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OZET

BENTONIT/KITOSAN/POLI(AKRILAMID) KOMPOZITLERININ
HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU: UREAZ
IMMOBILIZASYONUNDA KULLANIMI

Serhat ONER

Yiiksek Lisans Tezi
Biyokimya Anabilim Dah
Damisman: Dog¢. Dr. Demet BAYBAS
2018, 80+xviii sayfa

Bu ¢alismanin amaci, bir hidrojel olan poliakrilamidin (PAAmM) bentonit (B) minerali
ve bir aminopolisakkarit olan kitosan (Ch) ile olusturdugu PB (poliakrilamid-
bentonit), PCh (poliakrilamid-kitosan) ve PChB (poliakrilamid-bentonit-kitosan)
kompozit adsorbanlarin hazirlanmasi, karakterizasyonu ve iireaz immobilizasyonunda

kullaniminin arastirilmasidir.

PB ve PCh kompozitleri, B ve Ch’yi siispansiyon olarak i¢eren akrilamid ¢dzeltisinde
akrilamidin bir c¢apraz baglayic1 esliginde dogrudan polimerlestirilmesiyle elde
edilmistir. PChB kompozitinin hazirlanmasinda B silispansiyonu {izerine asetik asitte
¢Oziinmiis kitosan eklenmis ve epiklorohidrin (ECH) ilave edilmistir. Olusan viskoz
slispansiyon siringa icerisine alinarak sodyum tripolifosfat (NaTTP) ¢6zeltisi bulunan
behere damlalar halinde eklenerek Ch-B boncuklari olusturulmustur. Ardil
yikamalarla saflastirilan ChB’nin PAAm ile olusturdugu PChB kompoziti PB
hazirlanmasindaki yontemle hazirlanmistir. Olusturulan kompozit yapilarin FT-IR,

XRD, TGA, DSC, SEM ve SYN analizleri kompozit olusumunu kanitlamistir.

Kompozit yapilara lireaz immobilizasyonun, derisim, zaman ve sicaklikla degisimi,
iletkenlik yontemi kullanilarak arastirilmistir. PB, PCh ve PChB’nin tek tabaka
adsorpsiyon kapasiteleri sirastyla 93, 174, 95 mg g™’dir. immobilizasyonun zamanla

degisiminin (kinetik) daha ¢ok sézde (pseudo) ikinci derece hiz modeline uydugu

Vii



regresyon degerleri (R?) ile kanitlanmistir. Sicaklikla degisimi arastirmasi tutunmanin

sicakliga bagli olmadigint géstermistir.

Kompozite immobilize edilmis tireaz aktivitelerinin substrat derisimi, pH ve sicaklikla
degisimi, serbest iireazin aktivite Olgiimleri ile kiyaslanarak degerlendirilmistir.
Olgiimlerde Berthelot yontemi kullanilmistir. Michaelis-Menten grafiginden tiiretilen
Vmax Ve Km degerleri sirasiyla, serbest enzim igin 11 {inite mg™ ve 128 mM, PB igin
11 inite mg? ve 243 mM, PCh icin 20 iinite mg? ve 104 mM, PChB igin
19 iinite mg? ve 102 mM bulunmustur. Her ii¢ kompozit ve serbest enzim igin

optimum pH ve sicaklik deneyleri yapilmustir.

Anahtar Sozciikler : Immobilizasyon, iireaz, kompozit, bentonit, kitosan,

poliakrilamid
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ABSTRACT

Master of Science

THE PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF
BENTONITE/CHITOSAN/POLY(ACRYLAMIDE) COMPOSITES: THE USE
OF UREASE IMMOBILIZATION

Serhat ONER

Cumbhuriyet University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biochemsitry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Demet BAYBAS
2018, 80+xviii pages

The objectives of this investigation is to prepare, to characterize and to investigate the
usability of urease immobilization of the composite adsorbents in combination of
polyacrylamide (PAAmM) as an hydrogel and bentonite (B) mineral, and chitosan (Ch)
as a polysaccharide; PB (polyacrylamide-bentonite), PCh (polyacrylamide-chitosan)
and (polyacrylamide-chitosan-bentonite) PChB.

The Pb and PCh composites were synthesized by the polymerization of acrylamide in
suspension of B and Ch in presence of a cross linking agent. The ChB beads were
formed by drop wise addition of this suspension in a sodium tripolyphosphate solution
by the aid of a syringe. The composite of PAAm with ChB purified by sequential
washes was then formed by the method used for PB formation. The formation of the
composites was proved by their analysis with FT-IR, XRD, TGA, DSC, SEM and
PZC.

The effect of concentration, time and temperature on urease immobilization on to the
composites was investigated by the use of conductometric technique. The monolayer
adsorption capacities of PB, PCh and PChB were composites were 93, 174 and

95 mg g in respective order. High compatibility of time dependence of urease

ix



immobilization (kinetics) to pseudo second order model was confirmed with the values
of coefficients of regression (R?). The research for temperature dependence showed

that the immobilization was not temperature dependent.

The activity dependence of urease immobilized on the composites on the substrate
(urea) concentration, pH and temperature was evaluated with reference to the activity
measured for free urease. Berthelot method was used for the measurements. The Vmax
and K values derived from Michaelis-Menten graphs were 11 unit mg™ and 128 mM
for the free enzyme, 11 unite mg™*and 243 mM for PB, 20 unit mg™ and 104 mM for
PCh, and 19 unite mg™ and 102 mM for PChB. The optimum pH and temperature tests

were performed for all three composite and free enzymes.

Keywords: Immobilization, urease, composite, bentonite, chitosan, polyacrylamide
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1. GIRIS

Enzimler, suda ¢6ziinen, biyoprosesleri katalizleyen ve biiyiik bir 6zgiinliige sahip
olan 0zgiil katalizorlerdir. Enzimler protein yapisinda biyomakromolekiiller olup,
dogal olarak yalniz canlilar tarafindan sentezlenirler ve ¢cok defa hiicre disinda da

etkinligini korurlar.

Enzim iiretiminde hammadde sorunu mikrobiyal kaynaklar sayesinde biiyiik dlgiide
¢Oziilmesine ragmen, enzimlerin izolasyonu ve saflastirilmasi oldukc¢a masrafli bir
islemdir (Telefoncu, 1997). Bununla birlikte diisiik termal kararlilik, dar pH araligi,
¢ozelti ortaminda etkili aktivite ve bir dongiliden sonra katalitik aktivite kaybi, ¢ok

sayida pratik siirecte enzimlerin kullanilmasinda en biiyiik engeldir (Jesionowski vd.,
2014).

Enzimler tepkimeler sonucunda degisime ugramamasi sebebiyle ayni enzim bir
kereden fazla kullanilabilir, ancak enzimin tepkenler ve/veya iirlinler ile birlikte ayni
ortamda bulunmasi, enzimin ¢ozeltiden ayrilmasini zorlastirmaktadir. Bu nedenle ¢ok
sayida endiistriyel analitik ve klinik islemlerde serbest enzimler substrat ¢ozeltisi ile
karistirilir ve iriin elde edildikten sonra ekonomik olarak geri kazanilamazlar. Serbest
enzimin  aktivitesini  yitirmeden  tepkime ortamindan istenilen anda
uzaklastirilamadigindan tepkime kontrolii saglanamayacak, tepkimeyi durdurmast igin
inhibitoriin katilmasi ise serbest enzim tarafindan kirletilmis olan tepkime {iriinlerine
boylece yeni bir Kirlilik unsuru eklenmis olacaktir (Telefoncu, 1997). Enzim
saflagtirma islemlerinin zor kosullar altinda ve yiliksek maliyet gerektirmesinin
yaninda sadece bir kere kullanilmalari enzimler i¢in 6nemli bir dezavantaj unsuru

olusturmaktadir.

Katalizor olarak kullanilan enzimlerin tepkime ortamindaki tiriinlerden ayrilmasinin
zorlugu, saflastirma isleminin masrafli olmasi enzim immobilizasyon yontemini
dogurmustur. Enzimlerin farkli immobilizasyon yontemleri ile immobilize edilerek
kararliliklarinin artirilmasi, tekrar kullanima olanak tanimasi ile iiretim maliyetinin
diismesinin yan1 sira enzimatik siireclerin siirekli olarak yapilabilmeleri bu yontemin

sagladig1 onemli avantajlardir.



Immobilizasyon terimi, yirminci yiizyilin basinda literatiirde ilk ortaya ¢ikmus ve
dogrudan tasiyicilara bagli enzimlere deginmistir. Giiniimiizde bu terim, hem
tastyicilar tizerindeki dogrudan immobilizasyonlari hem de ara ajanlarla desteklenen

immobilizasyonlar1 igcerecek sekilde genisletilmistir.

Enzimlerin kat1 tagtyicilara immobilizasyonu, genis bir ¢esitlilikte kimyasal ve fiziksel
yontemler kullanilarak yapilabilir. Enzim immobilizasyonu igin onerilen birgok
yontem arasinda en 6nemli ve yararli olan1 adsorpsiyon yontemidir. Adsorpsiyon,
tasiyici ile enzim arasinda olusturulan ve van der Waals kuvvetleri, iyonik etkilesimler
ve hidrojen bagini igeren fiziksel etkilesimleri kullanir. Baglanma oldukga zayiftir ve
onemli olan tipik olarak enzimin dogal yapisini degistirmemesidir. Bu, enzimin aktif
bolgelerinin inaktive olmasimi engeller ve enzimin etkinligini korumasimi saglar.
Enzim-tasiyict etkilesimlerini saglayan tasiyici tizerindeki spesifik aktif gruplarin
varligidir ve bu sayede enzim adsorbe edilir. Eger bu gruplar yoksa etkilesimler, ara

ajanlar kullanilarak saglanabilir.

Immobilizasyon isleminin uygulanmasi ve enzim se¢iminde gerekli kriterler: spesifik
kosullarda maliyet, bulunabilirlik, kararlilik ve reaktoriin tipidir. Tasiyict se¢iminde
dikkat edilmesi gereken fiziko-kimyasal parametreler ise: yiizey alani, pargacik
boyutu, gozenek yapisi ve yiizeyde bulunan fonksiyonel gruplarin tipleridir
(Jesionowski vd., 2014).

Literatiirde, enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilar, dogal ve yapay
malzemeleri igeren ¢ok genis bir yelpazeye sahiptir. Jesinowski ve arkadaslar1 (2014)
yaptiklar1 derleme yayinda, genel olarak adsorpsiyon yontemi ile enzim
immobilizasyonunda kullanilan tagiyicilarin hem organik hemde inorganik yapida
olabilecegini rapor etmistir. Caligmaya gore, en yaygin inorganik tasiyicilar; silikalar,
titanyum ve hidroksiapatittir. Buna karsin organik tasiyicilar; kitin, kitosan, seliiloz ve
alginat gibi dogal kdkenli bilesikler, sentetik bilesiklerde en ¢ok kullanilan polimerler
ve bu dogal yapilarla polimerlerin olumlu 6zelliklerinin birlestirildigi kompozitler’dir.
Basit bir literatiir tarama ile bile enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilarla
ilgili yukaridakine benzer pek ¢ok derleme ¢alismaya rastlanabilecegi gibi, cok sayida
enzim i¢in, ¢ok sayida malzemenin kullanildig1 arastirmalar da goriilebilir. Bu

calismalara 0rnekler, ilgili boliimlerde de yer almaktadir.



Ureaz (Ure amidohidrolaz; E.C. 3.5.1.5.) hidrolazlar sinifina giren iireyi amonyak ve
karbondioksite hidroliz eden nikel bagli bir metalloenzimdir. Ureaz birgok bitki, alg,
lifli mantar ve bakteride yer alir ve tabiattaki azot donglisiinde 6nemli bir rol oynar
(S6kmen vd., 2016). Ureaz protein igerigi agisindan son derece zengin olan Canavalia
ensiformis (Jack bean) bitkisinde yiiksek oranda bulunmaktadir. Jack bean iireaz (JBU)
1926 yilinda James B. Sumner tarafindan ilk kristalize edilen ve ilk kesfedilen nikel-

metalloenzimdir.

Ureaz enziminin son zamanlarda arastirmacilarin ilgi odag olmasmin nedenleri
arasinda;

e atik sulardan iire temizleme,

e biyolojik sivilarda iire miktarinin hesaplanmasi,

e yapay bobrekte tirenin kandan uzaklagtirilmasi,

e mevye suyu ve alkollii igeceklerden iirenin uzaklastirilmasi

gerekliligi ve

e diagnostik kit olarak,

e kan iire tayininde biyosensor olarak,

e gida endiistrisinde,

e Hg?" 6lciimii gibi biyoteknolojik calismalarda
kullanilmas1 sayilabilir (Tetiker, 2016).

Bu calismada kullanilan malzemelerden, Poliakrilamid-Bentonit (PB); hazirlanisi,
karakterizasyonu ve Toryum (Th) i¢in adsorban ozellikleri daha 6nce yapilan bir
doktora tezi (Baybas, 2009) kapsaminda, Poliakrilamit-Kitosan (PCh) ve
Poliakrilamit-Kitosan-Bentonit (PChB) ise benzer sekilde bir yiiksek lisans tezinde
(Eninang, 2013) yer almistir. Bu tez kapsaminda, karakterizasyon boliimii, FTIR, TG,
SEM, Sifir Yiik Noktast (SYN) analizlerinin yaninda DSC 1s1l analizleriyle
zenginlestirilmistir. Ayrica malzemelerin biyokimya alanindaki kullanimi, iireaz
immobilizasyonu arastirmalariyla ilk kez degerlendirilmistir. PB, PC ve PChB tasiyict
materyaline iireaz enzimi adsorpsiyon yontemi ile immobilize edilmis ve optimum
parametreler belirlenmistir. Immobilize edilen enzimin aktifligine etki eden sicaklik,
pH ve derisim parametrelerinin etkisi incelenmis, serbest enzimle karsilastirilmis ve

immobilize enzimin tekrar kullanilabilirligi arastirilmistir.



Bu tez kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalarin dayandigi bilimsel bilgiler ilerleyen
boliimlerde 6zet seklinde verilmistir. Yapilan ¢alismalar ile ilgili veriler ve sonuglari
tamamen Ozgiindiir, bunlarin disinda kullanilan bilgi ve veriler kaynakcalar1 ile

sunulmustur.

1.1 Enzim Immobilizasyonu

Bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunan enzimler
biyokimyasal ve kimyasal tepkimeleri katalizyen proteinlerdir. Immobilize, kelime
olarak ‘hareketi sinirlandirmak’ anlamina gelir. Immobilize enzimler adlandirilirken
daha once, ‘baglanmis enzim’, ‘suda ¢Oziinmeyen enzim’, ‘matrikse bagl enzim’,
‘tutuklanmig enzim’ gibi terimler kullamlmistir. Iimmobilize enzim ¢ergeve bir isim
olup tiim degerleri kapsarken digerleri immobilizasyon yontemlerini ifade etmektedir.
‘Immobilize enzim’ terimi 1971 yilinda yapilan 3. Biyoteknoloji Biyomiihendislik
Sempozyumu (Henniker, USA) ve 1. Enzim Miihendisligi Konferasinda tavsiye
edilmis ve bu anlam karmasasina agiklik getirilmistir (Telefoncu, 1997). Immobilize
enzim terimi; Katalitik aktivitesini muhafaza ederek, belirli bir alanda fiziksel olarak
sinirli veya yerlestirilmis olan ve tekrar tekrar kullanilabilen enzimleri ifade eder

(Brena vd., 2013).

Enzimler veya "biyokatalizorler", biyoproses teknolojisi alaninda dikkate deger bir
kesiftir. Kolayca iiretebilmeleri, faaliyetlerinde son derece 6zgiin olmalar1 ve ¢evre
dostu (yesil kimyas1) olmalar1 sayesinde; gida sanayilerinde (firincilik, siit tiriinleri,
nisasta doniistimii, mesrubat isleme vs.), tekstil endiistrisinde, kagit ve kagit hamuru
yapiminda, deterjan endiistrilerinde, saglik ve ila¢ endiistrisinde, kimyasal {iretim
sektoriinde, atik yonetimi, kirli suyun aritilmasi ve kat1 ¢oplerin aritilmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Datta vd., 2013; Ali vd, 2017). Ancak enzimlerin endiistri
uygulamalari, raf dmrii, geri kazanimi1 ve yeniden kullanilabilirligi nedeniyle etkilenir.
Ozellikle ticari 6lgekte yeniden kullanilabilirligi ekonomik anlamda &nem arz
etmektedir. Immobilizasyon islemi maliyetli bir yéntem olmasina ragmen, enzimin;
kararliligim1 korumak, ekonomik hale getirmek ve tekrar tekrar kullanabilmek igin
yaygin olarak uygulanmaktadir (Ali vd, 2017). Immobilizasyon endiistriyel
kullanimlarina ek olarak teshis, biyo-afinite kromografisi ve biyosensorlerde

uygulanmakta olan bir dizi biyoteknoloji iirlinliniin temelini olusturmaktadir (Brena
vd., 2013).



Serbest enzimlerle karsilagtirildiginda immobilize enzimler daha saglam, ¢evresel
degisikliklere dayanikli, arttirilmis kararliklari ile istenilen anda tepkime ortamindan
uzaklastirilabilir ve tekrar dongiiler i¢in kullanilabilirler. Ayrica immobilizasyondan
sonra enzimlerin, depolama kararliligi, pH ve sicaklik degisimlerine kars1 direngler
genellikle gelismektedir. (Liu vd, 2018) immobilizasyon siirekli ekonomik isleyis,
siireklilik, yiiksek yatirim/kapasite oram1 ve daha fazla saflikta iiriin geri kazanimi

saglar (Datta vd., 2013).

Immobilize enzimlerin kesfine yol acan ilk bilimsel gdzlem Nelson ve Griffin,
tarafindan 1916'da yapilmigtir. Odun komiirii veya aliminyum hidroksit gibi kati bir
destek materyalinin tizerine invertraz enzimi adsorbe edildiginde serbest enzimle ayni
aktiviteyi sergiledigini fark etmislerdir. Bu durum su anda mevcut enzim
immobilizasyon tekniklerinin gelistirilmesine yol agmistir (Homaei vd., 2013; Ahmad
ve Sardar, 2015). Immobilize enzimlerin ilk endiistriyel kullanimi ise 1966 yilinda
Chibata ve c¢alisma arkadaslar1 tarafindan sentetik rasemik D-L amino asitlerinin
¢cozlinirligi icin Aspergillus oryzae fungal aminoagilazinin immobilizasyonunu
gelistirmiglerdir (Brena vd,. 2013). 19601 yillardan bugiine kadar, enzim
immobilizasyon teknikleri konusunda 5.000'den fazla yayin ve patent yayinlanmistir
(Ahmad ve Sardar 2015). Son on yilda immobilize enzim teknolojisi klinik,
endiistriyel ve ¢evresel numunelere yonelik uygulamalarda dikkat ¢ceken bir aragtirma

alan1 haline gelmistir

Immobilize enzim sistemlerinin ana bilesenleri sunlardir: enzim, destek ve enzimin
matrise tutunma sekli. Kat1 faz, kat1 destek, tasiyici ve matris terimleri es anlamli
olarak kullanilmaktadir (Brena vd., 2013).

Immobilize enzim sistemlerinin performansinin belirlenmesinde destek secimi biiyiik
onem arz etmektedir. Ideal destek materyalinin dzellikleri arasinda; diisiik maliyet,
inertlik, fiziksel sikistirmaya direng, hidrofiliklik, biyo-uyumluluk, kararlilik, enzim
Ozgiilliigii/aktivitesini artirma, tirlin inhibisyonunu azaltma ve mikrobiyal saldirilara
kars1 direng sayilabilir (Datta vd., 2013; Brena vd., 2013). Matrislerin fiziksel
Ozellikleri (ortalama parcacik ¢api, sisme davranisi, mekanik mukavemet, sikigtirma
davranig1 gibi) arasinda ozellikle gézenek parametreleri ve parcacik boyutu toplam

yiizey alanini belirler ve bu nedenle enzimlerin baglanma kapasitesini kritik olarak
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etkiler (Brena vd, 2013). Yiksek yiizey alani sayesinde enzimlerin daha verimli
sekilde yliklenmesine izin vermesi ve enzimin c¢evre kosullarindan korunmasi
sebebiyle gozenekli destekler gbzeneksiz desteklere gére daha ¢ok tercih edilir
(Kunduru vd., 2017).

Enzim destekleri organik ve inorganik destek olmak iizere iki tipe ayrilir. Organik
destekler; polisakkaritler, dekstranlar, seliiloz, agar, agaroz, kitin, aljinat, Kitin,
kitosan, kollajen, karajenan, jelatin, nisasta, pektin, sefaroz, proteinler, kollajen ve
alblimiin gibi dogal polimerler ya da polistiren (PS), poliakrilamid (PAM),
polimmetilakrilat, poliamid gibi sentetik polimerler olabilir. inorganik destekler
arasinda dogal mineraller, bentonit, silika, zeolitler, seramik, selit, silika, aktif karbon,
mangal komiirii, cam (gozeneksiz ve kontrollii gozenekli), metaller ve kontrollii

gbzenekli metal oksitler sayilabilir (Brena vd., 2013; Datta vd., 2013).

Inorganik tasryicilarin bircok avantajma (Srnegin fiziksel, kimyasal ve mikrobiyel
bozunmaya kars1 yiiksek kararlilik) sahip olmasina ragmen, endiistriyel uygulamalarin
cogu organik desteklerle gerceklestirilir. Hidrofilik karakter, immobilize enzimin

aktivite diizeyini belirleyen en 6nemli faktorlerden biridir.

Organik destek materyali ‘agaroz’ yaygin olarak kullanilan miitkemmel bir destektir.
Proteinler igin agaroz gozenekli yapisi sayesinde yiiksek bir kapasiteye sahiptir. Bunun
yanisira hidrofilik karakter, kolay tiirevlenme, yiiklii gruplarin yoklugu (substrat ve
tirlinlerin adsorpsiyonunu engelleyen) ve ticari elverisliligi bazi 6nemli avantajlaridir.
Ancak agaroz yiiksek maliyetlidir. Bu problemi ortadan kaldirmak igin desteklerin
yenilenmesine ve yeniden kullanilmasina yonelik tersine gevrilebilir immobilizasyon

yontemleri gelistirilmistir (Brena vd., 2013).

1.2 Enzim Immobilizasyon Yéntemleri

Enzim immobilizasyon yontemleri farkli sekillerde siniflandirilabilir. Genel anlamda
enzimler ve destek tasiyicilar arasinda etkilesimlere gore fiziksel ve kimyasal
yontemler olarak ikiye ayrilabilir. Adsorpsiyon ve yakalama, enzim destek tastyicilar
arasinda kovalent etkilesimlerin olmadigi fiziksel yontemlere dahil edilirken, kovalent
baglanma ve ¢apraz baglama kimyasal yontemlere aittir. Baz1 durumlarda enzimlerin
immobilizasyonu i¢in ¢oklu enzim-destek etkilesimleri kullanilir (Liu vd, 2018).

Enzim immobilizasyon yontemleri Sekil 1.1 ve Sekil 1.2°de gosterilmistir.
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Sekil 1.1 Enzim immobilizasyon yontemleri (Liu vd, 2018)
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Sekil 1.2 Enzim immobilizasyonu i¢in farkli yontemlerin sematik gosterimi

3

(a) Kovalent Baglama, (b) Tutuklama, (¢) Kapsiilleme ve
(d) Capraz baglama (Kunduru vd., 2017)

1.2.1 Fiziksel Yontemler

1.2.1.1 Adsorpsiyon
“Adsorpsiyon” terimi, karismayan iki faz birbiri arasinda etkilestirildiginde iki faz

arasindaki yiizeyde veya ara yiizeyde (kati ylizeyinde) y18in derisimine gore artisi
seklinde tanimlanabilir. Yiizeyde tutunan maddeye ‘“adsorplanan madde” veya
“adsorbat” adsorplayici faz ise “adsorban” olarak adlandirilir. Adsorpsiyon yiizeye
baglanmanin tiirtine gore; fiziksel, kimyasal ve iyon degisimi (elektrostatik etkilesim)

olmak {izere li¢ grupta siniflandirilir. Adsorplanan ile adsorplayicinin arasindaki polar
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etkilesimlere bagh van der Waals kuvvetleri ile olusuyorsa fiziksel, aktif merkezler
arasinda yik aktarimi varsa kimyasal, Coulomb elektrostatik etkilesimlerle

saglaniyorsa iyonik adsorpsiyon olarak tanimlanir. (Baybas, 2009; Aslan, 2015).

Etkin kullanima elverigli bir kat1 adsorban, yiiksek yiizey alan1 veya gézenekli yapiya
ve gozenek agina sahip olmalidir. Hem kiigiik gozenekli hemde yeterince gozenek
sayisina sahip olan iyi bir kati adsorban; kimyasal, petrokimysal, biyokimyasal,

biyolojik ve biyomedikal endiistrilerde yaygin sekilde kullanilir (Baybas, 2009).

Adsorpsiyon Izotermleri: Adsorpsiyon izotermleri, adsorplanan tiir miktarinin sabit

sicaklikta adsorpsiyon etiklerinden (derisim, pH gibi) birine bagli degisimini ifade
eden egrilerdir. Adsorbanin adsorpsiyon etkisine bagli olarak adsorpsiyon izotermleri,
‘adsorpsiyon kapasitesi’ ‘adsorpsiyon enerjisi’ ve ‘adsorpsiyon tiirii’ gibi 6nemli
bilgiler saglar (Aslan, 2015). Adsorpsiyon izotermlerini, Giles ve digerleri tarafindan
izotermin baslangicinda goriilen biikiilmenin dogasina gore S, L, H ve C tip olarak
dort temel sinifa ayirmiglardir. Giles adsorpsiyon izotermleri Sekil 1.3’de verilmistir

(Giles vd., 1973; Baybas, 2009; Aslan, 2015).

S L H C

— | —

Adsorplanan miktar (mol kg?)

Adsorbat denge basinci (atm)/derisimi (mol L)

Sekil 1.3 Giles izoterm modelleri (Aslan, 2015)

Adsorpsiyon siiregleri, sabit sicaklikta adsorpsiyonun derisimle degisimi sonucu elde
edilen matematiksel verilerin degerlendirilmelerine dayali modellerle agiklanir.
Adsorpsiyon izotermleri i¢in 6nerilen matematiksel modellerden bazilari; Langmuir,
Freundlich, Dubinin—Radushkevich, Temkin, Toth, Redlich-Peterson ve Brunauer-
Emmett-Teller (BET) izotermleridir (Foo ve Hameed, 2010). Langmuir ve Freundlich

izotermleri digerlerine gore daha ¢ok kullanilmaktadir.



Langmur izoterm modeli asagidaki varsayimlara dayanir;
1. Yiizeyde adsorplanan molekiiller tek tabaka halinde adsorplanir.
2. Adsorban homojendir, ylizeyin her yerinde adsorpsiyon enerjisi aynidir.
3. Yiizeyde adsorplanan atom ya da molekiiller yer yer adsorplanir ve
adsorplanan maddeler arasinda etkilesimler olmaz.
4. Her bir aktif merkez sadece bir tek atom ya da molekiil igerir (Baybas, 2009;
Aslan, 2015).

Freundlich izoterm modeli ise; tek tabakanin olusumuyla siirli olmayan ideal ve geri
doniistimlii adsorpsiyonu tanimlayan varsayimdir. Bu tip izotermde, adsorban
tarafindan adsorplanan madde miktar1 6nce derisim veya basingla hizla artmakta daha
sonra kati yiizeyinin adsorplanan madde ile doymasiyla daha yavas bir artis
gostermektedir. Bu izoterm, oOzellikle organik bilesikler veya aktif karbon ve
molekiiler elekler iizerindeki yiiksek etkilesimli tiirler igin heterojen sistemlerde

yaygin olarak kullanilmaktadir (Foo ve Hameed, 2010).

Adsorpsiyon, enzim immbilizasyonunda en eski basit ve kullanisli bir yontemdir. Bu
yontemde; enzim tasiyici tizerine fiziksel etkilesimleri (van der Waals kuvvetleri,
iyonik etkilesimleri ve hidrojen baglart) kullanarak baglanir. Uygun bir ¢ozelti iginde
¢Oziinmiis halde bulunan enzim, destek ile belli bir siire etkilestirilerek enzimin
destege tutturulmast ile saglanir. Baglanmanin oldukga zayif olmasi sayesinde enzimin
dogal yapisini degistirmez. Bu enzimin aktif bolgelerinin rahatsiz edilmesini engeller
ve enzimin etkinligini muhafaza eder. Adsorpsiyon ortaminin kosullari, enzimin
fizyolojik kosullarina ¢ok yakin olarak diizenlendiginde, aktivite kaybi oldukca
digiiktiir. Enzim-tasiyict etkilesimlerinin iretilmesini saglayan tasiyici tizerindeki
spesifik aktif gruplarin varlig1 sayesinde enzim adsorbe edilir. Eger yoksa etkilesimler,
ara ajanlar uygulayarak ayarlanabilir (Sekil 1.4). Immobilize edilen enzimde hemen
hemen higbir kimyasal degisiklik olmaz. Ciinkii destek materyali ile kimyasal bir
etkilesim olmamaktadir. Bu avantajlarin yaninda optimum kosullarin saglanma
giicliigii ve enzimle destek arasinda zayif bir ¢gekim varsa enzimin desorpsiyonu ile
irtin  kirlenmesi gibi dezavantajlar da s6z konusu olabilir (Telefoncu, 1997

Jesionowski vd., 2014).

Immobilizasyon teknikleri arasinda, yiiksek bir ticari potansiyele sahip olmasi, yiiksek

katalitik aktiviteleri muhafaza edebilmesi daha basit ve ucuz olmasi nedeniyle
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adsorpsiyon diger yontemlere gore daha ¢ok tercih edilir (Bayramoglu vd., 2005).
Ozellikle bu ydntem; enzim-destek arasinda etkilesimler zayif oldugundan, enzim
aktivitesinin azalmasi halinde destek iizerinden enzim desorbe edilerek destek

materyalinin tekrar tekrar kullanilmasina olanak saglar.

Sekil 1.4 Adsorpsiyonla enzim immobilizasyonu (Jesionowski vd., 2014)

0 il

Coziintir dekstranlar @

Poli(vinil alkol) K 1
Poli(oksietilen glikol) ’ \
Silika
T @ | Silika jeli
Metal oksitler
’ Silisli toprak
Poliakrilamid Kitin Hidroksiapatit
Politiretan Kitosan Kordiyerit
Polipropilen Nisasta Gozenekli cam
Polistiren Aljinat Titanyum
Silikonlar Kolajen
Iyon degisimi Karragenan
Recineler Seliiloz
Epoksi regineler Agar-Agar
Zeolitler

Sekil 1.5 Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilarin siiflandirilmasi

(Jesionowski vd., 2014)

Anorganik Tasiyicilar

Adsorpsiyon ile enzimlerin immobilizasyonu i¢in kullanilan birgok anorganik
tasiyicilar arasinda, silikalar en dikkat ¢ekenidir. Genellikle enzim immobilizasyonu
icin gozenekli yapilariyla SBA-15, MUCH, MCM-41 ve FDU-12 kullanilir. Silika

matrisleri gdzenek biiyilikliigii ve yapisi bakimindan farklilik gosterirler. Yaygin olarak
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kullanilan diger silika tasiyicilar ise silis jelleridir. Gozenekli yapilari, ylizey alanlari,
yiiksek mekanik mukaveti ve termal kararliliklar1 gelismistir. Immobilizasyonda
kullanilan diger silis tiirleri; vesikiiler silika ve fiime silikalardir. Enzimlerin silikalara
olan ilgisini artirmak i¢in matrislerin polimerler ile modifikasyonlar1 gelistirilebilir.

Boylelikle immobilize edilen enzim miktar: 2-3 kat artirilabilir.

Altin ¢ok az ¢oOzlniir ama kolayca sekilledirilebilmesi ve istenilen forma
dontstiiriilmesi sebebiyle bir tasiyict olarak kullanibilir. Altin bazinda yapilan
materyaller esas olarak biyosensorlere monte edilen elektrotlarda kullanilir, fakat
bunlar ayn1 zamanda seliilozun biyo bozunmasinda da kullanilabilirler. Altin enzim
adsorpsiyonunda, nanopartikiiller, altin katkili manyetik silika nanopartikiiller ve

nanotiipler seklinde kullanilir.

Enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan bir baska anorganik tasiyici, titanya sol-jel
filmidir. Titanyum dioksit, yiiksek erime noktasi ve iyi adsorpsiyon parametreleri olan

beyaz bir katidir.

Zirkonyum yiiksek erime noktasi ve kimyasal dirence sahip beyaz bir kristal katidir.
Nanopargaciklar, katmanli y-zirkonyum ve saf halde kullanildiginda, enzim

immobilizasyonu i¢in cazip hale gelmektedir (Jesionowski vd., 2014).

Hidroksiapatit diger tasiyici destek materyali olarak kullanilan kalsiyum, fosfor,
oksijen ve hidrojenden olusan bir mineraldir. Kemik dokusunda, diglerin mine ve
dentin tabakasinda bulunan ve kimyasal olarak da sentezlenebilen hidroksiapatit,
biyoaktif yapida olan ve yiiksek biyouyumluk gosteren biyomateryaldir. Cok ¢esitli
tepkime kosullarina kars1 yiiksek direng gosterir. Toz halinde bir kat1 veya seramik
hidroksiapatit olarak kullanildiginda tiim enzimleri pratik olarak adsorbe edilbilmesi

en 6nemli avatajidir (Jesionowski vd., 2014; Aslan, 2015).

Dis tabakalar arasindaki yilizeylerde yer alan yogun miktardaki aktif merkezleri
sayesinde bentonit iyi bir destek materyali olarak kullanilir. Suda ¢dziinmez ancak
kolayca sismesi sayesinde enzimlerin sulu ortamlarinda kullanilabilir. Diizenli yapilart
ve secicl adsorban 6zellik gostermelerine ragmen, sicaklik ve elekrolitin degistigi
ortamlarda bentonit parcaciklarinin topaklanmasi (agregasyonu) destek materyali
olarak kullanilmasinda dezavantaj unsuru olusturur (Baybas, 2009; Jesionowski vd.,

2014).
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Sekil 1.6 Bentonitin Yapisi (http://www.imerys-additivesformetallurgy.com/our-

resources/bentonite/)

Zeolitler, iyi tamimlanmis yapilara ve sekil segici 6zelliklere sahip olan ve molekiiler
adsorpsiyonda yaygin olarak kullanilan mikro gozenekli kristal yapiya sahip katilardir.
Sulu ¢ozelti iginde sisen ya da ¢ozenen yapiya sahip degillerdir. Kristal yapilar1 ve
diizgiin dagilmis gozenekleri sayesinde sadece belirli biiyiikliikteki yapilarin
gbzeneklerine girmesine izin verirler. Segici davranmalari nedeniyle “molekiiler elek”

olarak da bilinirler (Baybas, 2009; Datta vd., 2013).

Yukarida belirtilen destek materyallerine ilaveten enzim destek tasiyicisi olarak
alimiinyim jel, aliminyum, halloysit, mika, aktif karbon, mangal komiiri, selit,

seramik, ve cam sayilabilir (Datta vd., 2013; Jesionowski vd., 2014).

Organik Tasiyicilar

Enzim adsorpsiyonu i¢in organik tasiyicilar arasinda 6zel bir ilgi kitosandir. Kitosan,
kitin’in deasetilasyonu ile elde edilen bir polisakkarittir. Kitosan, membranlar,
boncuklar, nanopartikiiller, lifler, i¢i bos elyaflar veya siingerler gibi farkli geometrik
yapilarda kolayca hazirlanabilen toksik olmayan, biyouyumlu ve jel olusturucu
katyonik bir bilesiktir. Son zamanlarda kitosan, tibbi ve biyomedikal alanlarda timit
vaat eden bir polimer oldugu bildirilmistir. Ucuz, inert, hidrofilik, biyouyumlu bir
destek olmasi nedeniyle enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilar arasinda
cazip hale gelmistir (Cetinus ve Oztop, 2003; Jesionowski vd., 2014). Cetinus ve
Oztop, katalaz immobilizasyonunda kitosan filmler (2000) ve ¢apraz bagh kitosan
boncuklar kullanmislardir (Cetinus ve Oztop, 2000; Cetinus ve Oztop, 2003).
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Sekil 1.7 Kitosanin Yapisi (Yildiz ve Yanginlar, 2014)

Yaygin olarak kullanilan diger organik bilesik, kalsiyum aljinattir. Kahverengi alglerin
hiicre duvarindan elde edilen alijinat alginik asidin kalsiyum, magnezyum ve sodyum
tuzlaridir. Alijinat, ¢ekici jel olusturma, derisik hale getirme ve kararli hale getirme
gibi ozellikleri sunan bir anyonik polisakkarittir. Yeniden kullanilabilirligi olan
ksantan-aljinat boncuklar, aljinat-poliakrilamid jeller ve kalsiyum aljinat boncuklar

immobilizasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Alternatif olarak organik tastyici selillozdur. Dogal kaynakli, glukoz molekiillerinden
yapitlmistir bir polisakkarittir. Endiistriyel Olcekte seliiloz ahsaptan elde edilir.
Genellikle renksiz seliiloz asetat formunda kullanilir. Suda ¢dziinmeyen, termoplastik
fakat sert yanici bir polimerdir. Bu en bol dogal polimer, mantar lakkazi, penisilin G
asilaz,  glukoamilaz, «-amilaz, tirozinaz, lipaz ve  P-galaktosidazin
immobilizasyonunda yayin olarak kullanilmaktadir (Datta vd., 2013; Jesionowski vd.,
2014).

Genellikle niikleik asitlerin ayrilmasi i¢in uygulanan bir polisakkarit olan agaroz jel,
morfolojik yapis1 ve yararl adsorpsiyon 6zelliklerinden 6tiirli enzim immobilizasyonu

icin de kullanilir (Jesionowski vd., 2014).

Enzim adsorpsiyonu i¢in organik tastyicilar arasinda dogal halde bulunan diger destek
materyalleri; Kollajen, karagenan, jelatin, nisasta, pektin, ve sepharose sayilabilir
(Datta vd., 2013).

Dogal polimerlere ek olarak, sentetik polimerler enzim tasiyicilarinin genis ve cesitli
bir grup olusturmaktadir. Dogal matrislerin bazi enzimlere olan ilgilerinin zayif olmasi
ve islem kosullarindaki diisiik dayanikliklar1 nedeniyle uygulamalari sinirlamaktadir.

Sentetik polimer matrisleri enzim adsorpsiyonun i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
13



Cilinkii istenilen 6zelliklere uygun polimerler tasarlanabilir ya da polimer kompozitler
hazirlanarak adapte edilebilirler. Dahasi iiretimi nispeten kolay ve hizlidir. Ozellikle

sentetik polimer matrisler yiiksek termal ve kimyasal direng gosterirler (Jesionowski
vd., 2014).

Yaygin olarak kullanilan sentetik polimerden biri de Poliakrilamittir (PAAm).
Poliakrilamit (PAAm) akrilamit monomerinin ¢apraz baglanmasiyla elde edilen bir
polimerdir. Capraz bagli olmasi sayesinde yiiksek su tutabilen ve absorpladig: suyu jel
biinyesinden esit olarak dagitabilen bir hidrojeldir. Poliakrilamit (PAAm); islevsel
acidan asal (inert) olmasi ve hidrojel polimer olmasi nedeniyle kompozitlerle
rahatlikla kullanilabilir. Ayrica jel elektroforezinde, yumusak kontak lenslerin
yapiminda ve (derialt1) dolgu maddesi olarakda kullanilmaktadir (Baybas 2009; Aslan,
2015).

CH,
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I I I=° I .

—0
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|

—CH—CH,—CH—CH.—CH—CH;, —CH—CH,—

—0
I

Poliakrilamit

Sekil 1.8 Poliakrilamit Polimerizasyonu (http://www.bio-rad.com/en-tr/applications-

technologies/introduction-polyacrylamide-gels?ID=LUSPBRM5B)
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Enzim tasiyicilari olarak en ¢ok kullanilan sentetik polimeler; poli(vinil alkol) (PVA),
capraz bagli poli(vinil alkol), poli(N-metiloakrilamid), polipropilen, kopiik halindeki
polistiren, poli (akrilik asit-ko-akrilamid), hidrotalsit nanokompozit hidrojelleri,
poli(hidroksibutirat) nanopartikiiller, poli(akrilonitril) (PAN), Polistiren (PS) ve
Poliamid (PA) sayilabilir (Jesionowski vd., 2014).

Yiizey Degistirici Ajanlar

Bir enzimin kat1 bir tagiyici lizerinde adsorbe edilebilmesi i¢in gereken sart, enzim ve
tastyicinin yiizeyi tizerinde spesifik fonksiyonel gruplarin varligidir. Bu gruplar yok
oldugunda, tasiyic1 bir kimyasal modifikasyona tabi tutulur. Bunlar enzim-tasiyici
baglanmasi igin yeterince gii¢lii etkilesimleri ortaya ¢ikartmaktadir. Modifiye edici
maddenin molekiiliinde en az iki reaktif grup bulunmalidir ve fiziksel olarak enzimle
etkilesime girmesi icin tasiyiciya kimyasal olarak kenetlenmesinin saglamasi gerekir.
Bu kosulu karsilayan tipik bilesikler, iki fonksiyonlu karbonil bilesikleridir. Bunlarin

arasinda glutaraldehit en yaygin olanidir.

Glutaraldehit bir dezenfektan ve koruyucu olarak kullanilir. Bakterilere mantarlara ve
proteinlere yiiksek afiniteye sahip olmasi nedeniyle iyi bir enzim yiizey degistirici
ajandir. Ayrica bes atomlu zinciri sayesinde enzimler i¢in bir ara yer islevi goriir ve bu
da aktif bolgelerin substratlar igin kolay erisilebilir olmasini saglar. Glutaraldehit ile
modifiye edilmis silika yiizeyine lipaz enzim immobilizasyonu Sekil 1.6’da

gosterilmistir.

" y 5% ¥ ;‘
HO OH ”\\z
HO OH
HO OH - - -
Silika Glutaraldehit Lipaz Enzimi
Immobilizasyon
Sonras1
l o
N A IN Sonic s \P“c )
NP N / | YL e
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HO OH / \ H il
\ N £
HO\ Olititin, H Pe)
HO —OH
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Sekil 1.9 Glutaraldehit ile modifiye edilmis silika yiizeyine lipaz enzim

immobilizasyonu (Jesionowski vd., 2014)
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Enzim adsorpsiyonu igin sik¢a kullanilan bilesikler arasinda silanlar (3-
aminopropitrimetoksisilan, 3-aminoproiltrietoksisilan, merkaptopropiltrimetoksisilan,
n-oktiltrietoksisilan, feniltrimetoksisilan, viniltrimetoksisilan ve 3-
(trimetoksisil)propil oktadesil di metil amonyum kloriir), polimerler (polietilenimin,
polistirenden, poli(stiren sulfonat) ve akrilonitrilkopolimer), aminler (dietilamin,
dietilaminoetil (DEAE), agaroz jel ve monoaminometil-N-aminoetil) ve karboksilik

asitler (erusik asit, itakonik asit) sayilabilir (Jesionowski vd., 2014).

1.2.1.2 Tutuklama

Bu yontemde temel prensip belirli bir ortamda enzim molekiillerini hapsetmektir.
Boylece enzimler bulundugu ortamdan disar1 ¢ikamazlar (Telefoncu, 1997).
Enzimlerin topaklanma (agregasyonu) egilimi gostermesi nedeniyle Kkatalatik
aktvitelerini azalttigi durumlarda bu yontem kullanilir. Tutuklama yontemi diisiik
maliyetli polimerik aglarda enzimlerin tutuklandigi bir immobilizasyon yontemidir.
Bu yontemde enzimler aglarda tutularak ayrigmalart azaltilir. Boylece daha kararli
halde bulunan enzimler sabit kalirken substratlarin ve iiriinlerin gegmesi saglanir.
Enzimler jel/fiber veya mikrokapsiilleme ile immobilize edilirler. Enzim ve destek
matrisleri arasinda kovalent baglanma bulunmadigindan enzim aktif bélgeleri rahatsiz
edilmez bdylece bu yontemle immobilize edilen enzimler yiiksek katalitik aktivite
gosterirler. Bununla birlikte yiiksek difiizyon bariyerleri makro molekiiler substratlarin
aglardan gegmesini Onler ki bu da bu teknigin bir dezavantajidir. Polimerek aglarda
ttkanmanin yani1 sira metal organik cergeveler (MOF) son zamanlarda enzimleri
gommek icin gelistirilmistir. Bu yontemde diger destek materyalleri olarak kitosan,
kalsiyum aljinat, kollajen, seliiloz triasetat, poliakrilamid, jelatin, agar, silikon kauguk,

polivinilalkol ve polivinilalkol tanecikleri sayilabilir (Liu vd., 2018).

1.2.2 Kimyasal Yontemler

1.2.2.1 Kovalent Baglama

Kovalent baglama enzim immobilizasyonu igin geleneksel bir yontemdir. Bu
yontemde kovalent baglar, destek materyalleri ile enzim zincirinceki aminoasitlerin
tasidigr fonksiyonel gruplar {izerinden ger¢eklesmektedir (Giilesci, 2013; Liu vd.,
2018). Yaygmn olarak amid, eter, tiyoeter veya karbomat baglari ile enzim destege
immobilize edilir. Kovalent baglarin dogasi geregi enzim molekiilii ile ve destek

materyalleri arasindaki bagin kararli olmasiyla enzimler destek materyallerinden kolay
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ayrilmas1 miimkiin degildir. Bu yiizden enzim immobilizasyonunda yaygin olarak
kovalent baglama yontemi kullanilir. Burada dikkat edilmesi gereken en 6nemli nokta,
baglanmanin enzim aktif bolgesinden olmamasi ve baglama esnasinda sterik
engellemeler nedeni ile bu gruplarin rahatsiz edilmemesi gerekir. Kovalent bagin
dogas1 geregi enzimatik aktivite bozuldugunda destegin enzimle birlikte atilmasi
gerekir. Bu da bu yontemin geri dontsiimsiiz sekilde bir defaya mahsus destek
materyallerinin kullanilmasina yol agar ki maliyetli bir islemdir (Brena vd., 2013). Bu
yontemle capraz baglama yontemi bir arada kullanilarak baglanmanin daha kararh

hale gelmesi saglanilabilir (Giilesci, 2013; Liu vd., 2018).

Kovalent baglama yontemiyle enzim immobilizasyonunda destek materyali olarak
inorganik ve organik yapida bir¢ok dogal ve yapay materyaller kullanilir. Kullanilacak
destek materyali suda c¢oziinmemeli, suda i1slanabilmeli ve mekanik etkilere karsi
dayanikli olmalidir. Enzim-tasiyict baginin aktivite i¢in zorunlu gruplar iizerinden
olmamamisinin yaninda tasiyicinin enzim tarafindan parcalanmamasi, pH ve

¢ozgenlere karsi dayanikli olmasi gibi 6zellikler dikkate alinmalidir (Telefoncu, 1997).

1.2.2.1 Capraz Baglama

Molekiiller arasi tepkimelere dayanarak, enzimler iki veya ¢oklu fonksiyonel gruplari
olan reaktifler kullanilarak destek materyallerine g¢apraz baglanir. Bu yontem
enzimlerin kararlilig1 artirmak ve yeniden kullanilabilirligine olanak saglamak i¢in
enzimler destek materyallerine kovalent baglarla saglam bir sekilde sabitlenmistir.
Bununla birlikte enzimler ¢apraz baglama islemi sirasinda katalitik aktivitelerini

kaybedebilirler (Liu vd., 2018).

En ¢ok kullanilan baglama reaktifleri; Glutaraldehid, izosiyanat, N, N’ bis maleimit,
klorformat karbonildiimidazol, heterosiklik halojentirler, bioksiranlar, divilsulfonlar,
p-benzokinon, transizyon metal iyonlar1 ve epiklorhidrinlerdir. Bunlar arasinda

glutaraldehid en yaygin olarak kullanilir (Telefoncu, 1997; Liu vd., 2018).

Geleneksel capraz baglama metoduyla enzim immobilizasyon yontemlerinden biraz
farkli olarak ¢apraz baglanmis enzim agregatlart (CLEA) son zamanlarda
kullanilmaya baslanmistir. CLEA'lar, enzim molekiilleri arasindaki ¢apraz baglanma

yoluyla ¢ok noktaya eklemeye dayanmaktadir. CLEA'larin penisilin asilazlar, lipazlar,
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lakkazlar ve yabanturpu peroksidaz gibi genis bir araliktaki enzimlerin basarilt bir

sekilde immobilizasyonu saglanmistir. (Brena vd., 2013).

1.3 Ureaz Enzimi ve Ozellikleri

Ureaz hidrolazlar siifina giren nikel bagl bir metalloenzimdir. Enzimoloji de énemli
bir yere sahip olan iireaz, 1926 yilinda James B. Sumner tarafindan fasulye (Canavalia
ensiformis) tohumundan ilk defa kristallestirilen enzimdir. Boylece ilk defa bir enzim
saf olarak elde edilmis ve enzimlerin protein yapisinda olduklari kesin olarak
kanitlanmistir. Enzimlerin substrat1 aktive etmek ve tepkimeye su saglamak i¢in aktif
bolgelerinde metal iyonlart bulundururlar. Bu grup igerisinde {ireazlar, aktif
bolgelerinde nikel iyonu bulundurmalari agisindan diger diniikleer metalloenzimler

arasinda tektir (Teke, 2008; Acar, 2009; Giilesci, 2013; Tetiker, 2016).

Uluslararas1 Biyokimya Birligi (U.B. International Union Biochemistry ) 1961 yilinda
aldig1 karar ve 1972 yilinda yaptigi1 diizenlemeyle, iireaz enzimi E.C.3.5.1.5. olarak
kodlanmistir. Bu siralamaya gore; ‘3’: Tip no: hidrolaz sinifi bir enzim, ‘5°:Grup no:
C-N baglarina etkili olan amidaz grubu, ‘1’: Alt grup no: agilamidaz oldugu, ‘5’:
Sistematik ad: Enzimin sistematik adinin “iire aminohidrolaz” oldugunu gosterir
(Gtilesci, 2013; Tetiker, 2016).
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Sekil 1.10 Ureaz tepkimesi (Teke, 2008)

Normalde iire hidrolizi yavas gergeklesen bir tepkimedir. Ureaz olmadan gerceklesen
tepkimelerde meydana gelen iiriinler amonyak ve siyaniirik asittir. Ureaz enzimi
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varliginda ise gergeklesen tepkimelerde olusan iiriinler amonyak ve karbonik asittir.
Son basamakta karbonik asit kendiliginden pargalanarak karbondioksit ve amonyaga

doniisir (Giilesci, 2013).

Ureazin temel islevi, iireyi amonyak ve karbondioksite pargalayarak organizmalarin
bu iiriinleri azot kaynag: olarak kullanmasimi saglamaktir. Uriin olarak elde edilen

amonyak ayrica topraktaki mikroorganizmalar ve bitkiler tarafindan da kullanilir
(Tetiker, 2016).

Ureaz inhibitdleri arasinda; amidler, fosforik asit esterleri, tiyoller, hidroksamik
asitler, fosfinik ve tiyofosfinik asitler, borik ve boronik asitler, fosfat, agir metal

iyonlar1, bizmut bilesikleri, kinonlar ve floriir sayilabilir. (Krajewska, 2016).

1.3.1 Ureaz Enziminin Molekiil Yapisi

Ureazlar bulunduklari canl siifina gore farkli kuaterner yap1 gdstermelerine ragmen
benzer kataliz mekanizmalarina sahiptirler. Enzimde alfa, beta, gama olarak
adlandirilan 3 alt birim bulunur ve aktif merkezler alfa alt biriminde bulunur. Enzimin
aktif merkezinde iki nikel iyonu bulunur. Nikel iyonlari enzim aktivasyonunda énemli
rol oynadig1 ve reaksiyonun bu nikel iyonlarinin farkli gorevleri yoluyla gerceklestigi
diisiiniilmektedir. Ureaza bagl nikel iyonlarindan bir tanesi iireyi baglayarak, digeri

ise niikleofilik su molekiiliinii baglayarak aktiflestirir (Giilesci 2013; Tetiker, 2016).

Sekil 1.11 Ureaz enzimin ii¢ boyutlu yapis1 (Tetiker, 2016)

Ureaz enzimi iceren kaynaklardan bazilar1 asagidaki gibidir;
1. Bitkisel Kaynakh Ureazlar, Ureaz enzimi 6zellikle baklagillerden (soya

fastilyesi, misir, nohut, findik, meksika fasiilyesi ve kavun ¢ekirdegi) elde
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edilir. Bitkisel kaynaklardan izole edilen enzimler kullanilan organik
coziiciiler, sicaklik ve pH gibi etkilerden dolayi, diisiik kararliliga sahiptir ve
aktivitelerini hizlica  kaybederler.  Bitkilerde iireaz enzimi azot
biyoyararlaniminda ve bitkiyi patojen organizmalara karsi korumada rol oynar.
Ure giibre olarak bitkilere verildiginde iireaz enzimi sayesinde bitkiler
tarafindan rahatlikla kullanilabilir. Ayrica iire diinyada en fazla kullanilan azot
giibresi oldugundan, iirenin enzimatik hidrolizi tarimsal agidan Gnem arz
etmektedir. Soya fasulyesinden elde edilen Canavalia ensiformis,

biyokimyasal olarak en iyi karakterize edilen {ireazdir (Tetiker, 2016).

Bakteriyel Ureazlar; Onemli iireaz pozitif bakteriler arasinda; Helicobacter
pylori, Bacillues pasteuril, Yersinia entereolitica, Clostridium neoformans,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumonia, klebsiella aerogenes, proteus
vulgaris ve morganella morganii sayilabilir. Helicobacter pylori: insanlarda
mide rahatsizlifina sebep olan bir bakteridir. Diisiikk mide pH’sinda hayatta
kalarak midenin asidik yapisini etkiler. Mide iilserleri ve bir¢ok rahatsizliklara
sebep olur. Ureaz enzimi sayesinde ortamda bulunan iireyi parcalayarak olusan
tiriinler (amonyak ve karbondioksit) sayesinde ortam pH’sini yiikseltir.
Yiikselen pH ile birlikte G hiicrelerinden gastrin hormonu salgilanir ve midede
asit sekresyonu artarak zamanla gastrit olusumuna Sebep olur. Bacillues
pasteuril ise toprakta, pis sularda yasar. igerdigi iireaz miktar1 sayesinde

bitkilerin topragini azotga zenginlestirir (Giilesci, 2013; Tetiker, 2016).

1.3.2 Ureaz Enziminin Kullanim Alanlar

Biyolojik, ¢evresel, medikal ve endiistriyel sivilarda iire tayini son derece dnemlidir.

Ure hidrolizi sonucu agiga ¢ikan amonyak ve karbondioksit, pH, sicaklik ve tepkime

ortamindaki iyonik bilesimin degisimlerine sebep olur. Enzimatik tepkimelerden

kaynaklanan bu tiir degisimleri tayin etmek i¢in birgok iire tayin yontemi
gelistirilmistir (Tunali, 2008; Tetiker, 2016).

1.3.2.1 Ure Derisimi Tayini

Serbest iireaz enziminin her zaman kararli olmamasi ve tepkime ortamindan

uzaklastiralamadig igin tekrar tekrar kullanilmamasi maliyet agisindan sorun teskil

ettigin farkli immobilizasyon yontemleri gelistirilmistir. Immobilize iireazlarin

kullanildig1 tayin yontemleri; amperometrik, potansiyometrik, optik, kondiiktometrik,
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kalorimetrik, spektrofotometrik ve iyon degisimi likit kromatografisi seklinde
siralanabilir. Ticari iirlin olarak iire biyosensorleri, kan serumunda, idrarda, suda, atik
sularda, besinlerde ve alkollii igeceklerde iire derisimlerini tayin etmek igin

kullanilmaktadir (Tunal1, 2008).

1.3.2.2 Bobreklerden Urenin Uzaklastiriimasi

Ure, viicut tarafindan iiretilen ve bdbreklerden idrar yoluyla siirekli atilan toksik bir
maddedir. Ozellikle bobrek rahatsizliklarinda viicuttan uzaklastirilmas1 gerekir.
Urenin idrarla disar1 atilamayip kanda birikmesi durumunda, suur kayb1 ve komaya
neden olarak oliimle sonuglanabilir. Kanda ve idrarda biriken iire, tireaz enzimi
tarafindan amonyuma dOniistiiriilerek  karaciger ve bdbrekler yardimiyla
metabolizmadan idrarla atilir. Ozellikle yapay bobreklerde iirenin kandan
uzaklastirilmasinda immobilize iireaz sistemleri kullanilmaktadir (Tunali, 2008,

Giilesci, 2013; Tetiker, 2016).

1.3.2.3 AlKollii i¢eceklerden Urenin Uzaklastirilmasi

Alkollii iceceklerde ozellikle sarapta bulunan {iire, karsinojenik bir madde olan etil
karbamatin dnciil maddesidir ve depolama sirasinda agiga ¢ikar. pH araligi 3.2 — 4.0
arasinda degisen alkollii iceceklerin iire uzaklastirma yontemi icin asit iireazlari
kullanilir. Asit iireazi ilk defa sigan gastrointestinal sisteminde bulunan Lactobacillus
bakterisinde kesfedilmis, daha sonra Streptococcus, Escherichia, Morganella ve
Bifidobacterium gibi farkli cins mikroorganizmalarda da bulunmustur. Urenin alkollii
iceceklerden asit iireaz ile uzaklastirilmast islemi esnasinda enzim igecekler igerisine
karisabilir. Alkollii igecek kullanan bir insanin vuciidunda bireken iireaz enzimi, idrar
yolu taglarna ve diger hastaliklara sebebiyet verebilir. Bu nedenle iire uzaklagtirma
islemlerinde serbest asit {ireaz enzimi yerine immobilize asit iireaz reaktorleri tercih

edilmektedir (Tunali, 2008, Tetiker, 2016).

Kreatinin igeriginin tayin edilmesinde, renal metabolik hastakliklarin teshisinde,
biyolojik sivilarda tiire miktarinin hesaplanmasinda, atik sulardaki {irenin
temizlenmesinde, agir metal iyonlarinin tayininde, imminoglobiilin G (IgG)
6lgtimlerinde, arginin analizinde ve gida endiistrisinde meyve suyu ve yiyeceklerden
tire uzaklastirilmasinda tireaz enzimi kullanilir. Bunun yami sira, giibre ve atik
sularinda bulunan iirenin donistiirilmesinde de kullanilir (Tunali, 2008, Giilesci,

2013; Tetiker, 2016).
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1.3.3. Ureaz immobilizasyonu

Literatiirde immobilizasyon arastirmalar1 yapilmis, en yaygin enzimlerden biri de

tireazdir. Krajewska 2009 yilinda yaptig1 calismada, son yirmi yili kapsayan iireaz

immobilizasyonu

calismalarini,

bu

calismalardaki

enzim

Ozelliklerini,

immobilizasyon tekniklerini ve kullanilan destek materyallerini derlemistir. Bu

calismada ayrintili bir iireaz immobilizasyonu tablosuna rastlanmaktadir. Tez

kapsaminda yararlanilan kaynaklar1 iceren daha kiigiik bir ¢izelge 1.1’de sunulmustur.

Cizelge 1.1 Literatiirdeki enzim immobilizasyonu ¢alismalarindan 6rnekler

-1

Destek Deney Kosullari Vmax (U 'mg ) | Kn (mM) Kaynak
Curs! | t/°C pH | SE? IE® SE? IE3
Hidroksiapatit 304 8 |230.7 | 1529 |7.45 |6.89 ﬁgg""do” vd,
Polianilin %0.1 |25 7 0.28 |0.24 8.7 12.36 | Laska vd., 1999
p(NIPAAmM-NAS- ) Chen ve Chui,
HEMA) 102 60-70 | 7.5 5.71 284 | 251 2000
Poliamid oyuk fiber 2000 |25 |6 |259 |597 |18 |22 Akgdl vd., 2002
membran
Diiz Poli(HEMA- 26.6 32
GMA2) Bayramoglu vd,
Dallanmis Poli(HEMA- pro0 & Ly L 2003
GMA2) 33.4 24
poliHEMA-MAH) 24.2 26 Bayramoglu vd,
poli(HEMA-MAH)-Ni 2000 22 6.5 634 27.2 16 21 2005
EDC 12.5 27.5
CMC 4550 |7 |110 |81 |124 |365 gggg ve Lueptow
GA 3.0 79.4
TiO; 1500 1.22 0.071 -
TiO,-Ch 1000 25 7 0.402 0.899 0.121 0321 Dogag vd, 2014
ECM-g-PAm 143 35 7 5 2 11 14 Alatawi vd, 2018
'mgL? 2SE: Serbest Enzim®IE: Immobilize Enzim
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2. MATERYAL ve METOT

2.1 Deneylerin Yapildig1 Yer ve Tarih

Bu tez kapsaminda yer alan deneysel ¢alismalar; Sivas Cumhuriyet Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyokimya ve Kimya Boliimleri Aragtirma Laboratuarlarinda Ocak 2017-
Aralik 2018 tarihleri arasinda yapilmistir.

Hazirlanan kompozit materyaller ve bilesenlerinin karakterizasyonlarinda;
e FTIR ve SEM analizleri i¢in Sivas Cumbhuriyet Universitesi Ileri Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi (CUTAM),
e XRD analizleri igin Erciyes Universitesi (Kayseri) Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi (TAUM),
e TG ve DSC analizleri icin Inonii Universitesi (Malatya) Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Kimya Boliimii Laboratuvari olanaklarindan yararlanilmistir.

2.2 Kullanilan Maddeler

Bu c¢aligmada poliakrilamit-bentonit (PB), poliakrilamit-kitosan (PCh) ve
poliakrilamit-kitosan-bentonit (PChB) kompozitlerinin hazirlanmasinda kompozit
bileseni olan Na-Bentonit (Alfa Aesar, Germany) ve kitosan (Alfa Aesar, Germany)
herhangi bir kimyasal islem yapilmaksizin dogrudan kullanilmistir. Kompozitin
polimer bileseninde akrilamid (Merck, Germany), epiklorohidrin (ECH) (Sigma-
Aldrich, Germany), N,N’-metilenbisakrilamid (Alfa Aesar, Germany), N,N,N’ N’-
Tetrametilendiamin (TEMED) (Sigma, China), sodyum tripolifosfat (NaTTP) (Merck,

Germany) ve amonyumperoksidisiilfat (Merck, Germany) kullanilmistir.

Karakterizasyon calismalarinda kullanilan kimyasallar, KBr (FTIR Grade, Merck,
Germany), KNOs (Merck, Germany), glacial asetik asit (Merck, Germany), NHsOH
(Merck, Germany), fenol (Merck, Germany), sodyumnitroprussid (NaNO2Prs)
(Sigma, USA.), sodyum hidroksit (Merck, Germany) ve sodyumhipoklorittir (aktif
klor igerigi %15.46).

Enzim iceren g¢alismalarda, Fasulye (Jack Bean) (Canavalia ensiformis)’den elde
edilen U1500-20KU aktiveye sahip Tip 111 15.000-50.000 birim (g kat1)? enzim
(Sigma,USA), iire (Merck, Germany), mono sodyum fosfat (NaH2PO4) (Sigma-
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Aldrich, Germany) ve disodyum fosfat (Na2HPO4) (Sigma-Aldrich, Germany) ve
trisodyum fosfat (NasPOas) (Merck, Germany) kullanilmistir.

Calisma boyunca kullanilan tiim kimyasal maddelerin analitik saflikta ve ¢ozeltilerin

hazirlanmasinda kullanilan suyun ¢ift distile olmasina dikkat edilmistir.

2.3 PB, PCh ve PChB Kompozitlerinin Hazirlanmasi
PB kompoziti Baybas, PCh ve PChB kompozitleri ise Eninang tarafindan verilen
yontemler izlenerek hazirlanmistir (Baybas, 2009; Eninang, 2013).

PChB kompozitinin hazirlanmasinda o6ncelikle kitosan-bentonit (ChB) materyali
sentezlenmistir. 4 g ChB sentezlemek amaciyla; %5 (v/v)’lik 80 mL asetik asit
igerisinde 2 g kitosan (Ch) ve 2 g bentonit (B) bir manyetik karistirici yardimiyla 2
saat boyunca homojen bir siispansiyon elde edilene kadar karistirilmis ve bir gece
beklemeye birakilmigtir. Elde edilen siispansiyona 80 mL epiklorohidrin (ECH)
(0.001M pH=10) ilave edilmis ve 1 saat manyetik karistiricida karistiritlmigtir. Olusan
viskoz silispansiyon siringa igerisine alinarak 250 mL 0.05 M sodyum tripolifosfat
(NaTPP) bulunan behere damla damla ilave edilerek boncuklar olusturulmus ve 3 saat
boyunca manyetik karistiriciyla karigtirllmistir.  Olusan boncuklar yapisindaki
safsizliklar yikama suyu iletkenliginin distile su iletkenligine ulasincaya dek
yikanmistir. Saflagtirilan ChB kompoziti kurutulup 6giitiilerek kapali kaplarda

saklanmustir.

PB ve PCh kompozitlerinin hazirlanmasinda 2 g bentonit veya 2 g kitosan, PChB
kompozitinin hazirlanmasinda ise yukarda agiklanan 2 g ChB 10 mL suya eklenerek
bir manyetik karistiriciyla karigtirllmistir. Bu silispansiyonlara sirasiyla; 4 g akrilamit
monomer ve 0.4 g N,N’-metilenbisakrilamidin (g¢apraz baglayici) 10’ar mL sudaki
cozeltileri 1ilave edilmistir. Homojen siispansiyonlar elde edilinceye kadar
karistirldiktan sonra 2 mL amonyum persoksidisiilfat (100 mg mL™) ve 500’ser uL
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin (TEMED) (hizlandirici) eklenerek i¢inde B, Ch
veya ChB tutuklanmis poliakrilamit (PAAmM) olusumu saglanmistir. Olusan
kompozitler suya alinmis ve saf su ile yikama suyunun iletkenligi saf su iletkenligine
erisene kadar yikanmis, kompozitler dekantasyonla ayrilarak 40 °C’de etiivde

kurutulmugstur. Elde edilen kompozitler 6giitiilerek kapali kaplarda saklamistir.
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2.4. Yapisal Analizler
2.4.1 FT-IR Analizleri
Kompozitler (PB, PCh ve PChB) ve bilesenlerinin (PAAm, B, Ch, ChB) FT-IR
spektrumlar1 FT-IR cihazi (Bruker Tensor II ) kullanilarak alinmistir. 400-4000 cm™
araliginda spektrumlar alinmistir. Zemin spektrumu (background) olarak saf KBr

spektrumu kullanilmistir.

2.4.2 XRD ve SEM Analizleri

PAAm, B, Ch, ChB, PB, PCh ve PChB orneklerinin SEM goriintiileri Yiksek
Taramal1 Elektron Mikroskobu (TESCAN MIRA3, XMU) ve XRD spektrumlari ise
XRD cihaz1 (BRUKER AXS D8 ADVANCE) ile alinmistir.

2.4.3 Termal Analizler
TG ve DSC analizleri ilgili cihaz (SHIMADZU-50) kullanilarak yapilmigtir. Termal
testlerde, azot atmosferi ve 10 °C dk™* tarama hiz1 kullanilmistr.

2.4.4 Sifir Yiik Noktasimin (SYN) Saptanmasi

Sifir yiik noktalarin1 belirlemede orneklerlerle etkilestirilen ¢ozeltilerin baslangic ve
denge pH degerleri saptanarak belirlenmistir. 100 mg PB, PCh veya PChB 6rneklerine
pH’leri 1-12 arasinda degisen 0.1 M KNOs ¢ozeltisinden 10 mL eklenmis ve 24 saat
karistirildiktan sonra pH degerleri dl¢tilmiistiir (Mullet vd., 1999; Smiciklas vd., 2000;
Smiciklas vd., 2008). pH o6l¢timlerinde THERMO marka Orion 420A+ model pH

metre kullanilmistir.

2.5 Sulu Cézeltiden Ureaz immobilizasyonu

Ureazin PB, PCh ve PChB kompozitlerine adsorpsiyon yéntemiyle immobilizasyonu
incelenmis ve adsorpsiyon parametreleri tiiretilmistir. immobilizasyona pH, derigim,
zaman ve sicaklik etkisi incelenerek immobilizasyonun optimum kosullar
belirlenmistir. Immobilizasyonun sicaklikla degisimi digindaki tiim deneyleri 298 K
sabit sicaklikta yapilmistir. Tiim immobilizasyon deneylerinde adsorban kiitlesi 0.1 g,
ve adsorbat hacmi 10 mL olarak secilmistir. Immobilizasyon islemlerinin sonunda

denge c¢ozeltilerinde kalan iireaz derisimleri iletkenlik OSlglimii  yOntemiyle

belirlenmistir. Olgiimleri ECOSCAN (Con5) iletkenlik 6l¢iim cihazi kullanilmustir.

50-3000 mg L derisim araliginda 10 mM fosfat (NaH.PO4/Na;HPOQ4) tamponunda

(pH=7) tireaz ¢ozeltileri hazirlanmis, bu ¢ozeltilerin 1’er mL'si tampon ¢ozeltiyle 9
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mL’ye seyreltilip 1 mL 10000 mg L™ iire sulu cozeltisi eklenerek iireazin iire
bozundurma tepkime baslatilmistir. Tepkime {irlinii derisiminin zamana bagli degisimi
iletkenligin 30, 60, 120, 180, 240 ve 300. saniyedeki degerleri olarak olglilmiistiir
(Sekil 3.1). Her bir lireaz derisimi i¢in elde hesaplanan ilk hizin {ireaz derisimine bagli
degisiminden elde edilen dogrusal grafik calisma (kalibrasyon) egrisi olarak

kullanilmistir (Sekil 3.2).

2.5.1 immobilizasyonun Derisimle Degisimi

Fosfat tamponundaki 50-2000 mg L araliginda degisen iireaz ¢ozeltilerinin 10 mL’si
0.1’er g PB, PCh veya PChB kompozitlerine eklenmis ve sabit sicakliktaki su
banyosunda 24 saat inkiibe edilmistir. Immobilizasyon sonunda denge ¢ozeltilerinde
kalan iireaz derisimlerine baglh ilk hiz degerleri Bolim 2.5’de agiklanan yontem
izlenerek saptanmis ve calisma egrisi kullanilarak {ireaz derisimi hesaplanmistir. Elde

edilen denge derisimlerinden adorplanan iireaz miktarlar1 hesaplanmaistir.

2.5.2 immobilizasyonun Zamanla Degisimi

0.2 g PB, PCh veya PChB kompozitlerine 20 mL 2000 mg L (pH=7) iireaz ¢dzeltisi
eklenmis ve 24 saat boyunca 25 °C’de belirli siire araliklarla immobilizasyon
ortamindan 0.5 mL hacimli 6rnekleme yapilmistir. Orneklemeler baslangicta kisa siire
aralikli (10, 20, 30 45... dk), ilerleyen zamanda ise uzun aralikli secilmistir. Zamanla
azalan denge derisimleri Bolim 2.5’de verilen iletkenlik Ol¢im yoOntemiyle
hesaplanmistir (Olgiimlerde, érnekleme hacmi nedenli olarak toplam 5 mL hacimle
calisilmistir) Immobilize olan enzim miktarlar1 hesaplanarak kinetik parametreler

tiiretilmistir.

2.5.3 Immobilizasyonun Sicakhkla Degisimi

Ureaz immobilizasyonuna sicaklik etkisini incelemek i¢in 0.1 g kompozit drneklerinin
her birine 10 mL 2000 mg L™ (pH=7) iireaz ¢dzeltisi ilave edilmis ve 277, 288, 298,
308 ve 318 K sicakliklarda 24 saat bekletilmistir. Denge derisimleri Bolim 2.5°de

verilen iletkenlik 6l¢iim yontemiyle hesaplanmustir.

2.6 Immobilize ve Serbest Ureaz Aktivitelerinin Karsilastirmah Incelenmesi
Ureaz enzimi yukaridaki deneyler sonucunda belitrlenen optimum kosullarda PB, PCh
ve PChB {izerine immobilize edilmistir. Tutunmus iireaz aktivitesinin pH, substrat

derisimi ve sicaklik ile degisimi serbest enzim aktivitesi ile karsilastirilarak
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incelenmistir. Bunlara ekolarak kompozitlere tutturulmus enzimin tekrar kullanimi

incelenmistir.

Enzim aktivitesi 6l¢iimleri Berthelot yontemiyle belirlenmistir.

Bu yontemde;
e Reaktif-A ¢ozeltisi; 10 g fenol ve 0.05 g sodyum nitroprussid 1 L saf su
icerisinde,
e Reaktif-B ¢ozeltisi ise; 5 g sodyumhidroksit ve 0.42 g sodyum hipoklorit 1 L

saf su igerisinde karigtirilarak hazirlanmistir.

Hazirlanan reaktifler, renkli siselere alinmis ve buzdolabinda saklanarak kararli
kalmalar1 saglanmistir. Immoblize veya serbest enzimle etkilestirilen iire ¢dzeltilerinin
I’er mL’sine 5’er mL reaktif A ve B ilave edilmis, oda sicakliginda yaklasik 1 saat
sonra kararli hale gelen mavi renk 630 nm’deki absorbans degerleri UV-GB

spektrofotometre kullanilarak dl¢iilmiistiir (Chaney ve Marbach, 1961).

2.6.1 immobilize Ureaz Enzim Aktivitesinin Substrat Derisimi ile Degisimi
Destek Materyallerine Enzim Immobilizasyonu:
PB, PCh ve PChB’nin her birinden 6 adet 0.1’er g tartilip, iizerine 10’ar mL 200 mg

L? {ireaz ¢ozeltisi (pH 7 fosfat tamponunda) eklenmistir. 25 °C’de immobilizasyon
baslatilarak 24 saat sonunda denge c¢ozeltileri ayrilmistir. Enzim tutunmus
kompozitlerin (PB-U, PCh-U ve PChB-U) her biri 20 mL 10 mM pH=7 fosfat tampon
cozeltisiyle yikanmistir. Denge ve yikama ¢ozeltilerinin 1’er mL’si toplam hacim 9
mL olacak sekilde tampon ¢dzelti ile seyreltildikten sonra tizerine 1 mL 10000 mg L~
Liire eklenerek hidroliz tepkimesi baglatilmistir. 5 dk sonunda tepkime ortamindan
belirli hacimde ¢6zelti alinmis ve hacimce 1:1 oraninda Berthelot (B) reaktifine
eklenerek tepkime durdurulmustur. Bu ¢6zeltideki NH4* derisimleri Berthelot yontemi

ile belirlenmistir.

Immobilize Enzimin Aktivitesinin Belirlenmesi:

Denge ¢ozeltilerinden ayrilmis ve yikanmis destek materyalleri, su tutma kapasiteleri
de g6z oniinde bulundurulacak sekilde toplam hacim 9 mL olana kadar pH=7 fosfat
tamponu eklenmis ve 0, 500, 1000, 5000, 10000 ve 20000 mg L iire derisimleriyle

10 mL tepkime ortami saglanarak aktiviteleri izlenmistir.
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Serbest Enzimin Aktivitesinin Belirlenmesi:

1 mL 200 mg L! serbest enzime 8 mL pH=7 fosfat tamponu eklenmis ve iizerine 1 mL
0, 500, 1000, 5000, 10000 ve 20000 mg L iire derisimli ¢ozelti eklenerek 10 mL’lik

tepkime ortami1 saglanarak aktiviteler izlenmistir.

Serbest ve immobilize enzimler i¢in, baslangi¢ substrat derisimlerine ([S]o) karst 5.
dk'daki tepkime hiz1 (vo) degerleri grafige gecirilmis, Michaelis-Menten grafikleri

cizilmistir.

2.6.2 Immobilize Ureaz Enzim Aktivitesinin pH ile Degisimi
Adsorpsiyon yontemiyle PB, PCh ve PChB iizerine optimum kosullar saglanarak
immobilize edilen iireaz enzimleri yukarida anlatildigi gibi, siiziilip yikanmis ve

destek materyallerine immobilize edilen enzim miktarlar1 belirlenmistir.

Immobilize halde iireaz igeren destek materyalleri {izerine pH’lar1 2, 3, 6, 7 ve 11 olan
10 mM’lik fosfat tamponlarmin (H3POs/NaH2PO4/Na;HPO4/NasPOs) 9 mL’si
eklenmis ve sonra eklenen 1 mL 10000 mg L™ iire ¢ozeltisi ile tepkime baslatilmistir.
5 dk sonunda tepkime durdurulmustur. Bu siire sonunda ortamda biriken amonyak
miktart Berthelot yontemiyle Olciilerek immobilize ilireaz enziminin % aktivite

degerleri hesaplanmustir.

Yukardaki islemler benzer sekilde serbest enzim igin de tekrarlanmistir;
1 mL 200 mg L™ serbest enzim iizerine ayn1 pH’lardaki 9 mL fosfat tamponlari ve 1

mL iire eklenerek tepkime baslatilmis ve 6lgme islemleri yapilmistir.

2.6.3 Immobilize Ureaz Enzim Aktivitesinin Sicakhkla Degisimi
Ureaz, 0.1 g kompozit érneklerinin 10 mL 200 mg L™ 25 °C’de enzim ¢dzeltileri ile
etkilestirilmesiyle kompozitler {izerine immobilize edilmistir. Ureaz igeren

kompozitler yikanmis ve aktivite 6l¢iim deneylerine hazirlanmistir.

Enzim igeren kompozitler 9 mL 10 mM pH 7 fosfat tamponuna alinmistir. Uzerine 1
mL 10000 mg L tiire ¢ozeltisi eklenerek 4, 15, 25 ve 35 °C’de tepkime baslatilmistir.
Benzer islemler es kosullardaki serbest enzim igin de yinelenmistir. Tepkime
baslangicindan 5 dk sonrasinda ortamda olusan NH4" miktarlar1 ol¢iilmiis, 6zgiil ve %

aktivite degerleri hesaplanmustir.
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2.6.4 Immobilize Enzimin Kullanim Kararhliginin Arastirilmasi

Immobilizasyonun en énemli avantajlarindan biri de enzimin tekrar kullanilabilir hale
getirilmesidir. Bu amagla optimum kosullarda (25 °C pH=7) adsorpsiyon yontemiyle
immobilize edilen iireaz enzimi ardil iire hidrolizi tepkimelerine sokulmus ve
kompozitler her kullanim sonunda 20 mL 10 mM fosfat tamponuyla yikanmistir. Bu
islem 7 kez tekrarlanmistir. immobilize enzimin her tepkime sonundaki aktivitesi
ol¢iilmiis ve her kullanim i¢in mM dk™ biriminde aktivite degerleri hesaplanmustir. 7
kullanim i¢in ortalama aktivite degerleri, standart sapma ve standart hatalari ile birlikte

sunulmustur.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1 Verilerin Degerlendirilmesi

3.1.1 Adsorbanlarin Yapisal Karakterizasyonunda XRD Degerlendirilmesi
PAAm, B, Ch, ChB, PB, PCh ve PChB adsorbanlarinin yapisal karakterizasyonunda
X-1s1m1 kirinim (XRD) spektrumu analizi yapilmistir. Bragg denklemi ile tabakalar
arasi agilma hesaplanmustir.

nA
2sin0

dpg = Bragg Denklemi 1)

burada ‘d’ tabakalar aras1 mesafe (hkl Miller indisleri ile tanimli), ‘A’ kullanilan X-
1sin1 demetinin (Cu Ka) dalga boyu (0.154 nm) ve ‘0’ yansima agis1 olarak

tanimlanmaktadir.

3.1.2. Enzim immobilizasyonunda Iletkenlik Yéntemi

Immobilizasyon deneylerinin tiimiinde, ayni stoktan farkli derisimlerde standart enzim
¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu standart enzim g¢ozeltilerine sabit ve yiikksek derisimde
iire (10000 mg L) eklenerek baslatilan tepkimelerin 30-300 s araliginda dlgiilen
iletkenlik verileri ile cizilen Iletkenlik (L/uS veya mS)-Siire (t/s) grafiklerinin egimi
enzim-substrat ¢dzeltisinin ilk hizini verir. Ornek grafik Sekil 3.1°de goriilmektedir.
ik hiz (Vo/uS s?)-Standart enzim derisimi (Csw/mg L7) grafigi (Sekil 3.2) ise
kalibrasyon dogrusunu olusturmaktadir.

Adsorpsiyon sonrasi elde edilen denge ¢ozeltilerinin enzim igeriginin bulunmasinda
da tire eklenerek ilk hizlar bulunmus, ilk hiz degerleri kalibrasyon dogrusunda yerine
yazilarak immobilize olmamis enzim derisimleri hesaplanmustir.

Adsorpsiyon yontemi ile immobilizasyon calismalarinda immobilize edilen enzim

miktar1 Q (g mg™?)

Q= [5]v e

esitligi ile hesaplanmistir. Burada ‘Ci’ adsobanla etkilestirilen enzimin baslangi¢
derisimini (mg L™), ‘Cq’ adsorpsiyon sonundaki denge derisimini (mg L), ‘m’

adsorban kiitlesini (g) ve ‘V’ ¢ozelti hacmini (L) gostermektedir.
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Sekil 3.1: iletkenlik dlgiimlerinde. standart iireaz ¢ozeltilerinin ilk hizlarinin bulunmasinda

Vg/mSs™

kullanilan &rnek Iletkenlik (L)-zaman (t) grafigi.
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Sekil 3.2: iletkenlik 6l¢iimlerinde kullanilan 6rnek kalibrasyon dogrusu

(Standart iireaz derisimi/mg L*-ilk hiz/mS s)
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3.1.2.1 izotermlerinin Degerlendirilmesi
Bu aragtirmada deneysel verilerden elde edilen (Q-Cg) izotermler Langmuir ve
Freundlich izoterm modelleri ile degerlendirilmistir.

_ KX Cy
1+KpCgq

Q Langmuir Modeli 3

Langmuir modeli; ‘Q’ adsorbanin birim kiitlesi basina adsorplanan enzimin (adsorbat)
miktarmi (mg g?), ‘Cq’ adsorpsiyon sonrasi ¢ozeltide kalan adsorbat derisimini (mg
L), <XL> adsorpsiyon kapatasitesini ve ‘KL’ adsorpsiyon enerjisi ile ilgili Langmuir

sabitini (L mg™) gosterir.
Q=X CE Freundlich Modeli (4)

Freundlich modeli; ‘Q’ adsorplanan miktar1 (mg g), ‘Xg¢’ adsorpsiyon kapasitesinin
dlciisii, ‘Cq’ adsorpsiyon sonrasi ¢dzeltide kalan adsorbat derisimini (mg L) ve ‘B’

adsorban yiizey heterojenligi olarak tanimlanan ve degeri 0<B<1 degeri ile iliskilidir.

Olusturulan Q-Cq4 deneysel izotermlerinin ilgili adsorpsiyon modellerine (Langmuir
ve Freundlich modelleri i¢in) uyumu SigmaPlot grafik ve istatistik programi

kullanilarak degerlendirilmistir.

Adsorbanin adsorpsiyon verimliligi

1
L™ 14kc, ®)

esitligi kullanilarak degerlendirilmistir. Burada ‘R’ boyutsuz ayirma faktoriinii, ‘K.’

<

(L mg?) Langmuir sabitini ve ‘Co’ (mg L7) adsorbatin baslangi¢ derisimini
belirtmektedir. Adsorpsiyon; R_ biyiikligiine bagli olarak 1<Rp_ verimsiz
(kullanigsiz), 1=Rp dogrusal (verimli), O<R <l olumlu (elverigli) ve R =0 ise

tersinmezdir (Baybas ve Ulusoy. 2011).

Kompozitlerin boyutsuz faktor agisindan elverisliligi 6ngérmek igin, ilgili iyonun ‘Co’
(mg L) derisiminin ‘Cq’ derisimine aritilmasi igin gerekli olan kurumsal adsorban

miktar1 hesaplanmistir.

w Cp =G
v ([‘:LDRLELd} (6)
1+X Cq
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Burada ‘Co’ baslangi¢ derisimini (mg L), ‘Cq’ denge derisimini (mg L), ‘W’ gerekli
olan adsorban kiitlesini (g) ve ‘V’ ¢oOzelti hacmini (L) gostermektedir (Baybas ve
Ulusoy, 2011).

3.1.2.2. Enzim Immobilizasyonun Zamanla Degisiminin Degerlendirilmesi
Enzim immobilizasyonunun kinetik ac¢idan degerlendirilmesinde kullanilan ¢ok
sayidaki modelden en yaygin olarak kullanilan s6zde (pseudo) birinci ve ikinci kinetik

modelleri tercih edilmistir.

S6zde (pseudo) birinci derece (Lagergren) ve sozde ikinci derece dogrusal olmayan

hiz ifadelerti;

Q. = Qu(1—e™) 7
_ Lk.gir
Qt - m (8)

seklindedir. Burada Q: ve Qx (mg g?') kompozite tutunan enzim miktarini
gostermektedir: Qt adsorpsiyon baslangicindan herhangi bir “t” siire sonraki deneysel
miktari. Qx ise deneysel Qi+t verilerinin bu hiz modeline uyumundan bulunacak olan
miktar tammlar. “k1” (dk) ve “k2” (g mg™* dk?) birinci ve ikinci derece adsorpsiyon
hiz sabitlerini gosterir. Her iki dereceden hiz modelinde bulunacak Qk degeri
adsorpsiyonun denge durumundaki adsorplanan teorik miktar1 tanimlamaktadir.
Deneysel olarak ulasilan denge durumundaki Qg degerleri ile Qk degerlerinin
birbirlerine yakinlig1 adsorpsiyonun izlenme siiresinin yeterli olup olmadigini gosteren
bir ol¢iittiir. Adsorpsiyonun sdzde bir ve ikinci derece modeli i¢in baslangi¢ hiz1 (H;

mg gt dk!) ve yarilanma siireleri (t1/2; dk) hesaplamasinda ise;

Hy =k,Q 9)
H, = k,Qf (10)
(/2 )1 = lE__: (11)
I S
(tl.-“’fjf - m - H_: (12)

denklemleri kullanilir (Ho ve McKay, 1999; Basha ve Murty. 2007).
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Weber-Morris  denkligi olarak bilinen adsorban igine difiizyon modeline

gore”’ky”diflizyon hiz sabitini gostermek tizere;
Q, = kt*® (13)
denklemiyle ifade edilir.

Sonug olarak kinetik ¢aligsma ile ilgili deneysel verilerin ilgili modellere uygun olarak
Q=f(t) grafikleri (Sekil 3.24) olusturulmus ve arastirilan modellere uyumu SigmaPlot

grafik ve istatistik programi kullanilarak degerlendirilmistir.

3.1.3. Enzim Kinetigi ve Aktivite ile Ilgili Degerlendirmeler

Urenin iireaz kataliziyle gergeklesen hidroliz tepkimesi;

CO(NH,), + H,0 —— €O, +2NH, (14)

seklindedir. Tepkime ilk hizinin genel ifadesi ise;

__ 0[Tepken] _ 14 [Uriin]
a2 ot

Vo = (15)

esitligi ile umol dk? biriminde verilebilir. Bu calisma boyunca, iletkenlik ve Berthelot
spektrofotometrik yontemleriyle Olgiilen amonyak derisimi kullanilarak ilk hiz

ifadeleri tiiretilmistir.

Tepkime hizinin, substrat derigsimi ile degisimi Michaelis-Menten yaklagima,

v, = ‘maxl5] (16)

Kyt [5]

dogrusal olmayan esitligiyle ifade edilir.
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Bolge Hiz Egitlikleri Grafikse! Gosterimleri
No
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ds/di=ks; €3
2,3 log IS l/ISI =kt 1Sio hg-,_sz_o
1172 = 0,693 / k
e
0 zaman 1 /;"
2.Bolge | va(Vmax!SH(Km+SH 8 P
, J
v Z .
i$120,3-2| 1v=(Km/Vinax) (172594 (1/Vmax) Ko 7 Ve
\ Ko
> e > (3]
Km IS =0V ma S+ K Vanax) %o = -
Lincawear-Burk Hanes- Wolf
v K (V1894 Vmax
oV,
VfSt:-(]/Km)" '(an/Km) -
(ISVAY)=(VraxtSH/K 181 K N
Ly
Il ¥
PIft = K ((2.3/Mlog (1Sl6/18)+Vmax) Woolf-Augustinsson-Hofstee Eadie-Scatchard
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2
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o
= 50,

Sekil 3.3 Tk Hizin (Vo) substart derisimine bagh degisimi (Telefoncu, 1997)

Vo-[S] grafigi 3 bolge icerir (Telefoncu, 1997).

1.Bolge, substrat derisiminin belirlenmesinde kullanilir. Standart ¢ozeltiler

kullanilarak, k hiz sabiti bulunur ve bilinmeyen 6rnekler analiz edilir.

2. Bolge [S]~Km bolgesidir. Km Ve Vmax belirlemede kullanilir.

3. Bolge [S]>100Km bolgesidir ve enzim miktarinin belirlenmesinde kullanilir.

Bu bolgede sifirinct derece kinetik gegerlidir.

35



Bu bilgiler esliginde, tez kapsaminda enzim miktar1 belirleme deneylerinde ytiksek tire

derisimleri (10000 mg L) kullanilmistir.

Bir {inite iireaz enziminin aktivitesi; dakikada bir umol amonyak olusturan enzim

miktar olarak tanimlanmaktadir.

Serbest ve immobilize enzim aktivitelerinin pH ve sicaklikla degisimi deneylerinin

degerlendirilmesinde % aktivite degerleri kullanilmstir.

% Aktivite = (---x100) (17)

max serbest ya da immobilize enzim

Burada Aj her bir pH veya sicaklik i¢in elde edilen aktivite degerleri (serbest ya da
immobilize enzim i¢in), Amax iSe 0 deneyde elde edilen en yiiksek aktiviteyi ifade eder.

EK 6 ve 7’de ayrica % bagil aktivite degerleri de goriilmektedir. Bagil aktivite
hesabinda ise esitlik (18) kullanilmustir.

% Bagl Aktivite = ——x100 (18)

(Amax)s

A her bir pH veya sicaklik i¢in elde edilen aktivite degerleri (serbest ya da immobilize

enzim i¢in), (Amax)s ISe, Serbest enzimin en yiiksek degerini gostermektedir.

3.2 Adsorbanlarin Yapisal Karakterizasyonu
Bu boliim; PB. PCh ve PChB kompozit materyalleri ve bilesenleri i¢in. FT-IR. XRD.
SEM. TG. DSC ve SYN analizlerine ait sonug ve degerlendirilmeleri igermektedir.

3.2.1 FT-IR Analizleri

Bu calismada kullanilan kompoziterin bilesenlerini olusturan Ch, B ve PAAm!’ye ait
FT-IR spektrumlar1 ve onlara ait karakteristik agiklamalar sirasiyla Sekil 3.1-3.3’de
sunulmustur. Her bir kompozitin kendi bilesenleri ile FT-IR spektrum kiyaslamalar
PB i¢in Sekil 3.4, PCh icin Sekil 3.5, ChB i¢in Sekil 3.6 ve PChB i¢in Sekil 3.7de

gosterilmistir.

! Onceki calismalarda, Boliim 2.3’de aciklandig gibi, (B,Ch ya da ChB igermeden) sentezlenen
PAAm polimeri kullanilmistir
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(Baybas, 2009; Anirudhan vd., 2008;
Eren ve Afsin, 2008; Bhattacharyya ve

Q000 500 000 2500 2000 1500 1000 ) 500 Gupta, 2007).
Dalga Sayisicm
Sekil 3.4 B’nin FT-IR spektrumu

100 . . . . . . . Kitosan IR spektrumunda; 3290 ve 3430
g cm? O-H ve 3500 cm* N-H gerilmelerini
g gostermektedir. 2920 ve 2880 cm’
595 I karakteristik ~ simetrik ve asimetrik
polisakkarit C-H gerilmelerini tanimlar.

90 1645 ve 1325 cm™ N-Asetil ile ilgili C=0
ve C-N pikleridir. 1320 cm amin N-H,

1560 cm? ve 1660 cm? bantlari amit

I gruplarindaki N-H ve C=0O gerilme
titresimleri ile iliskilidir. (Qeiroz vd.,

®H00 00 3000 | 250 2000 1500 1000 _lscl>o 2015, Eninang, 2013, Humelnicu vd.,

Pelga Saysiem 2011; Wan Ngah vd., 2012).
Sekil 3.5 Ch’nin FT-IR spektrumu

100 . . . . . . Poliakrilamid (PAAmM) spektrumunda;
g 3200-3500 cm? araliginda gozlenen
E’, Sor genis bant amit grubundaki N-H, 2950
8 cm’deki keskin pik C-H gerilmelerini
°l gostermektedir. 1670 ve 1610 cm™’deki
70 + pikler sirastyla amit grubundaki C=0 ve
N-H, 1450-1455 cm™ pikleri CH ile
or ilgili gerilme-biikiilme titresimleri ile
50| ilgilidir. 500-1300 cm-1’deki pikler CH
biikiilmelerini yansitmaktadir (Baybas,
000 300 3000 2500 2000 1500 1000 500 2009; Bai vd., 2007; Mukherjee ve

Dalga Sayisi/cm”

Mukherjee, 2006).

Sekil 3.6 PAAm’nin FT-IR spektrumu
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Sekil 3.7 PAAm ve B’nin bilesiminden olusan PB’nin karsilastirmali FT-IR spektrumlari

Saf B ve PAAm’nin FT-IR spektrumlarinda goézlenen pikler PB spektrumunda
gdzlenen piklerle karsilastirildiginda; PB kompozitindeki N-H (3200-3500 cm™ genis
bant), C-H (2950 cm™), amit uglarla ilgili C=0 ve N-H (1670 ve 1610 cm™) ve C-H
(1450-1455 cm™) piklerinin PAAm’den geldigi acik¢a goriilmektedir. Ayni
karsilastirma sonucu, PB’deki O-H (3200-3500 cm™* genis bant), Si-O (1060-1120 cm"
1y ve AI-O-Si ve Si-O-Si (530 ve 460 cm™’deki pikler) piklerin B ile ilgili oldugu
goriliir. Sonu¢ olarak PB spektrumu bu kompozitin PAAm ve B bilesiminden

olustugunu kanitlamaktadir.
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Sekil 3.8 PAAm ve Ch’nin bilesiminden olugsan PCh’nin karsilastirmali FT-IR spektrumlari

Saf PAAm ve Ch’nin FT-IR spektrumlarinda gozlenen pikler PCh spektrumunda
gozlenen piklerle karsilastirildiginda her iki yapida da benzer kimyasal gruplarin
varlig1 nedeniyle PAAm veya Ch’yi temsil eden ayirt edici piklerin sayisinin smirlt
oldugu goriiliir. Kompoziti spektrumuna PAAm’yi temsil eden en gii¢lii kanitin amit
uclarla ilgili C=O ve N-H (1670 ve 1610 cm™) pikleri oldugu soylenebilir. PCh’nin
3200-3500 cm™* ve 2800-3000 cm™ araliklarindaki bantlarmn Ch ve PAAm’nin ayn1
bolgedeki pikleri ile kiyaslanmasiyla goriilen temsili degisimler PCh’ye PAAm ve
Ch’nin katkilariyla ilgili ek deliller olarak degerlendirilmelidir.
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Sekil 3.9 Ch ve B’nin bilesiminden olusan Ch-B’nin karsilastirmali FT-IR spektrumlari

Saf' B ve Ch’nin FT-IR spektrumlarinda gozlenen pikler Ch-B spektrumunda gbézlenen
piklerle karsilastirildiginda; Ch-B kompozitindeki N-H (3500 cm™), C-H (2900-2950
cm?), C=0 ve C-N (1645 ve 1325 cm™?) ve N-H ve C=0 (1560 ve 1660 cm™)
piklerinin Ch’den geldigi acik¢a goriilmektedir. Benzer karsilastirmayla, Ch-B’deki
O-H (3620 cm™), Si-O (1060-1120 cm™?) ve Al-O-Si ve Si-O-Si (530 ve 460 cm™’deki
pikler) piklerin B ile ilgili oldugu goriilir. Sonu¢ olarak Ch-B spektrumu bu

kompozitin Ch ve B bilesiminden olustugunu gdostermektedir.
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Sekil 3.10 PAAm, Ch ve B’nin bilesiminden olusan PChB’nin karsilastirmali FT-IR
spektrumlari

Saf PAAm, Ch ve B FT-IR spektrumlarinda gozlenen pikler PChB spektrumunda
gozlenen piklerle karsilastirildiginda; amit ug gruplarla ilgili C=O ve N-H (1670 ve
1610 cm™®) pikleriyle PAAm’nin, C=0 ve C-N (1645 ve 1325 cm™) pikleriyle Ch’nin
ve Al-O-Si ve Si-O-Si (530 ve 460 cm™) pikleriyle B nin kompozit spektrumuna ayirt
edici katkilarin1 gostermektedir. Bu veriler PChB bilesiminin PAAm, Ch ve B
katkilartyla olustugun kanitlamaktadir.
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3.2.2 XRD Analizleri
Igili kompozit ve bilesenlere ait XRD spektrumlari ve degerlendirilmeleri Sekil 3.11-
3.13’de sunulmustur. Degerlendirmeler daha 6nceki ¢alismalara benzerdir (Baybas ve

Ulusoy 2011; Eninang, 2013).

— PAAmM

1/CPS

2Theta/deg

Sekil 3.11 PB kompoziti ve bilesenlerinin XRD spektrumlari

Sekil 3.8’deki spektrumda. B’ye ait 26=7.1 (001) ve 26=19.7 (002)’deki pikler B’nin
[Montmorilonit;  Nag3Alx(Si.Al)s010(OH)22H20]  karakteristik  kristal ~ diizlem
yansimalar ile ilgilidir (Baybas, 2009). Tabakalar aras1 uzaklik hesaplamalarinda
referans olarak secilen doo1 yansimasinda B ve PB i¢in Bragg denklemi ile hesaplanan
degerler sirasiyla 1.24 nm ve 1.42 nm olarak hesaplanmistir. Goriildiigii gibi, yapiya
amorf bir bilesen olan PAAm’nin katilmasiyla tabakalar arasi uzaklik agilmustir.
Alexandre ve Dubois (2000) tarafindan yapilan polimer-silikat kompozitleri

simiflandirmasina gore. PB tabakalar1 arasi agilmig bir nano-kompozittir.
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Sekil 3.9°daki spektrumda. Polimorf yapidaki Ch’ye ait 26=19.4 piki, her ne kadar

PAAm’nin amorf spektrumu ile ortiilse de. kompozit yapida da goriilmektedir.

25

—— PCh

— PAAmM

2Theta/deg

Sekil 3.12 PCh kompoziti ve bilesenlerinin XRD spektrumlari

PChB kompozitinde tabakalar arasi uzaklik doo: yansimasi i¢in 1.36 nm olarak

hesaplanmistir. Bu kompozitte bentonit tabakalari arasi agilma 0.12 nm’dir.
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PChB

—— PCh

I/CPS

15
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25

r — ChB
20

15

2Theta/deg
Sekil 3.13 PChB kompoziti ve bilesenlerinin XRD spektrumlari

3.2.3 Termal Analizler

Arastirma kapsaminda yer alan kompozitler ve bunlarin bilesenlerine ait TG ve DSC
termogramlar1 Sekil 3.14 ve 3.15°de goriilmektedir. Tiim TG egrileri, daha Onceki
calismalarda bulunan sonuglara benzer davranis gortermistir (Baybas ve Ulusoy, 2012;

Eninang, 2013; Gabour, 2017).

44



120
——-B
PAAM
— — PB
100 1~
N
SN D= e e _
~
) ~e
$80F ~~e
=
= \
X
X e
60 |
~
N
~
~
\\
40 - ~
(@)
20 . . . .
100 200 300 400 500 600
Sicaklik / °C
100 =~
'Q‘\ R
e 3
\‘_‘;"_“.—'_—-;-__: ______________
\ -
80 N
AR
voUsIL
\ -~
\ SN
o 60 \
- \ S
§ \\ ~ N
N .
\Q s\ ~ R
a0t ™ s
_____ B s
—————— Ch .
20 L PAAM Y
- = PChB *
.
© ..
0 1 1 1 1 1 .
100 200 300 400 500 600

Sekil 3.14 (a) PB

Sicaklik / °C

100 f~ue. . ———- Ch
A PAAM
R T — —'—  PCh
=g
AN
80 - e\
v\
Vo
\ N
\ ~
o 60 N
g Lo
2 \\ \ ~
~
X S ~
40 N S
\\ . . ~
\\ . N~
~~ o~ N
~
~ .
20 o
~
~
~
N
(b) S
0 1 1 1 1 1 -
100 200 300 400 500 600
Sicakhk / °C

% Kiitle

20

300 400

Sicaklik / °C

100 200

500 600
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Ch ve PAAm bilesenleri ile PB. PCh ve PChB kompozitlerinde 3 agamali kiitle kayb1
gozlenmistir. Genel olarak ilk bolgedeki kiitle kayb1 100 °C'nin altinda baslamis olup,
molekiil i¢i ve molekiiller aras1 nemin buharlasmasi nedeniyledir. Ikinci kayip gazlar
ve CO, OH ve NH; gibi fonksiyonel gruplar i¢in ana termal ayrigsmaya atfedilmektedir.
Son termal ayrigma ise ana zincirdeki kopmalardan kaynaklanmaktadir [Gabour, 2017;
Isikver, 2017]. Bentonitte 20-100 °C sicaklik araliginda, neme bagl kiitle kaybi, 100-
600 °C araliginda ise —OH gruplarin uzaklasmasina bagl oldugu diisiiniilen (Baybas,
2009) %3’liik bir kayip goriilmektedir.

Cizelge 3.1’de B, Ch, PAAm ve onlardan olusan kompozitlerin termogramlarinda
goriilen agamali kiitle kayiplari (%) ve kiitle azalmasinin basladigi ve bittigi sicaklik
araliklarinin merkez sicaklik degerleri, yani diferansiyel termogramlardaki pik
merkezlerinin sicakliklar1 goriilmektedir.

Cizelge 3.1 Kompozitler ve bilesenlerinin diferansiyel TG grafiklerindeki pik merkezi
sicaklik degerleri ve % kiitle kayiplart

Bl B Ch PAAM PB PCh PChB
olee ¢ % t % t % t % t % t %
1 64 11 66 10 9 7 78 9 8 12 9 10
) ) . 280 50 195 9 290 8 285 21 270 20
205 17 380 22 375 27 395 17
3 - . 470 92 405 54 - 38 - 46 - 37

Termogramlar ve yukaridaki cizelge incelendiginde, genel anlamda kompozit
yapilarin 1s11 kararliliginin yiiksek oldugu sdylenebilir. Birebir karsilastirmalar

Sonuglar bdliimiinde daha ayrintili olarak sunulmustur.

Sekil 3.15 (a), (b) ve (c) sirastyla PB. PCh ve PChB kompozitleri ile bilesenlerinin

DSC termogramlarint icermektedir. Sekil 3.15 (d)’de ise her {li¢ kompozitin

karsilastirmali termogrami mevcuttur.

Termogramlarin tiimiinde 65-100 °C araligindaki genis endotermik pikler ortaktir. Her
bir malzeme i¢in bu pikin materyallerdeki su kayb1 nedeniyle olustugu diisiiniilebilir.
Cinkii orneklere analiz Oncesi kurutma islemi uygulanmamistir. Ch igeren
kompozitlerde bu pikin sicakligi kitosandan (73 °C) daha yiiksektir (PCh igin 77 °C,
PChB ig¢in 83 °C). PAAm ve PB igin ise pik sirasiyla 69 ve 74 °C’de goriilmektedir.
Bu degisiklikler. makromolekiillerin su tutma kapasitesi ve su-polimer etkilesim

kuvvetlerinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir (Kittur vd., 2002).
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Isikver’in ¢alismasinda (2017), ¢apraz bagli PAAm ve PHEMA homopolimerlerinin
camsi gegis sicakliginin (Tg) literatiir degerleri 190 °C ve 126 °C olarak verilmis,
P(AAm-co-MeA), P(HEMA-co-MeA), P(AAm-co-AcA) ve P(HEMA-co-AcA)
hidrojellerinde daha diisiik Tg degerleri saptanmistir. Polimer yapisindaki -COOH
grubunun plastiklestirici olarak islev gordiigli ve bu gruplarin artan sayisinin Tg
degerlerinde bir azalmaya yol actig1 sonucuna varilmistir (Isikver, 2017). Silva ve
arkadaglarmin (2000) caligmasinda Poliakrilamid ig¢in Tq degeri 199 °C olarak
verilmistir. Bu ¢alismada ise PAAm’nin camsi gegis sicakligi (Tg) 205 °C, bozunma
sicakligr (Tq) ise 377 °C’de bulunmustur. Kompozitlerde PAAm’deki azota bagl iki
hidrojenin varligi, bilesenlerle hidrojen baglar1 gibi ¢ok sayida etkilesime izin
vermekte, bu da polimer zincirlerinin hareketliligini azaltmakta ve dolayisiyla Ty’lerde
artma beklenmektedir. Bu durum Tg’nin PB i¢in 256, PChB igin 214 °C’de

gozlenmesiyle dogrulanmistir.

Ch ve PCh igcin ise camsi gegis sicakligi gozlenememistir. Kittur vd.’nin (2002)
calismalarinda da kitin, kitosan ve bunlarin karboksimetil tiirevlerinin ikinci 1sitma

taramalarinda camsi gegisin (Tq) gézlenmedigi rapor edilmistir.

Ch igin 317.5 °C’de gozlenen ekzotermik pik, glukozamin birimlerinin ayrigmasi ile
ilgilidir ve Ch igeren polimerlerde gozlenmemistir. Bu durum artmis polimerlesme
derecesi ve termal kararliligin artig1 anlamina gelir. Ancak kompozit icerisindeki Ch
miktariin diisiik olmasi dolayisiyla asetil grubunun diisiik olmas1 da buna neden

olabilir.
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3.2.4 SEM Goriintiileri
Bu c¢aligmada kullanilan kompoziterin SEM goriintiileri kompoziti olusturan

bilesenlere ait goriintiilerle Sekil 3.16-18’de karsilagtirilmistir.

% : ‘ b
SEM HV: 15.0 kV WD: 14.46 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV WD: 15.11 mm MIRA3 TESCAN

View field: 104 pm BI: 10.00 20 pm View field: 104 ym BI: 10,00 20 ym
SEM MAG: 2.00 kx Det: SE Performance in nanospace SEM MAG: 2.00 kx Det: SE Performance in nanospace

SEM HV: 15.0 kV WD: 10.10 mm

W 50 um

View field: 104 pm BI: 14.00
SEM MAG: 2.00 kx Det: SE, BSE

(PB)

Sekil 3.16 PAAm ve B bilesenlerinden olusan PB kompozitinin karsilagtirmali SEM
goriintiileri

Mineralojik kristalleri agik¢a goriilen B’nin PAAm amorf yapisina girmesiyle olusan

kompozit (PB) morfolojisi PAAm ile kapli mineralojik kristaller goriiniimiinii

yansitmaktadir.
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MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 2.00 kx H [ 3 | Performance in nanospace

SEM HV: 15.0 kV WD: 15.11 mm
View field: 104 ym BI: 10.00
SEM MAG: 2.00 kx Det: SE, BSE

(PCh)

Sekil 3.17 PAAm ve Ch bilesenlerinden olugan PCh kompozitinin karsilagtirmali SEM
goriiniimleri

Amorf PAAm yapisina yaprak istiflenmesi goriiniimlii amorf Ch katilmasiyla olusan

PCh, bilesenlerinin melezi goriiniimiindedir.
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SEM HV: 15.0 kV WD: 14.46 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV WD: 14.77 mm
View field: 104 ym BI: 10.00 20 ym View field: 104 ym | Bl: 10.00
SEM MAG: 2.00 kx Det: SE Performance in nanospace SEM MAG: 2.00 kx | Det: SE, BSE

AEEEE
SEM HV: 15.0 kV WD: 15.04 mm
View field: 104 ym BI: 10.00
SEM MAG: 2.00 kx Det: SE, BSE

(PChB)

Sekil 3.18 PAAm ile B ve Ch (Ch-B) bilesenlerinden olusan PChB kompozitinin
kargilagtirmalit SEM goriintimleri

Minerolojik yapili B’nin Ch ile olusturdugu amorf yapinin (Ch-B) yine amorf yapil

PAAm yapisina katilmasi ile olusan PChB morfolojisi tiimiiyle melez goriiniimliidiir.

3.2.5 Sifir Yiik Noktas1 Tayini (SYN)

PB, PCh ve PChB kompozitlerin ApH (pHe-pHi)-pHi iliskisi, bunlarin dogrusal
denkleme uyumu ve tampon Ozellikleri (pHe, denge pH’si-pHi baslangi¢ pH’s1)
sirasiyla Sekil 3.19-21°de gosterilmistir. Cizelge 3.2, ApH (pHe-pHi)-pHi iliskisinden

hesaplanan SYN degerlerini icermektedir.
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Sekil 3.19 PB i¢in ApH-pHi ve pHe-pHi iliskisi

pHe

S o

y=7.4 - 0.95x (R2=0.997)
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Sekil 3.20 PCh i¢in ApH-pHi ve pHe-pHi iligkisi

pHe

10
y=6.7 - 1.00x (R2=0.995)

10

pHi

12

0 2 4 6 8 10 12 0 2 4

pHi

Sekil 3.21 PChB i¢in ApH-pHi ve pHe-pHi iligkisi
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Cizelge 3.2 ApH (pHe-pHi)-pHi verilerinin dogrusal denkleme uyumu ve uyumdan
hesaplanan SYN degerleri

Kompozit Dogrusal denklem R? SYN (y=0 i¢in x)
PB y=6.9-0.89x 0.994 7.7
PCh y=7.4-0.95x 0.997 7.8
PChB y=6.7-1.00x 0.995 6.7

Sekiller ve cizelgeden goriildiigi gibi kompozitlerin SYN degerleri birbirine oldukga
yakin ve yaklasik nétral pH degerindedir. SYN kompozit yiizey yiikiiniin +/- gegis i¢in
esik degeri tanimladigindan, bu ¢alismada kullanilan kompozitlerin yiizey yiikii asidik
ortamda ‘+’ ve bazik ortamda ‘-* yiikliidlir sonucunu géstermektedir. Kompozitler pHi

~ 4-10 araliginda tampon 6zellik gostermektedir.
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3.3 Ureaz Enzim Immobilizasyonu
Bu boliimde, arastirma konusu olan kompozitlere iireaz enziminin adsorpsiyon
yontemiyle immobilizasyonunun derisim, zaman ve sicaklik etkisi ile degisimi

incelenmis ve tartigilmistir.

3.3.1 immobilizasyonun Derisimle Degisimi

Ilgili kompozitlere, pH=7 10 mM fosfat tamponunda (NaH,PO./Na,HPQO,) hazirlanmis
farkli derisimlerde iireaz igeren ¢ozeltiler eklenmis ve 24 saat etkilesim sonundaki
enzim denge derisimleri iletkenlik yontemiyle belirlenmistir. Esitlik (2)’den
hesaplanan Q (mg g!) degerleri Cq (Mg L) ye kars1 grafige gecirilmistir. PB, PCh ve
PChB kompozitlerinin izotermlerinin her biri kendisini olusturan bilesenlerle birlikte
Sekil 3.22 (a), (b) ve (c)’de verilmistir. Sekil 3.23’de ise li¢ kompozitin izotermleri
karsilastirilmistir. Izotermlerin olusturulmasinda kullanilan tiim veriler EK 1°de
goriilmektedir. Bu grafiklere (3) ve (4) numarali esitlikler Sigma Plot grafik
programiyla uygulanmis, Langmuir ve Freundlich izoterm parametreleri (Cizelge 3.3)
hesaplanmustir.

Cizelge 3.3 Kompozitlere iireaz enziminin adsorpsiyonunun Langmuir ve Freundlich
modellerine uyumundan tiiretilen parametreler

PB PCh PChB

Langmuir

Xi/mg gt 93.0 174.0 94.9
Kx10%/L mg* 0.2 13.0 10.8
R?* 0.927 0.731 0.858
Freundlich

Xk 3.6 79.11 42.4
B 0.41 0.15 0.13
R? 0.976 0.910 0.861

Cizelge ve izotermlerden de goriilebilecegi gibi PCh ve PChB izotermleri Giles
siniflandirmasina gore H tipe uymakta ve iireaz enzimine yiiksek ilgi géstermektedir.
Bu iki kompozit i¢in, diisiik baslangic derisimlerinde, enzimin denge derisimleri
iletkenlik yonteminin Ol¢lim smirlar1 altindadir. Bu durumda enzimin tamamina
yakininin kompozitlere tutundugu sdylenebilir. PB ise L-tip izoterm ile uyumludur ve

regresyon katsayilarina gore de Langmuir modeline en ¢ok uyan adsorbandir.

Kompozitlerin Langmuir modeline gore hesaplanan maksimum adsorpsiyon

kapasiteleri oldukga yiiksektir. Bu zamana kadar literatiirde lireaz adsorpsiyonunda
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kullanilan adsorbanlardan bazilart ve Xi/mg ¢! degerleri Cizelge 3.4‘de

goriilmektedir.
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Sekil 3.22 (a) PB. (b) PCh ve (c) PChB kompozitlerine iireaz adsorpsiyon izotermlerinin
Langmuir ve Freundlich modellerine uyumu.
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Sekil 3.23 Kompozitlerin tireaz adsorpsiyon izotermleri

Cizelge 3.4: Bu aragtirma kapsaminda yer alana destek materyallerinin adsorpsiyon
kapasiteleri ile daha 6nceki ¢calismalardan derlenen farkli desteklere ait adsorpsiyon

kapasitelerinin (Ads. Kap. ) karsilastirilmasi

Destek (Adsorban) Ads. Kap./mg g! Kaynake¢a

PB 93.0

PCh 174.0 Bu ¢alisma

PChB 94.9

Poliamid i¢i oyuk fiber membran 78 Akgol vd.. 2002
Poli (HEMA-MAH) 47.8 <
poli(HEMA-MAH)-Ni (11) 66.1 Bayramoglu vd.. 2005
Silika yapilar

PE-MCM-41. 102 .

MCM-41. 56 Hossain vd.. 2008
SGA 21

Zn, Al - ClI 325

Znz Al —ClI 228 Vial vd.. 2008
Zn; Al - ClI 215

Dogal halloysit nanotiip 11.7 Zhai vd.. 2010
Poli(HEMA-GMA)-IDA-NI(lI) kriyojel 11.3 Uygun vd.. 2013
Nanoceria (Seryum oksit) 359.6 Kadhem vd.. 2016
Lewatit 480.0 Cinar vd.. 2017
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Langmuir parametreleri kullanilarak Esitlik (9) ve (10)’dan hesaplanan R ve (W/V)
degerleri Cizelge 3.5‘de goriilmektedir. Rp degeri kompozitlerin enzim
adsorpsiyonunda verimliliginin bir Olctlistidiir. Cizelgedeki tim Ry degerleri 0-1
arasinda oldugundan. adsorbanlarin enzim immobilizasyonu i¢in verimli oldugu
soylenebilir. Ozellikle yiiksek derisimlerde kitosanli adsorbanlar igin bulunan R
degerlerinin 0’a yakin olmast PCh ve PChB’nin PB’ye gore daha verimli oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 3.5: 10, 100 ve 1000 mg L baslangig derisimli 1 L enzim ¢ozeltisinden %50 ve
%90 adsorpsiyon igin gerekli adsorban kiitleleri (W/g) ve boyutsuz faktor (R.) degerler

. W)/ gL*
Kompozit Co/mg L? RL %50 (_/)/_9%0
PB 1 1.00 5.24 47.13

10 0.98 5.29 47.22

100 0.83 5.77 48.09

1000 0.33 10.61 56.80

PCh 1 0.88 0.05 0.40
10 0.43 0.07 0.45

100 0.07 0.33 0.92

1000 0.01 2.93 5.59

PChB 1 0.90 0.10 0.89
10 0.48 0.15 0.97

100 0.08 0.63 1.83

1000 0.01 5.38 10.38

W/V degeri ise adsorbanlarin endiistriyel kullanimi agisindan &nemlidir. Ornegin
sarap endiistrisinde karsinojenik madde (etilkarbamat) olusumuna karg1 eklenmesine
izin verilen sinir iireaz miktar1 1 mg L™Y*dir. Etil karbamat olusturan iire miktar1 beyaz
saraplarda ortalama 9 ve kirmiz1 saraplarda 20 ug L'Vdir (Giiven, 2008). 1 mg L*
derisimde enzimi %90 immobilize etmek i¢in 1 L’lik ¢ozeltiye eklenmesi gereken
kompozit kiitlesi PCh ve PChB i¢in 1 g’dan azdir. Immobilizasyon ile tekrar
kullanilabilirligin saglandig: diisiiniildiigiinde endiistride kullanilan enzim miktar1 cok
diisecektir. Diyaliz makinalarinda da diisiik miktarlarda kompozit kullanilarak enzim

immobilizasyonu saglanabilir.

3.3.2 immobilizasyonun Zamanla Degisimi

PB, PCh ve PChB’ye iireaz immobilizasyonunun sabit derisim (2000 mg L) ve sabit
sicaklikta (298 K) zamanla degisiminin arastiritlmasindan elde edilen veriler EK 2°de
verilmistir. Bu verilerden yararlanilarak ¢izilen sdzde birinci derece i¢in ‘Q¢-t’, sdzde

ikinci derece i¢in ‘t/Q-t’ ve parcacik igine difiizyon icin ‘Q-t>

grafikleri ve bunlarin
ilgili Kinetik modellere uyumu Sekil 3.24‘de goriilmektedir. Cizelge 3.6°da deneysel
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verilerin sozde birinci derece, s6zde ikinci derece ve Weber-Morris modellerine

uyumundan tiiretilen parametreler bulunmaktadir.
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Sekil 3.24 Ureaz immobilizasyon kinetiginin (a) Sézde birinci (Lagergren) ve ikinci derece

(b) Weber-Morris kinetik modellere uyumu
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Cizelge 3.6: Sozde birinci (Lagergren), sozde ikinci derece ve Weber-Morris kinetik modellerden elde edilen katsayilar

Sozde Birinci Derece

Adsorbanlar

Sozde ikinci Derece

Weber-Morris

Yiizeve difiizyon Parcacik icine dif.

'kx10° *Qx  3(tw)1 ‘Hi  R? %kx10° Q  2Q4  ‘Hz 3(tn), R? Ok R? Ok R?
PB 13.4 504 52 0.67 0.945 0.34 547 518 1.02 54 0.984 431 0.968 0.61 0.883
PCh 26.9 1049 26 2.83 0.858 0.35 1135 1124 450 25 0942 5.74 0.993 1.55 0.974
PChB 4.8 82.7 145 0.39 0.904 0.07 922 87.1 058 159 0.942 352 0.973 1.06 0.982
'mg gtdk?, mgg?, Sdk, 4mg gldk?, 5g mgidk?, ® mg gldk*
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Cizelge 3.6°da verilen regresyon katsayilari (R?) incelediginde sdzde ikinci dereceden
kinetikle ilgili degerlerin sozde birinci dereceye goére daha biiyiikk oldugu;
immobilizasyon kinetiginin s6zde birinci dereceden ¢ok ikinci derece modele uydugu
goriiliir. S6zde ikinci derece kinetik modelden bulunan kuramsal Q degeri (Qx),
deneysel degere yakindir. Bu modelden tiiretilen adsorpsiyon baslangig hizlari (H2) ve
bunlardan hesaplanan yarilanma siireleri (t12)2 immobilizasyonun 6zellikle PCh igin

hizli bir sekilde gerceklestigini gostermektedir.

Weber-Morris modelinden hesaplanan pargacik igerisine diflizyon hizlar1 tiim
adsorbanlar i¢in oldukga kiiglik degerlerde bulunmustur. Weber-Morris modelinden,
birincisi adsorban yiizeyine hizli taginim, ikincisi ise parcacik igine taginimla ilgili iki
dogrusal bilesen elde edilmesi ile adsorpsiyonun derisime bagl ve kimyasal oldugunu

gosterir.

3.3.3 immobilizasyonun Sicaklikla Degisimi

PB, PCh ve PChB’ye iireaz (2000 mg L™ sabit derisimde) immobilizasyonunun,
sicaklikla degisimi arastirmasindan tiiretilen denge derisimleri ve bunlar igin
hesaplanan Q degerleri EK 3°‘de, t-%immobilizasyon grafikleri ise Sekil 3.25’de
verilmistir. Iletkenlik 6lgiimleri, ortam sicakligindaki standart ve denge ¢ozeltileri ile
yapilmistir. {letkenlik 6l¢iimii enzim aktivitesi belirlemede kullanilan bir ydntemdir ve
enzim aktivitesi sicaklikla degisir. Yonteme gore 6l¢iim igin 4, 15, 25 ve 35 °C’de 24
saat bekletilen farkli derisimlerdeki standart ¢ozeltilerin iletkenlikleri dlgiilmeli, yani
her sicaklik i¢in ayri standart ¢ozelti setleri hazirlanmalidir. Bu durum ¢ok miktarda
ireaz harcamayi gerektirir ve ekonomik degildir. Bu sinirlamaya ¢6ziim olarak her bir
sicakliktaki su banyosuna immobilizasyon ¢dzeltilerinin yanmna 10 mL 2000 mg L*
bos c¢ozelti konularak 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda bos (adsorbansiz)
cozeltiler ve denge cozeltilerinin derisimleri 6l¢iilmiis, Q hesaplarken Co olarak bos

¢Ozeltinin derigimleri alinmustir.

Sekil 3.25 kitosan igceren  kompozitlerin  immobilizasyon  ylizdesinin
(% immobilizasyon) sicaklikla ¢ok degismedigini gostermektedir. Dort farklr sicaklik
i¢cin ortalama Q degerleri ve standart sapmalar1 PCh ve PChB igin sirasiyla 179.0 +
20.2 mg g ve 176.0 + 22.4 mg g1, % tutunma degerleri ise % 98.4 + 1.9 ve % 96.6
+ 2.8°dir. Bu kompozitler i¢in adsorpsiyon sonrasi denge derisimleri dl¢iim sinirinin

altinda (~ 0 mg g™) oldugu i¢in K (dagilim katsayisi, Q/Cq) degerleri tanimsiz ya da
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cok biiylik bulunmustur. Bu nedenle InK-(1/T) grafikleri ¢izilememis ve termodinamik

parametreler hesaplanamamastir.
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Sekil 3.25 Ureaz immobilizasyon yiizdesinin sicaklikla degisimi
PCh ve PChB kompozitlerine gore daha diisiikk olsa da PB kompoziti i¢in de
immobilizasyon yiizdesi sicaklikla belirgin sekilde degismemektedir. Dort farkl

sicaklik i¢in ortalama Q ve % immobilizasyon degerleri (+ standart sapmalari), 41.5 +

11.4 mg gt ve % 22.6 + 4.8 dir.
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3.4 Ureaz Aktivitesi

Bu boliimde immobilize {iireaz aktivitesinin farkli pH, substrat derisimi ve
sicakliklarda incelenmis, ayni1 ortamlardaki serbest enzim aktivitesi ile
karsilastirilmistir. Denge ve yikama ¢ozeltilerinin amonyak derisimlerinden EK 4°deki
Cnra"-Curs dogru denklemi kullanilarak iireaz derisimlerine gegilmis ve Berthelot

yontemiyle immobilize olan enzim miktarlar1 hesaplanabilmistir.

3.4.1 immobilize ve Serbest Enzim Aktivitesinin Substrat Derisimi ile Degisimi
ve Kinetik Parametrelerin Saptanmasi

200 mg L serbest iireaz derisimi ile farkli iire derisimlerinde (0, 500, 1000, 5000,

10000 ve 20000 mg L) baslatilan hidroliz tepkimesinin 5. dakikas1 sonunda olusan

NH.* derisimleri Berthelot Yontemi ile belirlenmis ve serbest enzim i¢in enzim

aktivitesi (Vo) mM dk* olarak hesaplanmustir. Ardindan serbest enzimin neden oldugu

ilk hiz degerleri {inite (mg enzim)™ (umol dk* mg™) birimine doniistiiriilmiistiir.

PB, PCh ve PChB destek materyallerine immobilize edilen enzim miktarlar1 ortalama
olarak, sirasiyla 2.55, 17.73 ve 8.05 mg enzim/g kompozit seklindedir. Bu miktarlar
immobilizasyon verileriyle uyusmamaktadir (Izotermlerden PB, PCh ve PChB igin Q
degerleri sirastyla 16.92, 20.00 ve 20.00 mg g™'’dir). Bunun nedeni izotermlerde
kullanilan adsorbanlarin pudraya yakin kiiciik tanecik boyutlu olmasi dolayisiyla
yiizey alaninin ¢ok biiyiik olmasidir. Bu katilarin immobilizasyon sonrasi kullanilmasi
Batch tekniginde bulanik ¢o6zelti olusturmasi ve kolon uygulamasinda kolonda
tikanmaya neden oldugundan pratik degildir. Uygulama ve tekrar kullanim zorluklari
nedeniyle bu bélim boyunca 6giitiilmemis milimetre boyutlu (daha kiigiik yilizey
alanli) adsorbanlar kullanilmigtir. Her bir destege tutunan enzim miktar1 ve aktivite
degerleri kendi iginde degerlendirilmistir. Destege immobilize edilen enzim miktarlari
kullanilarak immobilize enzimin neden oldugu ilk hiz (Vo) degerleri (umol dk* mg?)

biriminde hesaplanmustir.

Sekil 3.26’da Michaelis-Menten egrileri, Cizelge 3.7°de ise Km Ve Vmax degerleri

gorilmektedir.
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Sekil 3.26 Serbest ve immobilize enzimler i¢in Michaelis-Menten egrileri

Cizelge 3.7: Serbest ve immobilize ilireazlarin Michaelis-Menten denklemine uyumu ve
kinetik sabitler

Enzim R? Vmax/iinite mg™* Km/mM (Vmax! Km)
Serbest enzim 0.988 11.3 128.2 0,0881
PB-U 0.943 10.6 242.6 0,0437
PCh-U 0.890 20.1 103.8 0,1936
PChB-U 0.826 19.0 102.4 0,1855

Kinetik sabitler daha onceki ¢alismalarla karsilastirlmistir (bkz Cizelge 1.1).
Immobilizasyon islemi sonrasi beklenildigi gibi Km Ve Vmax degerleri belirgin sekilde

degismistir.

Km degeri genellikle, diflizyon sinirlamalari, sterik engeller ve iyonik siddet gibi
nedenlerle serbest enzimden farklidir. Immobilizasyon siirecinin enzimdeki yapisal
degisiklige neden olmasit ve substratin immobilize enzimin aktif bdlgesine
erigilebilirligindeki zorluklar nedeniyle de enzimin substrata olan ilgisi degisir
(Bayramoglu vd., 2003). Genellikle immobilizasyonun enzimlerin Km degerlerini
arttirdig1, yani kati bir destek iizerine immobilize olmus enzimlerin substrata olan
ilgisinin azaldig1 bilinmektedir. Cizelge 1.1°daki ¢aligsmalarin ¢ogunda da bu durum
tekrarlanmistir. Bu ¢alismada PB kompozitine immobilize olmus lireazin Km degerleri

artmis, kitosanlt enzimlerde ise bu durumun tersi gerceklesmistir. Akgol ve
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arkadaslarinin ¢aligmalarinda da (2002) immobilize enzim Km degeri, serbest

enzimden daha biiytiktiir.

Enzimlerin serbest ve immobilize haldeki Vmax degerleri karsilastirildiginda ise tim
kompozitlere immobilize olmus enzim i¢in azalma oldugu goriilmektedir.
Immobilizasyon isleminde enzim ile substratin bulusmas1 engellenebileceginden Vmax
degerindeki azalma oOnceki calismalarda da goriilmektedir. Ote yandan

immobilizasyon sonrasit Vmax’1n arttig1 calisma 6rnegi de vardir (Akgol vd., 2002).

3.4.2 immobilize ve Serbest Ureaz Aktivitesinin pH ile Degisimi

Serbest ve immobilize iireaz aktivitesi farkli pH'larda 10 mM fosfat tamponlari i¢inde
hazirlanmig 10000 mg L (166.5 mM) iire ¢ozeltisi kullanilarak belirlenmistir. 5
dakika sonunda olusan amonyum miktarlar1 Olgiilerek aktiviteler hesaplanmis ve
sonuglar % aktivite olarak pH'ya kars1 grafige (Sekil 3.27) gegirilmistir. Tiim veriler
EK 6’de mevcuttur. Enzim ve kompozitlerin aktif yiizeylerinin pH ayarlamada
kullanilan tuzlarin iyonlarindan farkli sekilde etkilenecegi diisiiniildiigli i¢cin tiim

pH’lar fosfat tuzlar1 (NasPO4, NaoHPOs, NaH2POj4 ) ve H3POgy ile ayarlanmistir.

100

80

60

% Aktivite

20

Sekil 3.27 Serbest ve immobilize enzim aktivitelerinin pH ile degisimi

Serbest enzim i¢in optimum pH 7.5 iken, PCh da bu deger aym1 kalmis, PChB’de ~
6.4, PB’de ise 3-6.4 arasina kaymistir. Fosfat tamponlari ile 3.1-6.2 pH araliginda

tampon ¢ozelti hazirlanamadigi i¢in PB i¢in optimum pH degeri verilememistir.
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3.4.3 immobilize ve Serbest Ureaz Aktivitesinin Sicaklikla Degisimi

Sicakligin serbest immobilize enzimlerin aktivitesi ilizerine etkisi Sekil 3.25'da tim
veriler EK 7°de goriilmektedir. Enzimin % 100 aktivite gosterdigi sicaklik genellikle
optimum sicaklik olarak adlandirilir. Sekil 3.28’de serbest enzimin optimum
sicakliginin 35 °C oldugunu goriilmektedir. Hareketsiz hale getirilmis durumda olan
enzimlerden PB ve PChB i¢in optimum sicakligin ¢aligilan sicaklik araliginin disinda
oldugu distiniilebilir. PCh i¢in ise optimum sicaklik 55 °C’ye ¢ikmustir. Serbest enzim
ile karsilastirildiginda PCh’de immobilize iireazin bu arttirilmis termal kararliligs,

tirenin fizikokimyasal dogasin1 degistiren kitosana pek ¢ok noktadan tutunmasiyla

agiklanabilir.
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Sekil 3.28 Serbest ve immobilize enzim aktivitelerinin sicaklikla degisimi

Immobilize iireaz i¢in optimum sicakliktaki benzer kaymalarin gézlemlendigi raporlar
literatiirde bulunmaktadir. Ornegin, boya-Ni yiikli oyuk fiber membranlar icin

optimum pH 45 °C’den (serbest enzim) 55 °C’ye kaymustir (Akgol vd., 2002).

3.4.4 immobilize Enzimin Kullanim Kararlih@inin Arastirilmasi

Immobilize enzimin aktivitesinin pH ile degisimi arastirmasinda pH=7 ve pH=8 i¢in
elde edilen immobilize enzim igerikli destekler pH 7 fosfat tamponu ile yikanmis ve 7
ardil kullanom boyunca 5 dakikada olusturduklari NHa" derisimleri (mM)

hesaplanmistir. 7 kullanim ile elde edilen Aktivite degerleri Sekil 3.29’da, ortalama
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aktivite ve standart sapma degerleri Cizelge 3.8’de sunulmustur. Deneyle ilgili tim

verilere EK 8’den ulasilabilir.

Cizelge 3.8: Immobilize enzimlerin 7 kez kullaniminda elde edilen ortalama aktivite
(mM dk?) ve standart sapma degerleri

Ornekler PB PCh PChB
1 0.83+0.13 5.394+0.61 2.67 £0.51
2 0.80 £ 0.06 4.95+0.67 2.95+0.59
i ® PChpH=7
- 1000 B PChpH=8
[ @ PChB pH=7
) B PChB pH=8
> 800 | © PBpH=7
Y m PBpH=8
©
=
£ 600} . .
(5]
s - " . T
h,
< 400 |
0
| t
200 o) e 8 8 5 8 g
-]
-]
O ') ) O 1 O O O
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Kullanim Sayisi

Sekil 3.29 immobilize enzimin kullanim kararlilig
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4. SONUCLAR

Bu arastirmanin amaci, bir hidrojel olan Poliakrilamidin (PAAmM) Bentonit (B) ve
kitosan (Ch) ile olusturdugu ikili, Bentonit-kitosan (BCh) ile olusturdugu iiglii
kompozit adsorbanlarin hazirlanmasi, karakterizasyonu ve iireaz immobilizasyon

ozelliklerinin arastirilmasidir.

Bu amag dogrultusunda yapilan ¢alisma sonuglarinin yorumlari, bulgular ve tartisma

boliimii altinda verilen her bir alt baslik kapsaminda asagida sunulmustur.

Karakterizasyon deneylerinden elde edilen sonuclar:
e FT-IR analizleri sonuglari; ilgilenilen kompozit yapilarin bilesiminin, PAAm, Ch ve

B katkilariyla olustugunu kanitlamaktadar.

e B, PB ve PBCh’ye ait XRD spektrumlarinin karsilagtirmali degerlendirmesi; B
yapisina PAAm katilmasiyla B’ nin doo: tabakalarinda, PB kompoziti i¢in 0.18 nm,
PChB kompoziti i¢inse 0.12 nm’lik agilmalara neden oldugununu ve
polimerlesmenin PB ve PBCh yapilarinin tabakalar1 arasinda da gercgeklestigini
gostermistir. Degisimin nano dl¢ekte gdzlenmesi (1-10 nm), ad1 gecen kompozitlerin
nano-kompozit olarak degerlendirilebilecegi sonucunu dogurmustur. Polimorf
yapidaki Ch’ye ait 20=19.4 piki. her ne kadar PAAm’nin amorf spektrumu ile ortiilse
de. PCh ve PChB kompozit yapilarinda da goriilmektedir. Bu durum FTIR analizinin
sonucunda da sdylenen, kompozit yapilarin bilesenlerin katkilariyla olustugunu

kesinlestirmektedir.
e [s1l analizlerin sonuglar1 asagidaki gibidir.

TG analizlerinde;
Ch ve PAAm bilesenleri ile PB. PCh ve PChB kompozitlerinde 3 asamali, B

mineralinde ise 20-100 °C sicaklik araliginda tek biiyiik kiitle kayb1 gozlenmistir.

Ik bélgedeki yaklasik kiitle kaybu, literatiire gore de molekiil i¢i ve molekiiller arasi
nemin buharlasmasi nedeniyledir (Gabour, 2017; Isikver, 2017). Cizelge 3.1°deki
rakamlardan da goriilebilecegi gibi, kompozit olusumu B ve Ch igin 1s1] kararliligi

arttirmistir.
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Ikinci kayip gazlar ve fonksiyonel gruplar (-NH, -COOH vs.) icin ana termal
ayrismaya atfedilmektedir. PAAm igin 195 °C’de %9, 295 °C’de %17 seklinde iki
basamaklidir. Kiitle kayb1 ve sicaklik degerleri incelendiginde, PB kompoziti B ile
karsilastirildiginda kararsizlasmis, ancak PAAm ile karsilastirildiginda daha
yiiksek sicakliklarda fonksiyonel gruplarini kaybetmistir. Ch ve PAAm’nin
kompozit (PCh) olusturarak 1s1l kararliliklarini arttirdiklart s6ylenebilir. PChB igin
de benzer sekilde Ch ve B’nin yapiya katilmasinin, PAAmM’ye kararlilik

kazandirdig1 sOylenebilir.

Son termal ayrisma ise u¢ grup kopmalarinin 6tesinde, ana zincir kopmalarina
atfedilmektedir. Bu kiitle kayb1 bolgesi i¢in de benzer sekilde kompozit yapilarin

saf Ch ve PAAm’ye gore 1s1l olarak daha kararli oldugunu gostermistir.

DSC analizlerinde;

PAAm’nin camsi gegis sicakliginin (Tg) 205 °C olarak bulunmustur. Literatiirde bu
sicaklik 190 ve 199 °C’dir (Silva vd., 2000; Isikver, 2017).

Ch’in Tg degeri i¢in ise literatiirde belirsizlikler mevcuttur. Bazi yazarlara (Kittur
vd., 2002; Ali vd., 2017) gére Ch’in DSC termograminda ~80 °C’de gozlenen (bu
calismada 73 °C) pik, su kaybina atfedilmektedir. Buna karsin Gabour, Tg
degerlerini termogramda goriilen ilk endotermik tepenin orta noktasini alarak
Poliakrilamid-kitosan kompoziti i¢in Tg’nin 100-120 °C araliginda oldugunu
belirlemistir (Gabour 2017). Dhawade ve Jagtap, konvansiyonel DSC'den,
kitosanin cam gecis sicakliginin kuru halde 118 °C 'de ortaya ¢iktigini, su varliginda
ve sicaklik modiilasyonlu DSC analizinde ise Tg’nin 61 °C'de gézlendigini rapor
etmislerdir. Bu durum, suyun kitosan i¢inde plastiklestirici olarak davrandiginm
dogrular. Su, i¢inde bulunan amin ve hidroksil gruplar1 araciligiyla kitosan ile
molekiiller aras1 bir hidrojen bagi olusturur. Bu, Kitosandaki zincir hareketliligini

kolaylastiran, molekiiler diizenlemeye yardimci olur (Dhawade ve Jagtap 2012).

Kompozitlerin Ty degerleri PB i¢in 256, PChB igin 214 °C’de gézlenmis, Ch ve

PCh i¢in ise camsi gegis sicakligl gdozlenememistir.

Bu calismada elde edilen termogramlarin tiimiinde 65-100 °C araligindaki genis
endotermik pikler, herhangi bir 6n kurutma islemi uygulanmadig i¢in yiizey ve

gozenekler i¢indeki suyun kaybindan kaynaklanmaktadir. Bulgular ve Tartisma
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Boliimiinde de belirtildigi gibi, Ch igeren kompozitlerde bu ilk pikin sicakligi
kitosandan (73 °C) daha yiiksektir (PCh igin 77 °C. PChB i¢in 83 °C). PAAm ve
PB igin ise pik sirasiyla 69 ve 74 °C’de goriilmektedir. Bu sonuglar kompozit

olusumunun 1s11 kararhilig arttirdiginin bagka bir kanitidir.

e SEM goriintiileri incelendiginde kompozitlerin tiimiinde karsilasilan genel goriiniim,
PB, PCh ve PChB yapilarinda amorf yapidaki PAAm’nin yapiya girmesi ile polimer
kapli B, Ch ve ChB olusumudur.

e SYN degerlerinin tiimii yaklasik notr pH degerlerindedir. Kompozitlerin pHi=4-10

araliginda tampon 6zellik gosterdigi goriilmektedir.

Immobilizasyon deneylerinden elde edilen sonuclar:
e Ureaz immobilizasyonunun incelenmesi deneylerinde, protein belirleme ydntemi

olan Bradford spektrofotometrik yontem kullanilamamistir. Coomassie Brilliant
Blue G-250 ile Ch igeren kompozitlerin denge ¢6zeltileri, protein pikiyle ortiisen bir
pik olusturmaktadir. Bu durumla Su ve arkadaslarinin (2010) calismalarinda da
karsilasilmis ve calismanin 6zet boliimiinde “Deney sonuglarinda kayda deger

hatalar vardir ve yontem uygun degildir.”” notu diigiilmiistiir (Su vd., 2010).

Bu nedenle immobilizasyon deneyleri daha 6nceki béliimlerde de agiklandigr gibi

yiiksek substrat derisimlerinde, iletkenlik yontemiyle yapilmistir.

e Immobilizasyonun iireaz derisimiyle degisiminin arastirilmasiyla elde edilen
izotermlerin Giles siniflandirmasindaki L (PB) veya H (PCh ve PChB) tipte oldugu
goriilmistiir. Bu sonuglar, kullanilan kompozitlerin 6zellikle kitosanli kompozitlerin
ireaza olan yiliksek adsorpsiyon ilgisi olarak nitelendirilmistir. Langmuir
adsorpsiyon izoterminden elde edilen maksimum adsorpsiyon kapasiteleri PB, PCh

ve PChB igin sirasiyla; 93, 174 ve 95 mg g™’ dir.

e Immobilizasyon kinetigi ile ilgili arastirma sonuglar1 tutunmanin sézde ikinci derece
modelle agiklanabilecegini gostermistir. Ikinci derece hiz denklemine uyum ve
Weber-Morris modelinden iki dogrusal bilesen elde edilmesi; daha Onceki
caligmalarda da aciklandig1 gibi, adsorpsiyonun derisime bagli oldugunu ve hiz
belirleyen basamagin kompleks olusumu iizerinden gergeklestigini kanitlamistir

(Baybas, 2009; Eninang, 2013).

69



e immobilizasyonun sicaklikla degisimi arastirmalarinda, tutunmanin sicakliga bagh
olmadig1 gozlenmistir. Dért farkli sicaklik (4, 15, 25 ve 35 °C) ve 2000 mg L*
baslangi¢ igin, iletkenlik yontemiyle bulunan, denge derisimi (Cq) Ve tutunma
miktarlarinin (Q) ortalama ve standart hata degerleri sirasiyla; PB i¢in 1405+£78 mg
Lt ve 42+6 mg g, PCh i¢in 31+18 mg L ve 17910 mg g%, PChB i¢in 61426 mg
Lt ve 176x11 mg gdir. Ozellikle PCh ve PChB kompozitleri, 2000 mg L™*’lik
iireazin ortalama olarak %98 ve %97 sini tutmustur. Kalan iireaz derisimi iletkenlik
yontemiyle duyarli olarak Olcililemeyecek kadar kiigiiktiir. Bu durumda dagilim
katsayilar1 (Kq=Q/Cq)’nin “In”i alindiginda tanimsiz ya da ¢ok biiyiik degerler
bulunmustur. Sonu¢ olarak (1/T)-(InKq) grafikleri ¢izilememis ve dolayisiyla
termodinamik parametreler (AH, AS ve AG) tiiretilememistir.

Aktivite deneylerinin sonuglari:

Serbest ve immobilize enzimlerin aktivitelerine farkli ortamlarin etkisinin belirlenmesi

ile ilgili deneylerde, ayn1 zamanda iireaz aktivitesinin Sl¢iimiinde kullanilan iletkenlik

yontemi kullanilamamistir. Ciinkii yontemin Olciilebilen en diisiik tireaz derisimi 50

mg L*Y°dir. Dolayistyla aktivite farklariin belirlenmesinde bu ydntem ¢ok duyarlh

degildir. Bu nedenle oldukca diisiik (1-10 mg L) NH4* derisimlerinin (dolayisiyla
enzim derisiminin)  belirlenebildigi  Berthelot  spektrofotometrik  yontemi

kullanilmistir.

e Immobilize enzim aktivitesinin, iire derisimi, pH ve sicaklik ile degisimi
incelenerek, ayni kosullardaki 200 mg L7 derisimli serbest enzim ile

karsilagtirilmistir.

e Immobilize ve serbest enzimler igin tepkime ilk hizinn iire derisimiyle degisimi,
deneylerinden elde edilen Vmax degerleri; 11 iinite mg™ (serbest enzim), 11 iinite
mg* (PB immobilize enzim), 20 iinite mg™ (PCh immobilize enzim), 19 {inite mg™*
(PChB immobilize enzim) olarak bulunmustur. Km degerleri ise; 128 mM (serbest
enzim), 243 mM (PB immobilize enzim), 104 mM (PCh immobilize enzim) ve 102
mM (PChB immobilize enzim)’dir. Enzim immobilizasyonu ile Km degeri PB icin

~2 kat artarken, Ch’l1 kompozitler i¢in ise yaklasik 0.75 kat azalmistir.

e Enzim aktivitesinin pH ile degisimi deneylerinden, serbest enzim ve PCh i¢in en
yiiksek aktivite izlenen pH nin ~7, PChB’de ~ 6.4, PB’de ise 3-6.4 arasinda olugu

sonucuna ulasilmistir. Farkli iyonik tiirlerin enzim aktivitesini farkli sekilde
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etkileyecegi icin, ayn1 deneyde, fosfat tamponu disinda tampon (asetik asit, tris,
amonyak vs) kullanilmamistir. HsPO4/H2PO4,, HoPOs/ HPO4Z ve HPO4#/PO*
tamponlarinin pH araliklar ise sinirlt oldugu i¢in 6rnegin 3-6.4 arasinda baglangig

pH’sina sahip tampon ¢6zelti hazirlamak zorlagmustir.

e Enzim aktivitesinin sicaklikla degisimi deneylerinden, serbest enzimin optimum
sicaklig1 35 °C olarak bulunmustur. Kitosanli komozitlerin (PCh ve PChB) iireazin

termal kararliligint arttirdig1 sdylenebilir.

e Tekrar kullanim deneylerinde ise, immobilize enzimin amacina uygun sekilde 7
kullanim sonunda bile aktivitesini kaybetmedigi sonucuna ulasilmistir. Bu sonucun

ulasilan en 6nemli bulgu oldugu diistintilmektedir.

Daha sonra yapilmasi planlanan ¢calismalar:
Immobilize enzimlerin gercek drneklere uygulanmasi tez siirecinde yapilamamistir.
Sonraki caligmalarda iireaz tutturulmus kompozitlerin endiistriyel kullaniminin

arastirilmasi diistiniilmektedir.
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EKLER

EK 1: Kompozitlere lireaz enzim immobilizasyonunun (Q) enzim derisimiyle (Co) degisimi

PB PCh PChB

Cot Cd? Q3 Co Ca Q Co Cq Q
50 0.0 5.0 50 0.0 5.0 50 0.0 5.0
100 6.6 9.3 100 0.0 10.0 100 0.0 10.0
200 30.8 16.9 200 0.0 20.0 200 0.0 20.0
300 69.6 23.0 300 0.0 30.0 300 0.0 30.0
500 222.9 27.7 500 0.0 50.0 500 8.2 49.2
600 296.3 304 700 0.0 70.0 700 24.0 67.6
700 312.9 38.7 800 0.0 80.0 800 73.4 72.7
800 371.9 42.8 1000 0.0 100.0 1000 109.6 89.0

1000 5284 472 1250 20.1 123.0 1500 571.8 92.8
1250 7517 4938 1500 101.8 139.8 1750 731.8 101.8
1500 9411 559 1750 61.9 168.8

1750 1111.0 63.9 2000 219.6 178.0

2000 12818 718

3000 21954 805

EK 2: Kompozitlere iireaz enzim immobilizasyonunun zamanla degisimi
(Co=2000 mg L) (6lgiimlere hacim faktorii uygulanmisgtir)

PB PCh PChB

t/dk Cq Q t/dk  Cq Q tdk  Cq Q
0 19788 2.1 0 1937.8 6.2 0 1857.4 14.3
20 1818.8 181 10  1447.6 552 20  1665.5 335
35  1751.3 249 20  1346.7 653 45  1614.7 385
45  1685.4 315 30  1319.8 680 90  1518.4 48.2
60  1672.9 327 45 12320 768 150 13205 68.0
75 16113 389 60  1151.3 849 210  1301.0 69.9
90  1663.8 336 90  1035.9 964 270  1158.4 84.2
105  1587.9 412 120  1001.7 99.8 330  1162.9 83.7
120  1584.6 415 180 948.0 1052 390  1141.2 85.9
240  1477.1 52.3 300 807.1 119.3 1290 935.1 106.5
360 14304 57.0 420 7715 122.8 1350 845.5 1155
1260  1324.6 67.5 480 727.2 127.3 1440 820.8 117.9
1380  1363.8 63.6 540 689.5 131.1 2730 570.6 142.9
1440  1365.4 635 600 698.2 130.2

1440 407.6 159.2

EK 3: Kompozitlere iireaz enzim immobilizasyonunun sicaklikla degisimi

PB PCh PChB
Co thC  Ci Q %T* Ci  Q %T Ci  Q %T

1873 4 1334 54 29 79 179 96 139 173 93
2009 15 1602 41 20 37 197 98 35 197 98
1895 25 1446 45 24 9 189 100 21 187 99
1506 35 1241 27 18 0 151 100 49 146 97

! Baslangi¢ enzim derigimleri (Co/mg L)

2 Denge derisimleri (Ca/mg L)

3 g adsorban basina tutunan enzim miktar1 (Q/mg g%)
4 % Tutunma [(Co-Cq)*100/Co]
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EK 4: Enzim Aktivitesi hesabi i¢in kullanilan Berthelot yontemi, UV-GB spektrofotometrik

olgtimlerde kullanilan 6rnek kalibrasyon dogrulari

201

15

< 10

0,5

O’O L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L J
0 50 100 150 200 250 300
-1
Cyn/mg L
R?=0.9994  A=-5.308x10*+5.527x10*XCnpa+
500 -
400 |
™, 300 -
(=]
S
B
G 200
100 -
0 L . 1 1 1 J
0 50 100 150 200

Curg/mg L™

R?=0.9913 C NH4+=-28.71+2.321XCurs
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EK 5: Serbest ve immobilize enzim aktivitesinin iire derigsimiyle degisimi

Serbest Enzim PB-U PCh-U PChB-U
[S]o/mM Vo/iinite mg™ Vo/iinite mg™* Vo/iinite mg* Vo/iinite mg*
0.0 0.10 0.00 0.00 0.00
8.3 1.83 0.26 0.52 0.01
16.7 2.97 1.56 1.42 0.67
50.0 4.22 -- - -
83.2 5.03 3.05 7.56 13.01
116.6 5.57 -- - -
166.5 5.81 3.87 16.73 7.84
333.0 6.47 6.51 13.26 15.94
EK 6: Serbest ve immobilize enzim aktivitesinin pH ile degisimi
Serbest Enzim PB-U PCh-U PChB-U
pH A°  9%BA® A %BA" A  %BA” A  %BA"
2.32 3.16 1.42 1.41 0.64 14.64 6.59 2.48 1.12
3.15 2.86 1.29 4.55 2.05 56.48 25.44 4.09 1.84
6.76  214.01 96.39 30.83 13.88 56.43  25.42 62.29  28.06
7.75 222.03 100.00 34.00 15.31 4941  22.25 43.86  19.75
11.66 4.66 2.10 2.74 1.23 39.83 17.94 4425  19.93
EK 7: Serbest ve immobilize enzim aktivitesinin sicaklikla degisimi
Serbest Enzim PB-U PCh-U PChB-U
t/°C A %BA" A %BA" A %BA”" A %BA”
10 70.6 29.7 5.8 2.4 26.6 11.2 245 10.3
15 108.2 455 10.1 4.2 62.0 26.0 344 14.5
35 237.9 100.0 9.2 3.9 60.0 25.2 81.8 34.4
45 217.7 91.5 7.1 3.0 122.3 51.4 91.7 385
55 208.7 87.7 8.5 3.6 2458 103.3 136.0 57.2
EK 8: Tekrar kullanilabilirlik verileri
PB-U PCh-U PChB-U
KS’ Al A; Ar A As A;
1 0.89 0.89 6.02 5.72 2.75 3.65
2 1.06 0.78 5.93 5.74 3.56 3.02
3 0.90 0.76 5.02 5.10 2.76 2.41
4 0.75 0.89 5.45 5.23 -- 191
5 0.67 0.77 4.22 4.35 2.17 3.16
6 0.73 0.74 5.58 4.33 2.62 3.35
7 0.78 0.79 5.52 4.15 2.16 3.11
Ort 0.83 0.80 5.39 4.94 2.67 2.95
Std 0.13 0.06 0.61 0.67 051 0.59
Sapma
Std. 0.05 0.02 0.23 0.25 0.21 0.22
Hata

% Spesifik Aktivite/iinite mg™
6" %BA: % Bagil Aktivite
7 *KS: Kullanim Sayis1

8 Aktivite, mM dk* (1 ve 2 numarali 6rnek igin)
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