplarini azaltmak
amactyla mumla kaplanmasi bu konudaki ilk bulgulardir. Ayn1 amagla 16. ylizyi1lda Avrupa’da
etlerin yiizeyi yaglarla kaplanmis, yaglarla beraber jelatin kaplamalarin kullanilmaya

baslanmasi 19. yiizyilda gergeklesmistir (Krochta and Johnston1997).

Onceden pisirilmis et iiriinlerinin ana sorunlarindan biri, buzdolabinda saklama
sirasinda aci bir tada neden olan lipit oksidasyonuna duyarli olmalaridir (St. Angelo et
al. 1987). Antioksidan igeren yenilebilir kaplamalar, bu {irlinlerin kalitesini kontrol etmek i¢in
bir alternatif olarak incelenmistir. Ornegin, nisasta-aljinat, nisasta-aljinat-tokoferol ve nisasta-
aljinat-biberiye kaplamalarinin, 6nceden pisirilmis, sogutulmus domuz pirzolast ve sigir
koftesindeki kotii tatlar1 azalttigi rapor edilmistir. Tokoferol igeren filmlerin tokoferol
icermeyen kontrollerden daha etkili oldugu belirtilmistir (Hargens-Madsen et al. 1995; Handley
et al. 1996).

Ni ve grubu, hidrofobikligin nemli malzemelerin kullanilabilirligini ve islevselligini
gelistirebileceginden, nisasta filmlerinin veya kagitlarinin hidrofobik davranisini gelistirmeye
yonelik c¢alisma yapmislardir. Calismada, ZnO nanoparcaciklart (NP'ler), ultrasonik ve
manyetik karistirma altinda nisasta ¢ozeltisine dahil edilmesi, nisasta filminin hidrofobikligini
onemli ol¢iide arttirmistir. Elde edilen filmin ve %2 (agirlik) NP igeren kuse kagidin temas
acilar1 sirasiyla 85,73°den 121,45°ye, 64,47°den 103,94°ye yiikseltilmistir (Sekil
6). Kapsaml1 karakterizasyonlardan elde edilen sonuglar, nisasta filminin ylizeyinde ZnO
nanopargaciklari tarafindan olusturulan hiyerarsik yapinin yani sira kaplanmis kagit tizerinde

bozulmamis katmanlarin olusumunu dogrulanmistir (Ni ef al. 2018).
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Sekil 6. Cinko oksit nanopartikiiller (ZnO NP’ler) igeren aktif kompozit nisasta filmleri
calismasi

Florencia Ortega ve arkadaslar1 nisasta filmlerine belirli konsantrasyonlarda Ag NP
ilave etti. Ayrica, AgNP'ler matris takviyesine izin vererek daha dayanikli ve tok bir malzeme
gelistirildi. SEM goriintiileri piirlizsiiz ve homojen yiizeylere sahip oldugunu gosterdi. 71.5
ppm'den daha yiiksek Ag NP konsantrasyonlar1 igeren nanokompozit filmler gida kaynakli
hastaliklarin gogundan sorumlu olan (E. coli ATCC ve Salmonella) mikrobiyal saldirilara kars1
biitlinliiklerini daha iyi koruduklari i¢in se¢mislerdir. Filmlerin taze peynir numunelerinin raf
Omriinii 21 giin uzatmay1 basardigi tespit edilmistir. Bu makalede misir nisastasina Ag NP'ler

ilave edilerek antimikrobiyal 6zellik kazandirilmistir (Ortega et al. 2017).

Florencia Ortega ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢alismalar Sekil 7°de grafize

edilmistir.
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Sekil 7. Giimiis nanopartikiiller (AgNP'ler) igeren aktif kompozit nisasta filmlerinin ¢alismasi

Diger bir caligmada misir nigastasi ve gliserolden esnek bir film gelistirilmistir. Mekanik
ve gegirgenlik ozelliklerini gelistirmek icin filme kristalli nanoseliiloz (CNC) eklenmistir.
Antibakteriyel ambalaj yapmak icin laktik asit bakterilerinden izole edilen edilen bakteriyosin

nisasta filmine katilmistir. Hareketsizlestirilmis kristalli nanoseliiloz (BIN) nisasta filmlerine

23



antibakteriyel ajanlar olarak dahil edilmistir. BIN'in dahil edilmesi ile gelismis gerilme
mukavemeti, antibakteriyel aktivite ve biyolojik olarak pargalanabilirligi gostermistir. Misir
nigastasi filminde farkli dolgu maddelerinin diizgiin dagilimina ait SEM goriintiileri Sekil 8’de

gosterilmistir.

Sekil 8. (a) Kontrol filmi, (b) CNC filmi, (¢) P. acidilactici'den bakteriyosin, (d) E. faecium'dan
bakteriyosin (e) BIN (P. acidilactici'den) (e) ve (f) BIN (E. faecium'dan)

Misir nisastasi filminde farkli dolgu maddelerinin diizgiin dagilimi1 SEM c¢alismas ile
gosterilmistir. Nisasta filmlerinin suda ¢6ziiniirliigii CNC ile birlestirildikten sonra %36 BIN
ile birlestirildiginde ise %41-46 arasinda artis meydana gelmistir, ancak bakteriyosinlerin
eklenmesi nedeniyle %19-23 arasinda bir azalma meydana gelmistir. AFM tarafindan analiz
edilen BIN ile birlestirilmis filmlerin yapisi olduk¢a iyi goriintiilere sahiptir. Ayrica
bakteriyosin igeren filmler 2 hafta icinde bozulurken, BIN eklenen filmler 4 hafta boyunca
bozulmadan kalmistir (Bagde and Nadanathangam 2019).

Ghanbarzadeha ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 calismada dokiim yontemiyle, degisen
konsantrasyonlarda (%0-20, W/W) sitrik asit (CA) ve karboksimetil selilloz (CMC) igeren bir
dizi misir nisastasi filmi iiretmislerdir. Sitrik asit (CA) ve karboksimetil seliilloz (CMC)’nin
nisasta filmi {lizerinde su buhar1 gecirgenligi (WVP), coziiniirlik ve c¢ekme ozellikleri
aragtirtlmistir. Su buhar1 bariyer 6zelligi ve nihai gerilme mukavemeti (UTS) 6nemli 6l¢iide
tyilestirilmistir(p < 0.05). CA yiizdesi 0'dan %10'a (W/W) yiikseldik¢e 6.57 MPa’ya %20 CMC
icerenler i¢in 16.11 MPa yiikseldi. %15 (W/W) CMC seviyesinde, nisasta filmleri en diisiik
WVP degerlerini (2,34 x 10 7 gPa'h ' m ") gdstermistir. (Ghanbarzadeha et al. 2011).

Oleyaei ve arkadaslari, TiO2 nanopartikiiller (agirlik¢a %0,5, 1 ve 2) igeren patates
nisastast filmleri gelistirmislerdir. Farkli TiO2 iceren nanokompozit filmlerin su ile ilgili

ozellikler, mekanik 6zellikler ve UV gecirgenligi iizerindeki etkileri arastirilmistir. Filmlerin
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morfolojisini ve termal oOzelliklerini karakterize etmek i¢in XRD ve FTIR analizleri
kullanilmistir (Sekil 9). Sonuglar, TiO2 nanoparcaciklarinin su ile ilgili 6zelliklerin degerlerini
onemli 6l¢iide azalttigin1 ortaya koymustur (su buhari gegirgenligi: %11-34; suda ¢oziintirliik:

%1,88-9,26; nem alim1: %2,15-11,18).
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Sekil 9. Patates nigastasi ve TiO2 nanoparcaciklarindan elde edilen yeni bir nanokompozit
nisasta filmlerinin XRD ve FT-IR spektrumu

Sekil 9°da XRD calismasinin sonucu, TiO2 nanopar¢aciklarinin sinirli topaklasmasi
nedeniyle, TiO2'nin ortalama kristal boyutunun arttiin1 gostermislerdir. Nisasta ve
nanoparg¢aciklarin hidroksil gruplari arasinda yeni hidrojen baglarinin olusumu FTIR
spektroskopisi ile dogrulanmistir. Sonug olarak, TiO2 nanopartikiiller, patates nisastasi filminin
fonksiyonel 6zelliklerini iyilestirmis ve gida paketleme uygulamalari i¢in potansiyeli

genislettigi sdylenmistir (Oleyaei ef al.2016).

Peighambardoust ve grubu nisasta (St) bazli (Ag, ZnO, CuO) nanopartikiilleri igeren
nanokompozit filmler sentezlemislerdir. Sonuglar, St-ZnO filminin, her bir NP'nin agirlik¢a
%?2'sinde St/Ag ve St/CuO filmlerinden daha yiiksek gerilme mukavemetine sahip oldugunu
gostermiglerdir. Ayrica, Ag-ZnO-CuO NP'lerin bir kombinasyonunu iceren film, St/Ag
filminkinden daha yiliksek bir gerilme mukavemeti ve Young modiliinii gostermislerdir.
Kontrol (saf nisasta) filminin kirilma %'sindeki uzama en yiiksek oldugu belirtilmistir. Bunu
diger nanokompozit filmler izlemistir. St-ZnO (%3) filminin suda en diisiik ¢6ziiniirliige
Ultraviyole spektroskopisinde de en yiikksek UV absorbansina sahip oldugunu ortaya
cikarmigtir. Hazirlanan (St-Ag) ve (St-CuO) filmleri ytliksek antibakteriyel 6zellik gostermistir.
Sirasiyla E. coli ve S. aureus NP konsantrasyonunun agirlik¢a %1'den %3'e ¢ikarilmasiyla bu

etki daha da artmistir. (Peighambardoust et al. 2019).
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Mohamed ve grubu farkli konsantrasyonlarda (%0,5, 1 ve 1,5) dogrudan kitosan
filmlerine Laktoperoksidaz enzimini dahil ederek laktoperoksidaz sisteminin (LPOS) etkileri
incelenmistir. Disk cap1 teknigi ile elde edilen antibakteriyel etki, LPOS ile birlestirilmis
ve/veyaiyotigermeyen %1 ve %1,5 (agirlik/agirlik) kitosan konsantrasyonunun daha yiiksek X.
campestris pv. M. Indica tek basma veya LPOS ile dahil edilen %0,5'lik diisiik konsantrasyonda
kitosan filmden daha fazla oldugu bulunmustur. Sekil 10’da antifungal calismalar gésterilmistir

(Mohamed et al. 2012).
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Sekil 10. Laktoperoksidaz sistemi, ¢esitli mantar suslarina karsi kitosan filmlerin antifungal
aktivitesi

Mecitoglu and Yemenicioglu (2006) tarafindan toyopearl-SP katyon degisim
kromatografisi ile sigir peynir alt1 suyundan dogrudan saflastirilan ve destek maddesi olarak
dekstran kullanilarak liyofilize edilen laktoperoksidaz (LPS), -18 °C'de yaklasik 15 ve 30
giinlik depolamadan sonra aktivitesinin yaklasik %70 'm1 korudugu belirtilmistir. Sirasiyla
hazirlanan LPS'nin 0,08 ve 0,69 mg/cm 2 (516-4325 U/cm ?) arasindaki aljinat filmlere dahil
edilmesi enzimin ¢ogunun immobilizasyonuna neden oldugunu bulmustur. Immobilize edilmis
LPS'nin optimum pH 6.0'da g6zlenmistir, ancak enzim aktivitesinin %30-85'ini pH 3,0 ile 7,0
arasinda devam etmistir. Bu c¢alismanin sonuglari, farkli gidalarda dogal bir antimikrobiyal
mekanizma olusturmada LPS iceren aljinat filmlerin iyi bir potansiyele sahip oldugunu

gostermistir (Mecitoglu and Yemenicioglu 2006).
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Bu calismada laktoperoksidaz, enzim ozelliklerini iyilestirmek i¢in iki islevli bir ajan
olarak glutaraldehit ile aktive edilmis Polianilin polimeri iizerine immobilize edilmistir.
Polianilin polimeri, benzersiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden dolay1 Laktoperoksidaz

(LPO) enzimini immobilize etmek i¢in kullanilmigtir.
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Sekil 11. a) Serbest ve immobilize enzimin optimum sicakligi, b) Serbest ve immobilize
enzimin termal stabilitesi, ¢) Serbest ve immobilize enzimin optimum pH ‘s1 d) Serbest ve
immobilize enzimin depolama kararlilig

Sekil 11°de gosterildigi gibi immobilize LPO'nun optimum aktivitesi, immobilize
enzim igin yaklasik 10 °C artirilan pH 6 ve 55 °C'de gézlemlenmistir. immobilize edilen enzim
60 giin boyunca mutlak aktifligini korurken, dogal enzim bu siire igerisinde ilk aktivitesinin
%80'ini kaybetmistir. Ayrica immobilize enzim aktivite kayb1 olmaksizin birkag kez tekrar
kullanilabilir oldugu bulunmustur. Kinetik parametre g¢alismalari, serbest ve immobilize

enzimler arasinda kiigiik farkliliklar géstermistir (Jafary et al. 2012).

Bu arastirmada kovalent yontemle Fe3Os MNP'ler lizerinde LPO immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. Fe3Oa iizerine LPO enziminin tutundugu Sekil 12°de goriildigi FT-IR

(Fourier dontigiimii kizil6tesi spektroskopisi) FE-SEM kullanilarak dogrulanmistir.
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Sekil 12. Fe304 — LPO, Serbest LPO’ nun FT-IR ve FE-SEM goriintiileri

Tablo 1. Fe304 — LPO, Serbest LPO nun Km ve Vmax degerlerinin sonuglari

K degerleri Vmax degerleri
Fe;04 - LPO 53.19 mM 0.629 pmol/mL
Serbest LPO 72.46 mM 0.576 pmol/mL

Genel sonuglara bakildiginda Fe3O4— LPO 'nun stabilizesinin, serbest LPO'ya gore daha
iyi oldugunu gosterdi. Fe3O4’ya immobilize edilen LPO’nun 25 °C'de 30 giin i¢inde baslangic¢
aktivitesinin %28'ini korurken, serbest enzim, 25 °C'de 7 gilin sonra aktivitesini kaybetmistir.
Termal kararliligina bakildiginda 75 °C'deki 60 dakikadan sonra Fe3Os— LPO numunesinde
LPO enziminin baglangi¢ aktivitesinin %19'unun korundugunu belirlenirken, serbest enzimin 5

dakikadan sonra aktivitesini kaybettigi belirlenmistir (Shariat et al. 2019).

Bu c¢alismada, sigir peynir alti suyundan LPO'nun saflastirilmasi ve islevsellestirilmis
GO-NS'ye immobilizasyonu gergeklesti. LPO enziminin, 5,78 U/mg proteinin spesifik
aktivitesi ile 59,13 kat saflastirildi. Genel sonuglar degerlendirildiginde GO-NS'ye tutturulmus
LPO’nun stabilitesinin, serbest LPO'ya kiyasla iyilestigini gostermistir (Shariat et al. 2018).

Bu calismada sigir siitiinden saflastirilan LPO enzimi ve bakir iyonlarindan (Cu*?)
olusan HNF'ler iki farkli sicaklikta (+4 °C ve 20 °C) PBS'de (pH 7,4) sentezlenmistir. LPO-
bakir fosfat HNF ve serbest LPO icin optimum pH'lar sirasiyla pH 8 ve pH 6 olarak
belirlenmistir. LPO-bakir fosfat HNF nin, her bir pH degerinde serbest LPO'dan daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugu gorilmistir. LPO-bakir fosfat HNF'nin pH 6’da aktivitesi
70,48 EU/mg iken pH 8'deki aktivitesi 107,23 EU/mg olarak bulunmustur. Serbest LPO’nun
ise sirasiyla 45,78 EU/mg ve 30,12 EU/mg olarak bulunmustur. LPO-bakir fosfat HNF'ler
serbest LPO ile karsilastirildiginda, pH 6 ve pH 8'de sirasiyla ~%160 ve ~%360 aktivite artis
sergilemistir. Ek olarak, LPO-bakir fosfat HNF'ler, alt1 dongiiden sonra miikemmel yeniden

kullanilabilirlik sergilemistir. (Altinkaynak et al. 2015).
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Bu makalede kitre-kitosan nano-biyopolimerler tarafindan LPO'yu immobilize etmeye
calismaktadir. FT-IR ve SEM ile kitre-kitosan nano kompozitleri analiz ettikten sonra LPO
yiiklemesi yapilmistir. Nanokompozitlerin uygun boyutunun belirlenmesi, hareketsizlestirilmis
ve serbest LPO'nun depolama sirasindaki stabilitesi, 25 °C ve 4 °C'de 14 giinliik depolamadan
sonra degerlendirilmistir. Termal kararlilik ayrica sabitlenmis ve serbest LPO'nun 0 ila 80 °C
arasindaki farkli sicakliklarda saklanmasiyla da tahmin edilmistir. 356,8 nm boyutunda
nanokompozitlerin kullanilmasinin, depolama sirasinda daha fazla stabilitenin korunmasina yol
acacagl bulunmustur. Hareketsizlestirilmis enzim daha fazla termal stabiliteye sahip oldugu

bulunmustur. (Nayeri et al. 2015).

Shariat ve arkadaglari, Laktoperoksidazin (LPO) grafen oksit nano-tabakalar1 (GONS)
lizerine immobilizasyon yoOntemiyle sabitleyerek kinetik ozellikleri arastirildi ve serbest
enzimle kiyaslanmistir. Yontemler Sigir peynir alt1 suyundan LPO saflagtirmasinin ardindan,
capraz baglayici olarak glutaraldehit kullanilarak islevsellestirilmis GO-NS iizerinde
immobilize edilmistir. LPO, 5,78 U/mg spesifik aktivitesi ile 59,13 kat saflastirilmistir.
LPO'nun islevsellestirilmis GO-NS {izerinde basarili bir sekilde immobilizasyonu (FT-IR)
kullanilarak dogrulanmistir. Sonuglar Grafen oksit nano-tabakalar, LPO'nun immobilizasyonu

icin etkili araclar oldugu bulunmustur (Shariat et al. 2018).

Bu ¢alismada, laktoperoksidaz (LPO) enzimi grafen oksit (GO) ve bakir oksit (CuQO) iizerine
immobilizasyon yontemi ile tutturulmustur. (LPO-GO) ve (LPO—CuO) 25 °C'de 30 giin boyu
stiresince ilk aktivitelerini sirasi ile %35 ve %12'sini korurken 75 °C'deki termal stabilitesinde
ilk aktivitesini sirast ile %24 ve %@&'inin korundugunu belirlenmistir. Herhangi bir yere
tutturulmayan dogal enzim 25 °C'de 7 giin sonra aktivitesini kaybetmistir. Ayrica, dogal enzimin
termal stabilitesine baktigimizda 75 °C'de ilk 5 dakikadan sonra aktivitesini kaybetmistir

(Movahedi et al. 2018).
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MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Maddeler Uretici
Firma
L-Tirozin, HCI, Sodyum siilfat, izoproponal, KSCN E. Merk AG
Triklor asetik asit (TCA), Potasyum hidroksit, Riedel de
Haen
Magneyzu nitrat, Cinko kloriir, Bakir klortir Fluka
Glisin ICN
Biomedicals.
inc.
S. enteritidis ATCC 13076, S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC| Sigma
25922, B. subtilis ATCC 6633, P. aeruginosa ATCC 27853, K, Chemical
pneumoniac ATCC 13883, Mueller Hinton Agar, Mueller Hinton| Company
Broth, Drilgaski Ozesi, Potasyum tiyosiyanat, Antibiyotik diskleri

Afinite kolonunda kullanilan cozeltiler

1. 0.1 M NaH2PO4 (pH 6.0):

e 12 g (0,1 mol) fosfat tuzu 950 mL distile suda ¢oziildii.
e (Cozelti 1 M NaOH ile pH 6,0'ya ayarlandi.
e Son hacim distile su ile 1 L'ye tamamlandi.

2. 25 mM Fosfat (pH 6.8):

e 1,42 g (1,10-2 mol) fosfat tuzu 350 mL distile suda ¢oziildii.
e Cozelti 1 N HCl ile pH 6,8'e ayarlandi.
e Son hacim distile su ile 400 mL'ye tamamlandi.
Bradford Metodunda Kullanilan Protein Belirleme Cozeltisi

200 mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 100 mL Et-OH igerisinde ¢oziildii. Elde edilen
cozeltiye 200 mL fosforik asit (H3PO4) ilave edilerek hacmi 2 L'ye tamamland.
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Aktivite Olciimiinde Kullanilan Cozeltilerin Detayh Tanim ve Hazirlanisi
Bu calismada, enzimatik aktivite 6l¢iimleri icin ti¢ farkli ¢ozelti kullanilmistir:

1. 0,1 M NaH2PO4 pH=6.0 Cozeltisi:

12 g (0,1 mol) NaH2POa4, 950 mL distile suda ¢6ziindii.
Cozelti pH" 6,0'a ayarland.
Son hacim 1 L'ye tamamlandi.

2.1 mM ABTS Cozeltisi:

0,055 g (1.10* mol) ABTS, 100 mL 0,1 M NaH2PO4 pH=6,0 ¢dzeltisinde ¢oziindii.
Bu ¢6zelti, LPO aktivitesinin Ol¢limiinde substrat ¢ozeltisi olarak kullanildi.

3. 3.2 mM H202 Cozeltisi:

%30'Tuk d: 1,11 g/mL olan H202'den 32 pL alindi.

Distile su ile 100 mL'ye tamamlandi.

Bu ¢ozelti LPO aktivitesi dlgtimiinde kullanildu.
Nanopartikiil (metal-oksit) sentezinde kullanilan ¢ozeltiler

Magnezyum oksit (MgO) nanopartikiil sentezinde kullanilan ¢ozeltiler

1. 0,05M Mg (NO3)2250 mL ¢ozeltisi: 1,85 gram magnezyum nitrat tartildi ve 100 mL

saf suda ¢oziiniip son hacim 250 mL’ye tamamlandi.

2. 0,1 M Mg (NO3)2 250 mL ¢ozeltisi: 3,7 gram magnezyum nitrat tartildi ve 100 mL

saf suda ¢6ziiniip toplam hacim 250 mL’ye tamamlandi.

3. 0,2 M Mg (NO3)2 250 mL ¢ozeltisi: 7,4 gram magnezyum nitrat tartild1 ve 100 mL

saf suda ¢oziiniip son hacim 250 mL’ye tamamlandi.

4. 0,05 M NaOH 250 mL ¢ozeltisi: 0,5 gram sodyum hidroksit tartilir ve 100 mL saf

suda ¢6ziliniip son hacim 250 mL’ye tamamlandi.

5. 0,1 M NaOH 250 mL ¢d6zeltisi: 1 gram sodyum hidroksit tartildi ve 100 mL saf suda

¢Oziiniip toplam hacim 250 mL’ye tamamlandi.

6. 0,2 M NaOH 250 mL ¢ozeltisi: 2 gram sodyum hidroksit tartildi ve 100 mL saf suda

¢ozlinilip son hacim 250 mL’ye tamamlandi.

7. 2 M NaOH 250 mL ¢ozeltisi: 20 gram sodyum hidroksit tartildi ve 100 mL saf suda

¢Oziiniip son hacim 250 mL’ye tamamlandi.

Bakar oksit (CuQ) nanopartikiil sentezi kullanilan ¢ozeltiler

1. 5 M NaOH 60 mL ¢ozeltisi: 10 gram sodyum hidroksit tartildi ve 30 mL saf suda
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¢Oziiniip toplam hacim 60 mL’ye tamamlandi.

Cinko oksit (Zn0) nanopartikiil sentezi kullanilan ¢ozeltiler

1. 0,4 M KOH 100 mL ¢dzeltisi: 2,2 gram potasyum hidroksit tartildi1 ve 50 mL saf suda

¢Oziiniip toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

2. 0,2 M Zn (NO3)2.6H20 100 mL ¢ozeltisi: 3,78 gram potasyum hidroksit tartildi ve

50 mL saf suda ¢6ziiniip toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Yontemler
Laktoperoksidaz enzim saflasgtirma calismalar:
Memeli siitiinden homojenat hazirlanmast ve LPO enziminin saflastirilmasti

Sigir siitiinden yag1 uzaklastirmak icin sigir siitii 3000 x g'de 4°C'de 15 dakika
santrifiijleme islemi uygulandi. Daha sonra siite 4,4 g/150 mL oraninda Amberlite CG 50 NH4"
recinesi eklendi. Re¢ine, damitilmis su ve sodyum asetat ¢ozeltisi (0,5 mM, pH 6,8) ile yikanda.
Bagli proteinler, sodyum asetat ¢ozeltisi (2 M, pH 6,8) ile yikandi. Elde edile eluat,
saflastirilmis LPO'yu elde etmek i¢in Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamid afinite kolonuna

uyguland1 (Koksal et al. 2016).

Protein ve enzim aktivitesi tayini
Protein tayini
Kantitatif protein tayini

Hazirlanan homojenat ve kromatografik yontemlerle saflagtirilmig enzim i¢in kantitatif
protein miktar1 Bradford 1976 metoduna gore belirlendi. Tayin islemleri su prosediire gore
gerceklestirildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir serum albumin ¢dzeltisinden
tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pul konularak saf su ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1
ml’ye tamamlandi. Daha sonra 4,9 ml Coomassie brilliant blue G-250 ¢ozeltisi ilave edilerek
vorteks ile karistirildi. 10 dakika inkiibe edildikten sonra 595 nm’de 3 ml’lik cam kiivetlerde

kore kars1 absorbans degerleri 6l¢iildii.

Laktoperoksidaz enzim aktivitesi tayini

Laktoperoksidaz (LPO) enziminin aktivitesi, 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik
yontem kullanilarak 6lciildii. Olgiim i¢in 10 uL enzim ¢ozeltisi, 2,890 mL 1 mM ABTS ve 0,1
mL 3,2 mM H202 (hidrojen peroksit) ¢dzelti karisimi kullanildi. Karigim ii¢ dakika boyunca

inkiibe edildi ve 60 saniyelik araliklarla absorbanstaki degisim 412 nm'de Slgiildii. Kor olarak
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enzim digindaki biitiin ¢ozeltiler kullanildi. Elde edilen absorbanstaki degisimler, LPO

enziminin aktivitesini hesaplamak i¢in kullanildi. (Shindler and Bardsley 1975).

SDS-PAGE Yontemi ile Enzim Safliginin Kapsamh Degerlendirilmesi

SDS-PAGE, Laemmli'nin prosediiriine gore LPO saflagtirmasindan sonra denatiire etme
kosullar1 altinda gerceklestirildi (Laemmli 1970). Yigma ve ayirma jelleri, sirastyla %3 (w/v)
ve %8 (w/v) akrilamid ve %0,1 (w/v) SDS'den olusuyordu. Elektrot tamponu, 0.025 M Tris/0,2
M glisin (pH 8,3) idi. 50 pL numune tamponu i¢ine 0,5 mL B-merkaptoetanol, 3,85 mL su ve
20 ug enzim alikotu (50 pL) ilave edildi ve karigim kaynar su banyosunda 3 dakika 1sitildiktan

sonra sogutuldu.

Yi1gma jelinin her bir bosluguna LPO numuneleri yiiklendi. LPO, PAGE ile ayr1 ayri
analiz edildi. Baslangicta, bromfenol boya akan jele ulasana kadar 80 V'luk bir elektrik
potansiyeli (Hoefer Scientific Instruments, SE 600) uygulandi. Daha sonra 3-4 saat i¢in 200 V'a
cikarildi. Jeller, %50 (v/v) metanol ve %10 (v/v) asetik asit icinde %0,1 (a/h) Coomassie
Brilliant Blue R-250 i¢inde 1,5 saat siireyle boyandi ve metanol/asetik asit ile lekesi giderildi.

Nanopartikiil sentezi
Magnezyum oksit (MgO) nanopartikiil sentezi

Magnezyum oksit nano parcaciklarinin sentezi i¢in birlikte Taguchi yontemi kullanildi.
Optimum sentez kosullarini belirlemek i¢in dokuz deney tasarlandi. Bu amagla, 0,05, 0,1 ve 0,2
M konsantrasyonlarinda magnezyum nitrat (Mg (NOs3)2) ve 0,5, 0,1 ve 02 M
konsantrasyonlarinda sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltileri hazirlandi. Taguchi deney plani
dogrultusunda, farkli Mg(NOs)2 ve NaOH konsantrasyonlar1 30, 60 ve 90 dakika siireyle
karistirildi. Elde edilen iiriinler santrifiijleme ile ayrildi, saflastirildi ve firinda kurutuldu. Daha
sonra, 450°C'de kalsinasyon islemi uygulanarak MgO NP'den olusan beyaz bir toz elde edildi.
(Imani and Safaei 2019).

Balkar oksit (CuO) nanopartikiil sentezi

CuO NP'ler, 34.96 g bakir kloriirtiin 1000 mL distile suda ¢oziilmesi ve 30 dakika
karistirilmasiyla hazirlandi. Cozelti 70°C'ye 1sitildi ve 60 mL 5 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi 2
saat boyunca damla damla eklendi. Bu islem sirasinda koyu kahverengi bir ¢okelti olustu, bu
da CuO NP'lerin olusumunu gosterdi. Cokelti santrifiij ile toplandi ve ii¢ kez distile su ile
yikandi. Daha sonra iki kez etanol ile yikanip 70°C'de bir firinda 6 saat kurutuldu. Elde edilen
CuO NP tozu, hava gecgirmez siselerde saklanarak sonraki kullanima hazir hale getirildi

(Shankar et al. 2017).

33



Cinko oksit (ZnO) nanopartikiil sentezi

Bu calismada, ZnO NP'ler dogrudan ¢oktiirme yontemi kullanilarak sentezlendi.
Onciiller olarak ¢inko nitrat (Zn(NO3)2.6H20) ve potasyum hidroksit (KOH) kullanildi. Sentez
icin sirastyla deiyonize su, 0,2 M Zn(NOs)2 sulu ¢ozeltisi ve 0,4 M KOH sulu ¢ozeltisi
hazirlandi. KOH ¢ozeltisi, oda sicaklifinda kuvvetli karigtirma altinda Zn(NO3)2 ¢ozeltisine
yavas yavag eklendi. Bu islem, beyaz bir siispansiyon olusumuyla sonuglandi. Elde edilen
stispansiyon 5000 rpm'de 20 dakika santrifiij edildi ve ii¢ kez distile su ile, son olarak da mutlak
alkol ile yikand1. Yikama isleminin ardindan iiriin 500°C'de 3 saat siireyle firinda kalsine edildi.

Kalsinasyon islemi sonucunda ZnO NP tozu elde edildi (Talam ez al. 2012).

Kompozit filmlerin hazirlanmasi

Saf modifiye Nisasta filmi ve nanopartikiil (MgO, ZnO, CuO) ile kompozit filmleri
hazirlamak i¢in, bir miktar nisasta (0-2 g) 100 ml damitilmis suda eritildi ve bu ¢ozelti 70 °C'de
manyetik bir sicak plaka aleti (Peco, Iran) ile karistirilarak 20 dakika isitildi. Daha sonra
istatistiksel tasarima gore sollisyona nanopartikiil (MgO, ZnO, CuO) (%0-5 w/w) ilave edildi
ve soliisyonun karistirilmasina 20 dakika daha devam edildi. Jelatinize edilmis modifiye
nisasta, hava kabarciklarin1 gidermek ve tek tip bir film iiretmek i¢cin vakum pompasiyla
havalandirildi. Cozelti daha sonra 30 dakika ultrasonik su banyosunda isleme tabi tutuldu. Daha
sonra plastiklestirici olarak 2 ml gliserol eklenerek manyetik karistirici ile 5 dakika karistirildi.
Elde edilen kompozit jel daha sonra polietilen kaplara dokiilerek oda sicakliginda 48 saat
kurutuldu. Son olarak kurutulan filmler pedri kaplarindan dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak
karakterizasyon ve immobilizasyon calismalar1 yapilana kadar polietilen kaplarda saklandi

(Hosseini et al. 2021).

Hazirlanan filmlerin farkh yontemler kullanilarak karakterizasyonu
Yiizey kimyasal yap: analizi

CuO, MgO ve ZnO NP’leri ve hazirlananan Nisasta, Nisasta@metal-oksit,
Nisasta@metal-oksit/LPO filmlerinin kimyasal yapilarinin anlagilmasi amaciyla fourier
dontistimli infrared (FTIR) spektroskopisi kullanilarak karakterizasyonlar1 gerceklestirildi.
Hazirlanan nanopartikiil ve metal-oksit@nisasta yapilarinda kullanilan metal atomlarinda ve
organik bilesiklerdeki kimyasal farkliliklara bagli olarak FTIR ve Raman piklerinde
farkliliklarin olugmasi beklenmektedir. FTIR Slgiimleri arastirma laboratuvarimizda bulunan
FTIR spektrometre ile gerceklestirildi. Raman spektroskopisi spektrumlari ise iiniversitemiz
biinyesinde bulunan Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DAYTAM)’da gerceklestirildi.
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Morfolojik incelemeler

CuO, MgO ve ZnO NP’lerin ve hazirlanan Nisasta, Nisasta@metal-oksit,
Nisasta@metal-oksit/LPO film yapilarinin morfolojik karakterizasyonlarinin taramali elektron
mikroskopisi/enerji dispersif X-iginlar1 spektroskopisi (SEM/EDS) sistemi ile yapildi. EDS
teknigi ile materyallerin yapisinda bulunmasi muhtemel atomlarin varlig1 belirlenerek metal-
oksit@nisasta olusumunun basarili bir sekilde gerceklesip gerceklesmedigi belirlendi.
Hazirlamis oldugumuz nanopartikiil ve nisasta film yapilarinin SEM/EDS analizleri igin

tiniversitemiz biinyesinde bulunan DAYTAM’da mevcut olan FE-SEM/EDS sistemi kullanildi.

Kristal yapt analizi

CuO, MgO ve ZnO NP’lerin ve hazirlanan Nisasta, Nisasta@metal-oksit,
Nisasta@metal-oksit/LPO film yapilarinin kristal yapilarinin anlasilmasi amaciyla toz X-
isinlart toz kirmmim (XRD) spektrumlart olusturuldu. Toz XRD olgiimleri arastirma

laboratuvarimizda bulunan toz XRD sistemi ile gerceklestirildi.

Nisasta ve Nisasta@(CuO, MgO, ZnO) biyonanofilmlerine LPO’nun yiizey
adsorbsiyonu ve tutuklama yontemleriyle immobilizasyonu

Immobilizasyon calismalar1 icin bos nisasta filmi, Nisasta@metal-oksit filmi
kullanilarak hem ylizey adsorsiyonu hem de tutuklama yontemi ile Nisasta/LPO ve
Nisasta@(CuO, MgO, ZnO)/LPO filmleri hazirland.

Yiizey adsorsiyon yontemi icin; hazirlanan bos nisasta filmi ve nisasta@metal-oksit
filmi 48 saat sonunda cikarilarak enzim ¢ozeltisi iginde bekletildi. Immobilizasyon
optimizasyonu amaciyla uygun immobilizasyon siiresi, pH’s1, sicaklii ve enzim miktarinin
belirlenerek farkli bilesimlerde deney setleri kuruldu. Optimizasyon sartlar1 saglandiktan sonra
hazirlanan Nisasta/LPO ve Nisasta@metal-oksit/LPO filmlerinin karakterizasyon ve potansiyel

uygulama calismalar1 gergeklestirildi.

Tutuklama yontemi i¢in; hazirlanan bos nisasta filmi ve metal-oksit@nisasta filmi
polietilen kaplara dokmeden dnce 2,5 mL enzim ¢ozeltisi (1,8 EU/mL) eklendi. Daha sonra
polietilen kaplara dokiilerek 48 saat kurumaya birakildi. Elde edilen Nisasta/LPO ve
Nisasta@metal-oksit/LPO filmlerinin karakterizasyon ve potansiyel uygulama calismalari

gercgeklestirildi.
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Hazirlanan nisasta@metal-oksit/LPO  biyonanofilmlerinin karakterizasyon
calismalan

Serbest ve immobilize LPO'nun Optimum pH

Serbest ve hareketsizlestirilmis LPO'mun aktivitesi i¢in optimal pH, enzimin 3 ila 8
arasinda degisen pH'da oda sicakliginda 10 dakika stireyle inkiibasyonuyla ol¢iildii. Farkli pH
araliklarina sahip iki tampon; Serbest ve hareketsiz LPO'nun aktivitesi i¢in optimum pH"
belirlemek amaciyla farkli analizlerde 30 mM sodyum sitrat (pH =3-5,5) ve 30 mM sodyum
fosfat (pH =6-8) kullanildi. Maksimum aktivite %100 olarak alind1 ve enzimin iki formunun

bagil aktivitesi farkli pH'larda hesaplandi.

Serbest ve immobilize LPO'nun optimum sicaklik ve termal kararliligi

Serbest ve immobilize LPO'nun aktivitesi i¢in optimum sicaklik, enzimin bir su
banyosunda 20 ila 80 °C arasindaki sicakliklarda inkiibe edilmesiyle belirlendi ve aktiviteleri
test edildi. En yiiksek aktivite %100 olarak alindi. LPO'lar, immbolize ve serbest LPO'nun
termal stabilitesini belirlemek i¢in 60 dakika boyunca bir su banyosunda 75 °C'de inkiibe edildi.
Belirli zaman araliklarinda, LPO'lar hemen bir buz banyosuna aktarildi ve aktiviteleri test edildi

(Shariat et al. 2019)

Serbest ve immobilize LPO’nun yeniden kullanilabilirligi ve depolama kararliligi

Depolama kararliligim1 belirlemek igin serbest ve immobilize LPO' lar farkli
sicakliklarda (4 °C ve 25 °C) 21 giin siireyle bekletildi. Serbest ve immobilize LPO'nun
baslangig aktiviteleri %100 olarak alinip optimum kosullarda bahsedilen analiz kullanilarak her

giin filmlerin aktiviteleri belirlendi (Shariat ez al. 2019).

Immobilize LPO enzimlerinin yeniden kullanilabilirligini degerlendirmek igin optimal
kosullar altinda 11 dongii ¢alisildi. Her ¢alismadan sonra, immobilize LPO'lar saf suda dikkatli
bir sekilde yikandi. Immobilize LPO'nun baslangi¢ aktivitesi %100 olarak alinip her deneyden

sonra filmlerin aktiviteleri belirlendi. (Movahedi ef al. 2018).

Antibakteriyel 6zelliklerin arastiriimasi

Nisasta@(CuO-MgO-Zn0O) ve Nisasta@(CuO, MgO, ZnO) /LPO biyonanofilmlerinin
anti-bakteriyel 6zelliginin belirlenmesi i¢in disk difiizyon yontemi kullanildi. Gram negatif ve
gram pozitif 6zellikte ciddi insan patojenleri olan Salmonella spp, Escherichia coli O157:H7
ATCC® 43895, Staphylococcus aureus ATCC® 25923, Klebsiella pneumoniae ATCC® 13883,
Bacillus cereus ATCC® 14579 ve Streptococcus pyogenes ATCC® 19615 Mueller Hinton Agar
(MHA) besiyerine inokule edildi ve 37°C’de 1 gece inkiibe edildi. Bakterilerin safliklari kontrol
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ediltikten sonra, her bakteri 100 mL Mueller Hinton Agar iceren besiyerine transfer edilerek 24
saat inklibasyona birakildi. Siire sonunda gelisen kiiltiirlerin mcfarland degeri 0,5 olacak sekilde
ayarlanarak MHA besiyerine drilgaski 6zesi ile yayildi. Daha sonra petrilerin ortasina
Nisasta@(CuO, MgO, ZnO) ve Nisasta@(CuO, MgO, ZnO)/LPO biyonanofilmleri
yerlestirildi. Bu filmlere S0Mm KSCN 200uL ve 50Mm H202 100uL ¢6zelti karigimindan 20
uL eklenerek 37 °C’de 24 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Siire sonunda filmlerin etrafinda

inhibisyon zonu olusumu 6l¢iilerek biyonanofilmlerin antimikrobiyal 6zelligi belirlendi.
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ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Kantitatif Protein Tayini I¢in Kullamilan Standart Grafik

Bradford yontemiyle, sigir siitiinden hazirlanan homojenat ve saflastirilmig olan LPO
enzimlerinin protein tayini belirlendi. Bu metodda ilk olarak standart grafik ¢izildi. Homojenat
ve afinite kromatografisi sonucu enzim c¢ozeltilerindeki protein miktar1 standart grafik

yardimiyla belirlendi. Standart ¢ozeltilerin degerleri Sekil 13’de gdsterildi.

0,8 4

y =0,0072x

Absorbans (595 nm)

0 20 40 60 80 100
ug Protein

Sekil 13. Bradford yontemiyle kantitatif tayin i¢in kullanilan standart grafik

LPO Enziminin Saflastirilmasi

Bu tez kapsaminda LPO enzimi saflagtirilmasinda sulfanilamid afinite kromatografisi
yonteminden faydalanildi. Bu yontem ile LPO enzimi sigir ve koyun siitiinden %61,3 verim ve
40,9 U/mg spesifik aktivite ile 409 kat saflagtirilmistir. (Atasever et al. 2013). Tablo 2'de
goriildiigii gibi LPO enzimi sig1r siitiinden %14 verim ve 44545,45 U/mg spesifik aktivite ile
404,11 kat saflastirildi. Sonuglarim literatiirle uyumlu oldugu goriildii.
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Tablo 2. LPO Enziminin Saflastirma Tablosu

~ ~ ]
DJ ) -~ ~ —_~ J -
2 = q.a = < NS = 7]
EE £ 3 £% 3fo 3EE EL£EF T i
LPO S £S5 Etw» f2Em E2EE g5 SE g2
=S =2 &£E s AE SER ~5 < 5
= > @
Homojenat 5 140 1,27 700 6,35 110,23 100 1
Sepharose 4B
sulfanilamid
kolonu 2 49,00 0,0011 98,00 0,0022 4454545 14,00 404,11

Sigir Siitiinden Saflastirilan LPO Enziminin SDS-PAGE Sonucu

Sigir siitinden LPO'nun tiim saflastirma adimlari, SDS-PAGE kullanilarak molekiiler
agirhig yaklagik 78 kDa olan tek bir bant bulundu (Sekil 14). LPO'nun molekiiler agirligi daha
once caligmlar ile de uyumlu bulundu. Literatiirde yapilan ¢alismalarda LPO’nun molekiil

kiitlesi sirasiyla 78 ve 80 kDa olarak tespit edilmistir.(Koksal et al. 2019; Atasever et al. 2013).

Sekil 14. Siilfail amid kolonundan saflastirilan sigir LPO enziminin giimiis boyama SDS-

PAGE fotografi
1: Standart Proteinler 2,3: Sigir LPO enzimi (78 kDa)

Nanopartikiil Sentezleri
Magnezyum oksit (MgO) nanopartikiil sentezi
Magnezyum oksit nanopartikiillerin sentezi i¢in Taguchi yontemi kullanildi. Yontem

kisminda agiklanan deneysel prosediir Sekil 13'te gosterildi.

39



0.2M Mg(NO;),6H,0
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Mg(NO,),6H,0 + NaOH - Mg(OH), + NaNO,

Sekil 15. Magnezyum oksit (MgO) nanopartikiil sentezinin sematik gosterimi
Sekil 13’den goriildiigii gibi Mg(OH), ¢ozeltisi santrifiijlime ile ayrildiktan sonra

safsizliklar1 gidermek icin saf su ile yikanarak 80 °C etlivde kurutuldu. Kurutma islemi

sonrasinda magnezyum hidroksit (Mg(OH),) tozu 450 °C'de kiil firninda kalsine edilip

magnezyum oksit (MgO) nanopartikiil par¢aciklarindan olusan beyaz bir toz elde edildi (Imani
and Safaei 2019).

MgO NP’niin sentezi daha 6nce farkli arastirmacilar tarafindan incelenmistir. Liu ve
arkadaslari, Rani ve arkadaslart MgO ‘U hidrotermal yontem ile (Liu ez al. 2011; Rani et al.
2020) Zhang ve arkadaslar1 ise MgO ‘i kat1 hal kimyasal reaksiyonu ile sentezlediler (Zhang
et al. 2018).

Bakar oksit (CuO) nanopartikiil sentezi

CuO nanopargaciklari, oncii olarak bakir kloriir ve NaOH kullanilarak dogrudan
cokeltme yontemiyle sentezlendi. Yontem kisminda agiklanan deneysel prosediir Sekil 15°de

gosteridi.
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Sekil 16. Bakir oksit (CuO) nanopartikiil sentezinin sematik gosterimi

Sekil 15°de elde edilen Cu (OH), ¢ozeltisi santrifiijlime ile ayrildiktan sonra

safsizliklar1 gidermek i¢in saf su ve etanol ile yikanarak 70°C etiivde 6 saat suresince kurutuldu.
Kurutma islemi sonunda bakir oksit (CuO) nanopartikiil par¢aciklarindan olusan siyah bir toz
elde edildi (Phiwdang et al. 2013). Literatiirde CuO NP sentezi ile ilgili bir¢ok benzer ¢alisma
vardir. Sahooli ve grubu, El-Tras ve grubu CuO ‘ii ¢okeltme yontemi ile sentezledi (Sahooli et
al. 2012; El-Tras et al. 2012). CuO’1 Das ve grubu dogrudan termal ayrisma yontemiyle
Pandirayajan ve grubu sol-jel yontemiyle sentezledi(Das ef al. 2013; Pandirayajan et al. 2020).

Cinko oksit (ZnO) nanopartikiil sentezi

ZnO nanopargaciklari, 6ncii olarak ¢inko nitrat ve KOH kullanilarak dogrudan ¢oktiirme
yontemiyle sentezlendi. Deneysel prosediir yontem kisminda agiklanan deneysel prosediir Sekil

16'da gosterilmistir.

0,2M (Za(NO3),.(H.0)

® caJ

n n.z\nu\ou..umg 0,4M KOH Zn(OH},

P

Zn0

30dk karistirilir Cinkenitrat cazeltine
potasyumhidroksit
cozeltisi yavasca ilave
edilir.

Zn(NO;),.6H,0 +KOH mmmm) Zn(OH), +KNO;

Sekil 17. Cinko oksit (ZnO) nanopartikiil sentezinin sematik gosterimi
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Sekil 16’da elde edilen Zn(OH), ¢ozeltisi santrifiijliime ile ayrildiktan sonra

safsizliklar1 gidermek icin saf su ve etanol ile yikanarak 500°C firinda 3 saat sure boyunca
kalsine edilip Cinko oksit (ZnO) nanopartikiil parcaciklarindan olusan beyaz bir toz elde edildi
(Talam et al. 2012). Benzer sekilde Hong ve grubu da ZnO NP ‘iinii dogrudan ¢okeltme
yontemi ile (Hong et al. 2006), Kassae ve grubuda ZnO NP ‘iinii kati1 hal reaksiyon yontemiyle
sentezledi (Kassae et al. 2010).

Kompozit Filmlerin Hazirlanmas

Saf modifiye nisasta filmi ve nanopartikiil (MgO, ZnO, CuO) ile kompozitleri
hazirlamak i¢in, bir miktar nisasta (0-5g) 100 ml damitilmis suda eritildi ve bu ¢ozelti asagida
Sekil 17 ‘de gosterildigi gibi 70 °C'de manyetik bir sicak plaka aleti (Peco, Iran) ile
kanistirilarak 20 dakika 1sitildi. Daha sonra istatistiksel tasarima gore soliisyona nanopartikiil
(MgO, ZnO, CuO) (%0-5 w/w) ilave edildi ve soliisyonun karistirilmasina 20 dakika daha
devam edildi. Daha sonra elde edilen jelatinize edilmis modifiye nisasta, 30 dakika ultrasonik

su banyosunda igleme tabi tutularak pedri kaplarina dokiildii (Hosseini ef al. 2021).

Metal-oksit(Mg0,Zn0,Cu0) NPs

' | nisasta

vl

Nisasta@metaj-

N

Manyetik karigtircs Manyetik kangtiricy

Nisasta@metal-oksit film

Nisasta 70c” ‘de Nigasta ¢ozeltisine . . cozeltileri pedri kaplarina
20dk karistirilir metal-oksit ilave leasta@metal—o‘ksu 30dk dokiilir 48 saat kurumaya
edildikten sonra boyunca ultrasonik su birakilir.
70¢° ‘de 20dk banyosunda bekletilir
kanigtinilhr

Sekil 18. Nisasta filmi, Nisasta@ZnO filmi, Nisasta@MgO, Nisasta@CuO filmlerinin
sentezinin sematik gdsterimi

Sekil 17°deki gibi hazirlanan Nigasta, Nisasta@ZnO, Nisasta@MgO, Nisasta@CuO
filmleri 48 saat kurutulduktan sonra pedri kaplarindan dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak
karakterizasyon ve Immobilizasyon islemleri yapilana kadar polietilen kaplarda sakland.

(Sekil 18’de hazirlanan filmlerin son hali verilmistir.)
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Sekil 19. Hazirlanan Nisasta, Nisasta@ZnO, Nisasta@MgO, Nisasta@CuO filmlerin son hali

Nisasta@metal-oksit biyonanofilmlerine LPO’nun yiizey adsorbsiyonu yontemi ile
immobilizasyonu

Tablo 3. Yiizey adsorbsiyonu yontemi kullanilarak hazirlanan  Nisasta/LPO,
Nisasta@ZnO/LPO, Nisasta@MgO/LPO, Nisasta@CuO/LPO filmlerinin aktivite, Protein
miktari, Spesifik aktivite ve Immobilizasyon verimliligi sonuglari

Serbest Nisasta/LPO Nisasta@ Nisasta@ Nisasta@

LPO Filmi ZnO/LPO  CuO/LPO  MgO/LPO

g Filmi Filmi Filmi
Aktivite (EU/mL) 1,701 1,374 1,600 1,480 1,542
Protein (mg/mL) 0,258 0,230 0,250 0,245 0,250
Spesifik aktivite (EU/mL) 6,59 5,97 6,6 6,04 6,16
immobilizasyon etkinligi (%) - 90,6 97,1 91,6 93,5

Tablo 3’de dort farkli filmin etkinligini gostermektedir. Filmlere, LPO enzimi yiizey
adsorbsiyon yontemi ile immbolize edilmistir. Nisasta Filmler arasinda en yiiksek verimliligi
6,6 EU/mL spesifik aktivite ile Starch@ZnO/LPO filmi (%97,1) gosterirken, en diigiik
verimliligi ise. 5,97 EU/mL spesifik aktivite ile Starch@/LPO filmi (9%90,6) gosterdi.

Nisasta@metal-oksit biyonanofilmlerine LPO’nun tutuklama yo6ntemiyle
immobilizasyonu

Tablo 4. Tutuklama yontemi kullanilarak hazirlanan Nisasta/LPO, Nisasta@ZnO/LPO,
Nisasta@MgO/LPO, Nisasta@CuO/LPO filmlerinin aktivite, Protein miktari, Spesifik aktivite
ve Immobilizasyon verimliligi sonuglar.

Serbest Nisasta/LPO Nisasta@  Nisasta@  Nisasta@

LPp Filmi ZnO/LPO CuO/LPO MgO/LPO

enzim Filmi Filmi Filmi
Aktivite (EU/mL) 1,842 1,012 1,312 1,201 1,104
Protein (mg/mL) 0,346 0,264 0,284 0,279 0,271
Spesifik aktivite (EU/mL) 5,32 3,83 4,61 4,30 4,07
immobilizasyon verimliligi (%) 72,0 86,8 80,9 76,6
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Tablo 4’de dort farkli filmin etkinligini gostermektedir. LPO enzimi tutuklama
yontemiyle filmlere immobilize edildi. Nisasta Filmleri arasinda en yliksek verimi 4,61 EU/mL
spesifik aktiviteyle Nisasta@ZnO/LPO filmi (%83,3) gosterirken en diisiik verimi 3,83 EU/mL
spesifik aktiviteyle Nisasta/LPO filmi (%72,0) gosterdi.

Bu c¢alismada, Nisasta/LPO, Nisasta@ZnO/LPO, Nisasta@MgO/LPO ve
Nisasta@CuO/LPO film yiizeylerine LPO enziminin bagarili bir sekilde immobilizasyonu
gerceklestirildi. Yiizey adsorbsiyon ve tutuklama yontemi kullanilarak yapilan bu
immobilizasyon, nisasta filmlerine LPO enziminin ilk defa uygulanmasi olarak One
¢ikmaktadir. Benzer ¢aligmalar mevcut olsa da, nisasta bazli film matrisinin kullanim1 ve farkl
metal oksit katkilarinin etkisi bu ¢alismay1 6zgilin kilmaktadir. Elde edilen bulgular, nisasta
bazli LPO immobilizasyon sistemlerinin gelistirilmesi ve biyoteknolojik uygulamalarda
potansiyel kullanim alanlarinin arastirilmasi igin 6nemli bir temel olusturmaktadir. Literatiire
bakildiginda Shariat ve grubu LPO’yu destek materyali olarak Fe3O4 MNP'liine immobilize
ettiginde 4,06 EU/mL spesifik aktiviteyle % 72,89 verim elde ederken (Shariat et al. 2019),
grafene immobilize ettiginde 0,970 EU/mL spesifik aktiviteyle % 86 verim elde etti (Shariat
et al. 2018). Movahedi ve grubu LPO’ni ZnO NP’liine immobilize ettiginde 3,95 EU/mL
spesifik aktiviteyle % 70,91 verim elde etmistir (Movahedi et al. 2020).

Hazirlanan Filmlerin Farkhh Yontemler Kullanilarak Karakterizasyonu

Hazirlanan filmlerin (Nisasta/LPO, Nisasta@ZnO/LPO, Nisasta@MgO/LPO ve
Nisasta@CuO/LPO) yiizey kimyasal yapr analizi, morfolojik incelemeleri ve kristal yapi
analizlerini karakterize etmek XRD, F-TIR, RAMAN ve SEM analizleri yapildu.

Yiizey kimyasal yap1 analizi
Nisasta toz, Nisasta film, Nisasta/LPO Film FT-IR spektrum

Nisasta ile hazirlanan jel filmlerin yiizey yapisini karakterize etmek amaciyla FT-IR
analizleri gergeklestirildi. Sekil 19'da saf nisasta (toz), nisasta filmi ve LPO ile modifiye
edilmis kompozit nisasta filmlerinin FT-IR spektrumlari goriilmektedir. Saf nisasta icin
kaydedilen spektrum incelendiginde, 3600-3000 cm™ bolgesindeki belirgin ve genis pik,
nisastada bol miktarda bulunan -OH gerilme titresimine isaret etmektedir. Ayni zamanda, 3000-
2500 cm!' bolgesindeki pikler, nisastanmn molekiiler iskelet yapisindaki -CH ve -CH»

gruplarinin simetrik ve asimetrik gerilme titresimlerinden kaynaklandigini gostermektedir.

1800-1500 cm™ bolgesindeki belirgin pik, 1647 cm™'deki su molekiillerinin
absorpsiyonunun yani sira nisasta molekiiliindeki -OH gerilmelerine de isaret etmektedir. 1500-

1200 cm™! bolgesi ise temel olarak -CHz ve -C-OH gruplarinin deformasyonel titresimlerini
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sergilemektedir (Xie et al. 2021). Bu bulgular, nisasta orneklerinin polisakarit ailesine ait

oldugunu gosteren literatiirdeki FT-IR spektrum degerleri ile uyumludur.

Nisasta/LPO Film

Nisasta Film

%T

Nisasta Toz

T T T T T T T T L T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 11500 1000 500
Dalga Sayisi (cm™")

Sekil 20. Saf nisasta (toz), nisasta film ve nisasta/LPO film i¢in kaydedilen Fourier Doniistimlii
Kizilétesi Spektrometresi (FT-IR) Spektrumlari

Nisasta temelli hazirlanan nisasta film ve LPO ile modifiye edilmis kompozit film i¢in
alan spektrumlarda, nisasta molekiiliine ait pikler belirgin bir sekilde goriilmektedir (Sekil
19). Bunun yani sira, LPO, nisasta ile benzer fonksiyonel gruplara sahip oldugu i¢in elde
edilen spektrumlar benzer bir davranis sergilemektedir (Movahedi ef al. 2019). Ancak her iki
spektrumda gozlenen piklerin saf nisasta (toz) molekiiliinden daha yiiksek dalga sayisina
kaydig1 agik bir sekilde goriilmektedir. Bu durum, jel film yapisina hapsedilmis nisasta
molekiilleri ve LPO enziminin, absorplanan infrared isinlari ile birlikte mevcut titresim

hareketlerini yapabilmek i¢in daha yiiksek enerjiye ihtiya¢ duydugunu gostermektedir.

Bununla birlikte, jel film yapisinda nisasta molekiillerine ait piklerin varligi, 1s1l islem
sonucunda hazirlanan film dokusunda nisastanin bozulmadigini ve ayrica filme tutturulan
LPO'nun basarili bir sekilde immobilize oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, hazirlanan

kompozit jel filmlerin kararli bir yapida oldugunu goéstermistir.

CuO NP, Nisasta@CuO Film, Nisasta@CuO/LPO Film FT-IR Spektrum

Bu ¢alismada, CuO nanopargaciklari, basit ¢oktiirme yontemi kullanilarak sentezlendi
ve nigasta filmine ilave edildi. Elde edilen modifiye jel filmlere ait FT-IR spektrumlar1 Sekil

20'de gosterilmektedir.
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Basit ¢oktiirme yontemi ile hazirlanan CuO nanopargaciklarinin FT-IR spektrumunda,
525 ve 591 cm’''de gozlenen absorpsiyon bantlari, Cu-O fonksiyonel grubunun gerilme
titresimine karsilik gelmektedir. Ayni zamanda, 1631 ve 3405 cm™ dalga boylarinda gézlenen
pikler, CuO nanoparcacik ylizeyine adsorbe olmus suyun hidroksillerinin titresimsel gerilme

moduna karsilik gelmektedir. (Kemary et al. 2012).

Nisasta@CuO ve Nisasta@CuO/LPO modifiye filmlere ait FT-IR spektrumlarinda ise,
CuO nanopargaciklarinin Cu-O fonksiyonel grubuna ait pikler, belirgin bir sekilde

goriilmektedir.

Nisasta@CuO/LPO

Nisasta@CuO

Nisasta Film
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CuO NP
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Sekil 21. CuO nanopargacik, Nisasta@CuO ve Nisasta@CuO/LPO modifiye filmlere ait FT-
IR spektrumlari

MgO NP, Nisasta@wMgO Film, Nisasta@MgO/LPO Film FT-IR Spektrum

Nisasta filmine eklenen MgO nanoparcaciklart Taguchi yontemi ile sentezlendi.
Sentezlenen MgO nanopargaciklarinin FT-IR spektrumu incelendiginde, 3425 cm™'deki genis
pik yiizeyde adsorbe olmus su molekiillerinin O-H gerilme titresimleriyle iliskilendirilirken,
1640 cm"deki pik biikiilme titresimlerine karsilik gelmektedir. Ayrica, 527 ecm™ gibi diisiik
dalga sayisinda gozlenen pik, Mg-O-Mg bag gerilme titresimlerine karsilik gelir. (Sushma et
al. 2016) (Sekil 21). Nisasta@MgO ve Nisasta@MgO/LPO modifiye filmlerin FT-IR
spektrumlarinda, MgO nanopargaciklarinin O-Mg-O fonksiyonel grubuna ait pikler belirgin bir
sekilde goriilmektedir. Bu pikler, MgO nanopargaciklarin film matrisine basarili bir sekilde

entegre edildigini gostermektedir. Sekil 20'de gosterilen CuO nanoparcacik katkili jel
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filmlerinde oldugu gibi, MgO nanoparg¢aciklar ile modifiye edilmis jel filmlerinde de yaklagik
3400 cm'de gozlenen pikler daha yiiksek dalga boyuna kaymistir. Bu kayma, MgO
nanoparcaciklarinin film matrisine entegrasyonu sirasinda su molekiillerinin filmden

uzaklastirilmasina baglanabilir.

Nisasta@MgO/LPO
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Dalga Sayisi (cm'1)

Sekil 22. MgO nanopargacik, Nigsasta@MgO ve Nisasta@MgO/LPO modifiye filmlere ait FT-
IR spektrumlari

ZnO NP, Nisasta@ZnO Film, Nisasta@ZnO/LPO Film FT-IR Spektrum

Sekil 22'de, ZnO nanopargaciklarin, nisasta ile katkili ZnO nanoparcaciklarin ve LPO
ile modifiye edilmis nisasta ile katkili ZnO nanoparcaciklarin FT-IR spektrumlari

I araligindaki

gosterilmektedir. ZnO nanopargaciklarin FT-IR spektrumunda, 400-800 cm’
fonksiyonel gruplar, ZnO'nun Zn-O gerilme titresimlerine karsilik gelirken, 3446 cm™'deki pik,
metal oksit yiizeyine adsorplanmis suyun O-H fonksiyonel grubunun titresim modundan
kaynaklanmaktadir. Bu durum, diger metal oksit nanoparcaciklarda da gdzlenmistir. ZnO

nanopargacik katkili jel filmlerde de benzer davranis gézlenmistir.

Bu durum, ZnO nanoparcgaciklar ile nisasta arasindaki elektrostatik etkilesimlerden
kaynaklanabilir. Bu etkilesimler, LPO enziminin Nisasta@ZnO filmine immobilizasyon

yontemi ile basarili bir sekilde tutturuldugu anlamina gelmektedir (Movahedi et al. 2019).
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Sekil 23. ZnO nanopargacik, Nisasta@ZnO ve Nisasta@ZnO/LPO modifiye filmlerin FT-IR
spektrumlari

Nisasta toz, Nisasta film, Nisasta/L PO Film Raman spektrum

Sekil 22°de Nisasta tozunun raman spektrumunda 2910 cm™’de yogun bir bant C —H
esneme modunu temsil ederken, 500-1500 cm™! bdlgesindeki bir dizi zayif bant, asir1 ton ve
kombinasyon bantlarmi temsil eder. 1461 cm™!'deki bant, C-H biikiilme moduna atfedilir. 933
cm-'"deki bant, 1,4-glikosidik baglardan kaynaklanan titresimlerden kaynaklanir ve nisastanin

amiloz bileseni i¢in bir parmak izi saglar (Meena and Sharma 2021).

Nisasta filminin raman spektrumunda, 2910 cm™ civarinda C-H gerilme modunu
gosterdi. Ikili modifikasyona sahip nisasta filmindeki bandin yogunlugunda bir degisiklik
gozlendi bu amilazdaki varyasyonlara ve hidrolizin neden oldugu amilopektin etkilesimi
atfedilebilir. A¢ik¢a, amiloz ve amilopektinin hidroliz isleminden kaynaklanan bir yeniden
diizenlemesi, graniil ylizeyinde nisastanin yiiksek oranda yapisinin bozulmasina, nisasta
tozunda var olan piklerin ¢ikmamasina neden oldu. Bu sonuglar, nisastanin modifikasyonu
sonucu, nisasta graniiliiniin yapisin1 degistirdigini ve daha once diger yazarlar tarafindan

bildirildigi gibi, modifiye edilmis bir nisasta iirettigini dogruladi.

Nisasta/LPO filminde 2910 cm™' ikili modifikasyona sahip nisastada gdzlenen en yogun
bant nisastadaki kisa menzilli molekiiler diizenin bozulmasinin kanit1 olarak bildirilmistir. Kisa
menzilli molekiiler diizenin bu bozulmasmin etkisi LPO enziminin immobilizasyonundan
kaynaklanmaktadir. Islenmis misir nisastasinda kisa menzilli molekiiler diizenin bozulmasini

artirmasindan kaynaklandigini belirtmektedir (Basilio-Cortés et al. 2019).
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Sekil 24. Nisasta toz, Nisasta film, Nisasta/LPO ait Raman Spektrum
CuO NP, Nisasta@wCuO Film, Nisasta@CuO/LPO Film Raman Spektrum

CuO nanopartikiiliiniin raman spektrumlar1 Sekil 23'de gosterilmektedir. CuO ’in 100,
282 ve 620 cm™'de {ic Raman tepe noktasi oldugu goriilmektedir. CuO nanopartikiiliin titresim
spektrumlar ile 282 cm'deki zirveyi Ag'ye ve 330 ve 616 cm™’dekileride Bg modlarina
atayabiliriz. Bu dalga sayilarinin literatiirde bildirilenlere yakin oldugu bilinmektedir. (Rashad

et al. 2013).

Nisasta@CuO filmin raman spektrumlarinin incelenmesi, nisasta tozu ile kiyasla
tiretilen piklerde farka sahip oldugunu gostermektedir. Buda CuO NP’nun yiizeye baglandigini
dogrulamaktadir. ~ Saf modifiye nisasta filmi ve nisasta tozunda oldugu gibi raman
spektrumunda, 2910 cm! civarinda C-H gerilme bagimi gosterdi. Nisasta@CuO filmindeki bu
bantlar, nisastanin karakteristik tepe noktalaridir. Filmin i¢indeki CuO NP ait pikler nisasta
tarafindan perdelendigi i¢cin goziikkmedigi diisiiniilmektedir. Piklerin géziikmemesinin bir diger
sebebi ise filmin i¢indeki nanopartikiiller homojen sekilde dagildiginda yilizey miktari, CuO

NP’ iine gore daha azdir.

Nisasta@CuO/LPO filminde 2910 cm! ikili modifikasyona sahip nisastada gézlenen en
yogun bant gozlendi. 500-1500 cm™! bodlgesindeki bir dizi zayif bant LPO enziminin
Nisasta@CuO filminin ylizeyine baglanmasindan dolay1 pikler géziikmedigi diistiniilmektedir.

CuO NP ait piklerin géziikkmemesinin nedenlerini yukarida belirtilmisdi.
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Sekil 25. CuO NP, Nisasta@CuO film, Nisasta@CuO /LPO ait Raman Spektrum
MgO NP, Nisasta@MgO Film, Nisasta@MgO/LPO Film Raman Spektrum

MgO nanopartikiiliiniin raman spektrumlar1 Sekil 24'de gosterilmektedir. Sekilde de

goriildigi gibi MgO ait pikler goriilmedi.

Nisasta@MgO ve Nisasta@MgO/LPO filminin raman spektrumunu inceledigimizde,
nigasta filmlere (Sekil 23) magnezyum oksit nanoparcaciklarmin eklenmesiyle, 2910 cm™! daki
en yogun bantlarda kaymalar oldu. Ayrica nisasta filmindeki 500—1500 cm™ ! bolgesindeki bir

dizi zayif bantlar perdeledigi i¢in goziikmedi.
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Sekil 26. MgO NP, Nisasta@MgO film, Nisasta@MgO /LPO ait Raman Spektrum
ZnO NP, Nisasta@ZnO Film, Nisasta@ZnO/LPO Film Raman Spektrum

Sekil 25 ‘de 532 nm uyarimi altinda o6lgiillen ZnO nanoparcaciklarinin Raman
spektrumunu gostermektedir. 307 ve 603 cm™ ! civarinda bulunan zayif pikler gézlenmedi. Bir
tek 432 cm™'de bulunan pik gézlendi. Bu pik altigen wurtzite ZnO'nun tipik bir 6zelligi

olan ikinci dereceden Raman (E 21 ) moduna atanir (Pandey et al. 2016) .

Nisasta@ZnO ve Nisasta@ZnO/LPO filmlerinin raman spektrumlarini incelediginde,
nisasta filmlerine (Sekil 25) ¢inko oksit nanoparcaciklarinin eklenmesiyle, filme ait bantlarda

kaymalar gozlendi.
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Sekil 27. ZnO NP, Nisasta@ZnO film, Nisasta@ZnO /LPO ait Raman Spektrum
Morfolojik incelemeler
Nisasta toz EDS analizi ve SEM goriintiileri

Misir nisastasinin ylizey morfolojisi SEM cihazi ile incelendi. Sekil 26 (a-d)’da, misir
nisastasinin kati top ve ¢okgen sekilde oldugu yiizeylerinin de kompakt ve kaygan oldugu
gbzlemlendi. (Ziegler-Borowska et al. 2018). Filmlerin elementel analizi Sekil 27°de verilen
EDS spektrumu ile gerceklestirildi. Alinan EDS spektrumunda C ve O’dan kaynaklanan
oldukca keskin pikler gozlendi. Bu piklere ilaveten Au pikleri, numune yiizeyinin yliklenmesini
Oonlemek i¢in numunenin altinla kaplanmasindan kaynaklanmaktadir. EDS spektrumundan elde
edilen elementel dagilimda nisasta da % 58,73 oraninda C ve % 39,32 oraninda O bulundugu

tespit edilmistir.
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Sekil 28. Nisasta tozuna ait SEM goriintiileri

Element  Weight Atomic% Netint.  Error %

o
- CK 41.04 58.73 91.99 1.65
0K 36.60 3932 81.09 10.19
AuM 22.36 1.95 29.54 1531

Siddet (a.u.)

Au

Enerji (keV)

Sekil 29. Nisasta toz ait EDS spektrumu ve elementel dagilimi
Nisasta film EDS analizi ve SEM goriintiileri

Katki maddelerinin nisasta iizerindeki plastiklestirici veya takviye edici etkisini
dogrulamak i¢in numunenin enine kesit morfolojisi SEM cihazi ile goriintiilendi. Elde edilen
gorilintiiler Sekil 28'te gosterilmektedir. Gliserol igerikli ekstriizyondan sonra, nispeten

plriizsiiz enine kesitler gozlendi (Sekil 29 a-d). Bu sonuglar nisasta graniillerinin biiyiik
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deformasyona ugradigini, yiiksek sicaklik ve giiclii kesme altinda ekstriizyondan sonra
birlestigini gosterdi. Ayrica plastiklestirilmis nisastanin 1yi islenebilirligini dogruladi (Liu et
al. 2020). Bu fimlerinin elementel analizi Sekil 29’de verilen EDS spektrumu ile
gerceklestirildi. Aliman EDS spektrumunda C ve O’dan kaynaklanan oldukg¢a keskin pikler
gozlemlendi. Bu piklere ilaveten Au pikleri, numune yiizeyinin yiikklenmesini 6nlemek icin
numunenin altinla kaplanmasindan kaynaklanmaktadir. EDS spektrumundan elde edilen
elementel dagilimda Nisasta filminde % 58, 27 oraninda C ve % 37, 31 oraninda O bulundugu
tespit edildi.

Sekil 30. Nisasta film ait SEM goriintiileri
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Element | Weight% @ Atomic% | Netint. Error %

CK 32.29 58.27 91.23 8.57
C

0K 27.54 37.31 85.34 10.38

AuM 40.16 4.42 75.83 9.47

Au

Siddet (a.u)

Enerji (keV)

Sekil 31. Nisasta film ait EDS spektrumu ve elementel dagilimi
Nisasta/LPO film Filmi EDS analizi ve SEM goriintiileri

SEM cihaz1 ile nisasta filminde nispeten homojen ve piiriizsiiz kesitler goriildiigi
yukarda belirtilmistir (Sekil 30’a). Nisasta/L.PO filminin elde edilen SEM goriintiileri Sekil 30
(b-d)’ daincelendi. Nisasta filmindeki nispeten pliriizsiiz enine kesitler, lizerine LPO yiiklemesi
yapildiktan sonra yiizeyin bozuldugu ve kiiresel dairelere benzeyen ¢ukurlar goriildii. Nisasta
filmlerine LPO enziminin eklenmesinden sonra yilizey morfolojisindeki degisiklik
immobilizasyon siirecini dogruladi. Nisasta/LPO filmlerinin elementel analizi Sekil 31°de
verilen EDS spektrumu ile gerceklestirildi. Alinan EDS spektrumunda C ve O’dan kaynaklanan
oldukca keskin pikler gozlemlendi. Bu piklere ilaveten Au pikleri, numune yiizeyinin
yiiklenmesini 6nlemek i¢in numunenin altinla kaplanmasindan kaynaklanmaktadir. EDS

spektrumunda elde edilen elementel dagilim Sekil 31°1 iginde verilmistir.
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Sekil 32. a Nisasta film ve b-d Nisasta/LPO film ait SEM goriintiileri

o Element Weight% Atomic% Netint. Error %
cK 31.90 54.11 94.68 835
oK 33.21 42.29 109.98 9.88
AuM 34.89 361 67.37 11.72

Au
u‘;m“ T a——— |

Sekil 33. Nisasta/LPO film ait EDS spektrumu ve elementel dagilimi

CuO Nanopartikiil EDS analizi ve SEM goriintiileri

CuO nanoparcaciklarinin SEM goriintiileri  Sekil 32'(a-d) de verilmistir. SEM
goriintiileri incelendiginde nanoparcaciklarin kiimelesmis kiiclik parcaciklardan olustugu
goriilmektedir. Bu kiiclik parcaciklar ¢igek sekline benzetilebilir (Manyasree et al.2017).
Nanoparcaciklar ¢ozeltiden ¢okeltme yontemi ile sentezlendi. SEM goriintiilerinde, yiiksek
ylizey alanina sahip nanopartikiil tanelerinin topaklanmasi net bir sekilde goriilmektedir
(Hussain et al.201). Sentezlenen malzemelerin safligin1 ve kimyasal bilesimini incelemek i¢in

numunenin enerji dagilim spektrumlarina bakildi. Sekil 33'de, EDS spektruma bakildiginda
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elemental karbon (C), bakir (Cu) ve oksijen (O) igerdigi ve baska elementel safsizlik igermedigi

goriilmektedir(Manyasree etal.2017).

Sekil 34. CuO Nanopartikiil ait SEM goriintiileri

Cu
Element Weight% Atomic%  Netint. Error %
CK 22.92 52.46 65.10 10.64
oK 15.54 26.71 74.76 10.06
Cul 41.77 18.07 153.40 6.05
o AuM 19.76 2.76 49.34 12.76
Au

Cu Cu
> _._=...- - P .

Sekil 35. CuO Nanopartikiil ait EDS spektrumu ve elementel dagilimi

Nisasta@CuO film EDS analizi ve SEM goriintiileri

Sekil 28 (a-d)’de verilen Nisasta film yiizeylerinin diizgiin ve bagimsiz oldugunu

yukarida belirtmistik. Filmlerin mikro yapisindaki farki kontrol etmek i¢in, Sekil 34(a-d) ' de

CuO NP'lerle kompozit film yiizeylerinin SEM goriintiileri verildi. Goriildiigii gibi,

Nisasta@CuO filmleri kompakt yapisal biitlinliikk ve homojen piiriizsiiz ylizey yapilar1 gosterdi.

Nisasta@CuO filmlerin SEM goriintiileri, kullanilan Nisasta filmleri arasinda 6nemli bir mikro
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yapisal farklilik gostermedi. Nano doldurucular, kiiciik boyutlarindan dolay1 yiiksek ylizey
enerjisine sahiptir ve bu nedenle yilizey enerjilerini en aza indirmek ig¢in topaklanma
egilimindedirler. Bu topaklanmalar1 film matrisi i¢inde homojen kii¢iik beyaz noktalar seklinde
dagildig: goriildii. Sekil 34'(d) de Nisasta@CuO filminin 20 pm SEM goériintiisiinde CuO
NP’liin daha yakin bir goriintiisii gosterildi. (Shankar et al.2017). Sentezlenen malzemelerin
safligin1 ve kimyasal bilesimini incelemek i¢in numunenin EDS yapilmistir. Sekil 35 i¢inde,

EDS spektrumunda Nisasta@CuO filminin atomik dagilimi verildi.

Sekil 36. Nisasta@CuO film ait SEM goriintiileri

o Element Weight% Atomic% Netlint. Error %
l CK 3157 55.34 91.52 8.66

C 0K 29.81 39.23 101.12 10.00

Cul 5.82 1.93 14.90 19.55

AuM 32.80 3.51 64.55 11.46

u
U
Cu Cu
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Sekil 37. Nisasta@CuO film ait EDS spektrumu ve elementel dagilimi



Nisasta@CuO/LPO film EDS analizi ve SEM goriintiileri

Sekil 34’ de Nisasta@CuO filmlerinin, homojen ve piiriizsiiz yilizey yapilarin1 gosteren
SEM goriintiileri dogrultusunda, Sekil 36 (a-d)’de Nisasta@CuO ve Nisasta@CuO/LPO
filmlere ait ylizey SEM goriintiileri sunuldu. Nisasta@CuO/LPO filmine ait yiizey SEM
goriintiisii (Sekil 36 b-d) incelendiginde yiiklenen enzimin kiigiik kiiresel bir morfolojiye sahip
oldugu dikkat ¢ekmektedir. Nisasta@CuO filmlerine LPO enziminin eklenmesinden sonra
ylizey morfolojisindeki degisiklik immobilizasyon siirecini dogrulamistir (Movahedi et
al.2018). Sentezlenen malzemelerin saflig1 ve kimyasal bilesimini incelemek i¢in numunenin
Enerji dagilim spektrumlar1 gerceklestirildi ve Sekil 37 i¢inde, EDS spektrumunda
Nisasta@CuO/LPO filminin atomik dagilimi verildi.

Sekil 38. a Nisasta@CuO film ve b-d Nisasta@CuO/LPO film ait SEM goriintiileri
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o Element Weight% Atomic% Netlint. Error %

CK 33.86 55.73 101.33 8.21
oK 32.84 40.58 108.27 9.89
CuL 1.62 0.50 4.00 47.83

AuM 31.68 3.18 61.14 12.10

Au
Cu
. : Cu Cu
l e Sy

Sekil 39. Nisasta@CuO/LPO film ait EDS spektrumu ve elementel dagilimi

MgO Nanopartikiil EDS analizi ve SEM goriintiileri

Sekil 38 ‘de MgO NP’niin SEM goriintiileri dogrltusunda goriintiiler incelendiginde,

MgO NP yiizeylerinin kiiresel morfolojiye sahip diizenli nanokristallerden olustugu

goriilmektedir. Ayrica yiizeylerin oldukga piiriizlii bir yapiya sahip oldugu ve nanopartikiillerin

topaklanmasini net bir sekilde gostermektedir. Elemental EDS ile kompozisyon analizi yapildi.

Sonuglar Sekil 39'da EDS spektrumunda verildi. EDS spektruma bakildiginda elemental karbon

(C), bakir (Cu) ve oksijen (O) igerdigi ve baska elementel safsizlik igermedigi goriilmektedir

(Somanathan et al. 2016).

Sekil 40. MgO Nanopartikiil ait SEM goriintiileri
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Element Weight% Atomic% Netint. Error %

cK 28.60 4161 69.15 10.02

oK 4478 48.91 174.27 9.51

MgK 11.29 8.12 113.69 7.32
Mg

AuM 15.32 1.36 61.71 12.63

Au

PIRETPIOR W

Sekil 41. MgO Nanopartikiil ait EDS spektrumu ve elementel dagilimi
Nisasta@MgO film EDS analizi ve SEM gériintiileri

Sekil 40 (a-d) ‘da filmlerin ylizey arastirmasi, NP'lerin yiiklenmesiyle artan
aglomerasyonlar (beyaz noktalar olarak goriilen) seklinde tiim numunede NP'lerin diizgiin
dagilimini ortaya ¢ikardi. Film yiizeylerinin incelenmesi ayrica bozulmamis nisasta filmlerinin
plirlizsliz ve kompakt bir ylizeyini gdostermis oldu. Nano doldurucular, kiigiik boyutlarindan
dolay1 yiiksek yiizey enerjisine sahiptir ve bu nedenle yiizey enerjilerini en aza indirmek igin
topaklanma egilimindedirler. Bu kiimelenmis parc¢aciklar SEM analizinde de yakalanan film
ylizeyinin piriizliliigline katkida bulunmustur. Filmlerin piiriizliiligii, MgO NP'lerin
yiiklenmesiyle, esas olarak daha yiiksek dolgu maddesi yiiklemesinde artan aglomerasyon
egilimi nedeniyle artti. Filmlerin SEM analizi Nisasta@MgO filmlerinin solvent ddkiim
yontemiyle bagarili bir sekilde gerceklestigini filmlerin yiizeyinde higbir fiziksel kusur
olmadigmi kanitlamaktadir. Yiizey morfolojisine ek olarak, MgO NP'lerin dagilimi ve
biyofilmlerin bilesimi de Enerji Dagitici X-1s1m1 spektroskopisi (EDS) analizi ile dogrulandi.
Sekil 41 i¢inde, EDS spektrumunda Nisasta@MgO filminin atomik dagilimi verildi (Swaroop
et al. 2018).
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Sekil 42. Nisasta@MgO film ait SEM goriintiileri

© Element Weight% Atomic%  Netint. Error %
CK 37.75 53.25 90.37 8.66
0K 40.59 42.98 108.51 10.45
i MgK 3.12 217 24.88 12.30
AuM 18,55 1.60 61.34 12.46

Au

Mg

Sekil 43. Nisasta@MgO film ait EDS spektrumu ve elementel dagilimi

Nisasta@MgO/LPO film EDS analizi ve SEM goriintiileri

Sekil 42 (a)’da Nisasta@MgO filmi ve Sekil 42 (b-d)’de Nisasta@MgO/LPO filminin
SEM goriintiileri kapsaminda, Nisasta@MgO filmine (Sekil 42°a) ait goriintii incelendiginde
NP'lerin yiiklenmesiyle artan aglomerasyonlar (beyaz noktalar olarak goriilen) seklinde tiim
numunede NP'lerin diizglin dagilimini ortaya ¢ikardi. Film yiizeylerinin incelenmesi ayrica
bozulmamis nisasta filmlerinin piiriizsiiz ve kompakt bir yiizeyini gostermis oldu. Fakat

Nisasta@MgO/LPO filmin goriintiisii incelendiginde piiriizlii yapinin bozuldugu ve yiizeyde

62




LPO enzimine 6zgii kiiresel bir yapinin olustugu gosterildi (Sekil 42 b-d). Bu SEM goriintiileri
ile LPO enziminin Nisasta@MgO filmine immobilize oldugu sdylenebilir. Yiizey morfolojisine
ek olarak, Nisasta@MgO/LPO filmlerin bilesimi Enerji Dagitic1 X-151m1 spektroskopisi (EDS)
analizi ile dogrulandi. Sekil 43 ‘de Nisasta@MgO/LPO filmlerinin elementel haritalamasi

ve buna karsilik gelen elemental kompozisyon gosterilmektedir (Shariat et al. 2019).

Sekil 44. a Nisasta@MgO film ve b-d Nisasta@MgO/LPO film ait SEM goriintiileri

|
o} Element Weight% Atomic%  Netlint. Error %
CK 28.60 41.61 69.15 10.02
0K 44.78 4891 174.27 9.51
MgK 11.29 8.12 113.69 7.32
Mg AuM 15.32 1.36 61.71 1263
|_
C
Au

Sekil 45. Nisasta@MgO/LPO film ait EDS spektrumu ve elementel dagilimi
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ZnO Nanopartikiil EDS analizi ve SEM goriintiileri

Sekil 44 (a-d) ‘de sentezlenen ZnO NP'nun SEM goriintiilerini gostermektedir.
Uriinlerin ZnO NP'lerin dogas1 geregi kiiresel oldugunu ve nanokristallerin topaklari oldugunu
ortaya koydu Sekil 44 (d) ‘de, 20 um boyutunda sem goriintiisiinde mikro kiireler daha belirgin
goriildii. ZnO nanoparcaciklarinin elementel haritalamasi ve buna karsilik gelen elemental

kompozisyon S$ekil 45 ‘de EDS analizinde gdsterilmistir. Sentezlenmis ZnO NP'lerde metalik

cinko oksit varligini dogruladig1 goziikmektedir. EDS analizinden elde edilen bilesim Cinko
(%62,25), Oksijen (%36,90)’den olusmustur (Muhammad et al. 2019).

Sekil 46. ZnO Nanopartikiil ait SEM goriintiileri

Element Weight% Atomic% Netint. Error %

OK 12.23 36.90 93.52 10.09
AuM 3.47 0.85 22.06 17.87
ZnkK 84.30 62.25 113.70 7.18

Au

A

o

Sekil 47. ZnO Nanopartikiil ait EDS spektrumu ve elementel dagilimi
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Nisasta@ZnO film EDS analizi ve SEM goriintiileri

Sekil 46 (a-d)’ de Nisasta@ZnO filmin SEM goriintiileri kapsaminda goriintiiler
incelendiginde , nisasta filmine NP'lerin yliklenmesiyle artan aglomerasyonlar (beyaz noktalar
seklinde goriilen) seklinde tiim numunede NP'lerin diizgiin dagilimmi ortaya ¢ikardi. Film
ylizeylerinin incelenmesi ayrica bozulmamis nisasta filmlerinin pliriizsiiz ve kompakt bir
ylizeyini gostermis oldu. Nano doldurucular, kiigiik boyutlarindan dolay1 yiiksek yiizey
enerjisine sahiptir ve bu nedenle yilizey enerjilerini en aza indirmek i¢in topaklanma

egilimindedirler.

Nisasta@ZnO filmlerde NP'lerin dagilimini arastirmak i¢in enerji dagilimli X-151m1
analizi (EDS) kullanildi. Sekil 47 i¢inde, EDS spektrumunda Nisasta@ZnO filminin atomik
dagilim verildi (Ni et al. 2018).

Sekil 48. Nisasta@ZnO film ait SEM goriintiileri
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Element Weight% Atomic% Netint. Error %

CK 42.19 57.24 114.50 8.40
C

0K 39.35 40.08 116.61 10.45

AuM 11.54 0.95 44.38 13.44

ZnK 6.92 1.73 4.66 43.45

Au

Zn
. i’ Zn

Sekil 49. Nisasta@ZnO film ait EDS spektrumu ve elementel dagilimi

Nisasta@ZnO/LPO film EDS analizi ve SEM goriintiileri

Nisasta@ZnO filmine LPO enzimi yiikklenmeden once, Nisasta@ZnO filmine ait
goriintii homojen ve diizgiin bir yilizey alan1 verdigi gosterilmisdi (Sekil 48’a). Bu ZnO NP’liin
nisasta matrisi ile iyi uyumlu oldugunu ve nanoparcaciklarin nisasta matrisinde homojen olarak
dagildigit SEM goriintiisiinde (Sekil 48’a) goriilmektedir. Nisasta@ZnO/LPO filminin yiizey
SEM goriintiisii incelendiginde (Sekil 48 b-d) piiriizsiiz ve homojen yapinin olmadig1 ve
yiizeyin farkli bir materyal ile modifiye oldugu belirlendi. SEM gériintiisiinde (Sekil 48 b-d)
LPO'nun eklenmesinden sonra Nisasta@ZnO 'nun yiizey morfolojisindeki degisiklik
immobilizasyon siirecini dogruladi. Nisasta@ZnO/LPO filmlerde NP'lerin dagilimini
arastirmak icin enerji dagilimli X-151m1 analizi (EDS) kullanildi. Sekil 48 i¢inde, EDS
spektrumunda Nisasta@ZnO/LPO filminin atomik dagilim1 verildi.
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Sekil 50. a Nisasta@ZnO film ve b-d Nisasta@ZnO/LPO film ait SEM goriintiileri

o} Element Weight% Atomic%  Netint. Error %
CK 36.59 53.80 73.90 9.31
i 0K 38.93 42.97 93.23 10.90
ZnL 5.75 DS 13.82 18.16
AuM 18.74 1.68 55.08 10.75

Sekil 51. Nisasta@ZnO/LPO film ait EDS spektrumu ve elementel dagilimi
Kristal yap1 analizi
Nisasta toz, Nisasta filmi, Nisasta/LPO Filmi XRD analizi

Sekil 50°de Nisasta graniilleri, Nisasta filmi, Nisasta/LPO filmlerinin XRD spektrumu
verilmistir. Sekil 50°de verilen spektrum incelendiginde nisasta tozunun 26 = 15,08°, 17,18° ve
23,28%de B-tipini dogrudan yansitan {i¢ karakteristik tepe noktas1 gosterir (Xue et al. 2015).
Nisasta filmi, Nisasta/LPO Filmi (nisasta graniilleri, gliserol ile plastiklestirilmig
jelatinlestirilmis nigasta filmler) XRD grafikleri 10 ile 30 derece arasinda pikler gosterdi.
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Jelatinlestirilmis nisasta filmleri icin 16,9 ve 25°de karakteristik kirinim tepe noktalari

gozlemlendi (Todica et al. 2016).

——Nisasta toz
——Nigasta filmi

Nigasta/LPO filmi

Siddet (a.u.)

10 20 30 40 50 60 70 80
20

Sekil 52. Nisasta toz, Nisasta Filmi, Nisasta/LPO Filmine ait XRD spektrumu

MgO NP, Nisasta@MgO Filmi, Nisasta@MgO/LPO Filmi XRD analizi

Sekil 51°da MgO NP, Nisasta@MgO filmi, Nisasta@MgO/LPO filmlerinin XRD
spektrumu verilmistir. Sekil 51°da verilen spektrum incelendiginde MgO NP’liin (111), (200),
(220), (311) ve (222) kristal diizlemlerine karsilik gelen kirmim pikleri sirastyla 36,63°, 42,45,
°61,84° 74,11° ve 78,04°°de gozlendi. Difraksiyon piklerinin pozisyonlar1 ve nispi
yogunluklari, MgO nanopartikiillerinin standart XRD verileriyle uyumludur. (Ansari et al.
2018). Bu ¢aligmada hazirlanan Nisasta@MgO filmi, Nisasta@MgO/LPO filmleri MgO ’'un
altigen fazinin basarili olusumunu ortaya ¢ikaran piklere sahiptir. Bu filmler MgO NP ile
karsilastirildiginda, Nisasta@MgO Filmi, Nisasta@MgO/LPO Filmlerinin tepe noktalar1 daha
genistir. Ote yandan, diizgiin nisasta filmlerinin difraksiyona mu, esas olarak 20 = 16,5 ° ve 23

° civarinda da genis bir tepe seklinde gosterdi.
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—MgO
——Nisasta@MgO
——Nisasta@MgO/LPO
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20

Sekil 53. MgO NP, Nisasta@MgO Film, Nisasta@MgO/LPO Filmine ait XRD spektrumu
ZnO0 NP, Nisasta@wZnO Filmi, Nisasta@ZnO/LPO Filmi XRD analizi

Dogrudan ¢oktiirme yontemi ile sentezlenmis ZnO NP'ler icin XRD modeli Sekil
52'de gosterilmektedir. 2 6 = 31,8355°, 34,5207°, 36,2871°, 47,5808°, 56,6487°, 62,8917°,
66,4115°,67,9331°, 69,1842° ve 77,0106°'deki XRD tepe noktalari sirastyla (100), (002), (101)
, (102), (110), (103), (200), (112), (201) ve (202)’e karsilik gelir. Kristal diizlemleri (JCPSD
kart No. 01-007-2551) ile uyumludur. Bu c¢alismada hazirlanan Nisasta@ZnO filmi,
Nisasta@ZnO/LPO filmleri ZnO ’un altigen fazinin basarili olusumunu ortaya ¢ikaran piklere
sahiptir. Nisasta@ZnO filmi, Nisasta@ZnO/LPO filmlerinde nisasta x-1gin1 kirmimlarimni
20 = 16,5 ° ve 25 ° civarinda da genis bir tepe seklinde gosterdi.

69



——Zn0 NP
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Nisasta@ZnO/LPO
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20

Siddet (a.u.)

Sekil 54. ZnO NP, Nisasta@ZnO Film, Nisasta@ZnO/LPO Filmine ait XRD spektrumu
CuO NP, Nisasta@wCuO Filmi, Nisasta@CuQO/LPO Filmi XRD analizi

Bakir kloriir ve sodyum hidroksitten sentezlenen CuO tozunun X-1sin1 kiriim (XRD)
modeli Sekil 53’de gostermektedir. XRD modeli, bakir oksit nanopargaciklarinin
oryantasyonunu ve kristal dogasini ortaya cikardi. 32.49°, 35.49° 38.96°, 48.73°, 53.45°,
58.34°, 61.53°, 65.79°, 66.25°, 72.43° 75.03° 'deki XRD tepe noktalari sirastyla (110), (-111),
(111), (-202), (020), (202), (-113), (-311), (220), (311) ve (004) ‘e karsilik gelir. Kristal
diizlemleri (JCPDS-80-1916) kartt ile iyi bir uyum i¢indedir. Bu calismada hazirlanan
Nisasta@CuO filmi, Nisasta@CuO/LPO filmleri CuO ’un altigen fazinin basarili olusumunu
ortaya cikaran piklere sahiptir. Nisasta@CuO filmi, Nisasta@CuO/LPO filmlerinde nisasta x-

1s1n1 kirinimlarint 20 = 16,5 © ve 24 ° civarinda da genis bir tepe seklinde gosterdi.
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Sekil 55. CuO NP, Nisasta@CuO Film, Nisasta@CuO/LPO Filmine ait XRD spektrumu

Hazirlanan nisasta@metal-oksit/LPO biyonanofilmlerinin karakterizasyon
calismalan

Serbest LPO enzimi ve Nisasta/LPO, Nisasta@MgO/LPO, Nisasta@ZnO/LPO,
Nisasta@CuO/LPO filmlerinin optimum pH’si

LPO enzimi ve Nisasta/LPO, Nisasta@MgO/LPO, Nisasta@ZnO/LPO,
Nisasta@CuO/LPO filmlerinin aktivitesi i¢in optimal pH, enzimin 3 ila 8 arasinda degisen
pH'da oda sicakliginda 10 dakika siireyle inkiibasyonuyla 6l¢iildii. Optimum pH'in serbest ve
immobilize enzimlerin aktivitesi lizerindeki etkisi, Sekil 54°de gosterilmektedir. Gortldiigii
gibi, serbest ve immobilize enzimlerin pH aktivite egrileri, asidik ve alkali pH ’ta ¢ok benzer
ozelliktedir. Hem serbest hem de immobilize enzimler pH 6'da maksimum aktiviteye sahiptir.
Bu bulgular, Shariat ve arkadaslarinin (2019) Fe3Os4 manyetik nanopartikiiller tizerindeki
serbest ve immobilize LPO i¢in en yiiksek aktiviteyi sirasiyla pH 6 ve 7'de elde ettigi sonuclarla

da uyumludur (Shariat ef al. 2019).

Sonug olarak: LPO enziminin ve nigasta bazli immobilize sistemlerin optimum pH'"
6'dir. Bu bulgu, bu sistemlerin biyomedikal ve biyoteknolojik uygulamalarda kullanimi i¢in

Onemli bir parametredir.
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Sekil 56. LPO enzimi ve Nisasta/LPO, Nisasta@MgO/LPO, Nisasta@ZnO/LPO,
Nisasta@CuO/LPO filmlerinin optimum pH’s1

LPO enzimi ve Nisasta/LPO, Nisasta@wMgO/LPO, NisastawZnO/LPO,
Nisasta@CuO/LPO filmlerinin optimum sicakligi ve termal kararliligi

LPO enzimi ve Nisasta/LPO, Nisasta@MgO/LPO, Nisasta@ZnO/LPO,
Nisasta@CuO/LPO filmlerinin optimum sicakligini belirlemek icin 5 ile 90 °C araliginda her
10 °C aktivite 6l¢timii yapildi. Serbest LPO i¢in optimum sicaklik 40 °C olarak belirlenmigken,
filmlere immobilize edilen LPO i¢in optimum sicaklik 60 °C'ye kadar bir kayma gosterdi (Sekil
55). Optimum sicaklikta gozlenen artis, immobilizasyondan sonra LPO'nun serbest
hareketindeki kisitlamadan kaynaklaniyor olabilecegi diistiniilmektedir (Saleh et al. 2017 ).
Elde edilen optimum sicaklik degeri, diger arastirmacilar tarafindan da gozlemlenen degerlerle
uyumludur. Miroliaei ve ark., serbest LPO ve Con A-Sepharose 4B iizerine immobilize edilmis
LPO i¢in optimum sicakligin 45 °C oldugunu gostermistir (Mirouliaei ef al. 2019). Tenovuo ve
ark. serbest LPO igin optimum sicakligin 45 ila 50 °C arasinda oldugunu belirlerken (Tenovuo
et al. 1981), Con A-agaroz ilizerine immobilize edilmis LPO'nun maksimum aktivitesinin 50 ila

60 °C arasinda oldugunu bulmustur (Su ef al. 2012).

Sonu¢ olarak, immobilizasyon LPO'nun optimum sicakligimi 20 °C kadar
yiikseltebilmektedir. Bu durum, LPO'nun immobilizasyon sonucunda farkli bir mikroortama
maruz kalmasindan ve konformasyonel degisimlerden kaynaklanmaktadir. Bu bulgu, bu
sistemlerin biyomedikal ve biyoteknolojik uygulamalarda kullanimi i¢in O6nemli bir

parametredir.
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Sekil 57. LPO enzimi ve Nisasta/LPO, Nisasta@MgO/LPO, Nisasta@ZnO/LPO,
Nisasta@CuO/LPO filmlerinin optimum sicaklig1

Serbest ve immobilize LPO'nun termal kararliligi 60 °C’de her 10 dk’da bir aktivite
Olciilerek incelenmistir (Sekil 56). Nisasta, Nisasta@CuO, Nisasta@ZnO, Nisasta@MgO
izerine immobilize edilmis LPO, 60 °C'de 60 dakika sonra baslangic aktivitesini sirasiyla
%16,5, %19,8, %16,8, %19'unu korudugu tespit edilmistir. Buna karsilik serbest LPO, 60 °C'de
10 dakikadan sonra tamamen aktivitesini kaybetmistir. Bulgularimiz biitiin filmlerde
immobilize LPO'nun serbest LPO'dan daha fazla termal kararlilia sahip oldugunu ortaya
koymaktadir. immobilize LPO'nun termal kararliligindaki artisin nedeni nisasta filmlerine ilave
edilen nanopartikiillerin enzim i¢in yliksek yiikleme kapasitesine sahip olmasi nedeniyle
olabilir. Nanopartikiil iizerindeki fonksiyonel gruplar i¢in genis yiizey alani, genis yiizey-hacim
orant ve termal denatiirasyondan koruyan islevsellestirilmis Nisasta@(CuO, ZnO, MgO)
LPO'nun ¢ok noktali kovalent baglanmasindan kaynaklaniyor olabilir (Tang et al. 2014).
Benzer sekilde, Saleh ve ark. (2017), Fe3Os lizerinde immobilizasyondan sonra yaban turpu
peroksidazinin termal stabilitesinin iyilestigini bildirmistir (Saleh ez al. 2017). Diger ¢alismalar
da immobilizasyondan sonra iyilestirilmis termal stabiliteye dair kanitlar sunmustur (Jafary et
al. 2012; Dogac and Teke 2013 ). Benzer bir sonu¢ Shariat ve ark. ( 2018 ), GO iizerinde
immobilize edilen Laktoperoksidazin termal stabilitesinin arttigini bildirmistir (Shariat et al.

2018).

73



250 —&—LPO

—&— Nisasta@CuO/LPO
200 Nisasta@ZnO/LPO

s Nisasta@MgO/LPO
= —&— Nisasta/LPO
T 150
2
>}
X
S 100
i)
<
o

50

0
0

inkiibasyon suresi
(dk)

Sekil 58. LPO enzimi ve Nisasta/LPO, Nisasta@MgO/LPO, Nisasta@ZnO/LPO,
Nisasta@CuO/LPO filmlerinin termal karalilig1

LPO enzimi ve Nisasta/LPO, Nisasta@MgO/LPO, Nisasta@ZnO/LPO,
Nisasta@CuO/LPO filmlerinin yeniden kullanilabilirligi ve depolama kararliligi

Enzimlerin yiiksek oranda yeniden kullanilabilirligi ekonomik agidan avantajlidir ve

biyosensorlerin gelistirilmesi i¢in de 6nemlidir ( Kishore ez al. 2012 ).

Serbest enzimlerin yeniden kullanim yeteneginin olmamasi, siirekli reaksiyonlardaki
uygulamalarina yonelik en biliylik smirlamalardan biridir. Nisasta, Nisasta@CuO,
Nisasta@ZnO ve Nisasta@MgO tlizerinde hareketsizlestirilmis LPO'nun yeniden
kullanilabilirligini belirlemek i¢in 11 dongii olacak sekilde aktiviteye bakilmistir. Sekil 57°de,
Nisasta, Nisasta@CuO, Nisasta@ZnO ve Nisasta@MgO iizerinde hareketsizlestirilmis
LPO'nun 11 dongiliden sonra baslangi¢ aktivitesini sirasiyla %36,9, %53,28, 9%59,36 ve
%49,69'unu korudugunu gosterdi.

Chang ve Tang tarafindan hazirlanan bir calismada ( 2014), MNP'ler iizerinde
sabitlenmis HRP i¢in 4 tekrar kullanimdan sonra aktivitenin %85'ini korundugunu gostermistir
(Chang and Tang 2014). Movahedi ve ark. ( 2019 ), on kez kullandiktan sonra CuO
nanoparcaciklart iizerinde immobilize LPO i¢in aktivitenin %24 kaldigint1 bildirmistir(

Movahedi ef al. 2019).
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Sekil 59. LPO enzimi ve Nisasta/LPO, Nisasta@MgO/LPO, Nisasta@ZnO/LPO,
Nisasta@CuO/LPO filmlerinin yeniden kullana bilirligi

4 °C ve 25 °C'de depolama sirasinda serbest ve immobilize LPO'mun depolama
stabiliteleri her giin aktiviteleri Olgiilerek 21 giin boyunca takip edilmistir. Nisasta,
Nisasta@CuO, Nisasta@ZnO ve Nisasta@MgO iizerinde immobilize edilen LPO, 4°C ‘de 21
giin sonra baslangi¢ aktivitesini sirasiyla %28,5, %39,6, %38,92ve %34,96'sin1 korurken 25
°C'de sirastyla %27,7, %36,23, %33 ve %32,82 korudu. Serbest LPO, 7 giin sonra aktivitesini
kaybetti (Sekil 58). Sonuclar, immobilize enzimlerin, serbest enzime kiyasla daha yiiksek bir
depolama stabilitesine sahip oldugunu acikca gdstermektedir. Iyilestirilmis depolama
stabilitesi, immobilize enzimin denatlirasyon hizindaki diisis ve daha az konformasyonel
degisiklikten kaynaklaniyor oldugu diisiiniilmektedir ( Zhang et al. 2010). Benzer sekilde,
Fariba Jafary ve ark. (2012 ), Polianilin tizerinde immobilize edilen LPO depolama stabilitesini
tyilestirdigini bildirdi (Jafary et al. 2012). Baska bir calismada Movahedi ve ark. (2019 ), LPO-
CuO nanoparcaciklart {izerinde immobilizasyonunun enzimin depolama stabilitesini

artiracagini gostermistir ( Movahedi et al. 2019).
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Sekil 60. LPO enzimi ve Nisasta/LPO, Nisasta@MgO/LPO, Nisasta@ZnO/LPO,
Nisasta@CuO/LPO filmlerinin depolama kararlilig1

Nisasta/LPO, Nisasta@MgO/LPO, Nisasta@ZnO/LPO, Nisasta@CuO/LPO
filmlerinin Antibakteriyel Sonuclar:

Nisasta, Nisasta@(CuO-MgO-ZnO), Nisasta/LPO ve Nisasta@(CuO-MgO-ZnO)/LPO
filmlerinin Salmonella spp, Escherichia coli O157:H7 ATCC® 43895, Staphylococcus aureus
ATCC® 25923, Klebsiella pneumoniae ATCC® 13883, Bacillus cereus ATCC® 14579 ve
Streptococcus pyogenes ATCC® 19615 patojen bakterilerine karsi antibakteriyel etkisi
arastirildi. Bahsedilen patojen bakterilerin inhibisyon zon capi Tablo 5'de gdsterilmistir.
Ayrica, filmlerin bakteri liremesi i¢in test edilen numunelerin altinda ve c¢evresindeki

inhibisyon zon bolgeleri gorsel olarak Sekil 59'de gosterildi.

Nisasta/LPO (YA) filmi S.pyogenes, K.pneumonia ve S.aureus patojen bakterilerine
kars1 antagonistik etki gosterirken; B.cereus, Salmonella ve E coli ‘ ye kars1 herhangi bir
antagonistik etki olmadig1 gozlemlendi. Nisasta/LPO (Y A) filminin S.pyogenes, K.pneumonia
ve S.aureus patojen bakterilerine karsi gostermis oldugu antibakteriyel etkinin boyutu petride
olusan inhibisyon zon capinin Ol¢lilmesiyle belirlenmistir. Belirtilen tiirlere karsi oOlgililen

inhibisyon zon caplar1 Tablo 5’ de verildi.

Nisasta/LPO (T), Nisasta (KI) ve Nisasta (K2) filmleri hi¢bir patojen bakteri tiirlerine
kars1 antagonistik etki gostermedi. Filmleri kendi aralarinda kiyasladigimizda nisasta filmine
LPO enzimini immobilize ettikten sonra antibakteriyel etkiye sahip oldugu goriildii. Ancak
Nisasta/LPO (T) filmine, enzimi eklenmesine ragmen antibakteriyel etkiye sahip olmadi.
Bunun nedeni Nisasta/LPO (T) filminde enzim tutuklama yontemi(T) ile immobilize edildi. Bu
yontemde LPO enzimi nisasta filmi i¢inde hapsolmasindan dolay1 bakteriye ulasamadigi ve

antibakteriyel etki gosteremedigi diisiiniilmektedir.
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Literatiire bakildiginda Ortega ve arkadaslart misir nisastasinda 143, 71,5, 28,6 ve 14,3
ppm AgNP igeren filmlerin, E.coli, S.aureus, Salmonella ve Penicillium'a patojen
bakterilerine karsi antibakteriyel etkisi arastirilmis. 71,5 ppm'den daha yiiksek AgNP
konsantrasyonlar1 igeren nisasta filmlerinde E.coli ATCC 25922 ve Salmonella Spp
bakterilerinin biiylimeleri engellenmistir (Ortega et al. 2017). Peighambardoust ve grubu
hazirladiklart Ag, ZnO ve CuO nanopartikiilleri iceren nisasta (St) bazli nanokompozit
filmlerinden, St-Ag ve St-CuO ’nun E coli ve S.aureus lizerine en yiiksek antibakteriyel

aktiviteye sahip oldugunu bulmusglardir.( Peighambardoust et al. 2019).

Nisasta@ZnO/LPO (YA) filmi, B.cereus, S.pyogenes, K. pneumonia ve S.aureus patojen
bakterilerine kars1 antagonistik etki gosterirken, Salmonella ve E coli ‘ye karsi herhangi bir
antagonistik etki olmadig1 gozlemlendi. Nisasta@ZnO/LPO (T) filmi B.cereus ve S aureus
patojen bakterilerine kars1 antagonistik etki gosterirken S.pyogenes, K.pneumonia, Salmonella
ve E coli ‘ye karsi herhangi bir antagonistik etki olmadigi goriildii. Nisasta@ZnO (K1) ve
Nisasta@ZnO (K2) filmlerinin sadece S. aureus patojen bakteri tiirline kars1 antagonistik etki
gosterdi. Cinko oksit iceren nigasta filmlerinin B. cereus, S. pyogenes, K.pneumonia ve S.aureus
patojen bakterilerine kars1 gostermis oldugu antibakteriyel etkinin boyutu petride olusan
inhibisyon zon ¢apinin 6l¢iilmesiyle belirlendi. Belirtilen tiirlere kars1 dl¢iilen inhibisyon zon

caplar1 Tablo 5’ te verildi.

Filmleri kendi arasinda kiyaslayacak olursak S. aureus bakterisinde YA ve T yontemi
ile hazirlanan ¢inko oksit i¢eren nisasta filmlerindeki inhibisyon zon ¢ap1 K1 ve K2 yontemi ile
hazirlanan inhibisyon zon ¢apindan daha biiytiktiir (Tablo 5). Bu sonuctan LPO enzimi i¢eren
nisasta filmlerin daha etkili antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu sdyleyenebilir. Nisasta
(K1) filmi S.aureus patojen bakteri tiirline kars1 antagonistik etki gostermezken Nisasta@ZnO
(K1) filmi gosterdi. Bu sonug, bazi ¢alismalarda ZnO NP’ nun S. aureus bakterisine kars1 daha
etkili oldugunu bulmustur (Hu et al. 2019). Bu nedenle, hibrit pargaciklarin antimikrobiyal
aktivitesinin ZnO NP’liine bagli oldugu sonucuna varildi. ZnO nanopargaciklarinin
antimikrobiyal aktivitesinin tam mekanizmas1 heniiz anlasilamamistir. Antibakteriyel
aktivitenin ZnO partikiillerinin fotokatalitik 6zelliklerinden kaynaklandig1 yaygin olarak kabul
edilmistir (Zhang et al. 2008).

K1 ve K2 yontemiyle hazirlanan ¢inko oksit iceren nisasta filmlerini karsilastiracak
olursak K2 yonteminde filme 5S0Mm KSCN 200uL ve S0Mm H202 100uL ¢ozelti karisiminin
eklenmesi ile ZnO NP ‘niin antibakteriyel etkisinin azda olsa artirti1 diisiiniilmektedir. Ciinkii
K3 yonteminde bu ¢ozelti karigiminin herhangi bir bakteri tiirii lizerinde antibakteriyel

aktiviteye sahip olmadigi Tablo 5’te gosterildi.
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Literatiire bakildiginda Namazi ve arkadaslar1 dort farkli ZnO konsantrasyonu igeren
nisasta filmleri hazirlamislardir. Bu filmler S. aureus bakterisinde (gram-pozitif) antibakteriyel
aktivite gostermezken E.coli bakterisinde(gram-negatif) gostermistir (Namazi et al. 2018). Hu
ve arkadaslarida nisasta filmine ZnO-kitosan nanoparcaciklart dahil edip Escherichia coli (E.
coli) ve Staphylococcus aureus (S. Aureus) bakterileri lizerine mikrobiyal test yapmis ve

antibakteriyel etki gérmiislerdir. (Hu et al. 2019).

Nisasta@MgO/LPO (YA) filmi K. pneumonia ve S. aureus patojen bakterilerine kars1
antagonistik etki gosterirken B. cereus, S. pyogenes, Salmonella ve E. coli ‘ye kars1 herhangi
bir antagonistik etki olmadigi gozlemlendi. Nisasta@MgO/LPO (T) filmi S. aureus patojen
bakteri tiirline kars1 antagonistik etki gosterirken B. cereus, S. pyogenes, K. pneumonia,
Salmonella ve E coli ‘ye kars1 herhangi bir antagonistik etki olmadig1 goriildii. Nisasta@MgO
(KI) ve Nisasta@MgO (K2) filmleri hi¢bir patojen bakteri tiiriine karsi antagonistik etki
gosterdi. Bu sonuglara bakildiginda LPO enziminin filmlere immobilize edildikten sonra
antibakteriyel 6zellik kazandig1 goriildii. Nisasta@MgO/LPO (YA) ve Nisasta@MgO/LPO (T)
filmlerinin K. pneumonia ve S. aureus patojen bakterilerine kars1 gostermis oldugu
antibakteriyel etkinin boyutu petride olusan inhibisyon zonunun ¢apinin Ol¢iilmesiyle
belirlendi. Belirtilen tiirlere karsi dlciilen inhibisyon zon caplari Tablo 5° te verildi. YA
yontemi ile hazirlanan magnezyumlu nisasta filminin daha fazla antibakteriyel etkiye sahip
oldugu goriildii (Tablo 5). Bu sonuca yontem bazinda bakacak olursak yiizey adsorbsiyon

yontemi (Y A), tutuklama yonteminden daha etkili oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Literatlir caligmalarina bakildigina Hosseini ve arkadaglari nisasta filmine farkli
konsantrasyonlarda albiimin ve MgO NP ilave ederek Escherichia coli(E. coli) ve
Staphylococcus aureus (S. Aureus) bakterilerine karsi antibakteriyel etkilerini arastirmiglardir.
Bu bakterilere karsilik yaklasik 4-6 mm inhibisyon zon ¢ap1 olustugunu bulmuslardir (Hosseini
etal 2021).

Nisasta@CuO/LPO (YA) ve Nisasta@CuO/LPO (T) filmi S. pyogenes patojen bakteri
tiirline kars1 antagonistik etki gosterirken K. pneumonia, S. aureus, B. cereus, Salmonella ve E
coli ‘ye kars1 herhangi bir antagonistik etki olmadigi gézlemlendi. Nisasta@CuO (KI) ve
Nisasta@CuO (K2) filmleri higbir patojen bakteri tiirlerine kars1 antagonistik etki goriilmedi.
YA ve T yontemi ile hazirlanan bakir oksitli nigasta filmlerinin S. pyogenes patojen bakteri
tiirline kars1 gostermis oldugu antibakteriyel etkinin boyutu petride olusan inhibisyon zon
capinin dl¢iilmesiyle belirlendi. Belirtilen tiirlere karsi lgiilen inhibisyon zon ¢aplar1 Tablo 5’

te verildi. YA yontemi ile hazirlanan bakir oksitli nisasta filminin daha fazla antibakteriyel
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etkiye sahip oldugu goriildii. Bu sonuca yontem bazinda bakacak olursak adsorbsiyon yontemi

tutuklama yonteminden daha etkili oldugu sonucu goriildii.

Literatiirle karsilastirildiginda Gholamali ve arkadaslar1 oksitlenmis nisasta/PVA/CuO
biyo-nanokompozit hidrojelleri, disk difiizyon deneyleri ile Gram-negatif E. coli ve Gram-
pozitif S. aureus iizerine karsi antibakteriyel aktivitelere sahip oldugu tespit edilmistir

(Gholamali et al. 2021).

Tablo 5. Hazirlanan Filmlerin Antibakteriyel Sonuglari

Nisasta Filmleri inhibisyon Zon Cap1 (mm)
= ) »

= S S g s 3 S

3 S S S § S R R o

S = Q S s Q3 S

S S “ S §’° 2 ES S

g 2 = 2 S '§ = = 3

g N = & - ~ Q ]

¢ 3 3 5§ & 0§

<§] Q “

50Mm (KSCN-H;0,) K3 - - - - - -
Nisasta/LPO (YA) - - - 18mm 11mm 14mm
Nisasta/LPO (T) - - - - - -
Nisasta (K1) - - - - - -
Nisasta (K2) - - - - - -
Nisasta@ZnO/LPO (YA) - - 10mm 9mm I1mm 14mm
Nisasta@ZnQO/LPO (T) - - 8mm - - 12mm
Nisasta@ZnO (K1) - - - - - Tmm
Nisasta@ZnO (K2) - - - - - 9mm
Nisasta@MgO/LPO (YA) - - - - 13mm 13mm
Nisasta@MgO/LPO (T) - - - - - 9mm

Nisasta@MgO (K1) - - - - - -

Nisasta@MgO (K2) - - - - - -

Nisasta@CuO/LPO (YA) - - - 25mm - -
Nisasta@CuO/LPO (T) - - - 11mm - -
Nisasta@CuO (K1) - - - - - -
Nisasta@CuO (K2) - - - - - -

Filmlerin ¢api=5mm, Film etrafindaki ¢aptaki inhibisyon bolgesi (mm), YA: Yiizey adsorbsiyon yontemi ile LPO
enzimi yiizeye immobilize edilmistir. T: Tutuklama yontemi ile LPO enzimi yiizeye immobilize edilmistir, K1:
Nisasta@(MgO, ZnO, CuO) filmi, K2: Nisasta@(MgO, ZnO, CuO) filmine 50mM KSCN 200uL-50mM H,0,
100uL,K3:50mM KSCN 200uL-50mM H,O, 100uL.
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Sekil 61. A: Nisasta, Nisasta/LPO filmi, B: Nisasta @MgO, Nisasta @MgO/LPO film, C:
Nisasta @CuO, Nisasta @CuO/LPO film, D: Nisasta @ZnO, Nisasta @ZnO/LPO filmlerinin
Salmonella spp, B. cereus, S. pyogenes, K. pneumonia, S. aureusveE. coli ‘ye
karsi antibakteriyel aktivitesi.
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SONUCLAR

Bu ¢alismada, LPO enzimi sigir siitiinden saflastirilarak LPO’nun nigasta filmlerine
immobilizasyonu iizerine ¢aligmalar yapildi ve LPO immobilazyonu i¢in yeni ve verimi yiiksek
bir yontem bulundu. LPO enziminin nisasta filmlere immobilizasyonu i¢in yiizey adsorpsiyonu
ve tutuklama yontemi (Tablo 3 ve 4) kullanildi. FT-IR, XRD, Raman ve SEM analizleri
yapilarak biyonanofilmlerin sentezlendigi ve LPO enziminin filmler lizerine basarili bir sekilde
immobilize oldugu gosterildi. Elde edilen SEM goriintiilerinde, LPO tutuklamas1 yapilmadan
serbest nisasta filmlerinin CuO, MgO ve ZnO nanopartikiillerle (NP) homojen bir sekilde
dagildig: gosterildi. LPO enziminin ilave edilmesi sonrasinda LPO immobilizasyonun filmlerin
homojen yapisini bozdugu ve LPO'dan kaynaklanan kiiresel parcaciklar olugsdugu tespit edildi.
FT-IR spektrumlarindan, metal oksit NP'ler, nisasta ve LPO'ya ait piklerin filmlerde oldugu
goriildii. Piklerdeki kaymalar, metal oksit ve nisasta arasindaki elektrostatik etkilesimleri ve
LPO'nun immobilizasyonunu dogruladi. XRD analizleri, CuO, MgO ve ZnO NP'lerin nisasta

yiizeyinde safsizlik olmadan sentezlendigini gdsterdi.

LPO enziminin nisasta ve nigasta-metal oksit (CuO, MgO, ZnO) filmlere
immobilizasyonu i¢in belirlenen optimum pH'da (pH=6) enzim aktivitesi i¢in, optimum
sicakligin (40°C) serbest enzimle karsilastirildiginda 40°C’den 60°C’ye yiikseldigi goriildii. Bu
sonuglar, hareketsizlestirmeye bagli olarak LPO'nun kinetik parametrelerinde 6nemli bir
gelisme oldugunu gosterdi. Immobilize edilen LPO, ticari ve endiistriyel uygulamalarda serbest
enzimlere kiyasla artan termal kararlilik, depolama stabilitesi ve yeniden kullanilabilirlik

saglamaktadir.

Sentezlenen nisasta filmlerininin NP igerigi, enzim i¢in yliksek yiikleme kapasitesine
sahip olduklarin1 gdsteren genis bir yiizey alani, biiyiik yiizey-hacim orani, hareketlilik ve
yiiksek kiitle aktarimi Ozelliklerine sahip oldugu goriildii. Elde edilen bulgular, LPO'nun
Nisasta ve Nisasta@metaloksit (CuO, MgO, ZnO) filmleri iizerine immobilizasyonunun, daha
kararli enzimlerin gelistirilmesine ve enzimlerin endiistriyel uygulamalarda daha yaygin bir
sekilde kullanilmasina katkida bulunacaktir. Optimal karakterizasyon sonrasinda, hazirlanan
nisasta filmlerinin antibakteriyal aktivitesine bakildiginda ZnO igeren nisasta filmleri, Gram-

pozitif ve Gram-negatif bakteri tiirlerine kars1 daha etkili antagonistik etki gosterdigi belirlendi.
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