T.C.
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZI
KiMYA ANABILIM DALI
BiYOKIMYA BiLiM DALI

SELULAZ ENZIMININ iMMOBILIZASYONU, KARAKTERIZASYONU VE
UYGULAMALARI

Duygu BAKIR

Damisman
Prof. Dr. Tiilin AYDEMIR

/

MANIiSA-2019



DuyguBAKIR

SELULAZ ENZIiMIiNiN iIMMOBILiZASYONU, KARAKTERIZASYONU VE
UYGULAMALARI

2019




TEZ ONAYI

Duygu BAKIR tarafindan hazirlanan "SELULAZ ENZIMININ
IMMOBILIZASYONU, KARAKTERIZASYONU VE UYGULAMALARI"
adli tez ¢alismas1 25/07/2019 tarihinde asagidaki jiiri tiyeleri oniinde Celal Bayar
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Biyokimya Anabilim Dali’nda
YUKSEK LISANS TEZI olarak basari ile savunulmustur.

Danisman Prof. Dr. Tiilin AYDEMIR ...,
Celal Bayar Universitesi

Jiiri Uyesi Prof. Dr. Leman TARHAN e,
Dokuz Eyliil Universitesi

Jiiri Uyesi Doc. Dr. Ayse DINCER e,
Celal Bayar Universitesi

Yedek Jiiri Uyesi  Prof. Dr. Nurdan PAZARLIOGLU  ....ccoooevvvvenne,
Celal Bayar Universitesi

Yedek Jiiri Uyesi ~ Prof. Dr. Raziye OZTURK UREK ~ .....ccocoovvvvenee,
Dokuz Eyliil Universitesi



TAAHHUTNAME
Bu tezin Manisa Celal Bayar Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyokimya
Boliimii’nde, akademik ve etik kurallara uygun olarak yazildigini ve kullanilan tim

literatiir bilgilerinin referans gosterilerek tezde yer aldigini beyan ederim.

Duygu BAKIR



ICINDEKILER

ICINDEKILER ......ooviiieicteeee ettt st en e,
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI........ccooiiiiiiiiieens
SEKILLER DIZINI ....ooviiisiiceece ettt
TABLO DIZINI....ooiiiiiiiiiiiiis
TESEKKUR .....ooviuiiieeietiee ettt ettt en et tese st et ensaaans
OZET oottt
ABSTRACT ettt
L GIRIS ettt
2. GENEL BILGILER .......coeoiitiiiiiieieeeeeeeeee e,
2.1. Enzim Immobilizasyon Teknigi Hakkinda Genel Bilgiler .....................
2.2. Enzim Immobilizasyon YOntemleri .............ccooevveviveeriererieiesrereeseennas
2.2.1.Tastyiciya Baglama YOntemleri.........oooverivveiiiieiiiie e
2.2.1.1. Kovalent Baglama Metodu ............cccoveiiiiiiiiieiiiicee e
2.2.1.2. Iyonik Baglama Metodu ..........cccceevevevievisieririirceeesse e
2.2.1.3. Fiziksel Adsorpsiyon Metodu ..........cccevvienieiniieniiienieeniee s
2.2.1.4. Biyospesifik Baglama Metodu...........cccocoveiiiiiiiiiiiiiicciee,
2.2.2.Capraz Baglama Metodu ............ccooviiiiiiiiiiiie e
2.2.3. TUtuKIama MEtOTU .........ccveviiiiiieiieeeee e
2.3.Enzim Immobilizasyon Yontemlerinin Kiyaslanmast .............c..ccevve....
2.4 Enzim Immobilizasyonunda Kullanilan Tastyictlar..........ccccoceeveervennen.
2.4.1.Kitin Ve KItOSAN.......cccoiiiiiiiiiic i

2.4.2 Kitin ve Kitosanmn Kullanim Alanlart ..........ccccooooiiiiiinnn
2.5.Manyetik partikiller............vvviiiiiiiiiii i
2.6.Sellilaz ENZIMI ....oovviiiiiiii e
2.6.1.Seliilaz Enzimlerinin Siniflandirilmast........cccococvvvieiiiinieiiieninnnn,
2.6.2.Seliilaz Enziminin Karekterizasyonu ve Ozellikleri........................
2.6.3.Seliilaz Enzimlerinin Substratlar1 ve Inhibitdrleri................cc.c.......
2.6.4.Seliilaz Enzimlerinin pH ve Sicaklik Stabiliteleri.............cccvvvvennenn.
2.6.5.Seliilazlarin Uygulama Alanlart.........ccccccovviiiiiiiiiniiieiiiiiieennn,
2.6.5.1.G1da eNAUSLIIST .vvvveeiiiiiie e e

2.6.5.2. Tekstil endiStriSi......cvvvreeiiiiiieieiiiie e
2.6.5.3.Camasir ve deterjan endiiStriSi.........coovivvereeriiiireeiniiiineenne
2.6.5.4.Hayvan yemi €ndUStIIST.......vvvreeririieeeiiiiee e ee e
2.6.5.5.Kagit endUStriST...cceeriurrireeiiiiiie et
2.6.5.6.Bira ve sarap endiStriS .....cvvvvrviiiieeiiiiiiiiiiiiiiee s sssiiinneneeens
2.6.5.7.Biyoyakit endUStriST ....eveeeiiuvreieiiiiiiiie et
2.7.Karakterizasyon YONteMIETT .........cccuuvieiiiiiiiieiiiiiiiee st
2.7.1.Fourier dontigiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) ........ccceeeneene.
2.7.2.Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)...........ccccovviviiviiiiie e,
2.7.3.X-Ismi1 Toz Kirmim Olgimleri(XRD)........ccccveveveveeiieeereeieeeines
2.7.4. Termogravimetrik analiz (TGA) ....ccveevvive i
2.7.5.Manyetik Duyarlilik Olgiimleri(VSM) .......cccccveervririeeereeeeene.
2.8.GRNIPIN L.
2.9.Lignoseliilozik BiyoKUtle ..........cccooviiiiiiiiiiiiiiiiceccc e
2.9. L HEMISCIHIOZ .o
2.9. 2. LIGNIN ..ottt
2.9.3.SCIIIOZ .o



2.10. ENzZIimMatik HIdroliz ...t 31

2.1 1 T@ZIN AIMNACT.c.ieiiiie ittt ettt e et e e e annae e e e 33
3. DENEYSEL KISIM (veya MATERYAL VE YONTEMLER)................... 34
3L MALEIYAL ... 34
3 L1 KIMYASAHAN ... 34
3.1.2.Seliilozik BiyOKUtle ........coovvviiiiiiiiiicccieccc e 34
3.1.3. Kullantlan AlCtler........ccuvviiiiiiiiiieiiiii e 34
B 44111153 111 1<) PO UTRUOUPPPTTRPPR 35
3.2.1.Manyetit(FesOs) Hazirlanmasi ...........ccovvevinininiinieniecccsee 35
3.2.2.Kitosan Boncuklarin Olusturulmasi(CS)........cccovveivviiinieininiennn. 35
3.2.3.Kitosan-Manyetit Boncuklarin Olusturulmasi(CS-Fe30a).............. 36
3.2.4. Kompozit Boncuklarin Karakterizasyonu ..........ccccceevveuvereeniiiienennns 36
3.2.4.1.BONCUK DOYULU ...t 37
3.2.4.2.Sigme karakterizaSyonu ...........cccceeeeeiiireieesiiieeeesiiieneennnens 37
3.2.4.3.Mekanik o6zelliklerin belirlenmesi..............cceevivieriiiininnenn 38
3.2.5.Kompozit Boncuklarin Glutaraldehit ile Aktivasyonu ................... 38
3.2.6.Kompozit Boncuklarin Genipin ile Aktivasyonu ..........cccccccveennen. 39
3.2.7.Kompozit Boncuklara Seliilazin Immobilizasyonu ........................ 39
3.2.8.Tastyic1 Uzerine Baglanan Protein Miktarmnin Belirlenmesi .......... 40
3.2.9.Glikoz Standart Egrisinin Olusturulmasi ve Seliilazin Aktivitesinin
BelIrIENMESI. ... 41
3.2.10.immobilize Enzimin Karakterizasyonu............c.ccoeveveeevereereesnenes 43
3.2.10.1.0ptimum Sicaklik ve Termal Stabilite .............cceevvnrnnne 43
3.2.10.2.0ptIMUM PH....oiii e 45
3.2.10.3.Enzim KinetiZi ......ccovvverviiiiiiiiciiin i 45
3.2.10.4.Depolama Kararliligl .........cccccovvveeiiineiiiie e 46
3.2.10.5.Serbest ve Immobilize Seliilaz Uzerine Baz1 Aktivator ve
INhibitOTIerin BKiSi......vivevevevevevercreririiiis ettt 46
3.2.10.6.Tekrar Kullanilabilirlik ...........ccccooviiiiiiiiiiiiie, 46
3.2.11.Kompozit Boncuklar Uzerine immobilize Edilen Seliilaz ile
Lignoseliilozik Atiklarin Sakkarifikasyonu ...........c..cccccevviveiiineciinieenn, 46
3.2.11.1. Seliilozik Atiklarin On Islemden Gegirilmesi, Lignin,
Hemiseliiloz ve Seliiloz Miktarlarinin Belirlenmesi................cccveeiinnee. 47
3.2.11.2.Seliilozik Atiklarin Sakkarifikasyonunu Etkileyen Faktorler
.............................................................................................................. 47
3.2.11.2.1. Sakkarifikasyon Uzerine NaOH Konsantrasyonunun
EEKIST e 47
3.2.11.2.2. Sakkarifikasyon Uzerine pH EtKisi ................. 48
3.2.11.2.3. Sakkarifikasyon Uzerine Sicaklik EtKisi .......... 48
3.2.11.2.4. Sakkarifikasyon Uzerine Reaksiyon Siiresinin Etkisi
.............................................................................................................. 48
3.2.11.2.5.Sakkarifikasyonda Kullanilan immobilize Seliilazin
Tekrar Kullantlabilitligi ........c.evvviiiiiiiiiiie e 48
3.3.Kullanilan Kimyasal COzeltiler.............cooiiiiiiiiiiiiiieiieeee 48
4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA ......c.cooiiiiiiiiieen 50
4.1.Kompozit Boncuklarm KarakterizaSyonu ............cccocvevvivviininicniinennn. 50
4.2 Kompozit Tasiyicilar Uzerine Baglanan Protein Miktari ve
IMmobilizasyon VErimi.............cccccvevererereiiiiiiesseieeve e 67
4.3.Serbest ve Immobilize Enzimin Karakterizasyonu ..............ccccocvevevnene. 72
4.3.1.S1caklik ve pH’mn Etkisinin Belirlenmesi..........cccccoooiiviinnnnnn. 72



4.3.2. ENZIM KINETIZT ..eeivvviiiiiiiiiiieiieie e 79

4.3.3.Depolama Kararltli@1........ccooveviiiiiiiiiiiie e 81
4.3.4.Immobilize Seliilazin Tekrar Kullanilabilirligi .............ccccovvevnnnnn 83
4.3.4.Serbest ve iImmobilize Seliilaz Uzerine Aktivator ve Inhibitdrlerin
EEKIST .t 84
4.4, immobilize Seliilaz ile Lignoseliilozik Atiklarin Sakkarifikasyonu ....... 86
4.4.1. Sakkarifikasyon Uzerine NaOH Konsantrasyonunun Etkisi.......... 89
4.4.2. Sakkarifikasyon Uzerine pH EtKiSi.........coccovvvevevevevererieceieininnans 90
4.4.3. Sakkarifikasyon Uzerine Sicaklik EtKisi............cccccoceveeeerenrnnnnns 90
4.4.4.Sakkarifikasyon Uzerine Reaksiyon Siiresinin EtKisi..................... 91
4.4.5.Lignoseliilozik Atiklarin ve Lignoseliilozik Atiklarin Sakkarifikasyonu
Sonrast Meydana Gelen Uriinlerin Karakterizasyonu ...............c.....c.c..... 93
4.4.6.Sakkarifikasyonda Kullanilan immobilize Seliilazin Tekrar
Kullanilabilirlig1 .....covveeiiiccee e 99
5. SONUC VE ONERILER ........ccoiiiiiiitiiiiieteeeieeee e 100
KAYNAKLAR ...t 102
OZGECMIS ...ttt sttt 112



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

BSA :Sigir serum alblimin
CMCNa:Karboksimetilseliiloz Sodyum Tuzu
DNS :Dinitrosalisilik asit

DP :Polimerlesme derecesi

Ea  :Aktivasyon enerjisi (J mol™)

EDTA :Etilen diamino tetra asetik asit

GA  :Glutaraldehit

GP  :Genipin

IR ‘Infrared

KBr :Potasyum bromiir

Km  :Michaelis-Menten hiz sabiti (mg/ml)
M :Molar

mg  :Miligram

Mm  :Milimolar

mL  :Mililitre

rpm  :Dakikadaki doniis sayis1 (Revolutions per minute)
T :Sicaklik

t :Zaman(saat)

TPP  :Sodyum trifosfat pentabazik

Vmax :Maksimum hiz

v/iv.  :Hacim/hacim

w/v  :Kiitle/ hacim

uL  :Mikrolitre



SEKILLER DiZiNi

Sayfa
Sekil 2.1. Kitinin Kimyasal YapisSi.........ccccveriiiiiiiieiiiieiieececeee e 12
Sekil 2.2. Seliilozun kimyasal yapiS1 ........ccovvviriiiiiiiiieiiieeecee e 12
Sekil 2.3. Kitosanin Kimyasal yapiSi..........cocvveriiriiiiiieiiiie e 13
Sekil 2.4. Kitinin NaOH ile deasetilasyonu ve kitosan olusumu ...................... 14
Sekil 2.5. Seliilaz enziminin ¢alisma mekanizmasi .............cccveveeriivereeniiieneens 15
Sekil 2.6. Enzimatik hidroliz...........cccvvviiiiiiiiii e 18
Sekil 2.7. GeNIPININ YAPIST ..uerreeeiiireiieeiirrieeeerree e e s e e e e s e e s nnreeee s 29
Sekil 2.8. Lignoseliilozik biyokiitlenin yapisi ve bilesimi..........cccccceeeeriinnnnee. 30
Sekil 2.9. SelIOZUN YAPIST ...vviviiiiiiiiieiiie et 32
Sekil 3.1. Fe3O4 partikillerinin SENteZi........cceeiiveeieriiiieieeiiiiiee e eiiie e e 36
Sekil 3.2. CS-Fe304 Boncuklarinin Olusturulmasinin Sematik Gosterimi ........ 37
Sekil 3.3. Kitosan boncuklarin sisme karakterizasyonu ............ccccccceeeeiiininnnne. 39
Sekil 3.4. Enzimin polimer iizerine tutuklanmasi...........ccccoocvvviiiiincciiiinnens 40
Sekil 3.5. Bradford yontemi ile aktivite tayini ¢alismasi.........ccccvvevveeeeriinnnnne. 41
Sekil 3.6. Protein Standart Grafigi...........ccoooveiiiiiiiiiiiii e 41
Sekil 3.7. DNS yontemi ile aktivite tayini ¢alismast ............occvvvveviieeeniiiiinnnne. 42
Sekil 3.8. Glikoz standart rafiZi...........ccoovveiiiieiiiiiiieiiieiie e 43
Sekil 4.1. Kitosan kompozit boncuklara ait mikroskobik fotograflar................ 50
Sekil 4.2. Kitosanin, genipin ile olasi ¢gapraz baglanma ve seliilaz immobilizasyon
TEAKSTYONUNUI SEINAST +etvieiiisiiiiriieeaeessssssstrbtseeaeesssssasstereeraeesssssanssrrrreeeeesessnans 50
Sekil 4.3. Kitosanin, monomerik ve polimerik glutaraldehit formlari ile olasi ¢apraz
baglanma ve seliilazin immobilizasyon reaksiyonunun $€masi .............coeene.. 52
Sekil 4.4. Kitosan ve kompozit boncuklarm SEM goriintiileri ......................... 53
Sekil 4.5. Kitosan Kompozit Boncuklarin IR Spektrumlarmin karsilastirilmasi
....................................................................................................................... 55
Sekil 4.6. Kitosan ve kitosan kompozit boncuklarin XRD spektrumlari........... 58
Sekil 4.7. Glutaraldehit ve genipin ¢apraz bagli boncuklarin kompozit boncuklarin
TGA EEITICTT c.uvvvviiiiiie ettt e e r e e e e e s s nbbanes 60
Sekil 4.8. Fe304 ve CS- FesO4 boncuklarina ait VSM histerisis egrileri........... 62
Sekil 4.9. CS-Fe30,4 boncuklarinin dig manyetik alana maruz kalmadan 6nceki ve
SONFAKT AUIUMU ... 63
Sekil 4.10. Kitosan ve Kompozit boncuklarin pH 7.0 ve pH 5.0’de sisme grafigi
....................................................................................................................... 65
Sekil 4.11. Kompozit boncuklarin GP (% w/v) ve GA (% v/v) konsantrasyonuna
bagli olarak pH 5.0°de sergiledikleri sisme grafigi .........ccccevviviveeiiiiineenniinnnn. 66
Sekil 4.12. Seliilaz immobilizasyonunda genipin ve glutaraldehit ile aktive edilen
boncuklar tizerindeki immobilizasyon siiresinin etkisi............ccceveerrivereennnnnne. 68

Sekil 4.13. 50 °C'de serbest (W) ve genipin (A) ve glutaraldehit (@) kullanilarak
aktive edilen kitosan ve kitosan kompozit boncuklar {izerine immobilize edilen

seliilazin aktivitesine pH ve sicakliZin etkisi ..........cooocvvieiiiiiiiiniiieee 72
Sekil 4.14. Serbest ve kompozit boncuklar (genipin ve glutaraldehit) tizerine
immobilize edilen seliilaz enzimine ait Arrhenius grafigi ..........ccocovvvivieninnnns 76
Sekil 4.15. Serbest ve kitosan kompozit boncuklar iizerine immobilize edilen
seliilazin 40(a), 50(b), 60(c) ve 70(d) °C de zamana kars1 aktivite grafigi........ 77
Sekil 4.16. Serbest seliilaz enzimi, GA-CS-Fe30,4 ve GP-CS-Fe30;4 tlizerine
immobilize edilen seliilazin Lineweaver- Burk grafigi ...........cccccoeviniennnnnn. 79

\Y



Sekil 4.17. 4°C’de serbest, GA-CS-Fe30,4 ve GP-CS-Fe30, tizerine immobilize

edilen seliilazin depolama kararlili1 .........cccoviiiiiiiiiii e 81
Sekil 4.18. Kompozit boncuklar {izerine immobilize edilen seliilazin CMC-Na
substratina karsi tekrar kullantlabilitligi ...........ccooveiiiiiiiii 82
Sekil 4.19. Serbest ve immobilize seliilaz iizerine farkli konsantrasyonlardaki
aktivator ve inhibitOrlerin etkisi ........cveviiiiiiiiiiiiiiii e 84
Sekil 4.20. TSIEM AKIST.....cveviveeeeeeeieeeeeeeeees ettt n st 86
Sekil 4.21. NaOH konsantrasyonunun sakkarifikasyon iizerindeki etkisi......... 88
Sekil 4.22. pH degerinin sakkarifikasyon tizerindeki etkisi...........cccceeriiinnneenns 89
Sekil 4.23. Sicaklik degerinin sakkarifikasyon tizerindeki etkisi...................... 90
Sekil 4.24. Kompozit boncuklar iizerine immobilize edilen seliilaz ile zamana kars1
sakkarifikasyon rafiZi.........ccoooiiiiiiiiiii s 91
Sekil 4.25. Lignoseliilozik biyokiitlelerin SEM gortintiileri. ..........cccccoocveeenn 94
Sekil 4.26. Hidrolizde kullanilan enginar yapraklari(a), ¢am agaci kabugu(b) ve misir
yapraklarina(c) ait IR Spektrumlarinin karsilastirilmast.........ccccovevvevinneinnnnnn 97
Sekil 4.27. Sakkarifikasyon reaksiyonunda GA-CS-Fe;0,4 ve GP-CS-Fe304
boncuklarin tekrar kullanilabilirligi...........cooovi i, 99

VI



TABLO DIiZiNi

Sayfa
Tablo 2.1. immobilizasyon yontemlerinin Kiyaslanmasi...............c.cceveveverennnn. 9
Tablo 2.2. Seliilaz tiretiminde kullanilan bakteri ve mantar tiirleri ................... 16
Tablo 4.1. Kitosan kompozit boncuklari i¢in mekanik kararlilik tablosu.......... 66
Tablo 4.2. Seliilaz enziminin kitosan kompozit boncuklar tizerine
immobilizasyonunda optimizasyon ¢alismalart ...........ccccceeviiiiiiiiiiiinenniinnee, 69
Tablo 4.3. Tastyici iizerine immobilize edilen seliilazin protein miktar1 ve yiikleme
BEKINTIZT +vvveeeveeeeeieie et see ettt e e et e e st e e st e e st e e et e e e ra e e e nae e e nnaaeeaneee s 70
Tablo 4.4. Serbest ve kompozit tasiyici lizerine immobilize edile seliilazin termal
INAKLIVASYON PAramMEtreIEIT .......ccviiiiiiiieiii et 78
Tablo 4.5. Serbest seliilaz ve kompozit boncuklar iizerine immobilize edilen
seliilazin Kinetik parametreleri ... 79
Tablo 4.6. Lignoseliilozik atiklarin 6n islem sonrasi lignin, seliilloz+hemiseliiloz
MUKEATTAT ... 87

VII



TESEKKUR

Bu c¢aligmanin se¢ilmesinde, yiiriitiilmesinde ve her tiirli arastrma laboratuar
imkanlarinin  saglanmasinda ve sonuca ulastirilmasinda degerli katkilarini
esirgemeyen ve tecriibeleri ile bana yol gosteren saygideger hocam Prof. Dr. Tiilin
AYDEMIR e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Deneysel calismalarim siiresince her konudaki fikir, destek ve yardimlarini
gordiigiim Ars. Grv. Ahmet ESER ve Seda CINAR’a tesekkiir ederim.

Mesleki agidan gelismemi saglayan, bilgilerini esirgemeyen tiim hocalarima ve de
egitimim boyunca bana destek olan arkadaslarima en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Her tiirlii maddi ve manevi 6zveride bulunarak bugiinlere gelmemde biiyiik katkilar1
olan, beni her konuda daima destekleyen ve motive eden basta annem Zerrin
BAKIR’a, babam Murat BAKIR’a ve kardesim Ahmet BAKIR’a minnet ve

stikranlarimi1 sunarmm.

Duygu BAKIR
Manisa, 2019

VI



OZET
Yiiksek Lisans

SELULAZ ENZIMININ iMMOBILiZASYONU, KARAKTERIZASYONU
VE UYGULAMALARI

Duygu BAKIR

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen BilimleriEnstitiisii
Biyokimya Anabilim Dah

Damsman: Prof. Dr. Tiilin AYDEMIR

Lignoseliilozik biyokiitle, monomerik sekerlerin seliilotik enzimle hidrolizi
ile Uretiminde, potansiyel yenilenebilir kaynaklardir. Endoglukanaz,
ekzoglukanaz ve B-glikozidaz enzim karisimlarindan olusan seliilaz enzimi, bu
enzimlerin sinerjik etkileriyle seliilozu glikoza pargalar. Bu enzimler basta
mantarlar olmak tlizere ¢ok ¢esitli mikroorganizmalar ile iiretilebilmektedir. Bu
calismada Trichoderma reesei ATCC 26921'den saflastirilan ticari seliilaz, iKi
farkli ¢apraz baglama maddesi: glutaraldehit ve genipin kullanilarak sentezlenen
kitosan ve manyetik kitosan boncuklar iizerine immobilize edildi. immobilize
seliilazin fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal 6zellikleri ve bunun lignoseliilozik
biyokiitle sakkarifikasyonunda kullanimi kapsamli bir sekilde arastirildi.
Sentezlenen kompozit boncuklarin yapist ve morfolojisi SEM, TGA, FTIR ve
VSM analizleriyle karakterize edildi. Serbest ve immobilize seliilazin optimum
sicaklik ve pH degeri sirasiyla 50°C ve pH 5.0 olarak bulundu. Genipin ve
glutaraldehit ile aktive edilmis kompozit boncuklar iizerine immobilize edilmis
seliilazin pH ve sicakliktaki degisikliklere karsi daha yiiksek tolerans gosterdigi
gozlendi. Ayn1 zamanda kompozit boncuklar iizerine immobilize edilen seliilaz,
serbest seliillaza gore daha iyi depolama stabilitesi gosterdi. Optimizasyon
caligmalarinda en yiiksek aktivitenin gozlendigi optimum konsantrasyon genipin
ve glutaraldehit i¢in sirastyla % 0.6 (w/v) ve % 4 (v/v) olarak belirlendi. Yiizde
geri kazanilan enzim aktivitesi, genipin ve glutaraldehit ile aktive edilmis
manyetik kitosan boncuklar i¢in sirasiyla % 82 ve % 76 olarak bulundu.
Immobilize enzimlerin katalitik performansmn tahlil edilmesi igin yapilan
sakkarifikasyon c¢alismasinda genipin ve glutaraldehit ile aktive edilen
boncuklarin 5 kullanimdan sonra aktivitesi sirasiyla % 78 ve %74 olarak
belirlendi ve tasiyict morfolojisi degismedigi gozlendi. Sakkarifikasyon islemi
sonrast yapilan hesaplamalar neticesinde misir yapraklarinmn, enginar
yapraklarinin ve ¢am agaci kabuklarinin sakkarifikasyon oraninin sirastyla % 92,
% 79, % 68 oldugu belirlendi. Bu c¢aligmada elde edilen sonuglar enzim
immobilizasyonunda capraz baglayici olarak ¢ok sik kullanilan glutaraldehit
yerine alternatif bir ¢apraz baglanma eko-dostu olarak genipinin
kullanilabilecegini desteklemekte ve her iki immobilize enzimin sakkarifikasyon
isleminde kullanilabilirligini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Selillaz, Genipin, Glutaraldehit, Capraz baglama,
Immobilizasyon, Kitosan, Manyetik
2019, 127 sayfa
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Lignocellulosic biomass is a potential renewable resource in the production of
monomeric sugars by hydrolysis of cellulosic enzymes. Cellulase enzyme consisting
of endoglucanase, exoglucanase and [B-glycosidase enzymes, cellulosic glycoside
fragments with synergistic effects of these enzymes. These enzymes can be produced
with a wide variety of microorganisms, especially fungi. In this study, cellulase from
Trichoderma reesei ATCC 26921 was immobilized on chitosan and magnetic
chitosan beads using two different crosslinking agents: glutaraldehyde and genipin.
The physical, chemical and biochemical properties of immobilized cellulase and its
use in lignocellulosic biomass saccharification have been extensively researched.
The structure and morphology of the synthesized composite beads were
characterized by SEM, TGA, FTIR and VSM analyzes. Optimum temperature and
pH values of free and immobilized cellulase were 50 °C and 5.0, respectively. It was
observed that the immobilized cellulase on genipin and glutaraldehyde activated
composite beads showed higher tolerance to changes in pH and temperature.
Also, the cellulase immobilized on composite beads showed better storage stability
than free cellulase. Optimum concentration was found to be 0.6% (w / v) and 4% (v
/ v) for genipin and glutaraldehyde, respectively. The percent recovered enzyme
activity was found to be 82% and 76% for the magnetic chitosan beads activated
with genipin and glutaraldehyde, respectively. In the saccharification study to
analyze the catalytic performance of immobilized enzymes, the activity of genipin
and glutaraldehyde-activated beads after 5 uses was 78% and 74%, respectively, and
carrier morphology was not changed. As a result of the calculations made after
saccharification, the saccharification rate of corn leaves, artichoke leaves and pine
bark was 92%, 79%, 68% respectively. The results obtained in this study support the
use of genipin as an alternative eco-friendly alternative to glutaraldehyde, which is
commonly used as crosslinker in enzyme immobilization, and demonstrate the utility
of both immobilized enzymes in the saccharification process.

Keywords: Cellulase, Genipin, Glutaraldehyde, Cross-linking, Immobilisation,
Chitosan, Magnetic
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1. GIRIS

Seliilozlar diinyada bol miktarda bulunan bitkilerin major polimerik
komponenti olarak tanimlanirlar ve ¢0zlinliir olmayan yapidaki seliilozun
degradasyonu farkli seliilolitik bakteri ve fungus ve aktinomisetler tarafindan tiretilen
seliilazlar tarafindan gerceklestirilmektedir. Seliilazlar, seliillozun yapisindaki -1,4
glikozidik baglar1 hidrolize etmekle gorevlidir. Bu enzimler glikozil hidrolaz

ailesinin iiyesidir ve oligosakkaritler ve polisakkaritleri hidrolizler.

Seliilazlar endoglukanazlar, ekzoglukanazlar ve [-glikozidazlar olarak
smiflandirilirlar. Seliilazlar biyoteknolojik uygulamalarda ve endiistride genis bir
uygulama alanma sahiptirler. Sahip oldugu 6nemli uygulamalardan bazilar1 gida,
yem, bira, sarap, tekstil, deterjan, kagit ve tarim endiistrisidir. Bu enzimin ticari
Onemi olmasina ragmen lretim maliyetinin yiiksek olmasi seliilozun doniisimii i¢in
endiistride kullanimin1 sinirlamaktadir. Bu nedenle daha stabil ve aktif enzimler i¢in

yeni ve farkli mikrobiyal seliilaz kaynaklar iizerine yapilan arastirmalar artmaistir.

Bu ¢aligmada kitosan ve mayetik kitosan kompozit boncuklar sentezlenmistir.
Kolay bulunabilmeleri ve ekonomik olmalar1 nedeniyle immobilizasyon islemlerinde
tastyic1 olarak kitosan kullanilmistir. Sentezlenen kitosan ve kompozit boncuklar
genipin ve glutaraldehit kullanilarak aktive edildikten sonra T. Reseei’den elde
edilmis selillaz enziminin, sentezlenen kompozit kitosan boncuklar iizerine
immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Calismada kitosan ve kitosan kompozit
boncuklarin karakterizasyon galismalar1 yapilmistir. Serbest ve kompozit boncuklar
lizerine immobilize edilen selillaz enziminin optimum pH, sicaklik, subsrat
konsantrasyonu, termal ve depolama stabilitesi belirlenerek karakterizasyon
calismalar1 yapilmistir. Ayrica enzimin aktivitesi iizerine bazi iyon ve siirfaktanlarin
etkisi incelenmistir. Genipin ve glutaraldehit ile aktive edilmis kitosan kompozit
boncuklarin {izerine immobilize edilen seliilaz enzimi ayn1 zamanda lignoseliilozik
atiklarin hidrolizinde kullanilarak agiga c¢ikan indirgen seker miktar1 belirlenerek

hidroliz ytlizdesi hesaplanmstur.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1. Enzim Immobilizasyon Teknigi Hakkinda Genel Bilgiler

Immobilizasyon terimi, bir analitik sistem ya da reaktdr icinde biyolojik
olarak aktif olan katalizotiin tutuklanmasi anlamina gelir. Enzim, enzim karigimi ya
da canli bir hiicre olan biyokatalizorler, tasiyici materyal lizerinde ya da icinde
tutuklanmaktadirlar. Immobilize kompleks kat1 destegin fiziksel karakteristiklerini
gosterirken bunun yani sira serbest katalizoriin temel biyokimyasal aktivesinede
sahip olmaktadir. Immobilizasyon, dzel bir modiil iizerinde ¢dziiniir olmayan bir
kompleks olusturarak akiskanmn kolayca gecisini saglar ve heterojen kataliz
prensiplerinin  biyolojik  sistemlere uygulanmasi olarak tanimlanmaktadir.
Immobilizasyon teknolojisi kimya, biyokimya ve hiicre biyolojisi disiplinleri ile

biyokimyasal ve proses mithendisliklerini bir araya getirmektedir[1].

Immobilize enzim “enzimin kinetik aktivitesini kaybetmeden belli bir
bolgeye fiziksel olarak yerlestirilmesi veya hapsedilmesi” olarak tanimlanir[2].
Immobilizasyon terimi yalnizca enzimler i¢in degil hiicresel organeller, mikrobiyal
hiicreler, bitki ve hayvan hiicreleri gibi tiim biyokatalizor tiplerine de uygun bir terim

olarak kullanilmaktadir.

Nelson ve Griffin (1916) bir raslant1 sonucu, aktif karbon {izerine adsorbe
edilmis maya interfazinin siikrozun hidrolizini katalizleme yetenegine sahip
oldugunu bulduklarmi bildirmislerdir. Bu immobilize enzim kavraminm ilk gdsterimi
olmustur. Bu gelismeleri c¢esitli desteklere kovalent olarak baglanmig aktif
proteinlerin  immobilizasyonu ile ilgili ¢aligmalar izlemisti. Bu konudaki
uygulamalarin artig1 beraberinde iyonik baglama, fiziksel adsorpsiyon ve tutuklama

gibi ¢esitli immobilizasyon tekniklerin gelistirilmesini saglamistir[3].

Immobilize enzimlerin ilk endiistriyel uygulamasi 1969 yilinda Japonya’da
Tanabe Seiyoku sirketi ¢alisanlar1 ve Chibata tarafindan yapilmistir ve yapilan
calismada fungal amino acilaz, DEAE-Sephadex icine iyonik baglanma ile

immobilize edilmistir.



Biyokatalizorler genellike katalitik reaksiyonlar i¢in uygun olmasm karsin
yiiksek sicaklik, diisiik ve yiikksek pH ve bir takim organik ¢dzgenlerin varligi gibi
cesitli etkenlerle kolaylikla inaktive olabilirler. Biyokatalizorler serbest halde
kullanildiklarinda atik reaksiyon karisimindan enzimin geri kazanmimi biiyiik bir
problem teskil eder. Immobilizasyon ydntemi bu problemlerin {istesinden
gelinmesini saglayacak bir teknik olmasi sebebiyle ¢aligmalar i¢in biiyiik bir avantaj
saglamaktadir[4].Genel olarak immobilize katalizorler kararli bir yapiya sahip
olmasinin yani sira kesikli reaksiyonlarda tekrarli olarak ya da akigskan sistemlerde

surekli olarak kullanilabilmektedir.

Biyoproseste  kullanilacak olan  biyokatalizorler degerlendirildiginde
enzimlerin ve hiicrelerin immobilizasyonunun diger biyoislemlerde kullanilan
biyokatalizorlere kiyasla daha pratik oldugu soylenebilir. Immobilize
biyokatalizérlerin biyoislemlerde kullanimlar1 asagidaki gibidir:

I.  Bolge spesifik ve/veya stereospesifikreaksiyonlar ile yararli bilesiklerin
uretilmesi,
ii.  Biyolojik islemler igin enerji tiretilmesi,
lii.  Cevresel problemlerin ¢6ziimiinde kirliliklerin se¢ilimli olarak aritilmas,
iv.  Cesitli bilesiklerin yiiksek duyarlilikta ve spesifiklikte analiz edilmesi,
V.  Yeni ilaglarin veya yapay organlarin iiretilmesi[5]

Gergeklestirilecek olan tiim bu islemler yalnizca bir enzimin entikinligi ile

degil daha kompleksreaksiyonlarin meydana geldigi multi enzim komplekslerinin de

immobilizasyonunu gerektirmektedir.

Immobilize biyokatalizorlerin uygulamasi icin, biyokatalizoriin istenilen
aktiviteye, karakteristige sahip oldugunu bilmek ve bunun yani sira, uygun

tastyicinin ve immobilizasyon tekniginin se¢imi de biiyiik bir 6nem arz etmektedir.

Ideal bir tastyic1 biyokatalizér immobilizasyonu igin yeterli fonksiyonel
gruplara sahip olmalidir. Tasiyicinin, fiziksel, kimyasal, biyolojik kararlihga,
mekanik gilice ve diislik toksisiteye sahip olmasi beklenir. Ayrica cesitli tipteki
reaktorlere immobilize biyokatalizorlerin uygulanabilmesi igin tastyiciya farkl
sekiller verilebilmesi gerekir. Bununla beraber ekonomik ac¢idan uygunluguna da
dikkat edilmelidir.



Immobilizasyon metodlar1 4 baslik altinda incelenebilir: Tasiyiciya baglama,
capraz baglama, tutuklama ve bu li¢ metodun kombinasyonudur. Bu metodlarin her
birinin avantajli ve dezavantajli yanlarinin olmasindan dolayi, yapilan secim

biyokatalizor ,reaksiyon, reaktor gibi faktorlere baghdir.

2.2. Enzim Immobilizasyon Yéntemleri

2.2.1. Tasiyiciya Baglama Yontemleri

Tastyiciya baglama metodu, biyokatalizOriin suda ¢Ozlinmeyen tasiyiciya
kovalent ve iyonik baglar, fiziksel adsorpsiyon ya da biyospesifik etkilesimler ile
baglanmasi esasina dayanir. Suda ¢éziinmeyen polisakkaritler( 6rn; seliiloz, dekstran
ve agaroz tiirevleri), proteinler(orn; jelatin ve albumin), sentetik polimerler (6rn;
polistren tiirevleri, iyon degisim regineleri ve poliiiretan) ve inorganik materyaller
(6rn; tugla, kum, cam, seramik ve magnetit) gibi cesitli ¢oziinmeyen materyaller

dogrudan veya 6zel modifikasyon veya aktivasyon sonrasi kullanilabilmektedir.[6]

2.2.1.1. Kovalent Baglama Metodu

Kovalent baglama metodu enzim immobilizasyonu i¢in en sik kullanilan
tekniklerden biri olup kovalent baglayict ajanlarin toksisitesi ve dogru
immobilizasyon kosullarinin bulunmasmin zorlugundan dolay1r hiicreler igin

kullanim1 daha sinirhidir.

Enzimler i¢in, aktif bolge veya substrat baglama bolgesinde bulunmayan
aminoasit birimleri tasiyiciya kovalent baglamada kullanilabilmektedir. Lizinin €-
amino grubu, aspartik asitin B-karboksil grubu, glutamik asidin y-karboksil grubu,
serin ve treoninin hidroksil gruplari, sisteinin merkapto grubu, tirozinin fenolik
hidroksil grubu ve histidinin imidazol grubu; diamonyum tuzu, asit azit, izosiyanat,
aktiflestirilmis alkik halojeniir veya aldehit gibi reaktif fonksiyonel gruplara sahip

tastyicilar ile reaksiyona girebilmektedirler.

Immobilizasyonda kullanilacak olan tastyici reaktif gruplara sahip degilse,
yardimc1 bir reaktif ile aktive edilmesi gerekir. Immobilizasyon optimal ve hafif
kosullar (oda kosullari, nétral pH ) altinda gerceklestirilmelidir. Kullanilacak tasiyict

su icerisinde ¢ozlinmemeli, ayn1 zamanda da fazla hidrofobik yapida olmamali ve
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mekanik kararhiliga sahip olmalidir. Bu nedenle tasiyici seciminde, enzim-tasiyici
baglanmasinin aktivite i¢in zorunlu gruplar iizerinden olmamasi ile birlikte
tagtyicinin - enzimler tarafindan parcalanmamasi, mikroorganizma iiremesini
engellemesi, pH ve ¢ozgenlere kars1 dayanikli olmasi gibi; 6zelliklere sahip olmasi

dikkate alinarak se¢im yapilmalidir[7].

Kovalent baglama metodu bir¢ok avantaja sahiptir. Bunlar;
I.  Biyokatalizor tagtyicidan ayrilmaz veya sizmaz,
ii.  Biyokatalizor tastyici yiizeyinde tutundugu igin substrat ile kolaylikla temasa
gecebilir,
iii.  Biyokatalizor ve tasiyici arasindaki giiclii etkilesimden dolay1 biyokatalizor
kararlilig1 genellikle artar.
Bu avantajlarin yani sira birtakim dezavantajlara da sahiptir. Bunlar;
i.  Biyokatalizoriin toksik ajanlara ve sert reaksiyon kosullarina maruz
kalmasindan dolayi iiriin veriminde diisiis yasanmasi,
ii. Immobilizasyon i¢in optimum kosullarin tespit edilmesinde yasanan
zorluklar,
iii.  Tasiyicinin yenilenmesi ve biyokatalizoriin tasiyicidan geri kazanilmasmnin

imkansiz olmasi seklinde belirtilebilir.

Belirtilen bu 6zelliklerden dolayi, metot tasiyiciya kovalent olarak baglanarak

kararliligin1 anlamli sekilde arttiran pahali enzimler i¢in ¢ok uygun olmaktadir.

2.2.1.2. Iyonik Baglama Metodu

Katalazin iyon degistirici seliilloza baglanma yeteneginin
kesfedilmesindensonra  iyonik  baglama  metodu bir¢ok  biyokatalizoriin
immobilizasyonunda kullanilmistir[8]. Iyonik baglama prosediiriin basit olmakla
beraber, tastyicinin yenilenmesi ve biyokatalizOriin tasiyicidan geri kaznimi ¢ok
kolaydir. Iyonik baglama prosediirii igin ayn1 zamanda ortam kosullar1 yumusaktir.
Immobilize enzimlerin ilk endiistriyel uygulamasi L-aminoasit iiretimi igin DEAE-
seliiloz iizerine aminoagilazin immobilizasyonu ile gergeklestirilmistir. Iyonil
baglamada biyokatalizoriin tasiyiciya baglanmasini kullanilan tampon, pH, iyonik

siddet ve sicaklik gibi faktorler etkilemektedir. Biyokatalizoriin tastyicidan kolaylikla



ayrilabilmesi nedeniyle fazla gesitlilikteki iyon degisim recineleri ve iyon degisim

gruplarma sahip polisakkaritler i¢in kullaniglidir.

2.2.1.3. Fiziksel Adsorpsiyon Metodu

Fiziksel adsorpsiyon metodu enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski
ve en basit yontem olarak bilinmektedir[9]. Proteinler ve 6zellikle enzimlerin kat1
yiizeylere adsorpsiyonu genis c¢apli olarak arastirilmistir. Adsorpsiyonda asil amag
enzim immobilizasyonundan ziyade enzimin saflastirilmasidir fakat suda
coziinmeyen tasiyicilarda adsorpsiyon yOnteminin enzim immobilizasyonunda

oldukga sik kulladildig1 sdylenebilir[10].

Bu method tasiyic1 ve biyokatalizér arasindaki hidrojen bagi, hidrofobik
etkilesimler, Van der Waals etkilesimleri gibi iliskilerin tek basma ya da bir arada
neden olduklar1 birtakim fiziksel etkilesimlere dayanmaktadir. Biyokatalizor
modifikasyon gerekmeden immobilize olabilmektedir. Fakat bu fiziksel etkilesimler
iyonik baglardan daha zayif ve sicaklik, ¢6ziinen madde derisimi gibi bazi ¢evresel

faktorlere karsi daha duyarli oldugu bilinmektedir.

Basarili bir adsorpsiyon saglayabilmek i¢in genellikle tasiyicinin bir 6n
islemden gecirilmesi gereklidir. Enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan
tastyicilar; gézenekli cam, aktif karbon, diatome topragi, kalsiyum karbonat, kiil,

kolodyum, silikajel, bentonit, hidroksiapatit, nisasta, kalsiyum fosfat ve gluten’dir.

Tastyicinin yenilenmesi uygun sartlar altinda gergeklestirilebilir. Fiziksel
adsorpsiyonu takip eden glutaraldehit ile ¢apraz baglama bazen immobilize

katalizoriin kararliligina yardimei olabilir.

Adsorpsiyon yonteminin de birtakim avantajlar1 bulunmaktadir. Bunlar;
i.  Enzim immobilizasyon yonteminin basit olusu,
ii.  Degisik bicim ve yiikteki tagtyicilari segme olanagi tanimasi,
iii.  Enzim immobilizasyonu esnasinda diger yandan enzim saflastirmasina imkan
tanimasadir.
Bu methotta islemin kolay olmas1 ve yumusak kosullar altinda gerceklesmesi

ayni zamanda enzim i¢in olumsuz etkinin az olmasi agisindan 6nemlidir.
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Y ontemin sakincalari ise sunlardir;
I.  Optimum immobilizasyon kosullarinin tespit edilmesinin gii¢ olmasi,
ii. Enzim ile tasiyic1 arasindaki bagin gilicli olmadigi zamanlarda enzimin

reaksiyon ortamina salinarak triinii kirletmesidir.

2.2.1.4 Biyospesifik Baglama Metodu

Biyospesifik baglama metodu, cogunlukla afinite ayirmasi islemlerinde
kullanilan koenzimler, inhibitorler, efektorler, lektinler ve antikorlar gibi bilesikler
ile enzimler arasindaki biyospesifik etkilesime dayanmaktadir. Etkilesim kuvvetli
oldugunda enzim bu bilesiklerden biri ile konjugat olusturarak tasiyiciya
baglanmaktadir. Ayrica, enzimler ile baglandiklarinda onlar1 inaktive ettiklerinden
dolay1 antikorlar ve inhibitorler iyi bir se¢im teskil etmezler. Lektin ile spesifik
karbonhidrat birimleri iceren enzimler arasindaki etkilesim, bu tarz uygulamar i¢in
biiyilk 0Olglide faydali olmaktadir[11]. Glikoprotein olan lektinler, spesifik
karbonhidrat birimi ile sik1 bir sekilde baglanir. En ¢ok kullanilan lektinlerden birisi
konkanavalin A’dir. Birgok enzim glikoprotein oldugundan dolayi, lektinlerin

kullanim alanlar1 bulunmaktadir.

2.2.2.Capraz Baglama Metodu

Capraz baglama metodu, kiiglik molekiillii bi- ve multi- fonksiyonel reaktifler
enzim molekiilleri arasinda baglar yaparak suda ¢oziinmeyen komplekslerin
olugmasimi saglamaktadir. Capraz baglanma derecesi ve immobilizasyon, protein ve
reaktif derisimine, pH ve immobilize edilecek enzime dogrudan bagimlidir.
Glutaraldehit, klorformat, karbonildiimidazol, heterosiklik halojeniirler, bioksiranlar,
divinilsiilfonlar, p-benzokinon, gecis metal iyonlar1 ve epiklorhidrinler en ¢ok
kullanilan ¢apraz baglama reaktifleri arasinda yer almaktadirlar. Bu yontem ile
immobilize edilen biyokatalizoriin aktivitesinde genellikle diisiis gozlenmektedir.

2.2.3. Tutuklama Metodu

Tutuklama prensip olarak, biyokatalizorii belirli bir mekanda durmaya
zorlamak olarak nitelendirilmektedir. Bu prosediir sonrasi biyokatalizér bulundugu
cevreden disartya ¢ikamaz duruma gelmektedir. Bu prosediir polimer matriks
icindeki kafeslerde gerceklestirilebilecegi gibi ayrica yar1 gegirgen membranlar
icinde mikrokapsiilleme ve miseller ile de gergeklestirilebilmektedir. Tutuklama

metodunu kovalent baglama ve capraz baglama ile immobilizasyondan ayiran en
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onemli nokta, biyokatalizoriin fiziksel ve kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya
baglanmamis olmasi olarak belirtilebilir. Tutuklama metodu; kafes(matrikste
tutuklama), mikrokapsiil, lipozom, membran ve ters misel olarak 5 ana grupta

smiflandirilabilir.

Kafes tipinde, biyokatalizor ¢esitli polimerlerden birinin matriksi igine
tutuklanmaktadir. Polimerizasyon ve ¢apraz baglamanm olustugu ortamda
biyokatalizériin de bulunmasi halinde c¢apraz baglama sonucu olusan kafeslerde
tutuklanir. Bu hedeflenerek en ¢ok kullanilan polimer N,N’-metilenbisakrilamid ile
capraz baglanmis poliakrilamid olmustur. Yontemin temelinde yiiksek derecede
capraz bagli bulunan polimerin biyokatalizor c¢ozeltisi igerinde olusturulmasi
yatmaktadir. Polimerlesme sonucunda biyokatalizor capraz baglar1 arasinda
tutuklanir ve boylece ana ¢ozeltiye gecmesi engellenir. Capraz bag ylizdesinin
ayarlanmasinda biyokatalizoriin tutuklanmasma ve bununla beraber substrat
molekiillerinin biyokatalizore ulagmasinda bir engel teskil etmemesine dikkat
edilmelidir. Tasiyicinin yiiklii olmasi, immobilize biyokatalizériin 6zelliklerinde,
dogal o6zelliklerine gore ¢ok biiyiikk degisikliklerin olusmasina neden olur. Genel
anlamda yontem, ¢ok kolay uygulanabilir olmasi, gercek fiziksel bir yontem olmasi
ve ¢cok az miktarda biyokatalizor ile gergeklestirilmesi gibi avantajlara sahip olmakla
birlikte kimyasal bir baglanma olmamasi1 yoniiyle de noétral, suda ¢oziinmeyen
tastyicilarin da kullanimina olanak tanimaktadir. Bunun yani sira yontemin bir takim
dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bunlar arasinda; immobilize islemi sirasinda
inaktivasyonun deney kosullarina ¢ok siki bir sekilde bagli olmasi ve immobilize
biyokatalizoriin yalnizca kiigiik molekiillii substratlara karsi iyi bir aktivite

gostermesi yer almaktadir.

Mikrokapsiil seklinde immobilizasyon, biyokatalizoriin bir yar1 gecirgen
sentetik polimerin mikrokapsiilleri i¢inde tutuklanmasini esas alir. Mikrokapsiillerin
bilyiikliigii 1 ie 100 p arasmda degiskenlik gdstermektedir. Immobilizasyonda
kullanilacak olan yar1 gegirgen membranin, gézenek ¢aplari, substrat molekiillerinin
kapsiil igerisine girmesine ve trlinlerin disar1 ¢ikmasina miisadece edecek bir
biiytiklikte  olmasi  gerekir. Bu  yontem  kullanilarak  gerceklestirilen
immobilizasyonun verimliligi substrat molekiillerinin kii¢lik olmasi ile dogru orantili

sekilde artar. Biyokatalizor immobilizasyonu bu yontem kullanilarak iki sekilde
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gerceklestirilebilir.  Bunlar; siirekli ve silireksiz yar1 gegirgen membran
mikrokapsiillerde tutuklama seklindedir. Siirekli mikrokapsiillerde membran kati,
slireksiz mikrokapsiillerde ¢erceve membrani sivi tabakadan meydana gelir. Siireksiz
mikrokapsiillerde lipitlerden olusmus amfipatik sivi-yiizey aktif madde membrani
icine tutuklama gerceklestirilir. Membran tipi icerisinde biyokatalizor, ylizey aktif
madde ile bir organik ¢ozgenin karigimi ile olusturulan ters miseller ignde

hapsolmaktadir[12-13].

Tutuklama metodu degerlendirildiginde en biiyiik avantajinin sadece tek bir
enzimin degil ¢coklu enzimlerin, hiicresel organellerin ve saglam ya da islem gormiis
hiicrelerinde immobilize edilebilmesine olanak tanimasi oldugu sdylenebilir. Bunun
aksine sahip oldugu dezavantajlar1 arasinda ise yiiksek molekiil kiitlesine sahip
substratlarin  tutuklanan biyokatalizére ulagsmasinin zorlugu ve tasiyicinin
yenilenmesinin zorlugu yer almaktadir. Tiim tutuklama metodlar1 arasinda en ¢ok

tercih edilen ve kullanilan method kafes tipidir[14].

2.3.Immobilizasyon Yéntemlerinin Kiyaslanmasi

Enzimlerin birbirinden farkl kimyasal 6zeliklere sahip olmasi ve bunun yani
sira kullanilan subsratlarin farkli kimyasal 6zeliklerinin olmasindan dolay1 biitiin
enzimler i¢cin ayni yontemi kullanmak miimkiin olmamistir. Bu nedenle her enzim
icin birka¢ immobilizasyon yontemi Onerilmistir. Tablo 2.1’de immobilizasyon

yontemlerinin birbirlerine karsi kiyaslanmasi gosterilmistir[15].

Tablo 2.1. immobilizasyon ydntemlerinin kiyaslanmasi

Ozellik Capraz  Fiziksel Iyonik Kovalent  Tutuklama
baglanma adsorpsiyon baglanma baglanma

Hazirlanma Zor Kolay Kolay Zor Zor

Baglanma giicii  Kuvvetli  Zayif Orta Kuvvetli  Kuvvetli

Enzim Orta Diisiik Yiiksek Yiiksek Yiiksek

Aktivitesi

Tekrar Imkansiz ~ Miimkiin Mimkiin ~ Nadiren Imkansiz

kullanilabilirlik




Maliyet Orta Diisiik Diisiik Yiiksek Diisiik
Kararhhk Yiiksek Diisiik Orta Yiiksek Yiiksek
Uygulanabilirlik Diisiik Diisiik Orta Orta Yiiksek

2.4. Enzim immobilizasyonunda Kullanilan Tasiyicilar

Enzim immobilizasyonunda tasiyict olarak disiiniilecek her materyalde
bulunmasi gereken bir takim 6zellikler bulunur. Bunlar arasinda; biiyiik yiizey alani,
gecirgenlik, ¢coziinmezlik, kimyasal, mekanik ve 1s1l stailite, yiiksek rijidite, uygun
bicim ve partikiil biiytikliigii, mikrobiyal etkilere dayaniklilik, rejenere olabilme gibi
bircok faktor yer almaktadir. Dikkate alinmasi gereken tasiyicinin fizikokimyasal
parametreleri arasinda ise ylizey alani, yap1 biiyiikligii, gdzenekli yapis1 ve yiizeyde

mevcut fonksiyonel gruplarin tipi bulunmaktadir.

Immobilize enzim miktar1 ve enzimin immobilizasyon islemi sonrasi kalan
aktivitesi tagityicinin yapisma onemli 6l¢iide bagimlilik gosterir. Tastyicinin hidrofil
karakterinin ve ylizeyinin artmasiyla birlikte birim tasiyici basma bagli enzim
miktarinda da bir artis gézlenmektedir. Enzim immobilizasyonunda kullanilacak olan
tastyicilar reaktif olmadiklarinda yardimci bir reaktif ile aktive edilmeleri

gerebilmektedir.

Tasiyicilar kimyasal yapilarma gore organik ve inorganik kokenli olmak

iizere iki grupta irdelenebilir.

Organik tastyicilar temel olarak makromolekiiler yapida bilesiklerdir. Kendi
aralarmda dogal ve sentetik polimerler olmak iizere ikiye ayrilmaktadirlar.
Immobilizasyon igin en ¢ok tercih edilen dogal polimerler polisakkaritler olmakla
birlikte polisakkarit molekiillerinin en belirgin {stiinliigii baglanan enzimi koruyan
ve yapiya hidrofilik karakter saglayan c¢ok sayida hidroksil gruplarmi

bulundurmasidir.

Enzimlerin kovalent baglanmas1 i¢in ilk kullanilan tastyict malzemelerden
birisi de seliilozdur. Dekstranlar da enzim immobilizasyonunda kullanilan

polisakkarit molekiilleridir ve biiyiik 6lglide dallanma gdsterirler. Ayn1 zamanda
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molekiiler anlamda elek 6zelligine sahip olmalar1 nedeniyle 6zellikle jel filtrasyon
kromatografisinde tasiyict olarak kullanilan dekstranlar, ticari olarak Sephadex
adiyla bilinmektedirler. Dekstranlarin immobilizasyon isleminde kullanilabilmesi
icin aktive edilmesi gereklidir. Bu nedenle ilk olarak CNBr ile muamele edilirler.
Aktivasyon sonucunda dekstranin imidokarbonat tiirevi elde edilir. Ozellikle

kovalent baglama agisindan uygunluk gostermektedirler.

Alg ve agoroz polisakkaritleri biyokatalizorlerin immobilizasyon isleminde
en ¢ok kullanilan tasiyicilar olmakla beraber kiirecik formunda olup zon
elektroforezinde destek materyali olarak kullanilmaktadirlar. Kitin ve kitosan amino
grubuna sahip polisakkaritlerdir enzim immobilizasyonunda sik¢a tercih edilen

pahali olmayan tastyicilar arasinda yer almaktadirlar[16].

Sentetik polimerler incelendiginde, dogal polimerlere goére hazirlanma
yontemlerinin ¢esitliligi ve kolay modifiye edilmeleri gibi nedenlerle tercih edilen
tastyicillardan  oldugunu  soylemek miimkiindiir. Polistiren, proteinlerin
immobilizasyonunda kullanilan ilk sentetik polimerdir. Ayrica polipropilenler,
poliakrilat ve poliakrilamidler gilinimiizde kullanilan ve ve kullanildiklar
calismalarda  basarili  sonuglar  alman  sentetik  polimerler  arasinda

bulunmaktadirlar[17].

Inorganik tastyicilar sahip olduklari fiziksel 6zelliklerinden dolay1 endiistriyel
kullanimlar1 agisindan organik tastyicilara gore bir takim istiinliiklere sahiptirler.
Yiiksek mekanik dayaniklilik, 1s1l dayaniklilik, organik coziicililere karsi direng,
mikrobiyal etkilere kars1 dayaniklilik, kolay islenme, uzun raf 6mrii ve kolay bir
proliz islemiyle kolay rejenere edilebilme en belirgin ozellikleri arasinda yer
almaktadir. Ayrica inorganik maddelerin yapisinda genis pH aralifi, basing ve

sicaklik nedeniyle bir degisikligin yasanmamasi da 6nemli bir noktadir.

Enzimlerin immobilizasyonu amaciyla kullanilan inorganik tasiyic1 matriksler
arasinda; bentonit, diatome topragi, kum, kontrollii gozenekli cam, gozenekli
titanium, gozenekli allimina, gozenekli silika, aliiminium silikatlar yer

almaktadir.[18]

11



Kitin, kitosan, aljinat ve zeolit kolay bulunabilmeleri ve ekonomik olmalar1
nedeniyle immobilizasyon isleminde kullanimina sikga rastlanan tasiyicilar arasinda

sayilmaktadir.

2.4.1. Kitin ve Kitosan

Kitin, immobilizasyonda tastyici olarak kullanilan kompleks bir molekiildiir
ve kabuklu deniz iriinleri(Yengeg, karides, istakoz), bocek, oOriimcek gibi
omurgasizlarin dis iskeletinin temel yapisini olusturur. Bunun yani sira bazi mantar

ve alglerin hiicre duvarlarinda da kitin bulunmaktadir.

Kitin seliilozdan sonra dogada en sik rastlanan polisakkarit olmakla birlikte
biyosferde, yilda en az 10 gigaton kitin sentezlenmektedir. Kitin B-(1—4) bagh
glikandir, 2-asetamid-2-deoksi-6-glukoz (N-asetil-D-glukozamin) birimlerinden
olusan uzun zincirli, lineer bir polimerdir. Kitin, seliilozun ikinci karbonundaki
hidroksil grubunun asetamidgrubuyla yer degistirmis formudur. X-1smi analizlerinde
seliiloz ve Kkitin benzer yapilarsergilemektedir[19]. Asagidaki sekillerde kitin ve

seliilozun kimyasal yapilar1 gosterilmistir;

AHon CH,0OH

0 @]
OH (@) OH

O~ _NH
\13 CHs

Sekil 2. 1. Kitinin kimyasal yapisi

ﬁHQOH CH,OH

(@) 0]
OH (@) OH

Os. _NH

\ S/

OH OH

N

~

Sekil 2. 2.Seliilozun kimyasal yapisi

Kitosan [(CeH11NOg)n (CgH13NO4)m], ilk kez Bradconnot tarafindan 1811

yilinda tanimlanmig olan kitinin (B-1,4-poli-N-asetil-D-glukozamin) kismen veya
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tamamen deasetilasyonu ile elde edilen antimikrobiyal ozellige sahip bir
heteropolisakkarittir [1, 2]. Kitosan B-(1—4)-2-amino-2-deoksi-D-glukopiranoz
(G1cN) ve B-(1—4)-2-asetamino-2-deoksi-D-glukopiranoz (G1cNAC) birimlerinden
olusan ikili lineer bir heteropolisakkarittir. Bu iki molekiilin sayis1 ve dizi
icerisindeki siras1 kitosanin fiziko-kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini belirler [3].
Kitin ve kitosanin ayriminda kesin bir 6l¢li bulunmamasma karsin kitosan terimi,
genellikle deasetilasyon derecesi % 50°den fazla olan 2-amino-2-deoksi-p- D-
glukopiranoz ve 2-asetamido-2-deoksi-B-D-glukopiranozun kopolimerleri igin
kullanilmaktadir [4, 5]. Deasetilasyon derecesi, deasetile edilmis amino gruplar1 (-
NH;) sayisinin, asetil-amino gruplart (-NH-CO-CHj3) sayisina oranmi seklinde

tanimlanmaktadir.

Kitosan da yap1 olarak seliiloza ¢ok benzer; seliilozun ikinci karbonundaki
hidroksil grubunun amin grubuyla yer degistirmis seklidir. Kitosan kitinde oldugu

gibi ¢ift bagh karbon atomlarina sahip degildir[20].

AHQOH CH,OH \

O O
OH 0 OH 0.

~

Sekil 2. 3. Kitosanin kimyasal yapisi

Kabuklu deniz hayvanlarmin atiklarindan kitosan iiretmek icin Oncelikle
seyreltiksulu HCI ¢ozeltisi kullanilarak dekalsifikasyon islemi gergeklestirilmektedir.
Bu islemin ardindan seyreltik NaOH ¢ozeltisiyle deproteinizasyon yapilarak kitin
elde edilir fakat elde edilen kitinin renginin giderilebilmesi i¢in % 0.5’lik KMnO4
sulu c¢ozeltisi ve oksalik asit sulu ¢ozeltisi ya da giines 15181 kullanilarak
renksizlestirme islemi yapilmaktadir. Bdylece kitin iiretimi gerceklestirilmis
olmaktadr. Kitinin % 40 — 50’lik NaOH c¢ozeltisi kullanilarak sicak ortamda
deasetilasyonu ile de kitosan iiretilebilmektedir. Kabuklu deniz hayvanlarindan kitin

ve kitosan liretim prosesi asagidaki gibi gerceklesmektedir.
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HO NH

O\m T + CH;COONa

aH

m

Sekil 2.4.Kitinin NaOH ile deasetilasyonu ve kitosan olusumu

2.4.2. Kitin ve Kitosanin Kullanim Alanlar

Kitin, immobilizasyon diginda atik sularin aritilmasinda metal iyonlarinin
ayristirilmasi ve igme sularinin saflastirilmasinda, kozmetik sanayinde sa¢ ve cilt
bakiminda, gida sanayinde antikolesterol ve yag baglayici olarak, tarimda bocek ilact

olarak, veterinerlik uygulamalarinda ve medikal uygulamalarda kullanilmaktadir.

Kitosan, biyoteknolojide enzim immobilizasyonunun yaninda, hiicre
immobilizasyonunda, protein ayirmada, hiicre geri kazaniminda ve kromotografik
uygulamalarda da kullanim agisindan kendine yer bulmaktadir. Ayrica, gida
sanayinde boya maddelerinin ayrilmasinda, renk stabilizasyonunda ve hayvan yemi
katkis1 olarak, atik su aritmada metal iyonlarinin ayrilmasini saglamakta, tarimda
giibrelemede kullanilmaktadir. Medikal uygulamalarda bandajlarda, kontak
lenslerde, cilt yaniklarinda, kanda kolesterol diizeyinin belirlenmesinde genis bir
kullanim alanina sahiptir. Ek olarak, kozmetik sektoriinde, nemlendiricilerde, el yiiz,

viicut krem ve losyonlarinda kitosandan faydalanilmaktadir.

2.5. Manyetik nanopartikiiller

Manyetik partikiiller, nano boyuttan mikron boyutuna kadar farkli boyutlarda
sentezlenebilme ozelligine sahiptirler. Bu nedenle kullanim alanlar1 ¢ok genistir.
Manyetik nanopartikiillerin uygulanan manyetik alana cevap vererek istenilen
sekilde hareket ettirilebilmeleri bir¢ok uygulamada avantaj saglamaktadir. Ayni
avantaj yapilan immobilizasymn c¢aligmalarinda da Onemli bir yer tutmaktadir.
Manyetik nanopartikiiller farkli maddelerle sentezlenebilmektedir. Bunlar arasinda
metaller (Fe ve Co), demir oksitler (Fe3O4 , y-Fe203), Spinel yapida ferrimagnetler
(MgFe;04, MnFe,04 ve CoFe,04) ve alagimlar(CoPtsve FePt) yer almaktadir[21-22].
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Tepkime sirasindaki Fe?*:Fe** mol oram1 ve sentez ortammm kosullari
(ortamin sicaklik ve pH degeri), olusan demir oksitin tiiriinii, boyutunu ve manyetik

Ozelliklerini etkiler.

2.6. Seliilaz Enzimi
Seliilaz enzimleri, selillozik materyallerin biyoyakitlara donistiirilmmesinde

onemli bir rol iistlenen glikozil hidrolazlar olarak tanimlanmaktadir[23].

Lignoseliilozik  biyokiitlelerden alternatif yakitlarm ve kimyasallarin
iretiminde kullanilan 6nemli kaynaklardan olan seliillazlar ve hemiseliilazlar
lignoseliilozlarin glikoz, mannoz, arabinoz ve ksiloz gibi fermante sekerlere hidrolizi

icin gereklidirler[24].
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Sekil 2. 5.Seliilaz enziminin ¢alisma mekanizmasi

Mikroorganizmalarin biiylik bir kismi seliilozu parcalayabilmesine ragmen
sadece bir kismi kristal seliilozu tamamen hidrolize edebilen biyoaktif bilesenleri
onemli bir miktarda iiretebilmektedir[25].Seliilaz iiretiminde genellikle bakteriler ve
mantarlar kullanilmaktadir. Mantarlardan iiretilen seliilazin, mantarlarin gelisim
hizlarmin yavas olmasi nedeniyle maliyeti yiiksektir. Bunun yani sira mantarlar
kolay saflastirma ve ayrim i¢in yetistirme ortamina salinacak bol miktarda seliilaz ve
hemiseliilaz iiretme kapasitesine sahiptirler. Mantarlarin uzamis lifleri selilloz yapis1
lizerine mekanik baski olustururak seliilazin bol miktarlarda iiretilmesine yardimci

olmaktadir. Cogu mantarlardan iiretilmis seliilazlar hidrolitik ve oksidatif enzimleri
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salgilayarak, selilloz, hemiseliiloz ve ligninin dagilmasini basarabilmektedir[26].
Bakteriyel enzimler ile mantarlardan iretilen enzimler kiyaslandiginda, bakteriyel
enzimlerin daha kompleks oldugunu sdylemek miimkiindiir[27]. Bakteriyel seliilazlar
genellikle ii¢ seliilaz aktivitesinin birinden yoksundurlar. Yoksun olunan bu aktivite
FPase'dir. Bununla birlikte bakterilerden {iretilen seliillazlar daha verimli
katalizorlerdir ve maddenin daha diisiik oranda inhibe olmasini saglamaktadirlar[28].
Bu enzimler daha hizli gelismekte ve daha kompleks yapida olduklari i¢in sinerjiyi

ve islevi artirmaktadirlar.

Tablo 2.2. Seliilaz iiretiminde kullanilan bakteri ve mantar tiirleri (Sharada ve ark.,

2013)

Mantar Bakteri
Trichoderma reesei Pseudomanas sp.
Trichoderma viride Bacillius subtilis (CBTK 106)

Aspergillius niger Geobacillus pallidus
Alterneria alternate Bacillius subtilis KO
Trichoderma harzianum Pseudomanas fluorescens

Penicillium chrysogenum Ruminococcus albus

Selilozun  enzimatik hidrolizi icin  genellikle selillaz  salgilayan
mikroorganizmalarin ortama dogrudan ilave edilmesi seklinde uygulamalar
gerceklestirilmis fakat yapilan calismalar sonucunda elde edilen verimin diisiik
oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, seliilozu seliilaz ile dogrudan muamele etmek
daha iyi bir ¢oziim olarak ortaya konmustur. Giinlimiizde yapilan arastwrmalar

sonucunda bir¢ok mikroorganizma tarafindan seliilaz tirettildigi tespit edilmistir.

Enzimatik hidroliz, enerjinin idareli kullanilmas: ve toksik maddelerin veya
asindirict asitlerin kullanilmasma ihtiya¢ birakmamasindan dolayr oldukga avantaj
saglamaktadir. Bu nedenle seliilozun, seliilaz enzimi ile hidrolizi yaygin sekilde

arastirilan bir konu haline gelmistir. Selillaz enziminin, selillozun yilizeyine yapistigi

16



ve substrat boyunca hareket ederek bir takim katalitik reaksiyonlar: gerceklestirdigi
belirlenmistir. Enzimin, substrattan ayrilarak ve substratin baska bir bdlgesine

yapistig1 ve bu sekilde katalitik aktivitesini gosterdigi bilinmektedir[29].

Karbon kaynagi, seliiloz kalitesi, pH degeri, sicaklik, uyaricilarin varligi, besi
yerinin eklenmesi, havalandirma ve yetistirilme siiresi seliilaz {iretimin optimize
edilmesinde en Onemli faktorler arasinda yer almaktadir. Bu parametreler arasinda

ozellikle pH en ¢ok 6nemli olan parametrelerden biridir.

2.6.1. Seliilazlarin simiflandirilmasi

Seliilazlar; seliilozlardaki B-1,4 baglarini hidroliz ederek son {irlin olarak
glikoz, sellobiyoz ve sello-oligosakkaritleri meydana getirmektedirler. Seliilaz
enzimlerinin ii¢ ana tipi vardir. Bunlar; selillozun dis bolgesinde c¢alisan
ekzoglukanazlar sellobiyohidrolazlar (1,4-B-D-glucan sellobiyohidrolaz, EC
3.2.1.91), icteki seliiloz ile lif baglarin1 bélen endo-p-1,4-glukanaz (EG yada endo-
1,4-B-Dglukan 4-glukanhidrolaz, EC 3.2.14) ve ¢oziinebilir glikoz oligosakkaritlerini
hidroliz eden B-glikozidaz (BG, EC 3.2.1.21°dir[30].

Endoglukanazlar: Bunlar, endo B-1-4 glukanaz ve karboksi metil seliilaz
olarak bilinirler. Seliilozun B-1-4 glukosidaz i¢ baglarmin hidrolizini katalizlerler.
Seliilloz onlarin dogal substratlar1 olarak ¢alisir. Endoglukanazlar; sadece seliilozun
sekilsiz kismimdahareket edip ve aktivitesi seliilloz zincirinin uzunlugu boyunca

azalmaktadur.

Ekzoglukanazlar: Seliiloz zincirinin indirgen ve indirgen olmayan kisimlar1
icerisinde ilerleyen bir yolda hareket etmektedirler. Ana iiriin olarak glikoz ve
sellobiyohidrolazlar: serbest birakirlar. Mikrokristal seliiloz tizerinde hareket ederler
ve dolayisiyla polisakkarit zinciri kisalir. Bunlar karboksimetil seliiloz (CMC) ve

hidroksietilseliiloz (HEC) gibi zincirler {izerinde sinirh etkiye sahiptir.

B- glikosidazlar: Kisa oligosakkarit zinciri ve ¢oziinebilir sellobiyozu glikoza
hidroliz etmek i¢in gereklidir. Ayrica B-D-glikozid glukohidrolaz olarak da
adlandirilabilirler. Seliiloz zincirinin boyunun artmasi ile aktivitesini kaybeder ve

ayrica ugta B-D- glikoz oligasakkaritlerinin hidrolizini gergeklestirir[31].
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Sekil 2. 6. Enzimatik hidroliz

2.6.2. Seliilazlarin karakterizasyonu ve 6zellikleri

Seliilaz  enziminin endiistride en 1yi performans kosullar1 altinda
kullanabilmesi i¢in o6zelliklerinin tespit edilmesi biiyiik bir 6nem arz etmektedir.
Seliilotik enzimler dikkate alindiginda géze carpan Ozellikleri arasinda metal gibi
baska molekiillerden etkilendigi ve seliilazlar {lizerinde inhibiitdr etki yaptiklar1
goriilmiistiir. Civa, bakir, glimiis ve ¢inko selillazi inhibe edip toplam katalitik

aktiviteyi diisliren iyonlar arasinda yer almaktadir.

Aktiviteleri acgisindan ham seliilazin karakterizasyonu i¢in endoglukanazin
farkli substratlar1 kullanilmaktadir. Bununla birlikte, enzimin iki tiirii arasindaki
sinerji, hassas bir Ol¢iimii Onlemektedir. Karboksimetil seliiloz gibi ¢Oziinlir bir
seliiloz tiirevi endoglukanaz aktivitesi i¢in substrat olarak kullanilabilmektedir.
Enzim rastgele sekilde polimere saldirir ve polimerizasyon derecesinde hizli bir
degisiklik meydana getirir. Enzimatik reaksiyondan sonra karboksimetil seliilaz
aktivitesi olarak bilinen indirgen seker olusumlarinin miktar1 belirlenir.
Ekzoglukanazlarin aktivitesinin 6l¢limii icin substratlardan biri olan mikrokristal

seliiloz kullanilmaktadir[32].

2.6.3.Seliilaz Enzimlerinin Substratlari ve inhibitorleri

Seliilaz enziminin aktivitesinin 6l¢iilmesi i¢in kullanilan substratlar iki grupta
incelenirler. Bu gruplarin ortaya ¢ikisini substratlarm  suda  ¢oziirliikleri
belirlemektedir. Cozlinebilir substratlar 2- 6 arasida diisiik polimerlesme derecesine
(DP) sahip sellodekstrinlerinleri ve DP degeri yaklasik birka¢ yiliz olan seliilozlar1

icermektedirler. Bu substratlar genellikle selliilaz bilesenlerinin tek tek aktivitelerinin
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Olclilmesinde kullanilirlar. Sellodekstrinler DP degerinin 6’dan kiigiik oldugu
durumlarda kolayca coziilebilirdirler. DP degeri 6-12 arasinda ise ¢oziinebilirligi
biraz daha zorlasir[33].Sellodekstrinler genellikle selillozun HCI, siilfirik asit ya da
bu asitlerin karigimi (HC1 ve H,SO,) ile hidrolizi sonucu elde edilir.

Suda ¢oziinebilir sellodekstrinden tiirevlendirilen, kromojenik p-nitrofenil
glikozid ve fluorojenik metilumbelliferil-D-glikozid selillazin kinetik &zellikleri,
reaksiyon spesifikligi ve baglanma bodlgesinin termodinamiginin belirlenmesi ile
ilgili arastirmalarda oldukg¢a kullanighidir. Bu substratlar, kromoforlarin substiitiye
glikozidden salinmalar1 sonucu sekerden bagimsiz olarak kolayca olgiilebilmeleri
nedeniyle artan selobiyoz ve glikoz varhiginda inhibisyon katsayisinin belirlenmesi

amaciyla da kullanilmaktadirlar.

Uzun zincirli seliiloz tiirevleri de kimyasal yapilar1 nedeniyle suda
¢oziinebilirler. Iyonik yapili karboksi metil seliilaz (CMC) endoglukanaz
aktivitesinin belirlenmesi amaciyla kullanilabilir. Endoglukanazin molekiiller
arasindaki B-glikozitik baglar1 rastgele kirmasi sonucunda DP degerinde dramatik bir
azalma gorilir. S6z konusu reaksiyon CMC’deki B-glikozitik baglarin kirilmasi
oldugunda endoglukanaz CMCaz admi alir. CMC 2 6nemli fiziksel parametreye
sahiptir. Bunlar DS siibstitiisyon derecesi ve DP polimerizasyon derecesi’dir.
CMC’nin ¢oziinebilirligi maksimum stokiyometrik degeri 3 olan DS degeriyle
yakindan iliskilidir. CMC, DS degeri 0,3-0,7’den biiyiik oldugunda suda
¢Oziinebilirdir[34].Ticari olarak satilan CMC’leri DS degerleri genellikle 1,5’den
kiigliktiir. CMC indirgen seker ve viskozite Olgiimiinde substrat olarak kullanilacak
ise bu deger siddetle tavsiye edilmektedir. Ciinkii, DS degeri 0,7 ye esit ise hidroliz
%2 ile simirlanmaktadir[35]. Bu deger seliilazin yalnizca non-substiitiye glikoza etKi
edebilmesi ve hidroliz reaksiyonun en az 2 veya 3 komsu non-substiitiye glikoz
artigma ihtiyacit olmasi nedeniyle 6nemlidir. CMC’nin DP degeri indirgen seker
Olgiimiinde donemli degildir. Ancak vizkozite azalmasinin Slgiilmesinde biiyiik dnem
tagir. CMC su igerisinde ¢oziilirken DP degerini diismesinden kaginmak amaciyla
yavasca dondiirerek karistirilmalidir.  Bununla beraber 11 iyonik CMC’nin
vizkozitesi pH, iyonik siddet ve polivalent katyon konsantrasyonundan da etkilenir.
Bu nedenle endo-glukanaz aktivitesinin belirlenmesinde hidroksietil seliilloz (HEC)

gibi iyonik olmayan seliilozlar 6nerilmektedir. Boyanmis ¢oziiniir CMC’ler remazol
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brillant Blue R ya da Ruthenium Red gibi boyalarla CMC’nin karistirilmasi ile elde
edilirler. Supernatant igindeki ¢6ziinebilir seliiloz tiirevinden salinan renk substratin

coktiirtilmesinden sonra 6lgtilebilir.

Seliilaz aktivitesinde kullanilan ve suda ¢oziinmeyen substratlar olduk¢a saf
seliiloz (Whatman Nol filtre kagidi, bakteriyal seliilloz, mikrokristalize seliiloz ve
amorf seliiloz) ve saf olmayan seliiloz ( boyanmis seliiloz, a-seliiloz, ligno-seliiloz)
olarak smiflandirilabilir. Dogal seliiloz seliiloz | olarak isimlendirilir. iki farkl kristal
formu vardwr. 1, bakteri ve alglerde bulunur, g yiiksek bitkilerde bulunur. Dogal

seliiloz ¢esitli islemler ile diger kristal formlara (II-1V) doniistiiriilebilir[36].

Selillozun kristalizasyon derecesi (Crl) X-isin1 difraksiyon modeli ile
kantitatif olarak olgiilebilir. Kristalizasyon derecesi hidroliz diizeyi ile yakindan
iliskilidir. Buna ragmen, kristalizasyon derecesi seliilozun ¢esitli muameleler 6ncesi
ve sonrasinda karakteristigindeki degisimleri géstermek amaciyla kullanilan uygun
bir belirtectir. Yiiksek kristalize selilloza 6rnek olarak pamuk, bakteriyal seliiloz
Valonia ventricosa algal seliilozu verilebilir. Mikrokristalize seliiloz, a-seliiloz, ve
islem gormemis selillozik substratlar ortalama Crl degerine sahiptirler ve kristalize
fraksiyon ile amorf fraksiyonun birlesimi olarak kabul edilebilirler. Ancak yine de iki

fraksiyon arasinda kesin bir sinir ¢izgisi yoktur.

a-seliiloz agirlikli olarak selilloz ve az miktarda hemiseliiloz igermektedir.
Holoseliiloz lignoseliilozdan ligninin uzaklastrmasindan sonra kalan kati yogun
kisimdir, o-seliiloz ise holoseliilozdan alkali ekstraksiyonu ile hemiseliilozun

uzaklastirilmasi sonucunda kalan kat1 yogun kisimdir.

Lignoseliilaza bazi 6n islemler yapilarak inert yapist bozulur bunun
sonucunda seliilaz tarafindan daha hizli ve etkin olarak hidrolize edilmesi saglanir.
Bu 6n islemlere 6rnek olarak seyreltilmis asit ile muamele, sicak su, amonyak ile
stizme verilebilir[37]. Substratin 6zellikleri (DP, seliilaz tarafindan ulasilabilirligi,
lignin igerigi gibi) yukarida belirtilen bu 6n islemlere ve bunun yaninda

lignoseliilazin kaynagma baglidir.
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Bir¢ok kimyasal madde, enzimlerin katalitik aktivitelerine indiikleyici ya da
inhibe edici yonde etki etmektedir. Konuya iliskin fazla sayida inorganik iyonun
enzimleri aktive ettigi belirtilmistir. Aktivator iyon, koenzim ya da kosubstrat
kompleksindeki reaksiyona dogrudan dahil edilebilir. (6r/ Fe iyonlar1t ATP-Mg ya da
flavin kompleksine baglanir). Iyonlar, enzimin bir parcasi olmakla birlikte hem aktif
konformasyon i¢in diizenleyici olarak etki gosterir (alkalin fosfatazdaki Zn iyonlari
gibi) hem de aktif bdlgeye dogrudan baglanir (karboksipeptitazdaki Zn ya da Co
iyonlar1 gibi).Inhibitdrler, enzimlerin baglanmalarim degistirerek aktivitelerini inhibe
ederler. Inhibitdrler substratin yapisina benzeyebilirler bu nedenle enzimin
baglanmasinda substrat ile rekabet halindedirler. Inhibitorler, biyiik organik
molekiiller, kii¢iik organik molekiiller veya iyonlar olabilirler[38].

2.6.4.Seliilaz Enzimlerinin pH ve Sicaklik Stabiliteleri

Enzimlerin genel olarak optimum aktivite gosterdikleri pH araligi vardir.
Ortam pH’s1 substrat iyonizasyonu ve aktif bolgedeki katalitik gruplarin
iyonizasyonunu etkiler. Bu nedenle elektostatik etkilesimler pH ile kontrol edilirler.
Bir reaksiyonun pH’s1, makromolekiiliin 3 boyutlu yapisi i¢in kritik amino asitleri

etkileyerek enzimin konformasyonunu kontrol edilebilir [39].

Yiiksek termal dayaniklilik birgok endiistriyel enzimde fazla istenen bir
ozelliktir, ¢iinkii enzimlerin kullanildig1 islemler genelde 50°C’den yiiksek
sicakliklarda gerceklestirilir. Ozellikle termofillerden elde edilen enzimler sahip
olduklar1 dayanikliliktan dolay1 giinlimiizde oldukc¢a fazla ticari kullanim alani
bulmustur. Yiiksek sicakliklarda biyoteknolojik islemleri gerceklestirmek yapilan
uygulamalar agisindan pek cok fayda saglamaktadir. Sicakligin arttirilmasi organik
bilesiklerin ¢oziiniirliigii ve biyolojik olarak kullanilabilme agisindan 6nemli etkilere
sahiptir. Sicakligin artmasit beraberinde viskozitenin diismesini ve organik

bilesiklerin diflizyon katsayisinin artmasini da saglamaktadir.
Seliilazin yiiksek spesifikligi, toksisitesinin olmamasi, biyobozunur olmasive

optimum pH, sicaklik, basing gibi 6zelliklerinin 1limli araliklarda olmasi seliilazin

inorganik katalizorlere gore daha avantajli olmasini saglamaktadir[40].
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2.6.5.Seliilazlarin Uygulama Alanlar

Seliilazlar birgok alandaki kullanimlarindan dolay: diinya genelinde ii¢ilinciien
biiyiik endiistriyel enzimler arasinda yer almaktadirlar. Mikroorganizmalar arasinda
aerobik, anaerobikbakteriler, beyaz ciirlik¢lil ve yumusak ¢iiriik¢lil mantarlar ve
anaerobik mantarlara kadar seliilaz iiretimi yaygindir. Seliilazlara kars1 ortaya ¢ikan
talep cesitli uygulamalarda kullanilabilirliginden dolay: siirekli artmaktadir. Tekstil,
deterjan, kagit endiistrisi seliilazlarin kullanildig: birkag endiistriel alandir. Seliilazlar
ilk olarak biyokiitlenin biyolojik geri doniisiimiinde denemis fakat bu daha
sonralarda ¢ekiciligini yitirmis ve yem, gida, tekstil ve deterjan gibidiger
endiistrilerde agirhkli olarak kullanilmaya baslanmistir. Fakat fosil yakit
kaynaklarinin azalmasiyla, yenilenebilir yeni alternatif yakit ve enerji kaynaklarinin
bulunmasina y6nelik ihtiyaglar son zamanlarda artmis ve seliilazlar ile diger enzimler
birlikte kullanilarak lignoseliilozik biyokiitlenin hidrolizi gerceklestirilmeye
baslanmistir[41,42].

Son zamanlarda seliilolitik enzimler, meyve sularimin berraklastiriimasi
islemlerinde, kumaslarda parlakligin saglanmas: ve yumusakliginelde edilmesi igin
deterjanlarda, kotlarin biyo taslanmasinda, endiistriyel atiklarin 6n isleminde ve
yemlerin kalitelerinin arttirilmas: gibi ¢ok c¢esitli uygulamalarda kullaniima
konusunda biiyiik bir yer bulmustur. Seliilozun istenilen yonde kullanimi seliilazlarin
basarisi, yeni vedaha etkin enzimlerin izolasyonuna bagli oldugunu soylemek
miimkiindiir. Ornegin, tekstil endiistrisinde pamuklarin biyo parlatiimasi islemlerinde
100°C‘ye yakin sicaklikta stabil seliilazlara gereksinim duyulmaktadir[43]. Seliilaz
enzimi biracilik, gida, kagit ve kagit hamuru ile tekstil endiistrilerinde genis
uygulama alani bulmustur. Giiniimiizde seliilazlarin kullanildigi ¢ok farkli alanlar

bulunmaktadir.

2.6.5.1. Gida Endiistrisi
Seliilazlar gida endiistrisinde, zeytinyaglarinin ayrilmasinda, meyve nektar ve
piirelerinin tiretiminde, meyve ve sebze igeceklerinin berraklastiriimas: gibi alanlarda

yogun sekilde kullaniimaktadirlar.
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Ozellikle meyve suyu iiretiminde seliilaz, hemiseliilaz ve pektinazlarin ortak
kullanimi  basartyr arttirmaktadir[44]. Ayrica firincilik  alaninda  iriinlerin

kalitelerinin artirilmasinda da seliilazlarin kullaniimaktadirlar[45].

2.6.5.2. Tekstil Endiistrisi

Tekstil endiistrisinde seliilazlar daha ¢ok kotlarin taslanmasinda tercih
edilmektedirler. Kotlarin islenmesi siirecinde ponza tasindan faydalanilir fakat
kullanilan ponza taslarigok emek isteyen ve kullanilan donanmimlara zarar veren bir
uygulamadir. Bu sebepten otiirii 3-1,4-baglarini pargalayan seliilazlarin ponza taginin
gorevini Uistlenmesi ile birlikte kullanima girmesi, uygulamada verimliligin artmasini

saglamistir.

Selillazlar ayni zamanda kumaslardaki kiiciik lif uglarin1 Kkopartarak
tiylenmeleri giderir, yumusaklik ve defibrilasyonu saglamaktadirlar. Kumaslardaki
seliilozliflerinin istenilen sekilde modifiye edilerek tekstil alaninda diinya genelinde

basarilibir kullanim alanina sahip olmalar1 seliilazlarin 6nemini orataya koymaktadir.

2.6.5.3. Camasir ve Deterjan Endiistrisi

Diger hidrolazlarin aksine seliilazlarin lekeleri 6ziimlememeleri deterjan
enzimleri agisindan biiylik bir 6nem tagmmistir. Seliilazlar lekeleri 6ziimlemek yerine
leke parcaciklarinin uzaklastirilmasi i¢in pamugun mikrofibrillerini parcalayarak
etkinlik gosterirler. Bunlarin yani1 sira alkalin pH’daki deterjanlarin stabilitesi
deterjan enzimi i¢in gereklidir[46]. Alkalin seliilazlarin kesfi ile ¢amasir
deterjanlarina karstirilarak kullanilmas: enzim i¢in yeni bir uygulama alan: meydana
getirmistir. Alkalin seliilaz, pamuklulardan topragin uzaklastirilmasinda etkili olup,

pamuk liflerini pargalamamaktadair.

Deterjan endiistrisi igerisinde biiylik Oneme sahip olan seliilazlar hem
temizleme performansini arttirarak kumasin onarilmasina katkida bulunurlar. Diger
yandan kumaslarionarim etkisi bilyilk oranda yiizey tiyii olarak goriinen
ve/veyakumasin renk tonunu etkileyen ve gozle goriilebilecek biiyiikliikte olan
fragmentlergibi biiyiik selilloz lif fragmentlerinin uzaklastirilmasiyla alakalidir.
Yiizeyde yer alan lif fragmentleri kumasa yipranmis, eskimis bir goriintii verir ve

onlarin uzaklastiriimasiyla yenilenme islemi gergeklestirilmis olur.
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Hasar gormiis lif yiizeylerinde tutulan kirlerin uzaklastirilabilmesi seliilazlarin
mikrofibrilleri uzaklastirma etkisi olarak tanimlanmaktadir. Mikrofibrillerin
uzaklastirilmas: ve lif yiizeylerinden kirliliklerin temizlenmesi kumas ve giysilere
parlaklik vererekonlarin yeni gibi goriinmesine olanak verecektir[46]. Deterjan
uygulamalarinda  yalmizca endogulukanazlar istenen  performans artisini
saglayabilmektedir. Ancak seliilazlarin deterjanlarda yiiksek dozlarda kullaniimasi
tekrar tekrar gergeklesen yikamalar sonrasi bazi pamuksu kumaslarda zarara neden
olabilmektedir. Yiiksek aktiviteli modern deterjanlarin aktivitelerini daha fazla
arttrmak i¢in karisima lipaz, seliilaz, amilaz, proteaz gibi bir veya daha fazla

enzimin karistirilmasi s6z konusudur[47].

2.6.5.4.Hayvan Yemi Endiistrisi
Seliilazlar hayvan yemlerinin besin degerlerini arttirilmast amaciyla

monogasrtrik ve ruminantyemlerinin tiretimi i¢in kullanilmiglardir.

Seliilazlara ek olarak pektinaz ve hemiseliilazlar gibi enzim karisimlar: da

yemlerin besin degerlerini artirmak i¢in yem rasyonlarina ilave edilmislerdir.

2.6.5.5. Kagit Endiistrisi

Seliilazlar ozellikle geri doniisiim icin 6nemli bir kaynak teskil eden
kullanilmigkagitlarin, gazete kagitlarininve ambalaj kagitlarmin {izerindeki
miirekkeplerin enzimatik yolla uzaklastirilmasinda kullanilmaktadirlar ve bu sayede
kimyasal yolla uzaklastirmanm yerini almislardir. Bu yiizden seliilazlar kagit
endiistrisinde kagit fabrikalarinin drenajlarinin agartilmasi, kagitlardan miirekkebin
uzaklastirilmasi, kagidin mukavemet 6zellikleri ve kaba mekanik kagit hamurunun
modifikasyonu  i¢in  biyomekanikhamurlastirmada  tercih  edilmekte ve
kullanilmaktadirlar.  Ayrica  seliilazlar kagit yiizeylerinde olusan liflerin

uzaklastirilmasinda da 6nemli etkenlerdir.

Ayni zamanda kartonlarin biyolojik pargalanmasini kolaylastirmalar1 onlar
icin farkli uygulama alanlar1 saglamaktadir. Bunlarin disinda ayni zamanda
seliilolitik enzimler temizlik kagitlari ve kagit havlularinin daha yumusak olmasi i¢in

uretimde kullanilmaktadirlar.
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2.6.5.6. Bira ve Sarap Endiistrisi

Seliilazlar bira ve sarap endiistrisinde de kullamim alant bulmuslardir.
Seliilazlar sarapyapiminda bitki hiicrelerindeki polisakkarit duvarlarinin hidroliziyle
birlikte yiizeylerinin yumusatilmasini saglar. Ayni zamanda {iziimlerin renk
ekstraksiyonunda kullanilarak  kalite, filtrasyon ve aritmada islemlerinin

gerceklesmesinde seliilazlardan faydalanilmaktadir.

Biracilikta ise seliilazlar sekerlerin B-1,4-glikoz baglarint kirarak birincil
fermantasyonboyunca seker artisini saglamakla birlikte viskoziteyi arttirarak
biralarin ~ ilk  fermantasyon,  filtrasyon  ve  kalitelerinde iyilestirme

gerceklestirilmesinde biiylik katki saglarlar [48].

2.6.5.7. Biyoyakit Endiistrisi

Biyoyakit iiretimi i¢in giiniimiizde yogun arastirmalarmnin gergeklestirildigi
en onemli uygulama lignoselillozik atiklarin kullanimidir. Seliillaz enzimleri,
seliilozik materyallerin glikoz ve diger fermante edilebilir sekerlere ¢evrimi ile etanol
gibi ¢esitli fermantasyon triinlerinin ya da tek hiicre proteinlerinin iretilmesi
amaciyla degradasyonunda kullanilmaktadirlar. Bunun yani sira zirai ve endiistriyel

atiklarin enzimatik sakkarifikasyonunda da seliilazlardan yararlanilaktadir.

2.7. Karakterizasyon Yontemleri

Bu ¢alismada seliiloz kitosan ve kompozit boncuklarinin yapisal, morfolojik,
manyetik ve 1s1l 6zellikleri, Fourier doniisiimli kizilotesi spektroskopisi (FT-IR), X-
ismlart kirmimi yontemi (XRD), termogravimetrik analiz yontemi (TGA) ile
incelenmistir. Ayrica, olusturulan kompozit tasiyicilarin yiizeyinde meydana gelen
degisimler taramali elektron mikroskobu (SEM) ile arastirilmistir. Bu boliimde, her

bir karakterizasyon yonteminin temel prensipleri ile ilgili kisa bilgi verilmektedir.

2.7.1. Fourier doniisiimlii kiz1lotesi spektroskopisi (FT-IR)

FT-IR spektroskopisi, elektromanyetik spektrumun kizildtesi bolgesinde,
ornekteki atom gruplarmin ve fonksiyonel gruplarin kendilerine 6zgli dalga
boylarinda absorpsiyon yaparak, bir titresim veya donme enerji Sseviyesinden

digerine gegisleri vasitasiyla belirlenmelerini saglayan bir yontemdir.
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2.7.2.Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramal1 elektron mikroskopta, katt numune ylizeyi yiiksek enerjili bir
elektron demetiyle taranir. Bu teknikte ylizeyden c¢esitli tiir sinyaller olusturulur.
Bunlar geri sagilmis elektronlar, ikincil elektronlar, Auger elektronlari, X-1gmn1
fliioresans fotonlar1 ve degisik enerjili diger fotonlardir. Biitiin bu sinyaller yiizey
calismalarinda kullanilmis olmakla beraber, bunlarin i¢inde en yaygin olan iki tanesi
taramal1 elektron mikroskopinin temelini olusturan geri sacilmis ve ikincil
elektronlar ve elektron mikroprob analizde kullanilan X- 1511 emisyonudur. Bir veya
daha ¢ok sayida mercekten olusan kondensor mercek sistemi, elektron demetinin
objektif merceklere ulastirilmak {lizere yonlendirilmesini saglar, objektif mercekler
ise numune yiizeyine ¢arpan elektron demetinin boyutlarindan sorumludur. Ayrica,
elektrikge iyi iletken numuneler genellikle 1siy1 iyi ilettiklerinden isisal bozunma
olasilig1 da en azdir. Ancak, ne yazik ki ¢ogu biyolojik ve mineralojik numuneler
iletken degildir. iletken olmayan numunelerin SEM goriintiilerini elde etmek igin
cesitli teknikler gelistirilmistir. Fakat en ¢ok uygulanan tekniklerde numune yiizeyine
tozlagsma veya vakum da buharlastirma uygulanarak ince bir metalik film tabakasiyla
kaplanir. Kaplama islemlerinde dikkat edilecek nokta, asir1 kalin kaplamanin yiizey
ayrintilarin1  6rtmesidir. Bu nedenle optimum bir kalmlhigin secilmesi gerekir.
Taramali elektron mikroskoplarda elektron i¢in en yaygin transduser tipi Xisinlari
sintilasyon transduserlerine  (dOniistiiriicilerinde) benzer fonksiyona sahip
simiilasyon diizenekleridir. Bunlarda katkilanmis bir cam veya plastik hedef iizerine
bir elektron ¢arptiginda goriiniir bolgede asir1 miktarda foton yaymlanir. Fotonlar,
cthazin yiiksek vakum boélgesi disinda yer alan bir foto ¢ogaltict tiipe bir 151k borusu
vasitasiyla iletilir. Sintilasyon doniistiiriiciilerinde ortalama 105 ile 106 kathik bir

cogaltma saglanir.

2.7.3. X-Isim Toz Kirimmm Olgiimleri (XRD)

X-Isin1 kirinimi yontemi, her bir kristal maddenin kendine 6zgii olan X-151m1
kirmim modeline gore, kristal yapilarin analiz edilmesini saglayan bir yontemdir.
Tabiatta bulunan metaller genellikle kristal yapiya sahip olduklari i¢in, kristal
orgiileri igerisinde simetrik ve periyodik olarak dizilmis 31 elementlerden olusurlar
ve Kkarakteristik bir kirmmm desenine sahiptirler. Incelenen 6rnegin kirinim
desenindeki X-1sm1 kirilma agilarmin, literatiirde o kristal yap1 i¢in verilen kirinim

desenlerindeki kirilma agilartyla karsilastirilmasi ve ayni bulunmasi yoluyla, drnegin
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Kimyasal yapis1 belirlenebilir. Ayrica malzemenin pargacik boyutu, asagida verilen
Debye-Schrerer esitligi kullanilarak, X-1gin1 kirimim desenindeki pikler yardimiyla

hesaplanabilir:

d= kA / BcosO

Bu bagintida, d, pargacik boyutunu, k=0,89 olan Debye-Schrerer sabitini; A,
Cu Ka 1smmin dalga boyunu (0,15406 nm); B, radyan cinsinden pik yar1 genisligini

ve 0, kirilma agisini1 gostermektedir.

2.7.4. Termogravimetrik analiz (TGA)

Termogravimetrik analiz yontemiyle, kontrol edilen bir atmosferde, sicakligin
programli olarak artirilmasi ya da azaltilmasiyla maddenin kiitlesinde meydana gelen
degisiklik sicakligm ya da zamanin fonksiyonu olarak incelenmektedir. Ornegin,
sicakliga karst maddenin kiitlesinde meydana gelen azalmayr gosteren
termogramlardan, maddenin yapisal 6zellikleri ve igerdigi su miktar1 konusunda bilgi

edinilebilmektedir.

2.7.5. Manyetik Duyarhihk Olciimleri (VSM)

Numunelerin magnetik 6lgiimleri, elektriksel ve kristalografik dl¢iimler kadar
onemli Ol¢iimlerdir. Tiim malzemeler disardan uygulanan bir magnetik alana karsi
tepki vermektedirler. Digardan uygulanan bu magnetik alan, malzeme igerisinde bir
magnetizasyona neden olmaktadir. Elde edilen veya dogadaki her malzeme
uygulanan alana kars1 kendine 06zgii bir magnetizasyona sahiptir. Bu durum
malzemenin uygulanan alana karsi gostermis oldugu duyarhilikla iligkilidir. Buna
malzemenin  duygunlugu denmektedir. Bu durumda malzemede olusan
magnetizasyonun biiylikliigii, disardan uygulanan alan ve malzemenin duygunlugu
ile yakindan iliskilidir denebilir. Bunun yani sira uygulanan alanin, hangi sicaklikta

uygulandigi da 6nemlidir.

2.8.Genipin
Genipin, Gardenya jasminoides[49,50] Ellis'in meyvesinde bulunan genipositten
tiiretilen bir aglikondur. Djerassi ve arkadaslar1 1960'larda NMR spektroskopik

verileri ve kimyasal bozunma deneylerini kullanarak genipinin  yapisini

27



kesfetmislerdir. Genipin C11H1405 molekiiler formiiliine sahiptir ve bir dihidropiran
halkas1 igerir. Diisiik sitotoksisiteye sahip, dogal olarak olusan, biyobozunur bir
molekiil oldugu i¢in, genipin bir¢ok biyolojik uygulamada bir c¢apraz baglama
maddesi olarak yakin zamanda arastirilmistir. Bir biyo-yapigma, yara sargisi ve
kemik ikame maddeleri olarak kullanim igin genipin capraz baglanmis jelatinin
kullanimina iligkin son kesifler, yeni ve gilivenli bir ¢apraz baglama maddesi olarak
potansiyele sahip oldugunu gostermistir. Kullanilan en yaygin capraz baglama
maddesi glutaraldehit olmakla birlikte toksisitesi ile ilgili endiseler nedeniyle

glutaraldehite alternatif olabilecek yeni yontemler arasinda genipin de yer almistir.

Genipinin kendisi renksizdir fakat spontan olarak amino asitlerle reaksiyona
girmesi mavi pigmentlerin olusmasmi saglamaktadir. Meyvenin bilesenleri
geleneksel Cin tibbinda ve Dogu Asya'da gida endiistrileri tarafindan mavi
renklendirici olarak kullanilmistir. Genipin yapisi, diger ozellikler ile birlikte Sekil

2.7°de gosterilmistir.

COH OH

Sekil 2. 7. Genipinin yapisi

2.9. Lignoseliilozik Biyokiitle

Lignoseliilozik biyokiitlede yapi temel olarak, selilloz ve hemiseliiloz gibi
yapisal karbonhidratlar ve heterojen fenolik polimer olan ligninden meydana
gelmektedir. Bununla birlikte lignoseliilozik biyokiitlenin igerigi tiirlere, iklime,
toprak verimiligine ve giibrelemeye bagli olarak farkliik gostermektedir.
Lignoseliiloz igerisindeki ekstraktlar ve mineraller kuru biyokiitlenin agirhiginin
%10’u kadardir. Akcaagag, kavak, kizil akcaagag, okaliptus, mese agaci, karakavak
gibi sert odunlu materyallerde seliiloz %39-54, hemiseliilloz %14-37 ve lignin %17-
30 oraninda bulunmaktadir. Koknar, cam gibi yumusak odunlu materyallerde ise

seliiloz %41-50, hemiseliiloz %11-27, lignin %20-30 oraninda bulunmaktadir. Farkli
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tarimsal atiklarin igerigine baktigimizda ise genel olarak seliilloz %32-47,
hemiselilloz %19-27, lignin ise %5-24 oraninda bulunmaktadir. Lignoseliiloz
icerisinde bulunan diger maddeler (ekstraktifler) ise organik ¢ozeltiler ya da suda
¢oziinebilen maddelerdir. Bunlar lignoseliilozik maddenin ¢ok kii¢iik bir pargasini
olusturmaktadir (%1-5). Bu maddeler hem lipofilik hem de hidrofilik bilesenlerdir.
Ekstraktif maddeler 4 biiyiik smifa ayrilabilirler: (a) terpenoidler ve steroidler, (b)
yaglar ve mumlar, (c) fenolik bilesikler ve (d) inorganik bilesenlerdir. Lignoseliilozik
biyokiitlelerdebirincil hiicre duvar1 hiicre bdliinmesiyle gelistirilmistir. Kristal
seliiloz; mikrolifler ile hemiseliiloz polisakkaritlerinin matrisi igerisine gomiilmiistiir.
Komsu hiicrelerin temel duvarlar1 orta lamel olarak adlandirilan pektinlerden olusan
yapiskan bir tabaka ile tutturulmus olup bunun amaci, iletken doku olusturmak iizere

cok sayida vaskiiler demetler halinde diizenlenmesidir.

SELULOZ
LIGNIN

» HEMISELULOZ

Sekil 2. 8.Lignoseliilozik biyokiitlenin yapis1 ve bilesimi

2.9.1. Hemiseliiloz

Hemiseliiloz; glikoz, galaktoz, mannoz gibi heksozlari, ksiloz, arabinoz gibi
pentozlar1 ve glukuronik, galakturonik ve metil galakturonik asit gibi seker asitlerini
iceren sekilsiz, degisken yapida formlar1 olan bir heteropolimer olarak bilinir.
Hemiseliillozun ana zinciri, birincil olarak ksiloz (%90) ve arabinoz (%10) igeren [-
1-4 bagh ksilandan olusmaktadir. Hemiseliiloz icerisinde en ¢ok bulunan bilesen
ksilan olmasma ragmen ksilan derisimi her biyokiitlede farklilik gostermektedir.
Seliilozdan daha diisiik molekiil agirligina sahip olan hemiseliiloz farkli sekerlerden
olusan kolay hidroliz edilebilir kisa zincirlerden olugmaktadir. Seliilloza gore daha
sekilsiz olmakla birlikte seliilloz ve lignin lifleri arasinda baglant1 gorevi

gormektedirler. Biitiin seliiloz, hemiseliiloz lignin agma sertlik vermektedirler [51].
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Hemiseliilozun en 6nemli bileseni olan ksilan hemiseliillozun kolay ekstre edilebilir

kismuidir ve asit veya alkali bir ortamda daha iyi sekilde ekstre edilebilmektedir.

2.9.2. Lignin

Lignin, kovalent baglar aracilig1 ile hemiseliiloza baglanmis 10000 Dalton
molekiill agirhigina sahip aromatik, sert ve suda ¢Oziinmeyen inaktif bir
biyopolimerdir. Temelde ii¢ ana bilesenden meydana gelen ligninin ana bilesenleri
arasinda koniferil alkol, sinapil alkol ve p-kumaril alkol yer almaktadir. Seliiloz ve
hemiseliilozdan sonra dogada en fazla bulunan polimer olan lignin, hiicresel duvar
icerisinde bulunmaktadir. Ug farkli fenilpropan birimlerinden olusan lignin,
sekilsizdir. Ligninin asil amac1 bitkiye destek saglamak, mikrobiyal saldir1 ve strese
kars1 direng saglamaktir. Orman agaclar1 birincil olarak selilloz ve lignin
polimerlerinden olusmaktadirlar. En yiiksek lignin seviyesine sahip olan bitkiler
yumusak agaglardir. Ligninin biyodoniisiim silirecinin  ekonomik performansi
iizerinde onemli bir etkisi vardir. Ciinkii mikrobiyal gelisim ve fermantasyondaki
c¢ogu inhibitérler 6n islem ve enzimatik hidroliz sirasimda bu bilesenden
gelmektedirler. Bu arada seliilozdan sonra biyokiitle igerisinde en c¢ok bulunan
bilesen olan lignin, yakildiginda bol miktarda enerji vermekte ve ¢evre dostu bir
teknoloji olan kombine 1s1 ve gii¢ tiretimi i¢in iyi bir se¢im teskil etmektedir. Ayrica
tasima yakitlar ve katma deger kimyasallar1 igeren degisik tiriinler igin lignin harika
bir baslangi¢c materyali olmasinin yani sira biyoetanol tiretimini daha ekonomik hale

getirebilmektedir[52].

2.9.3. Seliiloz

Seliiloz B-1-4 glikozidik baglarla baglanmis f-1-4 glikoz birimlerinden olusan
dalsiz bir glikoz polimeridir. Yilda 1010 ton sentezlenme hiziyla biyo doniistimlerde
en ¢ok kullanilan molekiildiir olarak bilinmektedir. Mantar ve bakteriler, hidrolitik ve
oksidatif enzimleri kullanarak bu makro molekiilleri parcalayabilmektedirler. Ayrica,
bu polimer yenilenebilir enerji liretiminde olduk¢a 6nemli bir role tistlenmistir[53].
Seliiloz molekiilleri enzimatik hidroliz i¢in dayanikli, yiikksek mukavemetli kristal
bolge ve kristal olmayan (sekilsiz) bdlgeden olusmaktadirlar. Ozellikle kristal
bolgeler enzimatik hidroliz igin daha dayaniklidir [54]. Bu bdélgeler, ¢ok sert
olmasmin yani sira dogrusal zincirin paralel yapilanmasiyla olugsmaktadirlar. Onlarin

bu paralel yapilanmasi seliilozun ¢éziinmezligini saglamaktadir. Sekilsiz bolgeler ise
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diger kisimlara gore, daha zayif bagh seliiloz zincirinden olugsmaktadir ve bu onlar1

enzimatik hidroliz i¢in daha kullanigliyapmaktadir.

Seliilozlar, seliilaz enzimleriyle glikoza hidroliz edilen lignoseliilozik
biyokiitlenin ana bilesenidirler. Seliilozik biyokiitle sik kullanilan yenilenebilir bir
enerji kaynagidir ve genis malzeme ¢esitliligi icermektedir. Diinya c¢apinda
kullanilabilirligi, sekerlere, alternatif yakitlara ve kimyasal hammaddelere doniisiim
potansiyeli seliilozik materyallerin bozunmasinin arastirilmasmi artirmaktadir. Bu
yontem maliyeti de azaltmasindan dolayi ekonomik olarak da c¢ok elverislidir.

Seliiloz bitki derisiminin yaklasik olarak %30 unu kapsamaktadir.

Sekil 2.9°da yapist verilen seliilozun, ana zincirinde bulunan hidroksil
gruplar1 nedeniyle suda ¢oziinmesi beklenir fakat seliiloz zincirleri arasindaki yogun
hidrojen baglar1 su, diger ¢oziicii ve c¢oOziicii karisimlarinin polimer igyapisina
girmesine izin vermez ve ¢oziinmeyi engellemektedir. Ancak son yillarda seliilozun
¢Ozlinmesi i¢in NaOH/iire ¢oziicii karisimlar1 kullanilmaktadir. Ayrica seliillozdaki
hidroksil gruplar1 baska gruplara cevrilmesi ile (hidrojen baglarmin tamamen

kaldirilmas1 veya azaltilmasi) ¢oziilebilir seliiloz tiirevleri elde edilmektedir.

< OH \
HO o
‘ ~~O§OWOJ€§F
HO OH OH

Sekil 2. 9.Seliilozun yapis1

2.10. Enzimatik Hidroliz

Enzimatik Hidroliz metodu, enzimlerin bitki proteinlerinde bazi kimyasal
reaksiyonlara sebep olmasi ile gerceklesmektedir. Bu yontemin uygulanmasinda son
yillarda iki teknolojik gelisme saglamis olup bunlar enzimatik ve direkt mikrobiyal
doniistim metotlaridir. Selilloz hidrolizinde substratin lignin ve hemiseliiloz igerigi,

yiizey alani ve seliilozun kristallik derecesi gibi yapisal parametreler lignoseliilozik
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materyallerin enzimatik hidroliz islemini oldukc¢a etkilemektedir. Enzimatik hidroliz
islemiyle lignoseliilozlarda var olan glukanin yalnizca %20°si (wt) ¢oziilebilir hale
getirilebilirken, yapilan 6n muamele islemleri sayesinde enzimatik etkinin
artirilabilecegi belirtilmistir. On muamelede amag lignin ve hemiseliilozu ortadan
kaldirmak, seliilozun kristalinitesini azaltmak ve maddenin gdzenekliligini
arttrmaktir. Uygun kosullar altinda 6n muamele islemiyle seliillozun neredeyse
tamamu orjinal materyal i¢inde kalmakta ve bu da enzimatik hidrolizi biiylik 6l¢iide

etkilemektedir[55]. On muamele su sebeplerden dolay: gereklidir:

1. Seker olusumunu arttirmak

2. Bozunmadan kaginmak ve karbonhidrat kaybini azaltmak

3. Hidroliz ve fermantasyon prosesleri sonunda olusacak yan iiriinlerden
ka¢cmmak

4. Maliyet

Fiziksel, fizikokimyasal, kimyasal ve biyolojik prosesler lignoseliilozik

maddelerin 6n muamelesinde kullanilmaktadir[56-57].

Seliilozik substratin enzimatik hidrolizi siiresince cesitli faktorler seliilaz
karisiminin  katalitik aktivitesini smirlamaktadir. Bu sinirlamalarin  enzim- ve
substrat- iligkili faktorlerden kaynaklandigi distiniilmektedir. Seliilazlarin tekrar
kullaninmin1 veya geri doniisiimiinii diisiinmek su anki teknoloji ile zordur; ¢iinkii
lignoseliilozik substratlar {izerine seliilazlarin adsorbsiyonu {izerine bugiine kadar
elde edilen bilgiler eksik ve yetersizdir. Ote yandan seliilozun enzimatik
degradasyonu olduk¢a karmasik bir islem olmakla birlikte, bu degradasyon islemi
enzimlerin hareketli bilesenleri olarak yer aldiklar1 kati-sivi faz sinirinda meydana
gelmektedir. Seliilaz enzim sistemleri ¢oziinmez seliilozik substrat {izerine etki
ettiginde es zamanli olarak ii¢ siire¢ ortaya ¢ikmaktadir[58-59]. Bunlar; ¢6ziinmemis
kalint1 selillozda kimyasal ve fiziksel degisiklikler, seliilloz molekiiliiniin yiizeyinden
coziilebilir kisimlarin ayrilmasini kapsayan birincil hidroliz islemi ve ¢oziilebilir ve
diisiik molekiiler agirlikli kisimlarm ve hatta glikozun hidrolizini kapsayan ikincil
hidroliz islemleridir. Seliilozik materyallerin enzimatik hidroliz orani olduk¢a hizli

bir sekilde diigsmektedir. Genel olarak enzimatik seliiloz degradasyonu hizli birincil
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faz ve bunu takip eden ve substrat tamamen tiikeninceye kadar devam eden daha

yavas ikincil faz siireglerinin toplamiyla karakterize edilebilir.

2.11.Tezin Amaci

Enzimlerin tekrar kullanilabilmelerine olanak taninmasi i¢in, aktivitelerinin,
stabilitelerinin ve geri kazanimlarinin arttirilmasi saglanmalidir. Enzim saflastirma
isemlerinin zahmetli ve pahali olmasinin yami sira endiistriyel uygulamalarda
karsilagilan bir takim zorluklarin iistesinden gelmek i¢in ¢esitli immobilizasyon

teknikleri gelistirilmistir.

Genipin ile enzim immobilizasyonu nadiren karsilasilan ¢alismalar arasinda
yer almaktadir. Onceki yapilan calismalar arasinda glikoamilaz, proteaz, naranginaz,
lipaz, B-glikozidaz ve lakkaz gibi enzimler, genipin ile aktive edilen kitosan iizerine
immobilizasyon i¢in kullanilmistir. Bildigimiz kadariyla, genipin ile aktive edilen
Kitosan boncuklar f{izerine selillaz enziminin immobilizasyonu daha Once
bildirilmemistir. Dolayisiyla, bu ¢alismanin amaci genipin ile aktive edilen kitosan
ve kompozit boncuklar {izerine seliilaz immobilizasyonu yoluyla lignoseliilozik atik

giderimini saglamaktir.

Calismada kitosan ve mayetik kitosan kompozit boncuklarm sentezlendi.
Sentezlenen kitosan ve kompozit boncuklar genipin ve glutaraldehit kullanilarak
aktive edildikten sonra T. Reseei’den saflastirilarak elde edilmis selillaz enziminin,
sentezlenen kompozit kitosan boncuklar iizerine immobilizasyonu gergeklestirildi.
Calismada kitosan ve kitosan kompozit yapilarmin sentezlenmesi, immobilizasyon
islemi sonrast yiiksek katalitik aktivite ve kararliliga sahip morfolojinin tespit
edilmesi ve Ozelliklerinin karakterize edilmesi amaclanmistir. Genipin ve
glutaraldehit ile aktive edilmis kitosan kompozit boncuklarin {izerine immobilize
edilen seliilaz enzimi ayn1 zamanda lignoseliilozik atiklarin hidrolizinde kullanilarak

agiga ¢ikan indirgen seker miktar1 belirlenerek hidroliz yiizdesi hesaplandi.
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3. DENEYSEL KISIM (MATERYAL VE YONTEMLER)

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar

Toz formunda Trichoderma reesei (ATCC 26921 EC 3.2.1.4., 8 U/mg ve >1
U/mg) 'den saflagtirilmis selillaz, sigir serum albiimini, kitosan (deasetilatli kitin,
CAS 9012-76-4; orta molekiiler agirlik, deasetilasyon derecesi% 75-85),
glutaraldehit (% 25), Coomassie brillantblue G-250, sodyum trifosfat pentabazik
(TPP), 3,5-dinitro salisilik asit (DNS), karboksimetil seliiloz sodyum tuzu(CMC-Na
CgHisNaOg, Molekiiler agirlik: 265.204 g/mol),potasyum bromiir (KBr), sodyum
metabisiilfit, rochelle salt (potasyum sodyum tartrat tetrahidrat) Sigma Chemical
Co.'dan (St. Louis, MO, ABD) temin edilmistir.

Genipin (% 98), Xi’an Plant Bio-Engineering Co.Ltd. (Shaanxi, Cin
(Anakara))'den temin edildi.

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler analitik saflikta olup,
Merck veya Sigma firmasindan temin edildi. Tiim sulu ¢ozeltiler, Miilipore Milli-Q

Plus su aritma cihaziyla saflastirilan saf su ile hazirlanmistir.

3.1.2. Seliilozik Biyokiitle

Calisma i¢in lignoseliilozik kaynak olarak enginar yapraklar1 ve saplari, misir
yapraklar1 ve ¢am agaci kabuklari(Pinus cembroides) kullanildi. Bu biyokiitleler
sicak havada giines almayacak ortamda muhafaza edilmis ve kurumaya birakild:.
Kuruyan biyokiitleler bir mikser kullanilarak 6giitiildii. Ogiitiilmiis biyokiitle, -63 pm
gbzenek biiylikligiine sahip bir elek kullanilarak elendi ve hidroliz islemi i¢in hazir

hale getirildi.

3.1.3. Kullanilan Aletler

e UV-Visible spektrofotometre (UV-1800 SHIMADZU)

e FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrometresi) (Perkin Elmer Spectrum
BX)

e Sogutmali santifiij (Sigma)
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e Calkalamali Inkiibator (GFL)

e pH metre (Inolab WTW Series)

e Hassas terazi( Sartorius)

e Cam Malzemeler

e Etiv

e Taramali elektron mikroskopisi (SEM, Zeis, EVO LS10, England)

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve analizi hizmet alimi karsiliginda

yaptirildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Manyetit(FesO4) Hazirlanmasi

Manyetit sentezi i¢in, 1,7 gr FeCl;.6H,0, 0,63 gr FeCl,.4H,0 250 ml 1.5 M
amonyak (NHs;) ¢ozeltisine eklendi (Yuanbi et al. 2008). Karisim, bir su banyosu
icinde 95 ° C'de 2 saat karistirildi. Karisim filtre kagidindan stiziildiikten sonra etanol
ve saf su ile pH noétral oluncaya kadar birkag kez yikandi. Yikama isleminden sonra
sonra, numune 70° C'de 15 saat boyunca kurutuldu. Kurutulmus koyu kahverengi
manyetit partikiilleri havanda ince bir toz haline getirilmis ve ependorf iginde

muhafaza edildi.

93°C —_—
FeCli+ FeCh+NHY/OH —M—»

N—

Sekil 3. 1. Fe;O4 partikiillerinin sentezi

3.2.2. Kitosan Boncuklarin Olusturulmasi(CS)

% 2’lik kitosan ¢ozeltisi hazirlamak icin 2 ml asetik asit deiyonize su ile 100
ml’ye tamamlandi 2 gr kitosan tartilarak hazirlanan hazirlanan % 2’lik asetik asit
cozeltisine eklenmis ve iyice ¢Oziinene kadar karistirildi. Yogun bir jel kivami alan
kitosan ¢ozeltisinin bir kismi1 enjektor yardimiyla hazirlanan soguk TPP ¢ozeltisi(pH
8,2) igerisine damlatilarak boncuklar olusturuldu. Boncuklar 4 saat boyunca
karistiktan sonra TPP’den ayrilarak saf su ile yikandi. Uzerinde bir miktar saf su

konularak daha sonra kullanilmak tizere buzdolabinda 4°C’de muhafaza edildi.

35



Kalan kitosan ¢ozeltisi daha sonra manyetik kitosan boncuklar1 olusturmak ig¢in

kullanilmak tizere buzdolabinda 4°C’de muhafaza edildi.

3.2.3. Manyetik Kitosan Boncuklarin Olusturulmasi(CS-Fe;O,)

CS-Fe30O4 boncuklarinin olusturulmasi igin % 2’lik kitosan ¢oOzeltisi ve
sentezlenen manyetit belirli 6lglide karistirildi. Manyetik kitosan boncuklarin sentezi
i¢in hazirlanan 100ml % 2’lik kitosan ¢6zeltisi i¢erisine kurutulmus olan manyetitten
0,5 gr eklendi. Karisim ultrasonik banyoda 15 dakika boyunca karigsmaya birakildi.
Manyetit kitosan icerisinde homojen bir dagilim gosterdikten sonra manyetik
karistirict izerindeki hazirlanmis TPP ¢ozeltisi(pH 8,2) igerisine siringa yardimiyla
damlatilarak manyetik kitosan bocuklar olusturuldu. Boncuklar TPP ¢6zeltisi
icerisinde 4 saat boyunca karigtiktan sonra TPP’den ayrilarak saf su ile yikandi.
Uzerinde bir mikte saf su konularak daha sonra kullanilmak iizere buzdolabinda

4°C’de muhafaza edildi.

Kitosan + Fez Oy

Sekil 3. 2. CS-Fe30,4 Boncuklarinin Olusturulmasinin Sematik Gosterimi

3.2.4. Kitosan ve Kompozit Boncuklarin Karakterizasyonu

Immobilizasyonda kullanilmak iizere hazirlanan kitosan ve kompozit
boncuklarmn IR spektrumlar1 alindi. Fourier doniisiimii kizilotesi (FTIR) analizi, bir
Perkin Elmer spektrumu BX iizerinde, oda sicakliginda 4000 cm™-400 cm™ tarama
ile gerceklestirildi. Numunelerin IR spektrumu kati KBr pelet hazirlama teknigi ile
yapildi. Analiz edilecek immobilize boncuklar tampondan uzaklastirilarak kurutuldu.

Kurutulan kitosan kompozit boncuklar ezilerek toz haline getirilmis ve o sekilde
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dogrudan analizde kullanildi. Hazirlanan numunelerin her birinden belli bir miktar
alinarak iyice kurutulmus KBr ile havanda doviilerek toz haline getirilerek iyice
karigtirilldi. Karisim paslanmaz gelikten bir cihaz icine konularak hidrolitik preste
200 barlik (3000 psi) bir basingta birkag dakika bekletildi ve KBr pelleti elde edildi.
I¢inde numune olmayan bos KBr pelleti background olarak okutularak hazirlanan
numunelerin IR spektrumlar1 alindi. Modifiye kitosan boncuklarmnin termal
gravimetrik analizi, bir Perkin Elmer SII 7300 TGA analizorii ile gergeklestirildi.
Boncuklarin yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) (XL30-SFEG,
FEI / Philips) kullanilarak incelendi. Numunelerin manyetik &zellikleri, oda

sicakliginda titresimli bir rnek manyetometre (Lake Shore VSM) ile incelendi.

Kitosan ve kitosan kompozit boncuklarin SEM Ol¢limlerinin yapilabilmesi
icin boncuklar igerisinde su kalmayacak sekilde iyice kurutuldu. SEM olgiimleri
hizmet alimi karsihiginda Izmir yiiksek teknoloji enstitiisii taramali elektron
mikroskobu kullanilarak gergeklestirildi. VSM 6l¢iimleri hizmet alimi karsiliginda
Dokuz Eyliil Umiversitesi titresimli drnek manyetometre  kullanilarak

gerceklestirildi.

3.2.4.1. Boncuk boyutu

Yas ve kuru boncuklarin ortalama capi, optik mikroskopi kullanilarak
belirlendi. Mikroskop mercegi, mikrosferin biyiikligiiniin belirlenebilecegi bir
mikrometre ile dolduruldu. Ayn1 zamanda yas boncuklar rastgele segilerek kumpas

yardimiyla ¢aplar1 6lgiildii ve ortalama degerler kiyaslandi.

3.2.4.2. Sisme karakterizasyonu

Kitosan ve kompozit boncuklarda sisme etkisini test etmek amaciyla oda
kosullarinda sigsme testleri uygulandi ve boncuklar dikkatli bir sekilde tartilarak
zamana kars1 farkli pH’taki tampon ¢oOzeltiler icerisinde sismeye birakildi.
Boncuklarin ¢ozelti igerisine birakildigi zaman t=0 olarak belirlenmis ve belirli
zaman araliklarinda(15-120 dk) ¢oOzelti igerisinden boncuklar alinarak dis
yiizeyindeki fazla sivi siizge¢ kagidi yardimi ile kurulandi. Sonra boncuklar hassas
terazi kullanilarak tartildi. Zamana baglh olarak sabit bir kiitle degeri elde edilinceye

kadar sigme testine devam edildi. Zamana bagli olarak kiitlenin degismedigi
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gozlendiginde sismenin dengeye geldigi kabul edildi ve deney sonlandirildi. Sisme
derecesini belirlemek i¢cin asagidaki denklem kullanilds,
Sisme derecesi (%) = Wo-W x100

wW

Burada Wo ve W, sirasiyla sismis boncuklarin kiitlesi ile kuru boncuk

kutlesini temsil etmektedir.

KURUTULMUS
KITOSAN
BONCUKLAR

Sekil 3. 3. Kitosan boncuklarin sisme karakterizasyonu

3.2.4.3. Mekanik ozelliklerin belirlenmesi

Kitosan ve manyetik kitosan boncuklarmm mekanik mukavemet ¢alismalari,
bir mekanik karistirici kullanilarak gergeklestirildi. 50 boncuk ve su (20 ml) 50 ml'lik
bir siseye konuldu ve farkli hizlarda karistirildi. 30 dakika sonra pargalar ayrildi ve
boncuklar yeniden numaralandirildi. Mekanik mukavemet, boncuk sayisindaki kayip
yiizdesine dikkat ¢ekilerek belirlendi. Referans drnekleri ortama konulan tiim boncuk
sayist oldu. Mekanik mukavemeti arastirmak i¢in 0,7-1,0 mm ¢apinda boncuklar

secildi.

3.2.5. Kompozit Boncuklarin Glutaraldehit ile Aktivasyonu

Hazirlanmis olan manyetik kitosan boncuklardan 1 gram almarak
%4(v/v)’lik 50 ml glutaraldehit ile 4 saat boyunca 40°C ‘de muamele edilerek
capraz baglama gerceklestirildi. Capraz baglama sonrasi manyetik boncuklar distile
su ile defalarca yikanarak glutaraldehitten iyice arindirildi. Boncuklarm bir kismi

immobilizasyon iglemi i¢in kullanilmak tizere ayrilirken kalan manyetik boncuklar
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uzerine bir miktar distile su ilave edilerek daha sonra kullanilmak {izere

buzdolabinda (4°C) muhafaza edildi.

3.2.6. Kompozit Boncuklarin Genipin ile Aktivasyonu

En iyi genipin konsantrasyonunu belirlemek amaciyla manyetik kitosan
boncuklarii¢in % 0,05 ile % 1 (w / v) arasinda degisen farkli genipin konsantrasyonu
kullanildi. Bir gram manyetik kitosan boncugu, degisen konsantrasyonlarda genipin
ile 15 saat boyunca 150 rpm'de inkiibe edildi. Aktivasyon zamanindan sonra
boncuklar, genipinin fazlaligini gidermek i¢in 0.05 M asetat tamponu (pH 5,0), 1
Molar NaCl ve deiyonize su ile yikandi ve daha sonra kullanilana kadar deiyonize su
icinde 4 ° C' de depoland:.

3.2.7. Kompozit Boncuklara Seliilazin immobilizasyonu

1 mg/ml‘lik seliilaz ¢ozeltisi 0.05 M pH=5,0 Asetat tamponu kullanilarak
hazirlandi. Aktive edilmis manyetik kitosan bocuklardan 0,5 gram tartilarak tizerine
1 ml enzim ¢ozeltisi konuldu. 4 saat boyunca soguk ortamda inkiibasyona birakild1.
Immobilizasyon islemi sonrasi ¢dzelti ve bocuklar birbirinden ayrildi ve 0,05 M
pH=5,0 Asetat tamponu ile yikanarak serbest enzim ¢ozeltisinden arindirildi. Kalan
filtratta protein ve aktivite olg¢timleri yapildi. Boncuklarda da aktivite dlglimii ayni

prosediir takip edilerek yapildi.

OH OH OH
] 0, o
HO (e}
Mo %o %&%@w
NH; NH; NH,
n

Chitosan

Fe Oy

—
Cross-linker

Magnetic Chitosan

-

e

Enzyme
(Cellulase)

Sekil 3. 4. Enzimin polimer iizerine tutuklanmasi
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3.2.8.Tastyic1 Uzerine Baglanan Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein miktarlarinin tayini Bradford yontemi ile gergeklestirildi. Bradford
tarafindan gelistirilen bu yontemde Coomassie Brillant Blue G-250 kullanildi. Bu
yontem organik boyalarin asidik gruplari ile proteinlerin bazik gruplarinin etkileserek

renk olusturmasini esas almaktadir(Sekil 3.5).

i

Sekil 3. 5. Bradford yontemi ile aktivite tayini calismasi

Standart Protein Egrisi icin; sigir serum albiiminin (BSA) saf su ile 1
mg/mL’lik ¢6zeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 0,02-0,20 mg/mL arasinda 6 ayri
konsantrasyonda ¢ozeltiler olusturuldu. Hazirlanan bu protein ¢ozeltilerinden 0,1 mL
alinarak ve tzerlerine 2 mL Bradford reaktifi eklendi. Oda sicakliginda 10 dk
bekletilen 6rneklerin 595 nm’de spektrofotometrik cihazda Olgtimii alindi. Elde
edilen absorbans degerlerinin konsantrasyonlara karsi grafigi ¢izilerek standart
protein egrisi olusturuldu(Sekil 3. 6.).Bu grafik Orneklerin protein igeriklerinin
belirlenmesinde kullanildi.

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0

y = 2,2939x
R?=0,9988

Absorbans (595 nm)

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3. 6. Protein Standart Grafigi
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Seliilaz enziminin yiikleme etkinligini hesaplamak i¢in baslangictaki enzim
cozeltisi, immobilizasyon sonrasi kalan siipernatant ve immobilizede kullanilan
manyetik kitosan boncuklarin yikama sivilarinda Bradford yontemiyle protein tayini

yapilmistir.

% Yikleme etkinligi = C;V1—Cy;V, x 100
Ci\V1

burada C; ve C,, reaksiyon i¢in kullanilan baglangic protein miktar1 ile
immobilizasyon sonrasi kalan filtratta bulunan protein miktari, V1 ortama konan

enzim ¢ozeltisinin hacmi, V filtrat hacmidir.

3.2.9.Glikoz Standart Egrisinin Olusturulmasi ve Seliilazin Aktivitesinin
Belirlenmesi

Glikoz standart egrisinin olusturulmasinda ilk olarak 0,5-5 mM araliginda 6
ayr1 konsantrasyon belirlenip bir seri glikoz standart ¢ozeltisi saf su igerisinde

hazirlanan 10 mM stok glikoz ¢ozeltisinden yola ¢ikilarak hazirlandi(Sekil 3.7).

|5mM | 4mM | 3mM | 2mM | 1mM [ 05mM | | Kor |

Sekil 3. 7. DNS yontemi ile aktivite tayini ¢aligmasi
540 nm de alinan absorbans degerleri ile glikoz konsantrasyonlar1 arasinda standart

grafigi ¢izildi(Sekil 3. 8). Seliilaz aktivitesinin tayininde enzimatik reaksiyon

sonunda agiga ¢ikan glikoz miktari ¢izilen standart grafigi kullanilarak hesaplandi.
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Sekil 3. 8. Glikoz standart grafigi

Seliilaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olgiilerle tayin edildi. Aktivite
Olglimii igin cam tiip igerisindeki reaksiyon ortamina 100 pL seliilaz enzimi(Img/ml),
0,5 ml CMC-Na substrat ¢ozeltisi(%2’1ik) ve 0,4 ml 50 mM (pH 5,0) Asetat tamponu
konuldu. Kor olarak 0,5 ml CMC-Na substrat ¢ozeltisi ve 0,5 ml 50 mM (pH 5,0)
Asetat tamponu konuldu. Etiivde 50 °C’de, ¢alkalanarak 30 dakika boyunca inkiibe
edildi. inkiibasyondan sonra tiiplerin icerisine 1 ml DNS ¢dzeltisi eklendi ve tiipler
kaynar su banyosunda( 100°C ) 10 dk bekletildi. Daha sonra su banyosundan alinan
tiipler soguk su altinda tutularak sogutuldu ve tizerine 10 ml distile su ilave edilerek
seyreltilmis Ornegin spektrofotometrede 540 nm’de kore karsi absorbans degeri

okundu.

DNS reaktifi glikoz gibi indirgen sekerlerin belirlenmesinde kullanilan
kolorimetrik bir metotdur. Na-K tartarat igermektedir. Bu tuz ¢ozelti i¢inde iyon
artigint  saglayarak ¢Oziinmils oksijen miktarmi azaltir. Fenol, renk olusum
reaksiyonu boyunca olusan rengin miktarin1 artirr. Sodyum bisiilfit rengin
stabilizasyonunu saglar ve ¢ozeltide ¢ozlinmiis oksijenlerin tamami ile tepkimeye
girer. Alkali ortam, DNS ile glikoz ya da diger indirgen sekerler arasindaki redoks
tepkimesi i¢in gereklidir. DNS reaktifi enzim reaksiyonunun sonunda reaksiyonu
durdurmak i¢in ortama eklenir. Sekerdeki aldehid gruplarinin karboksil gruplarina

oksidasyonu ile birlikte 3,5 dinitrosalisilik asit, 3-amino-5- nitrosalisilik asite
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indirgenerek renkli bilesik olusturur[61]. Renk olusumunun tamamlanmasi igin 6rnek

iyice kaynatilmalidir.

Aktivite Hesaplamasi:

Aktivite (U/ml) = (Abs (540 nm)) / Glikoz standart egrisinin egimi) x (1/t) x (V1/V2)
X seyreltme orani

Abs (540 nm): Numunenin 540 nm dalga boyundaki absorbans degeri

t: Reaksiyon siiresi (dakika),

V1: Reaksiyon hacmi,

V>: Enzim hacmi
1U/mg tastyic1 = (U/ml enzim) / (mg tastyic1/ ml enzim)

Immobilize seliilaz enziminin aktivitesi, g tasiyict basma diisen aktivite
olarak hesaplandi. Asagidaki formiillere gore de immobilizasyon verimi ve geri

kazanilan aktivite degerleri yiizde olarak hesaplandi.

: 219 .. Utotal—Ukalan
Immobilizasyon Verimi (%) = vl X 100

__ Total immobilize enzim aktivitesi

Geri Kazanilan Aktivite (%) = x 100

Serbest Enzim Aktivitesi

3.2.10. Serbest ve immobilize Enzimin Karakterizasyonu

3.2.10.1.0Optimum Sicaklik ve Termal Stabilite

Selilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerlerinin
belirlenmesi i¢in 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 °C sicakhklarda enzimin optimum aktivite
gosterdigi pH degerlerinde(pH:5,0), 0,1 ml enzim, 0,5 ml substrat(%2) ve 0,4 ml
asetat tamponu ile 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda enzim substrat
karisimmna esit hacimde DNS c¢o6zeltisi eklenerek 10 dakika kaynatma islemi
uygulandi ve spektrofotometrede kore karsi Olgiildii. Kor esit hacimde 0,5 ml
substrat(%2) ve 0,5 ml asetat tampon(pH:5,0) karisimi kullanilarak hazirlandi. En

yiksek absorbans degerinin olgiildiigii sicaklik degeri 100 kabul edilerek diger
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sicaklik degerlerinden elde edilen sonuglar ise bu yliksek sonuca gore oranlanarak

bagil aktiviteler hesapland.

Serbest ve genipin ile glutaraldehit ile aktive edilmis kompozit boncuklar
tizerine immobilize edilen seliillazin termal kararliligini incelemek amaci ile serbest
enzim ve immobilize enzim 40-70 °C’de araligindaki sicakliklarda tutularak 15 dk
ile 120 dakika arasinda 15’er dakika araliklarla 6lgtimler almmarak yukarda belirtilen
yonteme gore aktiviteleri tayin edildi. Serbest ve immobilize seliilaz formlarinin her
ikisi i¢in aktivasyon enerjisi(Ea), Arrhenius denklemi kullanilarak log v(ylizde
aktivitenin logatitmasi) ve T (K)(Kelvin cinsinden sicakhigm tersi) arasindaki

egiminden ortaya ¢ikan esitlik kullanilarak belirlendi:

Egim = -Ea
R

Selillaz aktivitesi ile ilgili termodinamik parametreler, termal stabilite
profilinden elde edilen verilerden belirlendi. Seliilaz aktivitesinin termal inaktivasyon
sabiti(kg) ve yar1 omiirleri (t12) 40-70 °C“de arahigindaki sicakliklarda arastirildi.
Geri kazanilan aktivite 0. dakikada %100 kabul edilmis ve diger dakikalardaki
degerle buna gore hesaplandi. Elde edilen sonuglar birinci dereceden termal
deaktivasyon sabiti(kg) ve yar1 Omiir siireleri (t1/2) ayn1 zamanda da D degerleri (sabit
bir sicakliktaki seliilaz aktivitesinin %90’1n1 inaktive etmek i¢in gereken siire)
arastirilan her bir sicaklik i¢in hesaplandi. Bu deneysel noktalar asagidaki
denklemlere gore hesaplandi:

INA=Kkgxt

Ao

Burada A 1sil islem sonrasi t (dk) siire sonundaki kalan aktivite, Ag ise
baslangig aktivitesi ve kq termal inaktivasyon hizi sabiti (dk™*)’dir.
Seliilazin yar1 6mrii (t1 /2, dk™) esitlikten hesapland:
tip=1In2
Kq

D degeri asagidaki esitlikten hesaplandi:
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D=1In10

Kd

3.2.10.2. Optimum pH

Seliilazin boncuklar {izerine immobilizasyonunda ortamin pH’inin etkisini
incelemek iizere 0,05 M olacak sekilde bir seri farkli pH’larda tampon ¢ozeltiler
hazirlandi. Kullanilan tamponlar sirasiyla pH: 3,0-5,0 asetat tamponu; pH: 6,0 sitrat
tamponu; pH: 7,0 fosfat tamponu; pH: 8,0-9,0 Tris-HC1 tamponudur. Farkli pH
degerlerinde hazirlanan 1 mg/mL seliillaz ¢ozeltisi kitosan ve kitosan kompozit
boncuklar iizerine eklendive optimum kosullarda inkiibe edilerek boncuk iizerine

tutuklanan seliilaz miktarlar1 hesaplanda.

Aktivite tayini i¢in 0,1 mL enzim, 0,5 mL substrat ve 0,4 ml fosfat tamponu
cam tiipte 50°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda enzim substrat
karigimina toplam hacim(1 ml) kadar DNS ayiraci eklenerek, 10 dakika kaynar suda
bekletildi, sogutma isleminden sonra 540 nm dalga boyunda UV visible
spektrofotometre kullanilarak, kore karsi absorbans degerleri kaydedildi. Kor, esit
hacimde substrat ve DNS karistmi kullanilarak hazirlandi. En yiiksek absorbans
degerinin elde edildigi pH degeri baz alinarak % bagil aktivite hesaplandi. Her test
ti¢ seri tliplin ortalamas1 alinarak, en az ti¢ kez tekrarlandi. Serbest ve immobilize

enzim i¢in ayn1 uygulama gergeklestirildi.

3.2.10.3. Enzim Kinetigi

Michael-Menten sabiti (Ky) ve maksimum hiz (Vmax) serbest ve immobilize
edilmis seliilaz i¢in substrat olarak CMC-Na kullanilarak sodyum asetat tamponu(pH
5,0) iginde 2-12 mg ml*arasinda farkli konsantrasyonlar araligindaki degerlerle 50 °
C'lik sicaklikta belirlendi. Bu deneylerde ayni miktarlarda serbest ve immobilize
enzimler (aktivite agisindan) kullanildi. Ky ve Vmax degerlerini hesaplamanmasi

Lineweaver ve Burk (1934) yontemiyle gergeklestirildi.
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3.2.10.4. Depolama Kararhhgi

Depo kararlilig1 uzun siire saklama durumunda aktivite kaybmin bir l¢tisti
olarak nitelendirilmektedir. Bu siire i¢inde enzimin Katalitik potansiyelinden
yararlanilmaz. Caligmada kullanilan serbest ve immobilize seliilazdan bir kismi
ayrilarak depolama kararliliginin tespit edilmesinde kullanildi. Bu amagla serbest ve
immobilize enzimler +4 °C’ de 3 ay siireyle muhafaza edildi ve bu 3 ay iginde
standart 6l¢iim kosullarinda (pH 5,0, 50°C), periyodik ararliklarla aktivitelerindeki

degisim gozlendi.

3.2.10.5. Serbest ve Iimmobilize Seliilaz Aktivitesi Uzerine Baz1 Aktivator
ve Inhibitérlerin Etkisi

Seliillaz enziminin aktivitesi lizerine bazi aktivator ve inhibitdrlerin etkisinin
arastirilmasi amaciyla serbest ve immobilize enzim tizerine Tween20 (% 1), Tween
80 (% 1), SDS (% 1 wi/v), Triton X- 100 (% 1 v/v), EDTA (5 mM), CaCl; (5 mM),
MgCl, (5 mM), KCI (5 mM), ZnCI(5 mM) , NaCl (%10), Na-Siilfit (5mM) eklenerek
50°C’de 1 saat 6n inkiibasyon islemi uygulandi ve 6n inkiibasyon isleminden sonra
standart aktivite tayini yapildi. Standart aktivite tayini ile elde edilen sonug¢ %100
kabul edilip elde edilen sonuglarla kiyaslanarak geri kazanilan enzim aktivitesi

saptandu.

3.2.10.6. Tekrar Kullamlabilirlik

Genipin ve glutaraldehit ile aktive edilmis kitosan ve kitosan kompozit
boncuklar iizerine immobilize edilen seliilazin tekrar kullanim sayisini1 6lgmek amaci
ile belli bir miktar alinan immobilize enzim Orneginin baslangi¢c aktivitesi tayin
edildi. Reaksiyon sonrasi kullanilan immobilize enzim yikanarak ayni prosediirle
arka arkaya kars1 aktivite 6l¢timii yapildi. Enzimin baslangigtaki aktivitesi 100 olarak
kabul edilerek kalan aktivite % bagil aktivite seklinde hesaplandi ve bu sayede
immobilize enzimin hem ticari substrat olan CMC-Na hem de lignoseliilozik

atiklarin hidrolizinde tekrar kullanilabilirligi incelendi.

3.2.11.Kompozit Boncuklar Uzerine immobilize Edilen Seliilaz ile
Seliilozik Atiklarin Sakkarifikasyonu
Alkali hidrolizinden sonra elde edilen seliilozik atiklardan 25 mg alinarak 300

mg immobilize boncuk(~2 U/300 mg boncuk) ve 8 ml 0,05 M pH:5,0 asetat tamponu
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ilave edildi. 50°C’de farkli saatlerde Ornekler alinarak indirgen seker miktari

hesapland:.

Sakkarifikasyon (%) = Indirgen seker miktari(mg/ml) *0,9* 100
Substrat(mg/ml)

0,9— Diizeltme faktorii

3.2.11.1. Seliilozik Atiklarm On Islemden Gegirilmesi, Lignin,
Hemiseliiloz ve Seliiloz Miktarlarimin Belirlenmesi

Hidroliz i¢cin kullanilacak olan seliilozik atiklar kiigiik pargalara boliinerek
blenderdan gegirildi. Iyice toz haline getirilen atiklar -63 um’luk elekten gegirilen ve
elde edilen tozlar farkli konsantrasyonlardaki sodyum hidroksit(NaOH) (%w/v 0,5,
1,0, 1,5, 2) ile 1 saat muamele edilerek 6n isleme tabi tutuldu. Cozelti sicakligi
80°C,100°C ve 120°C’de tutularak deneyler tekrarlandi. On islem sonras1 kat1 faz
stizge¢ kagidindan siiziilerek ayrildi. Siizge¢ kagidinda kalan kistm pH degeri 7,0
olana kadar deiyonize su ile yikama islemine tabi tutuldu. Daha sonra 70°C’de
etiivde kurutularak buzlukta -24°C’de enzimatik hidroliz i¢in saklandi. NaOH ile

muamele sonrasi lignoseliilozik atiklarm seliiloz ve hemiseliiloz miktar1 hesaplandi.

Secilen lignoseliilozik atiklarin lignin, seliilloz ve hemiseliilloz miktarinin
saptanabilmesi i¢in toz haline getirildikten sonra numunelerden 0,1 ¢ alinarak
tizerine 250 ml % 72’lik H,SO, ilave edildi ve 24 saat beklemeye birakildi. Siire
sonunda iizerine 400 ml deiyonize su ilave edildi ve 2 saat kaynatildi. Islem sonunda
kalt1 pH notr olana kadar yikanip 70°C’de kurutuldu ve tartildi. Hem asit hidrolizi
hemde alkali hidroliz sonucu bulunan lignin, seliiloz ve hemiseliiloz degerleri

karsilastirildi.

3.2.11.2. Seliilozik Atiklarin Sakkarifikasyonunu Etkileyen Faktorler

3.2.11.2. 1. Sakkarifikasyon Uzerine NaOH Konsantrasyonunun Etkisi

Sakkarifikasyon isleminde seliilozik atiklarin sakkarifikasyon verimini
arttiracak optimum NaOH araligini belirlemek amaciyla, NaOH %w/v 0,5- 1-1,5- 2
araliginda calisildi. Sakkarifikasyon islemi sonrasi a¢iga ¢ikan indirgen seker hesabi
yapilarak elde edilen seker verimine gore On islem igin optimum NaOH yiizdesi

belirlendi.
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3.2.11.2.2. SakKarifikasyon Uzerine pH Etkisi

Sakkarifikasyon isleminde ortam pH’mim etisini incelemek amaciyla,
seliilazin enziminin optimum pH araligim1 kapsayan, 0.05 M olacak pH 3.0-7.0
araliginda calisildi. Sakkarifikasyon islemi sonrasi agiga ¢ikan indirgen seker hesabi

yapilarak elde edilen seker verimine gére optimum pH belirlendi.

3.2.11.2.3. Sakkarifikasyon Uzerine Sicaklik Etkisi

Sakkarifikasyon isleminde ortam sicakliginin etisini incelemek amaciyla,
seliilazin enziminin optimum sicaklik araligini kapsayan, optimum pH’da 30-40-50-
60-70°C araliginda ¢alisilmistir. Sakkarifikasyon islemi sonrasi agiga ¢ikan indirgen
seker hesab1 yapilarak elde edilen seker verimine gore optimum sicaklik

belirlenmistir.

3.2.11.2.4. Sakkarifikasyon Uzerine Reaksiyon Siiresinin Etkisi

Yapilan ¢alismada sakkarifasyon verimi lizerine reaksiyon siiresinin etkisi
arastirildi. Calismalarda 8, 18, 24, 48 ve 72 saat sonucu agiga c¢ikan indirgen seker
miktar1 hesaplanarak sakkarifikasyon islemi i¢cin optimum reaksiyon siiresi

belirlendi.

3.2.11.2.5.8akkarifikasyonda Kullanilan Immobilize Seliilazin Tekrar
Kullanilabilirligi

Immobilize edilen seliilazin sakkarifikasyonda tekrar kullanim sayisini
O0lgmek amaci ile belli bir miktar aliman immobilize enzim Orneginin baslangic
aktivitesi tayin edildi. Reaksiyon sonrasi kullanilan immobilize enzim yikanmis
CMC substratina karst aktivite Ol¢limii yapildi. Ayni boncuklar bir sonraki
sakkarifikasyon c¢alismasinda kullanildi ve prosediir bu sekilde tekrarlandi. Enzimin
baslangigtaki aktivitesi 100 olarak kabul edilerek kalan aktivite % geri kazanilan
enzim aktivitesi seklinde hesaplandi ve bu sayede immobilize enzimin tekrar

kullanilabilirligi incelendi.

3.3. Kullanilan Kimyasal Cozeltiler
TPP Cozeltisi:10 gr Tiamin pirofosfat (TPP) 400 ml distile su icerisinde
¢cozdiriilmiistiir. Daha sonra 1 N HCI ile pH’1 8.2 olacak sekilde pH ayarlamasi
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yapildi. 500 ml’ye tamamlanip pH’1 dengelendi. Pet sise igerisine konularak
buzdolabinda (4°C) muhafaza edildi.

%1’lik Glikoz Cozeltisi: 0.05 gr glikoz monohidrat 5 ml 0.05 M (pH=5.0)

asetat tamponu igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirland.

%1’lik DNS Cozeltisi: 1.98 gr NaOH(sodyum hidroksit) 141.6 ml distile su
icerisinde igerisinde ¢ozdiiriildii. Uzerine 1 g 3,5-Dinitrosalisilik asit ilave edildmis
ve lyice ¢Oziinme gergeklesene kadar manyetik karistiricida karistirildi. Coziinme
gerceklestikten sonra ¢ozeltiye sirasiyla 30 gr Rachelle tuzu(Na-K Tartarat), 0.76 ml
Fenol(50°C’de sivilastirilarak) ve 0.83 gr sodyum metabistilfit ilave edildi. Bir siire
karistirildiktan sonra ¢ozelti aktivite Olgtimlerinde kullanilmak itizere koyu renkli

reaktif siselerine konuldu ve o sekilde muhafaza edildi.

Bradford Reaktifi: 40 mg Coomassie Brillant Blue, 50 ml %95 lik etanolde
¢oziiliip, karistiricida 1 saat karanhk kalacak sekilde karistirildi. Daha sonra iizerine
55 ml o-fosforik asit eklendi ve 30 dk boyunca karistirilip iizeri saf su ile 1 litreye

tamamland..

Genipin Cozeltisi: Genipin (%98°lik) 1 ml etanol i¢erisinde karanlik ortamda
10 dk karistirildi ve daha sonra total hacmi 50 ml olacak sekilde iizerine 20 mM
pH:7,0 Tris—HCI tamponu ilave edildi.

Tampon Cozeltiler:
50 mM Asetat Tamponu (pH:4,0 ve pH:5,0): 50 mM sodyum asetat ve 50
mM asetik asit ¢ozeltileri ile ayr1 pH degerlerinde hazirland.

50 mM Fosfat Tamponu (pH:6,0 ve pH:7,0): 50 mM K,;HPO,4ve 50 mM
K2HPO4 ¢ozeltileri ile ayr1 pH degerlerinde hazirland.

50 mM Tris-HCI Tamponu (pH:8.0 ve pH:9.0): 50 mM Tris(hidroksimetil)

aminometan ve 0,1 M HCI ¢ozeltileri ile ayr1 pH degerlerinde hazirlandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Tez kapsaminda hedeflenen genipin ve glutaraldehit ile aktive edilmis Kitosan
kompozit boncuklarinin sentezleri basariyla gergeklestirilmis olup sentezlenen
boncuklarin karakterizasyon ¢alismalarinda: FT-IR, XRD, SEM ve VSM gibi

spektroskopik yontemlerden yararlanildi.

4.1. Kompozit Boncuklarin Karakterizasyonu

Kitosan ve kompozit boncuklarin mikroskobik fotograflar1 Sekil. 4.1°de
gosterilmektedir. Kitosanin genipin ile capraz baglanmasi sonucu, acik saridan koyu
maviye dogru boncuk rengindeki degisiklikler gézlendi (Sekil 4.1.). Bu farkh
renkler, genipinin, kitosan amino gruplar1 ile ¢apraz baglanma reaksiyonunu ortaya
koymaktadir. Mavi renk, kitosanin genipin ile reaksiyonunda olusan tersiyer

amin[61] ile ilgilidir[62].

(@) (b) ()

(d) () ()
Sekil 4. 1. Kitosan kompozit boncuklara ait mikroskobik fotograflar CS (a), GA-CS
(b), GP-CS (c) ile CS-Fe30, (d), GA-CS-Fe304 (e) ve GP-CS-Fez04 ()

Reddy ve ark., (2015) tarafindan Sekil 4.2'de gosterildigi gibi, genipin ¢apraz
bagli kitosanin mekanizmasmma dayali olarak kitosan boncuk aktivasyonunun
varsayimsal bir plani Onerilmistir. Bu c¢aligmada genipinin, formiloksi gruplarina
sahip dogal bir ¢apraz baglama reaktifi oldugu ve aktivasyondan sonra, formiloksi
gruplar1, ultrasonografi ve inkiibasyon kullanilarak bir uzaysal 1zgara matrisi

olusturmak i¢in kitosan molekiilleri iizerindeki amino gruplarma kovalent olarak
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baglandig1 rapor edilmistir. Ayni1 c¢alismada kitosan boncuk ylizeyindeki amino
radikalleri, peptit baglar1 olusturmak i¢in enzim molekiillerinin karboksil gruplar ile
reaksiyona girdigi ve sonu¢ olarak, seliilazin ¢apraz-baglayict genipin tarafindan
astlanmig kitosan boncuklar i¢inde hapsedildigi belirtilmistir[63]. Sekil 4.3.’de ise
kitosanin glutaraldehit ile ¢apraz baglanma reaksiyonunun semasi verilmistir. Bi ve
ark., (2011) yaptiklar1 ¢alismada genipin ile ¢apraz baglandiktan sonra, pargaciklarin,
genipinin oksijen radikalinin yol a¢tig1 polimerizasyonuna bagh olarak koyu maviye
dondiiglinii bildirmigler ve ¢apraz baglanmamis kitosanin aksine asit pH ¢ozeltilerine

kars1 direngli olduklarint gostermislerdir[64].

%g *7“%

DCH: Kitosan

Seldlaz

Kitosan— HH;

T -
Selilaz

Sekil 4. 2. Kitosanin, genipin ile olas1 ¢apraz baglanma ve seliilaz immobilizasyon
reaksiyonunun semast
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Sekil 4. 3. Kitosanin, monomerik ve polimerik glutaraldehit formlari ile olasi ¢apraz
baglanma ve seliilazin immobilizasyon reaksiyonunun semasi

Calismamizda kitosan i¢in kuru ve yas boncuklarin ortalama caplarinin
sirastyla 0,76+£0,04 mm ve 1,08+0,02 mm oldugu gozlendi. Yapilan ¢aligmalar
esnasinda genipin ve glutaraldehit ile aktive edilen kitosan boncuklarin aktivasyon
islemi sonrasi daha sikilastigi ve kiigiildiigii belirlendi. Genipin ve glutaraldehit ile
aktive edilen yas boncuklarin ortalama caplariin sirasiyla 0,57+0,02 ve 1,00+0,03
seklinde degistigi goriildii. Immobilizasyon Oncesi depo edilen yas boncuklarmn
immobilizasyon islemi sonrasi ¢aplarinda bir degisiklik ger¢eklesmedi. Xu ve ark.,
(2013) ve Dinger ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismalarda benzer morfolojik
goriintiiler kitosan kompozitleri tizerinde incelenmistir. A.Srinatha ve ark (2008)
iyonik capraz bagl kitosan boncuklar1 iizerine yaptiklar1 ¢alismada 1slak boncuklar
boyutlarinin 2,08 + 0,51 — 2,31 + 0,24 mm arasinda kuru boncuklarin boyutunu ise
0,60 + 0,09 — 0,70 + 0,03 mm olarak bildirmislerdir.[65].

Kitosan, genipin ve glutaraldehit ile ¢apraz bagl kitosan boncuklarin SEM
gorlintiileri Sekil 4.4.'de goriilmektedir. SEM goriintiileri ¢apraz baglanmamus,
genipin ve glutaraldehit ile c¢apraz bagl kitosan boncuklarin yiizeylerini
gostermektedir. 25000 kat biiylitmeli SEM goriintiilerinde bos kitosan boncuklarmin
yiizey morfolojisinin derin olmayan girinti ¢ikintilar sergiledigi bunun aksine
kompozit boncuklarin daha girintili ve ¢ikintili ve bos kitosandan daha farkli bir yap1
sergiledigi  gorildii. Aktive edilmis kompozit boncuklarin  morfolojileri
kiyaslandiginda ise GA-CS-Fe304 ve GP-CS-Fe;04 kompozit boncuklarin tizerindeki
girinti ¢ikintilarin GA-CS ve GP-CS boncuklarmin yiizey morfolojisinden farkli
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olarak daha kalin fakat benzer morfolojide oldugu belirlendi. Ida Idayu Muhamad ve
ark.(2011) yapmis olduklar1 ¢alisma ile dogal boncuklarin yiizeyinin diizensiz ve
plirtizlii ay benzeri bir yiizey oldugunu, bunun aksine ¢apraz baglanmis boncuklarin
yiizeyi daha kiiresel bir sekil sergiledigini ve g¢apraz baglayici konsantrasyonu

arttikga piirlizsiiz hale geldigini bildirmislerdir[66].

wot | d& [mag| HW WO | presare | S/ T
0 | € | 250x | 166 mm |92 mm | 4.45¢-37a | 2:03:37 M

%0 ——r———

<0x

Sekil 4.4, SEM goriintileri dogal CS boncuklar (a:250x, b:25,000x), GA-CS

boncuklar(c:250x, d:25,000x), GA-CS-Fe;04 boncuklar (e:250x, f:25,000%), GP-CS
boncuklar (g:250x, h:25,000x), GP-CS-Fe;0,4 boncuklar (1:250x, i:25,000x).
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FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrofotometre) analizi, molekiillerin
yaymis oldugu ya da sogurmus oldugu elektromanyetik i1sinimlar1 inceleyen
molekiiler spektroskopisidir. Bu yontem ile, molekiiler bag karakterizasyonu
yapilarak kati, sivi, gaz veya ¢Ozelti halindeki organik bilesiklerin yapisindaki
fonksiyonel gruplar, iki bilesigin ayni olup olmadigi, yapidaki baglarin durumu,
baglanma yerleri ve yapmin aromatik ya da alifatik olup olmadig:
belirlenebilmektedir. Infrared spektroskopisinde, deneysel ¢alisma sirasinda en
Oonemli nokta spektrumun yorumlanmasi ile ilgili kisimdir. Spektrumun
yorumlanmasi1 kabaca ortaya ¢ikan bandlarm molekiildeki hangi atom gruplarindan
kaynaklandiginin belirlenmesi noktasindadir. Infrared spektrumlar, uzak Infrared
(20-400 cm™), orta infrared (400-4000 cm™) ve yakin infrared (4000-12500 cm™)

olmak iizere li¢c temel bolgede incelenir.

Genipin ve glutaraldehit ile aktive edilmis Kitosan kompozit boncuklarin
FTIR spektrumlar1 Sekil 4. 5.°de goriilmektedir. Kitosan i¢in IR spektrumu
degerlendirildiginde Kitosan'm 3437 cm™deki absorpsiyon bandi, O-H ve su gerilme
titresimlerinin bir sonucu olarak olduk¢a yogundur. Buradaki O-H gerilme titresimi
N-H uzama titresimi ve polisakkaritin yapisindaki molekiil i¢i hidrojen baglanmalar1
nedeniyle ortaya ¢cikmaktadir. 2926 cm™'deki bant C-H gerilme titresimlerine karsihik
gelmektedir.1644 ve 1379 cm™deki bantlar, birincil aminlerden N-H baglarinin orta
yogunlugunun deformasyon titresimine ve CHjs grubunun C-H baglarindan diisiik
yogunluguna baglanabilir.Fe;0,’iin IR spektrumuna bakildiginda 585 cm™’deki bant
Fe-O titresimini, 1622 cm™’deki bant NH, grubunu temsil ettigi sdylenebilir. 1622
cm¥deki bant NH2’nin karakteristik bandi, sadece manyetit partikiillerinde
gbézlenmektedir. NH, grubu, sudan gelen OH titresimi tarafindan olast bir
engellemeden dolay1 3400 cm™de olast NH titresimi goriilmemesi sdz konusu

olabilir.

FesO4’e ait olan FT-IR sonuglar1 literatiirde incelenmis ve birebir sonuglar
gdzlenmistir. ~585 cm™’de bulunan Fe-O titresimine ait pik, ~1622 cm™ Fe304’iin

yiizeyine adsorplanan COO-, %3367 cm™ de OH gerilmelerine ait piktir.

Jie Long ve ark.(2014), yapmis olduklar1 caliymada 580 cm™ civarinda

bulunan karakteristik tepe noktasinin, Fe3O,'tin FeO baginm titresimlerine ait
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oldugunu, 3400 cm™ civarinda tepe noktalar, NH, ve OH gruplarinin germe
titresimine karsilik geldigini ve 1068, 1080, 1381 ve 1399 cm™deki tepe noktast CO

biikme titresimini temsil ettigini bildirmislerdir[67].
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Genipinin ile kitosanin ¢apraz baglanmasindan sonra 1268, 1443 ve 1647 cm’
! seviyelerinde ek tepe noktalarmi ortaya ¢ikmustir. Bunlar sirasiyla, COC asimetrik
gerilmesine ve metil esterin CHj biikiilmesine ve C = C halkasmin gerilmesini ifade
eder ve genipin ile muamele edilen biyopolimerlerle ilgili diger FTIR caligmalari ile
uyumludur. Bu 6zellikler, genipinin karboksimetil grubunun, literatiire gére sekonder

bir amid olusturmak iizere amino grubu olan kitosan ile reaksiyona girdigine igaret
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etmektedir. Kitosan kompozit bocuklarda gsterilen FT-IR spektrumunda, 584 cm™ ’
de ortaya ¢ikan Fe-O gerilme titresimi, manyetik bilesenin yapidaki varligim
gostermektedir. Karakteristik bantlarin yogunlugundaki artis, genipin ile reaksiyona
giren amino gruplarinin artisina gore tahmin edilir ve bu da, gruplarin capraz

baglamadan amid baglantilar1 olarak artmasina katkida bulunur.

1159 cm™deki bant, kitosana kovalent olarak baglanan ¢apraz bagli genipin
nitrojen iridoidin ti¢iinciil aromatik amininin C-N gerilmesine aittir. Dahasi, ¢apraz
bagh spektrumdaki 1070 cm™deki bant, saf genipinin spektrumundaki karsilik gelen
banttan (1087 cm™'deki banta gore) 6nemli l¢iide daha giicliidiir, bu da bu emilim
bandinin ¢ogunlukla ¢ogunlukla c¢apraz baglanma sonucu olusan modlarla iliskili

oldugunu diistindiirmektedir.

Glutaraldehit ile kitosanin c¢apraz baglanmasindan sonra ise bant 1559
cm “de (amide II), bantmin ortaya ciktigi goriildii fakat kitosanda bu banta
rastlanilmadi. Glutaraldehit ile aktive edilen kitosan boncuklara ait FTIR spektrumu,
3437 cm “de N — H ve O — H germe titresiminin 3418 cm e kaydigmni, 2926 cm™
L>de CH3 simetrik gerilmenin 2946 cm ‘e kaydigim goriildii. Bin Li ve ark.(2013)
glutaraldehit ile ¢apraz bagh kitosanin sentezi, karakterizasyonu ve antibakteriyel
aktivitesi tizerine yapmis olduklar1 ¢alismada elde ettikleri veriler sonuglarimizi

destekler niteliktedir[68].

Adriana Marisol Rangel-Rodriguez ve ark.(2014), yaptiklar1 ¢alisma ile
genipin ve kitosanmn 1653 ve 892 cm™'de absorpsiyon bandinin, genipin
konsantrasyonuna bagli olarak yogunlugunda bir artis oldugunu bildirmisler ve bu
bolgelerde, genipin  ve kitosan arasindaki etkilesimin mevcut oldugunu

bildirmislerdir[69]. Bu sonuglar ¢alismamizin sonuglarini destekler niteliktedir.

Manuela P. Klein ve ark.(2015), yaptiklar1 ¢aligmada genipin ile ¢apraz
baglama sonrasi, 1546 cm™'deki amid IT bandi, NH deformasyonun karakteristiginin,
muhtemelen genipin ester ve hidroksil gruplar ve kitosan aminogruplar1 arasindaki
reaksiyonun bir sonucu olarak ikincil amidlerin olusmasindan kaynaklandigini
bildirmislerdir. 1633 cm™deki pik, sekonder amidlerde CO uzamasina baglanmustur.

Ayrica, zirvelerde yaklasik 1400 cm™ve 1000 cm™de gozlemlenen piklerin, sirasiyla
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C-N germe titresimleri ve C-OH germe titresimlerinden kaynaklandigini bu piklerin
genipin ile ¢apraz baglanma sonrasi daha belirgin bir sekilde gozlemlendigini
bildirmislerdir[70].

Kitosan ve kitosan kompozit boncuklarinin XRD sprektrumlar1 Sekil 4.6.’da
gosterilmektedir. Kitosana ait olan X-Ray difaktograminda kristal bir yap1 sergiledigi
ve CS-Fe304 boncuklarinin XRD spektrumunun Fe;O, parcaciklarinin, X-1smi1
kirmimm spektrumuyla birebir Ortiistiigli goriilmektedir. Bu nedenle, kitosan ile
kaplanmasina ragmen, manyetik boncuklar faz degisimi olmaksizin Fe3O,'iin dogal

kristal yapilarini hala koruduklarimi gostermistir.
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Sekil 4. 6. Kitosan ve kitosan kompozit boncuklarin XRD spektrumlari

Kitosan ile Kkargilastirildiginda FesOs ile modifiye edilmis kitosanin 20.0°
difraktogrami pik yogunlugunda ve pik genisliginde bazi1 degisiklikler gostermistir.
Kitosanin yapisi, Fe3Os komplekslerini omurgasina sabitleyerek biiylik 0Olciide

degisime ugramistir. Yanqing Wang ve ark.(2016), yaptiklar1 caliymada kitosanin
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difraktograminin ~ 10.0° ve 20.1° iki ana tepe noktasmdan olustugunu
gostermiglerdir[71]. 26=10.0° ve 26=20.09" pikleri i¢in Li ve ark.(2013),
calismalarinda kitosanin  XRD sonuglarna gore kristal yapida oldugunu
bildirmislerdir.[72], Arcaryulu ve ark.(2013) ise kitosan igin yar1 krisal yapida
oldugunu rapor etmislerdir. Haldorl ve ark.(2013) kitosana ait XRD kiriniminda
19.77°deki genis pikin polimerin amorf yapisimi gosterdigini ifade etmislerdir. Zang
ve ark.(2014), yaptiklar1 ¢alismada Fe3O4 igin 20=30.1", 35.4°, 43.1°, 53.2", 56.9" ve
62.5"de alt1 karakteristik tepe noktasi oldugunu ((220), (311), (400), (422), (511) ve
(440)) bildirmislerdir. Bu karakteristik zirvelerin her ikisi de Fe;0, ve CS-Fe;04
partikiillerinde gozlemlediklerini ve Toz Kirmim Standartlar1 Komitesi veri
tabaninda JCPDS-ICDD 2005 ve JCPDS 65-3107 ile iyi uyum i¢inde oldugunu
belirtmigler ve ozellikle, 35.43'teki karakteristik zirvenin varligini, Fe3O, ve CS-
Fe304 nanopartikiillerinin her ikisi de bulunan Fe3O4'lin spinel yapismin olusumunu
temsil ettiginin tizerinde durmuslardir[73]. Qikun Zhang ve ark.(2016), yaptiklari
calismada Fe3O, nanoparcaciklar1 20 = 30.40°, 35.80°, 43.60°, 53.70°, 57.20° ve
62.70"de birbirinden ayrilmis kristalimsi zirvelere sahip oldugunu gdéstermisler,
FesO, ve FesO,4 ile olusturduklarit biyokatalizorlerin XRD desenlerinin standart

manyetit tarafindan gosterilen desenle tutarli oldugunu bildirmislerdir[74].

TGA c¢esitli organik ve inorganik esasli maddelerin bozunma sicakliklari,
nem icerigini saptamak i¢in kullanilan faydali bir tekniktir. Kitosan ve Kitosan
kompozit kompozit boncuklarin termal ayrigmasi termogravimetrik analiz

kullanilarak incelendi ve sonuglar Sekil 4.7.'de gosterildi.
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Sekil 4. 7. Glutaraldehit ve genipin ¢apraz bagli boncuklarin kompozit boncuklarin
TGA egrileri

Tiim termal ayrisma profilleri, biri 100°C'den baslayip digeri 230°C'de olmak
tizere iki ana asama gostermektedir. 800°C'de glutaraldehit ve genipin ile gapraz
bagli manyetik kitosan bocuklarin kiitle kaybi swrasiyla % 44 ve % 42 oldugu
goriildii. 800°C'de glutaraldehit ve genipin ile ¢apraz bagh Kitosan bocuklari igin ise
kiitle kayb1 sirasiyla % 52 ve % 51 oldugu goriildii. Capraz baglanmamis kitosan
boncuklarda ise 800°C'de %57°lik kiitle kayb1 gozlendi. Finisie ve ark. (2001) ve
Flores-Hernandez ve ark. (2014), kitosandan 200-300°C'de gozlemlenen kilo
kaybmin muhtemelen polimerik bilesenin ayrigsmasina ve eliminasyonuna karsilik
geldigini bildirmislerdir[75,76]. Kitosanda kiitle kaybinin yiiksek sicakliklarda
manyetik kitosandan daha yiliksek oldugu goriilmektedir. Kitosana manyetik
taneciklerin eklenmesi, kitosan ile karsilastirildiginda, bozunmaya karsi genellikle
daha direncli hale getirmektedir. Bu sonuglar Zhao ve ark. (2010), dérdiincii zirvenin
sicakliginin 712°C kadar yiiksek oldugunu ve kiitle kaybinmn yiizdesinin yaklasik %
5.8 oldugunu bildirmistir, ki bu Fe3O4'ten FeO'ya faz gecisinden kaynaklanmaktadir,
¢iinkii FeO termodinamik olarak kararhdir[77]. Kompozit boncuklar ile kitosanin
TGA egrileri karsilastiginda kompozit boncuklarin daha fazla termal stabiliteye sahip

oldugu goriilmektedir.
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Acharyulu ve ark.(2013), kitosanin TGA spektrumunun %65 nin 840°C
civarinda bozundugunu ve calisma sonucunda kalan kitosanin %35,07’sinin tortu
benzeri formda geri kaldigini rapor etmislerdir. Shouman ve ark. (2012) yaptiklari
caligmada kitosanin 100°C’ye kadar olan sicaklik araliginda kiitle kaybinin %5,26
gibi diisiik oranda olmasini nemin uzaklastirilmasi nedeniyle oldugunu, 216-316 °C
civarindaki ikinci asamada %24,5’luk kiitle kaybinin  depolimerizasyon
reaksiyonlarindan kaynaklandigini bildirmislerdir. Ayrica 316-600°C arasindaki
sicaklikta ise %10,08’lik bir kiitle kayb1 oldugunu tespit etmislerdir. El-Hefian ve
ark.(2010) yaptiklar1 caligmada TGA egrisinde kitosanin 2 basamakta kiitle kayb1
gosterdigini, birinci basamakta 30 ile 145°C arasinda nemin buharlasmasi nedeniyle
%5°lik kiitle kaybmin oldugunu, ikinci basamagm ise yaklasik 150°C civarinda
basladigma ve %47 kiitle kaybmin oldugunu belirtmislerdir ve bu kaybin kitosanin
dekompozisyonundan kaynaklandigmi rapor etmislerdir. Calismalari sonucunda
500°C’de toplam kiitle kaybinin %52 oldugunu belirtmislerdir[78]. Arsalani ve ark.
(2010) caligmalarinda Fe3zO,’tin TGA egrisinde toplamda 9%3,2’lik olarak goriilen
kiitle kaybinin absorbe edilen fiziksel ve kimyasal suyun uzaklastirilmasi nedeniyle
oldugunu bildirmislerdir[79]. Mohammadi ve ark.(2013) tarafindan Fe3O4’tin TGA
egrisinde goriilen ilk kiitle kaybinin, 250 °C’den az bir sicaklikta fiziksel olarak
absorbe edilen suyun uzaklagmasi nedeniyle, ikinci kiitle kaybinin ise sentezi
sirasinda Fe3O4 nanopatikiiliiniin yiizeyine absorbe olan hidroksil gruplarindan

kaynaklandigi rapor edilmistir[80].

CS-Fe304 boncuklarin hazirlanmasinda sentezlenen manyetit parcaciklari
Fe*?:Fe*® katyonlarmm sulu ortamda kuvvetli bir bazla ¢oktiiriilmesi reaksiyonu

sonucu elde edilmektedir. Gergeklesen bu reaksiyonun prensibi asagidaki gibidir:

Fe™® + Fe™+80H « Fe(OH), + 2Fe(OH); —Fe304 + 4H,0

Calismamizda sentezlenmis olan Fe;O4 ve CS- Fe3O4 kompozit boncuklarinin
manyetik alan giddetinin degisim egrisi Sekil 4. 8.°de gosterilmistir. Manyetometri
cihazi ile alinan Ol¢limler sonucunda sentezlenmis Fe3;O4 ve CS- Fe3O,4 boncuklarinin
298K ‘de manyetizasyon doygunlugunun sirasiyla 45.31 emu g* ve 9.77 emu g™
oldugu goriildii. Fe304 ve CS- Fe304 kompozit boncuklarina ait histerisis egrileri

yumusak (soft) manyetik malzeme olduklarmi gdsteren “S” seklinde tipik bir egri
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olusturmaktadir. Bu durum ayni zamanda yapida siliperparamanyetik 6zellik gosteren
pargaciklarin  varhigint da kanitlamaktadir. Superparamanyetik malzemelerin
uygulanan manyetik alana tepkileri, manyetik alan kaldirildiktan sonra herhangi bir
manyetizasyon kalintis1 olmamasi seklindedir. Bu davranis manyetik hedef

tastyicilari i¢in 6nemli bir 6zelliktir.
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Sekil 4. 8.Fe;04 ve CS- Fe;O4 boncuklarina ait VSM histerisis egrileri

Ali  Nemati ve ark.(2017), Fe3O4 ZnO-TiO, nanopartikiilleriyle
islevsellestirilmis grafen oksitin nanokompozitinin sentezi ve Karakterizasyonu adli
calismalarinda Fe;O4’tin  manyetizasyon doygunlugunu 40.96 emu g olarak
bildirmislerdir[81]. Mohammad Ali Ghasemzadeh ve ark.(2015) yapmus olduklari
calismada sentezledikleri Fe3O4’lin manyetizasyon doygunlugunu 47.12 emu g_1
olarak Dbildirmislerdir[82]. Retno Rahmawati ve ark.(2017), Koprepipitasyon-
Ultrasonik Isinlama Yontemleri Kullanilarak Manyetit Nanopartikiillerinin Sentezi
Icin Frekans ve Karistirma Hizinin Optimizasyonu adli calismada FesOg’iin
manyetizasyon doygunlugunu 25 emu/gram olarak bildirmislerdir[83]. Roberto
Valenzuela ve arkadaslari(2016) yaptiklar1 ¢aligmada Fe3O4’in manyetizasyon

doygunlugu(Ms) 72.0 emu g™ kaplanmis manyetik nanopatikiilin 55.9 emu g™ olarak
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bildirmislerdir[84]. Xu ve arkadaslari(2013) yaptiklar1 g¢alismalarda Fe3O4’ {in
manyetizasyon doygunlugu(Ms) 47.90 emu g¢* ve silanlanmis manyetik
nanopatikiilin manyetizasyon doygunlugu ise 33.00 emu g olarak bulduklarm
bildirmigerdir[85]. Wang ve arkadaslari(2013) ise yaptiklar1 ¢alismada
FesO,’inmanyetizasyon doygunlugunu 71.9 emu g™ olarak tespit etmisler ve yiiksek
manyetizasyon doygunlugunun iyi bir kristal yap1 sergiledigini belirtmislerdir[86].
Liu ve arkadaslari(2012) immobilizasyon ¢alismalarindaki kullanilan karbon temelli
manyetik kompozitin manyetizasyon doygunlugunun 4.1 emu g” oldugu ve bu
manyetizasyon degerinin disaridan bir manyetik alan uygulandigi taktirde,
materyalin sulu ¢ozelti ortamindan kolaylikla ayrilmasina olanak saglamasi agisindan
yeterli oldugunu rapor etmislerdir. Qikun Zhang ve arkadaslari(2016) yaptiklar:
calismada Fe3O, nanopartikiillerin kiitle doygunlugu manyetizasyonu(Ms) 71.96 emu
g oldugunu ve nanopatikiillerin siiperparamanyetik davranis  sergiledigini
belirtmislerdir. APTS ve enzim ile kaplandiktan sonra parcaciklarin manyetizasyon
doygunlugunun 71.96'dan 54.74 emu g™ 'ye (APTS-Fes0; icin) ve 48.81 emu g™ 'ye
(biyokatalizor i¢in) diistiiglinii bildirmislerdir[87].

Yapmis oldugumuz c¢alismada sentezledigimiz CS-Fe;O, kompozit

boncuklarin emu degeri (9.77 emu g™7) ile oda sicakliginda disaridan bir manyetik

alan uygulandiginda boncuklarin ¢ozelti ortamindan kolaylikla ayrilabilecegi Sekil

.

4.9.°da gosterildi.

=

(a) (b)
Sekil 4. 9. CS-Fe304 boncuklarmin dis manyetik alana maruz kalmadan 6nceki(a) ve

sonraki(b) durumu
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Immobilize enzimlerin reaksiyon ortamindan kolaylikla
uzaklagtirilabilmesine ve tekrar kullanilabilmesine olanak saglamasi ve bu sayede
biiyiik bir avantaj kazandirmasi nedeniyle manyetik tastyicilara yonelik ¢alismalar
biiyiik 6nem kazanmistir. Manyetik boncuklarin kullanimi enzim immobilizasyonu
acisindan da g¢esitli avantajlar saglamaktadir. Bunlar arasinda yiizey etkinligi
acisindan daha fazla spesifik ylizey alani saglamasi, daha az kiitle transferi direnci ve
daha az kirlenmenin gerceklesmesi, manyetik alan altinda immobilize enzimlerin
daha segici olarak ayrilmasi ve bu sayede daha diislik islem maliyetinin saglanmasi
ve enzim katalizli tepkimeler i¢in slirekli sistemlerde uygulamanin

gerceklestirebilmesine olanak tanimasi yer almaktadir.

Sisme caligmalari, boncuklarin hidrasyon derecesi ve dolayli olarak enzimi
cevreleyen hidrofilik ortamin derecesi hakkinda bilgi vermektedir. Sisme davranisi,
polimerik tasiyict i¢in kritik bir sorundur ¢iinkii emilen su ag yapismni tahrip edebilir
ve daha sonra immobilize enzimin stabilitesini azaltabilir. Farkli genipin ve
glutaraldehit konsantrasyonlar1 ile aktive edilen boncuklarin sisme kapasitesi Sekil
4.10'da gosterilmistir. Tim boncuklarin sisirme kapasitesi karsilastirildiginda,
genipin ile aktive edilen taneciklerin her iki pH degerinde glutaraldehit ile aktive
edilmis taneciklerden daha az sistigi tespit edildi. Boncuklarm her iki ortamdaki
sisme oranini karsilastirdigimizda, boncuklarin asidik ortama goére pH 7.0 ortaminda
daha yiiksek sisme derecesi sergiledigi goriildii. Dogal polimer bazli malzemelerin
sisme kapasitesi, test ortaminin iyonik giliciinden etkilenebilmektedir. Ayrica
caligmalar, artan genipin ve glutaraldehit konsantrasyonu ile sisme oraninin
azaldigmi gostermektedir(Sekil 4.11.). Genipin konsantrasyonunun artiginin, artan
capraz baglama derecesine bagl olarak malzemenin artan hidrofilisitesi ile iliskili
olan, yapmin sisme kapasitesinin azalmasiyla sonuglandig1 gosterilmistir. Manyetik
boncuklar ve manyetik olmayan boncuklarla karsilagtirildiginda, manyetik
boncuklarin daha az sigsme gosterdigi gozlenmistir. Liu ve dig. kitosan lizerinde
hidroperoksidaz liyaz enziminin kovalent immobilizasyon ¢aligmalarinda benzer
sonucglar elde etmislerdir. N.Saifuddin ve ark.(2010) kitosan {izerinde molekiiler
baskilamayla ilgili yaptiklar1 ¢aligmada kitosan tanecikleri ve c¢apraz bagh kitosan
tanecikleri arasindaki sigme yilizdelerinde meydana gelen degisimi, capraz

baglamanin kitosan taneciklerinin fiziksel giiclinii arttirdigma yorumlamis ve ¢apraz
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baglama sonras1 boncuklarin sertlik ve kimyasal stabilitesinin arttigin1 buna bagh

olarak daha az sigsme gosterdiklerini rapor etmislerdir[88].
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Sekil 4. 10. Kitosan ve Kompozit boncuklarin a)pH 5,0 ve b)pH 7,0°de sisme grafigi
(Konsantrasyon; genipin:% 0.6 w/v, glutaraldehit %4 v/v)
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Sekil 4. 11. Kompozit boncuklarin GP (% wi/v) ve GA (% v/v) konsantrasyonuna
bagli olarak pH 5.0’de sergiledikleri sisme grafigi(Siiresi:120 dakika)

Capraz baglanmis kitosan ve kompozit boncuklar i¢in, kimyasal g¢apraz
baglanma nedeniyle gelistirilmis mekanik kararlilik, artan gozenekliligin neden
oldugu engellemeden daha gii¢lii olmaktadir. Bu nedenle artan genipin ve

glutaraldehit konsantrasyonlari ile birlikte artan bir mekanik kararlilik gézlendi.

Tablo 4.1. Kitosan kompozit boncuklar1 i¢in mekanik kararlilik tablosu

Boncuk Tipi Hasar goren boncuk yiizdesi i¢cin karistirma hizlar

600 800 1200 1500
Kitosan boncuklar 8 22 30 44
Manyetik kitosan boncuklar 4 10 18 23
Genipin(0,6% wi/v) — Kitosan boncuklar 0 2 6 12
Genipin(0,05% w/v) — Manyetik kitosan boncuklar 0 6 10 16
Genipin(0,6% w/v) — Manyetik kitosan boncuklar 0 0 2 8
Glutaraldehit(4% v/v) — Kitosan boncuklar 0 4 10 16
Glutaraldehit(4% v/v) — Manyetik kitosan boncuklar 0 0 6 10

Glutaraldehit ve genipin ile aktive edilen boncuklardaki kararlilik

karsilastirildiginda genipin ile aktive edilen boncuklarda mekanik kararliligin daha
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iyi oldugu sonucuna ulasildi. Bununla beraber ¢apraz baglanmayan boncuklar ¢apraz
bagli boncuklarla kiyaslandiginda daha diisiik mekanik kararlilik sergiledikleri
goriilmektedir(Tablo 4.1.). Mi ve ark(2001) genipin kullanilarak kitosan membranin
capraz baglanmasmin gerilme yiikiinii, sisme oranin1 ve enzimatik parcalanabilirligi
azalttigim1 bildirmislerdir. Ayn1 zamanda ¢apraz bagl kitosanin daha diisiik sisme
yetenegi, normalde daha tam bir ¢apraz-baglanma reaksiyonuyla elde edilen
kitosandaki NH, bolgelerinin intermolekiiler veya intramolekiiler baglanmasindaki
artisga bagli oldugun rapor etmislerdir. [89]. Berger ve ark.,(2004) yaptiklari
calismada capraz baglama ile olusturulan ¢ok sayidaki zincir etkilesimlerinin sismeyi
onledigi bildirilmistir, bunun nedeni olarak kitosanin amino gruplarmin ¢ogunun

capraz baglayici ile reaksiyona girmis olmasindan kaynaklandigi belirtilmistir[90].

4.2. Kompozit Tasiyicilar Uzerine Baglanan Protein Miktarn ve
Immobilizasyon Verimi

Selillaz  enziminin kitosan iizerine kovalent baglanma yOntemiyle
immobilizasyonunda, iki farkli ¢capraz baglama ajan1 kullanilmig ve immobilizasyon
verimleri karsilastirildi. GP ve GA ile aktive edilen CS ve CS-Fe3O4 boncuklari
iizerine baglanan protein miktarmin tespit edilebilmesi i¢in serbest enzim,
immobilizasyon islemi sonrasi kalan filtrat ve yikama sularinda protein tayini

yapildi.

Yapilan calismalarin sonucunda glutaraldehit ve genipin igin optimum
immobilisayon siiresi 4 saat olarak bulundu ve Sekil 4.12.°de gosterildi. Calismalara
immobilizasyon siiresinin optimum oldugu 4 saat alinarak devam edilmistir.
Immobilize seliilazin aktivitesi gram tasiyic1 basina diisen aktivite olarak hesapland.
Seliilaz enzimi kitosan iizerine kovalent baglanma yontemiyle immobilize edilirken
Tablo 4.2.°deki parametreler kullanildi. Elde edilen verimler Tablo 4.2.°de

belirtilmektedir.
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Sekil 4. 12. Seliilaz immobilizasyonunda genipin (A)ve glutaraldehit (@)ile aktive

edilen kompozit kitosan boncuklarin tizerinde immobilizasyon siiresinin etkisi

Qikun Zhang ve arkadaslari(2016) yaptiklar1 ¢alisma sonucunda
immobilizasyon siiresinin 0 ila 4 saat arasinda artan baglama sergiledigini, enzimatik
aktivitenin, immobilize edilmis seliilaz miktar1 ile arttigi belirtmisler ve optimal
immobilizasyon siiresi 4 saat olarak bildirmislerdir. Bu da buldugumuz sonucu

destekler niteliktedir[91].
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Tablo 4.2. Selilaz Enziminin Kitosan Kompozit Boncuklar Uzerine

Immobilizasyonunda Optimizasyon Calismalari

%Immobilizasyon | %Geri %Immobilizasyon | %Geri
verimi kazanilan verimi kazanilan
aktivite aktivite
Glutaraldehit(%ov/v) Genipin(%m/v)
(T:40°C t:4 h) (T:30°C t:15 h)
1 54.6 51.8 0.05 23.4 21.7
2 59.9 56.3 0.15 42.6 40.3
3 65.2 62.6 0.3 72.6 70.4
4 77.4 75.9 0.60 83.5 81.2
5 61.3 60.1 1 64.6 62.3
Genipin(%m/v)
(T:40°C t:8 h)
0.05 24.4 22.1
0.15 40.2 38.4
0.3 69.8 67.3
0.60 78.1 77.2
1 60.2 58.6
Genipin(%m/v)
(T:50°C t:8 h)
0.05 21.9 19.7
0.15 37.4 35.6
0.3 65.4 63.2
0.60 74.3 72.4
1 57.7 55.9
Genipin(%m/v)
(T:40°C t:4 h)
0.05 14.17 13.98
0.15 19.84 18.53
0.3 35.19 34.27
0.60 48.02 46.64
1 27.12 26.09

Kitosan kompozit boncuklar iizerine immobilize edilen seliilaz enziminin
immobilizasyon verimi degerleri optimum kosullarda genipin ve glutaraldehit ile
aktive edilen boncuklar icin sirasiyla %83,54 ve %77,04 olarak bulundu. Kitosan
kompozit boncuklar iizerine immobilizasyon veriminin genipin oran1 ve capraz
baglama siiresinin arttirilmasiyla beraber arttig1 goriilmektedir. Literatiirlere gore,
genipin oran1 ve ¢apraz baglama siiresi arttik¢a capraz baglama derecesinin arttigini

gosterilmektedir.
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Tablo 4.3‘de standart protein egrisi kullanilarak genipin ve glutaraldehit ile
aktive edilen boncuklar i¢in belirlenen protein miktar1 verilmistir. Bu degerlerden

yola ¢ikarak yiikleme etkinlikleri hesaplanmistir.

Tablo 4.3. Tasiyici iizerine immobilize edilen seliillazin protein miktart ve
yiikleme etkinligi

GA-CS | GP-CS | GA-CS-Fe304 | GP-CS-Fes;04
Baslangic Protein 1.0 1.0 1.0 1.0
Miktari(mg)
Baglanan Protein 0.55 0.63 0.69 0.82
Miktari(mg)
Yiikleme Etkinligi(%o) 64 71 75 86

Tao Feng ve arkadaslari(2005), yaptiklari immobilizasyon ¢aligmasinda yiiklii
protein ve enzim aktivitesinin miktar1 artan glutaraldehit konsantrasyonu ile birlikte
arttigini, glutaraldehit konsantrasyonu % 4'ten fazla oldugunda ise yiiklii protein
miktar1 belirgin bir degisiklik gostermedigi halde enzim etkinliginin azaldigmi, bu
nedenle optimal glutaraldehit konsantrasyonunu % 4 olarak bildirmislerdir. Cui ve
ark (2017) calismasinda, glikoz oksidaz ve katalaz enzimleri genipin kullanilarak
capraz baglanmis ve optimum genipin konsantrasyonunun % 0.8 (w/v) oldugu
bildirilmistir[92]. Nguyen Xuan Nam ve ark.(2017) invertaz enzimini kitosan tizerine
immobilizasyonu ¢alismasinda optimum glutaraldehit konsantrasyonunu % 4 olarak
rapor etmislerdir[93]. Muzzarelli (2009) ¢alismasinda genipinin reaksiyona girmesi
ve enzimin kovalent baglanmasi i¢in sulu c¢ozeltideki hidroksil iyonlarmin
niikleofilik bir atak yoluyla meydana geldigini bildirmis ve % 0.1 (m / v) genipinin,
Tplac'm maksimum immobilizasyonu igin optimal oldugu ve genipin yaygin olarak
kullanilan glutaraldehit ile karsilastirildiginda daha diisiik sitotoksisitesi nedeniyle,
genipin tibbi cihazlar olarak kullanilan biyomateryaller i¢in tercih edilen ¢apraz
baglanma ilkinden biri olarak kabul edilebilecegini rapor etmistir[94]. Barbosa ve
ark.(2014), genipin, gida uygulamalar1 i¢in dogal olarak ortaya ¢ikan gapraz
baglayici bir antikordur ve geleneksel capraz baglayici olan glutaraldehite iyi bir
alternatif olabilecegini rapor etmislerdir[95]. Shao-Hua Chiou ve ark.(2007)
yaptiklar1 lipazin kitosan boncuklar1 iizerine immobilizasyonu i¢in optimum genipin

konsantrasyonunu 0.3% (v/v), ¢apraz baglama siiresini 6 saat ve immobilizasyon
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sliresini 3 saat ve optimum sicakligi ise 25 °C olarak rapor etmislerdir[96]. Mitra ve
ark.(2014) calismalarinda glutaraldehitin proteinlerin ¢apraz baglanmasi i¢in en
yaygm kullanilani olmasma ragmen, ayn1 zamanda toksik olmasi nedeniyle
fizyolojik kosullar altinda viicuttaki DNA'lar1 ve fonksiyonel proteinleri de ¢apraz
baglayabildiginden, gida siirecindeki uygulamasmi siirlayan sitotoksisite veya

karsinojenisiteye yol agabilecegini bildirmislerdir[97].

4.3. Serbest ve iImmobilize Seliilazin Karakterizasyonu
Serbest ve immobilize edilen seliilazin karakterizasyonu ile ilgili ¢aligmalar
ortalama 5 kez tekrarlandi ve elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak grafikler

olusturuldu.

4.3.1. Sicaklik ve pH’1n Etkisinin Belirlenmesi

Enzim o6zellikleri immobilizasyon sonrasi degisebilecegi gibi enzimin
katalitik aktivitesini etkileyebilecek parametrelerin incelenmesi de Onemlidir.
Degisen pH ve sicaklik kosullar1 altinda immobilize seliillazin kalint1 aktiviteleri,
capraz baglayici olarak genipin ve glutaraldehit kullanilarak hazirlanan immobilize
edilmis seliilazin islem stabilitesini degerlendirmek i¢in analiz edildi. Serbest ve
immobilize seliilaz enziminin aktivitesi substrat olarak CMC kullanilarak pH 3.0-8.0
araliginda 6l¢iildi ve yiizde bagil aktivite degerleri hesaplandi. Deneylerde sirasiyla
pH: 3,0-5,0 asetat tamponu; pH: 6,0 sitrat tamponu; pH: 7,0 potasyum fosfat
tamponu; pH: 8,0 Tris-HCI tamponu kullanildi. Sekil 4.13a 'da gosterildigi gibi,
hidroliz CMC-Na igin immobilize edilmis secliilazin optimum pH'r 5,0 olarak
bulundu. Enzimin optimum pH’min genipin ve glutaraldehit ile aktive edilen kitosan
kompozit boncuklar iizerine immobilize edilen selillaz enzimi i¢in degismedigi
goriildii. Sekil 4.13b, reaksiyon sicakhiginin, ¢apraz baglayici olarak genipin ve
glutaraldehit kullanilarak aktive edilen kitosan boncuklar iizerine immobilize edilmis
selilaz ve serbest seliillazin geri kazanilan aktiviteleri {izerindeki etkisini
gostermektedir. Immobilize edilen seliilazin optimum sicakligi, 50°C bulunmus ve
bu durum immobilizasyonun, ¢Oziiniir seliilazin  optimum  sicakliginin
degistirmedigini gosterdi. Fakat immobilize seliilaz, 50°C'nin {izerindeki ve altindaki
sicakliklarda, serbest seliilazinkinden daha yiiksek aktiviteler sergiledi. 50°C'de,
serbest enzim igin geri kazanilan enzim aktivitesi % 60,09 iken, immobilize edilmis

enzimler, ayn1 sicaklikta, glutaraldehit ve genipin i¢in sirasiyla % 87,38 ve % 92,98
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geri kazamlan aktivite sergiledi. Immobilize seliilazin termal stabilitesi, serbest
enzime kiyasla 60°C'den daha yiiksek sicakliklarda biiyiik olgiide artti. Benzer
sonuglar daha once baska immobilize seliilazlar ig¢in rapor edilmistir. Sekil 4.13c,
serbest ve ¢apraz-baglayici olarak genipin ve glutaraldehit kullanilarak aktive edilen
kitosan ve kitosan kompozit boncuklar {izerine immobilize edilmis seliilazin geri

kazanilan aktiviteleri izerinde pH'in etkisini gostermektedir.
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Sekil 4.13a.50°C'de serbest (™) ve genipin (A) ve glutaraldehit (@)
kullanilarak aktive edilen kitosan ve kitosan kompozit boncuklar tizerine immobilize

edilen seliilazin aktivitesine pH'mn etkisi
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Sekil 4.13b. pH 5,0’ de serbest (M) ve genipin (A) ve glutaraldehit (@)
kullanilarak aktive edilen kitosan kompozit boncuklar iizerine immobilize edilen

seliilazin aktivitesine sicakligin etkisi
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Elde edilen sonuglar Falkoski ve ark. (2013), Liu ve ark. (2011), Saini ve ark.
(2015) tarafindan yapilan Chrysoporthe cubensis, Aspergillus fumigates ve
Penicillium oxalicum tarafindan {liretilen seliilazlarin maksimal aktivitesinin 50-60
°C arasinda bulunmasiyla uyumludur[98,99,100]. Carr (1995) ve Tyndall (1992)
yaptiklar1 ¢aligmalarda asit seliilazlar 45-55°C, nétral seliilazlar 50-60°C sicaklik
araliginda etkili olduklarini, asite dayanikli seliilazlarin 40°C’de %50 aktiviteye
sahipken, maksimum etkinlige 65°C’de ulasabildigini bildirmisler ayni zamanda
emniyetli calisma sicakligini 55-60°C civarinda oldugunu rapor etmislerdir. Carr
(1995) yaptig1 ¢alismalarda asite dayanikli seliilazlarla ¢calisirken optimum pH araligi
olan 4-5,5 degeri, asetik asit/NaOH tampon sistemiyle saglanabilecegini bildirmistir.
Yapilan birgok immobilizasyon ¢alismasinda optimum pH degeri 4,8 olarak
bildirilmistir.[101,102,103]
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Sekil 4.13c. Serbest(a) ve genipin(b) ve glutaraldehit(c) kullanilarak aktive
edilen kitosan kompozit bonucuklar iizerine immobilize edilen seliilazin pH stabilite
grafikleri

Serbest ve immobilize enzimlerin pH stabilite grafikleri incelendiginde
serbest enzimin pH 5,0’ de 60 dk sonunda % 56,14, genipin ve glutaraldehit ile
aktive edilen boncuklarin ise sirasiyla %84,45 ve %81,57 oraninda aktivitesini
korudugu goriildii. pH 8,0 de ise serbest enzimin 60 dk sonunda %?24,17 oraninda

aktivitesinin kaldig1 belilendi.

Serbest enzimin sicaklik stabilite grafigi incelendiginde; 20°C’de
baslangigtaki aktivitesinin tamamini1 korurken 50°C’de aktivitesinin % 91,41’inin
geri kazanildigi1 belirlenmistir. 90°C’de ise bir saat sonunda % 9,85 aktivitesinin
kaldig1 tespit edilmistir. Genipin ile aktive edilen kitosan kompozit boncuklar {izerine
immobilize edilen selillazin sicaklik stabilite grafigi incelendiginde 50°C’de
aktivitesinin % 92,90’ninin geri kazanildigi belirlenmistir. 90°C’de ise bir saat
sonunda % 37,40 aktivitesinin kaldig1 tespit edilmistir. Glutaraldehit ile aktive edilen
kitosan kompozit boncuklar iizerine immobilize edilen seliilazin sicaklik stabilite
grafigi incelendiginde 50°C’de aktivitesinin % 90,98’inin geri kazanildig1
belirlenmistir. 90°C” de ise bir saat sonunda % 31,60 aktivitesinin kaldig1 tespit
edilmistir. Sonug olarak, enzim immobilizasyonu 6nemli 6l¢iide termostabilite artisi

saglamistr.
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Sicaklik kararhiligi immobilize enzimlerin uygulamalarinda 6nemli bir kriter
oldugundan bu konu {izerinde fazla sayida c¢alismalar bulunmaktadir. Yiiksek
sicakliklarda serbest enzimler deaktive olurken, immobilize enzimlerde tasiyici
genellikle enzim agisindan yiiksek sicakliga karsi koruyucu bir durum
sergilemektedir. immobilizasyon islemi ile enzimlerin bigimsel esnekligi degisime
ugramaktadir. Immobilizasyon ¢aligmasi, enzimin dayanikliligini arttirr ve bu durum
genellikle enzimin yiikselen sicakliga karsi kararhiligin artmasimni saglamaktadir.
Chang, M.Y. ve Juang, R.S., (2005) yaptiklar1 ¢aligmalarin biiyiikk bir kisminda
immobilizasyon islemi sonrasi elde edilen sonuglarin enzimin sicaklik kararliliginda
gelisme goriildigiinii ortaya koydugunu rapor etmislerdir[104]. Jaiswal ve Prakash,
(2011) immobilize enzimlerin daha yiiksek pH degerlerinde stabilitesi, kati matris
iizerindeki kalint1 yiiklere ve bagli enzimin yapisina bagli olabilecegini
bildirmislerdir. Yuanyuan Yu ve ark. (2014), Mihaela Ungurean ve ark(2013) ve Lin
ve ark.(2017) yaptiklari immobilizasyon c¢alismalarinda pH ve sicakliktaki
degisiminde benzer stabilite rapor edilmistir[105,106].

0,0029 0,003 0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035
1/T (K?)

Sekil 4.14.Serbest (®) ve kompozit boncuklar (genipin (A) ve glutaraldehit

(@))tizerine immobilize edilen seliillaz enzimine ait Arrhenius grafigi
Serbest, GP-CS-Fe;04 ve GA-CS-Fe;O, lizerine immobilize edilen seliilaza ait
aktivasyon enerjileri i¢in Arrhenius grafigi kullanilarak bulunan esitlikler

bulundu(Sekil 4.14.). Bu esitlikler; serbest seliilaz iginy = -1662.1x + 6.9999, GP-
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CS-Fe304i¢in y = -821.18x + 4.4674 GA-CS-Fe304 i¢in ise y = -767.04x + 4.3075
bulunmustur. Bu esitliklerden yola ¢ikilarak yapilan hesaplamalar sonrasinda serbest,
GP-CS-Fe;04 ve GA-CS-Fez04 tlizerine immobilize edilen selillaz enziminin E,
degeri sirastyla 31.81 kJ mol™, 14.68 kJ mol™ ve 15.71 kJ mol™olarak belirlendi.
Amara Shafaq ve ark.(2004) seliilaz enzimi {izerine yaptiklar1 kinetik ¢aligmalar
sonucunda Ea degerini 30 kJ K™* mol™ olarak rapor etmislerdir[107]. Ghori ve ark.
(2001), Trichoderma reesei'den CMCase i¢in 22.52 kJ mol™ aktivasyon enerjisini
bildirmistir[108].
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Sekil 4.15. Serbest ve kitosan kompozit boncuklar {izerine immobilize

enzimin 40(a), 50(b), 60(c) ve 70(d) °C de zamana kars1 aktivite grafigi

Sekil 4.15°de elde edilen bu sonuclar degerlendirildiginde seliilaz enziminin

yart Omiir siirelerinde ve D degerlerinin kovalent immobilizasyon sonrasinda tiim
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sicakliklarda arttig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar, kompozit tasiyicilar {izerine
immobilize edilen selillazin termal stabilitesinin serbest selillazinkinden daha yiiksek

oldugunu gostermektedir(Tablo 4.4.).

Tablo 4. 4. Serbest ve kompozit tastyici lizerine immobilize edilen seliilazin

termal inaktivasyon parametreleri

Seliilaz 40°C 50°C 60°C 70°C
kp Serbest enzim | 0,0061 0,0082 0,0098 0,0131
(dk™) | CS-FesO,GP | 0,0021 0,0025 0,0037 0,0055
CS-FesO,-GA | 0,0023 0,0029 0,0039 0,0060
tue Serbest enzim | 113,60655 | 84,530143 | 70,714285 | 52,90076
(dk) | CS-Fes0,-GP | 330,00000 | 277,25887 | 187,29729 | 126,0000
CS-Fes0,4-GA | 301,30434 | 239,01626 | 177,69230 | 115,5000
D-degeri | Serbest enzim | 377,47296 | 280,80306 | 234,9576 | 175,76985
(dk) | CS-Fes0,-GP | 1096,4690 | 921,03403 | 622,3202 | 418,65183
CS-FesO,-GA | 1001,1239 | 793,99485 | 590,4064 | 383,76418

Kompozit boncuklar iizerine immobilize edilen seliilazin yar1 6mrii, serbest
seliilaz ile karsilastirildiginda neredeyse 3 kat artmistir. Bu yar1 dmriiniin artmasi,
yapmin denatiirasyona kars1 dayanikliligini1 desteklemis olabilecek polimere kovalent

enzim baglanmasina baglh olabilir [109,110].

4.3.2. Enzim Kinetigi

Serbest seliilaz enzimi, GA-CS-Fe304 ve GP-CS-Fe304 lizerine immobilize
edilen seliilaz i¢in 0,05 M, pH 5,0 asetat tamponu igerisinde hazirlanan farkli substrat
derigimleri kullanilarak belirlenen aktivite degerleri ile olusturulan Lineweaver- Burk

grafigi Sekil 4.16.’da gosterilmistir.
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Sekil 4. 16. Serbest selillaz enzimi, GA-CS-Fe304 ve GP-CS-Fe;0, lizerine

immobilize edilen seliilazin Lineweaver- Burk grafigi

Kwm ve Vmax degerleri serbest ve kompozit boncuklar iizerine immobilize
edilen seliilaz i¢in ¢izilen Lineweaver- Burk grafigi kullanilarak hesaplandi. Elde

edilen sonuglar Tablo 4.5’de verildi.

Tablo 4. 5. Serbest selillaz, GA-CS-Fe;04 ve GP-CS-FesO,4 boncuklar

iizerine immobilize edilen seliilazin kinetik parametreleri

Kwm Vmax
Serbest seliilaz 0.92 mg ml™ 7.99 U/ml
Immobilize seliilaz (GP) 1.63 mg ml™ 6.81 U/g tastyict
Immobilize seliilaz (GA) 1.67 mg ml™ 6.64 U/g tastyict

Bir enzim i¢in Ky degeri, maksimumum hizin yarisma erisildigi andaki
substrat konsantrasyonunu ifade eder. Bunun yani sira Ky degeri ne kadar kiigiikse
enzimin substrata ilgisi o kadar yiiksek olmaktadir. Yaptigimiz calismada serbest
seliilaz igin Ky ve Vmax degerleri swasiyla 0,92 mg ml?, 7.99 U ml™ olarak
bulundu. Ky ve Vmax degerleri GP-CS-Fe30, lizerine immobilize edilmis seliilaz

icin 1,63 mg ml™, 6,81 U g* tasiyici, GA-CS-Fe30y iizerine immobilize edilmis
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seliilaz i¢in ise 1,67 mg ml™, 6,64 U g™ tastyici olarak hesaplandi. Alman sonuglar
degerlendirildiginde immobilize edilen seliilaza ait Ky degerlerinin serbest seliilazin
Kwm degerinden yiiksek olmasi, substrata olan ilgilerinin serbest seliilazin ilgisinden
daha diisiik oldugu anlamina gelmektedir. Ky ve Vmax degerlerinde meydana gelen
bu degisiklerin nedenleri arasinda, enzimin destege baglanmasi esnasinda substrata
baglanmasi i¢in gerekli olan esnekligini bir miktar yitirmesi, tastyicinin enzimin aktif
bolgelerinde meydana getirdigi sterik engellemeler ve substrat difiizyonunun

smirlanmasi sayilabilir.

Bu makalede hesaplanan Michaelis sabitlerinin, 6nceki ¢alismalarda bildirilen
bircok degerlerden daha diisiik oldugunu da belirtmek gerekir. Imai ve arkadaslar1
(2004), 3-11 mg/ml arasinda degisen Ky degerlerini bildirmisler ve Liu ve
arkadaslar1 (2006), Seliilloz ve CMC substratlar1 i¢in sirasiyla Ky degerlerini 14,3-
39,5 mg/ml ve 30,2 -30,5 mg/ml olarak bildirmislerdir[111,112]. Razi Ahmad ve
ark.(2018) yaptiklar1 seliilaz immobilizasyon g¢alismasinda CMC substrat1 i¢cin Ky
degerini serbest ve immobilize enzim i¢in sirasiyla 5,60 ve 2,50 mg/ml olarak
bildirmislerdir[113]. Naser ve arkadaslari(2015) yapmis olduklari seliillaz enziminin
saflagtirilmas ile ilgili ¢alismada CMC substrati i¢in Vmax degerlerini 4.27+0.73 ve
3,53+0,60 U/ ml olarak bildirmislerdir[114]. Ming-qi Liu ve ark. (2015) karbon
kaplamali  kitosan nanopartikiiller {izerinde immobilize edilmis ksilanaz
calismalarinda seliilaz i¢in Ky ve Vmax degerlerini sirasiyla 6,13 mg ml* ve 17,92
umol min™ mg™ partikiil olarak bildirmislerdir[115]. Yuanyuan Yu ve ark(2012)
yapmis olduklar1 selillaz enziminin polimer fiizerine kovalent immobilizasyonu
calismalarinda Ky ve Vmax degerlerini  serbest selillaz  icin 4,78,
9,72x10%(g'L™*'s "), immobilize selillaz i¢in 2,89, 4,36x10°(g-L™*s™) olarak
bildirmislerdir[116]. Tao Feng ve ark(2005) manyetik kitosan boncuklar iizerine
yapmis olduklar1 immobilizasyon ¢aligmasinda serbest ve immobilize enzim Ky ve
Vmax degerlerini sirastyla 0.78 mg/mL, 0.48 mg mL *h™*ve 1.28 mg/mL, 0.39 mg
mL*h*olarak rapor etmislerdir[117].

4.3.3. Depolama Kararhh@
Bir enzimin depolama stabilitesi, uygulamasmimn belirli bir reaksiyonda
programlanmast agisindan biiylik 6nem tasimaktadwr. Aym1 zamanda depolama

stabilitesi enzimin saklama kosullarina bagl olarak degisen bir parametredir. Suda
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¢oziinmeyen enzim preparatlart genellikle liyofilize edilerek ya da siispansiyon
seklinde 4 °C’ de depo edilebilmektedir. Sekil 4.17.°de elde edilen sonuglar,
depolama siiresinin bir fonksiyonu olarak enzim aktivitesindeki degisikliklerin,
immobilize enzimin kalan aktivitesinin 6 hafta boyunca depolandiktan sonra ilk
aktivitesinin GP-CS-Fe3O4 igin % 77,18'ini, GA-CS-Fe304 igin % 75,64’inil
korudugunu gosterirken, serbest enzimin baslangigtaki aktivitesinin % 36,22'sini
korudugunu gostermektedir. Bu sonuglar, immobilize edilmis enzimin, serbest
enzimden daha iyi bir depolama stabilitesine sahip oldugunu gostermektedir. Ayni
zamanda bu veriler, seliilazin ¢éziinmeyen bir tastyicinin yiizeyine baglanarak uygun
depolama stabilitesine sahip oldugunu gostermektedir. Elde edilen veriler, X. Yang
ve arkadaglarinin seliillaz immobilizasyonu {izerine yapilan bir ¢alismada, serbest
enzimin 28 giin i¢inde aktivitesinin yaklasik % 79'unu kaybettigini ve immobilize
edilmis seliilazin iyi bir depolama stabilitesi sergiledigini bildiren sonuglar1 ile uyum
saglamaktadir[118]. Hailei Yin ve ark(2013) yaptiklar1 ¢alismalarinda immobilize
edilen seliilazin aktivitede kademeli bir diisiis gosterdigini ve sadece 4 hafta sonra
baslangigtaki aktivitesini % 14 kaybettigini ve serbest seliilazin ise ayn1 zamanda %
23 aktivitesini kaybettigini belirtmislerdir[119]. Immobilize enzimlerin gelistirilmis
depolama stabilitesi, tagiyici lizerindeki fiksasyon sonucunda enzimin denatiirasyon
hizindaki azalmaya baglanabilir[120,121,122]. Giilay Bayramoglu ve ark.(2013)
yaptiklar1 immobilizasyon caligmasinda serbest seliilazin aktivitesini 30 giiniin

sonunda kaybettigini bildirmislerdir[123].
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Sekil 4.17. 4°C’de serbest, GA-CS-FesO, ve GP-CS-Fe;O4 iizerine

immobilize edilen seliilazin depolama kararlilig1
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4.3.4. Iimmobilize Seliilazin Tekrar Kullanilabilirligi

Immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirligi, secilen tastyicinmn ya da
metodun etkinligini degerlendirmede olduk¢a 6nemli olmaktadir. Bununla birlikte,
tekrar kullanilabilirlik ekonomik ac¢idan ve kararliligin korunmasi bakimindan
immobilize enzimleri serbest enzimlerden daha avantajli kilmaktadir. Bu ¢alismada
immobilize seliillaz enziminin tekrar kullanilabilirligi ard arda aktivite Olgiimleri
yapilarak belirlendi, hem aktivite Glglimlerinde kullanilan karboksimetil seliiloz
substratina kars1 hem de lignoseliilozik atik hidrolizinde tekrar kullanilabilirligi
arastirildi. Sonuglar genipin ve glutaraldehit ile immobilize edilen seliilaz enziminin
CMC substratina kars1 alinan 6l¢iimlere gore 10 kullamimdan sonra aktivitesinin
sadece yaklasik % 32’sini kaybettigi gosterdi (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.18.Kompozit boncuklar iizerine(genipin (A) ve glutaraldehit (@))

immobilize edilen seliillazin CMC-Na substratina kars1 tekrar kullanilabilirligi

Tao Feng ve ark (2006) galismalarinda immobilize seliilazin manyetik CS
mikrokiirelerinde 10 kullanim sonrasi aktivitesinin = %78'ini  korudugunu
bildirmiglerdir[124]. Thilini Alahakoon ve ark(2012),yaptiklar1 caligmada Aldehit ile
fonksiyonellestirilmis nanopartikiiller iizerine seliilaz enzimini immobilize etmisler
ve immobilize enzimin tekrarlanan 10 kullanim sonrasi, sadece % 24,3'luk bir
aktivite kaybina ugradigmi bildirmislerdir[125]. Siti Noraida Abd Rahim ve

ark.(2013),calismalarinda enzim karigin1 (alfa-amilaz, glukoamilaz ve seliilaz)
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kalsiyum aljinat kil tanecikleri icine immobilize etmis ve bu ¢alisma neticesinde yedi
kullanimdan sonra, aljinat kil tanelerindeki enzim aktivitesinin % 51,77'sinden
fazlasinm, yalnizca aljinat tanelerine immobilize edilen enzimlerin ise sadece %
20,37’sinin korundugunu bildirmislerdir[126]. Ming-qi Liu ve ark (2015), yaptiklar1
immobilizasyon ¢alismast ¢ift fonksiyonlu enzimi (ATXX) kovalent baglarla
desteklerde basartyla immobilize etmis ve bu calismada immobilize edilmis
ATXX'Iin geri kazanilan etkinligini, yedi geri doniisiim isleminden sonra % 82,6

olarak belirlemislerdir[127].

4.3.5. Serbest ve Immobilize Seliilaz Aktiviteleri Uzerine Baz1 Aktivator
ve Inhibitérlerin Etkisi

Na®, K*, Ca®*, Mg*, Mn*, Fe®*, Co*, Cu®*, Ni**, Zn**, Hg** ve Fe*" gibi
mono-, di- ve trivalent metal iyonlari, seliilazlarin karakterizasyon analizlerinde
yaygin olarak incelenmektedir. Iyonik yiikiin yan1 sira iyon yaricapinmn boyutu
enzimin aktivitesi ve stabilitesi iizerinde biiylik bir etkiye sahiptir. Daha biiyiik
yaricapin katalitik amino asitler iizerinde daha az etkiye sahip oldugu, daha kiigiik
yaricapin ise katalitik bolgedeki hasar ile enzimin genel konformasyonunu degistiren
yiklii amino asitleri daha yogun olarak c¢ekebildigi yapilan calismalarla

gosterilmistir.

Calismalar, Fe?* ve Cu”'nin endoglukanazlar, ekso-katalazlar ve p-glikozidaz
aktiviteleri tizerindeki inhibitor etkilerini bildirmistir. Bununla birlikte, diger iki
degerlikli iyonlarin seliilaz aktiviteleri iizerindeki etkisi, farkli mikroorganizmalar
tarafindan salgilanan enzimler arasmnda degismektedir. Iki degerlikli iyonlarin
seliilazlar {izerindeki etkisi iyi aydinlatilmamistir ve muhtemelen amino asitler

iizerindeki redoks etkileri, aktivitelerini arttirmak veya azaltmaktir.

Seliilazlarm Hg2+ ile inhibe edilmesi, siilfiir igeren katalitik amino asit
kalintilar1 ile etkilesime bagl olup, disiilfiir baglarmin oksidasyonuna ve diizensiz
olusumuna yol agar. Fe?*, D/L-lisin ve L-metionin, histidin ile Cu®* ve arginin,

glutamin, prolin, serin ve valin ile Ba** ile kompleks olusturabilir.

Calismamizda % 1 Triton X-100,% 1 Tween 20,% 1 Tween 80,% 1 SDS,

5mM EDTA ve %10 sodyum kloriir ¢ozeltisinin serbest ve immobilize seliilazin
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aktivitesi lizerine etkisi arastirildi. Bu amagla, immobilize edilen enzim sodyum
kloriir ya da Triton X-100 ¢ozeltisi iginde bekletildi. Belirtilen siire sonunda,
immobilize edilen enzimin goreceli aktivitesi, substrat olan CMC’nin hidroliz

reaksiyonuna dayanilarak hesaplandi. (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.19.Serbest ve immobilize seliilaz iizerine farkli konsantrasyonlardaki

aktivatOr ve inhibitorlerin etkisi

Yapilan caligmalar neticesinde EDTA, seliilazin aktivitesi i¢in inhibe edici
olmustur. EDTA bir metal selatlama maddesidir ve EDTA tarafindan enzimlerin
inhibisyonu, enzim aktivitelerinin muhtemelen kimyasal aktivitelere bagli oldugunu
ve EDTA ile inaktif kompleksler olusturan inorganik gruplar igerebilecegini

diistindiirmektedir. Kumar ve ark. (2010), enzimin iire inhibe edici bilesikte
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hidrofobik amino asitlerin varhigmi gosterdigini ve enzimin EDTA tarafindan
inhibisyonunun enzimin metalo-enzim olduguna (metale bagli) kanit oldugunu
gostermistir[128]. Shafei ve arkadaslar1 (2010), enzimin metal iyonlar1 tarafindan
inhibisyonunun, enzimin aktif bolgesine baglanarak azaltilan metallerin
aktivitesinden kaynaklanabilecegini agiklamigtir ve enzimin metal iyonlarla inhibe
olmasi, metallerin enzim aktif bdlgesine baglanarak aktiviteyi diisiirmesinden

kaynaklanabilecegini agiklamiglardir [129].

Trivedi ve ark (2011a), izole ettikleri selillaz enziminin EDTA ile
inkiibasyonundan sonra, %32 aktivite kaybettigini bildirmisler ve enzimin anyonik
ve iyonik olmayan deterjanlarla muamele edildiginde bu deterjanlarin bir aktivator
olarak davrandiklarini rapor etmislerdir. Trivedi ve ark (2011b), Bacillus flexus’tan
izole ettikleri seliilaz enziminin 5SmM Ca®* , Zn* , Mn?* ve EDTA ile yiiksek oranda
inhibe oldugunu bildirmislerdir[130]. Chang ve ark (2012), saflastirdiklar1 seliilaz
enziminin aktivitesi lizerinde metal iyonlari, deterjan ve okside edici ajanlarin
etkisini incelemek iizere 50°C’de 1 saat inkiibe etmislerdir. inkiibasyon sonunda
enzimin 2mM EDTA, MgCI; ve SDS ile inhibe oldugunu, 2mM CaCl,, MnCl,
(%150’nin tlizerinde), ZnCl; ile aktivite kazandigini a¢iklamiglardir[131].

Calismamizda genipin ve glutaraldehit ile aktive edilen kitosan kompozit
boncuklar iizerine immobilize edilen seliilazin deterjanlardan %1°lik SDS ile
muamelesi sonrasi geri kazanilan aktivitenin sirasiyla %89 ve % 86 olmasi1 enzimin
deterjan endiistrisi i¢inde kullanilabilirligini ortaya koymustur. Murashima ve ark.
(2002), Singh ve ark. (2004), ve Saha (2004) yapmis olduklar1 caligmalarda
seliilazlardaki inhibisyon ve aktivasyon 6zelliklerinin bir¢ok ¢alismada oldugu gibi

farkliliklar gosterebilecegini bildirmislerdir[132,133,134].

4.4 Kompozit Boncuklar Uzerine Immobilize Edilen Seliilaz ile
Lignoseliilozik Atiklarin Sakkarifikasyonu

Lignoseliilozik atiklarm indirgen sekere doniisim asamalari; fiziksel
parcalama, eleme, 6n-muamele ve hidroliz olarak Sekil 4.20. ’de goriildiigii gibi

basamaklandirilabilir.
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Sekil 4.20. Islem akis1
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Genipin ve glutaraldehit ile aktive edilen kitosan kompozit boncuklar {izerine
seliilaz enziminin immobilizasyon isleminin gerceklestirilmesi ve kosullarin
optimizasyonu sonrasinda ¢aligmanin ikinci agsamasinda, bu immobilize enzimlerin
endiistriyel amagli uygulamasi olarak lignoseliilozik atiklarin sakkarifikasyon
caligmalar1 gergeklestirildi. Calismada farkli endiistriyel ve evsel lignoseliilozik
atiklar tercih edildi. Atiklar tizerinde yapilan 6n muamele islemleri sonucunda asit ve
alkali muamelenin birbirine yakin sonuglar vermesi nedeni ile sakkarifikasyon
calismas1 daha avantajli ve uygun oldugu belirlenen alkali muamele ile devam
ettirildi. Lignoseliilozik atiklarin 6n islem sonrasi lignin, seliilozt+hemiseliiloz

miktarlar1 asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 4. 6. Lignoselilozik atiklarin 6n islem sonrasi lignin,
seliiloz+hemiseliiloz miktarlar1

Lignin (%)  Seluloz+Hemiseliiloz (%)

Asit hidrolizi Misir yapraklari 15,7 78,6
Enginar yapraklari 21,2 72,2
Cam agaci kabuklari(Pinus 32,4 61,2
cembroides)

Alkali hidroliz Misir yapraklari 16,3 80,5
Enginar yapraklari 21,4 73,4
Cam agaci kabuklari(Pinus 34,6 60,2

cembroides)
4.4.1. Sakkarifikasyon Uzerine NaOH Konsantrasyonunun EtKisi

Sakkarifikasyon calismasinda GP-CS-Fe;O4 boncuklar {izerine immobilize
edilen selillaz tarafindan belirli zaman dilimlerinde alman UV-Vis spektrum

sonuglari tizerine NaOH konsantrasyonun etkisi Sekil 4.21.’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.21. NaOH konsantrasyonunun sakkarifikasyon tizerindeki etkisi

Yapilan calismalar sonucunda %0,5 oraninda kullanilan NaOH oraninin
sakkarifikasyon verimi i¢in istenen diizeyde olmadig1 goriilmiistiir. %1’in iizerindeki
NaOH konsantrasyonlarinda ise bariz bir verim farki olusmadigi aksine verimde bir
miktar kaybin gergeklestigi sonucu ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle sakkarifikasyon
islemi i¢in %1°lik NaOH konsantrasyonu uygun goriilerek calisma bu yonde devam

ettirildi.

Lignoseliilozik atiklarin alkali kullanilarak gercgeklestirilen 6n hazirlik
islemlerinde genellikle NaOH, KOH, Ca(OH), ve NH;OH kullanilmaktadir. On
hazirlik islemleri sayesinde lignin yapis1 bozulur, ham maddenin gozenekliligi artar.
Boylece enzimlerin ulagilabilecegi ylizey alani genisletilmis olur. Sonraki asama olan
enzim hidrolizi igin hammadde daha uygun hale gelmektedir [135]. NaOH’in
kullanildig: alkali 6n hazirlik islemlerinde, diisiik sicaklik, uzun bekleme siiresinde
sakkarifikasyon veriminin arttigi rapor edilmistir[136]. Abraham Kusi Obeng ve
ark.(2018) yapmis olduklar1 otlardan seker doniisiimii ile ilgili calismada %1-4 aras1
NaOH konsantrasyonu ile ¢alismiglar ve 120 °C’de %4’liik NaOH orani olarak
belirlemislerdir[137]. Kingsley L. ve ark.(2013), lignoseliilozik biyokiitlelerin
kimyasal bilesimi lizerine NaOH etkisi ile ilgili arastirmalarinda %1°lik NaOH orani1
uygun bulmuslardir[138]. Ziyu Wang ve ark.(2010) bermuda otlarin1 hidroliz
ettikleri calismada %0,5 ile %3 arasinda NaOH konsantrasyonlarini ¢aligmislar %0,5

oraninin lignin giderimi i¢in uygun olmadgi %1 {iin iizerinde ise yiiksek verim
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alindigin1 bildirmislerdir. Ayni1 zamanda ¢alismalarinda %2-3 NaOH oranlari
arasinda belirgin bir farkliligm olmadigmi agiklamiglardir[139].

4.4.2. Sakkarifikasyon Uzerine pH Etkisi

Sakkarifikasyon calismasinda GP-CS-Fe;O,4 boncuklar iizerine immobilize
edilen seliilaz tarafindan belirli zaman dilimlerinde alman UV-Vis spektrum

sonuglari tizerine pH’m etkisi Sekil 4.22.’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.22. pH degerinin sakkarifikasyon {izerine etkisi

Calismamizda sakkarifikasyon veriminin en yiiksek oldugu pH degeri 5,0
olarak bulundu. Bu pH degeri ayn1 zamanda seliilaz enziminin optimum pH’1 ile
aynidir. Tanara Sartori ve ark(2015) yaptiklar1 ¢alismada iki farkh seliilaz enzimini
kullanarak lignoseliilozik atiklarin enzimatik sakrifikasyonunu gercgeklestirmisler ve
enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu pH degerini iki enzim igin pH 4,8 ve 5,2
oldugunu bildirmisglerdir[140]. Sulaiman A. Alrumman(2016) seliilozik hurma
atiklarmin glikoz ve laktik aside enzimatik sakrifikasyon ve fermentasyonu

calismasinda optimum pH degerini 5,0 olarak rapor etmistir[141].
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4.4.3. Sakkarifikasyon Uzerine Sicakhk Etkisi

Sakkarifikasyon calismasinda GP-CS-Fe;O,4 boncuklar iizerine immobilize
edilen seliilaz tarafindan belirli zaman dilimlerinde alman UV-Vis spektrum

sonuglar lizerine sicakligin etkisi Sekil 4.23’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.23.Sicaklik degerinin sakkarifikasyon iizerine etkisi

Calismamizda sakkarifikasyon veriminin en yliksek oldugu sicaklik degeri
50°C olarak bulundu. Jordan ve ark.(2011) yapmus olduklar1 ¢alisma neticesinde
serbest scliilaz ve magnetit nanopargaciklar {lizerine immobilize ettikleri seliilazin
mikrokristalli seliillozun hidrolizi i¢in optimum sicakligt 50 °C oldugunu
bildirmisglerdir[142]. Bu sonuglar yapmis oldugumuz ¢alismamizi destekler
niteliktedir. Tanara Sartori ve ark(2015) yaptiklar1 ¢alismada iki farkli seliilaz
enzimini  kullanarak  lignoseliilozik  atiklarin  enzimatik  sakrifikasyonunu
gerceklestirmigler ve enzim aktivitesinin en yiliksek oldugu sicaklik degerini iki

enzim i¢in 40°C ve 50 °C oldugunu bildirmislerdir[143].

4.4.4. Sakkarifikasyon Uzerine Reaksiyon Siiresinin Etkisi

GP-CS-Fe304 boncuklar {izerine immobilize edilen seliilaz tarafindan 8, 18,

24, 48 ve 72 saat zaman dilimlerinde alinan UV-Vis spektrum sonuglar1 etkili bir
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sakkarifikasyonun  gergeklestigini  gostermektedir(Sekil 4.24.). 72 saatlik
sakkarifikasyon islemi sonucunda boncuklarin iyi sekilli ve diizenli yap1 gosterdigi
ve ayni zamanda tekrarlanan seri reaksiyonlar i¢in uygun olduklar1 gorildi.
Sakkarifikasyon islemi sonrasi yapilan hesaplamalar neticesinde misir yapraklarmin,
enginar yapraklarmin ve ¢am agaci kabuklarinin sakkarifikasyon oraninin sirasiyla %
92, % 79, % 68 oldugu belirlendi. Glikozun geri kazaniminda meydana gelen bu
farklhilik lignoseliilozik tirlinlerin igerigindeki lignin ve selilloz miktarindaki

farkliliktan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.24. Kompozit boncuklar lizerine immobilize edilen seliilaz ile zamana
kars1 sakkarifikasyon grafigi(immobilize enzim miktar1: 300 mg pH: 5.0 Reaksiyon
sliresi:72 saat, Karistirma hiz1:120 rpm, Sicaklik: 50°C)

Belirli bir zaman diliminden sonra sakkarifikasyon yiizdesinin artmayip
belirli bir diizeyde kaldigi goriildii. Roberto Valenzuela ve ark.(2012) yapmis
olduklar1 sakkarifikasyon ¢alismasinda glikozun en yiiksek verimine 72 saatte
ulasildigini ve I-G ile takviye edilmis seliilaz i¢in elde edilen pulp bazinda ortalama
hidroliz verimlerinin WS-SE, EG-H ve EG-HA i¢in sirasiyla % 76,1,% 83,6 ve %
75,6 oldugunu bildirmislerdir[144]. Wang ve ark. (2011) ham Trichoderma
kullanilarak alkali 6n isleme tabi tutulan seker kamis1 kiispesinin 50 © C'de en yiiksek
% 37,29 hidroliz oranma sahip olabilecegini bildirmislerdir[145]. Sulaiman
A. Alrumman(2016) seliilozik hurma atiklarinin glikoz ve laktik aside enzimatik
sakrifikasyon ve fermentasyonu calismasinda sakkarifikasyon yiizdesini % 71,03

olarak rapor etmistir[146].Reinu E Abraham ve ark(2014), 6n islemden gegirilmis
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kenevir biyokiitlesinin enzimatik sakrifikasyonunu arttirmak icin manyetik
nanoparcacik immobilize seliilazlarin uygunlugunu arastirdiklar1 ¢alismada kenevir
biyokiitlesinin (HHB) serbest ve immobilize enzimler icin sirasiyla % 89 ve % 93

oraninda 48 saatte maksimum hidrolize ugradigmni bildirmislerdir[147].

Jason Jordan(2009),manyetik nanopatikiiller iizerine yaptig1 seliilaz enzimi
immobilizasyonu ile ilgili ¢alismada bu durumu glikoz ve sellobiyoz birikiminin,
enzim kompleksi igerisinde endoglukanlarin performansini inhibe ettigi bu nedenle,
24 saat sonra reaksiyonu durdurmanin ve daha sonra enzim bagli nanoparcaciklarin
geri  donisiimiiniin  saglanmasinin  daha 1iyi bir yaklasim olabilecegini

bildirmistir[148].

4.45. Lignoselillozik Atiklarin ve Lignoseliilozik Atiklarin
Sakkarifikasyonu Sonrasi Meydana Gelen Uriinlerin Karakterizasyonu

Islem gérmemis, alkali 6n islem gormiis ve genipin ve glutaraldehit ile aktive
edilmis kitosan kompozit boncuklar lizerine immobilize edilen seliillaz enzimi ile

hidrolize edilmis lignoseliilozik atiklarin SEM goriintiileri Sekil 4.25. 'de gosterildi.

E—] L l—) w I C— 1)
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<o 5 o [o— | v o 20
ETD | 500x r 3.00 " IYTEMAM 3 20 m 3 IYTEMAM

Gt [mogD| HAW | WD | pressure | 5/15/2018 meg I | MW | WD | pressue
ETD | 5000x | 829 ym | 9.1 mm | 9.42e-4 Pa | 2:33:05PM IYTEMAM 10000 x | 41.4 ym | 9.1 mm | 9.42e-4 Pa

WY det | mag 1| HA P S I — LT — H spot | det | mag O pre: 7 I — T
3.00kV | 2.0 | ETD | 5000 x IYTEMAM 3.00kV | 2.0 | ETD | 10000 x | 41.4 ym | 9.1 mm | 2.78e-3 Pa | 2:18:33 PM IYTEMAM

v det | mag 1| HA WD | pressure /8/2018 P R— spot | o pressu
3.00kV | 2.0 | ETD | 5000x | 829 ym | 9.5 mm | 1.51e-3 Pa | 2:19:59 PM IYTEMAM 2. 1.51e-3 Pa | 2:20:30 PM IVTEMAM
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Sekil 4. 25. SEM goriintiileri Misir yapragi (islem gérmemis)(a: 500%,2500%,5000x),

Alkali islem gérmiis misir yapragi(b: 500x, 2500%, 5000x),Sakkarifikasyon sonrasi
musir yapragi(c: 500%, 2500%, 5000x). Enginar yapragi (islem gérmemis)(d: 5000%,
10 000%), Alkali islem gormiis enginar yapragi(e: 5000x, 10 000x), Sakkarifikasyon
sonrasi enginar yapragi(f: 5000%, 10 000x), Cam agac1 kabugu(islem gérmemis)(g:
500%,2500%,5000%), Alkali islem gormiis cam agacit kabugu(h: 500%, 2500x,
5000x),Sakkarifikasyon sonrasi ¢am agaci kabugu (1: 500%, 2500%, 5000x).

Elde edilen SEM goriintiilerinde islem gormemis biyokiitle yapilarinin
kompakt ve sert oldugu, ancak 6n islemden sonra bu yapilarin kirildig1 ve agiga
ciktig1 ve lignoseliilozik yapilarn NaOH ile 6n muamelesi sonrasi seliilaz enziminin

kolay erisebildigi bir formda degisiklige ugradig: goriildii. Enzim hidrolizinden sonra
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ise, biyokiitle rijit yapismin bozuldugu ve 6n islemden sonra elde edilen belirgin
ozelliklerin aginmasina isaret ederek kiiciik parcalara ayrildigi gozlendi. Hidrolizin
yiilksek oranda gerceklesmedigi Orneklerde ise daha cok yiizeysel asmmalarin

gerceklestigi SEM goriintiileri ile ortaya ¢ikti.

Yuanyuan Yu ve ark.(2014), yaptiklar1 ¢alisma ile enzimle muamele edilmemis
numunede bircok c¢ikint1 ve plriizlii bir yap1 goriiliirken seliillaz ile muamele
islemlerinden sonra kumas yiizeylerinin daha piiriizsiiz hale geldigini, pamuk
liflerinin bozulmasinm olduk¢a ciddi oldugunu ve liflerde birgok ¢atlak belirdigini
bildirmislerdir[ 149]. Reinu E Abraham ve ark.(2016), yaptiklar1 ¢alismanin sonuglar1
calismamizda elde edilenlere benzer bulunmustur[150]. Shivani Sharma ve ark(2016)
bugday samaninin alkali yontemle hidrolizi ile ilgili ¢caligmalarinda 6n muameleden
sonra, lignoseliilozik  biyokiitlenin  hiicre ¢eperi  yapisinin  bozuldugunu
bildirmislerdir[ 151]. B.Bharathiraja ve ark(2017) lignoseliilozik atiklarm hidrolizi ile
ilgili caligmada 6n muamele sirasinda meydana gelen morfolojik degisiklikleri
gozlediklerini, lignoseliilozik atiklarda catlak gelisimi ve gozeneklilikteki artigin
gerceklestigini ve enzimatik ©On islemin, seker iiretiminin arttirdigini rapor

etmislerdir[152].
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Sekil 4. 26. Hidrolizde kullanilan enginar yapraklari(a), ¢cam agac1 kabugu(b)

ve musir yapraklarina(c) ait IR Spektrumlarinin karsilastiriimasi

Spektrumlarda goriildiigii gibi(Sekil 4.26.) 3347-3374 cm™ arasinda gozlenen
genis ve siddetli band O-H titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Bu bant seliiloz
matriksinde tekrarlayan birimler arasinda hidrojen baglariyla bir arada bulunan O-H
gruplarna aittir. 2890- 2915 cm™ arasindaki bant C-H; 1000-1160 cm™ arasindaki
bant ise C-O titregimlerinden kaynaklanmaktadir. 895 cm™’de gézlenen band ise
seliilozdaki B-glikozidik baglardan kaynaklamr[153]. 1370-1375 cm™de gdzlenen
bant seliilozdaki C-H gerilmelerinden ileri gelmektedir[154]. 1640 cm™ deki bant

C=0 fonksiyonel grubuna ait banttir. 1700 cm™lerde géziiken bantin hemiseliilozik
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yapiya ait C=0 fonksiyonel grubuna ait bant olarak disiiniilebilir [155]. Atik
hidrolizinde kullanilan biyokiitlelerde lignin doniigiimii sonucunda kat1 fazi olusturan
bilesikler meydana gelmekte ve par¢alanmadan kalan bir kisim lignin de yine kat1 faz
icerisinde yer almaktadir. Orijinal lignine ait FTIR spektrumunda karakteristik olarak
2800-3000 cm™ piki gozlenmektedir[ 156]. Bu ¢aligmada elde edilen 6rneklerin Sekil
4.23.°de verilen FTIR spektrumlarina bakildiginda 2800-3000 cm™ araliginda
sicaklik artmasiyla bant siddetlerinde azalma meydana geldigi goriilmektedir. Bu
sonu¢ yakin kritik sicaklikta Orneklerin yapisinda bulunan ligninde parcalanmanin
gerceklestigini  gostermektedir. Lignoseliilozik atiklarin FTIR spektrumlarinda
gbozlenen bazi farkliliklar bu lignoseliilozik materyallerden elde edilen lignin

fraksiyonlarinin farkl yapilarda oldugunu gostermektedir.

Sekilde 3400 cm™’de tepe noktasi olan genis O-H gerilme, 2928 cm™de
alifatik C-H gerilmeleri, 1627 cm™de adsorbe olan suya ait H-O-H deformasyon,
1200- 920 cm™lerde ¢esitli C-O, C-C gerilme veya C-O-H egilme bantlari
hemiseliilozlarda tipik olarak goriilen bantlardir [157]. 1508 cm™ deki diisiik siddetli
bant ksilana bagl diisiik miktardaki ligninin varligmi géstermektedir. 1075 cm™*deki
bant C-O-H egilmesidir ve dallanma derecesi tarafindan olduk¢a kuvvetli sekilde

etkilenir. 898 cm™’deki keskin bant p glikosidik baglar1 gostermektedir [158].

4.4.6. Sakkarifikasyonda Kullanilan Immobilize Seliillazin Tekrar

Kullanilabilirligi

Sakkarifikasyon agisindan degerlendirildiginde misir yapraklari i¢in genipin
ile aktive edilen kitosan boncuklardaki aktivite 5 kullanim sonunda %78 oraninda
korurken, glutaraldehit ile aktive edilen boncuklardaki aktivitenin 5 kullanim
sonunda % 74 oraninda korundugu goriildii. Bu ¢alisma genipin ile aktive edilmis
kitosan boncuklarin tekrar kullanilabilirliginin glutaraldehite gore daha iyi oldugu
sonucunu ortaya koymaktadir(Sekil 4.27.). Sakkarifikasyon ¢alismasinda genipin ve
glutaraldehit ile aktive edilen immobilize boncuklarm 3 kullanim sonrasi

sakkarifikasyon oraninm diistiigii goriildi.
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Sekil 4.27. Sakkarifikasyon reaksiyonunda GA-CS-Fe;04(®) ve GP-CS-
Fe3O4(A) boncuklarm tekrar kullanilabilirligi (Lignoseliilozik atik: Misir yapraklart,

Immobilize enzim miktar: 300 mg pH: 5.0 Reaksiyon siiresi:72 saat, Karistrma

hiz1:120 rpm, Sicaklik: 50°C)

Sakkarifikasyon calismasinda genipin ve glutaraldehit ile aktive edilen
boncuklarin 5 kullanimdan sonra sonunda tasiyici morfolojisi degismemistir ve
boncuklar hala iyi sekilli ve diizenli yap1 gostermistir. Ayn1 zamanda tekrarlanan seri
reaksiyonlar i¢in uygun olduklar1 goriildii. Bu sonug, kovalent yontemine gore
immobilizasyon yapildiginda seliilaz ile polimer arasinda etkilesimler kuvvetli
oldugundan tekrar kullanilabilirlik 06zelliginin 1yi sonuglar verecegine isaret
etmektedir. Immobilize enzimlerin aktivitelerinde ©nemli bir azalma olmadan
gosterdikleri bu tekrar kullanilabilirlik 6zelligi, endiistriyel uygulamalarm ekonomisi

acisindan oldukg¢a 6nemlidir.
Chengzhou Li ve ark(2007), immobilize edilmis lipozom bagh seliilazin ile yapilan

sakkarifikasyon caligmasinda verimin ilk c¢alisgmada % 85 oldugu bes kullanim

sonrasi verimin % 50'sinde siirekli bir diisiis gézlendigini bildirmislerdir[159].
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada manyetik partikiiller kullanilarak kitosan kompozit boncuklar

sentezlendi. Sentezlenen kitosan kompozit boncuklarinin karakterizasyonu yapild.

Calismanin hem sentez asamasinda hemde katalitik aktivite arastirmalari
sirasinda katalizoriimiiziin manyetikliginden faydalanilarak bir mknatis yardimi ile

katalizr reaksiyon ortamindan kolayca ayrildi.

Hazirlanan Kitosan ve kitosan kompozit boncuklar iizerine Trichoderma
reesei ATCC 26921 seliilaz enzimi farkli 2 kovalent baglama ajani(genipin ve
glutaraldehit) kullanilarak basariyla immobilize edildi. Enzimin immobilizasyon
verimi, genipin ve glutaraldehit aktive edilmis manyetik kitosan boncuklar1 igin
sirasiyla % 84 ve % 77 olarak bulundu. Enzimin geri kazanilan aktivitesi ise genipin
ve glutaraldehit aktive edilmis manyetik kitosan boncuklar1 i¢in sirasiyla % 82 ve %
76 olarak belirlendi. Bu sistemlerin aktivite geri kazanimlarmnin karsilastirilmasi,
genipinin, seliilazin immobilizasyonunda etkin bir sekilde kullanilabildigini gosterdi,
bu ¢apraz baglanma ajanin daha az toksik olmasi nedeniyle glutaraldehite alternatif

olabilecegi sonucuna varildi.

Serbest ve immobilize seliilazin optimum kosullar1 belirlenerek ve kararlilik
deneyleri yapildi. Serbest ve immobilize enzimin optimal pH ve sicaklik kosullar
sirastyla pH 5.0 ve 50 °C bulundu. Serbet ve immobilize seliilaz i¢in optimum pH ve

sicakligin degismedigi goriildii.

Bu c¢alismalarda ¢esitli aktivatér ve inhibitér maddelerin seliilaz enzim
aktivitesine etkisine bakildiginda CaCl,’nin  aktivatér etki yaptigi gorildi
stirfaktanlarin ise genel olarak seliilaz aktivitesini inhibe ettigi belilendi. Genipin ve
glutaraldehit ile aktive edilen kitosan kompozit boncuklar iizerine immobilize edilen
seliilazin deterjanlardan %1°’lik SDS ile muamelesi sonrasi geri kazanilan aktivitenin
sirasiyla %89 ve % 86 olmasi enzimin deterjan endiistrisi i¢cinde kullanilabilirligini

ortaya koymustur.
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Calismanin son agsamasinda ise genipin ve glutaraldehit ile aktive edilmis
kitosan kompozit boncuklar tizerine immobilize edilen seliilaz enzimi lignoseliilozik
atiklarin sakkarifikasyonunda kullanildi. Atiklar iizerinde yapilan lignin miktari
hesaplamalar1 sonucunda ¢am agaci kabuklari, enginar yapraklar1 ve misir yapraklari
icin lignin miktar1 sirastyla %35, %21 ve %16 olarak hesaplandi. Sakkarifikasyon
islemi sonrasi yapilan hesaplamalar neticesinde misir yapraklarinin %92, enginar
yapraklarmin %79, ¢am agaci kabuklarinin ise % 68 sakkarifikasyon orani saptandi.
Atiklarm sakkarifikasyonu sirasinda kullanilabilen ©6n-muamele ve hidroliz
yontemleri oldukga ¢esitlilik gdstermektedir. Bunun temelinde hammadde kaynagi
olarak oldukca farkli yap1 ve igerige sahip lignoseliilozik biyokiitlelerin kullanilmasi
yatmaktadir. Bundan dolay1 farkli 6n-muamele ve hidroliz kosullari, kullanilacak
hammadde c¢esiti gbz Oniine alinarak proses basamaklar1 ve gerekleri deneysel

yontemlerle tespit edilmelidir.

Calismamizda bu nedenle 6n muamele i¢in farkli konsantrasyonlarda NaOH
ve farkli sicakliklarda c¢alismalar yiriildi. Yapilan c¢aligmalar neticesinde
sakkarifikasyon islemi i¢in en uygun NaOH konsantrasyonunun %1 ve ve en uygun
sicakligin 100°C oldugu belirlendi.

Sakkarifikasyon c¢alismalar1 i¢in optimum sicaklik ve pH degerlerinin
enzimin optimum sicaklik ve pH degerleri ile uyumlu oldugu gorildi.
Sakkarifikasyon agisindan degerlendirildiginde genipin ile aktive edilen kitosan
boncuklardaki aktivite 5 dongii sonunda %78 oraninda korurken, glutaraldehit ile
aktive edilen boncuklardaki aktivitenin 5 dongii sonunda % 74 oraninda korundugu
goriildi. Bu c¢alisma genipin ile aktive edilmis kitosan boncuklarin tekrar
kullanilabilirliginin ~ glutaraldehite gore daha 1iyi oldugu sonucunu ortaya

koymaktadir.
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